Universidade de Brasilia

Faculdade de Ceilandia

Desenvolvimento e padronizacdo de métodos para deteccdo de Trypanosoma
cruzi em polpa de acai (Euterpe oleracea)

Anderson Rodrigues Araujo Vieira

Brasilia

2015



ul

=

Universidade de Brasilia

Faculdade de Ceilandia

Desenvolvimento e padronizacdo de metodos para detec¢cdo de Trypanosoma
cruzi em polpa de acai (Euterpe oleracea)

Anderson Rodrigues Araujo Vieira

Orientador: Prof. Dr. Vicente de Paulo Martins

Coorientadora: Prof.2 Dr2. Beatriz Dolabela de Lima

Dissertacao apresentada ao programa de
Pés-graduacédo em Ciéncias e
Tecnologias em Saude da Faculdade de

Ceilandia - Universidade de Brasilia,
como requisito a obtencdo do titulo de
Mestre.

Brasilia

2015






Desenvolvimento e padronizagdo de métodos para deteccdo de Trypanosoma
cruzi em polpa de acai (Euterpe oleracea)

Dissertacdo apresentada ao programa de PoOs-graduacdo em Ciéncias e
Tecnologias em Saude da Faculdade de Ceilandia - Universidade de Brasilia, como
requisito a obtencéo do titulo de Mestre.

Anderson Rodrigues Araujo Vieira

Dissertacao aprovada em: / /

Comisséo julgadora:

1° Mem. (presidente):

Prof. Dr. Vicente de Paulo Martins (UnB)

2° Membro:

Prof.2 Dra. Tatiana Amabile de Campos (UnB)

3% Membro:

Pesq. Col. Dr. Ricardo Camargo (UnB-SES/DF)

4° Membro (suplente):

Prof.2 Dr2. Flavia Nader Motta. UnB — FCE



Dedico esse trabalho a minha familia, aos
meus amigos e a todos que de alguma

forma contribuiram para a sua realizacao.



Agradecimentos

Ao professor Vicente, meu orientador, pelos ensinamentos e experiéncias que foram
de um valor inestimavel para o desenvolvimento desse trabalho; pela parceria
estabelecida ao longo desses dois anos; pela confianga em mim depositada, além da

grande amizade.

A professora Beatriz (Bia), minha grande coorientadora, pelas pertinentes
contribuicbes para o andamento dessa pesquisa; pela paciéncia e incentivo a

constante busca do aprender.

A professora Tatiana Amabile pela contribuicio essencial na construcdo da

metodologia dessa dissertagao.

Aos membros do laboratério de biologia do gene — LaBioGene: Ricardo Camargo,
pela ajuda humildemente dada em momento crucial desse trabalho; Agenor Castro,
pela apresentacdo as técnicas laboratoriais fundamentais para o inicio dessa
pesquisa; Agnelo Rodrigues, Daniel Graziani e Marco Aurélio, pela amizade e pela

troca de experiéncia e & Marinez Viana pelo suporte técnico.

Aos membros do laboratério de analises moleculares de patégenos — LAMP: Lucas
Melo, Laura Fernandes, Luis Janssen, entre outros, pela amizade e por momentos de

descontragéo.

A secretaria da pods-graduacdo em Ciéncias e Tecnologias em Saide, Nubia

Carvalho, por ser sempre solicita as necessidades dos pos-graduandos.

Aos meus pais, Adao e Teresinha, pelo encorajamento e incentivo ao prosseguimento

na vida académica.

As minhas irmés, Alessandra, Talita, lorrana e Rayslaine, pela ajuda, companheirismo

e forca inestiméavel, ao longo desses anos.

Ao meu filho, Ravi Henry, pelos momentos de alegria e descontracdo que foram o

combustivel ao longo desses meses arduos de pesquisa.



“Se vocé encontrar um caminho sem obstaculos, ele
provavelmente nao leva a lugar nenhum.”

(Frank Clark)



SUMARIO

L-INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt es st e s an e s aes s tane s nesnens 1
T To =T o (o= W [T @ F= o = 1= TSR 1
1.2- TIYPANOSOMEA CIUZI...cueuiiieiitintetetesteiteit et ettt sttt e e et ese st eseebesbesb et e s e e eseeseeseebe st e nse s ensenneneenens 3
1.3- VEtOreS € NOSPEUEIIOS ......couevtiriiieieieieeit ettt ettt b e st b et e e neeae s 4
1.4- Formas de transmisS&o € SINtOMAtOIOgIa.........ccvevveieieiririinereeeeeee e 6
RS B I To [ a1 1) 1o o TSR 9
1.6- Acai: transmiss8o da DC POr VId OFal.........ccccevereieieieieieeseseree e 10
1.7- Desafios para a prevencéo e controle da transmissé@o da DC por via oral ....................... 13
2-OBJETIVO GERAL ....oottete ettt ettt et st sttt e e st esae e s et e sabesabeebeesseesatesnsesnseenteens 15
2.1-OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt sessas s sasss s s sassenesnes 15
3-MATERIAL E METODOS ..ottt tsses st sssa s s s asses s ssssas s ssssssssssssssnesnes 16
SLL-MAEETIAL ...ttt 16
SLLL2-MBIOS ..ttt bbb bbbttt b s 16
3.L.3-SOIUGBES ...ttt sttt ettt ettt n et eae bt entetente e eneeneas 17
3.2.1-Delineamento eXPeriMENTal..........ccoivirererieieieirierese et 18
3.4-Reacao de Polimerizacdo em Cadeia (PCR)......ccevirieierierieceseeere e 20
3.5- Extrac0es de DNA gENOMICO........cceiiiiecerieieseseete et e ste st stestesee e ssaesaesseesesreesnensens 23

3.6- Teste de avaliacdo preliminar de formas para lise das células de T.cruzi e de
interferentes presentes em polpa de Acai (Euterpe oleracea)..........cccccecevvevvevennnen. 24
A-RESULTADOS ...ttt ettt sttt sttt st s bt et s b e st e bt sae e bt sb e et e sbeeneenbesaeeneenne 29
4.3-Teste de sensibilidade dos primers TCZ € IDNA 28SQ.......cccccoeveveeieveseeceseecesie e 33

4.5-Padronizacédo de método para isolamento e concentracdo de células de T. cruzi em
01011 oF= Mo [SIR= Tox= |10 TSSOSO 36

4.6-Teste final dos protocolos de isolamento e identificagdo de T. cruzi em polpa de acai 37
4. 7-PCR €M teMPO REAI ...ttt sttt ettt st et e b sae e 38
6-CONCLUSOES E PESPECTIVAS ...t veseetesseeeesessesssesessssssssssssssssssssas s sssssnaons 49
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt ses s sess s sssssensssessssessasssneees 50



RELACAO DE TABELAS

Tabela 1: Primers utilizados para a amplificacdo do DNA de T.cruzi e acai...............

Tabela 2: Primers utilizados para a amplificacdo do DNA dos experimentos em

vi



Vii

RELACAO DE FIGURAS

Figura 1: Fotografia de Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas.........c.ccccecevveinenenienenienieieenene 2

Figura 2: Estimativa do numero de infectados no mundo e rotas migratorias que
contribuiram para a disseminagéo da doenca de Chagas a partir da América Latina.............. 2

Figura 3: Esquema mostrando as estruturas morfolégicas dos estagios evolutivos do

TIYPANOSOMA CIUZI ..ttt ettt ettt ettt a e sb s bt b e a e b et e st e e st eb e eb e e bt sae b et et e e e e eneeneene 4
Figura 4: Estagios do ciclo de vidaevolutivos dos géneros Triatoma ..........ccccceevererereeenienenes 5
Figura 5: Exemplos de habita¢des que favorecem a infestacdo por Triatomineos ................. 5
Figura 6: Ciclo biologico do T. cruzi no hospedeiro invertebrado e no homem..............cc......... 6
Figura 7: Sintomatologia da Doenga de Chagas. .........ccceueereririreneneneeeeese e 7
Figura 8: Fontes provaveis de contaminacao por via oral da Doenca de Chagas.................... 8

Figura 9: Acaizeiro (Euterpe oleracea) (Fonte: http://plantasfrutiferas.blogspot.com.br)....... 12

Figura 10: llustracéo dos processos de colheita, transporte, comercializacdo e consumo do
acal NA regi@io AMAZONICA ....cceccevvereeieieeeeee et te et e e e e e te e e s testessessese e esseseeseesessessasessenseneasens 12

Figura 11: Fluxograma ilustrando o delineamento experimental seguido durante a realizacao
0O Presente trabaAlN0. ........ocvciee e ettt re et 18

Figura 12: Bloco de aquecimento a seco utilizado na lise das células por temperatura. ...... 25

Figura 13: Etapas do Método de flutuagdo em Sulfato de ZiNCo. ........cccecvevvecevvnircenererieenee 27

Figura 14: Eletroforese em gel de agarose (2% em SB) do produto da amplificacédo por
PCR para avaliar a especificidade d0OS PrMEIS .......ccccooieerinienere et eee e 30



viii

Figura 15: Eletroforese em gel de agarose (2% em SB) do produto da amplificacdo da
padronizacdo dos primers para genes de acai e do teste da reagdo cruzada........................ 32

Figura 16: Teste de sensibilidade dos primers TCZ € rDNA 28Sa . ....cccccvvvevveveieeveseeiennne 33

Figura 17: Eletroforese em gel de agarose 2% dos testes de deteccdo do DNA de T. cruzi
LT oo o = W [T Tor= Y TSP 36

Figura 18: Deteccédo de T. cruzi por PCR apds isolamento pelo Método de flutuacdo em
SUIFALO T8 ZINCO. ..ttt sttt e e ettt e bt eb e bestessebeneeneeneeneas 37

Figura 19: Eletroforese da avaliacdo dos conjuntos de Primers validados (TCZ, PR agai 1,
rDNA 28Sa) na detecGao de T. CrUZi €M AGAIL. ..c.ccveerieirieirieeeieerieeeee et 38

Figura 20: Curva da quantificacdo da PCR em tempo real das diluicbes seriadas de DNA de

T. cruzi com primers IDNA 28S . .......ooiiiieereeese ettt saesre e saessee e e 39
Figura 21: Curva de dissociacdo da diluicdo seriada utilizando os primers rDNA28Sa.. ...... 40
Figura 22: Avaliagdo das reacdes cruzadas para os rDNA 28Sa e primers PR agaif. ......... 41

Figura 23: Curvas de dissociacdo para avaliar as reacdes cruzadas dos primers rDNA
2880, ettt b et h bRt A Rt b e Rt A e b et h et Rt Re bbb e Rt b st et et be e etenes 41

Figura 24: Curvas de quantificacdo de DNA de T. cruzi em amostras de acai............c.......... 42

Figura 25: Curva de dissociagdo da reagéo de deteccado de T. cruzi inoculados em Agai. .. 43

Figura 26: Esquema ilustrando a aplicabilidade do método e as perspectivas que serédo
tomadas para a continuidade deste eStUAO. .......cccoieereririereeee e 47



RELACAO DE SIGLAS

BSA- Albumina de Soro Bovino (Bovine serum albumin)
CTAB- Brometo de Cetrimonio (Cetyl trimethylammonium bromide)
DMEM- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DC- Doenca de Chagas

DNA- Acido Desoxirribonucleico

EDTA- Acido EtilenoDiaminoTetraAcético

LIT- Liver Infusion Tryptose

OMS-Organizagdo Mundial de Saude

PCR- Reagao em Cadeia da Polimerase

PBS- Tampao salino Fosfato

gPCR- Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa

RNA- Acido Ribonucleico

rDNA- Sequéncia de DNA que codifica para o RNA ribossomal
SB- Acido Borico e sédio

TBE- Tris, acido Bérico, EDTA

TCZ- Segmentos da sequéncia repetitiva do DNA nuclear em Trypanosoma cruzi



RESUMO

A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas (DC) € uma doenca que
afeta principalmente a populag¢édo pobre de paises latino americanos. Estima-se que
7-8 milhdes de pessoas estdo infectadas com Trypanosoma cruzi na América Latina,
sendo que cerca de 2 a 3 milhdes de pessoas sao portadoras da forma cronica no
Brasil. Apesar da realizacdo do controle da transmissao vetorial da DC em regides
endémicas, formas alternativas de transmissdo tornaram-se evidentes como a
transmissao oral. A transmissao oral ocorre principalmente pela ingestdo acidental
de triatomineos infectados ou de alimentos contaminados com dejetos desses
triatomineos ou secrecdes de animais silvestres infectados com T.cruzi. O suco do
acai produzido artesanalmente é tido hoje como o principal responsavel por surtos
da DC no Norte do Brasil, pequenos surtos da DC ja foram registrados apds grupo
de pessoas ingerirem a bebida contaminada com T.cruzi nos estados do Amapa,
Amazonas e Pard. O objetivo desse trabalho é desenvolver e validar uma
metodologia para detectar contaminacdo por T. cruzi em pasta e bebida de acai
(Euterpe oleracea). Para isto, 10 mL de polpa de acai foram inoculados com 10’
células de formas epimastigotas ou tripomastigotas de T.cruzi, que foram
posteriormente isoladas por flutuacdo em sulfato de zinco, seguido de extracédo de
DNA e analise por PCR. Para a deteccao, foram amplificadas as regides repetitivas
do DNA nuclear (TCZ) e o gene ribossomal 28Sa (rDNA 28Sa). Também foram
avaliadas a sensibilidade e a especificidade dos primers. A extracdo de DNA pelo
método cloroférmio/alcool isoamilico foi testada apdés amostras serem isoladas por
flutuagcdo em Sulfato de zinco. O limite minimo de detecgdo utilizando o gene
ribossomal rDNA 28Sa foi observado na ordem de 20 pg de DNA de T. cruzi,
enquanto que para as regides repetitivas nuclear TCZ foi de 20 fg. Os numeros
minimos detectados de células em 10 mL de polpa de acai foram: 170.000
tripomastigotas para rDNA 28Sa e 1,7 tripomastigotas para o TCZ. O limite de
deteccdo para a amplificagdo do gene rDNA 28Sa foi de 400 fg em PCR em tempo
real (QPCR) e o numero de células detectadas foram 10.000. A metodologia de
isolamento de T. cruzi pela flutuacdo em sulfato de zinco, juntamente com a
amplificagéo de regides repetitivas do DNA nuclear (TCZ) e do gene ribossomal

(rDNA 28Sa) por PCR qualitativa e gPCR, demonstraram ser uma ferramenta
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aplicavel para a deteccdo de acai contaminado com T. cruzi. A utilizacdo desta

metodologia pode ser apropriada em casos de surtos de transmissédo de doenca de
Chagas por via oral.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Acai, Euterpe oleracea, Trypanosoma cruzi,
transmissao oral.
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ABSTRACT

The American trypanosomiasis or disease of Wounds (DC) is a disease that
affects mainly the poor population of Latin American countries. It is estimated that 7-8
million persons are infected with Trypanosoma cruzi in the Latin America and around
2 to 3 million persons have the chronic form in Brazil. Despite the accomplishment of
the control of the vector transmission for DC in endemic regions, the alternative
forms of transmission became evident like the oral transmission. The oral
transmission occurs by accidental ingestion of infected triatomines, foods
contaminated with feces of these triatomines or secretions of wild animals infected
with T. cruzi. The craftily produced acai (Euterpe oleracea) juice is considered the
main responsible for outbreaks of the DC in the North of Brazil. Small outbreaks of
the DC were already registered after groups of persons ingested the juice
contaminated with T. cruzi in the states of Amapa, Amazon and Pard. The main
objective of this work is to develop and to validate a methodology to detect T. cruzi
contaminations in acai-based foods and beverages. For this, 10 mL of acai pulp were
inoculated with 10° T. cruzi epimastigote or trypomastigote cells, which were
subsequently isolated by flotation in zinc sulfate. Next, the extraction of DNA and
PCR analysis were conducted. For PCR detection, the repetitive regions of the
nuclear DNA (TCZ) and the ribosomal gene 28S a (rDNA 28S a) were amplified.
Moreover, the especificity and sensibility of the primers were determined. The
method using chloroform/isoamyl alcohol was chosen for T. cruzi DNA extraction
from acai samples. The minimum detection limit for the ribosomal gene rDNA 28Sa
was observed in the order of 20 pg of T. cruzi DNA, while for the nuclear repetitive
regions TCZ it was 20 fg. The minimum number of cells detected in 10 mL of acai
pulp were 170,000 trypomastigotes for rDNA 28Sa and 1.7 trypomastigotes for TCZ.
The detection limit for the amplification of the rDNA 28Sa gene was 400 fg by real
time PCR (gPCR) and the number of detected cells were 10,000. The methodology
of T. cruzi isolation by flotation in zinc sulfate followed by the amplification of
repetitive regions of the nuclear DNA (TCZ) and the ribosomal gene (rDNA 28S a) by
qualitative PCR and gPCR, demonstrated to be an applicable strategy to detect T.
cruzi contaminations in acai-based foods and beverages. The application of this
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methodology can be appropriated in cases of outbreaks of Chagas disease

transmission by oral route.

Keywords: Chagas disease, acai, Euterpe oleracea, Trypanosoma cruzi, oral
transmission.



1-INTRODUCAO

1.1-Doenca de Chagas
A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas (DC) é conhecida ha

mais de cem anos desde sua descricdo por Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas
(Figura 1) em 1909 (Chagas, 1909). E uma doenca; que afeta principalmente a
populacdo pobre de paises latino-americanos e é considerada emergente em paises
nao endémicos. Estima-se que 7-8 milhdes de pessoas estdo infectadas com
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), parasita causador da DC, na América Latina, sendo
registrados a cada ano em torno de 55.000 novos casos nesta mesma regido (DNDi,
2010) . Dentre estes pacientes 25% sao sintomaticos e cerca de 30% dos pacientes
cronicos apresentam alteracGes cardiacas e/ou intestinais irreversiveis, resultando
em 14.000 mortes por ano (OMS, 2014; Moncayo et al., 2006). Estima-se que
aproximadamente 400.000 estejam infectadas fora da América latina devido as
migragoes (Figura 2). As migragdes de pessoas infectadas levam a uma distribui¢cao
a partir dos paises endémicos para a América do Norte, Europa e Oceania. Apesar
do fato de que mais de 500.000 pessoas de origem latino-americana vivem
atualmente na Europa, a DC ndo é considerada ainda como um problema de saude
publica. Casos de transmisséo via doacdo de sangue, transplante de 6rgdos ou de
mae para filho séo relatados por varios paises europeus, mas nao ha nenhuma base
de dados (STRASEN, 2014). Dados epidemioldgicos atuais sdo em sua maioria
disponiveis a partir de levantamentos regionais de outros paises ou sao
extrapolados. Por isso, hA uma grande variacdo nos numeros estimados sobre a

incidéncia de Chagas nos paises europeus (STRASEN, 2014).



Figura 1: Fotografia de Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas
(http:/lrevistavivelatinoamerica.com/2014/04/15/carlos-chagas/).

Figura 2: Estimativa do niumero de infectados no mundo e rotas migratérias que contribuiram para a
disseminacédo da doenga de Chagas a partir da América Latina (COURA, 2010)

A DC originou-se ha milhares de anos como uma infeccdo enzodtica de
animais silvestres e comecou a ser transmitida aos seres humanos como uma
antropozoonose quando o homem invadiu ecotopos silvestres. Apesar da prova de
infeccdo humana ter sido encontrada em mumias de até 9.000 anos de idade, a DC



se estabeleceu como uma zoonose somente nos Ultimos 200-300 anos, com a

participacdo de triatomineos adaptados aos ambientes domésticos (COURA, 2009).

Um século depois de sua descoberta, a DC ainda é considerada um problema
de saude publica. A mortalidade causada pela Tripanossomiase Americana, apesar
de ter diminuido entre 2000 e 2010, de 3,4% para 2,3% no Brasil, devido ao controle
da transmissao por vetores e transfusdes de sangue, houve um aumento de casos
na regido Norte de 1,6% (NOBREGA et al., 2014). Isso se deve a mudanca do perfil
epidemiologico da doenca em consequéncias dos novos padrbes de migracao
humana e das formas alternativas de transmissdo, como a oral, que levaram a
urbanizacao e globalizacdo da doenca (COURA et al., 2010; DIAS et al., 2011).

1.2- Trypanosoma cruzi

O T. cruzi € o agente etiologico da DC, pertencente a Ordem
Kinetoplastida e & Familia dos Trypanosomatidae. E caracterizado pela existéncia de
um unico flagelo e do cinetoplasto, uma estrutura contendo DNA e localizada na
mitocondria. Em seu ciclo de vida, o T. cruzi apresenta trés formas, as quais sao
identificadas pela posicéo do cinetoplasto com relacédo ao ndcleo da célula e a
emergéncia do flagelo. Os amastigotas (que se multiplicam dentro das células de
mamiferos infectados) sao arredondados e apresentam inconspicuos flagelos. Nos
epimastigotas (forma do parasita no intestino do triatomineo infectado onde se
replica), o cinetoplasto e a bolsa flagelar estdo em posi¢do anterior ao nucleo, e nos
tripomastigotas metaciclico e sanguineo (estagios infectantes do parasito presente
no intestino posterior do Triatomineo e no hospedeiro mamifero respectivamente) o
cinetoplasto situa-se na parte posterior do flagelado, em posicao terminal ou
subterminal, e o flagelo emerge da chamada bolsa flagelar, de localizacdo proxima
ao cinetoplasto (Figura 3).



Anterior i X .
A Amastigota Epimastigota Tripomastigota
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Bolsa flagelar
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Figura 3: Esquema mostrando as estruturas morfolégicas dos estagios evolutivos do Trypanosoma

cruzi (fonte: Bases de Parasitologia Rey, com adaptacdes).

1.3- Vetores e hospedeiros
Os vetores biolégicos séo insetos domésticos e/ou silvestres encontrados em

vasta area do continente americano, desde o sul dos Estados Unidos passando pelo
México, Argentina até o Chile, fazendo parte da subfamilia Triatominae (Hemiptera,
Familia Reduviidae) como as espécies Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis,
Panstrongylus megistus, Rhodnius prolixus e Rhodinius pallescens (GRAYSON,
2010). O desenvolvimento do hospedeiro invertebrado passa por cinco estagios de
ninfas (Figura 4) e todos sédo capazes de transmitir o T. cruzi (CAROD-ARTAL,
2013). ApoOs a ecloséo dos ovos, as ninfas ja iniciam o forrageamento em busca de
alimento, sendo tanto os machos quanto os fémeos, hematofagos obrigatérios. A
proximidade da fonte alimentar é muito importante para a orientagdo dos
triatomineos que se alimentam principalmente de sangue de animais silvestres como
marsupiais, pequenos roedores (REY, 2010). Muitas espécies de triatomineos como
a do género Rhodnius encontram-se associados a buritizais ou acaizeiros(
FERREIRA et al.,, 2014). Porém essa associacdo nao €& estavel, ou seja, uma
espécie de triatomineo considerada silvestre pode se tornar domiciliadas. Devido as
degradagbes ambientais como a abertura de pastos e construcdes de estruturas
peridomicilios como galinheiros, currais e habitagbes rudimentares com paredes ou
tetos com defeitos e rachaduras podem criar um habitat adequado para o alojamento

dos triatomineos, propiciando assim a transmissédo domestica (Figura 5).



-

Figura 4: Estagios evolutivos dos géneros Triatoma (parte superior da figura) e Rhodnius (parte
inferior da figura) (http://www.misodor.com/CHAGAS. php)

Figura 5: Exemplos de habitacdes que favorecem a infestacdo por Triatomineos (fonte:
http://ambiente.hsw.uol.com.br/adobe5.htm).

Vérias espécies de mamiferos silvestres e domésticas podem ser infectadas
por T. cruzi servindo, dessa forma, como hospedeiros e reservatérios deste
protozoario parasito humano (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012). Alguns
mamiferos silvestres como quatis, gambas se aproximam das casas, frequentando
galinheiros e currais (REY, 2010). Como por exemplo, o Didelphis marsupialis que é
considerado uma espécie sinantropica; podem estar servindo como fonte de
infeccdo aos triatomineos que ocupam o0s mesmos habitat dos humanos (REY,
2010; WESTPHALEN et al.,, 2010). E em consequéncia da adaptacdo dos



triatomineos no peridomicilio, as infec¢cdes dos animais domésticos passaram a ser
encontradas nas zonas endémicas (WESTPHALEN et al., 2010)

1.4- Formas de transmisséo e sintomatologia
A transmissdao de T. cruzi via hospedeiro invertebrado ocorre quando

triatomineos infectados excretam o parasito através de suas fezes durante o repasto
sanguineo nos hospedeiros vertebrados, dentre os quais esta incluso o homem
(Figura 6) (RASSI, 2010). Parasitos presentes nas fezes podem atingir a corrente
sanguinea humana através de lesdes na pele, ou ainda penetrar através de

mucosas, mesmo que integras (RASSI, 2010).

Estagio no vetor Estagio no humano

O triatomineo infectado se alimenta de sangue e as

formas Tripomastigotas metaciclicas, em suas Os tripomastigotas invadem as células
fezes, entram pelo local da picada ou membrana perto do local da inoculagéo, onde se
e diferenciam em amastigotas

mucosa como a conjutiva. o

intracelulares.

@

Na parte final do intestino diferenciam-se na A
tripomastigotas metaciclica infecciosa

/

Epimastigotas multiplicam se por fissdo @

binaria. ‘
AR o

Os amastigotas se multiplicam por diviséo binaria .

Os Tripomastigotas Q\

transformam-se em L e

mesino. mécio a0 i \/{

intestino médio do el et A

vetor q)
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Figura 6: Ciclo biologico do T. cruzi no hospedeiro invertebrado e no homem (Adaptado de
http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html)

Quando a mucosa da conjuntiva for a porta de entrada do parasito o individuo
afetado pode apresentar, entre outros sinais de inoculacdo, o edema das palpebras.
Este edema bipalpebral descrito pelo pesquisador argentino Romafia em 1935 é

conhecido por “Sinal de Romana” (Figura 7). A febre € o primeiro sintoma geral e de


http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html

aparecimento precoce; seguidas de outras manifestagfes clinicas como nauseas,
vomitos e diarreias eventuais (WESTPHALEN et al., 2010). Dentre outras alteracfes
sistémicas, destacam-se o0 edema subcutaneo; manifestacdes de comprometimento
cardiaco e meningoencefalite (DIAS; AMATO-NETO, 2011; WESTPHALEN et al.,
2010). A morbidade da doenca aguda € maior em criangas, que apresentam sinais e
sintomas como cardiopatia aguda, meningoencefalite ou hepatoesplenomegalia
(Figura 7), que na maioria dos casos, desaparecem espontaneamente, muitas vezes
sem tratamento especifico no prazo de semanas ou meses (DIAS; AMATO-NETO,
2011; WESTPHALEN et al., 2010).

ApoOs o desaparecimento das manifestacfes da fase aguda, o paciente passa
por um longo periodo assintomético que podera perdurar por anos e nesse periodo
podera permanecer latente ou evoluir para a forma crénica da doenca. Pessoas
assintomaticas por varios anos podem, na fase crénica da doenca, apresentar
subitamente manifestacdes relacionadas com o sistema cardiovascular (forma
cardiaca), sistema digestivo (forma digestiva) ou ambas (forma mista)
(WESTPHALEN et al., 2010).

Figura 7: Sintomatologia da Doenca de Chagas: A- Sinal de Romana, B- Crianca com
hepatoesplenomagalia.(Fonte:http://mobilidade-internacional-
uscspainit.blogspot.com.br/2012/10/doenca-de-chagas.html).



Em outras formas de transmissao incluem-se a congénita, quando maéaes
infectadas transmitem os parasitos a seus fetos (intra-Utero) ou recém-nascidos
(durante o parto); transfusdo de sangue; transplante de 6rgaos; inoculacao acidental,
em pessoas que trabalham com a manipulacdo de amostras contaminadas pelo
parasito, e por fim a ingestdo de alimentos ou bebidas contaminadas com T. cruzi
(RASSI, 2010) (Figura 8). No Brasil e em outros paises da América Latina,
programas multicéntricos para o controle da transmisséo vetorial, iniciados a partir
das décadas de 1960 e 1970, assim como a implantacdo progressiva de programas
de controle em bancos de sangue na década de 1980, conseguiram reduzir em até
70% o numero de novas infecgdes. Isto ocorreu principalmente devido a interrupgao
da transmisséo vetorial e por transfusdes de sangue (DIAS & SCHOFIELD, 1999;
DIAS et al.,, 2002; GRAYSON, 2010; DIAS & AMATO-NETO, 2011; SHIKANAI-
YASUDA & CARVALHO, 2012). Com o controle da transmisséo vetorial nos paises e
regibes endémicas para a DC, formas alternativas de transmissdo como a
transmissdo oral por meio da ingestdo de alimentos e bebidas contaminadas
emergiram como a principal forma de contdgio em humanos nos ultimos anos
(NOBREGA et al., 2009, SHIKANAI-YASUDA & CARVALHO, 2012).

Consumo acidental de Triatomineo
" Infectados

L 3
Consumo de akmentos contaminados
) com dejetos de Triatomineos infectados

o".'

. Ingestdo de Came de caca de animal
— p— o Infectado
.l"!.

o, Consumo de alimentos
- contaminados com dejetos de
MAarsupiais infectados com 7.cruzi

Figura 8: Fontes provaveis de contaminacao por via oral da Doenga de Chagas (TOSO et al., 2011;
adaptado).



A transmissao oral ocorre pela ingestdo de comidas ou bebidas contaminadas
com triatomineos, suas fezes e urina, ou por contaminacdo através de sangue e
fluidos de animais infectados. A ingestdo de carne crua de animais infectados
também pode constituir outra forma de infeccéo por via oral (SHIKANAI-YASUDA et
al., 1991; NOBREGA et al., 2009) O primeiro caso reportado de um surto de DC
aguda por infeccao oral no Brasil foi diagnosticado em 1965 (DA SILVA et al., 1968).
ApoOs este acontecimento, cerca de oito surtos foram registrados no Brasil até o ano
de 2009 (SHIKANAI-YASUDA & CARVALHO, 2012). Entre os anos 2000 e 2010
mais de 1.000 casos de DC aguda foram relatados na regido Amazonica em 138
surtos de infeccao oral, principalmente na Amazonia brasileira (SHIKANAI-YASUDA
& CARVALHO, 2012). Dentre estes, cerca de 70% foram atribuidos a ingestao de
comida ou bebida contaminada com T. cruzi (SVS-MS, 2011; SHIKANAI-YASUDA &
CARVALHO, 2012).

1.5- Diagnostico
Ha que se destacarem possibilidades de infec¢do pregressa e reagudizacao

da DC por fatores como imunodepressao; infeccdo por outras vias classicas como
vetorial e transfusdo de sangue, além da realizacdo de analises laboratoriais através
da deteccdo de imunoglobulinas especificas contra antigenos de T. cruzi pelo
método de ELISA ou por imunofluorescéncia indireta (RAMOS et al., 2009). Na fase
aguda, busca-se imunoglobulinas do subtipo IgM e na fase cronica do subtipo IgG.
Nestes métodos sorologicos anteriores podem ocorrer resultados falsos positivos
devido as reac¢des cruzadas com antigenos de Leishmania, ou Trypanosoma rangel
(um tripanossomatideo que também infecta triatomineos e compartilha algumas
areas endémicas com T. cruzi) caso 0 paciente tenha sido infectado por estes
parasitos (RAMOS et al, 2009; UMEZAWA et al, 1996; CUBA, 1998;
D’ALESSANDRO, 1976; HUDSON et al., 1987; GUHL et al., 2002; XAVIER et al.,
2014). Para descartar possibilidades de falsos positivos € recomendado o emprego
de outros métodos laboratoriais confirmatorios como immunoblotting ou amplificagéo
de material genético de T. cruzi através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR)(RAMOS et al., 2009; UMEZAWA et al., 1996).

Métodos de diagnéstico molecular tém permitido a identificacdo mais precisa

de Tripanosomatideos e com o0 avancgo das técnicas moleculares, oligonucleotideos
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mais sensiveis como TCZ descrito por MOISER et al., (1989), que amplificam um
sequéncias repetitivas de DNA nuclear de T cruzi, permitiram detectar uma Unica
célula em grande volume de sangue como relatados por ELOY e LUCHEIS (2012) e
GILBER et al.,(2013). Outros primers permitiram identificar grupos de
Tripanosomatideos como o descrito por SOUTO et al.,, (1996), que analisou
amostras de T. cruzi isoladas de hospedeiros vertebrados e invertebrados,
amplificando regides do DNA nuclear como a subunidade maior do cistron
ribossémico (rDNA 28S) e o mini-exon, que é um gene que participa do mecanismo
pés-traducional (trans-splicing) em Tripanosomatideos (MURPHY et al.,1986; ULLU
E. & TSCHUDI, 1995). H4 também o esfor¢co de alguns grupos no sentido de se
desenvolver meétodos e/ou protocolos utilizando-se técnicas quantitativas de
amplificacdo de &cidos nucléicos, principalmente através da PCR em tempo real, da
PCR com multiplos alvos (regibes génicas a serem amplificadas), ou também
técnicas de captura de acidos nucléicos presentes nas amostras a partir de
aptameros e/ou oligonucleotideos sintéticos conjugados a matrizes solidas (CALDAS
et al., 2012; BRAVO et al., 2012; QVARNSTROM et al., 2012; NAGARKATTI et al.,
2012; DEBORGGRAEVE et al., 2009).

1.6- Acai: transmissao da DC por via oral
O acai (Euterpe oleracea) (Figura 9) € o alimento diario para muitas pessoas

da populacédo do norte do pais, tem preco acessivel e alto valor nutricional; contudo,
a comercializacdo e o consumo sao realizados imediatamente apds o seu
processamento, sem qualquer tratamento térmico (FERREIRA et al.,2014). E devido
a este consumo sem o tratamento adequado, 0 acai tem sido associado ao maior
namero de casos de DC ocorridos na regido Norte nos ultimos anos (FERREIRA et
al., 2014; PEREIRA et al.,, 2009; PASSOS et al., 2014). Batedores de acai que
exploram o fruto, comumente, apresentam falhas higiénicas nas etapas de colheita,
transporte e processamento ( Figura 10). Dessa forma, insetos infectados com T.
cruzi podem fazer parte desse processo, ja que, acidentalmente, podem ser moidos
com a polpa da fruta, e ao ser consumido, pode resultar em grandes concentragdes
de parasitos na corrente sanguinea do individuo, desencadeando os sintomas da

doenca na sua forma aguda (DIAS, 2006). A exportacdo do acai infectado para
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outras regides pode contribuir ainda mais para 0 aumento do nimero de pessoas
com DC. A viabilidade do parasito a estresse de variagbes térmicas tem sido
demonstrada até mesmo com a polpa congelada (BARBOSA, 2010). Este fato pode
explicar a razdo de muitos surtos nao terem a relacdo com transmissées classicas,
conforme demonstrado por estudos realizados na regido de Belém (PA), ocasido em
que XAVIER et al. (2014) relatou casos surgidos nos municipios de Val-de-cées e
Jurunas onde a contaminacdo de DC por via oral ndo poderiam ser autéctonos,
devido a auséncia de qualquer ciclo enzodtico de T. cruzi em tais lugares. Em
contrapartida, nas trés &reas insulares a partir das quais a fruta acai € originaria,
66,7% dos mamiferos selvagens e doméstico e 15,6% dos triatomineos
encontravam-se infectados por T. cruzi. Estes resultados reforcam a hipétese de que
os casos de DC nas areas urbanas podem ser derivados de outras regides
endémicas. Este novo enfoque epidemiolégico da DC foi denominado de "Distantiae

Transmission".

Apesar de existirem importantes estratégias governamentais no sentido de
combater a transmissao de DC por via oral como a RDC n° 218/2005 (ANVISA) que
regula a manipulacdo de alimentos e bebidas preparados com vegetais e 0s
decretos estaduais n° 2475/2010 e n° 326/2012 do governo do Para que estabelece
boas praticas alimentares e cadastramento de batedores de acai, ha uma grande
necessidade de metodologias que auxiliem na prevencdo e controle da DC
(FERREIRA et al., 2014). Outros alimentos também ja foram relacionados com
surtos de DC, tais como caldo de cana de acucar, agua ou sopa contaminada com
triatomineos infectados ou suas fezes (SHAW & FRAIHA, 1969; DIAS et al., 2008; 6
CAVALCANTI et al., 2009; BASTOS et al., 2010; SVS, 2005; STEINDEL et al.,
2008); ou ainda contaminados com fluidos e secre¢des de animais infectados
(SILVA et al.,, 1968; SHIKANAI-YASUDA et al.,, 1991; SVS, 2005); e bacaba
(Oenocarpus bacaba) contaminadas com T. cruzi (PINTO et al., 2005; NOBREGA et
al., 2009; VALENTE et al., 2006; VALENTE et al., 2009). Além dos casos de surtos
de DC aguda na Venezuela e Coldmbia, atribuidos a ingestdo de sucos de laranja,
goiaba e tangerina contaminados por triatomineos infectados com T. cruzi
(HERNANDEZ et al.; 2009; NOYA et al., 2010).
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Figura 10: llustracdo dos processos de colheita, transporte, comercializacdo e consumo do Acai na
regido Amazébnica. (Fontes: http://www.portalamazonia.com.br/cultura/arte/novembro-e-mes-da-
criatividade-e-cultura-amazonica-no-amazon-sat/; http://amazoniaphotos.arteblog.com.br/458605/ Na-
colheita-do-fruto-do-acai//;http://pelasruasdebelem.zip.net/arch2009-09-01_2009-09-30.html).
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1.7- Desafios para a prevencao e controle da transmissdo da DC por via
oral
A diferenciacéo entre a infecgcéo por via oral e as outras vias de transmissao

da DC em pacientes com a forma aguda da doenca é basicamente dependente da
analise de eventos epidemiologicos, assim como da analise do quadro clinico dos
pacientes pelos profissionais de saude (DIAS & AMATO-NETO, 2011). Apesar da
existéncia de técnicas moleculares e primers sensiveis que possam detectar o
T.cruzi. A andlise e detecgdo direta em fontes alimentares de infeccdo séo raras,
uma vez que o0s sintomas surgem alguns dias apdés a ingestdo do alimento
contaminado, periodo em que os alimentos suspeitos ja foram descartados. Além
disso, ndo ha atualmente protocolos padronizados para a realizacdo desta
investigacdo em amostras alimentares suspeitas (TOSO et al.,, 2011). Uma
abordagem promissora para a deteccdo de T. cruzi em amostras de alimentos e
bebidas seria a amplificacdo de fragmentos de acidos nucléicos do parasito através
de técnicas moleculares baseadas na amplificacdo pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). A alta sensibilidade desta técnica permite a deteccdo de
guantidades muito pequenas de acidos nucléicos do parasito, na escala fentomolar
(10™*® moles por litro), o que muitas vezes corresponde & capacidade de detectar-se

uma Unica célula do parasito (T. cruzi) na amostra (DUFFY et al., 2009).

Baseado no que ja foi desenvolvido e padronizado até o presente momento
em termos de deteccdo de T. cruzi e diagnéstico da DC em amostras biologicas de
pacientes, € racionalmente justificavel que estes conhecimentos sejam utilizados no
desenvolvimento de técnicas e/ou protocolos para a deteccdo de T. cruzi em outros
tipos de amostras, como alimentos e bebidas. O principal desafio na adaptacao
destas técnicas para a utilizacdo em amostras alimentares é a padronizagdo de um
protocolo com robustez suficiente para se evitar resultados falsos negativos em
funcdo de problemas na amostragem; de interferentes presentes nos diferentes tipos
de alimentos e bebidas; assim como de variagGes técnicas na realizacdo do método
(erros humanos). Em relacdo aos resultados falsos positivos o protocolo adaptado
deve ser capaz de evitar interferéncias e/ou reacgbes cruzadas com
tripanossomatideos parasitos de insetos e plantas como T. rangeli e aqueles
pertencentes aos géneros Phytomonas, Herpetomonas e Leptomonas. Pois estes

poderiam estar presentes em amostras de alimentos e a deteccéo e classificacao
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desses organismos como T. cruzi, erroneamente, poderia causar problemas para os
programas de saude publica e epidemiologia, assim como problemas
socioeconémicos. Em resumo, existe uma necessidade real e urgente para que se
tenha um protocolo definido e padronizado para detectar T. cruzi em polpa de acai
por se tratar de uma questdo relevante para a Saude Publica. Além disso, o
desenvolvimento de metodologia sensivel para a deteccdo da contaminacao
alimentar e seu uso na prevencao por 0rgaos sanitarios sdo de extrema importancia

para evitar a transmissao oral da doenca de Chagas.
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2-OBJETIVO GERAL
O objetivo geral deste estudo é desenvolver uma metodologia molecular sensivel e

especifica para a deteccdo do T. cruzi em polpa de acai.

2.1-OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Selecionar regides génicas de T. cruzi a serem amplificadas e

oligonucleotideos a serem utilizados;

e Avaliar a especificidade e sensibilidade das reacfes de PCR utilizando-se
tanto amostras de DNA gendmico purificado quanto células inteiras de T.
cruzi;

e Desenvolver uma metodologia de isolamento de formas tripomastigotas e
epimastigotas de T. cruzi inoculados em polpa de acai;

e Avaliar a metodologia por PCR e qPCR determinando os limites minimos de

deteccao de células de T.cruzi em polpa de acai.



16

3-MATERIAL E METODOS
3.1-Material

3.1.2-Meios

3.1.2.1-Meio LIT (Liver Infusion Tryptose) (CAMARGO, 1964).

Foram dissolvidos 5 g de Bacto Liver (extrato de figado) em 500 mL de &agua
destilada, aquecido a 60°C em uma placa sob agitacdo durante 1h e filtrado em

papel Whatman namero 1. Depois foram adicionados:

e NaCl4g;

e KCI0/4 qg;

e NaHPO, 8 g;
e Glicose 2 g;

e Triptose 5 g.

Em seguida o pH foi acertado para 7,2 com HCI concentrado e posteriormente o
volume para 900 mL. O meio de cultura foi esterilizado por filtracdo através do filtro
Millipore® 0,22 um. Apés esterilizacdo, o meio foi suplementado com 10 % de soro
fetal bovino (Gibco-BRL), hemina a uma concentracdo final de 2 mg/mL e
adicionados de ampicilina (100 pg/mL)/estreptomicina (30 pug/mL) esterilizados por

filtrac&o por filtro Millipore® 0,22 pum.

3.1.2.2-Meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

Foram adicionados lentamente 13,4g de DMEM (Gibco BRL) sob agitacdo constante
em 900 mL de agua destilada. Depois que o p6 foi totalmente dissolvido, foram
acrescentados 3,7 g de bicarbonato de sédio. O pH foi acertado para 6,8 com HCI
concentrado. O volume foi completado com agua destilada e esterilizado por filtracdo
em filtro Millipore 0,22 pum. Apos a esterilizagdo, foram adicionados de soro fetal
bovino e ampicilina (100 pg/mL)/estreptomicina (30 pg/mL) esterilizada por filtracao
por filtro Millipore® 0,22 um. Em seguida, o meio foi distribuido assepticamente em

garrafas previamente esterilizadas e armazenado a 4°C.
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3.1.3-Solucgdes

3.1.3.1-Solucéo de Sulfato de Zinco 33%
Foram dissolvidos 330g de Sulfato de Zinco em 1.000 mL de &agua

deionizada. Apés o preparo a solucao foi mantida a temperatura ambiente.

3.1.3.2- Solugcdo de CTAB/NaCl (Brometo de cetiltrimetilamoénio/Cloreto de
sodio) (adaptado de Ausubel et al.,(1988))

O preparo da solugéo foi realizado como descrito previamente por Ausebel et
al. (1988). Oito gramas de Brometo de cetiltrimetilamonio e 4g de NaCl foram
dissolvidos em 80 mL de 4gua deionizada pré-aquecida a 65°C. ApdOs a dissolucdo
completa dos reagentes, o volume da solucéo foi completado para 100 mL com agua

deionizada pré-aquecida a 65°C. A solucédo foi armazenada a temperatura ambiente.

3.1.3.4-Solucdes da eletroforese em gel de agarose

3.1.3.4.1-Gel de agarose

Para o preparo de gel de eletroforese, a agarose foi fundida em tampao SB

1X, em forno micro-ondas, e colocada em cuba de eletroforese horizontal.

3.1.3.4.2-Tampao SB 20X

O preparo do tampao seguiu o descrito por Brody e Kern (2004). Foram
dissolvidos 8g de Hidroxido de sédio NaOH e 45g de Acido bérico H,BOz em 1.000
mL de &gua deionizada. Para a realizacdo de gel de agarose e eletroforese, o
tampdo SB foi utilizado na concentracdo de 1X. As solu¢Bes tanto de estoque

guanto a de uso foram armazenadas a temperatura ambiente.

3.1.3.4.3-Solucéo de brometo de etidio

Solugéo estoque: 10 mg/mL em H,0O MilliQ.

3.1.3.4.4-Tampao de amostra (10X)

Solucédo estoque: TBE 10 X; Glicerol 50%; Azul de Bromofenol 0,01%; Xileno Cianol
0,01%.
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Para o preparo das amostras foram utilizados 2 pL de tamp&o de amostra e 8
pL de amostra de DNA gendmico ou produtos de reagdes de PCR e aplicados nos
géis de agarose para a eletroforese.

3.1.4- Linhagens celulares

3.1.4.1-Trypanosoma cruzi

Neste trabalho experimental foram utilizadas as formas epimastigotas das
cepas Brener (BRENER; CHIARI; 1963) e G (YOSHIDA, 1983) e tripomastigota Y
(SILVA; NUSSENZWEIG, 1953).

3.1.4.2-Células HelLa

As células HelLa utilizadas sdo do tipo epitelial, aneuploides e foram isoladas

inicialmente de adenocarcinoma de Utero em 1952.
3.2-Métodos

3.2.1-Delineamento experimental

Padronizacao da deteccao de T.cruzi em

Padronizacdo de PCRs e -
acai

especificidade de primers

Acai inoculado com Trypanosoma cruzi

|Cepas de Trypanosoma cruzi | -—|Lise por aquecimento + SDSl l

Flutuagao em Sulfato de
Zinco

—l Lise por aquecimento |—

| Tripanosomatideos | | Polpa de acai | v ’ll
g Extracao de |—Extragéo Je
l L] l DNA —| DNA

Extracdo de

DNA
v

J' i
mﬂ [Pcr] [apcr | [Per ]

L 2
Avaliagdo de
primers (PCR) 4 N 4

Resultados

Figura 11: Fluxograma ilustrando o delineamento experimental seguido durante a realizacdo do
presente trabalho. Inicialmente foram padronizadas as reacfes de PCR com diferentes primers e
DNA genbmico isolados de cepas de T. cruzi, outros tripanossomatideos e de polpa de acai.
Posteriormente, células de T.cruzi foram inoculadas em polpa de acai e em seguida foram testados
diferentes métodos de deteccédo destas células de T. cruzi como: a extragcdo do DNA gendémico e
amplificacdo por PCR; amplificacdo por PCR direta da amostra de polpa de acai e, por utltimo, o
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isolamento de células de T.cruzi por flutuacdo em sulfato de zinco seguidas da extracdo de DNA e
PCR.

3.3-Manutencéao das culturas

3.3.1-Manutencéo da cultura de células epimastigotas de Trypanosoma cruzi

As células foram descongeladas a partir de estoques a -80 °C e mantidas a
28 °C em meio LIT suplementado em frascos para cultura de células (50 mL). As
células eram observadas diariamente em microscopio optico invertido. As contagens
eram realizadas diariamente em camara de Neubauer, quando as células atingiam
10 células epimastigotas por mL eram entdo utilizadas para extracées de DNA ou

inoculacdes em acai.

3.3.2-Manutencéo da cultura de células HelLa

As células HeLa foram mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino e antibiético a 37°C com 5% de CO,. A manutencdo foi realizada com
repiques semanal, como descrito a seguir: O meio DMEM suplementado utilizado
para a multiplicacdo foi retirado e descartado, 2 mL de solucdo de verseno contendo
1% de tripsina foram adicionados a garrafa e nas células foram mantido nesta
solucéo a temperatura ambiente por aproximadamente 30 seg. ApoOs esse periodo, a
solucdo de verseno foi retirada e descartadas e as células incubadas a 37°C por 10
min para que descolassem da garrafa. Em seguida, 2 mL de meio DMEM
suplementado foram adicionados em cada cultura para a homogeneizacdo das
células e 500 yL de suspencéo das células forma inoculadas em garrafas de 25
cm2 ( Corning) contendo 5 ml de meio DMEM suplementado. As células forma
incubadas a 37°C evitando-se que as mesmas entrassem em confluéncia,

realizando-se repiques periédicos.
3.3.3-Manutencdao da cultura de células tripomastigotas de Trypanosoma cruzi
Os tripomastigotas foram cultivados e purificados a partir de culturas de

células HelLa em confluéncia de 50% em meio DMEM e incubados a 37°C a uma

atmosfera com 5% de CO..
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3.4-Reacao de Polimerizagcdo em Cadeia (PCR)

Tabela 1: Primers utilizados para a amplificacdo do DNA de T.cruzi e acai

Primer Caracteristica Sequéncia (5’-3') Tamanho Tm
PR 315 TCZ1 T.cruzi-DNA | CGAGCTCTTGCCCA 24 80
nuclear CACGGGTGCT
PR 316 TCZ2 T.cruzi-DNA CCTCCAAGCAGCG 24 76
nuclear GATAGTTCAGG
PR 434 Tc rRNA 28Sa 5 AAGGTGCGTCGAC 19 60
AGTGTG
PR 435 Tc rRNA 28Sa 3 TTTTCAGAATGGCC 21 60
GAACAGT
PR 440 Miniexon CCCCCCTCCCAGG 21 74
CCACACTG
PR 441 Miniexon GTGTCCGCCACCTC 23 80
CTTCGGGCC
PR 442 Miniexon CCTGCAGGCACAC 22 72
GTGTGTGTG
PR 528 PR agai CGAAAGAGGTTAGA 20 58
GACGGC
PR 529 PR acai GAAATCTCATTCGT 23 60
ACTCATAAC
PR 530 PR acai GATTCGTTGGGCAC 22 62
AACAATTA
PR 531 PR acai TTGTCCTCCAAAAA 23 62
GGGAAATAT
PR 532 PR acai ATTCCATTCTTGCT 22 64
GCGATTAG

Para as PCRs qualitativas foram utilizados os primers TCZ1 e TCZ2 (MOSER
et al., 1989) que delimitam um fragmento de 188 pb ( Tabela 1). O sistema de

reacdo de PCR foi realizado em um volume final de 30 pL constituido de Tampéao
1X; 0,4 pM de cada primer, 1,9 mM de MgCl, , 0,2 mM de dNTP, lunidade de

Platinum® Tag DNA Polimerase (Invitrogen/Life Technologies). As quantidades das

amostras em cada experimento serdo detalhadas nos resultados e discussao.

As amostras foram amplificadas em um termociclador (BioRad) e os

parametros de amplificacdo para o gene TCZ foram:

1. Pré-desnaturacao: 94°C por 5 min;
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Desnaturacéo: 94 °C por 20 seg;
Anelamento: 57 °C por 10 seg;
Extenséo: 72 °C por 30 seg;

Repeticdo das etapas de 2 a 4 por 40 vezes;

o ok w0

Extensao final: 72 °C por 7 minutos;

Para o gene rDNA 28Sa foram utilizados os primers PR 434 e PR 435
(SOUTO et al., 1996) (Tabelal) que delimitam fragmentos de 110 ou 125 pb. O
sistema da reacdo de PCR foi realizado em um volume final de 30 pL constituido de
0,33 uM de cada primer, Tampéao 1X, 1X de BSA; 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de
dNTP, 1,5 unidades de Platinum® Tagq DNA Polimerase (Invitrogen/Life
Technologies), os volumes e as quantidades de amostras utilizadas serdo

detalhados nos resultados e discussao.

As amostras foram amplificadas em um termociclador (BioRad) e os

parametros de amplificacdo para o gene rDNA 28Sa foram:

Pré-desnaturacao: 94 °C por 5 min;
Desnaturacéo: 94 °C por 30 seg;
Anelamento: 58 °C por 30 seg;

Extensao: 72 °C por 40 seg;

Repeticdo das etapas de 2 a 4 por 35 vezes;

o gk wbnE

Extensao final: 72 °C por 1 min;

Baseado na sequéncia parcial de um gene de proteina ribosomal S16 e de
um pseudogene de cloroplasto de Euterpe oleracea (GenBanK — numeros de
acessos: AM1146471 e AJ240889), conjuntos de primers para amplificar DNA de
Acai (Euterpe oleracea) foram desenhados: PR 528 e PR 529 que denominados de
PR acai 1, que delimitam fragmentos de 97 pb; PR 530 e PR 531, denominados PR
acai 3 que delimitam um fragmento de 190 pb e PR 532 com o PR 531 delimitam
fragmentos de 110 pb. Este dltimo fragmento denominados PR acgai 2 (Tabela 1).

Com esses primers foram feitos experimentos com DNA de Acai.

Para a amplificacédo a reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 30
pL constituido de 0,33 uM de cada primer, Tampao 1X, 1X de BSA; 1,5 mM de M
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gCl, , 0,2 mM de dNTP, 1,5 u de Platinum® Tag DNA Polimerase (Invitrogen/Life

Technologies).

As amostras foram amplificadas em um termociclador (BioRad) e os

parametros de amplificac&o para os primers de Acai utilizados foram:

o gk~ w DN RE

Pré-desnaturacéo: 94 °C por 5 min;
Desnaturacéo: 94 °C por 30 seg;
Anelamento: 58 °C por 30 seg;

Extensao: 72 °C por 40 seg;

Repeticdo das etapas de 2 a 4 por 35 vezes;

Extensao final: 72 °C por 1 min;

Para a amplificacdo de uma regido de Miniexon foram utilizados primers que

delimitam fragmentos de 300 a 350 pb: PR 440, PR 441 e PR 442 (SOUTO et al.,
1996). O sistema de PCR foi realizado em um volume final de 30 pL constituido de
0,33 UM de cada primer, Tampéo 1X , 1X de BSA; 1,5 mM de M gCl,, 0,2 mM de
dNTP, 1,5 u de Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen/Life Technologies), os

volumes e as quantidades de amostras utilizadas serédo detalhados nos resultados e

discussao.

As amostras foram amplificadas em um termociclador (BioRad) e os

parametros de amplificacéo para a regidao de Miniexon foram:

S

Pré-desnaturacao: 94 °C por 5 min;
Desnaturacéo: 94 °C por 30 seg;
Anelamento: 58 °C por 30 seg;

Extenséo: 72 °C por 40 seg;

Repeticdo das etapas de 2 a 4 por 35 vezes;
Extensao final: 72 °C por 1 min;

Avaliamos a sensibilidade e a especificidade de cada primer para o DNA de

T.cruzi e acgai. Os produtos da amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel

de agarose a 2% tratados com brometo de etideo 0,3 pg/ml, e visualizados em

sistema de fotodocumentacgéo BioRad Universal Hood ll(BioRad).
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3.5- ExtragOes de DNA gendomico

Neste trabalho foram utilizados dois tipos de extracdo de DNA gendmico:
Segundo o método que se baseia na utilizacdo de Cloroférmio/Alcool isoamilico
(adaptado de Ausubel et al. (1988)) e outro por meio do kit comercial PureLink™
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen/Life Technologies) seguindo as especificacdes do

fabricante.

3.5.1-Extracdo de DNA pelo método adaptado de Ausubel et al. (1988)

Um mililitro de amostra purificada pelo método de flutuacdo em sulfato de
zinco foi centrifugada a 4.000 g por 10 min. O precipitado foi ressuspendido em
200uL de PBS 1X, em seguida foram adicionados 100uL de NaCl 5M e 100puL de
CTAB/NaCl ( pré-aquecido a 65°C). Esta mistura foi homogeneizada em vértex por
20 seg e logo em seguida incubada a 65°C por 10 min. Apés a incubacao foram
adicionados 750 pL de Cloroférmio/alcool Isoamilico (24:1) e homogeneizado por 10

seg em vortex.

O tubo foi novamente centrifugado a 12.000 g por 5 min e posteriormente a
fase aquosa superior foi transferida para outro tubo, na qual foram adicionados 0,6

volumes (60%) de Isopropanol (-20°C) e incubado a -20°C por 30 min.

Apbs esse periodo de incubacao o tubo foi centrifugado a 12.000 g por 30 min
a 4°C. Posteriormente o sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado duas
vezes, cuidadosamente sem ressuspendé-lo, com etanol 70% e centrifugacdes a
12.000g por 3 min. Apos lavagem do pellet de DNA, o tubo foi deixado para secar a
temperatura ambiente e o DNA foi ressuspendido em 200 pL de H,O Milli Q e
estocado a 4°C. Para as reagfes de PCR foram utilizados 10 pL destas amostras de
DNA.
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3.6- Teste de avaliacdo preliminar de formas para lise das células de T.cruzi e
de interferentes presentes em polpa de Acai (Euterpe oleracea)

Para verificar a possibilidade de se adicionar a amostra de acai contaminado
direto no sistema de PCR, realizarmos uma série de testes preliminares para
confirma-la. Primeiro, o da lise de células isoladas por aquecimento, posteriormente
0 acai foi adicionado ao sistema de PCR sem o parasito, e por ultimo foi realizado a
extracdo de DNA do acai inoculado com T.cruzi pelo método de Ausubel et al.,

(1988) e realizado a PCR, a metodologia foi descrito a seguir:

Trés tubos de 1,5 mL contendo 1 mL de meio de cultura (LIT) e 1,02 x 10’
parasitos foram centrifugados a 1500 g por 5 min e lavados duas vezes em 200 uL
de PBS 1X e ressuspendidos em 100 uL de PBS 1X.

Para avaliar a lise das células por aquecimento, os tubos foram colocados no
bloco de aquecimento a seco a 100°C e retirados ap0Os diferentes tempos de
incubacéo (5, 10, 15 min).

A lise em detergente foi testada com SDS nas seguintes concentracdes
crescentes: 0%, 0,25% e 0,50% respectivamente. Os Tubos foram colocados no
bloco de aquecimento a seco a 100°C e retirados ap6s 10 minutos. Logo em seguida
centrifugados a 17.000 g por 15 min a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados em
novos tubos e 5 pL de cada tubo foram utilizados para PCR e os produtos
analisados em gel de agarose.

Para a analise de interferentes da polpa de acai, volumes crescentes da polpa

foram adicionados em sistema de PCR como representado na Figura 13.

Na analise da detecc¢do de T.cruzi em amostra de acai inoculado. Um mL de
polpa de acai foi inoculada com 10° células de epimastigota de T.cruzi e o DNA
desta amostra foi extraido pelo método de Ausubel et al.,, (1988) seguida da

amplificacéo por PCR.
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Figura 12: Bloco de aquecimento a seco utilizado na lise das células por temperatura.

Sistema de PCR Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
Polpa de acgai - 10% 20% 20%
DNA de T.cruzi + + + -

Figura 13: Imagem ilustrativa do procedimento de preparo das amostras contendo polpa de acai e
DNA genbmico de T. cruzi. Os volumes finais foram ajustados para 10 uL utilizando-se agua

deionizada.

3.7- Metodologia de isolamento de T. cruzi da polpa de acai (Euterpe oleracea)

por flutuagdo em Sulfato de Zinco

Ap6s a cultura atingir 10’ células de epimastigotas ou tripomastigotas de T.
cruzi por mL de meio de cultura, 1 mL foi separado e inoculado em 9 mL de polpa de

acai em um tubo de fundo cénico de 15 mL e homogeneizado (Figura 14) .
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O método de isolamento das células de T. cruzi foi adaptado do procedimento
descrito por FAUST e colaboradores (1938). O tubo de 15 mL com 10 mL de acai
inoculado com T. cruzi foi filtrado em gaze em um tubo de fundo conico de 50 mL e
20 mL de PBS 1X foram adicionados para lavagem. Apds essa primeira lavagem o
material filtrado foi centrifugado a 4.000 g por 15 min, e posteriormente o
sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido. O procedimento de lavagem

foi repetido por 3 vezes utilizando-se 20 mL de PBS 1X.

Apés a ultima lavagem, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi
ressuspendido em 20 mL da solucao de sulfato de zinco 33% e centrifugado a 1.200
g por 2 min. Depois de centrifugado, o tubo foi deixado em repouso por 10 min. Logo

apos esse intervalo formam-se duas fases sendo coletado 1 mL do sobrenadante.

Posteriormente, a aliquota de 1 mL coletada da fase superior do gradiente em
sulfato de zinco foi diluida (1:30) em PBS 1X e centrifugada a 4.000 g por 10 min.
Em seguida o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de
PBS 1X e transferido para um tubo de 1,5 mL, no qual iniciou-se o protocolo de

isolamento de DNA gendmico segundo Ausebel e colaboradores (1988).
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1 mL de meio com 107 células
de epimastigota

Acai inoculada

v
Filtrado EXTRACAO
h 4 y
Lavado ¢/ 20 mL c Ressuspender em
PBS 1X 1imL de PBS 1X
>
4000g 15' 40? 10
3X N
Ressuspender - . | Diluigao 1:30 (PBS1X) e
d o pellet 20 mL < Wk
PBS 1X £
- Coleta1 mL do
sobrenadante
Ressuspender -
o pellet 20 mL -
da ’lw;:} |Repouso por 10’|
Sulfato de
ZInco 33%

Figura 13: Etapas do Método de flutuagdo em Sulfato de Zinco (a) Adicdo de 10’ células (10" / mL)
de T. cruzi sendo inoculado em 9 mL de acai; (b) O acai inoculado sendo filtrado em gaze; (c)
Lavagem da gaze com PBS 1X; (d) pellet formado apés a lavagem com PBS 1X; ( €) Coleta de 1 mL
do sobrenadante da amostra em Sulfato de Zinco.

3.8-PCR em tempo Real

As reacdes de amplificacéo foram realizadas com o aparelho StepOnePlus™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems®). Cada reac&o contendo: 250 nM de
cada primer (Tabela 1), 5 uL de Fast SYBR® Green Master Mix, 2,5 uL de DNA
(4ng/pL) e H20 g.s.p 10 pL.

Apés a desnaturacdo inicial a 95°C por 20 seg, as amplificagcbes foram
realizadas por 40 ciclos de 95°C por 3 seg, seguidos por 60°C por 30 seg. Para
confirmar a especificidade das amplificacdes, os produtos de PCR foram submetidos
a analise de dissociacao (melting curve).

Os experimentos conduzidos em PCR em tempo real objetivaram testar a
sensibilidade dos primers utilizados, comparativamente ao método de PCR

convencional de deteccdo de T. cruzi em acai, assim como, verificar os limites
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minimos de detecgéo. As reagbes foram realizadas em triplicata técnica e bioldgica
para os genes analisados.

Tabela 2:Primers utilizados para a amplificacdo do DNA dos experimentos em qPCR

Primer | Caracteristica Sequéncia (5-3’) Tamanho | Tm
PR TCZ1 T.cruzi- | CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT | 24 80
315 DNA nuclear

PR TCZ2 T.cruzi- | CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG | 24 76
316 DNA nuclear

PR TcrDNA 28Sa 5 | AAGGTGCGTCGACAGTGTG 19 60
434

PR TcrDNA 28Sa 3 | TTTTCAGAATGGCCGAACAGT 21 60
435

PR PR acai 1 CGAAAGAGGTTAGAGACGGC 20 58
528

PR PR acai 1 GAAATCTCATTCGTACTCATAAC 23 62
529
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4-RESULTADOS

4.1-Teste de avaliagcédo da especificidade dos primers na deteccao do
Trypanosoma cruzi.

Trés pares de Primers foram escolhidos para serem usados neste trabalho
TCZ, rDNA 28Sa e Mini-exon. Para a avaliacdo da especificidade desses primers
foram realizadas PCRs com 10ng de DNA de 4 diferentes espécies de parasitas:
Crithidia fasciculata, Phytomonas serpens, Trypanosoma rangeli e T. cruzi,
pertecentes ao grupo dos Cinetoplastideos; sendo que para o T.cruzi, 3 cepas foram
usadas; CL Brener, G e Y. Na Figura 15-A séo apresentados os resultados das
reacoes de PCR para testar a especificidade dos primers utilizados para deteccao
do DNA de T. cruzi. Utilizou-se DNA genbmico de diferentes espécies de
tripanossomatideos. As PCRs com primers para a regido TCZ amplificaram o DNA
de Crithidia fasciculata, Phytomonas serpens e as trés cepas de T. cruzi, mas néo
de T. rangeli. Todos amplicons tiveram 0 mesmo tamanho em torno de 188 pb. Na
Figura 15-B sédo apresentados os resultados para a PCR com os primes para a
regido ribossomal rDNA 28Sa, na qual pode-se observar que nao houve
amplificacdo com DNA de C. fasciculata e T. rangeli. Com estes primers foi possivel
diferenciar as cepas de T. cruzi do grupo Il (Brener e Y) com amplicons em torno de
110 pb, de cepas do grupo | (G), cujo amplicom possui cerca de 125 pb. Na Figura
15-C estédo apresentados os resultados obtidos com a utilizacdo dos primers para a
regido de mini-exon, na qual pode-se observar que houve amplificacdo de DNA de
todas as espécies de tripanossomatideos utilizados. Com 0s primers para mini-exon
também foi possivel diferenciar entre cepas do grupo | (350 pb) do grupo 1l (300 pb)
de T. cruzi.
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rDNA 28Sa

Miniexon

Figura 14: Eletroforese em gel de agarose ( 2% em SB) do produto da amplificacdo por PCR para
avaliar a especificidade dos primers. (A) TCZ, (B) rDNA 28Sa e (C) Miniexon . (M) Marcador
molecular e (CN) Controle negativo.
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4.2-Padronizacdo dos primers para agai e teste de especificidade

Para os testes com os primers desenhados para acai foram utilizados 10 ng
de DNA de acai nas reacdes de PCR. A extracdo do DNA de acai foi obtido pelo
método adaptado de Ausubel et al.(1988). Os resultados dos experimentos com 0s
primers para acai foram especificos para o DNA de acai e apresentaram 0s
tamanhos das bandas esperadas (Figura 16-A e B). Foi possivel observar que o par
de primers PR acai 1, para amplificar o gene de proteina ribosomal S16 de Euterpe
oleracea, mostrou uma maior intensidade em relacao aos outros primers PR acai 2 e
PR acai 3 (Figura 16-A). O teste da reacédo cruzada foi negativo para os primers PR
acai 1 testados, que pode ser verificado pela ndo amplificacdo do DNA de T. cruzi
(Figura 16-B).
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234 pb-
194 pb-

118 pb-

72 pb-

Acai (Euterpe oleracea) Trypanosoma cruzi Controle negativo

300 pb-
200 pb-

100 pb-

Figura 15: Eletroforese em gel de agarose ( 2% em SB) do produto da amplificacdo da padronizacéo
dos primers para genes de acgai e do teste da reacao cruzada: (A) o resultado dos trés pares de
primers desenhados para amplificar DNA de acai (Euterpe oleracea). (B) Experimentos para verificar
se ha reacao cruzada entre os primers que amplificam DNA de acai (Euterpe oleracea) e T. cruzi; (M)

Marcador molecular.
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4.3-Teste de sensibilidade dos primers TCZ e rDNA 28sa

Para determinar a sensibilidade e os limites minimos de deteccao
(amplificacdo) do DNA de T. cruzi por PCR, foram utilazadas diferentes quantidades
de DNA gendmico, isolado da cepa CL Brener de T. cruzi. Foi possivel observar que
os primers TCZ (Figura 17-A) propiciaram uma maior sensibilidade comparado com
os primers para rDNA 28Sa (Figura 17-B). Com os primers TCZ foram amplificadas
amostras contendo uma quantidade minima de DNA de 20 fg, enquanto os primers
para rDNA 28Sa nao amplificaram amostras abaixo de 20 pg de DNA por reagéo de
PCR.

10 ng
A 1 fi
M 9 o~
300 pb-
200 pb- s S s
100 pb-
15 n
B . 10
v — 7
300 pb-
200 pb-
100 pb-

Figura 16: Teste de sensibilidade dos primers TCZ e rDNA 28Sa: As amostras abaixo do retangulo
correspondem as diluicdes seriadas de DNA de T. cruzi por reacdo. (A) produtos da amplificacdo
pelos primers TCZ: 10ng; 2ng; 0,4ng; 80 pg; 16 pg; 3 pg; 0,6 pg; 0,1 pg; 20 fg; 5 fg; 1 fg; (B) produtos
da amplificacdo pelos primers rDNA 28Sa: 15 ng; 7,5 ng ; 3,75 ng ; 1,87 ng; 0,93 ng; 0,4 ng; 0,2 ng;
0,11 ng; 50 pg; 20 pg; 10 pg; (CN) controle negativo.
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4.4 - Avaliagdes preliminares da detecg¢éo direta de T. cruzi e da inibi¢cao da
reacdo de PCR pela polpa de acai

AplOs a padronizacdo dos primers para deteccdo de DNA de T. cruzi e a
sensibilidade dos diferentes pares de primers estabelecida, foram realizados testes
preliminares para verificar se é possivel colocar amostra de acai contaminada direto
na reacao de PCR. Foram feitos testes para avaliar a lise das células de T.cruzi por
aquecimento; a lise destas células por aquecimento com detergente e da possivel
inibicdo da PCR por componentes presentes no agai. Para avaliar a inibicdo da PCR
pelo acai, foram preparadas amostras em que se variava o volume de polpa de Acai
adicionada a 5uL de DNA (1ng/uL) de T.cruzi, para um volume final de 10 pyL de
amostra, conforme a Figura 13. A PCR foi realizada para primers que amplificam o
gene rDNA 28Sa. E apds estes testes, o DNA de um mL de polpa de acai inoculado
com T.cruzi, extraido pelo método de Ausubel et al.,(1988),foi utilizado na reacéo de
PCR. Na Figura 18-A pode-se observar que amostras de DNA obtidas da lise de
células T. cruzi por aquecimento resultaram na amplificacdo de fragmento de DNA
por PCR. Na Figura 18-B também esta demonstrado que a lise utilizando-se SDS
nao resultou amplificacdo de nenhum fragmento correspondente a amplificacdo de
DNA de T. cruzi por PCR. Na Figura 18-C estd demonstrado que a simples adi¢édo

da fracdo liquida da polpa de acai € suficiente para inibir as rea¢fes de PCR.

Na extracdo do DNA da amostra de acai contaminada com epimastigotas de
T. cruzi verificou-se que ndo havia amplificacdo de nenhum fragmento de DNA por
PCR (Figura 18-D). Este fato sugeria que algum composto presente na polpa de

acai estaria interferindo nas reacdes de PCR (Figura 18-C e D).
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acai inoculado

D com Z.cruzi
M CN 1 2 CpP
300pb-
200 pb- = = ~
100 pb-

Figura 17: Eletroforese em gel de agarose 2% dos testes de deteccdo do DNA de T. cruzi em polpa
de acai: (A) PCR de amostras de polpa de agai contendo T. cruzi e submetidas ao aquecimento em
bloco seco a 100 °C. (B) PCR de amostras de polpa de agai contendo T. cruzi e submetidas a lise
com detergente (Dodecil Sulfato de So6dio-SDS). (C) Teste da inibicdo da reacdo de PCR pelo
aumento do volume da polpa de acai na reacao; (D) Avaliagcdo da extragdo do DNA da polpa de acai
inoculado com T.cruzi sem a flutuacdo em sulfato de zinco (M) Marcador molecular e (CN) Controle
Negativo.

4.5-Padronizacdo de método para isolamento e concentracdo de células de T.
cruzi em polpa de acai

Como demonstrado anteriormente a lise direta das células de T. cruzi
presentes em polpa de acai, por aquecimento ou mesmo por lise com detergente,
nao possibilitou a amplificacdo do DNA do parasito por PCR. Tentou-se também a
purificacdo do DNA diretamente das amostras de acai contendo células de T. cruzi
pelo método de purificagdo de DNA descrito por Ausubel e colaboradores (1988).
Estas tentativas n&o resultaram em nenhuma detecgdo do DNA de T. cruzi com

diferentes pares de primers.

Com o intuito de purificar e concentrar as células de T. cruzi, para eliminar a
interferéncia da polpa de acai nas reacdes de PCR, o método de isolamento de

protozoarios por gradiente em sulfato de zinco foi adaptado.
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Pela Figura 19, é possivel observar que com o método de flutuagcdo em
Sulfato de Zinco foi capaz de detectar o T. cruzi da polpa de acai. Foi observada
amplificagdo em amostras contendo 0,17 células de tripomastigotas de T. cruzi
inicialmente inoculadas em 10 mL de polpa de acai com o primer TCZ (Figura 19-A).
Contudo para os primers rDNA 28Sa ( Figura 18-B) o minimo detectado foi de 10*
células em 1 mL de polpa de agai.

107
A
M 10° CN
300 pb-
200 pb- e e e - .
100 pb-
107
B M 10° CN

300 pb- s

200 pb- s

100 pb-

Figura 18: Detecgéo de T. cruzi por PCR ap0s isolamento pelo Método de flutuagdo em Sulfato de
Zinco: (A) Amostras detectadas com primers TCZ (B) Amostras detectadas pelos primers rDNA28Sa.
Amostras no retdngulo correspondem ao decréscimo no nimero de células de tripomastigotas de T.
cruzi inoculadas em 10 mL de Acai: 1,7x107(10%/mL); 1,7x106(105/mL2? 1,7x10°(10*/mL);
1,7x10%(10%mL); 1,7x10%(10%mL); 1,7x10°(10%/mL); 1,7x10"(10%mL); 1,7x10°(10"/mL); (M) Marcador
molecular; (CN) controle negativo.

4.6-Teste final dos protocolos de isolamento e identificacdo de T. cruzi em
polpa de acai

Apés a padronizacdo dos métodos de isolamento de células de T. cruzi
(epimastigotas e tripomastigotas) a partir da polpa de acai por flutuacdo em sulfato
de zinco; a amostra ficou livre de interferentes na extracdo do DNA gendmico, e de

inibidores da reacdo de PCR presentes na polpa de acai. Para confirmar a
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reprodutibilidade dos protocolos padronizados, foram realizadas amplificagbes por
PCR utilizando-se todos os primers padronizados. Para este fim, uma amostra de 10
mL de acaf inoculada com 1,5 x 10° células de tripomastigota de T.cruzi foi utilizada.
A Figura 20 mostra a eletroforese com o resultado da amplificacdo da amostra. E
possivel observar que € possivel detectar o DNA de T.cruzi e do acai o que

demonstra a especificidade do método.

Acai inoculado com Trypanosoma cruzi Controle positivo Controle negativo
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Figura 19: Eletroforese da avaliagdo dos conjuntos de Primers validados (TCZ, PR acai 1, rDNA
28Sa) na deteccdo de T. cruzi em Acai. As amostras de acai foram inoculadas com células de T.
cruzi e estas foram recuperadas por flutuacdo em Sulfato de Zinco e em seguida submetidas ao
protocolo de extracdo de DNA gendmico e reacBes de PCR. (M) Marcador molecular. O controle
positivo consistiu em. No controle negativo foi utilizada agua no lugar do DNA molde.

4.7-PCR em tempo Real

Nas Figuras 21 e 22, referem-se a padroniza¢do da PCR em tempo real para
a deteccdo do DNA de T. cruzi com os Primers rDNA 28Sa. As curvas foram obtidas
por diluicdo seriada do DNA de T.cruzi (400 pg; 40 pg; 4 pg; 400 fg; 40 fg; 4 fg; 0,4
fg). A escala log de amplificacdo (eixo y) é interceptada pela linha do Threshold
(0,025228), valor determinado pelo programa do aparelho de gPCR. As sete
primeiras curvas da esquerda para a direita na Figura 21 correspondem as diluicbes

de DNA gendmico e a ultima curva a direita é o controle negativo (amostra sem DNA
molde).
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Figura 20: Curva da quantificacdo da PCR em tempo real das diluicbes seriadas de DNA de T. cruzi
com primers rDNA 28Sa, limite de fluorescéncia de 0,025228. As sete primeiras curvas sao referentes
as seguintes quantidades de DNA gendmico: 400 pg; 40 pg; 4 pg; 400 fg; 40 fg; 4 fg; 0,4 fg. A Ultima
curva da direita corresponde ao controle negativo ( CN) sem DNA molde.

Na Figura 22 pode-se observar que apenas as 4 primeiras diluicbes geraram
o fragmento de DNA esperado, enquanto as 3 ultimas representam fluorescéncia
proveniente de amplificacdo inespecifica, provavelmente devido a formacao de
dimeros de primers, com tamanhos menores do que o fragmento especifico. Ainda
na figura 22 é destacado pela curva de dissociacdo que a temperatura de
dissociacao do fragmento especifico foi de 79,34 °C. O limite de deteccao foi de 400
fg de DNA no Ct 28,7, correspondente a menor concentracdo de DNA gerou um

produto (fragmento) especifico.
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Figura 21: Curva de dissociacdo da diluicdo seriada utilizando os primers rDNA28Sa. A temperatura
de dissociagdo dos fragmentos especificos foi de 79,34°C. (CN) controle negativo.

A Figura 23 mostra os resultados das reacfes cruzadas entre os primers
rDNA 28Sa, utilizando-se DNA molde de acai, assim como, 0s primers para
amplificar DNA de acai (PR acai 1) com DNA molde de T.cruzi. Somente os
controles positivos para os primers foram detectados, como mostrado nas curvas de
amplificagdo. As duas curvas vermelhas a esquerda representam as amplificagbes
do DNA de T. cruzi com os primers para T. cruzi, as duas curvas em amarelho
correspondem as amplificacbes do DNA de acai com primers para acai. As quatro
curvas a direita s&o, respectivamente as curvas de DNA de T cruzi com primers para
acai e DNA de acai com primers para T. cruzi. Na Figura 24 estdo destacadas as
curvas de dissociagao para os primers de T cruzi com DNA de T cruzi (78,45 °C) e

para os primers de agai com DNA de agai (72,34 °C).
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Figura 22: Avaliacé@o das reag8es cruzadas para 0os rDNA 28Sa e primers PR acai1. Foram utilizadas
10 ng de DNA de T.cruzi e DNA de acai no sistema. A Ultima curva da direita corresponde ao
controle negativo (CN) sem DNA molde.
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Figura 23: Curvas de dissociacao para avaliar as reacfes cruzadas dos primers rDNA 28Sa(Tm
79,35) e primers PR acai 1(Tm 72,34). (CN) controle negativo.
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Amostras de Acai inoculadas com T. cruzi foram testadas com a PCR em
tempo real com os primers rDNA 28Sa, o numero de T.cruzi inoculados nas
amostras de Acai foram: 10° 10% 10% 10% 10% 10° parasitos por mL
respectivamente (Figura 25). Um controle positivo com DNA de T.cruzi foi utilizado.
Nas curvas de amplificacdo foram detectadas as amostras inoculadas com 10° e 10*
parasitos, enquanto as amostras com quantidades menores de parasitos ficaram
abaixo do limiar (Threshold= 0,052972). A Figura 26 mostra a curva de dissociacdo
(Tm 79,35)

10
Controle positivo rDNA 28S

Intensidade de Fluorescéncia ( ARn)

0.01

8 10 12 14 16 18 20 V74 2 2

Numeros de Ciclos

Figura 24: Curvas de quantificacdo de DNA de T. cruzi em amostras de acai. A PCR em tempo real
foi realizada com os primers rDNA 28Sa A curva. A primeira curva a esquerda representa a
amplificac@o do controle positivo (DNA gendmico de T. cruzi), as outras seis curvas corresSpondem a
amostras de acai que foram inoculadas com diferentes quantidades de tripomastigotas (10~ a 10° por
mL de polpa de acai). A oitava curva corresponde ao controle negativo sem DNA. A Ultima curva da
direita corresponde ao controle negativo (CN) sem DNA molde.



[ )
25000.0 i)
Especificidade do primer \
rDNA 288 l
20000.0 ‘i
|
l
|
15000.0

Intensidade de Fluorescéncia ( -Rn)

;

85.0 700 750 800 850
Tm: 7036

Temperatura (° C)

Figura 25: Curva de dissociacédo da reagcdo de deteccdo de T. cruzi inoculados em Acai mostrando a
temperatura de melting de 79,35 °C para os primers rDNA 28S. (CN) controle negativo.
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4-DISCUSSAO

A transmissao por via oral da Doenca de Chagas tem aumentado nos ultimos
anos; ainda nao se conhece, precisamente, em qual etapa do processo da coleta ou
producdo ou preparo da polpa de acai ocorra a contaminacgdo. A principal hipétese é
gue durante a coleta do fruto sem maiores cuidados, as ninfas que sdo os imaturos
das espécies de Triatomineos sejam acidentalmente moidas no preparo. Outro fator
a ser abordado sao as estimativas de transmissdo subestimadas pela falta de um
diagndstico preciso de contaminagdo por via oral (DIAS et al.,2006). Ferramentas
para a pesquisa de contaminacdo do acai, como a apresentada pelo presente
trabalho, podem auxiliar na deteccdo da contaminacdo por via oral, que muitas

vezes sO é aceita depois de descartada a transmissdo pelos mecanismos
tradicionais (TOSO et al.,2011).

Neste trabalho desenvolvemos uma metodologia molecular sensivel para a
deteccdo do T. cruzi em polpa de acai, e a padronizamos em um protocolo simples
gue podera ser aplicado na deteccdo de contaminacdes de derivados desta fruta.
Selecionamos trés conjuntos de primers: TCZ que amplifica regides repetitivas no
DNA nuclear, rDNA 28S que amplifica regides ribossomais e Miniexon que amplifica

0 espacador intergénico do gene.

Avaliamos a especificidade e sensibilidade das reacdes por PCRs qualitativa
utilizando o DNA de diferentes espécies de tripanosomatideos (Figura 15). Todos os
conjuntos de primers testados foram sensiveis, mas alguns ndo foram especificos
somente para T. cruzi. O primer Miniexon amplificou todas as amostras de DNA das
espécies analisadas, enquanto que o TCZ s6 ndao amplificou T. rangeli. Por outro
lado o primer ribossomal rDNA 28S detectou Phytomonas serpens e as trés cepas
de T.cruzi. Isso se deve muito a similaridade entre Phytomonas serpens e outros

tripanosomatideos

(SERRANO et al., 1999; SANTOS et al.,2007 e JANKEVICIUS et al., 1989).
Phytomonas € um género de protozoarios com ampla distribuicdo geografica e que
infecta uma grande variedade de plantas de importancia econdmica como caju, café,

coco, tomate, laranja e palmeiras. Phytomonas podem ser transmitidas por diversas
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familias de insetos fitofagos (SANTOS et al 2007).Deste modo, € possivel que se
encontrem amostras de acai que sejam infectados com Phytomonas serpens. Assim,
em uma analise por PCR com o primer ribossomal rDNA 28S de uma amostra
suspeita de acai contaminado com T. cruzi, o cruzamento dos dados sintomatolégico
do paciente com o resultado molecular da amostra de acai, poderdo ser usados
para concluir a infeccdo por via oral. Contudo, é possivel fazer a distincdo das
espécies T.cruzi e Phytomonas serpens. SERRANO e colaboradores (1999)
descreveram um meétodo que utiliza sequéncias “Spliced-Leader” para diferenciar
Phytomonas de outros tripanosomatideos. Atualmente estamos buscando regides
génicas que possibilitem a diferenciacdo entre Phytomonas e T. cruzi por reacdes
simples de PCR, sem a necessidade de se utilizar hibridizacbes com sondas de

oligonucleotideos

Por esta razdo escolhemos os primes TCZ e ribossomal rDNA 28S para 0s
testes de sensibilidade por PCR convencional. TCZ foi capaz de detectar 20 fg de
DNA, o equivalente a 1/10 de parasito de T. cruzi (DUFFY et al., 2009), enquanto
que o prime rDNA 28Sa detectou o equivalente a 100 parasitos no teste de
sensibilidade ( Figura 17) apdés a andlise desses dados passamos a inocular
guantidades variaveis de T.cruzi em um volume fixo de polpa de acai e em seguida

tentamos detecta-los por técnicas moleculares.

Durante o desenvolvimento da metodologia tentamos a extragdo de DNA
direta do acai inoculado com T. cruzi pelo por métodos de lise com aquecimento e
com detergentes, mas ndo obtivemos nenhuma amplificacdo por PCR ao final da
extracdo. As amostras apresentaram uma coloracdo arroxeada, ainda com resquicio
do acai, que de certa maneira pode ter interferido na reacdo. A partir destes
resultados buscamos uma alternativa de isolar o T.cruzi da polpa de acgai.

Um método bastante utilizado para detectar estruturas de parasitas em
solucéo é a flutuagcdo em Sulfato de Zinco de FAUST et al. (1938). Ela consiste na
flutuacéo de corpos com densidade menores que a densidade do sulfato de Zinco
(1200g. cm™). TiTTO et al., 1981 em seus experimentos determinou a densidade do

T. cruzi em cerca de 1,05g.cm™.

Apos os testes de recuperacéo do T. cruzi, a técnica de flutuacdo se mostrou
bastante eficaz no isolamento do T. cruzi da amostra de agai o que pode ser
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verificado nas FIGURAS 18 e 19. A flutuacdo em sulfato de Zinco é muito utilizada
na deteccdo de infeccBes parasitarias gastrointestinais (DANTAS et al., 2007). E
uma técnica sensivel na deteccdo de estruturas leves e pesadas de parasitas.
Associado a essa técnica, foi possivel do DNA das células de epimastigotas

inoculadas em acai por PCR.

Depois das analises com PCR qualitativa, passamos a testar as amostras em
PCR em tempo real. Houve uma melhora na sensibilidade de deteccao do primer
rDNA 28Sa que foi de 400 fg isso representa ser 50 vezes mais sensivel que o
resultado apresentado pela PCR convencional para o mesmo primer. O primer rDNA
28Sa usado para T.cruzi e o primer desenhado para amplificar o DNA de acai , PR
acai 1 foram especificos, ndo sendo observado a rea¢do cruzada, tanto na qPCR
como na qualitativa ( Figuras 15, 22 e 24). Os primers TCZ se mostraram mais
sensiveis e especificos do que os primers rDNA 28S em PCRs convencionais
detectando 20 fg de DNA de T. cruzi. No entanto, na PCR quantitativa os primers
TCZ formaram dimeros e néo foi possivel adaptar a PCR quantitativa para utilizacéo

dos mesmos na deteccao de T. cruzi.

No teste de deteccdo de células de T. cruzi em acai por gPCR foram
amplificadas amostras com até 10° parasitos por mL de amostra, sendo 10*
parasitos por mL de amostra o limite de deteccdo para a PCR convencional, um
aumento de sensibilidade de 10 vezes. Mesmo com este aumento de sensibilidade o
método mais sensivel que encontramos ainda foi a PCR convencional com os
primers TCZ, a qual amplificou amostras de acai contaminadas com até 0,17 células

de T. cruzi por mL de amostra.

DIAS, 2006 relatou em seu trabalho que, experimentos conduzidos com
cobaias, mostraram que entre 10* a 10° parasitos introduzidos por via oral sdo
suficientes para desencadear a infeccdo por esta via. Em nossa pesquisa

conseguimos detectar estas quantidades.

A metodologia apresentada nesse trabalho podera ser aplicada tanto em
analise da qualidade do acai produzido artesanalmente, como para confirmacdo de
surtos de DC por via oral caso tenha o material preservado (Figura 27). O resultado
inicial da analise do acai contaminado podera ser apresentado em até 6 horas, em
caso de testes confirmatorios de PCR para distingdo entre T. cruzi e Phytomonas
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serdo necessarias mais 3 horas, totalizando 9 horas. Esta abordagem possibilitara
celeridade as sancfes administrativas ou aos tratamentos dispensados aos

pacientes.

Surto DC porvia oral Inspegao

Agai contaminado Agai

Flutuagdo em sulfato
Y de zinco
Dados sintomatolégicol |

~ Extracao
N I

~ PCR

~
~
~
~

Nao préprio Positivo Negativo Préprio para consumo

Perspectiva

Desenho de primers
esp. p/ Phytomonas

Figura 26: Esquema ilustrando a aplicabilidade do método e as perspectivas

gue serdo tomadas para a continuidade deste estudo.

Na regido amazonica, tém sido registrados muitos casos de DC em forma de
surto. Isso se da quando um grupo de pessoas reunidas em um mesmo lugar que,
ao ingerirem um mesmo tipo de alimento, adoecem quase que simultaneamente
(FERREIRA et al., 2014). Em 2015, foram confirmados 12 casos de doenca de
chagas no municipio de Carauari, a 789 km de Manaus, € o segundo caso de surto na
cidade (http://gl.globo.com/am/amazonas/noticia/2015/01/com-12-casos-municipio-no-
am-registra-surto-de-doenca-de-chagas.html). Isto demostra a real necessidade de uma

metodologia que auxilie na prevengéo e controle da DC

Em caso de surtos, geralmente, & realizado um trabalho da vigilancia

epidemiologica para identificar a fonte de infecg¢éo e interromper a cadeia de transmisséo


http://g1.globo.com/am/amazonas/cidade/manaus.html
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da doenca. Esta vigilancia se da por meio de inspecdes em estabelecimentos que atuam
com o processamento do agai, verificando as condi¢cdes de produgdo. Associando as
inspecdes sanitarias a uma tecnologia acessivel e de facil aplicabilidade para o
controle da qualidade poderia tornar mais seguro 0 consumo do acai nessas regioes

endémicas, contribuindo para a seguranca alimentar global (FERREIRA et al., 2014).

Portanto, nossos dados demonstraram que a metodologia de isolamento do T.
cruzi da polpa de Acai por Sulfato de Zinco, associados a técnicas moleculares
como a PCR, pode ser utilizada na detecgcdo em amostras suspeitas. E com isto
acelerar acdes de controle e tratamento, pois a falta de um diagndstico preciso sobre
em qual via se deu a infec¢cdo pode gerar prejuizos ao paciente. E a metodologia
apresentada nesse trabalho podera fornecer resultados consistentes para dirimir

duvidas sobre casos concretos.
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6-CONCLUSOES E PESPECTIVAS

Com a técnica de flutuacdo em Sulfato de Zinco/PCR, foi possivel deteccdo da
contaminacéo do agai por T. cruzi. O método foi sensivel o bastante para detectar
DNA de T.cruzi inoculados em acai na escala fentomolar por PCR em tempo real e

em PCR convencional.

Os testes com as amostras de acai inoculadas com T.cruzi permitiram concluir que
nao podem ser colocadas diretamente na reacdo de PCR sem o tratamento prévio,
ou seja, um isolamento do T.cruzi, que na nossa metodologia foi feita por Sulfato de

Zinco 33% seguida da extracdo de DNA.
A técnica de flutuacdo em Sulfato de Zinco/PCR se mostrou de facil aplicabilidade.

A metodologia de isolamento de T. cruzi com a flutuagdo em sulfato de zinco,
juntamente com a PCR qualitativa e gPCR com a amplificacdo das regides TCZ e
rDNA 28Sa demonstraram ser uma ferramenta aplicavel para a deteccdo de acai
contaminado com T. cruzi, e seu uso pode ser apropriado em casos de surtos de

transmissao de doenca de Chagas por via oral.
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