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RESUMO

A doenga de Chagas ¢ causada pelo parasito intracelular 7rypanosoma cruzi e afeta em torno
de 17 milhdes de pessoas na América Latina. A fase cronica da doenga caracteriza-se por
baixo nivel de parasitemia e alto nivel de anticorpos Anti-T.cruzi e o diagnostico ¢ feito
preferencialmente utilizando-se métodos soroldgicos, incluindo imunofluorescéncia indireta
(IFT), hemaglutinacdo indireta (HAI) e imunoensaio enzimdatico (ELISA). S3o testes que
apresentam alta sensibilidade, mas sofrem de baixa especificidade, e um varidvel nimero de
individuos apresenta testes sorologicos inconclusivos. Nos tltimos anos, muitos estudos tém
usado a tecnologia da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para detectar sequéncias de
DNA de T. cruzi em sangue de pacientes chagasicos cronicos. A alta especificidade da PCR
tem apontado para sua aplicagdo como método confirmatdrio no diagnostico de pacientes com
provas soroldgicas inconclusivas. O objetivo desse trabalho foi realizar uma analise
comparativa entre a PCR e os métodos convencionais mais utilizados para o diagndstico -
sorologia e xenodiagndstico, na detec¢do da infec¢do por 7. cruzi, em individuos com doenca
de Chagas cronica. Sangue de 67 pacientes chagéasicos cronicos, ambos 0s sexos, provenientes
do ambulatorio de doenca de Chagas do Hospital Universitario Walter Cantidio, da
Universidade Federal do Ceard, foram avaliados para 7. cruzi, utilizando testes soroldgicos
(IF1, HAI e ELISA), PCR-Multiplex e xenodiagnoéstico. Além disso, foi avaliado também a
PCR-Multiplex em dejetos de triatomineos provenientes do xenodiagnostico destes pacientes.
De acordo com o resultado dos testes sorolégicos, os pacientes foram classificados em 3
grupos: 1°. Sorologia positiva (quando 2 ou 3 resultados dentre os 3 testes sorologicos foram
positivos), 2°. Sorologia inconclusiva ou indeterminado (apenas 2 resultados foram negativos)
e 3°. Sorologia negativa (quando os 3 resultados foram negativos). Dentre as 59 amostras com
sorologia positiva foram obtidos 18 (30,5%) resultados positivos de PCR-Multiplex em
sangue periférico e 41 (69,5%) resultados negativos. Nos PCR-Multiplex em dejetos de
triatomineos foram obtidos 20 (33,9%) resultados positivos e 39 (66,1%) resultados
negativos. As 2 amostras com sorologia inconclusiva foram negativas na PCR-Multiplex,
tanto em sangue periférico como em dejetos de triatomineos. As amostras com sorologia
negativa (n=6) apresentaram 2 resultados positivos (33,3%) na PCR-Multiplex em sangue e 4
resultados negativos (66,7%). Nos dejetos de triatomineos, as 6 amostras com sorologia
negativa foram negativas na PCR-Multiplex. Estes resultados mostraram que o ensaio da
PCR-Multiplex em amostras de sangue periférico e em dejetos de triatomineos, empregando
iniciadores para regides diferentes, no caso, DNA nuclear e DNA do cinetoplasto, podem ser
aplicados para o diagndstico da doenga de Chagas cronica (mesmo com diferentes
metodologias de extragdo de DNA total). Os dados mostraram também que a PCR-Multiplex
em dejetos de triatomineos ¢ mais sensivel que o ensaio do xenodiagnostico.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Doenga de Chagas Cronica. PCR-Multiplex. Sangue
Periférico. Dejetos de Triatomineos.



ABSTRACT

The intracellular parasite 7. cruzi is the causative agent of Chagas disease, which affects 17
million people in Latin America. The chronic phase is characterized by low parasitemia and
high level of Anti-T. cruzi antibodies and the diagnosis is done preferably using serological
methods, including indirect immunofluorescence (IIF), indirect hemagglutination (IHA) and
ELISA. These tests show high sensitivity, and low specificity, and a variable number of
individuals present inconclusive serological tests. Nowadays, many studies have used the
technology of Polymerase Chain Reaction (PCR) to detect DNA sequences of 7. cruzi in
blood of chronic chagasic patients. The high specificity of the PCR has pointed to its use as a
confirmatory method for diagnosing patients with inconclusive serology. This study aimed to
comparative analysis between PCR and conventional methods commonly used for diagnosis -
serology and xenodiagnosis in the detection of infection by 7. cruzi in individuals with
chronic Chagas' disease. Blood of 67 chronic chagasic patients, both sex, from the Chagas'
disease clinic at the Hospital Universitario Walter Cantidio, of Universidade Federal do
Ceara, were tested for T. cruzi, using serological tests (IIF, IHA and ELISA), Multiplex PCR
and xenodiagnosis. In addition, Multiplex PCR was also evaluated in the waste of triatomine
bugs from the xenodiagnosis of these same patients. According to the results of serological
tests, patients were classified into 3 groups: 1. Positive test results (when 2 or 3 results from
the three serological tests were positive), 2. Inconclusive or indeterminate serology (when 2
results were negative), and 3. Negative serology (when 3 results were negative). Among the
59 seropositive samples that obtained 18 (30,5%) positive results of Multiplex PCR for
peripheral blood and 41 (69,5%) negative results. In Multiplex PCR for waste of triatomine
bugs were obtained 20 (33,9%) positive and 39 (66,1%) negative results. The two samples
with inconclusive serology were negative in the Multiplex PCR for peripheral blood and for
the waste of triatomine bugs. Samples with negative serology (n=6) had 2 (33,3%) positive
and 4 (66,7%) negative results of Multiplex PCR for blood. For the waste of triatomine bugs,
the 6 seronegative samples were negative by Multiplex PCR. These results showed that
Multiplex PCR assay in peripheral blood samples and in waste of triatomine bugs, using
primers for different regions, in this case, nuclear DNA and kinetoplast DNA, could be
applied to the diagnosis of chronic Chagas' disease, even with different methods of extraction
of total DNA. Data also showed that Multiplex PCR in waste of triatomine bugs is more
sensitive than the test of xenodiagnosis.

Key words: Trypanosoma cruzi. Chagas Disease. PCR-Multiplex. Peripheral Blood. Stool of
Triatomine Bugs.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Doenca de Chagas e o Trypanosoma cruzi

1.1.1 Aspectos epidemioldgicos - reservatorios, vetores e ciclo de vida

A Doenca de Chagas, uma das mais importantes doengas parasitarias, ¢ causada pelo
protozodrio Trypanosoma cruzi (familia: Tripanosomatidae, ordem: Kinetoplastida) e afeta 16
a 18 milhdes de pessoas na América Central e do Sul, com incidéncia anual estimada de 200
mil novos casos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). De acordo com as ultimas
estimativas, os programas de controle em larga-escala usando inseticidas piretroides contra os
vetores domésticos tém reduzido a prevaléncia da doenga para aproximadamente 12 milhdes
(DIAS, 2007).

Os vetores sdo insetos hematdfagos, os triatomineos, pertencentes a familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae. Todas as 140 espécies de triatomineos conhecidas sao
potenciais vetores para 7. cruzi € a maioria sdo encontradas na América Latina
(SCHOFIELD; GALVAO, 2009). Por causa da marcante adaptacio domiciliar, Triatoma
infestans, Rhodnius prolixus, Panstrongylus megistus ¢ Triatoma dimidiata sao considerados
os vetores mais importantes (GARCIA et al., 2010). Paises como Uruguai e Chile, bem como,
10 dos 12 estados endémicos do Brasil foram certificados como livres da transmissdo da
doenca de Chagas vetorial por 7. infestans (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000;
BRASIL, 2011; BRASIL, 2011), entretanto, seus nichos foram ocupados por outras espécies
como, por exemplo, Triatoma sordida e Triatoma rubrovaria (DIOTAIUTI et al.,1995;
ALMEIDA et al., 2000; COSTA et al., 2003), evidenciando a ocorréncia de sucessao
ecologica.

Aproximadamente 100 espécies de mamiferos silvestres atuam como reservatorios da
doenca de Chagas. Um dos mais importantes reservatorios de 7. cruzi ¢ o gamba das espécies
Didelphis albiventris, D. marsupualis e D. guaynensis. Neste animal, 7. cruzi desenvolve um
ciclo de reproduc¢do no interior das glandulas anais, responsaveis pela expulsdo de substancias
fétidas que servem como mecanismo de defesa e escape deste animal. E nesta substancia estdo
presentes as formas tripomastigotas metaciclicas que podem causar infecgdo em outros

animais e em humanos (DEANE; LENZI; JANSEN, 1984).
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A transmissdo de 7. cruzi ao homem ocorre através da deposicio de fezes e urina do
triatomineo infectado sobre a pele danificada ou mucosas do hospedeiro no momento do seu
repasto sanguineo. Uma vez no hospedeiro, as tripomastigotas metaciclicas invadem diversos
tipos de células, transformam-se em amastigotas, multiplicam-se e ap6s um periodo
aproximado de quatro dias, diferenciam-se em tripomastigotas, que rompem as cé¢lulas
infectadas e sdo liberadas no meio extracelular. As tripomastigotas liberadas podem invadir
células adjacentes ou cair na circulacdo sanguinea, onde serdo ingeridas pelo inseto vetor
durante a alimenta¢do, mantendo o ciclo doméstico da doenca, ou irdo iniciar novos ciclos
multiplicativos em outros tecidos do hospedeiro mamifero (TANOWITZ et al., 1992). O ciclo
silvestre ¢ mantido quando os insetos infectam animais silvestres durante o repasto sanguineo.
Na luz do intestino médio do inseto vetor, 7. cruzi transforma-se em epimastigotas, as formas
replicativas que se multiplicam e se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas, a forma

infectante para o homem (KIRCHHOFF et al., 2004) (Fig. 1).

Figura 1 - Ciclo de transmissao do Trypanosoma cruzi
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Fonte: Adaptado de Ribeiro, 2008.
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Além da transmissdo vetorial, outro mecanismo responsavel por aproximadamente
10% dos casos, ¢ a transfusdo sanguinea. O risco de adquirir a infec¢do apds receber uma
transfusdo de sangue de um doador infectado ¢ de aproximadamente 20% (SCHMUNIS,
1991). Este ¢ o principal mecanismo de transmissdo em zonas urbanas. O terceiro mais
importante mecanismo de transmissdo ¢ a congénita, com aproximadamente 5.000 a 18.000
casos por ano. Esse tipo de transmissdo também pode ocorrer fora das areas endémicas.
Outros mecanismos esporadicos de transmissdo incluem acidentes de laboratério e
transplantes de orgdos (PRATA, 1994). Também tém sido descritos surtos de doenca de
Chagas devido a transmissdo oral através de alimentos contaminados como carne, cana de
acucar ou suco de agai (CAVALCANTI ef al., 2009; CAVALCANTI et al., 2009;
NOBREGA et al., 2009).

A partir da década de 90, devido aos grandes movimentos migratorios, muitas
pessoas infectadas sairam das zonas rurais para as cidades (MALLIMACI et al., 2001). Por
conta de tais migracdes, decisdes politicas acarretaram a criagdo de programas
governamentais para o controle da transmissdo vetorial, primeiro no sul do continente
(Iniciativa do Cone Sul - 1991/92), e depois em paises das Américas Andina e Central
(Iniciativas da América Central e do Pacto Andino - 1997/98). Concomitantemente, ocorreu o
melhoramento na qualidade das transfusdes de sangue, devido principalmente ao aumento de
individuos infectados com HIV (MONCAYO, 1999). Na atualidade tem-se reconhecido um
melhor controle da hemoterapia no Brasil e em outros paises da América Latina (MORAES-
SOUZA, 1994; 1999). Comprovando isso, um relatério da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria de 2000, mostra um perfil de doadores com prevaléncia de anticorpos para 7. cruzi
no Brasil de 0,6%, variando de 0,3% na regido Sul a 1% na regido Centro-Oeste (PORTELA-
LINDOSO; SHIKANAI-YASUDA, 2003).

Com o progressivo controle da transmissdo vetorial na maioria dos paises da
América Latina (MONCAYO; SILVEIRA, 2009), muita atengdo tem sido dada a
possibilidade da doenca de Chagas se disseminar para fora da América Latina através da
doagdo de sangue e/ou transplante de 6rgaos, causada pela aumentada migracao de Latino-
americanos para paises ndo endémicos (MAGUIRE et al., 2007; SCHMUNIS, 2007). Relatos
de casos de doenca de Chagas em outros paises nos quais esta infec¢do ndo € tipicamente
endémica, tais como Franga, Canadd, Suica, Dinamarca, Espanha, Alemanha e EUA, indicam
que a doenga deve ser considerada como diagndstico diferencial ndo apenas em Latino-

americanos, mas também em individuos que ndo sdo da América Latina (BRASIL et al.,
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2010) (Fig. 2).

Figura 2 — Perspectiva de migracio de pessoas oriundas da América Latina para outros paises do mundo
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1.1.2 Aspectos clinicos

A doenga de Chagas apresenta duas fases: aguda e cronica. A porta de entrada da
infeccao pode ser aparente ou inaparente. Quando aparente, pode ser ocular (sinal de Romana)
ou cutanea (Chagoma de inoculag¢do). Durante a fase aguda da doenga, o parasito estd se
disseminando e pode ser detectado por exame direto do sangue. Entretanto, na grande maioria
dos pacientes, essa fase passa despercebida por causa do ndo reconhecimento ou pela pobreza
ou auséncia de manifestagdes clinicas (RASSI; RASSI; RASSI, 2000). Os casos sintomaticos
podem apresentar ainda febre, adenopatia generalizada, edema, hepatoesplenomegalia e nos
casos mais severos, miocardite e meningoencefalite. Em torno de 5 a 10% dos pacientes
sintomaticos morrem durante esta fase (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010). Os sinais ¢
sintomas da fase aguda da doenga de Chagas normalmente desaparecem apds 4 a 8 semanas.
Na maioria dos individuos a resposta imunoldgica ¢ capaz de controlar a infec¢ao, resultando
numa redugdo drastica da parasitemia (PRATA, 1994).

Durante a fase cronica, a infec¢do pode se apresentar como uma forma
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indeterminada, que dependendo da 4rea geogréafica, aproximadamente 40% a 90% dos
individuos infectados podem permanecer completamente assintomdticos e apresentarem
exames radiolégicos do coragdo, esofago e colon normais e eletrocardiograma sem
anormalidades. No entanto, apesar de serem assintomdticos, esses pacientes apresentam
reagdo sorologica positiva para Chagas, com xenodiagnoéstico e teste de PCR que podem ser
repetidamente positivos por longos periodos de tempo, evidenciando uma intera¢do entre o
parasito e o hospedeiro (DIAS; MACEDO, 2005; COURA, 2007).

Esta forma indeterminada pode persistir pelo resto da vida do individuo ou pode
evoluir para uma forma cardiaca ou digestiva (megaesdfago ou megacolon), ou ainda uma
associacdo de ambas as formas (cardio-digestiva) (BRENER, 1987; GUTIERREZ et al.,
2009; BIOLO; RIBEIRO; CLAUSELL, 2010). A forma cardiaca ¢ a manifestagao da doenga de
Chagas mais significante por causa da frequéncia e gravidade. Geralmente aparece entre a
segunda e quarta década de vida, 5-15 anos apo6s a infecgdo inicial. Os sinais e sintomas da
cardiomiopatia da fase cronica sdo causados por arritmias cardiacas, insuficiéncia cardiaca,
pelo bloqueio atrio ventricular e tromboembolismo. Na forma digestiva da doenca, as
manifestagdes clinicas sdo causadas pela disfuncdo no peristaltismo do esdfago e cdlon,
provocado pela destruicdo do plexo mioentérico, que como consequéncia leva a formagao de
megaesdfago e megacolon (REZENDE-FILHO et al., 2005; COURA, 2007). A natureza das
modificagdes miocardicas na fase cronica tem sido considerada por alguns como um
fenomeno autoimune (MICHAILOWSKY et al., 2003, CUNHA NETO et al.,, 2008;
GUTIERREZ et al., 2009). Entretanto, a persisténcia do parasito em tecidos também tem sido
demonstrada (VAGO et al., 2000).

Reativagdes da doenga de Chagas foram descritas em pacientes com leucemia e com
transplante de rins e coragdo. Imunossupressdes podem reativar a doenca de Chagas,
ocasionando proliferagdo do parasito, lesdes necrdticas ou tumorais no cérebro (75%), e
intensificagdo de miocardites (44%). Isto tem frequentemente ocorrido em casos de

coinfec¢do com HIV e em transplantes de 6rgaos (CORDOVA et al., 2008).

1.2 Diagnéstico laboratorial da doen¢a de Chagas cronica

Uma grande dificuldade no diagnostico da doenga de Chagas ¢ que a maioria dos

pacientes nao apresenta sintomas na fase aguda ou cronica. Na fase aguda, o parasito esta se

disseminando e pode ser detectado por exame direto do sangue e por métodos parasitologicos
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tais como esfregaco sanguineo, hemocultura e xenodiagnostico. Outra dificuldade ¢ que,
diferente de muitas doencgas infecciosas, os testes parasitologicos indiretos apresentam uma
baixa sensibilidade na fase cronica (BRASIL, 2005). Assim, os testes de diagnostico
recomendados na fase cronica sdo, principalmente, os testes sorologicos que detectam
anticorpos especificos contra 7. cruzi (PRATA, 1994).

No Brasil, tem sido recomendada a realizacdo de pelo menos 2 testes sorologicos
simultdneos (em paralelo) de diferentes técnicas: ensaio imunoenzimatico (ELISA)
imunofluorescéncia indireta (IFI) ou hemaglutinacdo indireta (HAI) (BRASIL, 2005). Estes
testes apresentam alta sensibilidade, mas perdem especificidade por causa das reagdes
cruzadas com outros parasitos, tais como Leishmania sp. ¢ T. rangeli (CARVALHO et al.,
1993; BRITTO et al., 1995; SALDANA; SOUSA 1996). Adicionalmente, os testes
sorologicos apenas detectam anticorpos contra o parasito e ndo a presenca do parasito. Esta ¢
uma consideracdo importante quando se precisa decidir qual teste usar para monitorar
pacientes sob tratamento para a doenga de Chagas.

O Setor de Parasitologia do Departamento de Patologia e Medicina Legal da
Faculdade de Medicina/UFC (DPML/FAMED/UFC) recebe, em média, 150 pacientes com
doenca de Chagas cronica por ano, provenientes do Ambulatério de doenga de Chagas do
Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC/UFC), e nestes pacientes sdo realizados o
exame de xenodiagnostico e trés testes sorologicos: ELISA, IFI e HAI. Portanto, neste

trabalho serd dada énfase apenas a esses testes.

1.2.1 Xenodiagnéstico

O xenodiagnostico foi primeiramente descrito por Brumpt em 1914 (BRUMPT, 1914),
sendo modificado em trabalhos que se seguiram ao de Brumpt (CERISOLA et al., 1974;
DIAS, 1940; MAEKELT, 1964; SCHENONE et al., 1968), a fim de obter resultados mais
apurados para a metodologia.

O ensaio consiste na utilizagdo de ninfas de triatomineos, livres de infeccdo por
tripanosomatideos, colocadas para fazerem o repasto sanguineo diretamente no paciente. Caso
o mesmo esteja infectado, os tripanosomatideos circulantes que foram ingeridos no momento
do repasto multiplicam-se ao longo de 30 a 60 dias. Decorrido este tempo de incubagao, os
dejetos sdo examinados por microscopia oOtica (M.O). O procedimento pode ser natural (in

vivo), quando os triatomineos sdo colocados diretamente nos antebragos do paciente ou
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indireto (in vitro), no caso do paciente apresentar alergia a picada de insetos, consistindo da
retirada de uma aliquota de 2 a 3 mL de sangue do paciente que é colocado in vitro na
presenca dos insetos.

Para a execucdo do xenodiagnoéstico em exames de rotina existe um consenso
(podendo ocorrer algumas variagdes): emprego de 40 ninfas (geralmente de 3° estadio)
distribuidas em 4 recipientes (de celulose ou plastico) que sdo delimitados por tela de retengao
(geralmente tela de fild) e colocados nos antebragos do paciente por um periodo de 30
minutos. Aproximadamente 30 dias depois, o material do trato intestinal dos insetos ¢
centrifugado, o precitado formado ¢ ressuspendido em solugdo salina e visualizado por M.O.
Aconselha-se a repeticdo do procedimento, no minimo mais de uma vez, em intervalos de
tempo que compreendam 30 dias entre um procedimento e outro (SCHENONE et al., 1968).

O xenodiagndstico ¢ o exame parasitolégico mais aplicado na forma crdnica da
doenga, registrando-se positividade entre 9% a 87,5%. Esta variagdo na positividade do teste
tem relagdo com varios fatores, entre eles, a espécie de triatomineo utilizada para o teste, o
numero de ninfas aplicadas e o numero de repetigdes do teste (BARBOSA; CZEREWUTA;
OLIVEIRA, 1983; BARRETO et al., 1978; CASTRO; ALVES; MACEDO, 1983; BORGES-
PEREIRA et al., 1996; SANTOS et al., 1999). Entretanto, o emprego dessa técnica fica
restrito devido sua sensibilidade e limitagdes outras inerentes a técnica tais como: tempo
prolongado para o resultado final de até¢ 90 dias, necessidade de criacao de triatomineos em
laboratdrio, perdas dos insetos durante o periodo teste e rejei¢do do paciente a aplicagdo

repetida do exame ao natural (PORTELA-LINDOSO; SHIKANAI-YASUDA, 2003).

1.2.2 Hemaglutinac¢io Indireta (HAI)

A HAI ¢ um ensaio muito utilizado desde sua padronizagdo por Camargo et al.
(1971). Limita-se a detec¢do de anticorpos IgG, ndo sendo, portanto, indicado para uso na
fase aguda da doenga. Tem como pontos positivos a sua facilidade de execugdo, a rapidez
para a leitura do resultado (de 1 a 2 horas) e ndo empregar equipamentos sofisticados para
este feito. O suporte ¢ uma placa de microtitulagdo de 96 pogos (com tiras de 8 cavidades —
250 uL por cavidade) com fundo em “V” ou em “U”. O teste baseia-se na aglutinacdo de
hemaécias previamente sensibilizadas com antigenos de 7. cruzi na superficie, constituindo-se
de trés etapas: Na etapa 1 ¢ adicionada uma aliquota da amostra a ser analisada, na etapa 2 ¢

inserida uma determinada quantidade de hemadcias sensibilizadas com antigeno de 7. cruzi e
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na etapa 3, se ocorrer reagdo antigeno-anticorpo tem-se a aglutinacdo das hemacias (BRASIL,
1998) (Fig. 3).

Figura 3 — Principio do teste de Hemaglutinacio Indireta
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ETAPA 1 — Adigdo de amostra de soro humano contendo anticorpos Anti-7.cruzi; ETAPA 2 — Adigdo de
hemadcias sensibilizadas com antigeno de T.cruzi; ETAPA 3 — Reag@o entre anticorpos Anti-7.cruzi do soro
humano e os antigenos de T.cruzi das hemacias sensibilizadas resultando em aglutinag@o. Fonte: Adaptado de
Atico, 2003.

A leitura ¢ efetuada a olho nu, com a placa de microtitulagdo posicionada contra uma
fonte de luz ou um suporte com espelho ao fundo. Uma amostra é considerada reagente
quando as hemadcias estdo distribuidas de maneira uniforme, formando uma camada (em
forma de manto) ocupando uma area 50% maior que a drea do fundo do pogo da placa de
microtitulacdo e coloragdo vermelha com tom claro. Serd ndo reagente quando as hemacias
precipitam-se ao fundo do poco formando um botdo de cor vermelha em tom escuro. E sera
indeterminada quando apresentar-se fora de um dos padroes anteriores (BRASIL, 1998) (Fig.

4).

Figura 4 - Foto parcial de placa de microtitulacio de Hemaglutinacio Indireta

Amostras 1, 5, 7, 8, 10 e 11 apresentam positividade para a deteccio de anticorpos Anti—T.cruz; Amostras 2, 3,
4, 6 e 9 apresentam negatividade para a detecg¢do de anticorpos Anti-7.cruzi; Controle negativo ¢ indicado por
(C-) e o controle positivo ¢ indicado por (C+). Fonte: www.fio.edu.br.

O ensaio de HAI pode ser configurado para atuar de modo qualitativo ou
quantitativo. Serd qualitativo quando nos resultados indicarem somente se uma determinada
amostra ¢ reagente ou ndo reagente. Para este fim, a amostra ¢ diluida apenas uma vez.
Quando empregado de modo quantitativo terd por finalidade confirmar os resultados de

amostras reagentes do modo qualitativo, bem como definir os titulos destas mesmas amostras.


http://www.fio.edu.br/
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A titulacdo ¢ feita com a diluicdo seriada do soro e todo o ensaio segue as instru¢des do
fabricante do kit de HAI (BRASIL, 1998).

A técnica de HAI apresenta uma grande empregabilidade na rotina de diagnostico em
virtude do baixo custo da reacdo e facil execu¢do do procedimento. Alguns estudos mostram
que apresenta sensibilidade de 64,6% e especificidade de 99,6% em amostras de soro e
sangue em papel de filtro (ZICKER et al., 1990). Por outro lado, também apresenta reacdes
cruzadas com Leishmania sp., originando resultados falso-positivos. Somando-se a isso, a
leitura do resultado (por ndo empregar equipamentos) ¢ subjetiva e passivel de falhas de

interpretacao (BRASIL, 1998).

1.2.3 Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

O teste de IFI ¢ um ensaio amplamente empregado no diagndstico soroldgico de
diversas doengas desde 1950. Em relacdo a doenca de Chagas, o IFI foi padronizado com os
trabalhos de Camargo (CAMARGO, 1966). O ensaio baseia-se na interagdo de 7. cruzi
(formas epimastigotas fixadas em lamina) com os anticorpos anti-7. cruzi presentes no soro

do paciente e colocado em contato com a lamina (Fig. 5).

Figura 5 — Limina para ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFI)

Fonte: O autor.

Na primeira etapa do ensaio, o parasito ¢ fixado em uma lamina de vidro com
porcdes delimitadas para cada amostra; na segunda etapa, ¢ adicionada uma aliquota em
determinada diluicdo de soro do paciente que, caso seja reagente, contém anticorpos anti-
T.cruzi presentes no soro do paciente e na terceira etapa, ¢ adicionado um conjugado

composto de anti-imunoglobulina humana (anti-anti-7.cruzi) ligada ao isoticianato de
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fluoresceina, que vai atuar como um revelador da rea¢do entre antigeno e anticorpo. Tal
interagdo ¢ visualizada em microscopio de fluorescéncia sob luz ultravioleta e apresenta uma

coloragao verde (BRASIL, 1998) (Fig. 6).

Figura 6 — Visualizacido de 7. cruzi por microscopia de fluorescéncia no ensaio de IFI

Em 1 tem-se amostra de soro de individuo chagésico; Em 2 tem-se amostra de soro tomada como controle
positivo; Em 3 tem-se amostra de soro tomada como controle negativo. Todas as amostras apresentam-se na
diluicdo de 1:40. Fonte: Laboratéorio de Imunoparasitologia do Departamento de Imunologia do
CPqAM/FIOCRUZ.

O ensaio de IFI pode ser caracterizado de duas maneiras: qualitativo ou quantitativo.
A modalidade qualitativa define apenas se a mostra ¢ reagente, ndo reagente ou
indeterminada. Quando efetuado de modo quantitativo ird confirmar os resultados das
amostras reagentes ou das amostras indeterminadas, da modalidade qualitativa, e ird definir os
valores de titulo das amostras que foram reagentes, segundo as diretivas dos fabricantes dos
kits de ensaio (BRASIL, 1998).

A metodologia de IFI apresenta relativa praticidade em ser executada, facilidade na
obtencdo de reagentes (que sdo padronizados), elevada sensibilidade e capacidade de
processar uma grande quantidade de amostras em um ensaio. Por outro lado, caracteriza-se
pela leitura subjetiva das laminas (pois ndo emprega equipamentos), principalmente nos casos
de dedugdo limitrofe (borderline). Ha trabalhos mostrando sensibilidade de 69,2% ¢
especificidade de 99,4% (em amostras de soro e sangue em papel de filtro) para o ensaio de
IFI (ZICKER et al., 1990). Entretanto, alguns autores relatam a uma baixa especificidade
desse teste, pois ocorre favorecimento de reagdes cruzadas com outras parasitoses quando em

baixas titulagdes, por exemplo, com leishmanioses (CAMARGO; REBONATO, 1969).
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1.2.4 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA — Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay)

O teste ELISA para a detec¢ao de anticorpos humanos contra 7. cruzi foi
primeiramente estabelecido por Voller (VOLLER et al., 1975). Neste procedimento, a
presenga de anticorpos contra o parasito ¢ revelada por meio de anticorpos anti-7. cruzi
ligados a uma enzima, que na presenga do seu substrato forma um produto colorido (Fig. 7).
O teste ELISA empregado para o diagnostico de 7. cruzi € o indireto e ¢ realizado em placas

de microtitulagdo de 96 pogos (BRASIL, 1998).

Figura 7 — Principio de funcionamento do ensaio ELISA
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ETAPA 1 — Antigeno de T.cruzi fixado a placa de microtitulagdo de ELISA; ETAPA 2 — Adicdo de amostra de
soro humano (diluido segundo o fabricante do kit) contendo anticorpos Anti-7-cruzi (anticorpos primarios) que
se ligardo ao antigeno fixado a placa; ETAPA 3 — Adigdo de anticorpo Anti-Anti-7.cruzi conjugado a uma
substancia cromogena (anticorpo secundario); ETAPA 4 — ligacdo do anticorpo secundario ao anticorpo primario
resultando em fluorescéncia, quando da amostra ser positiva para a detec¢do de anticorpos Anti-7.cruzi. Fonte:
Adaptagdo de Atico, 2003.

O ensaio consiste na fixagdo (adsor¢do) de antigenos de 7. cruzi ao fundo dos pocos da
placa de microtitulagdo que receberd as aliquotas de soro de pacientes, com uma diluicao
unica (geralmente 1:100 ou 1:200, dependendo do kit comercial). Faz-se um procedimento de
incubacdo com posterior lavagem seguida de adi¢do do conjugado (composto por um
anticorpo anti-IgG humana e uma enzima, peroxidase ou fosfatase alcalina). Segue-se uma
nova incubac¢do e lavagem, seguida da adi¢cdo do substrato (peroxido de hidrogénio — H,O;) e
um substancia cromogena (até entdo incolor, que sob acdo do substrato adquire coloragao azul

ou amarela, dependendo do conjugado) (BRASIL, 1998) (Fig. 8).
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Figura 8 — Placa de microtitula¢iao para ELISA apés reacio.

Pogos com amostras sem coloragdo diferenciada (transparente) sdo considerados negativos, dependendo da
medida do cut-off (estabelecido para cada ensaio); Pogos com amostras com coloracdo em tom amarelo ou
alaranjado sfo consideradas positivas dependendo do cur-off (estabelecido para cada ensaio). Fonte:
wWWwWw.apsnet.org.

No ensaio de ELISA o resultado da reagdo ¢ definido pela leitura da absorbancia ou
da densidade optica (D.O), que ¢ uma medida objetiva do fendmeno, diferente dos ensaios de
HAI e IFI (ambos subjetivos). Para cada kit de ensaio existe uma forma de se calcular o ponto
de corte (cut-off), que ¢ o ponto de leitura, acima ou abaixo, do qual as amostras serdo
consideradas reagentes, ndo reagentes ou indeterminadas (BRASIL, 1998). O cut-off também
¢ conhecido como ponto de corte ou limiar de reatividade. As amostras indeterminadas sdao
aquelas cujos valores de D.O estdo inseridos na zona cinza (borderline), que compreende uma
faixa de valores adjacentes ao cut-off, dentro do qual ndo se pode ter certeza de determinado
resultado. Para contornar tal problematica é indicada uma posterior repeti¢do da amostra ou
das amostras inseridas neste quesito (BRASIL, 1998).

Alguns estudos apresentaram especificidade de 99,7% e sensibilidade de 78,1% em
amostras de sangue coletadas em papel de filtro e soro (ZICKER et al., 1990). Estudos
empregando antigenos ndo recombinantes mostraram sensibilidade que variou de 92,0% a
99,0% e especificidade variando de 96,0% a 100,00% (KIRCHHOFF et al., 2006; PIRON ef¢
al., 2006). Nos estudos empregando antigenos recombinantes a sensibilidade encontrada foi
de 99,0% e a especificidade de 96,0% (PIRON et al., 2006). Outros trabalhos tém mostrado
que o uso de antigenos recombinantes, purificados ou sintéticos, resulta em uma maior
confiabilidade do teste, uma vez que pode evitar (ou reduzir ao maximo) os resultados falso-
positivos, muito comuns com os antigenos convencionais (GOLDENBERG et al., 1991;

KRIEGER et al., 1992; UMEZAWA et al., 1999; GOMES et al., 2001; SILVA et al., 2002).


http://www.apsnet.org/
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1.3 Reacao em Cadeia de Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR)

A técnica da PCR foi desenvolvida, inicialmente, por Kary Banks Mullis, em abril de
1983, que ganhou o Prémio Nobel em Quimica, juntamente com Michael Smith, em 1993
(NOBEL Prize, 2012). O ensaio da PCR consiste na amplifica¢do in vitro de acidos nucléicos
DNA ou RNA (neste ultimo emprega-se a enzima transcripitase reversa no ensaio de Reverse
Transcriptase, RT-PCR) com a utilizacdo de iniciadores (primers), nucleotideos (dATP,
dGTP, dCTP e dUTP), solucao tampao, MgCl, e uma enzima termoestavel, geralmente, Taq
DNA polimerase (extraida do microrganismo Termus aquaticus). O processo resulta em
milhdes de copias a partir de um determinado seguimento molde sem a necessidade de
intervencao durante o mesmo.

A PCR vem demonstrando elevada sensibilidade na deteccao de DNA de 7. cruzi em
amostras de pacientes com doengca de Chagas (PORTELA-LINDOSO; SHIKANAI-
YASUDA, 2003). Em camundongos BALB/c infectados com 7. cruzi foi observado através
da PCR, empregando os iniciadores TCZ1/TCZ2 para amplificagdo de um fragmento de 188
pb do DNA gendémico, obteve limite de detec¢do de até 110 fentogramas (fg) sem
hibridizacdo e de até 1,1 fg mediante uso de hibridizacdo (empregando sondas radioativas)
(MOSER; KIRCHHOFF; DONELSON, 1989). Com os mesmos iniciadores, TCZ1/TCZ2,
Russomando et al. (1992) detectaram 55 fg de DNA de 7. cruzi extraido de soro de macacos
infectados. Comparando dois pares de iniciadores, TCZ1/TCZ2 e S35/S36, capazes de
amplificar um fragmento de 188 pb do DNA gendmico e um fragmento de 330 pb do DNA do
cinetoplasto, respectivamente, Kirchhoff et al. (1996) demonstraram melhor sensibilidade
dos iniciadores para amplificagdo do fragmento de 188 pb, TCZ1/TCZ2, ao analisar sangue de
camundongos infectados com tripomastigotas da cepa Tulahuén, de 1 a 380 dias apds
infeccao.

Variagdes na sensibilidade da PCR convencional para 7. cruzi sdo encontradas por
diversos autores (MOSER; KIRCHHOFF; DONELSON, 1989; AVILA et al., 1991, 1993).
Aplicando os iniciadores TCZ1/TCZ2 e S35/S36, para amplificacdo dos fragmentos de 188
pb do material genético nuclear e 330 pb do material genético do cinetoplasto,
respectivamente, a sensibilidade alcangada na PCR convencional, empregando DNA de
epimastigotas da cepa Y de T. cruzi, foi de 5 fg, o que representa menos de um parasito com
os dois pares de iniciadores. Os iniciadores para amplificacdo dos fragmentos de 188 pb do

material genético nuclear e para os fragmentos de 330 pb do material genético do cinetoplasto
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vém demonstrando sensibilidade de até 100% no diagnoéstico da forma cronica (AVILA et al.,
1993; BRITO et al., 1995; GOMES et al., 1998; JUNQUEIRA; CHIARI; WINCKER, 1996).
Com o emprego dos iniciadores BP1/BP2, que amplifica um fragmento de 692 pb do DNA
nuclear, observou-se 100% de sensibilidade, comparativamente aos métodos soroldgicos, em
sangue de criancas com doenc¢a de Chagas na Argentina (SILBER et al., 1997).

A aplicagdo da hibridizagdo para deteccdo de DNA, amplificado por PCR
convencional no sangue de pacientes, apresenta um aumento de sensibilidade em relacao a
leitura por gel de agarose. Estudos em determinadas regides endémicas detectaram em
pacientes com reagdes soroldgicas positivas para a doenga de Chagas uma sensibilidade de
96,5% a 100% na PCR associada a hibridizacdo (AVILA et al., 1993; CARRIAZO et al.,
1998; SILBER et al., 1997). No entanto, na Paraiba, Brito et al. (1995) observaram apenas
45% de positividade com o emprego concomitante da hibridizagdo. Gomes et al. (1998),
analisando sangue de pacientes com doenga cronica, encontraram 50% de positividade na
PCR, com iniciadores 121/122 para amplificacdo do fragmento de 330 pb do material
genético do cinetoplasto com aumento para 83,5% ao se empregar a hibridizacdo. Os mesmos
autores, em outro trabalho, mostraram 83,5% de positividade na PCR convencional, com
iniciadores 121/122 que amplificam um fragmento de 330 pb do DNA do cinetoplasto, em
pacientes com doenca de Chagas cronica comprovada com reagdes soroldgicas convencionais
(GOMES et al., 1999). Outros autores, no entanto, encontraram em amostras de doadores de
sangue, com os mesmos iniciadores, 4,5% de positividade, alcancando 25,7% com o "nested"
PCR (RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 1999).

Esses dados sugerem diferencas regionais, uma das quais seria representada por
parasitemia menor e transitoria, na forma cronica da doenca, conforme a area geografica
estudada. No Nordeste, observou-se variabilidade de positividade de exames parasitologicos
indiretos e PCR em duas éreas estudadas. No Piaui, em pacientes com doen¢a de Chagas
cronica comprovada sorologicamente, verificou-se positividade de 34% ao xenodiagndstico,
25,7% a hemocultura e 59,5% a PCR (COURA et al., 1996). No mesmo estudo, na Paraiba,
os autores observaram positividade de 13% ao xenodiagnodstico e 44,6% a PCR; a
hemocultura ndo foi realizada. Alguns fatores, que poderiam estar relacionados a tal
variabilidade, ndo informados no trabalho, seriam o tempo de afastamento da area endémica e
a gravidade de formas clinicas. Bem como, a menores niveis de parasitemia, resultado do
tempo mais prolongado de evolug¢ao da doenca ou da interacao entre parasitemia e hospedeiro

e/ou na diferenca genética dos isolados. Estudos mostraram amplifica¢do por iniciadores de



32

DNA de cinetoplasto ¢ DNA gendmico em 100% dos parasitos isolados a partir de
hemocultura e xenodiagnostico de pacientes na forma cronica provenientes de varias regides

do Brasil (PORTELA-LINDOSO; SHIKANAI-YASUDA, 2003).

1.4 Estrutura genomica do 7. cruzi

O genoma do 7. cruzi foi mensurado empregando diferentes métodos (analise da
cinética de renaturagdo, microfluorometria, citometria de fluxo, andlises quimicas e cariotipo
molecular). Em estudos de renaturagdo, a complexidade do genoma do 7. cruzi foi estimada
em 1,8-2,5 x 10° pares de bases (CASTRO; CRAIG; CASTANEDA, 1981; LANAR; LEVY;
MANNING,1981). O conteudo total de DNA (nuclear e cinetoplasto) varia de 0,12 a 0,33 pg
por célula (LANAR; LEVY; MANNING, 1981; KOOY et al., 1989; THOMPSON;
DVORAK, 1989; MCDANIEL; DVORAK, 1993). O tamanho do genoma do 7. cruzi ¢
relativamente superior ao de outros protozodarios parasitos, como por exemplo, Leishmania
(45-65 x 10° pb) e T. brucei (25 x 10° pb). Porém, a complexidade do genoma do T. cruzi é
muito inferior frente o genoma humano, cujo tamanho é da ordem de 3.000 x 10° pb
(SILVEIRA, 2000).

Uma caracteristica marcante do 7. cruzi é que o conteudo total de DNA varia em
diferentes cepas ou entre clones derivados de uma mesma cepa (CASTRO; CRAIG;
CASTANEDA, 1981; LANAR; LEVY; MANNING, 1981; KOOY et al, 1989;
THOMPSON; DVORAK, 1989; MCDANIEL; DVORAK, 1993; DVORAK et al., 1982).
Esta variabilidade pode ter implicagdes na organizagdo gendmica do parasito, como por
exemplo, no nimero de repetigdes de determinados genes (HENRIKSSON; ASLUND;
PETTERSSON, 1996).

O material genético do 7. cruzi estd organizado em pequenos cromossomos que se
condensam fracamente durante a divisdo celular. Desse modo, uma andlise por métodos
convencionais de citogenética ndo € possivel (SOLARI, 1980). O desenvolvimento da técnica
de eletroforese em gel de campo alternado (PFGE) tem viabilizado a separagdo de
cromossomos intactos de eucariotos inferiores, como o 7. cruzi (GIBSON; MILES, 1986;
HENRIKSSON ef al., 1990, 1995; HENRIKSSON; ASLUND; PETTERSSON, 1996).
Conforme observado por PFGE, o genoma nuclear do parasito apresenta alta plasticidade. Os
tamanhos e numero de bandas cromossdmicas variam entre cepas e clones do parasito

(MCDANIEL; DVORAK, 1993; DVORAK et al., 1982).
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Em 2005 foi concluido o sequenciamento gendmico da cepa CL-Brener do 7. cruzi
(EL-SAYED et al., 2005). Os autores mostraram que mais de 50% do genoma do parasito ¢
constituido de sequéncias repetidas, que incluem transposons e genes multicopias. Grande
parte dos genes do 7. cruzi que codificam proteinas estdo presentes em multiplas copias na
cé¢lula. Genes que codificam proteinas "housekeeping" e estruturais, RNA polimerases,
histonas, cisteina-proteases, proteinas ribossomais, actina, Hsp70, tubulinas, calmodulinas,
ubiquitinas, antigenos de superficie e enzimas da via glicolitica, estdo organizados como
alelos repetidos em tandem no genoma do parasito (MICHELS, 1990; ULLU; NILSEN, 1995,
EL-SAYED et al., 2005). Existe alguma correlagdo entre o nimero de copias de um gene e a
quantidade de seu produto na célula. Proteinas e RNAs altamente abundantes sdo codificados

por genes com multiplas copias (MICHELS, 1990).

1.4.1 Elementos repetitivos do genoma do 7. cruzi: DNA Satélite (nDNA) e DNA do
cinetoplasto (KkDNA)

A sequéncia de DNA satélite foi a primeira sequéncia nuclear (DNA gendmico) do
T. cruzi a ser descrita. Foi obtido com o isolamento de uma pequena fracdo a partir da
sedimentacdo em gradiente de sacarose e previamente digerido pela enzima de restricdo Bspl
(REQUENA, 1996). Esta sequéncia nuclear apresenta um pequeno trecho de repeticdo de 195
pb. A quantidade destas repeti¢des foi de 120.000 repeticdes por genoma, estimada por “dot-
blot”, e tomando como referéncia o contetdo de DNA de 0,33 pg por célula de parasito
(GONZALEZ, 1984). Nos tripanossomatideos, a mitocondria apresenta caracteristicas
peculiares, abrangendo uma complexa rede de moléculas circulares de DNA denominada de
cinetoplasto ou kDNA (SILVEIRA, 2000). O kDNA consiste de uma rede de moléculas de
DNA circular que constitui cerca de 20 a 25% do DNA total do parasito. O tamanho e a forma
do kDNA ¢ variavel em diferentes estagios do desenvolvimento (BRENER et al., 1992).

Fragmentos multiplos de 195 pb foram observados por Sloof (SLOOF et al., 1983) ¢
Russomando (RUSSOMANDO et al., 1996). Neste caso, o autor empregou os iniciadores
para a amplifica¢do de um fragmento de 188 pb (do DNA nuclear), onde, este fragmento esté
dentro do fragmento de 195 pb (também de origem nuclear) (GUHL et al., 2002).

O kDNA compde-se de dois tipos de moléculas circulares que diferem em tamanho e
func¢do: os minicirculos e maxicirculos. Os minicirculos apresentam, aproximadamente, 1.400

pb e estdo presentes em 10.000 a 20.000 copias por célula de parasito. Possuem quatro regides
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de 120 a 160 pb, conservadas entre si e entre diferentes isolados e cepas do 7. cruzi. Essas
regides contém as origens de replicagdo do DNA. As regides variaveis por sua vez tém cerca
de 280 a 320 pb (SILVEIRA, 2000). Os maxicirculos possuem cerca de 40.000 pb de
tamanho, € o numero de copias por célula varia de 20 a 50. Os genes das proteinas
mitocondriais (citocromo oxidases, citocromo b, ATPases, NADH desidrogenase) ¢ dos
rRNAs mitocondriais estdo localizados no maxicirculo. Portanto, pode-se considerar o
maxicirculo como sendo andlogo ao DNA mitocondrial dos demais eucariontes (SILVEIRA,

2000).

1.5 Aplicabilidade da PCR no diagnostico da doen¢a de Chagas cronica

A variabilidade de resultados pela PCR observados em diferentes regides do Brasil e
do mundo tem suscitado questdes relativas a sua aplicagdo ao diagnostico de doenca de
Chagas cronica. Com base nisso, a OMS realizou um encontro técnico (Buenos Aires,
Argentina, 2007) para a realizagao de atividades a cerca da padronizacdo do teste da PCR para
o diagnostico da doenga de Chagas (http://apps.who.int/tdr/svc/publications/tdrnews/issue-
82/meeting-chagas) (acesso em 05/01/2012).

As diretrizes tragadas estipularam, em um primeiro momento, o emprego de amostras
de sangue humano de pacientes chagasicos (em aliquotas de 0,5 mL) tratadas com igual
volume de 6M Guanidina/HCI + 0,2M EDTA pH 8,0 e aquecidos por 15 minutos, em
seguida, estabilizados a temperatura ambiente. O ensaio por biologia molecular deveria ser
realizado na PCR empregando iniciadores para amplificagdo das regides de 195 pb do DNA
nuclear e 330 pb do DNA cinetoplasto.

Em funcao da necessidade de aplicacdo do ensaio da PCR para a rotina de diagndstico
da doenga de Chagas, no presente trabalho, seguindo as diretrizes consideradas pela OMS, foi
padronizado o ensaio da PCR empregando, numa mesma reacdo, os iniciadores DIAZ-
7/DIAZ-8 para amplificagdo do fragmento de 195 pb e dos iniciadores 121/122 para
amplificacdo do fragmento de 330 pb, produzindo assim, um ensaio de PCR-Multiplex a ser
aplicado em amostras de sangue periférico, como também, em solugdo de dejetos de

triatomineos.


http://apps.who.int/tdr/svc/publications/tdrnews/issue-82/meeting-chagas
http://apps.who.int/tdr/svc/publications/tdrnews/issue-82/meeting-chagas
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar de uma consideravel reducdo na incidéncia da infeccdo humana por 7. cruzi
em criangas e jovens, especialmente nos paises do cone sul (Uruguai, Paraguai, Argentina,
Brasil e Chile), 25% da populagdo Latino-Americana ainda permanece sob risco de adquirir a
doenca. Além disso, a doenca ainda ¢ uma ameaca séria para a Saude Publica de muitos
paises e por sua evolucdo cronica com diferentes perfis de morbi-mortalidade nas formas
cardiaca e digestiva, tem também elevado impacto economico devido a gastos decorrentes de
internacao, licenga saude e 6bitos precoces.

A forma crdonica da doenga caracteriza-se por baixo nivel de parasitemia e altos
niveis de anticorpos. O diagnostico laboratorial da doenga nesta fase pode ser realizado por
diversas técnicas, porém todas com limitagdes. Embora tenham ocorrido aprimoramentos no
diagnostico parasitologico da doenca de Chagas cronica, a baixa sensibilidade dos exames
parasitolégicos indiretos, decorrente da parasitemia baixa e transitéria, ¢ ainda uma limitagao
para sua aplicag@o ao diagndstico e controle pos-terapéutico.

Muitos estudos tém usado a tecnologia da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
para detectar sequéncias de DNA de 7. cruzi em sangue de pacientes chagasicos cronicos. A
alta especificidade da PCR aponta para sua aplicagdo como método confirmatério no
diagnoéstico de pacientes com provas sorologicas inconclusivas e como método auxiliar no
controle pos-terapéutico da doenca cronica em comparacdo as técnicas sorologicas e
parasitologicas. Com o advento de novas tecnologias € uma maior compreensao dos diversos
fatores relacionados a biologia do parasito e o desenvolvimento da doenca, o uso de novas
estratégias de prevengdo, controle e tratamento vém sendo discutidos.

Portanto, trabalhos que discutam e comparem a aplicagdo dos métodos moleculares e
parasitologicos indiretos no diagndstico e da doenga de Chagas cronica sdo ainda necessarios

e de grande relevancia.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Realizar uma anélise comparativa entre a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), a
sorologia e o xenodiagndstico, na detec¢do da infeccao por Trypanosoma cruzi, em individuos
com doenga de Chagas cronica.

3.2 Objetivos especificos

- Descrever os dados demograficos e epidemiologicos dos pacientes com Doenga de Chagas

cronica incluidos no estudo;

- Avaliar os testes sorologicos de imunofluorescéncia indireta, hemaglutinagdo indireta e

imunoenzimatico em pacientes com Doenca de Chagas cronica;

- Avaliar o teste parasitologico do xenodiagndstico em pacientes com Doenga de Chagas

cronica;
- Avaliar o teste da PCR para deteccdo de material genético nuclear e do cinetoplasto de T.
cruzi no sangue de pacientes com doenca de Chagas cronica e em dejetos dos triatomineos

submetidos ao xenodiagnoéstico dos pacientes com Doenga de Chagas cronica.

- Comparar os resultados do ensaio da PCR com os resultados da sorologia e xenodiagndstico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal retrospectivo observacional realizado a partir da
analise de sangue periférico de individuos com o diagnoéstico de doenga de Chagas cronica e

de dejetos de triatomineos utilizados para o xenodiagnostico nestes mesmos individuos.

4.2 Espaco amostral e fluxograma do estudo

No periodo de Julho de 2010 a Julho de 2011, um total de 151 pacientes com suspeita
de Doeng¢a de Chagas cronica foram encaminhados ao Setor de Parasitologia do
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara (DPML-
UFC), provenientes do Ambulatério de Doenca de Chagas do Hospital Universitario Walter
Cantidio (HUWC), Fortaleza-CE, onde passaram por uma avaliagdo fisica e clinica, com
eletrocardiografia convencional e radiografia do térax.

Os critérios de inclusdo do estudo compreenderam: possuir idade igual ou superior a
18 anos completos; ser do sexo masculino ou feminino; possuir nimero de prontudrio
registrado no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC); ser proveniente do
Ambulatorio de Doenca de Chagas do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC);
possuir requisicdo para o exame de xenodiagnoéstico a ser realizado no Setor de Parasitologia
do Departamento de Patologia ¢ Medicina Legal da Universidade Federal do Cearda (DPML-
UFC); possuir requisi¢do para os exames de hemaglutinacdo, imunofluorescéncia indireta e
imunoenzimatico a serem realizados no Setor de Parasitologia do Departamento de Patologia
e Medicina Legal da Universidade Federal do Cearda (DPML-UFC) e assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Os critérios de exclusdo do estudo compreenderam: possuir 18 anos incompletos; nao
possuir numero de prontuario registrado no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC);
ndo ser proveniente do Ambulatorio de Doenca de Chagas do Hospital Universitario Walter
Cantidio (HUWC); ndo possuir requisi¢do para o exame de xenodiagnostico a ser realizado no
Setor de Parasitologia do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade
Federal do Ceara (DPML-UFC); ndo possuir requisi¢ao para os exames de hemaglutinagao,

imunofluorescéncia indireta e imunoenzimatico a serem realizados no Setor de Parasitologia
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do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara (DPML-
UFC) ou nao assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Os 151 pacientes foram esclarecidos sobre o estudo por completo e convidados a
participarem do respectivo estudo. A inclusdo do paciente no estudo somente se deu mediante
concordancia a todos os pontos dos critérios de inclusdo. Bem como, a ndo inclusdo no estudo
se deu mediante a observancia de quaisquer dos pontos dos critérios de exclusao.

Dos 151 pacientes convidados para o estudo, foram incluidos 67 pacientes, de ambos
os sexos, com faixa etdria minima de 18 anos completos, que concordaram em participar do
estudo, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE A) e
foram submetidos aos trés testes sorologicos (HAI IFI, ELISA) e ao teste de xenodiagnodstico
realizados no Laboratorio de Parasitologia do DPML-UFC, critérios considerados de inclusao
para o estudo (Figura 9).

Para todos os pacientes foi efetuada a coleta de sangue (para os ensaios de sorologia e
biologia molecular) e realizado o ensaio de xenodiagnoéstico, quando solicitado pelo médico
responsavel. Os dejetos dos triatomineos que participaram do xenodiagndstico foram
direcionados para o ensaio de biologia molecular. O ensaio de biologia molecular foi
executado por PCR em amostras de solu¢ao de dejetos de triatomineos e sangue de pacientes
(Figura 9). Os materiais dos pacientes excluidos para o estudo foram descartados seguindo

normas internas do Setor de Parasitologia do DPML-UFC.

Figura 9 — Resumo do roteiro de trabalho para os pacientes incluidos no estudo

PACIENTES |
(n=151) ) 1
EXCLUIDOS
(n°’= 84) ]

INCLUIDOS
(n’=67)

I |
[TESTES SOROLOGICOS ][ XENODIAGNOSTICO ] [ PCR ]

(HAI IFI e ELISA) (SANGUE)

PCR
(DEJETOS)

Compreende um fluxograma, onde inicia-se com a representagdo do espaco amostral inicial de 151 pacientes que
foram convidados a participarem do estudo. Subdividindo-se em Excluidos (n’’= 84) e Incluidos (n’= 67). Estes
foram submetidos aos testes sorologicos [hemaglutinagdo indireta (HAI), imunofluorescéncia indireta (IFI) e
imunoenzimatico (ELIZA)], ensaio parasitologico de xenodiagndstico (e neste a realizagdo do ensaio da PCR em
dejetos de triatomineos) e ensaio parasitolégico da PCR em amostra de sangue periférico do paciente.
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4.3 Aspectos éticos

O estudo foi submetido e aprovado no Comité de Etica em Pesquisa do HUWC/UFC,
protocolo n® 052.06.10 (ANEXO A). Todos os pacientes foram esclarecidos quanto aos

objetivos da pesquisa e assinaram o TCLE, segundo a resolu¢do 196/96 do Conselho Nacional

de Saude.

4.4 Amostras de sangue

Amostra de sangue venoso (= 4 mL) foi obtida de cada paciente por meio de um tubo
para coleta de sangue a vacuo com EDTA (BD Vacutainer®) e destinada ao ensaio de
biologia molecular. Um segundo tubo, ndo contendo anticoagulante foi destinado a coleta de
uma segunda amostra de = 4 mL de sangue para a realizagdo dos testes sorologicos. As
aliquotas foram originadas de um tnico ponto de acesso de coleta de sangue no paciente. As
amostras destinadas ao ensaio da PCR foram transferidas para um tubo de 15 mL e
adicionadas com igual volume de Guanidina/HCl 6M (SIGMA — St. Louis, MO - USA) +
EDTA 0,2M, pH 8,0 (BIO-RAD — Hercules, CA - USA) (AVILA et al., 1991). Em seguida,
as amostras foram acondicionadas em refrigerador a 4°C até o procedimento de extragdo de
DNA. Todo o procedimento de tratamento da amostra foi efetuado em camara de fluxo

laminar NUAIRE MOD: NIH-03-112C (USA).

4.5 Testes sorologicos

As amostras foram analisadas através de 3 testes sorologicos. Todos os 3 testes,
hemaglutinagcdo indireta (Imuno-HAI; resultado positivo tem-se amostra com dilui¢do >
1:32), imunofluorescéncia indireta (Imuno-COM; resultado positivo tem-se amostra com
dilui¢do > 1:30) e ELISA (Imuno-Elisa; resultado positivo tem-se amostra com dilui¢ao > cut
off), foram kits produzidos pela WAMA (WAMA Diagnéstica, Sdo Carlos — SP - Brasil) e
foram realizados segundo as instru¢des do fabricante. De acordo com o resultado dos testes
soroldgicos, os individuos foram classificados em 3 grupos: 1°. Sorologia positiva (quando 2
ou 3 resultados dentre os 3 testes sorologicos foram positivos), 2°. Sorologia inconclusiva ou
indeterminada (quando 2 resultados dentre os 3 testes soroldgicos foram negativos) e 3°.

Sorologia negativa (quando os 3 resultados dentre os 3 testes sorologicos foram negativos).
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4.6 Xenodiagnostico

Para cada ensaio, um por paciente, foram utilizadas 40 ninfas de Rodnius prolixus (3°
estadio), criadas no laboratdrio de triatomineos do Setor de Parasitologia do DPML/FAMED-
UFC e mantidas com repastos sanguineos em galos. Para a realizagdo do xenodiagnéstico, os
triatomineos foram submetidos ao repasto sanguineo por 30 minutos em cada paciente. Os
insetos foram alojados em caixas apropriadas e as mesmas fixadas nos antebracos dos
pacientes. Apds um periodo de 28 dias de repouso foi realizada uma emulsdo (poo/) do trato
gastrointestinal das ninfas e em seguida esse material foi examinado por microscopia para a
presenga de 7. cruzi. Em determinados casos (dois pacientes) alguns individuos reportaram
alergia a picada de insetos, com isso, foi retirado 4 mL de sangue venoso [recolhido por meio
de um outro tubo para coleta de sangue a vicuo com EDTA (BD Vacutainer®)] e o conteudo
inserido em um preservativo masculino sem aditivos. E, posteriormente, colocado na presenca
de ninfas para o repasto sanguineo. O restante do procedimento foi idéntico ao do

xenodiagndstico in vivo.

4.7 Amostras de dejetos de triatomineos

Apo6s os 28 dias de repouso dos triatomineos, o papel de filtro das caixinhas dos
insetos foi recolhido para um tubo de polipropileno de 15 mL com fundo coénico, novo e
autoclavado, e em seguida, guardados em refrigerador a 4°C até o procedimento de
tratamento da amostra. Posteriormente, o papel de filtro foi cortado manualmente em pedagos
menores que 10mm x 10mm de formato triangular, dentro de um funil 10cm x 10cm de papel
de filtro autoclavado. Os pedagos foram colocados novamente em um tubo de 15 mlL,
adicionados 3,0 mL de 4gua livre de DNase e RNase (INVITROGEN, Life Tecnologies-
Grand Island, NY - USA), incubados por 15 minutos para hidratacdo do papel de filtro,
agitados em agitador mecanico tipo vortex por 2 minutos ¢ centrifugados por 15 minutos a
3.800 rpm. Em seguida, foi adicionado mais dgua as amostras até completar um volume de
7,5 mL, foram novamente deixadas em repouso por 15 minutos para hidratacdo do papel de
filtro, agitadas em agitador mecanico tipo vortex, centrifugadas a 3.800 rpm por 15 minutos e,
posteriormente, guardadas em refrigerador a 4°C até o procedimento de extragdo de DNA.

Todo o procedimento de tratamento das amostras foi efetuado em camara de fluxo laminar.
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4.8 Sequéncias de DNA alvo e iniciadores especificos

Foram objetivados dois elementos repetitivos do DNA de 7. cruzi: sequéncia repetitiva
de 195 pb conhecida como DNA satélite (genomico) (nDNA - 100.000 a 120.000 copias por
genoma) e o elemento repetitivo de 330 pb conhecido como DNA mini-circulo (mitocondrial)
(kDNA — 10.000 a 20.000 copias por genoma). Estas duas seqiiéncias repetitivas
correspondem a, aproximadamente, 15% do DNA total do parasito, sendo importante alvo
para diagnostico da doenga (BRENER ef al., 1992). Foram empregados os seguintes pares de
iniciadores fabricados pela INVITROGEN: Diaz-7 (5’-CGCAAACAGATATTGACAGAG-
3") (DIAZ et al,1992) / Diaz-8 (5-TGTTCACACACTGGACACCAA-3’) (DIAZ;
NUSSENZWEIG; GONZALEZ,1992), para amplificagdo do fragmento de 195 pb do DNA
nuclear e 121 (5’-AAATAATGTTACGGG|T/G]JGAGATGCATGA-3’) (STURM et al.,
1989) / 122 (5’-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3’) (STURM et al., 1989), para
amplificacdo do fragmento de 330 pb do DNA do cinetoplasto. Inicialmente, foi efetuada a
ressuspensao dos iniciadores com a adi¢ao de 4gua livre de DNase e RNase (INVITROGEN)
para uma concentragdo de solug¢do estoque a 500uM. Estes calculos foram efetuados in silico

(processamento computacional) segundo IDT - Integrated DNA Technologies Inc., no sitio

http://www.idtdna.com/home/home.aspx. Por meio da ferramenta de célculo de ressuspensao,

no sitio http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/resuspensioncalc/. Posteriormente,

foram produzidas as solugdes de trabalho para uma concentracdo final de 20 pmol em um
volume de 50 uL. Os célculos foram efetuados por meio da ferramenta de calculo de diluicao,

no sitio http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/DilutionCalc/. Em seguida, a analise in

silico dos iniciadores foi efetuada pela ferramenta de analise de oligonucleotideos, no sitio

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/. A analise in silico do

alinhamento dos iniciadores com sequéncias de nucleotideos de bancos de dados on /line foi
efetuada pela ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) no sitio

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Esta ferramenta ¢ integrada ao NCBI (National Center

for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine) no sitio

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Os resultados dos alinhamentos constam nos APENDICES X a

AA. Os procedimentos de ressuspensdo e dilui¢do foram efetuados em camara de fluxo

laminar.


http://www.idtdna.com/home/home.aspx
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/resuspensioncalc/
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/DilutionCalc/
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.9 Extracio de DNA total de amostra de sangue periférico

Foi recolhida uma aliquota de 500 puL da solugdo de sangue total + 6M Guanidina /
HCl1 + 0,2M EDTA, pH 8,0 e incubados a 100°C por 10 minutos (BRITTO ef al., 1993). Em
seguida, foi adicionado 500 pL de solugdo de tampdo de lise para sangue humano com 10
mM TRIS-BASE, pH 8,0 (SIGMA — St. Louis, MO - USA), 10 mM EDTA, pH 8,0 (BIO-
RAD), 100 mM NaCl (EM SCIENCE — New Jersey - USA), 1% SDS (J. T. Backer Inc —
Philipsburg, NJ - USA), 3M Acetato de Sodio (VETEC — Rio de Janeiro - Brasil) e 1,0 pL de
Proteinase K (20 mg/uL; Promega — Madison, W - USA). Em seguida, as amostras foram
incubadas a 55°C por 2 horas sob agitacio mecanica. A extragdo de DNA total (DNA
humano, nDNA de 7. cruzi e kDNA de T. cruzi) foi realizada segundo adaptagao de Wincker
et al. (1994) com Fenol, pH 8,0 (GIBCO-BRL — Grand Island, NY - USA) seguido de
Cloroférmio P.A (Cromoline — S3o Paulo, SP - Brasil), precipitagdo por 3M Acetato de
Sédio, pH 7,0 — 8,0 (VETEC) e Etanol P.A (VETEC) a -80°C por 30 minutos. Em seguida, o
precipitado foi ressuspendido em solugdo de T.E (1 mM Tris-HC1/ 0,1 mM EDTA, pH 8.0) e
submetido a banho-maria a 68°C por 20 minutos. Ao final, a amostra foi guardada a -80°C até
utiliza¢do para a PCR-Multiplex. Foram efetuadas duas extracdes de DNA total de sangue. A
primeira com ressuspensdo em 200 pL de T.E (I mM Tris-HCI / 0,1 mM EDTA, pH 8.0)
(APENDICE B) que apresentou baixa concentragdo. Com a alteragdo do protocolo foi
efetuada uma segunda extragdo e o DNA total ressuspendido em 50 pL. de T.E (1 mM Tris-
HCI /0,1 mM EDTA, pH 8.0) (APENDICE D) que resultou em uma concentragdo da solugéo
de DNA, na maioria das amostras, superior aos valores da primeira extracdo. Todas as
amostras foram submetidas a dois procedimentos de extracdo de material genético, onde no
primeiro ocorreu dilui¢ao em 200 pL de T.E (1 mM Tris-HCI / 0,1 mM EDTA, pH 8.0) € no
segundo em 50 pL de T.E (1 mM Tris-HC1/ 0,1 mM EDTA, pH 8.0).

4.10 Extraciao de DNA total de amostra de solucio de dejetos de triatomineos

Foi recolhida uma aliquota de 500 pL da solucdo de dejetos de triatomineos e
incubados a 100°C por 10 minutos (BRITTO et al., 1993). Em seguida, foi adicionado 500 pL.
de solucdo de tampao de lise para dejetos de triatomineos com 10 mM TRIS-BASE, pH 8,0
(SIGMA), 1 mM EDTA pH 8,0 (BIO-RAD), 150 mM NaCl (EM SCIENCE), 1% SDS (J. T.
Backer) e 1,0 pL de Proteinase K (20 mg/uL; Promega). Em seguida foram incubadas a 55°C
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por 2 horas sob agitacdo mecanica. A extragdo de DNA total (DNA humano, nDNA e kDNA
de T. cruzi) foi realizada segundo adaptagdo de Wincker et al. (1994) com Fenol, pH 8,0
(GIBCO-BRL) seguido de Cloroformio P.A (Cromoline), precipitacdo por 3M Acetato de
Sédio, pH 7,0 — 8,0 (VETEC) e Etanol P.A (VETEC) a -80°C por 30 minutos. Por
conseguinte, o precipitado foi ressuspendido em solu¢do de T.E (I mM Tris-HCI / 0,1 mM
EDTA, pH 8.0), em seguida, submetido a banho-maria a 68°C por 20 minutos. Ao final, a
amostra foi guardada a -80°C até utilizacdo para a PCR-Multiplex. Neste ensaio também
foram efetuadas duas extracdes de DNA total da solucdo de dejetos de triatomineos, conforme
descrito no subitem anterior (APENDICE C e APENDICE E). Todas as amostras foram
submetidas a dois procedimentos de extragdo de material genético, onde no primeiro ocorreu
diluicao em 200 pL de T.E (1 mM Tris-HC1/ 0,1 mM EDTA, pH 8.0) e no segundo em 50 puL.
de T.E (I mM Tris-HC1/ 0,1 mM EDTA, pH 8.0).

4.11 Quantificacao de acido nucléico (DNA)

O procedimento de quantificagdo das amostras de DNA total (DNA humano, kDNA
e nDNA de T.cruzi) foi efetuado no espectrofotometro da linha NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific Inc - Wilmington, DE - USA), utilizando software de gerenciamento (ND-1000
V3.7.1), gentilmente cedido para uso pela Profa. Dra. Cristiane Cunha, do Laboratério de
Micobactérias do DPML/UFC. Ao final do procedimento, o software gerou uma tabela com
todos os valores pertinentes da analise espectrofotométrica e um grafico de curva do ponto do
comprimento de onda em referéncia com a intensidade de absorbancia (APENDICES B, C, D

e E).

4.12 Reacao em Cadeia da Polimerase

Foi calculada a quantidade de 4gua livre de DNase ¢ RNase (INVITROGEN) e de
solucao de DNA molde (solugdo de DNA total extraido de sangue + Guanidina/HC1 + EDTA
ou solucdo de DNA total extraido de dejetos de triatomineos) para que a massa de DNA total
adicionada a reagdo fosse de 950 ng (conforme evidenciado no APENDICE F). A
administracdo de DNA total em excesso interferiu suprimindo a reag¢ao, conforme visualizado
nos APENDICES G e H. Foi administrado um volume de 1,5 uL de cada um dos quatro
iniciadores (conforme evidenciado no APENDICE I): 121 / 122 e Diaz-7 / Diaz-8, todos a 20
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pmol. Foram empregados kits DreamTaq™ DNA Polymerase — EP0702 (Fermentas - Thermo
Fisher Scientific Inc - USA). Cada reagdo ocorreu com 5 pL de 10X DreamTaq™ Buffer
(KCI + (NH4),SO4 + MgCly), 3,0 uL de MgCl, a 20mM, 2,5U de DreamTaq™ DNA
Polymerase (20mM Tris-HCI, pH 8,0; ImM DTT; 0,1mM EDTA; 100mM KCI; 0,5% (v/v)
Nonidet P40; 0,5% (v/v) Tween 20 e 50% (v/v) Glicerol) e 4,5 pL dNTP-MIX(10mM)
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas). A amostra foi finalizada para um volume total de
50 uL e colocada em microtubo de 200 pL. Os ciclos basearam-se em uma etapa a 94°C por 5
minutos, 40 repeticdes de: uma etapa a 94°C por 20 segundos, uma etapa a 58°C por 30
segundos, uma etapa a 72°C por 30 segundos e, ao final das repeti¢cdes, uma etapa a 72°C por
15 minutos. Todas as reagdes foram efetuadas no termocliclador Mastercycler 5332
(Eppendorf — Hamburgo, Alemanha) e, ao final do processo, conservadas a 4°C. Todo o

procedimento foi efetuado em cdmara de fluxo laminar.

4.13 Eletroforese

O gel de agarose foi preparado a 1,5% (BIO-RAD) com 60 mL de solugdo de T.B.E
(1/10) (Tris-Base/Acido Borico/EDTA), colocado a 65°C em forma acrilica e adicionado
solugdo de T.B.E (1/10). Para um procedimento de eletroforese foi colocado dois géis
moldados para efetuar o ensaio. Foi recolhido uma aliquota de 20 uL de solugdo de DNA
proveniente da PCR e misturados com 4 ulL de solu¢do de Azul de Bromofenol (SIGMA).
Utilizou-se marcador molecular de 100 pb (DNA ladder) (Fermentas) em cada extremidade
do gel. Cada corrida eletroforética foi submetida a uma voltagem de 117 volts por um tempo
de 45 minutos. Ao final do procedimento eletroforético, os géis foram submetidos a coloragao
por Brometo de etidio a Img/mL (SIGMA). Ap6s 15 minutos de incubagdo, os géis foram
colocados no transluminador UVC-20 (ULTRA LUM — Claremont-CA, USA) sob UV de 365
nm. A fotodocumentagdo foi feita com uma maquina fotografica NIKON D5100 em modo

monocromatico e resolu¢do maxima (16MP).
4.14 Analise estatistica
A andlise estatistica foi efetuada empregando o programa Excel 2007 para a

constru¢gdo de um banco de dados com os dados demograficos, epidemiologicos,

parasitoldgicos, sorologicos e testes de biologia molecular. Na comparacdo das variaveis
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categoricas realizou-se andlise univariada, utilizando-se o teste exato de Fischer,

considerando-se o nivel de significancia p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Dados demograficos e epidemioldgicos

Dentre os 67 pacientes incluidos no estudo, 36 (53,73%) eram do sexo masculino e 31
(46,27%) do sexo feminino. Os pacientes do estudo exibiram um intervalo de idade entre 26 e
83 anos. Este amplo espectro foi dividido em 7 faixas etérias, onde a faixa etaria de 21 a 30
anos apresentou 5 (7,46%) pacientes com mediana igual a 27 anos, de 31 a 40 anos
apresentou 12 (17,91%) com mediana igual a 37 anos, de 41 a 50 anos apresentou 21
(31,34%) com mediana igual a 44 anos, de 51 a 60 anos apresentou 18 (26,86%) com mediana
igual a 57 anos, de 61 a 70 apresentou 10 (14,92%) com mediana igual a 64,5 anos, de 71 a 80
apresentou valor nulo e sem valor de mediana e de 81 a 90 apresentou 1 (1,51%) paciente e

sem valor de mediana (Fig. 10). Os dados epidemiolégicos constam no APENDICE J.

Figura 10 — Faixas etarias (em anos) dos pacientes com Doenca de Chagas cronica

FAIXAS ETARIAS
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B 31 a 40 anos
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Tipologia soroldgica (P - Positiva, I - Indeterminada e N - Negativa) dentro da cada grupo de faixa etaria (21 a
30 anos, 31 a 40 anos, 41 a 50 anos, 51 a 60 anos, 61 a 70 anos, 71 a 80 anos ¢ 81 a 90 anos) versus niimero de
pacientes.

Todos os pacientes incluidos no estudo foram analisados em fun¢do da procedéncia
declarada na hora do registro para a execu¢do dos ensaios soroldgicos e do xenodiagndstico.
O mapa tomado como referéncia foi o de Macrorregides de Planejamento do Estado do Ceara,
ano de 2011, produzido pelo IPECE — Instituto de Pesquisa e Estratégia Economica do Estado
do Ceara (ANEXO B). Todas as Macrorregides em questdo apresentam praticamente o
mesmo Tipo Climatico (exceto as Macrorregides Baturité e Regido Metropolitana de

Fortaleza), no caso, Tropical Quente Semi-Arido, segundo IPECE, 2011.
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Entre os pacientes com sorologia positiva para Chagas (n = 59), 7 (11,86%) foram
provenientes ou afirmaram origem da Macrorregido 1 (Regido Metropolitana de Fortaleza), 9
(15,25%) foram provenientes ou afirmaram origem da Macrorregido 4 (Sertdo dos Inhamuns),
4 (6,77%) foram provenientes ou afirmaram origem da Macrorregido 5 (Sertdo Central), 5
(8,47%) foram provenientes ou afirmaram origem da Macrorregido 6 (Baturité), 31 (52,54%)
foram provenientes ou afirmaram origem da Macrorregido 7 (Litoral Leste / Jaguaribe) e 3
(5,11%) foram provenientes ou afirmaram origem da Macrorregido 8 (Cariri / Centro Sul).
Entre os pacientes com sorologia indeterminada para Chagas (n = 2), todos foram
provenientes ou afirmaram origem da Macrorregido 1 (Regido Metropolitana de Fortaleza).
Entre os pacientes com sorologia negativa para Chagas (n = 6), 3 (50,0%) foram provenientes
ou afirmaram origem da Macrorregido 1 (Regido Metropolitana de Fortaleza), 1 (16,66%) foi
proveniente ou afirmou origem da Macrorregidao 4 (Sertdo dos Inhamuns), 1 (16,66%) foi
proveniente ou afirmou origem da Macrorregido 6 (Baturité) e 1 (16,66%) foi proveniente ou

afirmou origem da Macrorregiao 7 (Litoral Leste / Jaguaribe) (Fig. 11).

Figura 11 — Grafico das Macrorregides x Niumero de pacientes
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Procedéncia dos pacientes selecionados em relacdo as Macrorregides do Estado do Ceara (Macrorregiao 1 —
Regido metropolitana de Fortaleza, Macrorregido 4 — Sertdo dos Inhamuns, Macrorregido 5 — Sertdo Central,
Macrorregido 6 — Baturité, Macrorregido 7 — Litoral Leste / Jaguaribe e Macrorregido 8 — Cariri / Centro Sul)
correlacionando com a sorologia (POSITIVA, INDETERMINADA ou NEGATIVA).

5.2 Tipologia soroldgica

Amostras biologicas (soro) dos 67 pacientes selecionados para o estudo, 59 (88,0%)
tiveram positividade sorologica para Chagas, 2 (3,0%) tiveram sorologia indeterminada e 6

(9,0%) tiveram negatividade soroldgica para Chagas (Tabela 1).
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Tabela 1 — Numero de amostras versus Sorologia (ELISA, IFI HAI).

N° total de Amostras Sorologia (ELIOSA, IF1, HAI)
N (%)
5988,0)(+++/++-)
67 2 (3,0) (+—-)
6(9,0)(=—-)
As notagdes para Sorologia representam, respectivamente, as seguintes defini¢des: (+ + + / + + —) Sorologia
positiva para Chagas; (+ — —) Sorologia indeterminada para Chagas; e (— — —) Sorologia negativa para Chagas.

Quantidades e respectivas porcentagens das 67 amostras bioldgicas com trés ou dois testes soroldgicos positivos
(amostras com sorologia positiva para Chagas), um teste sorolégico positivo (amostras com sorologia
indeterminada para Chagas) e com trés testes soroldgicos negativos (amostras com sorologia negativa para
Chagas).

5.3 PCR-Multiplex para sangue periférico (metodologia in house) comparada com o

xenodiagndstico e a sorologia

Entre os 59 pacientes sorologicamente positivos foi obtido um indice de 1,7% (1
reultado) positividade do exame de xenodiagndstico feito por microscopia (Tabela 2). Entre as
59 amostras sorologicamente positivas para Chagas, 18 foram positivas para a PCR (30,5%)
de amostras de DNA de sangue e 41 foram negativas (69,5%). Entre os 2 individuos com
sorologia indeterminada para Chagas, nenhum foi positivo na PCR. As amostras com
sorologia negativa para Chagas (n=6) apresentaram negatividade no xenodiagnostico € um
indice de positividade na PCR em amostras de sangue de 33,3% (2/6). Nestas mesmas
amostras, o indice de positividade na PCR para amostras de DNA de solucdo de dejetos foi

nulo (Tabela 2).

Tabela 2 — Niimero total de amostras versus Sorologia versus Xenodiagnostico versus PCR-S (in house).

. . o PCR-S(in house)
N° total de Amostras S(n;;)logla Xenodlaognostlco Positivo | Negativo
(ELISA, IF, HI) N (%) N (%) N (%)
59(+++/++-) 1(1,7) 18 (30,5) | 41 (69.5)
67 2(+—-) 0 0 2 (100)
6(——-) 0 2(33,3) | 4(66,7)

As notagdes representam: (+ + + / + + —) Sorologia positiva para Chagas; (+ — —) Sorologia indeterminada para
Chagas e (— — —) Sorologia negativa para Chagas. PCR-S(+) representa PCR realizados em sangue periférico.
Parecamento dos resultados de sorologia, xenodiagnostico, PCR-Multiplex para a mostras de DNA de sangue
extraidas por metodologia in house.
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5.3.1 Eletroforese de amostras de PCR-Multiplex de DNA total de sangue periférico

(metodologia in house)

Figura 12 — Foto de gel de agarose a 1,5% evelado com Brometo de etidio (Img/mL) para DNA total de
sangue periférico.

M 59 60 61 62 63 64 65 66 67

Resultado de PCR-Multiplex, com iniciadores 121/122 (para amplificacdo do fragmento de 330pb do DNA do
cinetoplasto) e DIAZ-7/DIAZ-8 (para amplificagdo do fragmento de 195pb do DNA nuclear), de amostras (59 a
67) de DNA molde extraidas de sangue + Guanidina/HCl + EDTA por metodologia in house. As amostras 61 e
62 apresentaram positividade na amplificagdo do fragmento de 195 pb do DNA nuclear. A amostra 65
apresentou positividade na amplificacdo do fragmento de 330 pb do DNA do cinetoplasto. O controle positivo
apresentou amplificacdo do fragmento de 330pb (seta cor vermelha) e 390 pb (seta cor bramca) (neste caso, um
multiplo do fragmento de 195 pb do DNA nuclear). (M) marcador de 100 pb, (C+) controle positivo (DNA total
de cultura de T. cruzi) e (C-) controle negativo (DNA total de cultura de L. chagasi). Analises
espectrofotométricas constam nos APENDICES B, C, D e E.
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5.4 PCR-Multiplex para solucio de dejetos de triatomineos (metodologia in house)

comparada com o xenodiagnoéstico e a sorologia

Entre as 59 amostras sorologicamente positivas para Chagas, 20 foram positivas para a
PCR (33,9%) de amostras de DNA de dejetos e 39 foram negativas (66,1%). Entre os
individuos com sorologia indeterminada e negativa para Chagas, nenhum foi positivo na PCR

de amostras de DNA de dejetos de triatomineos (Tabela 3).

Tabela 3 — Numero total de amostras versus Sorologia versus Xenodiagnostico versus PCR-X (in house).

. . , . PCR-X (in house)
o Sorologia Xenodiagnostico - .
N° total de Amostras (ELISA, IF, HI) N (%) Positivo | Negativo
s Ay o N (%) N (%)
59(F++/++-) 1(1,7) 20(33,9) | 39 (66,1)
67 2(+--) 0 0 2 (100)
6(——-) 0 0 6 (100)

As notagdes representam: (+ + + / + + —) Sorologia positiva para Chagas; (+ — —) Sorologia indeterminada para
Chagas ¢ (— — —) Sorologia negativa para Chagas. PCR-S(+) representa PCR realizados nos dejetos dos
triatomineos que foram utilizados no teste de xenodiagnostico. Parcamento dos resultados de sorologia,
xenodiagnoéstico, PCR-Multiplex para amostras de DNA de dejetos de triatomineos extraidos por metodologia in
house.
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5.4.1 Eletroforese de amostras de PCR-Multiplex de DNA total de solucdo de dejetos

(metodologia in house)

Figura 13 — Foto de gel de agarose a 1,5% revelado com Brometo de etidio (Img/mL) para DNA total de
solucdo de dejetos

M 47 48 49 50,51 52 53 54 55 56 57 58

Resultado de PCR-Multiplex, com iniciadores 121/122 (para amplificacdo do fragmento de 330pb do DNA do
cinetoplasto) e DIAZ-7/DIAZ-8 (para amplificacdo do fragmento de 195pb do DNA nuclear), de amostras (59 a
67) de DNA molde extraidas de sangue + Guanidina/HCl + EDTA por metodologia in house. As amostras 49,
50 e 52 apresentaram positividade na amplifica¢@o do fragmento de 195 pb do DNA nuclear. O controle positivo
apresentou amplificagdo do fragmento de 330pb (seta cor vermelha), amplificacdo do fragmento de 195 pb (seta
cor branca) e um fragmento de 390 pb (seta cor azul) (neste caso, um multiplo do fragmento de 195 pb do DNA
nuclear). (M) — marcador de 100 pb, (C+) — controle positivo (DNA total de cultura de T cruzi) e (C-) — controle
negativo (DNA total de cultura de L. chagasi). Analises espectrofotométricas constam nos APENDICES B, C, D
e E.
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5.5 Comparacgao da PCR-Multiplex no sangue periférico e nos dejetos de triatomineos

com os testes sorologicos e o xenodiagnostico

Dentre as amostras com sorologia positiva (n=59) foram obtidos 18 resultados
positivos de PCR-Multiplex para sangue periférico e 41 resultados negativos. Nos PCR-
Multiplex para dejetos de triatomineos foram obtidos 20 resultados positivos e 39 resultados
negativos. Dentre as amostras com sorologia indeterminada (n=2), foram obtidos apenas
resultados negativos de PCR-Multiplex, tanto para sangue periférico como para os dejetos de
triatomineos. As amostras com sorologia negativa (n=6) apresentaram 2 resultados positivos
de PCR-Multiplex para sangue e 4 resultados negativos. Para os dejetos de triatomineos, as 6
amostras com sorologia negativa foram negativas na PCR-Multiplex (Tabela 4).

O unico paciente que foi positivo no ensaio de xenodiagnostico ndo apresentou
positividade no PCR-Multiplex na amostra de sangue periférico, entretanto, os dejetos dos
triatomineos do xenodiagndstico realizado neste paciente, mostraram resultado positivo no
PCR-Multiplex. Dentre as amostras que foram negativas no ensaio de xenodiagnostico
(n=66), foram obtidos 20 resultados positivos de PCR-Multiplex para sangue periférico e 46
resultados negativos. Nos dejetos de triatomineos, foram obtidos 19 resultados positivos de

PCR-Multiplex e 47 resultados negativos (Tabela 4).

Tabela 4 — Ensaios realizados versus Nimero de amostras versus PCR (Sangue) versus PCR (Dejetos).

. . N° de amostras P.C.R(Sangue)' P.C'R(Dejetos)'
Ensaios realizados N (%) Positivo | Negativo | Positivo | Negativo
N (%) N (%) N (%) N (%)
Sorologicos
Positivo 59 (88) 18 (30,5) 41(69,5) | 20(33,8) 39 (66,2)
Indeterminado 2(3) 0 2 (100) 0 2 (100)
Negativo 6(9) 2 (30) 4 (70) 0 6 (100)
Xenodiagndstico
Positivo 1(2) 0 1 (100) 1 (100) 0
Negativo 66 (98) 20(30,3) 46(69,7) | 19(28,8) 47(71,2)

Teste de Fischer: p = 0,4872; PCR(+) (Sangue) x PCR(+) (Dejetos). Comparagdo dos resultados de PCR-
Multiplex (iniciadores 121/122 para amplificagdo do fragmento de 330pb do DNA cinetoplasto e iniciadores
DIAZ-7/DIAZ-8 para amplificagdo do fragmento de 195 pb do DNA nuclear) com os testes sorologicos e
xenodiagndstico.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho foi encontrado que, dos 67 pacientes selecionados para o estudo,
36 (53,73%) foram do sexo masculino e 31 (46,27%) do sexo feminino. Estes dados indicam
que a prevaléncia da doenca de Chagas cronica ¢ semelhante em relagdo aos dois sexos,
corroborando com trabalhos anteriores (LARANIJA et al., 1956; BORGES-PEREIRA ef al.,
2008).

A faixa etaria que mais foi atingida pela doenca foi a de 41 a 50 anos apresentando 21
(31,34%) pacientes. A segunda faixa etaria mais atingida foi a de 51 a 60 anos apresentando
18 (26,86%) pacientes. Tais dados ja eram esperados, uma vez que os participantes do estudo
eram portadores de doenca de Chagas cronica e a fase cronica da doenga acomete mais
pessoas adultas, justamente nestas faixas etdrias, como também foi visto em outro trabalho
(LARANIJA et al., 1956).

Os dados deste trabalho mostraram que a maioria dos municipios inseridos nas
macrorregioes (ANEXO B) que apresentaram a maior parte dos casos de soropositividade
para a doenga de Chagas também estdo inseridos nas areas de risco de infec¢do por 7. cruzi
(CEARA, 2008) (ANEXO C). Estes mesmos municipios, segundo o IPECE em seu relatorio
de 2008 (apresentado em 2011) sobre o indice de Desenvolvimento Municipal, apresentaram
indicadores econdmicos e sociais baixos, onde do total de 184 municipios do Estado do
Ceara, apenas 20 possuem indicadores econOmicos e sociais satisfatorios, sendo 10
municipios pertencentes a Regido Metropolitana de Fortaleza. Os demais 164 municipios
apresentam indicadores baixos e concentram quase a metade da populagdo do Estado do
Ceara (IPECE, 2011). Tais dados mostram que a prevaléncia da doenca de Chagas ¢
preponderante na populacdo menos favorecida em termos econdmicos € sociais, 0 que ja era
mostrado em trabalhos mais antigos (MARSDEN; CROLL; CROSS, 1983; VALENCIA,
1990; DIAS, 1993).

Segundo os dados de 2008 da Secretaria de Saude do Estado do Ceara (ANEXO C),
pareados com os dados do corrente trabalho, apenas quatro municipios (Jaguaretama, Russas,
Palhano, Jaguaruana e Quixeré) pertencentes a Macrorregido Litoral Leste / Jaguaribe foram
consideradas areas de risco para infec¢do por 7. cruzi. Os dados deste trabalho revelam que
também ocorreram casos de doenca de Chagas nos municipios de Limoeiro do Norte, Morada
Nova, Tabuleiro do Norte e Itaigaba, sugerindo que regides que antes nao eram consideradas

endémicas estdo mudando seu perfil ao longo dos anos.
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Os estudos de Borges-Pereira et al. (2008), realizados em Jaguaruana/CE, nao
mostraram diferenca na prevaléncia da infeccdo em relagdo ao sexo e apresentaram
soropositividade crescente com a idade. Também resultou na confirmacdo que a regido do
Baixo Jaguaribe (Macrorregido Litoral Leste / Jaguaribe) esta entre as areas com maiores
indices de infeccdo do Estado do Ceara. Dentre as 17 pessoas soropositivas estudadas no
referido trabalho, quando submetidas ao xenodiagndstico indireto, resultou em positividade
para 2 (11,8%) exames e o ensaio de PCR para sangue de 12 pessoas (ndo informado o
motivo da ndo execucao dos outros 5) mostrou positividade para 9 (75%) exames (BORGES-
PEREIRA et al., 2008).

O ensaio soroldgico em diferentes infecgdes pode apresentar reagdes cruzadas que
podem originar resultados falso-positivos quando, na maioria das vezes, se emprega antigenos
nao-processados (brutos). Em relagdo a doenca de Chagas, a reagdo cruzada mais comum se
da com leishmaniose visceral (CAMARGO et al, 1991; ANDRADE; ANDRADE,;
WRIGHT, 1988; CHIARAMONTE et al., 1996). Os ensaios soroldgicos convencionais (HAI,
IFI e ELISA), na maioria das vezes, apresentam titulos com valores altos. Uma forma de
efetuar diferenciagdo entre leishmaniose visceral e doenca de Chagas ¢ empregando o
diagnostico clinico, onde na doenca de Chagas cronica, geralmente, o paciente ndo apresenta
sinais clinicos visiveis. Diferentemente, na leishmaniose visceral, o paciente apresenta-se com
indicativos clinicos, tais como febre, hepatoesplenomegalia, entre outros (MALCHIODI et
al., 1994). A detecgdo do T. cruzi via testes sorologicos convencionais pode apresentar reagao
cruzada também com o 7. rangeli. O sistema imunoldgico do individuo infectado elimina o
parasito e, consequentemente, produz anticorpos de memoria que podem fornecer os
resultados falso-positivos encontrados nos ensaios sorologicos convencionais (HUDSON et
al., 1987, VASQUEZ et al., 1997). Outro elemento, pouco conhecido ¢ ndo menos
importante, que também interfere no correto diagnostico soroldgico da doenca de Chagas € o
fator reumatdide. S@o anticorpos IgM anti-IgG, originados de doencas auto-imunes,
notadamente, em pessoas idosas (que podem, aparentemente, estar sadios) (CABRAL, 1982).

Em suma, os ensaios soroldgicos convencionais apresentam uma alta sensibilidade,
porém com baixa especificidade (SCHMUNIS, 1991; AVILA et al., 1993; GOMES et
al.,1999; PORTELA-LINDOSO; SHIKANAI-YASUDA, 2003). O teste da PCR tem sido
sugerido, portanto, como uma alternativa, por ser um teste que apresenta alta especificidade,
podendo ser utilizado como método confirmatério no diagnostico de pacientes com provas

soroldgicas duvidosas na doenga de Chagas cronica em comparagdo as técnicas sorologicas e
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parasitologicas. Ha estudos em pacientes com doenga de Chagas que mostram que a PCR ¢
um teste que apresenta elevada especificidade e sensibilidade, podendo apresentar diferentes
taxas de detec¢do em diferentes materiais de analise, por exemplo: sangue, soro, dejetos de
triatomineos ou emulsdo de intestinos de triatomineos (GOMES, 1993; RUSSOMANDO,
1992; ZULANTAY, 2007)

Em trabalhos de Russomando et al. (1992), empregando o ensaio da PCR em material
de soro de 12 pacientes chagasicos cronicos, com os iniciadores para amplificacdo de 188 pb
do DNA nuclear (regido interior ao fragmento de 195 pb), foram obtidos resultados positivos
de PCR convencional nas 12 amostras de soro testadas. Nos estudos de Avila et al. (1993)
também foi utilizado o ensaio da PCR em amostras de sangue total adicionados de 3M
Guanidina/HCI + 0,1M EDTA. A extracdo do material genético empregou purificacdo por
fenol e cloroféormio. A regido de interesse compreendia o fragmento de 330 pb do DNA
minicirculo (kDNA). As amplificagcdes apresentaram multiplos de 330 pb (no caso, 660 pb e
990 pb), pois este fragmento apresenta-se em coOpias com sitios de origem de replicagao
compreendidos em 4 setores de 12 pb (GUHL et al., 2002). Avila et al. (1993) obtiveram
sensibilidade de 98,96% em relagdo aos ensaios sorologicos (HAI, IFI, ELISA e fixacdo de
complemento) e 100% na PCR adicionada a hibridizagio em membrana de nylon. Na
ocorréncia da nao visualizagdo do fragmento de interesse, via gel de agarose corado com
EtBr, o emprego da hibridizagdo revela bandas cuja intensidade nao ¢ percebida via
transluminacao com EtBr.

No presente trabalho, entre os resultados sorologicos positivos (n=59) foram obtidos
18 (30,50%) resultados positivos na PCR-Multiplex realizados em sangue periférico de
pacientes chagésicos cronicos. Ha estudos que obtiveram 3,8% de positividade na PCR
convencional (empregando iniciadores para o fragmento de 188 pb) em sangue (RIBEIRO-
DOS-SANTOS et al., 1999). No mesmo trabalho os autores obtiveram 4,5% de positividade
na PCR (agora empregando iniciadores para o fragmento de 330 pb) em sangue. Este trabalho
foi realizado com pacientes chagasicos cronicos e nao foi revelado o volume de sangue usado
para a extracdo de DNA. Em outros estudos, os autores obtiveram 83,5% de positividade na
PCR convencional (empregando os iniciadores 121/122 para amplificar o fragmento de 330
pb do DNA do cinetoplasto) com DNA extraido de um volume de 15 mL de sangue
(provenientes de 200 mL) de paciente chagasicos cronicos (GOMES et al., 1999).

O presente estudo obteve uma taxa de positividade de 1,69% para o xenodiagnostico,

isto considerando 1 ensaio de xenodiagnostico positivo dentro da categoria de pacientes com
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sorologia positiva para Chagas (n=59). Foram empregadas 40 ninfas de Rodnius prolixus de
3° estadio com tempo de 30 minutos para o repasto sanguineo, segundo adaptagdes de estudos
anteriores (CERISOLA et al.,1975). O ensaio foi efetuado com a andlise da emulsao (pool) do
trato intestinal depois de decorridos 28 dias de incubagdo e os dejetos foram direcionados para
a analise via PCR. O tnico resultado positivo de xenodiagnostico deste trabalho ocorreu em
um paciente chagasico cronico que teve hanseniase e foi medicado com imunossupressores 3
meses antes de participar do estudo. Vale salientar que o mesmo paciente ja tinha feito
exames anos anteriores e foi considerado como portador de doenga de Chagas cronica, a
época. Tal resultado evidencia que o ensaio de xenodiagnostico em pacientes chagasicos
cronicos do Ceara apresenta baixos indices de positividade, quando averiguado pela
microscopia Optica (M.O). Por outro lado, quando aplicado o ensaio da PCR com material
proveniente do xenodiagnostico, o indice de positividade atinge 33,89% (20 resultados
positivos de PCR-Multiplex em dejetos de triatomineos) de positividade. Salientando que foi
aplicado o ensaio de PCR-Multiplex sem auxilio de hibridizacdo in situ, apenas com emprego
de eletroforese com gel de agarose e com fotodocumentacao de gel corado com EtBr.

Em outros trabalhos também foi empregado o ensaio de xenodiagnostico com 40
ninfas de 4° estddio, entretanto eram 20 ninfas de 7riatoma infestans e 20 ninfas de
Panstrongylus megistus, para cada teste (um teste por paciente). O repasto sanguineo teve
duragdo de 30 minutos e, ao final deste, os dejetos foram examinados com 45 dias por M.O,
para a deteccdo de 7. cruzi. A avaliagdo dos dados mostrou que, de um total de 83 pacientes
chagasicos cronicos, ocorreram 48 exames positivos (54%) (AVILA et al.,1993). O que
mostra que quanto maior o tempo de incuba¢do maior a probabilidade de detectar o 7. cruzi.

Outros trabalhos utilizaram coletas dos dejetos em papel de filtro com periodicidade
de 1, 2, 4 e 12 semanas e colocaram os mesmos a 25°C e coleta paralela a cada 4 semanas ¢ e
o material foi colocado a 40°C (HAMANO et al., 2001). No primeiro caso simulavam-se as
condi¢des naturais € no segundo, as condi¢des artificiais de alojamento dos dejetos. O
trabalho mostrou que em condi¢des naturais o KDNA do parasito sofre degradacdo em fungao
da presenca de microorganismos no suporte (ambiente) dos dejetos (HAMANO et al., 2001).
A aplicacdo desta metodologia direcionada ao exame de xenodiagnostico de rotina torna-se
inviavel, uma vez que o paciente tem um tempo muito longo (até 3 meses) para receber o
resultado do ensaio. Outros estudos empregando simios infectados com 7. cruzi obtiveram
26% de positividade no ensaio de xenodiagnostico. Os insetos eram transferidos para novos

recipientes, separados uns dos outros a cada 48 h e averiguados com periodicidade de 6, 16,
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26 e 43 dias ap6s o repasto sanguineo, onde no 43° dia era realizado cultura para averiguagao
apos 20 dias (RUSSOMANDO et al., 1996).

O presente trabalho obteve 20 (33,89%) resultados positivos na PCR-Multiplex
realizados com dejetos de triatomineos, isto dentro da categoria de pacientes sorologicamente
positivos para doenca de Chagas cronica (n=59). H4 trabalhos onde se obteve 80% de
positividade na PCR convencional (empregando os iniciadores para fragmento de 188 pb) e
de 84% de positividade quando associada ao ensaio de hibridizagdo in situ (Southern blot)
(RUSSOMANDO et al., 1996). Os estudos de Zulantay et al. (2007), trabalhando com
pacientes chagasicos cronicos, obtiveram 40% de positividade no xenodiagnostico com 30
dias de incubagdo e 92% de positividade na PCR convencional (empregando iniciadores para
o fragmento de 330 pb), também com 30 dias, com os dejetos de Triatoma infestans. Em
outro momento (ainda no mesmo trabalho) foi encontrado 80% de positividade no
xenodiagndstico com 90 dias de incubacdo e 96% de positividade na PCR (empregando
iniciadores para o fragmento de 330 pb), também com 90 dias, com os dejetos de Triatoma
infestans. Tais dados sugerem que o PCR dos dejetos de tritomineos ¢ mais sensivel que o
teste do xenodiagnoéstico. Fato este também encontrado nos resultados do corrente trabalho,
onde foram obtidos 20 (n=59) resultados positivos na PCR-Multiplex em dejetos de
triatomineos e apenas 1 xenodiagnoéstico positivo.

E importante salientar que a PCR-Multiplex em dejetos de triatomineos pode ser um
teste complemantar a PCR-Multiplex em sangue periférico, pois quando um ndo apresenta
positividade o outro apresenta. Nos dados do presente trabalho, das 20 amostras que foram
positivas na PCR, apenas 6 foram positivas em amostras de sangue e de dejetos.

Em trabalhos de Lent e Valderrama (1977) foram observados que ninfas de Rhodnius
prolixus podem ingerir at¢ 226,79 mg (por cada ninfa) de sangue de camundongo.
Considerando o valor da densidade do sangue de camundongos igual a 1002 mg/mL (1,002
g/em’), e o valor de sangue de camundongo ingerido por ninfa igual a 150 mg (valor
subestimado) resulta em um volume de 149,97 uL ingerido por cada ninfa (YEN et al, 2011).
Tomando este valor para as 40 ninfas empregadas no xenodiagnoéstico resulta em 5,99 mL
(aproximadamente, 6,0mL) de sangue total ingerido pelas ninfas. Este volume ¢ superior ao
volume total recolhido por tubo a viacuo (+ 4,0mL) e isto, certamente, influencia na
quantidade de DNA total extraido dos dejetos dos triatomineos e, consequentemente, na

deteccao do material genético de 7. cruzi.
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Conforme Schijman et al. (2011), a sensibilidade e especificidade do ensaio da PCR
depende de alguns fatores técnicos, tais como, o volume de amostra recolhida, condi¢des de
conservagao das amostras, método de extragao de DNA, sequéncias de iniciadores e regides
alvo, grau dos reagentes e condigdes de termociclagem. Certamente, os indices de detecgdo da
PCR-Multiplex para sangue periférico e para dejetos de triatomineos encontrados no presente
trabalho poderiam ter sido maiores, se ndo ocorressem limitagdes nesta metodologia. Isto
ficou evidente quando foram comparados os resultados da PCR-Multiplex em sangue
periférico (DNA extraido por metodologia Fenol / Cloroformio) com a PCR convencional da
mesma amostra de sangue periférico (DNA extraido por kit comercial de extragdo de DNA)
em um estudo piloto efetuado anteriormente a padronizagdo da PCR-Multiplex com 37
pacientes com Chagas cronica, descrito nos APENDICES L ao V. Neste estudo piloto, a PCR
convencional apresentou 10 (90,91%) resultados positivos em sangue periférico de pacientes
com alta positividade sorologica para Chagas (titulos soroldgicos altos), 11 (78,57%)
resultados positivos em sangue periférico de pacientes com baixa positividade sorologica para
Chagas (titulos sorologicos baixos) e 12 (100%) resultados positivos em sangue periférico de
pacientes com negatividade sorologica para Chagas. O intuito do estudo piloto foi verificar o
quanto de DNA poderia ser extraido e se esta quantidade seria suficiente para a detec¢do do
material genético do 7. cruzi por meio do ensaio de PCR, até entdo PCR-convencional, pois
empregava somente um par de iniciadores para uma regido. O fragmento de interesse
representava a banda de 330 pb do kDNA. Onde, na maioria amostras, foram obtidos
multiplos do fragmento de 330 pb, sendo eles 660 pb, 990 pb e raras vezes 1320 pb, tal fato ja
relatado na literatura (AVILA et al.,1993; BRITTO et al.,1995; DEGRAVE et al.,1988;
STURM et al., 1989).

A metodologia de extracdo de DNA utilizando kit comercial emprega membranas de
silica que atuam como um funil seletivo em que uma substancia ligante (tampao de ligacdo)
ao DNA liga-se a uma por¢do de area util da membrana. Em seguida, outra substancia
(tampao de eluicdo) efetua a eluicdo do DNA que foi capturado pela membrana de silica. Ou
seja, todo o material genético em um determinado volume a ser trabalhado (no caso 200 pL) ¢
forcado a passar pela membrana de silica e, possivelmente, todo o material genético em
questdo ¢ isolado. Por esse motivo, o rendimento de um procedimento de extragdo de DNA
por kit comercial apresenta rendimento superior quando comparado a extragdo in house

empregando Fenol / Cloroformio.
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Recentemente, estudos de Schijman et al. (2011) mostraram que a metodologia de
extragdo por kit obteve melhor resultado que a por solvente (in house). Em relagdo aos
iniciadores, o iniciador para a regido nuclear (neste caso, para o fragmento de 182 pb que fica
dentro do fragmento de 195 pb do DNA nuclear) exibiu sensibilidade superior ao iniciador
para o fragmento de 330 pb do DNA do cinetoplasto. Ja o iniciador para o fragmento de 330
pb exibiu sensibilidade superior ao iniciador para 182 pb. No presente trabalho também foi
evidenciado que o iniciador para o fragmento de 330 pb exibe uma sensibilidade superior ao
de 195 pb, conforme o APENDICE I, bem como, o iniciador para o fragmento de 195 pb
exibiu otima especificidade, fato este confirmado por ndo ter ocorrido amplificacdo
inespecifica no controle negativo.

Ainda em relacdao ao estudo de Schijman et al. (2011), foi empregado ensaio da PCR
convencional ¢ Real Time — PCR, onde, os iniciadores atuaram em reacoes isoladas um do
outro para amostras de DNA de 7. cruzi (forma epimastigota) em 4gua, amostra de sangue
humano adicionado de DNA de 7. cruzi (forma epimastigota) e amostra de sangue humano
soropositivo para Chagas. Cada grupo tinha seu respectivo controle negativo. Ao final, a taxa
de positividade do ensaio da PCR em relacdo as amostras soropositivas para Chagas, exibiu
uma variacao de 59,4 % a 100%. A sensibilidade resultou em taxas entre 60% e 65%, sempre
com 100% de especificidade. Tais autores afirmaram que o ensaio da PCR para o diagndstico
da doenga de Chagas cronica apresentou limitagdes, que podem ser suplantadas com as
correcdes dos fatores limitantes apresentados anteriormente, dado que também conflui com os
resultados mostrados no presente estudo.

Em suma, os dados apresentados neste trabalho mostram que o ensaio da PCR-
Multiplex em amostras de sangue periférico, empregando iniciadores para regides diferentes,
no caso, DNA nuclear e DNA cinetoplasto, pode ser aplicado para o diagndstico de doenga
Chagas cronica, mesmo com diferentes metodologias de extracdo de DNA total. A PCR-
Multiplex em dejetos de triatomineos provenientes de xenodiagnostico mostrou-se completar
a PCR-Multiplex em amostras de sangue periférico. Caso os laboratorios de diagnéstico de

doenca de Chagas tenham infra-estrutura para realizar ensaios de biologia molecular, o ensaio
da PCR-Multiplex em sangue periférico poderia ser acrescentado a rotina. Vale salientar que
este ¢ o primeiro trabalho utilizando a metodologia da PCR-Multiplex usando os iniciadores
DIAZ-7/DIAZ-8 (para o fragmento de 195 pb, DNA nuclear) e os iniciadores 121/122 (para o

fragmento de 330 pb, DNA cinetoplasto) para a detec¢do de material genomico de 7. cruzi no

sangue de pacientes com doenca de Chagas cronica e em dejetos de triatomineos.



60

Adicionalmente, o ensaio de xenodiagndstico ¢ laborioso (necessitando de manutencdo do
repasto das ninfas), demorado (depende do tempo de incubagdo), limitado (depende de uma
unica fonte de amostra, no caso, sangue humano) e passivel de mais falhas (por exemplo, erro
humano) quando comparado com o ensaio de PCR-Multipex. Pois neste, mesmo sob risco de
interferéncia de contaminag¢do (quando ndo sdo seguidas as normas de Biosseguranca),
necessidade de empregar reagentes com grau de pureza para ensaios de biologia molecular e
miao-de-obra qualificada, apresenta aplicabilidade em sangue e soro humano (APENDICE N).
Alem disso, a PCR pode ser auxiliada com um ensaio adicional, como a hibridizacao in situ
(Southern blot), que pode exibir fragmentos amplificados quando ndo visualizados em gel de

agarose com revelacdo de EtBr.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

O ensaio da PCR-Multiplex, padronizada para as regides de 195pb do nDNA e de
330pb do kDNA, mostrou-se vidvel a partir da extragdo de material genético por

metodologia in house;

A PCR-Multiplex em DNA extraido de sangue periférico e em dejetos de triatomineos
provenientes do xenodiagndstico mostrou aplicabilidade para uso no diagnéstico de

pacientes com doenca de Chagas cronica;

A PCR-Multiplex em DNA extraido de dejetos de triatomineos provenientes do
xenodiagndtico mostrou-se mais sensivel do que o ensaio de xenodiagndstico em

pacientes com doenca de Chagas cronica;

A PCR-Multiplex em DNA extraido em dejetos de triatomineos provenientes do

xenodiagndstico ¢ completar a PCR-Multiplex em DNA extraido de sangue periférico.
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8 RECOMENDACOES

Recomenda-se que o uso da PCR-Multiplex em DNA extraido, por metodologia in
house (ou, preferivelmente, por kit comercial de extragcdo) de sangue periférico, seja incluido
na rotina do diagndstico da doenca de Chagas, acompanhado da sorologia convencional, e se
possivel adicionado a hibridizagdo in situ (Southern Blot), caso o laboratorio possua infra-
estrutura para realizar os ensaios de biologia molecular. Se o laboratério faz rotineiramente
xenodiagndstico, o uso da PCR-Multiplex em DNA extraido de dejetos de triatomineos pode

ser um teste completar.
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DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
SETOR DE PARASITOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (T.C.L.E.)

Nés o(a) convidamos a paticipar de uma pesquisa intitulada “ Exame de
PCR (Polymerase Chain Reaction — Reacdo em Cadeia da Polimerase) como
diagnéstico complementar na Doenga de Chagas”, trabalho de dissertacéo de
Mestrado em Patologia do estudante Allan Rodrigo Soares Maia, sob a
orientagdo da Prof(a). Dra. Maria Jania Teixeira, do Departamento de Patologia
e Medicina Legal, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara.

Esta pesquisa tem por finalidade a avaliagdo do diagnéstico de
Trypanosoma cruzi (protozoario causador da Doenca de Chagas) por meio do
exame de PCR (Polymerase Chain Reaction — Reacdo em Cadeia da
Polimerase) que ira detectar o material genético do parasito causador da
Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi. Esta técnica que é defendida pela
OMS (Organizacido Mundial de Salide) como o padrao de exame mais sensivel
e especifico para o diagndstico da Doenga de Chagas.

Este exame requer a coleta de, aproximadamente, 5,0 mL de sangue
periférico por meio de tubo do tipo Vacutainer.

Este procedimento nado trara risco nem desconforto ao(a) paciente e sera
efetuado por profissional qualificado.

O voluntario sera beneficiado por meio do exame diagnéstico aprovado
pela Organizacdo Mundial de Saude que resulta em 99,99% de sensibilidade e
especificidade para a detecg&o do protozoario Trypanosoma cruzi que origina a
Doenga de Chagas.

E necessario esclarecer que: 1. O voluntario tem a liberdade de retirar
seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem
prejuizo para seu tratamento na instituicdo; 2. As informacges obtidas serdo
analisadas em conjunto com a de outros pacientes, ndo sendo divulgada a
identificagdo de nenhum paciente; 3. O voluntario tem o direito de ser mantido
atualizado sobre resultados parciais da pesquisa; 4. Ndo ha despesas pessoais
para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também nZo ha compensacao financeira relacionada a sua participagdo. Se
existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgcamento da
pesquisa; 5. O pesquisador tem o compromisso de utilizar os dados e o
material coletado somente para esta pesquisa; 6. Em qualquer etapa do
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estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais dividas. A principal investigadora é a Dra. Maria
Jania Teixeira que pode ser encontrada no enderego: Rua Alexandre Baralna,
949 (Departamento de Patologia e Medicina Legal); telefone: (0**85) 3366-
8310.

Se vocé tiver alguma consideragdo ou divida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUWC - Rua
Capitdo Francisco Pedro 1290, Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8589; e-mail:
cephuwec@huwec . ufc.br

Caso vocé se sinta suficientemente informado(a) a respeito das
informagdes que leu ou que foram lidas para vocé sobre os propdsitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes e que sua participagdo é
voluntaria, que ndo ha remuneragao para participar do estudo e se vocé
concordar em participar solicitamos que assine no espaco abaixo.

Assinatura do paciente/representante legal
Data ! /

Assinatura da testemunha
(Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos
ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual)
Data / i

Assinatura do responsavel pelo estudo
Data I
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APENDICE B - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS DE DNA DE

SANGUE RESSUSPENDIDAS EM 200 pL DE T.E (1 mM Tris-HCI / 0,1

~

mM EDTA, pH 8.0) (447-501) (CONTINUACAO)
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APENDICE B - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS DE DNA DE

SANGUE RESSUSPENDIDAS EM 200 pL DE T.E (1 mM Tris-HCI / 0,1

~

mM EDTA, pH 8.0) (502-510) (CONTINUACAO)
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APENDICE C - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS DE DNA DE
DEJETOS RESSUSPENDIDAS EM 200 uL DE T.E (1 mM Tris-HCI / 0,1
mM EDTA, pH 8.0) (364-510)
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APENDICE C - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS DE DNA DE

DEJETOS RESSUSPENDIDAS EM 200 pL DE T.E (1 mM Tris-HCI / 0,1

~

mM EDTA, pH 8.0) (364-446) (CONTINUACAO)
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APENDICE C - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS DE DNA DE

DEJETOS RESSUSPENDIDAS EM 200 pL DE T.E (1 mM Tris-HCI / 0,1

~

mM EDTA, pH 8.0) (447-501) (CONTINUACAO)
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APENDICE C - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS DE DNA DE

DEJETOS RESSUSPENDIDAS EM 200 pL DE T.E (1 mM Tris-HCI / 0,1

~

mM EDTA, pH 8.0)) (502-510) (CONTINUACAO)
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APENDICE D - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS DE DNA DE
SANGUE RESSUSPENDIDAS EM 50 pL DE T.E (I mM Tris-HCI / 0,1
mM EDTA, pH 8.0) (364-510)
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APENDICE D - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS DE DNA DE

SANGUE RESSUSPENDIDAS EM 50 pL DE T.E (1 mM Tris-HCI / 0,1

~

mM EDTA, pH 8.0) (364-446) (CONTINUACAO)
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APENDICE D - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS DE DNA DE

SANGUE RESSUSPENDIDAS EM 50 pL DE T.E (1 mM Tris-HCI / 0,1

~

mM EDTA, pH 8.0) (447-501) (CONTINUACAO)

0 LT 114G 0/B60000" L LbOI8LEPEEDTASN ainseap LLZ'0 PTH'EL 0ET 00'0% &1'0 22 206'L ZBR'T BE'PETL BEILL LL0Z/0 1Az une2g Log
9 L/Z1 145" 0/860000° L bOIBLSPEEDZASN ainseap SEZ'0 FLEZL 0EZ 0005 Lo £8'L oks0 EGEL ag'so 3211 LLOZ/0Lraz une2g 005
9 WZ Vb8 04360000 1 P8I BPEEDEASN sinseapy [F4] iP0'F ogz 00'0g =20 s S8£h BRLE BE'ESL LEL) b LOZ/0 LiBE HnEgEg BEF
9 WT V8" 04860000 1 P98 EPEEDTASN sinseap S81'0 ozL'Ek 0ET 00'0% LVD £i'h Li8'y §BE'T  ET'BRL BRI b LOZ/0 AT HnEgEg s6F
9 WZ b b4£3'0/860000° 1 ir918L8PEEDTASN sinseap 29z'0 oza'kk 0Ez 00'0g 0g'0 #E'L VAL EZSE pL'9LL SR VL0Z/0 Li8T HnEgRg L6k
9 LTS 0/860000° L ib0IEL2PEEDTASN ainseap 510 EEb'F L 0EZ 00'0% 0z'o wL'L SEQ'L GGE'T  SLibL bEILL L L0Z/0 LAz une2g 173
91211445 0/860000° L £b0I8L BPEEOTASN ainseap $9Z'0 ZEO'ZL 0EZ 00'0% Lo LE EAWAI -t 32'v0 £EiLL LLOZ/0 LAz Hn=Eg PEE
9 KT VL8 04360000 1 iP8I8LBPEEDEASN sinseapy 9870 FIe ogz 00'0g 00 50 LOF'D Zze' B0 L¥ el b LOZ/0 8T HnEgEg £hF
9 WT V48" 0FE60000" 1 P9I EPEEDTASN sinseap A FEE'TH 0ET 00'0% oo z8'h L5390 VT 50'ze bELE VL LOZ/0 LiAT HnEgEg Thk
9 WZ V443" 04560000 1 ir918L5PEEDZASN sinseap 9.2'0 PES'F L 0Ez 00'0g 210 zi'h PFZ'F OPLT Z000L DS L LOZ/0 18T HnegEg -1
9 WZ V45" 04860000 1 iF918L8FEEDZTASN sinseapy 6770 Lig'zk 0Ez 00'0% az'0 82 L0 BesE VEBLL BT b L0Z/0 48T HnegRg [3:13
0 LT 114G 0/B60000" L LPOI8LEPEEDTASN ainseap 69£'0- LpO'E L 0ET 00'0% zz'0 a2t 2T BO8'T ib'ERL LTULL LLO0Z/0 LAz une2g 28k
9 L/Z1 145" 0/860000° L bOIBLSPEEDZASN ainseap ig0n 00s'EL 0EZ 0005 60'0 £L') zioo o0alb'l 0285 a9zl LLOZ/0Lraz une2g 13
9 WZ Vb8 04360000 1 P8I BPEEDEASN sinseapy PO oEg'E ogz 00'0g 00 i) 0550 [=1-0] FEiF PTLE b LOZ/0 LiBE HnEgEg &1
9 WT V8" 04860000 1 P98 EPEEDTASN sinseap k0’0 bEL'E 0ET 00'0% Ko 28 9550 bLE'D 95'Er T b LOZ/0 AT HnEgEg 08k
9 WZ b h4£3'0/860000" 1 ir918L8PEEDTASN sinseap 0LL'0 3169 0gz 00'0g 18’0 65'L 8.7’ zE@'s  8s'kEL ZTLL 1 L0Z/0 18T HnegRg Gk
9WZT V45" 04860000 1 2F918L8FEEDTASN sinseap zZzL'0 FLE'L 0ET 00'0% 620 854 186'0 295t zi'es 0Tk L L0Z/0 18T HnEgRg ik
91T LG 0/B60000° L b0 EPEEDTASN ainseap 200°0 ZHTL 0ET 00°0% 05’0 09 sgg'0 94a0 2.08 LLLE L LOZ/0 AT Hn=Eg Sib
9 KT VL8 04360000 1 iP8I8LBPEEDEASN sinseapy zez'o- 858} ogz 00'0g 690 LN SL£0 0 PLTh 569'cY gLl b LOZ/0 8T HnEgEg vir
9 WT V48" 0FE60000" 1 P9I EPEEDTASN sinseap bEED 096'0 0ET 00'0% £9'0 08'h Lig'0 Z08'n 0L'0g ShLE VL LOZ/0 LiAT HnEgEg Sir
9 WZ V443" 04560000 1 ir918L5PEEDZASN sinseap 620'0 5990 0Ez 00'0g z6'0 za'h Lig'0 G080 308 FLLE L LOZ/0 18T HnegEg zik
9 WZ V4504860000 1 iF918L8FEEDZASN sinseapy 10 £0%'L 0Ez 00'0% £8'0 65 5920 AbT'h £8'08 okbE }L0Z/0 48T HnegRg ik
O WZT V145" 04860000 1 LpOILEPEEOTASN ainseap ££0'0 13- 0ET 00'0% og8'0 Lk STE'D  E6RL BS'FL 20011 L LOZ/04AT unegag 60F
0 LTS 0/B60000° L P01 EPEEDZASN ainseap S02'0- T4 34 0ET 0005 [=13] £0') 660 £0E'L f=giet] LOLE L LOZ/0LaT une2g 20k
9 WZ Vb8 04360000 1 P8I BPEEDEASN sinseapy [F4%] BPEL ogz 00'0g B0 08’k 89:0 SITH LA ] 90 Lk b LOZ/0 LiBE HnEgEg 19¢
9 WT V8" 04860000 1 P98 EPEEDTASN sinseap 8750 5018 0ET 00'0% £8'0 08’k $89'c Z6Z' R TA T S b LOZ/0 AT HnEgEg L5F
9 WZ b b4£3' 04560000 1 ir918L8PEEDTASN sinseap TR} S62') 0Ez 00'0g 520 28k rEE'0 80F') 5202 0Lk 1 L0Z/0 18T HnEgRg 05k
9WZT V45" 04860000 1 2F918L8FEEDTASN sinseap ar0'0 3420 0ET 00'0% 18'0 854 998'0 850 18'8z B50) L L0Z/0 18T HnEgRg Gk
91T LG 0/B60000° L b0 EPEEDTASN ainseap 6210 0zoh 0ET 00°0% z9'0 ek SIPL 9B0T  BLbOL B0l L LOZ/0 AT Hn=Eg 2bb
9 1Z L LS 04860000 L LPOIBLBPEEDEESN Binses W 550'0 ota’L ez 0o0'0s 93’0 85°L 688’0 s0F L ZE'0L L5014 LLOZ/0 LAz HneEq irt

# =diy el sqe sog al al

‘Buuoo Ieag jusLIBINSE A Y obe losino Josinn uElsUOD 0£Z/09T 09z/002 02T%¥ 09T In;Bu WL 212a 1asn a|dwesg
T RE N e
TELLE LLOZILLEE Play at=enp| 2dhl 3ee -l0g)-aNoNYS-SYd LS on Y| pedsy




88

7

APENDICE D - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS DE DNA DE

r

A

SANGUE RESSUSPENDIDAS EM 50 pL DE T.E (1 mM Tris-HCI / 0,1

~

mM EDTA, pH 8.0) (502-510) (CONTINUACAO)
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APENDICE E - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS DE DNA DE
DEJETOS RESSUSPENDIDAS EM 50 uL DE T.E (1 mM Tris-HCI / 0,1
mM EDTA, pH 8.0) (364-510)
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APENDICE E - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS DE DNA DE

DEJETOS RESSUSPENDIDAS EM 50 pLL DE T.E (1 mM Tris-HCI / 0,1

~

mM EDTA, pH 8.0) (364-446) (CONTINUACAO)
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APENDICE E - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS DE DNA DE

DEJETOS RESSUSPENDIDAS EM 50 pLL DE T.E (1 mM Tris-HCI / 0,1

~

mM EDTA, pH 8.0) (447-501) (CONTINUACAO)
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APENDICE E - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS DE DNA DE

DEJETOS RESSUSPENDIDAS EM 50 pLL DE T.E (1 mM Tris-HCI / 0,1

~

mM EDTA, pH 8.0) (502-510) (CONTINUACAO)
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APENDICE F — ACHADOS DE QUANTIDADE DE DNA TOTAL EM REACAO DE PCR

Foto de gel de agarose a 1,5% revelado com Brometo de etidio (1mg/mL). Resultado de PCR-Multiplex com
iniciadores 121/122 e DIAZ-7/DIAZ-8 (para amplificagdo do fragmento de 330 pb do DNA do cinetoplasto e do
fragmento de 195 pb do DNA nuclear, respectivamente) e volumes distintos de solu¢do de DNA molde (20, 25 ¢
30pL) de amostra de sangue. Amostra (proveniente de uma mesma origem) positiva para os trés testes
soroldgicos, xenodiagndstico, PCR para solugdo de DNA molde extraido de sangue total + guanidina / HCI +
EDTA e solugdo de dejetos de triatomineos.

660pb
585pb

390pb
330pb

195pb

PRIMER DIMMER

Tabela com valores de volume de solu¢do de DNA molde em rela¢do a concentra¢do e massa total na reagdo de
PCR. Amostras 1, 2 e 3 correspondem a um mesmo material (DNA molde extraido de sangue) do paciente 477.

Amostra | Volume(nL) | Concentracgido (gn/uL) | Massa (ng)
1 20,00 38,00 760,00
2 25,00 38,00 950,00
3 30,00 38,00 1140,00
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APENDICE G — AMOSTRAS COM ADICAO DE VOLUME MAXIMO DE SOLUCAO
DE DNA MOLDE NO PCR (1 a 12)

Foto de gel de agarose a 1,5% revelado com Brometo de etidio (1mg/mL). Resultado de PCR-Multiplex com
iniciadores 121/122 e DIAZ-7/DIAZ-8 (para amplificagdo do fragmento de 330 pb do DNA do cinetoplasto e do
fragmento de 195 pb do DNA nuclear, respectivamente) e volume maximo util, na reagdo de PCR-Multiplex, de
solucdo de DNA molde (25pL) de amostra do sangue.

Valores de volume de solugdo de DNA molde em relagdo a concentragdo e massa total na reacdo de PCR-
Multiplex. Amostras 1 a 12, C+ (DNA de cultura de 7. cruzi) e C- (DNA de cultura de L. chagasi).

Amostra | Volume (uL) | Concentracio (ng/uL) | Massa (ng)

1 25 150,9 3774,00
2 25 160,23 4005,75
3 25 194,83 4870,75
4 25 222,00 5550,00
5 25 156,98 3924,50
6 25 119,00 2975,00
7 25 103,69 2592,25
8 25 112,54 2813.50
9 25 135,74 3393,50
10 25 141,15 3528,75
11 25 107.09 2677,25
12 25 155,53 3888,25
C+ 10 429,24 4292,40
C- 10 36,11 361,10
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APENDICE H — AMOSTRAS COM ADICAO DE VOLUME MAXIMO DE SOLUCAO
DE DNA MOLDE NO PCR (13 a 23)

Foto de gel de agarose a 1,5% revelado com Brometo de etidio (1mg/mL). Resultado de PCR com iniciadores
121/122 e DIAZ-7/DIAZ-8 (para amplificagdo do fragmento de 330 pb do DNA do cinetoplasto e do fragmento
de 195 pb do DNA nuclear) e volume maximo 1til, na reacdo de PCR-Multiplex, de solu¢do de DNA molde
(25puL) de amostra do sangue.

Valores de volume de solugdo de DNA molde em relagdo a concentragdo e massa total na reacdo de PCR-
Multiplex. Amostras 13 a 23, C+ (DNA de cultura de T. cruzi) e C- (DNA de cultura de L. chagasi).

Amostra | Volume (uL) | Concentracio (ng/uL) | Massa (ng)

13 25 147,51 3687,75
14 25 177,67 4441,75
15 25 229,86 5746,50
16 25 141,21 3530,25
17 25 148,62 3715,50
18 25 103,14 2578,50
19 25 131,38 3282,00
20 25 127,81 3195,25
21 25 234.55 5863,75
22 25 101,74 2543,50
23 25 127,85 3196,25
C+ 10 429,24 4292,40

C- 10 36,11 361,10
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APENDICE I — ACHADOS DAS QUANTIDADES DE INICIADORES POR REACAO DE
PCR

Foto de gel de agarose a 1,5% revelado com Brometo de etidio (1mg/mL). Resultado de PCR-Multiplex com
iniciadores 121/122 e DIAZ-7/DIAZ-8 (para amplificagdo do fragmento de 330 pb do DNA do cinetoplasto e do
fragmento de 195 pb do DNA nuclear, respectivamente), a 20pmo,l em volumes distintos administrados (1,0 e
1,5uL). Amostra (proveniente de uma mesma origem) positiva para os trés teste sorologicos (HI, IFI e ELISA),
xenodiagnoéstico, PCR para solugdo de DNA molde extraido de sangue total + guanidina / HCl + EDTA
(metodologia in house e por kit comercial) e solucdo de dejetos de triatomineos (metodologia in house) (paciente
477). Massa total de DNA molde igual a 950 ng.
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APENDICE J - DADOS EPIDEMIOLOGICOS (AMOSTRAS 1 A 34)

Classificagdo numérica (C.N) da amostras com referéncia ao numero de ordem do paciente (N.O), a tipologia
soroldgica, ao Sexo (M — Masculino ou F - Feminino), Idade, Procedéncia e Macrorregido estadual (mapa das
macrorregides de planejamento — ANEXO B). Amostras 1 a 34.

C.N\. | N.O. | Sorologia | Sexo | Idade | Procedéncia | Macrorregiao
1 364 NEG M 40 Tamboril-CE 4
2 365 NEG M 58 Guaiuba-CE 1
3 369 POS F 56 Russas-CE 7
4 370 POS M 54 Quixeré-CE 7
5 378 POS F 58 Palhano-CE 7
6 379 POS F 47 Tamboril-CE 4
7 390 POS M 34 Independéncia-CE 4
8 391 POS F 42 Limoeiro do Norte-CE 7
9 396 POS M 60 Quixereé-CE 7
10 397 POS M 61 Acopiara-CE 8
11 398 POS F 30 Morada Nova-CE 7
12 399 POS M 62 Fortaleza-CE 1
13 400 POS M 42 Solonoépole-CE 5
14 401 POS F 57 Quixeré-CE 7
15 402 POS M 55 Crateus-CE 4
16 403 POS F 54 Fortaleza-CE 1
17 404 POS F 57 Ic6-CE 8
18 405 POS M 60 Oro6s-CE 8
19 406 POS M 69 Fortaleza-CE 1
20 407 NEG F 66 Fortaleza-CE 1
21 420 POS M 63 Fortaleza-CE 1
22 423 POS M 42 Guaramiranga-CE 6
23 424 POS M 47 Ocara-CE 6
24 425 POS F 46 Limoeiro do Norte-CE 7
25 426 POS M 83 Fortaleza-CE 1
26 427 POS M 40 Quixeré-CE 7
27 436 POS M 43 Tabuleiro do Norte-CE 7
28 437 POS F 31 Jaguaruana-CE 7
29 438 POS F 44 Fortaleza-CE 1
30 446 IND M 63 Sdo Gongalo do Amarante-CE 1
31 447 POS F 56 Aracoiaba-CE 6
32 448 POS F 58 Baturité-CE 6
33 449 POS F 40 Russas-CE 7
34 450 POS M 56 Quixeré-CE 7

POS — Positivo, IND — Indeterminado e NEG - Negativo
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APENDICE K — DADOS EPIDEMIOLOGICOS (AMOSTRAS 35 A 67)

Classificagdo numérica (C.N) da amostras com referéncia ao numero de ordem do paciente (N.O), a tipologia
sorologica, ao Sexo (M — Masculino ou F - Feminino), Idade, Procedéncia e Macrorregido estadual (mapa das
macrorregides de planejamento — ANEXO B). Amostras 35 a 67.

C.N. | N.O. | Sorologia | Sexo | Idade | Procedéncia | Macrorregido
35 457 POS F 43 Russas-CE 7
36 467 POS F 56 Russas-CE 7
37 468 POS M 48 Quixeré-CE 7
38 469 POS F 59 Jaguaruana-CE 7
39 471 POS F 47 Limoeiro do Norte-CE 7
40 472 POS M 48 Russas-CE 7
41 473 IND M 32 Fortaleza-CE 1
42 474 POS F 26 Jaguaretama-CE 7
43 475 NEG F 24 Russas-CE 7
44 477 POS M 69 Ic6-CE 8
45 479 POS M 44 Quixada-CE 5
46 480 POS F 41 Novo Horiente-CE 4
47 481 POS F 58 Limoeiro do Norte-CE 7
48 487 POS F 44 Independéncia-CE 4
49 488 POS M 63 Russas-CE 7
50 489 POS M 58 Fortaleza-CE 1
51 491 POS F 31 Morada Nova-CE 7
52 492 POS F 41 Limoeiro do Norte-CE 7
53 493 POS F 39 Russas-CE 7
54 494 POS M 27 Canindé-CE 5
55 495 POS F 67 Independéncia-CE 4
56 497 POS M 31 Crateus-CE 4
57 498 NEG M 37 Baturité-CE 6
58 499 POS M 37 Independéncia-CE 4
59 500 POS F 47 Independéncia-CE 4
60 501 POS M 46 Limoeiro do Norte-CE 7
61 502 POS M 55 Baturité-CE 6
62 503 POS M 27 Tabuleiro do Norte-CE 7
63 504 POS M 41 Morada Nova-CE 7
64 506 POS M 39 Itaicaba-CE 7
65 507 NEG M 68 Fortaleza-CE 1
66 508 POS F 47 Tabuleiro do Norte-CE 7
67* 510 POS F 50 Mossor6-RN 7

POS — Positivo, IND — Indeterminado e NEG - Negativo
A amostra 67 foi considerada pertencente a macrorregido do Litoral Leste / Jaguaribe.



99

APENDICE L - METODOLOGIA DO ESTUDO PILOTO E PCR-CONVENCIONAL

Em um estudo piloto, foi empregada a metodologia de extracdo de DNA total
utilizando um kit comercial de extragio BIOPUR KIT EXTRACAO MINI SPIN PLUS - 50
(BP100-50), marca BIOPUR (gentilmente concedido pela empresa Biometrix Diagnostica —
Curitiba — PR - Brasil). Foram feitas 45 extra¢cdes de DNA total proveniente de solucdo de
sangue + 6M Guanidina / HCI + 0,2M EDTA, segundo especificagdes do fabricante.

As amostras de sangue de 45 pacientes com diagnostico de Chagas cronica foram
agrupadas em trés categorias: Sorologia Alta — amostras com resultados de IFI e ELISA
acima da diluicdo 1:160 e absorbancia 2,362, respectivamente.; Sorologia baixa — amostras
com resultados de IFI e ELISA abaixo da diluicdo 1:160 e absorbancia 1,695,
respectivamente.; Negativos — amostras com 1 ou 2 resultados negativos de sorologia (IFI ou
ELISA). Para o ensaio de PCR utilizou-se um volume de solu¢do de DNA molde igual a 5,0
uL, juntamente com 3,0 uL de INTP-MIX (10mM) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas
- Thermo Fisher Scientific Inc - USA), 2,0 uL de MgCl, (25mM) (Biometrix Diagnostica —
Curitiba — PR - Brasil), 5,0 uL de BUFFER (Biometrix Diagnoéstica), 2,5 U de Taqg DNA
polimerase (Biometrix Diagnostica), 1,0 uL de iniciadores 121 / 122, ambos a 20 pmol. Foi
adicionado agua livre de DNase e RNase (INVITROGEN) finalizando para um volume total
de 50 puL colocado em microtubo de 200 uL.

Os ciclos basearam-se em uma etapa a 94°C por 5 minutos (abertura inicial da fita de
DNA), 35 repeti¢des de: uma etapa a 95°C por 60 segundos (abertura da fita de DNA), uma
etapa a 65°C por 60 segundos (aneclamento dos iniciadores) ¢ uma etapa a 72°C por 60
segundos (extensao da DNA polimerase) e, ao final das repeticdes, uma etapa a 72°C por 1
minuto (extensdo final da DNA polimerase). Todas as reacdes foram efetuadas no
termocliclador Mastercycler 5332 (Eppendorf — Hamburgo, Alemanha) e, ao final do
processo, conservadas a 4°C conforme programacdo do equipamento. Todo o procedimento
foi efetuado em camara de fluxo laminar NUAIRE MOD: NIH-03-112C (USA).

A eletroforese foi efetuada conforme Topico 5.9.1. A fotodocumentacao foi feita em
fotodocumentador ImageQuant 300 (GE HealthCare - General Electric Company - USA) no
Laboratorio de Micobactérias da UFC.
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APENDICE M — RESULTADOS DO ESTUDO PILOTO

Das 45 amostras selecionadas para o estudo piloto, somente 37 puderam ser analisadas
por PCR-convencional empregando um par de iniciadores, 121 / 122, para amplificar um
fragmento de 330 pb do DNA do cinetoplasto, uma vez que 8 amostras sofreram interferéncia
do ion tiocianato. Este ion faz parte do composto Guanidina Tiocianato que foi erroneamente
adicionado no tratamento destas oito amostras que apresentaram problema.

Dentre as amostras com altos indices de positividade soroldgica (n =11) foi obtido 1
(9,09%) resultado positivo do xenodiagndstico e 10 (90,91%) resultados negativos. Bem
como, foi obtido 10 (90,91%) resultados positivos no PCR-convencional de amostra de
sangue com extragao de DNA por kit e 1 (9,09%) resultado negativo.

Dentre as amostras com baixos indices de positividade sorologica (n=14) foram
obtidos somente resultados negativos no xenodiagnostico. Bem como, foi obtido 11 (78,57%)
de resultados positivos no PCR-convencional de amostra de sangue com extragdo de DNA
por kit e 3 (21,43%) resultados negativos.

Dentre as amostras com negatividade sorologica (n=12) foram obtidos somente
resultados negativos no xenodiagnostico. Bem como, foram obtidos somente resultados

positivos no PCR-convencional de amostra de sangue com extragdo de DNA por kit.

Pareamento dos resultados de amostras com altos indices de positividade soroldgica, com baixos indices de
positividade soroldgica, com negatividade sorologica, xenodiagnostico e PCR-Standart de amostras de sangue
periférico com extragdo de DNA por kit comercial.

N°. de amostras Sorologia Xenodiandstico PCR-Standart
g Positivo | Negativo Positivo | Negativo
Alta (n=11) 1(9,09%) 10(90,91%) 10(90,91%) 1 (9,09%)
37 Baixa (n=14) 0 14 (100%) 11 (78,57%) 3(21,43%)
Negativa (n=12) 0 12(100%) 12 (100%) 0
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APENDICE N — EXTRACAO POR KIT PARA DEJETOS E SORO (AMOSTRA 36 DE
DEJETOS E AMOSTRA 36 DE SORO)

Foto de gel de agarose a 1,5% revelado com Brometo de etidio (Img/mL). Resultado de PCR com primers
121/(330pb) a 20pmol. Nimero corresponde a amostra 36 e a letra a origem do material (S-DNA molde de
solucdo de sangue, D-DNA molde de solugdo de dejetos), M — marcador de 100pb e C+ corresponde a DNA
molde de cultura de T cruzi. Material genético extraido por kit comercial de extragdo de DNA.
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APENDICE O — PAREAMENTO DOS RESULTADOS DE HAI, IFI, ELISA, PCR-
CONVENCIONAL (ESTUDO PILOTO), PCR-MULTIPLEX PARA
SANGUE E PCR-MULTIPLEX PARA DEJETOS DE
TRIATOMINEOS (AMOSTRAS 1 A 34)

Classificacdo numérica (C.N) da amostras com referéncia ao numero de ordem do
paciente(N.O), resultados de hemaglutingdo indireta (HAI), imunofluorescéncia indireta (IFT),
ELISA, xenodiagndstico (XD), PCR-I(S) - amostra de sangue humano com um par de
iniciadores, 121 / 122 (ESTUDO PILOTO), PCR-II(S) - amostra de sangue humano com dois
pares de iniciadores, 121/122 ¢ DIAZ-7/DIAZ-8 e PCR-II(X) - dejetos de triatomineos com
dois pares de iniciadores, 121/122 e DIAZ-7/DIAZ-8.

CN|INO| HAI | IF1 | ELISA | Cutoff | XD | PCRI(S) | PCR-II(S) | PCR-II(X)
1 364 NEG NEG  NEG:0,040 0357 NEG  POS NEG NEG
2 365 NEG NEG  NEG:0,044 0357 NEG  POS POS NEG
3 369 POS>1:128 POS1:30 POS2322 0339 NEG  POS NEG NEG
4 370 NEG POS 1:30  POS:2,374 0,339 NEG  POS NEG NEG
5 378 POS>1:64 POS1:30 POS:2,458 0339 NEG  POS NEG POS
6 379 NEG POS 1:30  POS:1,109 0,339 NEG  POS NEG NEG
7390 NEG POS 1:30 POS:0,873 0,344 NEG  POS NEG NEG
8 391 POS>1:128 POS1:30 POS:2,363 0344 NEG  POS NEG NEG
9 396 POS>1:128 POS1:30 POS2,290 0,344 NEG  POS POS NEG
10 397 POS>1:64 POS1:30 POS:2392 0344 NEG  POS POS POS
11 398 POS>1:64 POS1:30 POS:2,147 0344 NEG NEG NEG NEG
12 399 POS>1:64 POS1:30 POS:1,664 0344 NEG - POS NEG
13 400 NEG POS 1:30  POS:0,992 0,344 NEG  POS POS POS
14 401 POS>1:64 POS1:30 POS:2296 0344 NEG  POS NEG POS
15 402 POS>1:64 POS1:30 POS:1,464 0,731 NEG - NEG POS
16 403 POS>1:128 POS1:30 POS:2993 0,731 NEG  POS POS NEG
17 404 POS>1:128 POS1:30 POS:22,856 0,731 NEG  NEG NEG POS
18 405 POS>1:128 POS1:30 POS:22,185 0,731 NEG  POS NEG NEG
19 406 POS>1:128 POS1:30 POS:2,634 0,731 NEG  NEG POS POS
20 407 NEG NEG  NEG:0,150 0,731 NEG  POS NEG NEG
21 420 POS>1:128 POS1:160 POS:1,695 1295 NEG  POS NEG NEG
22 423 POS>1:128 POS1:320 POS:1,829 1295 NEG - NEG NEG
23 424 POS>1:128 POS1:80 POS:1,632 1,295 NEG - NEG NEG
24 425 POS>1:128 POS1:160 POS:1,815 1295 NEG - POS NEG
25 426 POS>1:64 POS1:320 POS:22,622 1295 NEG  POS NEG POS
26 427 POS>1:128 POS1:320 POS:2,886 1295 NEG  POS POS NEG
27 436 POS>1:128 POS1:320 POS:2,148 1295 NEG - NEG POS
28 437 POS>1:128 POS1:320 POS:22,753 1,295 NEG  NEG NEG POS
29 438 POS>1:32 POS1:160 POS:2,066 1295 NEG - POS POS
30 446 NEG NEG POS:0,897 0,731 NEG  POS NEG NEG
31 447 POS>1:64 POS1:320 POS2,362 0,731 NEG  POS NEG NEG
32 448 POS>1:128 POS1:320 POS:2,927 0,731 NEG  POS NEG NEG
33 449 NEG POS 1:160 POS:2,745 0,731 NEG  POS POS NEG
34 450 POS>1:64 POS1:640 POS:2,571 0,731 NEG  POS NEG NEG

Amostras com a indicagdo (-----) ndo foram incluidas no estudo piloto.
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APENDICE P — PAREAMENTO DOS RESULTADOS DE HAI, IFI, ELISA, PCR-
CONVENCIONAL (ESTUDO PILOTO), PCR-MULTIPLEX PARA
SANGUE E PCR-MULTIPLEX PARA DEJETOS DE TRIATOMINEOS
(AMOSTRAS 35 a 67)

Classificacdo numérica (C.N) da amostras com referéncia ao numero de ordem do

paciente(N.O), resultados de hemaglutingdo indireta (HAI), imunofluorescéncia indireta (IFT),

ELISA, xenodiagndstico (XD), PCR-I(S) - amostra de sangue humano com um par de
iniciadores, 121 / 122 (ESTUDO PILOTO), PCR-II(S) - amostra de sangue humano com dois
pares de iniciadores, 121/122 ¢ DIAZ-7/DIAZ-8 e PCR-II(X) - dejetos de triatomineos com

dois pares de iniciadores, 121/122 e DIAZ-7/DIAZ-8.

CN|[NO]| HAI IFI ELISA | Cut-off | XD [ PCR-I(S) | PCR-II(S) | PCR-1I(X)
35 457 POS>1:128 POS1:320 POS:2,753 0,731 NEG  POS NEG NEG
36 467 POS>1:128 POS1:320 POS2,786 1,017 NEG  POS POS POS
37 468 POS>1:128 POS1:160 POS:2,963 1,017 NEG  POS NEG NEG
38 469 POS>1:128 POS1:640 POS:3,103 1,017 NEG  POS POS NEG
39 471 POS>1:128 POS1:40 POS2381 1,017 NEG  POS POS NEG
40 472 POS>1:128 POS1:40 POS:1,772 1,017 NEG  POS NEG NEG
41 473 NEG POS1:80 NEG:0443 1017 NEG  POS NEG NEG
42 474 POS>1:128 POS1:160 POS:2,523 1,017 NEG - POS NEG
43 475 NEG NEG  NEG:0,119 1,017 NEG  POS NEG NEG
44 477 POS>1:64 POS1:640 POS:2,807 1,017 POS  POS NEG POS
45 479 NEG POS1:80 POS:1,642 1,017 NEG  POS POS NEG
46 480 POS>1:128 POS1:160 POS:2,635 1,017 NEG - NEG POS
47 481 POS>1:128 POS1:640 POS:1,421 1,017 NEG - POS NEG
48 487 POS>1:128 POS1:640 POS:22,627 1,017 NEG ERRO NEG POS
49 488 POS>1:128 POS1:160 POS:2,176 1,017 NEG - NEG POS
50 489 POS>1:64 POS1:160 POS:2,754 1,017 NEG ERRO NEG POS
51 491 NEG POS 1:80 POS:22276 1,017 NEG ERRO NEG NEG
52 492 POS>1:32 POS1:160 POS:2,650 1,017 NEG ERRO NEG POS
53 493 NEG POS 1:160 POS:2,553 1,017 NEG - NEG NEG
54 494 NEG POS 1:160 POS:1,800 0,731 NEG = ------ NEG NEG
55 495 NEG POS 1:40 POS:1259 0,731 NEG - NEG NEG
56 497 POS>1:128 POS1:160 POS:2,644 0,731 NEG ERRO NEG NEG
57 498 NEG NEG  NEG:0,319 0,731 NEG ERRO NEG NEG
58 499 POS>1:128 POS1:160 POS:1,018 0,731 NEG - NEG NEG
59 500 POS>1:128 POS1:320 POS:2,008 0,731 NEG - NEG NEG
60 501 POS>1:128 POS1:80 POS:2,417 0,731 NEG ERRO NEG NEG
61 502 NEG POS 1:160 POS:2,368 0,731 NEG = - POS POS
62 503 POS>1:128 POS1:160 POS:2,291 0,731 NEG - POS POS
63 504 POS>1:128 POS1:160 POS:1,822 0,731 NEG = - NEG NEG
64 506 NEG POS 1:160 POS:2,707 0,731 NEG - NEG NEG
65 507 NEG NEG  NEG:0,125 0,731 NEG ERRO POS NEG
66 508 POS>1:32 POS1:160 POS:2,828 0,731 NEG - NEG NEG
67 510 NEG POS 1:40  POS:1,689 0,817 NEG  ------ NEG NEG

Amostras com a indicag¢do (-----) ndo foram incluidas no estudo piloto ¢ com a indicagdo (ERRO) sofreram

interferéncia do ion tiocianato, do composto Guanidina Tiocianato.
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APENDICE Q — ELETROFORESE DE AMOSTRAS COM ALTA POSITIVIDADE
SOROLOGICA (ESTUDO PILOTO)

Resultado de ensaio de PCR-convencional (empregando os iniciadores 121/122 para
amplificar um produto de 330pb do DNA do cinetoplasto) para as amostras de sangue com
alta positividade sorolégica (ESTUDO PILOTO), extraidas por kit. As amostras 48, 50, 52 e
56 apresentaram interferéncia do ion tiocianato (Guanidina Tiocianato). A analise

espectrofotométrica completa consta no APENDICE T.

Foto de gel de agarose a 1,5% revelado com Brometo de etidio (1mg/mL). As amostras 25, 26, 31, 32, 34, 35,
36, 38, 44 e 37 apresentaram positividade na amplificagdo do fragmento de 330 pb do DNA do cinetoplasto, bem
como, do fragmento de 660 pb, que é multiplo do fragmento de 330 pb. (C+) — DNA de cultura de T. cruzi.

Anilise espectrofotométrica de amostras de DNA extraidas de sangue humano por meio de kit de extragdo de
DNA para um volume de 200 pL de tampao especifico do kit de extracdo (APENDICE T).
Classificacio numérica | Sample ID | ng/ul | A260 | A280 | 260/280 | 260/230

25 426 12,69 0254 0,128 1,98 0,88
26 427 23,73 0475 0239 198 0,66
28 437 208 0,06 0025 24 0,12
31 447 389 0,078 0033 236 0,35
32 448 097 0019 0011 181 0,3
34 450 2,52 005 0,025 2 0,19
35 457 2,57 0051 0002 22,67 0,14
36 467 1,54 0031 001 324 0,06
37 468 2 0,04 0016 246 0,28
38 469 3,85 0077 0,039 2 0,12
44 477 46 0,092 0026 3.5 0,52
48 487 260,13 -5203 -598 0,87 1,74
50 489 152,08 -3,042 -3489 0,87  -146846
52 492 117,72 -2,354 2,733 0,86 6,43

56 497 -98,53  -1,971 -2,317 0,85 -1,14
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APENDICE R — ELETROFORESE DE AMOSTRAS COM BAIXA POSITIVIDADE
SOROLOGICA (ESTUDO PILOTO)

Resultado de ensaio de PCR-convencional (empregando os iniciadores 121/122 para
amplificar um produto de 330pb dp DNA do cinetoplasto) para as amostras de sangue com
baixa positividade sorologica (ESTUDO PILOTO), extraidas por kit. A amostra 60
apresentou interferéncia do ion tiocianato (Guanidina Tiocianato). A  analise

espectrofotométrica completa consta no APENDICE U.

Foto de gel de agarose a 1,5% revelado com Brometo de etidio (1mg/mL). As amostras 3, 5, 8, 9, 10, 14, 16, 18,
21, 39 e 40 apresentaram positividade na amplificagdo do fragmento de 330 pb do DNA do cinetoplasto. (C+) —
DNA de cultura de 7. cruzi.

Anilise espectrofotométrica de amostras de DNA extraidas de sangue humano por meio de kit de extragdo de
DNA para um volume de 200 uL. de tampdo especifico do kit de extragdo (APENDICE U).
Classificacio numérica | Sample ID | ng/nl | A260 | A280 | 260/280 | 260/230

3 369 2835 0,567 0,309 1,83 0,28
5 378 849 0,17 0,09 1,88 0,04
8 391 239 0,048 0,02 24 0,17
9 396 239 0048 0019 245 0,1

10 397 16,75 0335 0,183 1,83 0,73
11 398 11,95 0239 0,123 1,94 1,16
14 401 568 0,114 0038 2,98 0,34
16 403 3,09 0,062 0031 1,99 0,18
17 404 74 0,148 0,083 1,79 0,08
18 405 1,62 0,032 -0,035 -0,93 0,18
19 406 823 0,165 0,085 1,94 0,85
21 420 45 09 0477 1,89 1,66
39 471 11,49 023 0,124 1,86 0,12
40 472 6,19 0,124 0067 1,83 0,23

60 501 -201,41  -4,028  -4,641 0,87 2,2
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APENDICE S - ELETROFORESE DE AMOSTRAS COM NEGATIVIDADE
SOROLOGICA (ESTUDO PILOTO)

Resultado de ensaio de PCR-convencional (empregando os iniciadores 121/122 para
amplificar um produto de 330pb do DNA do cinetoplasto) para as amostras de sangue com
Sorologia Negativa (ESTUDO PILOTO) extraidas por kit. As amostras 51, 57 e 65
apresentaram problema em fung¢do do ion tiocianato (Guanidina Tiocianato). A analise

espectrofotométrica completa consta no APENDICE V.

Foto de gel de agarose a 1,5% revelado com Brometo de etidio (1mg/mL). As amostras 1, 2, 4, 6, 7, 13, 20, 30,
33,41, 43 e 45 apresentaram positividade na amplificagdo do fragmento de 330 pb do DNA do cinetoplasto, bem
como, algumas amostras exibiram o fragmento de 660 pb, que ¢ multiplo do fragmento de 330 pb. (C+) — DNA
de cultura de 7. cruzi.

13 20 30 33 41

Anilise espectrofotométrica de amostras de DNA extraidas de sangue humano por meio de kit de extragdo de
DNA para um volume de 200 pL de tampao especifico do kit de extracdo (APENDICE V).
Classificacio numérica | Sample ID | ng/nl | A260 | A280 [ 260/280 | 260/230

1 364 97 0,194 0,098 1,97 0,41
2 365 3,68 0,074 0,054 1,36 0,08
4 370 2,87 0,057 0,041 1,39 0,14
6 379 3557 0,711 0,369 1,93 1,06
7 390 541 0,108 0,077 1,41 0,11
13 400 38,78 0,776 0411 1,89 0,47
20 407 4838 0,968 0,515 1,88 1,67
30 446 042 0008 -0,007 -1,18 0,07
33 449 064 0,013 0014 092 0,04
41 473 10,87 0217 0,128 1,69 0,11
43 475 30,16 0,603 0,309 1,95 1,08
45 479 22,59 0452 0,252 1,79 0,4
51 491 278,94 5579 -6,423 0,87 1,52
57 498 363,7 -7,274 -8288 0,38 1,45

65 507 -451,38  -9,028 -10,363 0,87 1,41
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APENDICE T — ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS COM ALTA

POSITIVIDADE SOROLOGICA (ESTUDO PILOTO)
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APENDICE T — ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS COM ALTA
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POSITIVIDADE SOROLOGICA (ESTUDO PILOTO) (CONTINUACAO)
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APENDICE U — ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS COM BAIXA

POSITIVIDADE SOROLOGICA (ESTUDO PILOTO)
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APENDICE U — ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS COM BAIXA
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POSITIVIDADE SOROLOGICA (ESTUDO PILOTO) (CONTINUACAO)

$ZT/BZ LILE'0/S60000° ) £¥B1848+6E20ZASN sanses S6+'8 88" k- 0gz 00'0% 0z'z 80 Wa'k- 8T0'F- b L0Z- BZZh VEOZ/OLE L HnEsEa 1og
$ZT/BT AL 0/SE0000") £¥B1848+620ZASN sanses 0Z+'0 £E5'0 08z 00'0% £z'0 28} i90°0 ¥Z1'0 618 8T Zh VEOZ/O LB HnEEa zik
$ZT/BZ LILE'0/SE0000"} £¥B18£8+6E20ZASN sanses #00°0 £48°F [i]:24 00'0% EAN] a8k ¥Z1°0 0£z'0 B HE LT VEOZ/O LB HnEEa 733
$T/BZ VAL 0/SE0000") £¥B18£8+EE0ZASN sanseEs 1800 bE0 0gz 00'0% 29k -1:4 Li¥'D 006'0 00's% T Tk VEOZ/OLE L HnEEa 0ZF
$T4BZ LILE'0/S60000 ") £¥B18£8+620ZASN sansea 620°0 FELD 08z 00'0% sg8'0 FEL 580°0 S91'0 £T'8 2T Th VLOZ/OWE HnEEa 0+
$TIBZ AL 0ISE0000°) £¥B188+6E20ZASN sanseEs 86£°0 8440 08z 00'0% 310 £6°0- SE0°0- zeno ze'h ¥ZTZh VEOZ/O LB HnEEa S0+
$T/BZ VAL 0/SE0000") £¥B1848+620ZASN sanses zoo'o o58'k 08z 00'0% 200 Bk £80°0 k10 [Tars £TZh VEOZ/O LB HnEEa ¥OF
$TIBT LILE 0/S60000°) ¥BI18L8+EEDTASN sansea £040 VE'D 08z 00'0% a0 BE'} 1£0°0 zZa0'n B0'E zZTTh VEOZ/OLE L HnEEa £0F
$ZT/BZ LILE'0/S60000° ) £¥B1848+6E20ZASN sanses 620°0 ges0 0gz 00'0% ¥£'0 362 8£0°0 Fh10 88'5 [E4-41 VEOZ/OLE L HnEsEa LoF
$ZT/BT AL 0/SE0000") £¥B1848+620ZASN sanses S00°0 g0z'0 08z 00'0% bk FE L £21°0 BEZ'0 SEHE [E4-41 VEOZ/O LB HnEEa 868
$T/BT LILG'0/SE0000 " b0 LEPEEDTASN aunsea 650°0 0a¢o 05z 00'0% £L0 -4 £21°0 =301} =¥ 0zzh VLOZ/OLEL HneEa LBE
$T/T LILGI0ISE0000° LpOIGLEPEEDTASN ainsea £p0°0 1] 05z 00'0% ok'o SPE 6L0°0 2900 BE'Z BLZh LLOZ/OLEL HneEg 968
$TIBT LILG'DIBE0000°) LPOIELEPEEDTASN aunseap 200'0 840 0gT 0o0'0g Lo 0P’z 0zo'o 8p0°0 BE'T sLzh LLoz/oLiEL HneEa 113
$TIET 1L 0/SE0000"} LPOIELEPEEDTASN anseap 6700- gal's 0gz 00'0% #0°0 88} 080°0 0ilro 6’8 LLETh LLOZ/OLIEL Hnes=a 818
PTIBT LILG 0IBE0000"L LPOIELEFEEDTASN anseap 580°0 LP0°T 0gz 0o0'0g 8z'0 £8't 60E°0 950 ge'8T aLzh LLOZ/OLIEL Hnes=a 69E
# sdiy e ‘sqe sod ai al

‘Buyuos LELH] FETVENL ELETM obe JosinD JesnD uElsueD 0£Z/09T 08T/09T 08Ty 09z 1nsfu CIUIN =1=q 1msn sldwes

1| #abeg oiLe Lwozemz| _ praw aimanp | sdil gssl .b_x.mjwzqm.mﬂwwwmﬂ‘m Hodsy




111

APENDICE V — ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE AMOSTRAS COM
NEGATIVIDADE SOROLOGICA (ESTUDO PILOTO)

CELTERRRE
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APENDICE X — ALINHAMENTO (BLASTN-NCBI) PARA O INICIADOR 121 — 1

NCBI Blast:Nucleotide Sequence (27 letters) http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool
te! Formatting Results - HB1JRE31015

Nucleatide Sequence (27 letters)

Query ID Ic)|23113 Database Name
Description  None Description Al GenBank+ EMBL +DDBJ + PDE sequences (bul no EST,
Molecule type  nucleic acid STS, GSS,environmenlal samples or phase 0, 1 or 2
Query Length 27 HTGS sequences)

Program BLASTMN 2 2.26+

Distribution of 117 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 >=200

1 5 10 15 20 25

lde 19 17-01-2012 11:38
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APENDICE X — ALINHAMENTO (BLASTN-NCBI) PARA O INICIADOR 121 — 1

(CONTINUACAO)

NCBI Blast:Nucleotide Sequence (27 letters)

©Descriptions

Legend for links to other resources: [ unicene @ ceo @ cene E structure [ Map Viewer Bd pubchem BioAssay

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

2de 19

isolate 02mp26

Accession Description Max Jotal Query E Max Links
SCOre SCore coverage value ident
. Galusgallus geromic DNA cruzi
FR71S7011  minicircle DNA, isolate 3691, clone G2 763 HE0%% 10 8%,
T Gallus gallus genomic DNA T cruzi . ”
FRI969.1  minicircle DNA, isolate 9813, clone 53C 3.2 100% 10 96%
. Gallus gallus genomic DNA cruzi . "
EncOs096 1 minicircle, isolate 9840-15, clone 62C 382 100%. 1.0 96%
— Trypanosoma cruzi clone 129-¢102 minicircle, partial sequence;
EI007376.1 yinetoplast 382 100% 10 96%
. = Homo sapiens genomic DNA containing Trypanosoma cruzi e " .
[EN3g7a26 1 kinetoplast minicircle DNA, patient 55, clone c168 S 202 100% 19 96%
N Homo sapiens genomic DNA containing Trypanosoma cruzi .
EN397824.1  yinetoplast minicircle DNA, patient 50, clone 6120 8.2 38.2 100% 10 96%
Homo sapiens genomic DNA containing Trypanosoma cruzi o "
EM207287.1  \inetoplast minicircle and ORFc314 DNA, case 14097, clone 314 38.2 100% 10 96%
) Homo sapiens genomic DNA containing Trypanosoma cruzi "
Evin72e0.1 kinetoplast minicircle DNA, patient 1434_85, clone 212E 20,2 sok 1008w 10 6%
- s, Trypanosoma cruzi stain CL Brener clone B10 miricircle, partial . y
EU088386.1 sequence; kinetoplast 382 100% 10 96%
. Trypanosoma cruzi strain CL Brener clone D1 minicircle, partial T o "
EU088393.1 sequence; kinetoplast 382 382 100% 10 96%
- . Trypanosoma oruzi strain CL Brener clone A9 minicircle, partial ” -
EU088379.1 sequence; kinetoplast 382 100% 10 96%
_ Trypanosoma cruzi strain CL Brener clone A4 minicircle, partial . ”
EUOBB378.1  gaquience; kinetoplast 382 100% 10 96%
- Trypanosoma cruzi strain CL Brener clone A2 minicircle, partial . y
B sequence; kinetoplast 382 A80% 10 965
Trypanosoma cruzi clone 533-FF05 kinetoplast minicircle, partial
DOB35660.1 <o 8.2 382 100% 10 96%
quence
Trypanosoma cruzi clone 531-FF01 kinetoplast minicircle, partial
DQ835659.1 se 282 382 100% 10 96%
= quence e
- Trypanosoma cruzi clone 531-F03 kinetoplast minicircle, partial i
D835656.1 i 382 382 100% 10 98%
quence
S Trypanosoma cruzi clone 531-D03 kinetoplast minicircle, partial o "
DOB3SE52L  gequence 382 100% 10 96%
~ ... Trypanosoma cruzi clone 531-B03 kinetoplast minicircle, partial o . ’
DQ835650.1 sequence 382 382 100% 10 96%
Trypanosoma cruzi clone FGz 8-1 kinetoplast minicircle sequence 38.2 100% 10 96%
Trypanosoma cruzi clone FGz 8-4 kinetoplast minicircle sequence 38.2 100% 1.0 96%
Tr cruzi i minicircle, strain M109, " "
isolate Tm_15 382 100% 10 96%
Trypanosoma cruzi marinkellei kinetoplast minicircle, strain M109, o "
AJTABOTOL  jgopiTm 13 382 100% 10 96%
Tr cruzi minicircle, strain M109, " G
AJTIBOT6L  iote Tm o 38.2 100% 10 96%
- ., Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle, lineage Ile, strain X154/7, . "
AJ7AB063.1 jcopie JP708 2 382 100% 10 96%
. . Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle, lineage I1d, strain Sc43 cll, . " "
J748030.1 isolate JP704 3.2 382 100% 10 96%
- . Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle, lineage 1d, stain MN ol2, . -
AJ748002.1 isolate 02mp03 38.2 382 100% 10 96%
Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle, lineage |1d, strain MN cl2, - .
isolate 02mpo2 382 100% 10 96%
Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle, lineage I1d, strain MN cl2, . .
isolate 02mp01 382 382 100% 10 8%
. Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle, lineage |1b, strain Tu18 cl2, o -
AJTATI96L  iolnte 02mpa7 382 382 100% 10 96%
HE Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle, lineage |1b, strain Tuls cl2, 5 o
AJ747995.1 isolate 02mp36 382 100% 10 96%
Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle, lineage I1b, strain Tuls cl2,
isolate 02mp30 382 100% 10 96%
Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle, lineage |1b, strain TU18 cl2, i =
isolate 02mp29 382 100% 10 96%
o,  Trypanosomacruzikinetoplast minicircle, lineage Ilb, stain TULB cl2, . .
AJATS2L  igoiie D2mp2s 28.2 382 100% 10 96%
Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle, lineage |1b, strain TU18 cl2,
AJ747981.1 382 382 100% 10 96%

17-01-2012 11:38
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(CONTINUACAO)

5de 19

NCBI Blast:Nucleotide Sequence (27 letters) http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

NOP
ERROR.ERROR.ERROR.ERROR

©Alignments
>anb|FR719701 1|, Gallus_gallus genomlc DNA containing Trypanosoma cruzi kinetoplast
minicircle DNA, isolate 35691, clone G2
Length=917

Sort alignments for this subject sequence by:
E value Score Percent identi t¥
Query start position Subject start position
Score = 38.2 bits (19& Expect
Tdentities = 26/27 (96%), Gaps = 1/27 (4%)
St rand=Plus/Plus

coset 75 IHMHIAGGIEIEHTI o
Score = 38.2 bits (19),

Expect = 1.0
Identities = 26/27 (96%), Gaps = 1/27 (4%)
St rand=Plus/Plus

TAATGTTACGGGTGAGATGCATGA

ibm enn WP AT o

>anb|FR719698 1| . Gallus gallus genomlc DNA containing Trypanosoma cruzi kinetoplast
Elnlgﬁrg}e DNA, isolate 9813, clone 53C
ength=!

Score = 38.2 bits (19& Expect
Identities = 26/27 (9 %), Gaps = =175 (4%)
St rand=Plus/Plus

TAATGTTACGGGTGAGATGCATGA

orer 215 WS EERIHINL 2o

>emb | FN598996 . 1{ Gallus gallus genomic DNA containing Trypanosoma cruzi kinetoplast
Elnlcﬁr;le isolate 9840-15, clone 62C
engtl

Score = 38.2 bits (19 & Expect =
Identities = 26/27 (96%), Gaps = 1/27 (4%)
St rand=Plus/Plus

TAATGTTACGGGTGAGATGCATGA

Gorer 5o WMLTEE LTS s

;gb|FJO%7376 .1| Trypanosoma cruzi clone 129-c102 minicircle, partial seguence;
ineto|
Lengthg367

Score = 38.2 bits (19), Expect = 1.0
Identities = 26/27 (96%), Gaps = 1/27 (4%)
St rand=Plus/Plus

TAATGTTACGGGTGAGATGCATGA

hree e MMHH EEOHIRINY 2,

>emb|FN397828 1| Homo saglens genoml: DNA containing Trypanosoma cruzi kinetoplast
m1n1c1rcle DNA, patient 55, clone cl168
Length=367

Score = 38.2 bits (19& Expect

Tdentities = 26/27 (96%), Gaps = 1/27 (4%)

St rand=Plus/Plus

TAATGTTACGGGTGAGATGCATGA

sorer 2 W SHEININL 2.

>emb|FN397824.1| Homo sapiens genomic DNA containing Trypanosoma cruzi kinetoplast
Elnlgﬁrgle DNA, patient 50, clone c120
eng

Score = 38.2 bits (19), Expect
Identities = 26/27 (96%), Gaps = 1/27 (4%)
St rand=Plus/Plus

TAATGTTACGGGTGAGATGCATGA

orer s ST SEEEHINY 2.

17-01-2012 11:38

115



116

APENDICE Y — ALINHAMENTO (BLASTN-NCBI) PARA O INICIADOR 121 —2

MNCRBI Blast:Mucleotide Sequence (27 lstters) httpef/blast.nebi.nlm.nih.gowBlast.cgl

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool
Formatting Results - XBUCY43V01W

Nucleotide Sequence [27 letters)

Query ID  Icl|15861 Database Mamg nr
Description MNone Description All GenBank+EMEL+DDEJ+PDE
Molecule type  nucleic acid sequences (bul no EST, STS,
Ruery Length 27 G55.emironmental samples or phase
0, 1or 2HTGS SEQUENCES)
Program BLASTN 2.2 26+

Distribution of 103 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200

10 15 20 25

Query

=
(]

1 de23 11-08-2012 09:52
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APENDICE Y — ALINHAMENTO (BLASTN-NCBI) PARA O INICIADOR 121 — 2
(CONTINUACAO)

2de 23

NCBI Blast:Nucleotide Sequence (27 letters)

©Descriptions
Legend for links to other resources: M unicene [3 Geo [E Gene E structure [ Map Viewer Ed
PubChem BioAssay

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Accession Description Max Total uer E Max Links
score score coverage value ident
Gallus gallus genomic DNA containing
FR719709.1 Trypanosoma cruzi kinetoplast 38.2 74.3 100% 11 100%
minicircle DNA, isolate 4938, clone V16
Gallus gallus genemic DNA containing
FR719697.1 Trypanosoma. cruzi kinetoplast 38.2 38.2 100% 11 96%
minicircle DNA, isolate 9813, clone 44C
Gallus gallus genomic DNA containing
FR719696.1 Trypanosoma cruzi kinetoplast 38.2 38.2 100% 11 96%
minicircle DNA, isolate 149, clone 77XC
Gallus gallus genemic DNA containing
- = Trypanosoma cruzi kinetoplast " 5
ER719694.1 minicircle DNA, isolate 3817, clone 382 382 100% 11 96%
51XC
Homo sapiens genomic DNA containing
EN397834.1  Trypanosoma cruzi kinetoplast 382 38.2 100% 11 96%
minicircle DNA, patient 16, clone c85
Homo sapiens genomic DNA containing
EN397832.1  Trypanosoma cruzi kinetoplast 382 38.2 100% 11 96%
minicircle DNA, patient 27, clone c32
Homo sapiens genomic DNA containing
} Trypanosoma cruzi kinetoplast 5 ’
EMZ07525.1, minicircle and ORFc186 DNA, patient 882 2 100% 1L 26
1399_26, clone 186
Homo sapiens genomic DNA containing
_ ; Trypanosoma cruzi kinetoplast " 5
EM207312.1 minicircle, ORF1c161 and ORF2c161 382 5852 100% 11 06%
DNA, patient 1386_19, clone 161
Homo sapiens genomic DNA containing
: Trypanosoma cruzi kinetoplast 5 5
EM207258.1 minicircle DNA, patient 1287_2, clone 382 38.2 100% 11 96%
37
. 3 Trypanosoma cruzi isolate LBIV , 5
EU605980.1 minicircle; kinetoplast 38.2 38.2 100% 11 96%
-~ - Trypanosoma cruzi strain CBB cl3 . 5
EJ481521.1 minicircle, partial sequence; kinetoplast 382 382 100% L 96%
N Trypanosoma cruzi strain SC43 cl1 5 .
EJ451520.1 minicircle, partial sequence; kinetoplast 382 2 100% 1L 86
iy e Trypanosoma cruzi strain Cutia cll " 5
E3481519:1 minicircle, partial sequence; kinetoplast 282 5852 100% 11 06%
Trypanosoma cruzi strain CL Brener
EU088401.1 clone D9 minicircle, partial sequence; 35 2 38.2 100% 11 96%
kinetoplast
Trypanosoma cruzi strain CL Brener
EU088400.1 clone D5 minicircle, partial sequence; 33 7 38.2 100% 11 96%
kinetoplast
Trypanosoma cruzi strain CL Brener
EU0gg399.1  clone D4 minicircle, partial sequence;  3s 7 38.2 100% 11 96%
kinetoplast
Trypanosoma cruzi strain CL Brener
EU088398.1 clone C7 minicircle, partial sequence; 33 » 38.2 100% 11 96%

kinetoplast

11-06-2012 09:52
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(CONTINUACAO)

MNCRBI Blast:Mucleotide Sequence (27 letters) httpef/blast.nebi.nlm.nih.gow/Blast.cgl

Accession Description Total OQuery

(€ SCOVE COVErAQe
Trypanosoma cruzi kineloplasl
AJ7AR034.1 minicircle, lineage I1d, slrain Sc43 cll, 387 100% 11 o5
~ isolale JP708

Trypanosoma cruzi kineloplasl
minicircle, lineage Ild, slrain Sc43 cll,
isolale JP7O7

3B.2 100% L DE%

Trypanosoma cruzi kineloplasl
minicircle, lineage I1d, slrain Sc43 cll, 352 387 100% 11 o5
isolale JP7O6

Trypanosoma cruzi kineloplasl
minicircle, lineage Ild, slrain Sc43 cll,
isolale JP705

3B.2 100% 15l D&%

[E7 Designing or Testing PCR Primers? Try your

BAlignments

=emb |FR719709,1] Gallus gallus genomic DMA containing Trypanosoma cruzi kinetopl
El“l%ﬁr%éi DMA, "isolate 4938, clone V16
angth=

Sort alignments for this
E walue Score Percer
5 Query start position
Score = 3B8.2 bits (19% Expect = 1.1
Identities = 26/27 (9 ‘55 Gaps = 1/27 (4%)
Strand=Plus/Plus

AARTAATGTTACGGGGGAGATGCATGA

wrer w2 WA ACIIHIE o,

Score = 36.2 bits (18%) Expect
Tdentities = 18/18 (100%), Gaps
Strand=Plus/Plus

ery 10 TACGGGGGAGATGCATGA

N L

=emb |FR719697. 1] Gallus gallus genomic DNA containing Trypanosoma cruzi kinetepl
El“l%ﬁr%%g DA, "isolate 9813, clone 44C
ength=

Score = 38.2 bits (19% Expect = 1.1
Tdentities = 26/27 (9 dﬁ Gaps = 1;’27 (4%)
Strand=Plus/Flus

AAATAATGTTACGGLGGAGATGCATGA

corer a1 AAAF ST <eo

=emb |[FR719696. 1] Gallus gallus genomic DMA containing Trypanosoma cruzi kinetopl
Elm_%lrcle DMA, isolate 149, clone 77XC
angth

Score = 38.2 bits (19), Expect =1.1

4.2
0/18 (0%)

7de23 11-06-2012 09:52
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APENDICE Z - ALINHAMENTO (BLASTN-NCBI) PARA O INICIADOR 122

NCBI Blast:Nucleotide Sequence (26 letters) http://blast.nchi.nlm .nih.gov/Blast.cgi

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

MNCEI ELAST! blasin suite! Formatting Results - XBUNFAR3 01N

Formatting options
Download

Nucleotide Sequence (26 letters)

Query ID  [cl47517 Database Name nr
Description Mone Description  All GenBark+EMEL+DDBJ PDE sequences (bul no EST,
Molecule type  nucleic acid STS, GS5.emvironmenlal samples or phase 0, 1 or 2
Query Length 25 HTGS sequences)

Frogram BLASTHN 2.2.26+

Graphic Summary

Distribution of 132 Blast Hits on the Query Sequence

Celor key for alignment scores

<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Query

1 5 10 15 20 25
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APENDICE Z - ALINHAMENTO (BLASTN-NCBI) PARA O INICIADOR 122
(CONTINUACAO)

INCBI Blast:Nucleotide Sequence (26 letters) http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Descriptions
Legend for links to other resources: [ unicene @ ceo [E cene H structure [ Map Viewer B4 pubChem BioAssay
Accession Description Max Total Query E Max Links
score score coverage value ident
Gallus gallus genomic DNA a Ty cruzi o -
b laned minicircle DNA, isclate 9813, clone V100 20 = w0 Lt 100
Gallus gallus genomic DNA g Tryf cruzi F
o 5
ERIEITIG minicircle DNA, isolate 9813, clone V82 29 e o el 200
Gallus gallus genomic DNA g cruzi o "
ER719715.1 minicircle DNA, isolate 9849, clone V68 520 520 100% 6e-05 1o0%
Gallus gallus genomic DNA aTn eruzi " o
FRZA9714L  minicircle DNA, isolate 9849, clone VG5 52, =l Aas Bets oo
Gallus gallus genomic DNA g Tryf cruzi [ . ;
ER7ISTIZL minicircle DNA, isolate 9848, clone V62 20 5 L et 1o
Gallus gallus genomic DNA g cruzi - .
ER719712.1 minicircle DNA, isolate 4973, clone V38 520 520 100% 6e-05 100%
Gallus gallus genomic DNA g Try cruzi " "
ER719711.1 minicircle DNA, isolate 4973, clone v32 220 520 100% 6e-05 1o0%
Gallus gallus genomic DNA aTn cruzi " o
EREATICT minicircle DNA, isclate 4938, clone V18 528 2R o Eeis oo
Gallus gallus genomic DNA g Tryf cruzi ¥ " .
e minicircle DNA, isolate 4938, clone V16 25 98.1 100% 6e-05 100%
Gallus gallus genomic DNA g cruzi
ER719708.1 minicircle DNA, isolate 4938, clone V4 520 520 100% 6e-05 1o0%
Gallus gallus genomic DNA aTn cruzi o .
FRI19707:4 minicircle DNA, isolate Pinto07, clone A96 820 e e Bebls o
Gallus gallus genomic DNA gTn cruzi . .
ERETOe minicircle DNA, isolate Pinto01, clone A70 2 528 Ao L oo
Gallus gallus genomic DNA g cruzi & "
ER719704.1 minicircle DNA, isolate 3982, clone AL 520 520 100% 6e-05 100%
Gallus gallus genomic DNA g Try cruzi . .
ER719703.1 minicircle DNA, isolate 9817, clone G34 520 520 100% 6e-05 1o0%
Gallus gallus genomic DNA aTn cruzi - .
ERTASHZE minicircle DNA, isclate Pinto01, clone G13 520 R o o085 A
Gallus gallus genomic DNA g Tryf cruzi F
EEZASIIEL minicircle DNA, isolate 3691, clone G2 29 B R a0 e
Gallus gallus genomic DNA g cruzi
ER719700.1 minicircle DNA, isolate 338, clone 79XC 520 104 100% 6e-05 100%
Gallus gallus genomic DNA aTn eruzi " "
i ] minicircle DNA, isolate 3982, clone 78C 525 52.0 100% Ge-05 100%
Gallus gallus genomic DNA a Ty cruzi s o
ERIEEREL minicircle DNA, isolate 9813, clone 53C R4 1 e St 10
Gallus gallus genomic DNA g Tryf cruzi F 3 o
ER719697.1 minicircle DNA, isolate 9813, clene 44C 520 104 100% 6e-05 100%
Gallus gallus genomic DNA g Tn cruzi " "
ER719685.1 minicircle DNA, isolate 3982, clone 74XC 520 520 100% 6e-05 1o0%
Gallus gallus genomic DNA aTn cruzi " "
FRILIS#LY minicircle DNA, isolate 3817, clone 51XC 4 52.0 100% Ge-05 1o0%
Gallus gallus genomic DNA g Tryf cruzi F
ERBIIELL minicircle DNA, isolate 3982, clone 32C 2L bR w0 Getn 10
Gallus gallus genomic DNA g cruzi - .
ENBOOS67.1  minicircle DNA, isolate 9849-12, clone 04C 520 220 100k fely  1U0%
Gallus gallus genomic DNA 4T cruzi " o
ENS99000.1 minicircle, isolate 3882-33, clone G32 520 52.0 100% 6e-05 100%
Gallus gallus genomic DNA aTry cruzi " "
FhEdnoney minicircle, isolate 3882-33, clone G24 L 52.0 100% 6e-05 100%
Gallus gallus genomic DNA g Tryf cruzi F
EN568998.1 minicircle, isclate 3882-33, clone 45XC 520 52.0 100% 6e-05 100%
Gallus gallus genomic DNA ining Try cruzi ki
ENS98997.1 minicircle, isolate 9840-15, clone 66C 520 520 1002 6e-05 1o0%
Gallus gallus genomic DNA aTn cruzi 3 4
FHSA0R98. minicircle, isolate 9840-15, clone 62C 848 S o Bebls a0
Gallus gallus genomic DNA g Tryf cruzi [ " "
ENSIER.E minigircle, isolate 9813-14, clone 37C 20 528 Ao L oo
2 de 22 11-06-2012 09:56
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APENDICE Z - ALINHAMENTO (BLASTN-NCBI) PARA O INICIADOR 122
(CONTINUACAO)

NCBI Blast:Nucleotide Sequence (26 letters) http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Accession Description Max Total uer E Max  Links
score  score  coverage  value ident

Homp sapiens genomic DA conlaining TrypPanos0oma Cruel
5240 520 10014 6e-05 100%

EMZ07365.1  ineipplast minicicle and ORFC143 DA, palienl 146151, clone 143 228

Homo sapiens genomic DA conlaining Trypanosoma cruzi
EM2C736%1  |inainplast minicircle and DRFC142 DA, palienl 1461_51, clone 142 220 524 10r4 oe-0z  100%

Homo sapiens genomic DA conlaining Trypanosoma cruzi
EMZ07363.1 kineloplasl minicircle and ORFC140 DA, palienl 1461_51, clone 140 520 5240 1064 Ge-05 100%

Homo sapiens genomic DA conlaining Trepanosoma cruzi

EMZCT382.1  |inaioplasl minicicle and ORFC135 DA, case 1457 50, clone 135 520 150 10084 6e-05  100%
Homo sapiens genomic DNA conlaining Trypanosoma cruzi

EMA ST kineloplasl minicircle DMNA, case 141448, clone 169 220 540 TR 6a:05 100%
Homp sapiens genomic DA conlaining Trypanosoma Cruel

EM207360.1 000 piast minicicle and ORFCS37 DNA, case 145346, clone 537 220 158 100 Ge-05 100%
Homo sapiens genomic DA conlaining Trypanosoma cruz

EM207359.1 kineloplasl minicircle and ORFLC533-0RF30533 DNA, case 1458_46, 524 172 1004 Ge-05 100%
clone 533
Homp sapiens genomic DA conlaining Trypanosoma Cruel

EmM2z07353.1  kineloplas! minicircle and ORF1c531-DRF5C531 DNA, case 1453 46, 574 174 100% 68-05  100%
clone 531
Homo sapiens genomic DhA conlaining Trypanosoma cruzi

EMZ07356.1 5241 148 100% fe-05  100%

kineloplasl minicircls DRA, palienl 1466 42, clone 131

2 Designing or Testing PCR Primers? Try your

Alignments

=emb [FR719717. 1| Gallus gallus genomic DMA containing Trypanosoma cruzi kinetoplast
minicircle DMA, isolate 9813, clone V1
Length=330

Score = 52.0 bits 26% Expect = 6e-05
Tdentities = 26/26 (1 é‘%) aps = 0726 [0%)
5t rand=Plus/Minus

GETTCOATTGGGGTTOGTGTAATATA

gbjct e CMSHHECHIEHIN Ses

=emb [FR719716.1] Gallus gallus_ genomic DMA containing Trypanosoma cruzi kinetoplast
Elnlgﬁrg%g DNA, "isolate 9613, clone W2
eng

Score = 52, E] its 26[!3 Expect
Identities = 26/26 (1 é‘%) aps
Strand=Plus/Minus

TTCGATTGGGGTTGETGTAATA

ey 555 WHLCHTQETHNN S

=emb |[FR719715.1] Gallus gallus genomic DMNA containing Trypanosoma cruzi kinetoplast
Elnlc%rg%g DNA, "isolate 9849, clone VBB
engt

Score = 52.0 bits (26% Expect = He-05
Tdenfities = 25/76 (166%), aps = 0/26 [0%)
Strand=Plus/Minus

GETTCGATTGGGGTTOGTGTAATATA

gbjct s CHHHECEHIIEI 2.

=emb |[FR719714.1] Gallus gallus genomic DNA containing Trypanosoma cruzi kinetoplast
minicircle DNA, isolate 9849, clone V&S
Length=338

Score = 52.0 bits ( 5), Expect
Identities = 26/26 (100%), Gaps

Ge-05
0726 (0%)

Ge-05
0/26 (0%)

5 de 22 11-06-2012 09:56




APENDICE W - ALINHAMENTO (BLASTN-NCBI) PARA O INICIADOR DIAZ-7

1de 25

NCEBI Blast:Nucleotide Sequence (21 letters) httpefblast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.ogi

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool
Jite! Formatting Results - HAZB426M013

Nucleotide Sequence (21 letters)

Query ID  [cl|18773 Database Mame nr

Description Mone Description Al
Molecule type  nucleic acid GenBank+EMEL + DDBJ+FDE
Query Length 21 sequences (bul no EST, 5T3,

G55 environmenlal samples
or phased, 1 or 2 HTGS
SEQUENCES)

Frogram BLASTN 2.2.26+

Graphic Summary

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores
<40 40-50 { 80-200 »=200
Query

1 4 g8 12 16 20

17-01-2012 10:58
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APENDICE W - ALINHAMENTO (BLASTN-NCBI) PARA O INICIADOR DIAZ-7
(CONTINUACAO)

NCBI Blast:Nucleotide Sequence (21 letters) http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

©Descriptions
Legend for links to other resources: [ unicene A ceo M Gene E structure [ Map
viewer Bl PubChem BioAssay

Accession Description Max Total uer E Max Links
score score coverage value ident

Trypanosoma Cruzi
HOQ3235292.1 isolate PG98 satellite 4
sequence

=

42.1 100% 0.025 100%

Trypanosoma cruzi
HO335291.1 isolate Dm12 satellite 4
sequence

=

42.1 100% 0.025 100%

Trypanosoma cruzi
HQ335290.1 isolate Rp523 satellite 42
sequence

=

42.1 100% 0.025 100%

Trypanosoma cruzi
HO335289.1 isolate Dm38 satellite 4.
sequence

=

42.1 100% 0.025 100%

Trypanosoma cruzi
HO335288.1 isolate X1084 satellite 4
sequence

i

42.1 100% 0.025 100%

Trypanosoma cruzi
HO335287.1 isolate SN8 satellite 4
sequence

3
=

42.1 100% 0.025 100%

Trypanosoma cruzi
HQ335286.1 isolate N5P14 satellite 4
sequence

i

42.1 100% 0.025 100%

Trypanosoma cruzi
HQ335285.1 isolate Dm28 satellite 42
sequence

=

42.1 100% 0.025 100%

Trypanosoma cruzi
HQ335284.1 isolate Dm11 satellite 42
sequence

=

42.1 100% 0.025 100%

Trypanosoma cruzi
HO335283.1 isolate Dm7 satellite 4
sequence

N2
=

42.1 100% 0.025 100%

Trypanosoma cruzi

HQ335282.1  isolate Coyll satellite 421 42.1 100% 0.025  100%
sequence

Trypanosoma cruzi
HQ335281.1 isolate X380 satellite 42,
sequence

=

42.1 100% 0.025 100%

Trypanosoma cruzi
HO335280.1 isolate Td11 satellite 4
sequence

N
=

42.1 100% 0.025 100%

Trypanosoma cruzi
HQ235279.1 isolate FEC satellite 42,
sequence

=

42.1 100% 0.025 100%

Trypanosoma cruzi
HO335278.1 isolate SP satellite A
sequence

=

42.1 100% 0.025 100%

3de25 17-01-2012 10:58




APENDICE W - ALINHAMENTO (BLASTN-NCBI) PARA O INICIADOR DIAZ-7
(CONTINUACAO)

DOB14506.1

DQ914505.1

DQB14504.1
DQ814503.1

DOB14502.1

DOS14501.1

DO314488.1

DQ914497.1

DQB14496.1

DO914495.1

8de 25

NCEBI Blast:Nudleotide Sequence (21 letters)

Accession Description

Trypanosoma cruzi
clone WL10 1 1
salellile sequence

Trypanos0ma cruzi
clone wL10 32_5
salellile sequence

Trypanosoma Cruzi
clome WwL10 3Z_4
zalellile sequence

TrypEnos0ma CruEi
clome wL10 3Z_3
salellle sequence

Trypanos0ma cruzi
clone Noelll_Z salellile
SEQUENCE

Trypanosoma cruzi
clone MNoelll_1 salellle
SEQUENCE

Trypanos0ma cruzi
clore MNoelg_1 salellile
SEQUENCE

TrypEnos0ma CruEi
clorme MNoel7_2Z =salellile
SEQUENCE

Trypanos0ma Cruzi

clone MNoel7_1 salelile 4

EBQUENCE

Trypanosoma cruzi

clone Noel6_1 salellile 4

EBOQUENCE

Trypanos0ma cruzi
clorne Noelll 3 salellile
SEQUENCE

Trypanos0oma Cruzi
clore Romall_3
salellile sequence

BAlignments

>gb |HQ335292, 1|

Max Total Query E
score score coverage value
421 421 100% 0.025
421 1040% 0025
421 1044 0.025
421 421 1044 0.025
421 421 10474 0025
4 421 1044 0.025
421 1044 0.025
421 421 1044 0.025
42.1 421 10004 0025
421 10474 0025
421 421 100% 0.025
421 421 1044 0.025

[[E™ Designing or Testing PCR Primers? Try your

httpefblast.nchi.nlmnih.gov/Blast.ogi

Max Links

ident

100%

100%

10%

10%

100%

140%

100%

10%

10094

140%

100%

10%

Trypanosoma cruzi isolate PGEB satellite sequence

17-01-2012 10:58
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APENDICE W - ALINHAMENTO (BLASTN-NCBI) PARA O INICIADOR DIAZ-7

(CONTINUACAO)

9de 25

NCBI Blast:Nucleotide Sequence (21 letters) http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Length=195
Score = 42.1 bits (21
Identities = 21/21 (1
Strand=Plus/Plus

ery 1  CGCAAACAGATATTGACAGAG

et 2 WMMACHAHOAL 2

>gb|HQ335291.1| Trypanosoma cruzi isolate Dml2 satellite sequence
Length=195

Score = 42.1 bits (21
Identities = 21/21 (1
Strand=Plus/Plus

ery 1  CGCAAACAGATATTGACAGAG

et 2 WMMASHAHINL 2

>gb|H0335290 1| Trypanosoma cruzi isolate Rp523 satellite sequence
Length=195

Score = 42.1 bits (21
Identities = 21/21 (1
Strand=Plus/Plus

ery 1  CGCAAACAGATATTGACAGAG

oper 2 LAY

>gb|HQ335289 1| Trypanosoma cruzi isolate Dm38 satellite sequence
Length=195

Score = 42.1 bits Exgect
Identities = 21/21 é% aps
Strand=Plus/Plus

1  CGCAAACAGATATTGACAGAG 21

oy > WA >

tgb|H033g§88 .1|] Trypanosoma cruzi isolate X1084 satellite sequence
en

Expect

) 0.025
106%), Gaps = 0/21 (0%)

) Expect
00%), aps

0.025
0/21 (0%)

) Expect
Gé%), aps

0.025
0/21 (0%)

0.025
0/21 (0%)

Expect

Score = 42.1 bits (21)
(1 Oé%), aps

Identities = 21/21
Strand=Plus/Plus

ery 1  CGCAAACAGATATTGACAGAG

et 2 LMMACHAHOL 2

tgb|H03§g§87 .1] Trypanosoma cruzi isolate SN8 satellite sequence
en

0.025
0/21 (0%)

Expect

Score = 42.1 bits (21)
(1 00%), aps

Identities = 21/21
Strand=Plus/Plus

ery 1  CGCAAACAGATATTGACAGAG

et 2 WMMACHAHINA 2

>gb|HQ335286.1] Trypanosoma cruzi isolate N5P14 satellite sequence
Length=195

0.025
0/21 (0%)

17-01-2012 10:58
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APENDICE AA - ALINHAMENTO (BLASTN-NCBI) PARA O INICIADOR DIAZ-8

NCEBI Blast:Nucleotide Sequence (21 letters) httpefblast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.ogi

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool
Jite! Formatting Results - HBEOSAV3ER012

Nucleotide Sequence (21 letters)

Query ID  [cl|37257 Database Mame nr

Description Mone Description Al
Molecule type  nucleic acid GenBank+EMEL + DDBJ+FDE
Query Length 21 sequences (bul no EST, 5T3,

G55 environmenlal samples
or phased, 1 or 2 HTGS
SEQUENCES)

Frogram BLASTN 2.2.26+

Graphic Summary

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores
<40 40-50 { 80-200 »=200
Query

1 4 g8 12 16 20

1de 25 17-01-2012 11:23
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APENDICE AA - ALINHAMENTO (BLASTN-NCBI) PARA O INICIADOR DIAZ-8

NCBI Blast:Nucleotide Sequence (21 letters) http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
©Descriptions
Legend for links to other resources: [ unicene A ceo M Gene E structure [ Map
viewer Bl PubChem BioAssay
Accession Description Max Total uer E Max Links
score score coverage value ident
Trypanosoma cruzi . .
HM769805.1  coieiite sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi - ) .
HM769804.1  gareiite sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi 5 5
HM769803.1  ooeyite sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi " .
HM769802.1  cjieyite sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi ) ., .
HM7698011  gacllie sequence 424 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi ; ., "
HM769800.1  gociite sequence 42.1 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi " .
HM769799.1  csieiite sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi ) . .
HM769798.1  caicllie sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi . N .
HM769797.1  cociite sequence 424 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi . .
HM769796.1  caeiite sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi - ) .
HM769795.1  garelite sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi . 5
HM7697941  caiciite sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi " .
HM769793.1  coieyite sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi )
HM7697911  catelite sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi ) ., .
HM769792.1  gaielite sequence 42.1 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi ., .
HM769790.1  coeiite sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi ) . .
HM769789.1  caicllie sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi . ., .
HM769788.1  cawciite sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi
HM769787.1 ool sequence 421 421 100% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi . ., )
HM769786.1  ctelfie sequence 421 421 106% 0.025  100%
Trypanosoma cruzi . .
HM769785.1  cawciite sequence 424 421 100% 0.025  100%
3de 25 17-01-2012 11:23
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APENDICE AA - ALINHAMENTO (BLASTN-NCBI) PARA O INICIADOR DIAZ-8
(CONTINUACAO)

NCBI Blast:Nucleotide Sequence (21 letters) http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

>gb|HM769805.1] Trypanosoma cruzi satellite sequence
Length=195

Score = 42.1 bits (21), Expect = 0.025
Identities = 21/21 (100%), Gaps = 0/21 (0%)
Strand=Plus/Minus

TGTTCACACACTGGACACCAA 21

aoger 195 WHOAMHANHL s

>gb|HM769804.1] Trypanosoma cruzi satellite sequence
Length=195

Score = 42.1 blts (2 ) Expect
Identities = 21/21 (1 Oé%), aps
Strand= Plus/Mlnus

TGTTCACACACTGGACACCAA 21

aoper 195 WHOAGHALIEL s

>gb|HM7?ggO3 .1] Trypanosoma cruzi satellite sequence

0.025
0/21 (0%)

Length
Score = 42.1 bits Exgect = 0.025
Identities = 21/21 é% aps = 0/21 (0%)

Strand=Plus/Minus
TGTTCACACACTGGACACCAA 21

oper 195 WHAGHALIEL s

>gb|HM769802 1| Trypanosoma cruzi satellite sequence
Length=195

Score = 42.1 bits (21
Identities = 21/21 (1
Strand=Plus/Minus

TGTTCACACACTGGACACCAA 21

coier 195 WHOUMRAIENL s

>gb|HM769801.1| Trypanosoma cruzi satellite sequence
Length=195

Score = 42.1 bits (21
Identities = 21/21 (1
Strand=Plus/Minus

TGTTCACACACTGGACACCAA 21

soger 195 WHOMHALEML s

>gb|HM769800 1| Trypanosoma cruzi satellite sequence
Length=195

Score = 42.1 bits (21
Identities = 21/21 (1
Strand=Plus/Minus

w1 TRTRSEAFTARSER 2

) Expect
Oé%), aps

0.025
0/21 (0%)

) Expect
00%), aps

0.025
0/21 (0%)

) Expect
106%), aps

0.025
0/21 (0%)

9de 25 17-01-2012 11:23
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ANEXO A - NOTA DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA — HUWC / UFC

HUWCAURC
Comité de Etica em Pesquisa
Céd CEP- 052..06. 1O

K3
@
&

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA _
HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Rua Capitéo Francisco Pedro, 1290 - Rodolfo Tedfilo - 60.430-370 - Fortaleza-CE
FONE: (85) 3366-8589 / 3366-8613 E-MAIL: cephuwe(@huwe.ufec.br

Protocolo n®: 052.06.10

Pesquisador Responsavel: Allan Rodrigo Soares Maia

Departamento / Servigo:

Titulo do Projeto: “Detecgiio do Trypanossoma cruzi em sangue periférico de pacientes
com doenga de chagas crénica, utilizando a reacio em cadeia de polimerase (PCR):
analise comparativa com sorologia e xenodiagndstico”.

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio analisou
na reunido do dia 28/06/2010 o projeto de pesquisa supracitado e baseando-se nas normas
que regulamentam a pesquisa em seres humanos. do Conselho Nacional de Saide
(Resolugdes CNS 196/96, 251/97. 292/99. 303/00. 304/00. 347/05, 346/05), resolveu
classifica-lo como: APROVADO.

Salientamos a necessidade de apresentagio de relatério a0 CEP-HUWC da pesquisa
dentro de 12 meses (data prevista:28/06/201 1).

Fortaleza, 30 de junho de 2010

Dra. Maria de Fatima de Souza
Coordenadora do CEP - HUWC
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ANEXO B - MAPA DAS MACRORREGIOES DO ESTADO DO CEARA (2011)

aroo o0 a0 w0

MACRORREGIOES DE PLANEJAMENTO

ACARAS (0]

cAMOCIM ey

TAPEOCA
vicoaADo coM

CARIDADE
® 4

ITERIA

SANTAQ

POl

®
IPAPORANGA
QUIXADA

®
BOAVIAGEM

@ ®
CRATEUS QUIXERAMOBIM

®
INDEPENDENCIA

@

® @ALTOSANTO
NOVO GRIENTE

SOLOROPOLE

QUITERIANGPOLIS
© 1

prAUl

@
ACOPIARA

®
PARAMBU

PARAIBA

®
SANTANADO
C/

@
ARARIPE ARIRI

Macrorregioes de
Planejamento
(D Rmf
(2) Litoral Oeste

RNAMBUCO

(3) Sobral / Ibiapaba

(@) Sertdo dos Inhamuns
@Senén Central
(6) Baturite

Litoral Leste/
@ Jaguaribe
(8 Cariri / Centro Sul
VO DO Limite
DO UEARA Macrorregioes de
Planejamento
27,5 0 27,5 55,0 82,5km| @ Sedes municipais

IPeEC

Fonte: Secretaria do Planejamento e Coordenagao (SEPLAN).
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ANEXO C — AREAS DE RISCO DE CONTAMINACAO POR Trypanosoma cruzi NO
ESTADO DO CEARA

. Alto Risco
. Meédio Risco

Baixo Risco

Fonte: Secretaria de Satde do Estado do Ceara (Novembro de 2008).
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