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RESUMO

A manifestagdo crénica cardiaca da doenca de Chagas (DC) recebe o nome de
cardiopatia chagasica cronica (CCC), é a causa mais grave de miocardiopatia dilatada
quando comparada com outras etiologias, o que representa um problema sério de
saude publica e econdbmico em todo mundo. Na Amazénia Brasileira, pouco se conhece
sobre o real perfil epidemiolégico da CCC, além da constante dificuldade que vem se
enfrentando no diagndstico soroldgico da fase crénica de DC. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a prevaléncia da doenga de Chagas em pacientes com miocardiopatia
dilatada sem etiologia definida na regido da Amazénia Brasileira. Para isso, foram
avaliados pacientes provenientes do Ambulatorio de Miocardiopatias do Hospital
Universitario Francisca Mendes no periodo de 12 meses (Julho de 2017 a Julho de
2018). Os individuos incluidos no estudo sao autdctones da Amazdnia, que relataram
nunca terem viajado para outras regides do Brasil e com histérico epidemioldgico de
risco para a DC, como habitagdo em area rural, habito de entrar na mata, consumo de
frutos de palmeiras e/ou carne de caga. Amostras de sangue periférico foram coletadas
e submetidas a dois métodos soroldgicos iniciais, ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
imunofluorescéncia indireta (IFI), e um teste confirmatério, o western Blot (TESA blot).
Foram incluidos 45 individuos com miocardiopatia dilatada a esclarecer, destes, 14
amostras de soro foram reativas no ELISA (n=1) ou na IFI (n=13) e entdo, submetidas
ao TESA blot, no qual nenhuma foi reativa. Com isso, nao foi possivel confirmar o
diagnostico de DC nesse grupo de pacientes. Este estudo, portanto, demonstra as
dificuldades de diagnostico da CCC na regido amazodnica e a necessidade de novas
pesquisas com a perspectiva de melhora na acuracia diagnostica da DC na nossa
regiao.

Palavras Chaves: Doenca de Chagas cronica. Insuficiéncia cardiaca. Cardiomiopatia
chagasica. Regiao Amazobnica.



ABSTRACT

Chagas disease’ (CD) chronic manifestation is known as Chagas cardiomyopathy
(CCM) and implicates in long-term morbidities, representing worldwide health and
economic concern. In the Brazilian Amazon region, the epidemiological profile of this
condition is not well elucidated, along with a remaining difficulty of diagnosis of chronic
CD. The aim of this study was to evaluate the prevalence of CD in patients with dilated
cardiomyopathy of unknown etiology in the Brazilian Amazon region. For it, we
evaluated patients attended at cardiomyopathy service of the Francisca Mendes
University Hospital in Manaus, Amazonas from July, 2017 to July, 2018. All individuals
included in the study were natural from any State belonging to the Brazilian Amazon
region with no previous history of travelling to any other Brazilian region and had
epidemiological risk factors such as living in rural areas, habit to enter the jungle,
consumption of palmeira’s fruits and/or meat of wild mammals. Peripheral blood
samples were subjected to two primary serological methods, enzymatic-linked
immunosorbent assay (ELISA) and indirect immunofluorescence (lIF), and one
confirmation method, western blotting using TESA (TESA blot). We recruited 45
individuals with dilated cardiomyopathy of unknown etiology, in which 14 serum
samples were reactive to ELISA (n=1) or IIF (n=13) and then, subjected to TESA blot
testing, to which none came up reactive. Thus, we were not able to confirm diagnosis
of CD in any of the individuals. This study demonstrates the diagnostic difficulties of
Chagas cardiomyopathy in the Amazon region and the need for new research with the
perspective of improving the diagnostic accuracy of Chagas disease in our region.

Keywords: Chronic Chagas disease. Heart failure. Chagas Cardiomyopathy. Brazilian

Amazon.
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RESUMO LEIGO

A doenca de Chagas (DC) é transmitida pelas fezes do inseto barbeiro. A DC pode
passar anos sem apresentar sintomas e quando é descoberta, muitas vezes € por
algum problema no coragdo, popularmente conhecido como “coragédo grande”. Essa
forma da doenga é conhecida como cardiopatia chagasica crbnica, e por ser grave,
causa preocupacao em todo o mundo. Na Amazénia Brasileira, sdo poucos os trabalhos
com relagdo a quantos casos dessa doenga existem na regido e por isso, a importancia
deste estudo, que tem como objetivo tentar descobrir mais casos de DC em pacientes
que tem o “coragdo grande” e ndo sabem a causa. Foram incluidas todas as pessoas
atendidas no Ambulatério de Miocardiopatias do Hospital Universitario Francisca
Mendes e que apresentaram as caracteristicas: nascidas e criadas em algum dos
estados da regido amazdnica e nunca tenham viajado para outros estados brasileiros,
expostas a regido de mata, trabalhado com agricultura, seringal ou pesca, por exemplo.
Foram coletadas amostras de sangue para trés tipos de exames que recebem o nome
de: ELISA, IFl e western blot. Foram incluidos 45 pacientes com a doenga do coragao
grande sem causa definida de julho de 2017 a julho de 2018. No exame ELISA, uma
amostra de sangue foi positiva, no exame de IFI, cinco foram positivas e oito ficaram
indeterminadas. Assim, nas 14 amostras de sangue com resultados inconclusivos foi
feito o teste chamado de western blot para tentar confirmar o diagnostico. Nenhum
paciente foi diagnosticado com doenga de Chagas neste estudo, e com isso, n&o foi
possivel encontrar uma causa para a doenga do coragédo desse grupo de pacientes.
Desta forma, continua o questionamento sobre como essa doenca afeta a populagao
da regido amazodnica, assim como a tentativa de diagnosticar a doenga de Chagas na

sua forma cronica.

Palavras Chaves: Doenca de Chagas cronica. Insuficiéncia cardiaca. Cardiomiopatia

chagasica. Regiao Amazobnica.
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1. INTRODUGAO
1.1. Aspectos gerais da doenga de Chagas

1.1.1. Conceito, transmissao e epidemiologia

Em 1906, Carlos Justiniano Ribeiro Chagas, médico sanitarista, entrou na equipe
de Manguinhos (mais tarde nomeado Instituto Oswaldo Cruz), no Rio de Janeiro. Em
1907, Oswaldo Cruz colocou Carlos Chagas no comando da campanha profilatica
antimalarica em Minas Gerais, desta forma, mudando-se para a cidade de Lassance
em 1909,

A crianga, Berenice, foi a primeira paciente em que Carlos Chagas conseguiu
identificar o parasito, para o qual deu o nome de Trypanosoma cruzi, em homenagem
ao seu mentor, Oswaldo Cruz. Chagas descreveu todas as caracteristicas da nova
doencga, identificou seu agente etioldgico, sua morfologia e seu ciclo biolégico, além dos
sinais e sintomas apresentados pelos pacientes afetados. Posteriormente, em sua
homenagem, a doenga recebeu o nome de doenga de Chagas (DC)("2).

Apesar dos inumeros estudos ja realizados em seus 109 anos de descoberta, a DC
ainda permanece na lista das dezessete doengas tropicais negligenciadas da
Organizagao Mundial da Saude (OMS). Essas doencgas podem ser prevenidas com o
controle vetorial, o tratamento disponivel e com campanhas de administracdo de

medicamentos em massa (MDA)®),

A DC pode ser transmitida por diversas vias, sendo a vetorial, a forma classica; a
oral, a forma de transmissdo emergente; a transfusional/transplante de 6rgéaos; a

vertical (congénita) e a acidental®.

A transmissdo vetorial ocorre através das fezes dos insetos hematofagos, de
habitos noturnos, chamados de triatomineos, que apds a picada e consequente

alimentagdo, tornam-se pesados e incapazes de se locomoverem, os obriga a
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defecarem no local da picada e desta forma, inoculando o parasito na corrente
sanguinea do hospedeiro®).

A transmissao por via oral ocorre pela ingestdo de alimentos contaminados e tem
sido associada a ocorréncia de surtos da doenga aguda, sendo o primeiro relato feito
em 1968, na cidade de Teutdnia, no Rio Grande do Sul. Porém, o maior numero de

casos de transmissdo tem ocorrido na regido Amazénica®?®.

Os riscos para a transmissao por transfuséo de sangue e transplante de 6rgaos em
que um individuo infectado transmite para o outro, estdo na presencga do parasito no
sangue ou componente transfundido, assim como, no estado imunolégico do paciente

receptor e na qualidade da triagem dos candidatos a doagéo®™.

A transmissdo vertical ocorre na passagem do parasita da mae para o filho. A
prevaléncia desta via varia significativamente de 1% a 40%, em que o Brasil apresenta
uma estimativa de 0,02%. Ja a transmissao acidental, ainda que muito rara, pode
ocorrer em pessoas que trabalham em laboratorios com triatomineos infectados, a¢des

de captura de vetores, infecgdo cirlrgica ou coleta de sangue®.

Devido as diversas formas de transmissdo, a DC é considerada um grande
problema de saude publica e de importante investigagc&o global nos ultimos anos devido
ao aumento do fluxo migratério. Segundo a OMS, 6 a 7 milhdes de pessoas estao
infectadas em todo o mundo, destes, mais de 5 milhdes sdo individuos da América
Latina. No Brasil, o nimero é aproximado a 1,6 milhao (Fig. 1)*9.

Acredita-se que um numero aproximadamente 400 mil casos de infecgdes ocorram
em paises ndo-endémicos®. Os casos registrados nos Estados Unidos da América,
Canada, Europa e Japao tem sido em imigrantes procedentes da América Latina. A
prevaléncia de infecgao em imigrantes latino-americanos nos Estado Unidos é de 1,2%
e na Europa, 4,2%("%1). Na Espanha, onde os estudos s&o mais frequentes, Abras et
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al. (2017)('2 mostraram uma prevaléncia de 27%, enquanto que Perez et al. (2016)("3

mostraram 70% de infecgéo pelo T. cruzi em imigrantes.

Somando o numero de casos nao diagnosticados e nao tratados estima-se de que

aproximadamente 75 milhdes de pessoas estejam sob risco de adquirir a doenga®).

Q

0000
“
G 006 0

Estimatod number of T.cruzi infectsd cases —

. = [ No data available N /;
® o [ Not applcabie O

Fig. 1 — Mapa da distribuicdo global da doenga de Chagas, 2006-2015. Fonte: WHO,
2017.

1.1.2. Patologia
A DC apresenta clinicamente duas fases: uma fase aguda e uma cronica. A fase

crbnica pode ser subdividida em: crénica indeterminada, na auséncia de alteragdes

cardiacas ou digestivas; cronica cardiaca e crbnica digestiva.

A fase aguda é caracterizada pelo aparecimento de sintomas inespecificos como
febre e calafrios, tem duracdo de 6 a 8 semanas, onde € possivel detectar as formas
flageladas do T. cruzi devido a alta parasitemia. A infec¢do aguda provoca reagdes
inflamatorias locais tais como conjuntivite e edema palpebral unilateral, chamada de

sinal de Romainia, assim como lesdes nodulares no local da picada do vetor, conhecida
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como Chagoma de inoculagao e miocardite, podendo o eletrocardiograma (ECG) ou o
ecocardiograma (ECO) apresentar alteragdes('4-1).

A fase crbnica indeterminada apresenta baixa parasitemia, exames sorologicos
positivos, porém auséncia de sintomas e de manifestagées cardiacas ou digestivas.
Esta fase pode durar anos devido a estratégia enddgena exercida pela imunidade

celular a fim de manter os parasitos sob controle*1%),

Apos anos da forma indeterminada, 20-35% dos pacientes, a depender da sua
localizagdo geografica, podem desenvolver insuficiéncia cardiaca, fendmenos
tromboembolicos, lesdes irreversiveis do sistema nervoso auténomo cardiaco('”),
arritmias ventriculares('®), parada cardiaca e evoluir para uma morte subita('®-2"), E
cerca de 10% apresentam algum tipo de alteragédo do trato digestivo como disfagia ou
hemorragia digestiva®.

1.1.3. Diagnéstico

O diagndstico da DC utiliza do exame clinico e de exames complementares
parasitolégicos diretos e/ou indiretos, sorolégicos, cardiolégicos e de biologia
molecular, a depender da forma clinica. De modo geral, para a fase aguda predomina
0 uso de exames parasitoldgicos diretos de pesquisa do parasito circulante na corrente
sanguinea devido a alta parasitemia. O padrdo ouro € a gota espessa, corada com o
Giemsa®.

Em contrapartida, para a fase cronica, por apresentar baixa parasitemia, séo
utilizados métodos sorologicos para deteccao de anticorpos anti-T. cruzi (IgG)
circulantes no sangue periférico. A recomendacao da OMS é realizar dois métodos
diferentes para confirmar a doenca. Sdo usados métodos de alta sensibilidade como o
ensaio imunoenzimatico (ELISA), a imunofluorescéncia indireta (IFI) e a
hemaglutinagéo indireta (HAI), combinando com métodos de alta especificidade como
o western blot (WB) e reagdo em cadeia de polimerase (PCR)“22),
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Os testes de ELISA séo considerados de triagem por apresentarem um alto grau
de sensibilidade. As placas de 96 pogos sdo sensibilizadas com antigenos totais ou
recombinantes de T. cruzi. A técnica de escolha é o método indireto, que busca
detectar anticorpos anti-T. cruzi em amostras de soro ou plasma de pacientes com
suspeita de infecgdo pelo parasito, através da utilizagdo de um segundo anticorpo
conjugado com uma enzima, em que esta na presencga de substratos especificos sdo
capazes de gerar produtos coloridos, os quais sao quantitativamente analisados por
espectrofotometria. A cada reacdo, os valores do ponto de corte, o cut-off séo
calculados e a partir deles, as amostras podem ser consideradas reagentes ou n&o-

reagentes(?3).

Os testes de IFI fazem uso de formas epimastigostas de T. cruzi, as quais séo
fixadas em laminas onde sera feita a reacdo com as amostras de soro ou plasma do
individuo com suspeita da infecgao. Os anticorpos que estiverem presentes na amostra
serdo revelados por um segundo anticorpo conjugado com fluoresceina, observada a

fluorescéncia em microscopio especifico, da-se o resultado de reagente(??).

O método de western blotting foi desenvolvido a partir de extrato das formas
tripomastigotas do T. cruzi. O antigeno extraido semipurificado recebe o nome de TESA
(Trypomastigote Excreted-Secreted Antigen) e contém em sua estrutura diversos
componentes especificos liberados pelo parasito, por isso torna-se um método muito
utilizado como confirmatério em amostras inconclusivas. Os componentes migram para
regides entre 150-160 kDa?4).

Exames parasitolégicos indiretos como o xenodiagndstico e a hemocultura, apesar
de apresentarem baixa sensibilidade na fase crénica, também podem ser feitos. O
xenodiagndstico foi proposto inicialmente por Brumpt, em 1914, método que se baseia
na utilizagdo de ninfas de triatomineos para investigar a infecgédo pelo parasita. Coura
et al. (1991)% detectou em 50% dos pacientes, a presenca do T. cruzi. A hemocultura
consiste em semear sangue periférico diretamente em meio de cultura LIT (Liver
Infusion Tryptose) e logo, visualizar a presenga do parasito em microscopio Optico
invertido. A detecgdo varia de 0 a 94%26.27),



A reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica de biologia molecular
usada como método complementar, em pesquisa, de detec¢do de DNA de T. cruzi. Tem

elevada especificidade, sendo possivel a identificagdo genotipica do parasito?”).

1.1.4. Tratamento

Para o tratamento da DC existem dois medicamentos, o nifurtimox e o
benznidazol. O nifurtimox é considerado um farmaco com maior frequéncia de reacoes
adversas do que o benznidazol (85% vs. 53%), sendo este ultimo o unico disponivel no
Brasil para uso e a sua administragdo segue o estabelecido nas diretrizes brasileiras e
latino-americanas: 5-7mg/kg por 60 dias. Nos casos agudos diagnosticados por gota
espessa, o tratamento é de inicio imediato®.

Para os casos cronicos, critérios para o tratamento foram estabelecidos ja que
existe divergéncia quanto a real eficacia do benznidazol para este grupo de pacientes.
Os critérios para administragéo de antiparasitario s&o*29):

l. Criangas <12 anos (I — A);

Il. Adolescentes entre 13-18 anos e adultos com infecg¢ao crénica, quando

se consegue estabelecer que a fase aguda ocorreu até 12 anos (lla — C);
II. Individuos entre 19-50 anos, deve ser considerado de forma
individualizada: indeterminada (lla — B), sem cardiopatia avangada (lla —
C)
V. Mulheres em idade fértil, para reduzir a transmissao congénita;

V. N&o é recomendado para pacientes com cardiopatia avangada (lll — C).
1.1.5. Perfil epidemiolégico da doenga de Chagas na Amazoénia

A regido Amazonica foi por muito tempo considerada uma area ndo endémica
para a doenga de Chagas. Porém, nas duas ultimas décadas, esse perfil vem mudando

com o aumento dos casos registrados, tanto de agudos quanto de crénicos

O primeiro caso de DC na sua forma aguda foi relatado em 1969, no Para®®. E
no estado do Amazonas, em 1980 por Franga et al.®% Quanto aos primeiros registros
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de pacientes sorologicamente positivos, ocorreram em 19773, E desde entao,

programas de vigilancia e inquéritos soroldgicos vem sendo realizados(®2-34).

Ainda que a transmissao por via vetorial ocorra, um novo perfil epidemiologico
nos estados da Amazénia vem se destacando, que € o aumento dos casos agudos por
infeccdo oral associado ao consumo de alimentos regionais contaminados e
responsaveis pela ocorréncia de varios surtos®-37). No Amazonas, seis surtos ja foram
notificados desde 2004, em Tefé. Seguidos por registros em Coari (2007), Santa Izabel
do Rio Negro (2010), Carauari (2011 e 2015), e mais recentemente, em 2018, no

municipio de Labrea®839),

A fase crbnica, na regido Amazobnica, apresenta uma baixa prevaléncia
comparado aos demais estados, onde a doenga é endémica (Minas Gerais, Sao Paulo,
Goias, Pernambuco). O Inquérito Nacional de 1975 a 1980 demonstrou uma
soroprevaléncia de 0-2,39% nos estados pertencentes a Amazoénia Legal®?. No
Amazonas, Coura et al.?® vem realizando desde 1991 inquéritos soroldgicos na regido
do Alto Rio Negro, onde registrou-se prevaléncias variando de 9,1 a 13,7%“%4". Jad em
areas rurais da cidade de Manaus, de Coari e de Tefé, a prevaléncia registrada € de
1,2%42),

A morbidade da DC na Amazbnia é menor quando comparada com as regides
endémicas®3). No entanto, € um alerta o niUmero crescente de casos agudos, que de
certo modo, podem evoluir para uma doenga cronica, evento este que ja foi registrado
no Amazonas. Além disso, esses casos agudos ao acometerem criangas que sao mais
susceptiveis a sintomas graves com risco maior de complicagdes, podem causar

meningoencefalite“344),



1.2. O parasito Trypanosoma cruzi
1.2.1. Caracteristicas e ciclo evolutivo

O agente etioldgico identificado por Carlos Chagas em 1909 recebeu inicialmente
o nome Schizotrypanum cruzi, pertencente a ordem Kinetoplastida, familia

Trypanosomatidae. Posteriormente, denominado Trypanosoma cruzi®.

O T. cruzi é um protozoario que apresenta um unico flagelo, um cinetoplasto e uma
estrutura presente na mitocéndria que carrega o DNA. Durante seu ciclo evolutivo, o

parasito
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apresenta diversas formas de acordo com o hospedeiro em que se encontra).,

Os epimastigotas sdo as formas encontradas no intestino dos triatomineos; os
tripomastigotas metaciclicos sdo as formas infectantes presentes nas fezes desses
insetos; os tripomastigotas sanguineos estdo presentes no sangue periférico do
hospedeiro vertebrado; e os amastigotas, que sao as formas imoveis alojadas nos
tecidos do hospedeiro (Fig. 2)%™).



Fig. 2 — Formas morfologicas do Trypanosoma cruzi. (A) Epimastigota; (B)
Tripomastigota metaciclico; (C) Tripomastigota sanguineo; (D) Amastigota. Fonte:
Adaptado de Chagas, 1909?).

1.2.2. Ciclo biolégico no hospedeiro invertebrado e vertebrado

O hospedeiro invertebrado é estritamente hematéfago, popularmente conhecido
como barbeiro. Devido a implementacdo de programas de controles da transmissao da
doenca de Chagas, o Brasil, foi considerado, pelas organizagdes internacionais, livre
do seu principal vetor, o Triatoma infestans, no ano de 2006(%),

Os triatomineos pertencem a ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae, e somam 142 espécies, destas, no Brasil, estdo presentes 62, e 39 (63%)
sdo encontrados exclusivamente no Brasil. A sua distribuicdo € ampla no pais,

presentes em todos os biomas(4647),

Segundo o Ministério da Saude, dentre as 62 espécies distribuidas nos espagos do
intradomicilio e peridomicilio no Brasil, destacam-se como espécies de relevancia
epidemiologica: Panstrongylus geniculatus, Panstrongylus lutzi, Panstrongylus
megistus, Rhodnius nasutus, Rhodnius neglectus, Rhodnius robustus, Rhodnius
pictipes, Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma maculata, Triatoma

pseudomaculata, Triatoma rubrovaria, Triatoma rubrofasciata, Triatoma sordida e
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Triatoma vitticeps™.

Na Amazoénia, sdo encontradas 16 espécies, sendo 10 ja encontradas infectadas
pelo T. cruzi. Em 2009, Fé et al.4”) coletaram triatomineos em areas rurais e urbanas
de Manaus para avaliacdo de infecgdo natural, pertencentes as espécies Rhodnius
robustus, Rhodnius pictipes e Panstrongylus geniculatus, de modo geral, a taxa de

infecgdo natural foi de 6,1% e ndo houve nenhum indicio de colonizag&o domiciliar6:48),

Desta forma, em seu hospedeiro invertebrado, o T. cruzi na forma tripomastigota
invade o tubo digestivo e sofre altera¢des bioquimicas e morfoldgicas transformando-
se em epimastigotas. Na necessidade de repasto sanguineo, o triatomineo sai a noite
em busca de alimento, que ao encontrar o homem, seu hospedeiro vertebrado, o infecta

através de suas fezes contaminadas com as formas tripomastigotas metaciclicas(!".

Ja no novo hospedeiro, o vertebrado, o T. cruzi atravessa as células superficiais e
invade a corrente sanguinea, ali, ocorre a mudanga para a forma tripomastigota
sanguinea que ao encontrar células lisas, miocardicas ou neurais invadem-nas
transformando-se em formas imoveis, as amastigotas. Estas, irdo se reproduzir e

perduram por toda a vida no hospedeiro (Fig. 3)("5).
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Fig. 3 — Ciclo bioldgico do Trypanosoma cruzi. (A) Nos hospedeiros vertebrados durante
o ciclo silvestre e o ciclo doméstico; (B) Nos hospedeiros invertebrados. Fonte:
Adaptado por Ortiz, 2018.

1.2.3. Diversidade genética e distribuigcao geografica

A dinamica do parasito em seus hospedeiros invertebrados e vertebrados é
associada a sua diversidade genética e as consequentes diferengcas na

morbimortalidade, manifestagdes clinicas e epidemioldgicas da DC “9)(50),

Inicialmente, a classificagdo das linhagens do T. cruzi baseava-se em dois grandes

grupos: T. cruzil e T. cruzi ll. Apds varios anos e avangos no conhecimento genotipico
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do parasito, uma nova classificacdo em “unidades discretas de tipagem” (DTU) foi
proposta, com a divisdo em seis DTUs (Tcl- TcVI)®)., As DTUs s&o descritas como
sendo um conjunto de estoques geneticamente mais relacionados uns com os outros
do que com qualquer outro estoque e que s&o identificaveis por um marcador genético,

molecular e imunoldgico comuns (Fig. 4)®2

® Tcl ® TclV
® Tcll ® TcV @ Tcbat
Telll TeVi

Fig. 4 — Distribuigdo geografica das linhagens do parasito (Tcl-TcVI) na América
Latina. Fonte: Adaptado de Breniére, 2016 e Zingales, 20174952),

Varios estudos tém relacionado as linhagens com a fase da doenga, a fim de
encontrar associagdes no desencadeamento de sintomas. Assim, para a forma aguda,
no Amazonas, foram identificadas as linhagens Tcl e TclV em pacientes com infecgéo

oral®3%4)_ Para a fase cronica, foi identificada a linhagem Tcll em areas endémicas do
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Brasil, de Tcl, na Coldbmbia e no Amazonas e TcV, na Espanha, em pacientes
imigrantes provenientes da Bolivia, Paraguai e do Equador.(®5-57),

Tais investigacbes ajudam a mapear a distribuicdo das linhagens do T. cruzi e
procuram associar as diferentes formas clinicas, progndstico e tratamento a fim de

melhor compreender essa dindmica de alta complexidade exercida pelo parasito®?.
1.3. Aspectos gerais da cardiopatia chagasica crénica
1.3.1. Conceito e epidemiologia

A cardiopatia chagasica crénica (CCC) é uma das formas crbnicas de
apresentacdo da doenga de Chagas em que se evidenciam alteragbes
eletrocardiograficas e/ou ecocardiograficas. Caracteriza-se frequentemente como uma
miocardiopatia dilatada (MCD), em que a inflamacgao crbnica provoca uma destruicao
tissular progressiva e fibrose miocardica, por arritmias cardiacas, disturbios do sistema
de condugado cardiaco, ou por alteragbes menos graves com alteragbes apenas

eletrocardiograficas(').

A MCD é por definigdo, segundo a OMS, uma dilatagdo e um prejuizo da
contragéo do ventriculo esquerdo®®). Pode ser causada por fatores genéticos, toxicos,
por doengas autoimunes, enddcrinas e infecciosas, ou até mesmo consideras
idiopaticas quando a sua etiologia ndo pode ser esclarecida. A miocardiopatia dilatada
idiopatica (MDI) é definida como uma dilatacdo cardiaca e disfuncao sistélica sem
evidéncias de doenga coronariana, doenga valvar, congénita ou doenga hipertensiva
nao compensada. A incidéncia da MDI é de 17,9/100.000 habitantes na populagao, em

geral(®9.60),

A CCC é a maior causa de morte entre pacientes com miocardiopatia nao-
isquémica na América Latina. Estima-se de que aproximadamente 30% dos pacientes

com a doencga de Chagas venham a desenvolver alguma alteragéo cardiaca‘'.
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A OMS estima um numero aproximado a 1,1 milhdo de pessoas vivendo com a
cardiopatia chagasica em todo o mundo, destas, 232 mil sdo residentes brasileiros. A
CCC é responsavel pela elevada carga de morbimortalidade, com grande impacto

econdmico e social“9.

Em estudos de analise de progndstico, foram identificadas quatro importantes
variaveis usadas para a estratificagcao de risco: (1) classe funcional 1ll/IV da New York
Heart Association (NYHA); (2) cardiomegalia; (3) disfungédo sistdlica do ventriculo
esquerdo; e (4) taquicardia ventricular ndo sustentada(60). Anteriormente, Rassi et al.
(2006) ja haviam estabelecido um escore de risco de mortalidade na CCC visto que ha
evidéncias de um pior progndstico em pacientes com miocardiopatia dilatada de
etiologia chagasica em relagdo as outras etiologias, quando em presenga desses

fatores(®1-64),

Os estudos de prevaléncia da doenga de Chagas em pacientes com cardiopatia
idiopatica ou ndo-isquémica ainda sdo escassos. Em uma populacdo de imigrantes
latino-americanos com miocardiopatia dilatada em Nova lorque foi encontrado 13% de
infecgéo pelo T. cruzi % e em Los Angeles, 19% entre pacientes com miocardiopatia
nao-isquémica®®). No Brasil, na cidade do Rio de Janeiro, em uma populagédo de
internados com diagnéstico de cardiopatia de qualquer etiologia foi encontrado 0,5% de
sororreatividade para a doenga de Chagas(®”).

1.3.2. Apresentacao clinica

As manifestagdes clinicas da CCC s&o agrupadas em trés sindromes: (1)
insuficiéncia cardiaca; (2) arritmias e (3) tromboembolismo. O diagndstico é dado a
partir de alteragdes encontradas no eletrocardiograma e/ou ecocardiograma.

A classificagao clinica quanto ao grau de envolvimento cardiaco € dada a partir
de critérios, como descritos na Tabela 1414),
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Tabela 1 — Classificacdo clinica do comprometimento miocardico na cardiopatia
chagasica cronica.

CLASSIFICAGAO CARACTERISTICAS

A Forma indeterminada. Sem manifestagde
digestiva.

Cardiopatia estrutural. Alteragbes no eletrocardiograma. Sem
B1 disfungdo ventricular global (FEVE =245%) nem sinais de

insuficiéncia cardiaca.

Cardiopatia estrutural. Com disfungéo ventricular global (FEVE

B2 <45%), porém sem sinais atuais de insuficiéncia cardiaca.
Cardiopatia estrutural. Com disfungdo ventricular global e

¢ insuficiéncia cardiaca compensavel (NYHA I-1V).

D Cardiopatia estrutural. Com insuficiéncia cardiaca refrataria.

Necessidade de intervengéo especializada (NYHA V).

A insuficiéncia cardiaca (IC) é o estado final de muitas doengas cardiacas, ela é
frequente mundialmente com aproximadamente 26 milhdes de adultos convivendo com
esta doencga. No Brasil, cerca de 6,5 milhdes de pessoas sofrem de IC. Dentre as outras
causas fora a doenga de Chagas estdo a doenga isquémica, hipertensao arterial, as

doencas pulmonares, a doenga coronariana, a doenga valvar e a febre reumatica‘®.

A CCC é a causa lider de IC sistolica crénica em areas endémicas para a DC. A
etiologia chagasica da IC acomete de 4 a 8% dos pacientes ambulatoriais. O estudo
BREATHE, | Registro Brasileiro de Insuficiéncia Cardiaca, mostrou uma prevaléncia de
11% da doenga de Chagas em pacientes com IC descompensada, sendo a quarta
etiologia mais frequente. A regidao Norte apresentou 6,7%, sendo todos os pacientes
provenientes do Para, pois o estado do Amazonas néo foi avaliado nesse estudo®).

A forma arritmogénica é caracterizada por uma frequéncia cardiaca irregular,
causada pelo acumulo de células mortas no tecido cardiaco que desencadeia
alteracdes na conducéo elétrica. A CCC é considerada uma das miocardiopatias mais
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arritmogénicas e taquicardias supraventriculares podem ocorrer, assim como, fibrilagao

atrial e arritmias ventriculares('879),

A ocorréncia de tromboembolismo, recentemente vem sendo considerada como
uma forma importante de manifestagéo e associada ao maior risco de acidente vascular
encefalico neste grupo de pacientes, e € associado a disfungao sistolica, aumento do

volume atrial esquerdo, aneurisma apical e trombose mural intracardiaca").
1.3.3. Fisiopatologia

O T. cruzi tem tropismo por células cardiacas, sendo o coragao 6rgao sede de
inflamagédo crénica causada pelas formas amastigotas do parasito. As alteragdes
ocorrem nas trés camadas do coragao, em consequéncia desse fato, as alteragdes que

surgem em conjunto formam o quadro anatomopatoldgico da cardiopatia(”2).

Estudos sobre essas alteragdes demonstraram que o bloqueio de ramo direito,
assim como o bloqueio divisional anterossuperior sdo mais frequentes em pacientes
com doenga de Chagas na forma crbnica cardiaca. Da mesma forma, aumento das
camaras cardiacas, fragao de ejecao abaixo de 55% e alteragdes segmentares do tipo
acinesia infero-lateral sdo encontrados nesses pacientes. O que caracteriza a

cardiopatia chagasica quando em investigagéo('®.

Fundamentalmente, ha quatro mecanismos implicados a patogénese CCC: (1) a
inflamacao tissular causada pela presenga do parasito; (2) disturbios microcirculatorios;
(3) mecanismos imunopatoldgicos e (4) disautonomia cardiaca”").

A inflamacéo cronica persistente pela presenga do parasito, em sua forma
amastigota, induz uma infiltracdo de linfocitos com citotoxicidade especifica nas fibras
miocardicas, perda celular e fibrose, fatores estes relacionados com uma severidade

maior e um pior progndstico da IC na CCC(7374),
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A presencga de microtrombos e microespasmos, disfungcédo endotelial e aumento
da atividade plaquetaria caracterizam os disturbios microcirculatorios também descritos
presentes na CCC. Acredita-se que essas alteracbes sejam consequéncias da
inflamagéo ou mediadas por fatores imunoldgicos, e provoquem hipoperfusdo em areas
miocardicas levando a formacdo de aneurismas apicais nas paredes do ventriculo

esquerdo('471),

Apos a intensa atuagdo imunoldgica durante a fase a aguda, em que a
parasitemia é alta, e tentativa de manter o parasito sob controle durante a fase crénica
indeterminada, reagdes patogénicas de autoimunidade por mimetismo molecular e
ativagdo policlonal ocorrem na CCC. Esses mecanismos provocam aumento da
produgao de citocinas pré-inflamatdérias (INF-y e TNF-a) e diminui¢ao de citocinas anti-
inflamatérias (IL-10), o que sustenta as hipoteses de que a evolugdo para a CCC
desenvolve uma resposta imune exacerbada do tipo Th1(*.75),

A ocorréncia tanto patolégica quanto funcional de denervagao cardiaca provoca
uma regulagdo autonémica cardiaca anormal, com depopulagdo neuronal
predominante no sistema nervoso parassimpatico(’>7®). Niveis de adipocitocinas,
mediadores produzidos pelo tecido adiposo, sdo associados com parametros de
avaliacdo do sistema nervoso autonomo. Os disturbios neurogénicos contribuem de

forma importante no desenvolvimento de arritmias malignas e morte subita('”).
1.3.4. Diagnéstico e tratamento

A cardiopatia chagasica crénica tem seu diagnostico a partir da epidemiologia
positiva, anamnese, exame fisico, alteragdes eletrocardiograficas, radiologicas e
sorolégica‘.

As alteragdes presentes no eletrocardiograma com maior frequéncia sao:
alteracdo de repolarizagao ventricular, bloqueio de ramo direito, bloqueio divisional

anterossuperior, bloqueios atrioventriculares e arritmias. No ecocardiograma
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transtoracico, observa-se a fragao de ejecao reduzida, alteragdes segmentares e lesdes
apicais(’0),

Quanto ao tratamento da CCC, a terapia farmacoldgica para as manifestagoes
cardiacas é essencial seguindo as devidas diretrizes. Porém, o tratamento da doenga
de Chagas mostra-se um comportamento secundario e a critério do profissional. Ha
evidéncias de que o uso de beta bloqueadores na IC confere uma prote¢cdo aos
pacientes chagasicos apesar do tratamento etiologico(477).

Ainda que divergente, a conduta quanto ao tratamento com antiparasitarios para
os pacientes com CCC, deve ser levada em consideragdo. O estudo multicéntrico
BENEFIT (Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis) avaliou a eficacia
e a seguranga do benznidazol em pacientes com CCC e demonstrou que o tratamento,
apesar de reduzir a parasitemia, ndo reduz de forma significativa a evolugéo clinica

nem a mortalidade apds cinco anos(’®).
1.3.5. O cenario na Amazonia Brasileira

Na regido Amazoénica, o perfil clinico-epidemiologico da cardiopatia chagasica
difere um pouco do que é possivel observar em outras regides, principalmente de zonas

endémicas.

Os primeiros relatos de miocardiopatia dilatada de etiologia chagasica ocorreu
em 2003, sendo dois casos fatais(’®. Logo, em 2006, Xavier et al.®% descreveram trés
novos casos. Em 2009, mais trés casos autdctones foram diagnosticados®?). A
presenca de aneurisma apical, assim como a ocorréncia de acidente vascular cerebral

ja foram relatados no estado do Amazonas(®2.83),

A Fundacgao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado em parceria com o
centro de referéncia em Cardiologia da regido, o Hospital Universitario Francisca
Mendes, desde 2007 investiga novos casos de doenga de Chagas em pacientes com
miocardiopatia dilatada sem etiologia definida. Até 2018, 23 casos foram registrados,
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ocorrendo quatro ébitos relacionados a piora do quadro de insuficiéncia cardiaca (JMBB
Ferreira: dados ndo publicados).

A cardiopatia chagasica pouco tem sido descrita na nossa regido, sendo o ultimo
estudo com uma abordagem semelhante publicado ha 10 anos, que aliadas as
dificuldades enfrentadas no diagndstico da DC em sua forma cronica e a falta de
conhecimento entre os proprios profissionais da ocorréncia da DC impossibilitam
conhecer e compreender a seu perfil epidemiolégico e dinamica na Amazonia
Brasileira. Desta forma, tornando necessaria a investigagdo e o acompanhamento
desses casos a fim de obter esse conhecimento e principalmente, melhorar o manejo

do paciente.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a prevaléncia da doenga de Chagas em pacientes com miocardiopatia
dilatada sem etiologia definida autoctones da Amazoénia.

2.2. Especificos

|. Correlacionar a presenga de cardiopatia chagasica com variaveis clinico-
epidemiologicas;
Il. Descrever as alteragdes cardiacas;

lll. Identificar a linhagem do Trypanosoma cruzi.
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Abstract

Background: Chagas cardiomyopathy implicates in long-term morbidities, representing
worldwide health and economic concern. In the Brazilian Amazon region, the epidemiological
profile of this condition is not well elucidated, along with a remaining difficulty of diagnosis of

chronic Chagas disease.

Objective: To evaluate the prevalence of Chagas disease in patients with dilated cardiomyopathy

of unknown etiology in the Brazilian Amazon region.

Methods: We evaluated patients attended at the Francisca Mendes University Hospital. All
individuals included in the study were natural from any State belonging to the Brazilian Amazon
region with epidemiological risk factors and has no previous history of travelling to any other
Brazilian region. Blood sample were subjected to two primary serological methods, ELISA and

IIF, and one confirmation method, western blotting using TESA (TESA blot).

Results: We recruited 45 individuals with dilated cardiomyopathy of unknown etiology from
July, 2017 to July, 2018. From ELISA, one serum sample was reactive. From IIF, five samples
were reactive and eight were indeterminate. In total 14 serum samples were subjected to TESA

blot testing and none came up reactive.

Conclusion: Thus, we were not able to confirm diagnosis of Chagas disease in any of the
individuals of this study. This result left us with no answer of the real epidemiological profile of
Chagas cardiomyopathy in the Amazon region, and for it, the concern of diagnosing this group

of patients continues, to which protocols are stablished to keep the tracking.

Keywords
Chronic Chagas disease. Heart failure. Brazilian Amazon. Chagas Cardiomyopathy
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Introduction

Chagas’ disease (CD) is a well-known serious worldwide public health concern. It was
discovered by a Brazilian physician Carlos Chagas in 1909, who was the first ever to describe all
the aspects of a new disease: the etiological agent, a flagellated protozoan named Trypanosoma

cruzi, its morphological features, life cycle, the transmission path and clinical manifestations?.

The disease can be transmitted, primarily via feces of triatomine insects, even though, oral
transmission through contaminated food has been considered the main transmission path in the
Brazilian Amazon region®. CD presents in two clinical phases: the acute infection, mostly
symptomatic with high parasitemia, on the other hand, the chronic infection is divided as an
asymptomatic indeterminate form or present as either digestive symptoms or cardiac

symptoms®.

The symptomatic chronic cardiac manifestation is called Chagas cardiomyopathy (CCM) is
characterized as a dilated cardiomyopathy due to the long-term inflammation believed to be
caused by non-flagellated, amastigotes forms of the parasite. Therefore, is as well considered not
only health problem but also implicates in economic burden. Dilated cardiomyopathy may
present as consequence of innumerous conditions, and at times, no definitive cause is known, for

it, called idiopathic dilated cardiomyopathy (IDCM)®.

Studies have shown that dilated cardiomyopathy due to CD has worse prognostic, with worse
quality of life, higher hospitalization and mortality rates. In Latin America, CCM is the main

cause of death between patients with non-ischemic cardiomyopathy®-7.

The World Health Organization estimates that 8 million people are infected by 7. cruzi
worldwide, 1.6 million Brazilian residents. Of these, about 1.1 million live with the chronic
cardiac manifestations worldwide and in Brazil, about 232 thousand people living with CCM®®),
In the Brazilian Amazon region little has been published about chronic CD and CCM, the first
report of chronic cases was made by Ferraroni in 1977, and the first cases of CCM was reported

in 2003, by Albajar et al.1?, followed by Xavier, 2006('") and Ferreira in 200912
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Since then, no data has been published in order to stablish a consensus about the epidemiological
features of chronic CD and CCM in the Brazilian Amazon region. But, in an outpatient, ten-year
follow-up (2007-2018) at the Francisca Mendes University Hospital and Tropical Medicine
Foundation Dr. Heitor Vieira Dourado in Manaus (Amazonas, Brazil), 23 patients with IDCM

has been diagnosed with CD.

The diagnosis for chronic CD is essentially serological, in which is considered two different
serological methods reactive on order to confirm the disease. Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), indirect immunofluorescence (IIF) and western blotting are used as official
methods. Parasitological and molecular biology are used as complementary methods. Molecular
biology techniques have been widely used to genotype the strain of the 7. cruzi that is circulating

in the area, and has questionable results for confirming diagnosis®3),

The aim of the study was to evaluate the prevalence of Chagas disease in patients with idiopathic
Chagas cardiomyopathy in the Brazilian Amazon region in order to try to answer two main
questions: is Chagas cardiomyopathy being underdiagnosed? Or in fact, there is a low prevalence

of this disease in our region?

Methods
Study Sites

This was a cross-sectional study conducted at the Francisca Mendes University Hospital and
Tropical Medicine Foundation Dr. Heitor Vieira Dourado, both specialized tertiary-care facilities
in cardiology and infectious diseases, respectively in the State of Amazonas. between July, 2017

and July 2018.
Study Population

Participants were recruited from July, 2017 to July, 2018 and were eligible for inclusion if
attended the following criteria: aged > 18 years, had a cardiac profile of idiopathic dilated

cardiomyopathy with alterations in a transthoracic echocardiogram and electrocardiogram such
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as reduced left-ventricular ejection fraction (LVEF) (<52% for men and <54% for women),

segmental alterations, bundle branch blocks, atrial ventricular blocks or arrhythmias.

It was also considered epidemiological risk factors such as being originally from any of the states
that include the Brazilian Amazon region (Acre, Amapd, Amazonas, Mato Grosso, part of
Maranhdo, Rondonia, Roraima and Tocantins), specially from rural areas, habits of going into

the jungle, types of homes, consumption of palmeira’s fruits and/or meat of wild mammals.

Patients that presented any evidence of any other etiology for the cardiopathy such as isquemic,
hypertensive or congenital cardiomyopathy or valve disease were not eligible for inclusion. As
well as all participants that referred any previous travel to another Brazilian region or foreign

country or did not come to collect the biological samples were excluded from this study.
Procedures for data and sample collection

The identification of eligible patients occurred during clinical attendance at the Francisca Mendes
cardiomyopathy service, all patients were invited to participate in the study and standardized
informed consent were signed by each one of them. After the informed consent, they were
evaluated through a Clinical and Epidemiological Questionnaire standardized for this research.
Blood sample was collected, centrifuged, separated and stocked at -20°C in the Entomology

Center at Tropical Medicine Foundation Dr. Heitor Vieira Dourado.
Procedures for sample testing by serological methods

Serological tests were performed in all serum samples using Enzyme-linked Immunosorbent
Assay-ELISA (Chagatest ELISA recombinante v. 4.0, Wiener Laboratorios, Argentina) and
Indirect Immunofluoresce-IIF (Imuno-CON Chagas, WAMA Diagnostica, Brasil). For
indeterminate serum, Western Blot (TESA-blot test) was performed as a confirmation method.

For confirmed diagnosis, two reactive serological methods were considered.

For conventional ELISA and IIF, commercial kits were used and all protocols were followed as
defined by the provider. For the Western Blot test, and in-house Trypomastigote Excreted-
Secreted Antigen - TESA-blot was used, which consisted of fractions obtained from supernatant

of MK2 cells infected with 7. cruzi Y strains isolated at the Protozoology Laboratory of the
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Tropical Medicine Institute, Sdo Paulo, following the protocol as previously described by

Umezawa et al'¥.

Ethical Consideration

This study is part of a research funding program by FAPEAM/AM n°30/2013. It was
approved by the Research Ethics Committee of Tropical Medicine Foundation Dr. Heitor Vieira
Dourado (Manaus, AM, Brazil) under the approval number 69904017.9.0000.0005-
2.191.571/28, July of 2017, in agreement with the Resolution 466/12 of the Brazilian National
Health Counsil and ethical guidelines of the 1975 Declaration of Helsinki.

Data Presentation and Analysis

Categorical variables frequencies and proportions (%) are reported, whereas continuous

variables are described with means and standard deviations. No statistical analyses were applied.
Results
Prevalence of Chagas disease

During the study period, a number of 256 patients were attended at the cardiomyopathy
service of the Francisca Mendes University Hospital. Of these, 53 patients had an ongoing
investigation for the diagnosis of their dilated cardiomyopathy. They were included, all originally
from the Brazilian Amazon and eight were excluded from the analysis, one died before going to
collect peripherical blood sample, two of them mentioned to have lived elsewhere, and five did

not show up for the biological sample collection (Fig. 1).
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Patients screened
(n=256)
|

Included (n=53)

e Death (n=1)

e No sample collected (n=5)
¢ Living outside the Amazon
Region (n=2)

| Excluded (n=8)

Analyzed (n=45)

I

Y A 4 v

Conventional Conventional TESA blot
EL_ISA H_F (n=14)
Positive (n=1) Positive (n=5) Positive (n=0)
Indeterminate
(n=8)

Figure 1 — Flow diagram of patient screening and eligibility attended at the Francisca Mendes

Hospital outpatient dilated cardiomyopathy service between July, 2017 and July, 2018.

In 45 suitable samples, two serological methods tests were performed, following the order: (1)
ELISA, (2) and IIF. TESA-blot was performed in indeterminate serum samples. One came up
positive in ELISA, five positives and eight inconclusive results in IIF, however, the one sample
reagent in ELISA did not react in IIF. Considering the indeterminate results of 14 (31%) samples,
they were all submitted to tesablot confirmatory test at the Tropical Medicine Institute in Sdo
Paulo. All samples came up with negative results, thus, none of the suspected cases of Chagas

cardiomyopathy were confirmed.

The mean age of the 45 patients was 59,3 & 12,3 years old, mostly male (77,8%), who have lived
in rural areas (75,6%) and worked with agriculture and fishing activities (60%). All patients had
reduced left ventricular ejection fraction, since it was the primary inclusion criteria, with a mean

of 30,3 £ 10,7 % and a mean left ventricular diastolic diameter of 64,6 = 9,1 mm. Among some
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of the electrocardiographic alterations, the most frequent was left ventricular repolarization

alteration (47%) (Table 1).

Table 1 — Demographic and clinical characteristics of all suspected cases of Chagas

cardiomyopathy.
Variable Total (n=45)
Age (y) 59,3 +12,3
Gender
Male 35 (77,8%)
Female 10 (22,2%)
Area
Rural 34 (75,6%)
Urban 11 (24,4%)
Origin
Acre 4 (9,0%)
Amazonas 32 (71,1%)
Maranhao 1(2,2%)
Para 6 (13,3%)
Roraima 2 (4,4%)
Susceptibility factors™*
Agriculture/extrativism/fishing 27 (60,0%)
Game meat consumption 32 (71,1%)
Agai fruits consumption 30 (66,7%)
Habit to enter the woods 30 (66,7%)
Electrocardiogram*
Right bundle branch block 2 (4,4%)
Left bundle branch block 4 (8,9%)
Left anterior fascicular block 2 (4,4%)
Atrial fibrillation 3 (6,7%)

Ventricular repolarization alteration

Transthoracic echocardiogram*
Left ventricular ejection fraction (%)
Left ventricular diastolic diameter (mm)
Akinesia
Diffuse hypokinesia

21 (47,0%)

30,3 + 10,7
64,6 +9,1
7 (15,6%)
11 (24,4%)
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Comorbidities*
Diabetes mellitus 9 (20,0%)
Hypertension 22 (49,0%)

Data are expressed as mean + SD. In parenthesis are the percentage of the total group. LVEF = left ventricular
ejection fraction; *Some individuals did have complete data.

Discussion
Prevalence of Chagas disease

Out of the 45 included individuals, 14 had at least one serological method positive. Previous
studies in the Brazilian Amazon region!>, have reported a low prevalence and low morbidity of
Chagas disease in our region. Others, have discussed the probable low sensibility of available

commercial serological tests used for the diagnosis!®!7),

For a long time, it was believed that Chagas disease did not existed in the Brazilian Amazon, this
profile have changed and a numerous cases of acute Chagas disease and chronic Chagas disease
have been reported and shown that the disease is a very important public health concern as it is

in other regions of Brazil and it is, now, in the world.

On the other hand, what it’s known about Chagas cardiomyopathy is very clear in southern,
northeast and western Brazilian region!®. This knowledge has not reached the Amazon region
yet, only three studies in our region has officially reported Chagas cardiomyopathy cases! %!
and one of them, by Ferreira et al.!? done a very similar study that included patients with left
ventricular systolic dysfunction with unknown etiology. They found an 8,1% prevalence. This
study tried to find more cases, but it faced with the difficulty of diagnosis, aside from the fact
that no many health professionals investigate Chagas disease as a probable cause of dilated

cardiomyopathy.

Chagas cardiomyopathy’s prognosis is very well stablished: increased risk of death, increased
risk of hospitalization and greater care in patient management. Cardiac alterations related to this
cause had reported more frequent right bundle branch block, left fascicular block, or the

association of both and apical akinesia!®2?,
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In this study, it was not possible to confirm any new case of Chagas disease in patients with
unknown cause of their dilated cardiomyopathy. All of the common causes were excluded at the
time of inclusion in the study such as hypertensive cardiomyopathy, valve disease or coronary

disease. Therefore, these patients remain with an undefined heart disease.

Even though the results of this study did not identify new cases as the initial proposal was, these
results raise some questions: Is chronic Chagas disease still underdiagnosed in the Brazilian
Amazon region? Is Chagas cardiomyopathy’s diagnosis consequence of this problem? Are the
serological methods available not corresponding well enough to detect the strain of the parasite

circulating in this region?
Conclusions

We found a low prevalence of Chagas cardiomyopathy in the Brazilian Amazon region.
Most human sera in this location have low reactivity of serological methods and moderate cross-
reactivity with any other microorganism, this scenario makes it difficult to diagnose Chagas
disease. For instance, is very important to continue epidemiological and clinical search stablished
in protocol in order to enlighten the real situation of Chagas cardiomyopathy in the Amazon

region.
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4. LIMITAGOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

Este estudo foi descritivo, com corte transversal realizado em um periodo de 12
meses, com um tamanho amostral relativamente pequeno. Esses fatores nao
permitiram obter informag¢des concretas sobre o real cenario da cardiopatia chagasica
na regido da Amazonia Brasileira. Sendo assim, o rastreamento dar-se-a de forma
continua com o intuito de ampliar a amostragem e os locais de recrutamento deste
grupo de pacientes, assim como, continuar a divulgagao da importancia que existe em

suspeitar da doenga de Chagas quando as outras etiologias ja foram descartadas.
5. CONCLUSAO

1. Foi possivel observar uma baixa prevaléncia da cardiopatia chagasica na regiao

Amazobnica;

2. Das 45 amostras, 14 (31%) mostraram-se reativas em um os métodos aplicados,
e destas, duas tiveram o DNA amplificado;

3. Os resultados sorolégicos demonstram a dificuldade diagndstica e o provavel alto

indice de reag¢des cruzadas com outras doengas como malaria e leishmaniose.
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TITULO: COLETA E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS DE PACIENTES COM
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1. OBJETIVO

Estabelecer procedimentos para a coleta e armazenamento de amostras de
sangue periférico de pacientes encaminhados do Ambulatorio de Doenga de
Chagas com diagnostico de doenga de Chagas aguda ou cronica.

2. DEFINIGOES

Coleta de sangue: técnica utilizada para a obtencdo de amostra de sangue
periférico com o qual é possivel realizar inumeros tipos de exames para

diagndstico e monitoramento de doengas.

Amostra com camada leucocitaria (buffy coat): componente sanguineo obtido
apos centrifugagéo de sangue total (tudo com EDTA), é constituida por uma

fracao de leucécitos e plaquetas.
3. CAMPO DE APLICACAO

Projetos de pesquisa e diagndstico laboratorial de rotina.
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4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel técnico, alunos de doutorado, de mestrado e de

iniciagao cientifica.

5. POP’'S RELACIONADOS

POP_ENT_GPDC_001: Biosseguranga e Gerenciamento Ambiental.
POP_ENT_GPDC_003: Critérios laboratoriais para a doenga de Chagas
aguda.

POP_ENT_GPDC_005: Critérios laboratoriais para a doenga de Chagas
cronica.

POP_ENT_GPDC_009: Realizagao de hemocultura para Trypanosoma cruzi.
POP_ENT_GPDC _013: Realizagdo do Ensaio imunoenzimatico (ELISA)
utilizando antigenos de Trypanosoma cruzi circulantes na Amazobnia
Brasileira.

POP_ENT_GPDC _014: Extracdo de DNA por kit utilizando PureLink Kit®
(Invitrogen).

POP_ENT_GPDC _018: Procedimento da PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) para o diagndstico da infecgdo pelo Trypanosoma cruzi -
Protocolo COIll (Gene que codifica a subunidade Il da citocromo oxidase).
POP_ENT_GPDC_019: Procedimento da PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) para o diagndstico da infecgdo pelo Trypanosoma cruzi -
Protocolo GPI (Gene da glicose-fosfato isomerase).

POP_ENT_GPDC _020: Protocolo de purificacdo para o sequenciamento:
Precipitagdo de produto da PCR com Polienoglicol (PEG).
POP_ENT_GPDC _021: Protocolo de reagcdo de sequenciamento para

analisador automatico ABI 310 (sequenciador).

6. EQUIPAMENTO DE PROTEGAO NECESSARIO




43

COLETA E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS | Revisdo | Pagina
DE PACIENTES COM DIAGNOSTICO DE DOENGA DE CHAGAS
AGUDA E CRONICA. 01 3

Jaleco

Luvas

7. RECURSOS NECESSARIOS

7.1 Materiais

7.1.1. Tubos de coleta (5mL): tampa amarela ou vermelha, e tampa roxa.
7.1.2. Microtubos 1,5mL.

7.1.3. Ponteiras descartaveis em suporte apropriado (200uL e 1000uL).
7.1.4. Pipetas de 200uL e 1000pL.

7.1.5. Caixa de descarte de material contaminado com solucéo desinfetante.
7.2 Equipamentos

7.2.1. Centrifuga.

7.2.2. Freezer -20°C.

8. PROCEDIMENTOS

8.1 Recebimento da amostra

8.1.1. A amostra encaminhada para o Centro de Entomologia sera entregue
aos responsaveis, que deverao realizar a identificagédo e o registro da referida
amostra;

8.1.2. No registro deverdo constar as seguintes informacgdes: iniciais do
paciente, data da coleta, se a doengca de Chagas é aguda (DCA) ou cronica
(DCC), motivo da coleta (sorologia ou PCR).

8.2 Coleta

8.2.1. Se o paciente for encaminhado para o Centro de Entomologia, realizar
a coleta em dois tubos: 1 tubo de soro (amarelo ou vermelho) e 1 tubo de
EDTA (roxo).

8.2.2. Seguir os mesmos procedimentos do item 8.1.
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8.3 Separagao do soro

8.3.1. Centrifugar a amostra (tubo amarelo ou vermelho) a 4000rpm por 15
minutos;

8.3.2. Separar o0 soro (sobrenadante) em um microtubo (Eppendorf), um
volume aproximado de 1,5mL. (Caso a amostra tiver maior volume, separar
em outro microtubo.

8.3.3. Armazenar no Freezer 1, Gaveta 1, na caixa disponibilizada para a

mesma.

8.4 Separacgao do plasma

8.4.1. Centrifugar a amostra (tubo roxo) a 4000rpm por 15 minutos;

8.4.2. Separar o0 soro (sobrenadante) em um microtubo (Eppendorf), um
volume aproximado de 1,5mL. (Caso a amostra tiver maior volume, separar
em outro microtubo.

8.4.3. Armazenar no Freezer 1, Gaveta 1, na caixa disponibilizada para a

mesma.

8.5 Separagao da camada leucocitaria (buffy-coat)

8.5.1. Apds concluir as etapas do item 8.4;

8.5.2. Separar um volume minimo de 200uL da camada leucocitaria “buffy
coat” (Tomar cuidado na hora de pipetar para nao provocar uma mistura
excessiva com as hemacias concentradas).

8.5.3. Armazenar no Freezer 1, Gaveta 1, na caixa disponibilizada para a

mesma.

9. LIMITACOES

Pouco volume de amostra da camada leucocitaria por tubo de 4mL.
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11. ANEXOS

11.1 Fluxograma para a doenga de Chagas aguda.
11.2 Fluxograma para a doenga de Chagas cronica.
11.3 Identificacdo e separagao do soro, plasma e camada leucocitaria

nas amostras.
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ANEXO1

Caso suspeito de doenca de Chagas

Notificacdo do caso suspeito

Encaminhamento a Fundacao de
Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira

Dourado

v

Ambulatorio de Sindromes
Febris/PA- FMTHVD

v

< Gota espessa >
i

Negativo

Repetir gota
espessa

Centro de Entomologia -
FMTHVD

v

v

< Hemocultura® > < Xenodiagnostico? >

»

v

—— ()

Negativo

Descarta o caso

" Protocolo Hemocultura
2 Protocolo Xenodiagnéstico direto
3Protocolo Coleta e armazenamento

Armazenamento de amostras
(soro. nlasma. camada leucocitaria)3
Avaliagdo cardiaca Tratamento com
benznidazol
5-7mg/kg por 60 dias
-, Hospital Francisca Mendes
(Dr. Jodo Marcos Barbosa)
< ECG/ECO >4>
Centro de Arritmias
—> Cardiacas
< Holter 24h >
de amostras

v

Acompanhamento
ambulatorial
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ANEXO II

Caso suspeito de doenga de Chagas

Encaminhamento do HEMOAM ou do
servigo de cardiologia

Medicina Tropical

Ambulatério de Doenga de Chagas - Fundagéao de

Dr. Heitor Vieira Dourado

(Dr. Jorge Guerra)

v

Sorologias IgG
LACEN-FVS

ﬁﬁ

v

Sorologia

LAC-FMTHVD

IgG

v

CLIA

v

< Western Blot
]

(  Positivo ]

v

( Neaativo )

( Dois métodos ) ( Dois métodos )
Descarta o 3
caso
Confirma o <
caso
Avaliacao
id cardiaca

< Hemocultura’ >

< Xenodiaanéstico? >

Armazenamento de amostras |
(soro, plasma, camada leucocitaria)®

' Protocolo Hemocultura
2 Protocolo Xenodiagnéstico direto

Hospital Francisca
— Mendes

v

ECG/ECO

Centro de Arritmias
Cardiacas

v

Holter 24h
3Protocolo Coleta e armazenamento de amostras

v

Acompanhamento
ambulatorial
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ANEXO III

Etapa 1: Separar trés microtubos e identificar. Etapa 2: Do tubo vermelho separar o soro (1), do tubo roxo

separar o plasma (2) e o “buffy coat”(3).

Etapa 3: Guardar as amostras na caixa identificada

Etapa 4: Armazenar os microtubos no Freezer 1, Gaveta 1. Sala de Imunologia.
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1. OBJETIVO
Descrever o procedimento para extragao de DNA de Trypanosoma cruzi a partir
da camada leucoplaquetaria (buffy coat), cultura, vetor ou fezes, intestino do

vetor e material no papel de filtro.

2. DEFINICOES

Extragao: é o isolamento da molécula de DNA a partir de material biologico.

3. CAMPO DE APLICACAO

Pesquisa clinica e diagnéstico laboratorial complementar.

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel técnico, alunos de doutorado, e de mestrado.
Alunos de iniciagao cientifica devem ser acompanhados.

5. POP'S RELACIONADOS

POP_ENT_GPDC_001: Biosseguranga e Gerenciamento Ambiental.
POP_ENT_GPDC_008: Coleta e armazenamento de amostras biologicas de
pacientes com diagnéstico de doenga de Chagas aguda e cronica.
POP_ENT_GPDC_018: POP_ENT_GPDC_018: Procedimento da PCR (reagao
em cadeia da polimerase) para o diagnéstico da infecgéao pelo Trypanosoma cruzi
- Protocolo COIll (Gene que codifica a subunidade Il da citocromo oxidase).
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POP_ENT_GPDC_019: Procedimento da PCR (reacao em cadeia da polimerase)
para o diagndstico da infeccao pelo Trypanosoma cruzi- Protocolo GPI (Gene da
glicose-fosfato isomerase).

POP_ENT_GPDC _020: Protocolo de purificagdo para o sequenciamento:
Precipitagao de produto da PCR com Polienoglicol (PEG).
POP_ENT_GPDC_021: Protocolo de reagao de sequenciamento para analisador

automatico ABI 310 (sequenciador).

6. EQUIPAMENTO DE PROTECAO NECESSARIO
Jaleco, luvas, mascara, touca

7. RECURSOS NECESSARIOS
7.1.Amostra
7.1.1. Cama leucoplaquetaria (buffy coat), cultura, vetor ou fezes, intestino do

vetor e material no papel de filtro.

7.2. Materiais

7.2.1. Microtubo (Eppendorf) de 1,5 mL.

7.2.2. Ponteiras descartaveis com filtro, em suporte apropriado.
7.2.3. Pipetal de 2 pL, 10 pL, 100 pL e 1000 pL.

7.2.4. Caixa de descarte de material com hipoclorito de sédio.
7.2.5. Frasco lavador com alcool 70%.

7.3. Equipamentos

7.3.1. Centrifuga

7.3.2. Banho-maria e termdmetro (56°C)
7.3.3. Agitador de tubos (Vortex)

7.4. Reagentes, meios e solucoes

74.1. PureLink Kit® (Invitrogen) — Genomic Digestion Buffer, Genomic
Lysis/Binding Buffer, Wash Buffer 1 e 2, Genomic Elution Buffer, Proteinase K,
RNAse A.

7.4 .2. PBS (Phosphate-buffered saline) pH 7,2.

7.4 .3. Etanol 96-100%.
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8. PROCEDIMENTOS
8.1. Informacgoes Importantes antes de iniciar os procedimentos

Varios procedimentos devem ser seguidos para evitar a contaminagao das
amostras submetidas a PCR:
*Limpar a bancada onde ira trabalhar e as pipetas que irao utilizar com hipoclorito
de sodio e alcool 70% antes e depois do procedimento.
*Empregar materiais de consumo novos (nao reciclados).
*Distribuir os reagentes em pequenas aliquotas, incluido o kit com a enzima.
*Utilizar apenas ponteiras protegidas por filtros.
*Empregar tubos tipo Eppendorf que apresentem um sistema de lacre para evitar
extravasamento de amostras durante a homogeneizagao.
*Todo o material permanente devera ser limpo com hipoclorito de sédio e
submetido a luz UV.
*Durante toda a execug¢ao da técnica, usar luvas que deverao ser descartadas a

cada contaminagao por amostra ou quando achar necessario.

8.2. Material: camada leucoplaquetaria (buffy coat), cultura
Obs: Retirado do Manual da PureLink Genomic DNA Kits® (Invitrogen): Blood

Lysate.

8.2.1. Em um microtubo (Eppendorf), adicionar 200 pL do material (se < 200 pL,
completar com PBS),

8.2.2. Adicionar 20 pL de Proteinase K;

8.2.3. Adicionar 20 yL de RNAse A, vortexar e incubar em temperatura ambiente
por 2 minutos;

8.2.4. Adicionar 200 pL do Genomic Lysis/Binding Buffer e vortexar para obter
uma solugao homogénea;

8.2.5. Incubar a 55°C por 10 minutos;

8.2.6. Adicionar 200 pL de etanol (96-100%), vortexar por 5 segundos;

8.2.7. Utilizar a coluna e o tubo coletor;

8.2.8. Adicionar aproximadamente 640 pL do lisado (cuidade com a esponja da
coluna!);

8.2.9. Centrifugar a coluna a uma velocidade de 10 000 x g (ou 10 350 rpm) por 1
minuto;

8.2.10. Descartar o tubo coletor e colocar a coluna em um novo tubo coletor;
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8.2.11. Adicionar 500 pL de Wash Buffer 1 (observar se esta preparado);

8.2.12. Centrifugar a coluna a uma velocidade de 10 000 x g (ou 10 350 rpm) por
1 minuto;

8.2.13. Descartar o tubo coletor e colocar a coluna em um novo tubo coletor;
8.2.14. Adicionar 500 pL de Wash Buffer 2 (observar se esta preparado);

8.2.15. Centrifugar a coluna em velocidade maxima por 3 minutos;

8.2.16. Colocar a coluna em um novo microtubo (Eppendorf);

8.2.17. Adicionar mais 25 pL - 200 pL do Genomic Elution Buffer na coluna;
8.2.18. Centrifugar a coluna em velocidade maxima por 2 minutos;

8.2.19. O microtubo (Eppendorf) contém o DNA purificado, remover e descartar a
coluna;

8.2.20. Armazenar o DNA extraido em freezer a -20°C.

8.3. Material: Vetor e fezes com intestino do vetor
Obs: Retirado do Manual da PureLink Genomic DNA Kits® (Invitrogen):

Mammalian tissue and mouse/rat tail lisate.

8.3.1. Utilizar % do vetor, remover e descartar as pernas;

8.3.2. Adicionar 90 pL do Genomic Difestion Buffer e macerar;

8.3.3. Adicionar mais 90 pL do Genomic Difestion Buffer ao macerado;
8.3.4. Adicionar 20 uL de Proteinase K;

8.3.5. Incubar a 55°C de 4 a 24 horas.

8.3.6. Centrifugar em velocidade maxima por 3 minutos,
8.3.7. Transferir o sobrenadante para um novo microtubo (Eppendorf);

8.3.8. Seguir os mesmos procedimentos desde o item 8.1.3.

8.4. Material: Papel de filtro com material
Obs: Retirado do Manual da PureLink Genomic DNA Kits® (Invitrogen): Blood
spots.

8.4.1. Cortar 2-5 pedacos de papel filtro cada 2-3mm e adicionar em um microtubo
(Ependorf);
8.4.2. Adicionar 90 pL do Genomic Difestion Buffer e macerar;

8.4.3. Adicionar mais 90 uL do Genomic Difestion Buffer ao macerado;
8.4 4. Adicionar 20 pL de Proteinase K
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8.4.5. Incubar a 55°C por 30 minutos;

8.4 6. Centrifugar em velocidade maxima por 2-3 minutos,

8.4.7. Transferir todo o liquido para um novo microtubo (Eppendorf);
8.4.8. Seguir os mesmos procedimentos desde o item 8.1.3.

9. PADRAO E MATERIAL DE REFERENCIA
Livro de protocolo do fabricantes do Kit Invitrogen.

10.LIMITACOES

10.1. O material para de sangue ou cultura, para ser extraido devem ter no minimo
200 pL;

10.2. Protocolos de extragao por kit geralimente perdem mais DNA no processo de
purificagao do DNA do que protocolos de extragao utilizando métodos caseiros.

11. REFERENCIAS
1. Schaefer R. Técnicas em Biologia Molecular. Embrapa. 2006.
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1. OBJETIVO

Descrever o procedimento da PCR - protocolo COIl utilizado para o
diagnostico complementar da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi e

diferenciacao de linhagens Tcl, Tcll e Zimodema 3 (Z3).
2. DEFINIGOES

Reacdo em cadeia da polimerase: técnica molecular que permite a

amplificacdo de pequenas quantidades de um DNA especifico a partir de um
molde de DNA, por meio de uma reagao enzimatica, na auséncia de um

organismo Vvivo.

Iniciador ou primer: pequena sequéncia de DNA ou RNA a partir da qual pode

se iniciar a replicagdo do DNA.
3. CAMPO DE APLICAGAO

Pesquisa clinica e diagndstico laboratorial complementar.

4. RESPONSABILIDADES
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Gerente da unidade, responsavel técnico, alunos de doutorado, e de

mestrado. Alunos de iniciagao cientifica devem ser acompanhados.

5. POP’S RELACIONADOS

POP_ENT_GPDC_001: Biosseguranga e Gerenciamento Ambiental.

POP_ENT_GPDC_008: Coleta e armazenamento de amostras biolégicas de

pacientes com diagnostico de doenca de Chagas aguda e cronica.

POP_ENT_GPDC _014: Extracdo de DNA por kit utilizando PureLink Kit®

(Invitrogen).

POP_ENT_GPDC _018: Procedimento da PCR (reacdo em cadeia da

polimerase) para o diagndstico da infecgdo pelo Trypanosoma cruzi -

Protocolo COIll (Gene que codifica a subunidade Il da citocromo oxidase).
POP_ENT_GPDC_019: Procedimento da PCR (reagcdo em cadeia da
polimerase) para o diagnéstico da infecgdo pelo Trypanosoma cruzi -
Protocolo GPI (Gene da glicose-fosfato isomerase).
POP_ENT_GPDC _020: Protocolo de purificacao para o sequenciamento:
Precipitagdo de produto da PCR com Polienoglicol (PEG).
POP_ENT_GPDC _021: Protocolo de reacdo de sequenciamento para
analisador automatico ABI 310 (sequenciador).

6. EQUIPAMENTO DE PROTEGAO NECESSARIO

Jaleco, luvas, mascara, touca.

7. RECURSOS NECESSARIOS
7.1 Amostra
7.1.1. DNA extraido (conforme POP Extracdo de DNA)

7.2Materiais
7.2.1. Microtubo (Eppendorf) de 0,2 mL e 1,5 mL.
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7.2.2. Ponteiras descartaveis com filtro, em suporte apropriado.
7.2.3. Pipetal de 2 L, 10 yL, 100 pL e 1000 pL.

7.2.4. Caixa de descarte de material com hipoclorito de sédio.
7.2.5. Frasco lavador com alcool 70%.

7.2.6. Erlenmeyer (100mL).

7.2.7. Proveta (100mL).

7.3Equipamentos

7.3.1. Termociclador

7.3.2. Fonte de eletroforese
7.3.3. Agitador de tubos (Vortex)
7.3.4. Microondas

7.4Reagentes, meios e solugoes

7.4.1. Frasco com agua ultrapura (H20 UP).

7.4.2. Buffer de PCR 10x.

7.4.3. MgCl> 50mM.

7.4.4. Nucleotideos dATP + dCTP + dTTP + dGTP 10mM.

7.4.5. Primer: TcMit 31 (5 — TAAATAATATATATTGTACATGAG- 3))
50mM.

7.4.6. Primer: TcMit 40 (5’ — CTRCATTGYCCATATATTGT- 3’) 50mM.
7.4.7. Enzima Taq polimerase (Taq Polymerase Platinum) 5U.

7.4.8. Marcador de peso molecular (Diluir o marcador: 40 yL de agua
destilada + 10 yL de tampé&o de corrida + 10 yL do marcador de peso
molecular).

7.4.9. Solugéo tampéao para eletroforese (Diluir o TBE 10X para 1X:
100mL de TBE 10X + 900mL de agua destilada.
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7.4.10. Tampao de corrida.
7.4.11. Brometo de etideo.

8. PROCEDIMENTOS

8.1Informacdes Importantes antes de iniciar os procedimentos

Varios procedimentos devem ser seguidos para evitar a contaminagao
das amostras submetidas a PCR:

*Limpar a bancada onde ira trabalhar e as pipetas que irdo utilizar com
hipoclorito de sédio e alcool 70% antes e depois do procedimento.
*Empregar materiais de consumo novos (nao reciclados).

*Distribuir os reagentes em pequenas aliquotas, incluido o kit com a
enzima.

*Utilizar apenas ponteiras protegidas por filtros.

*Empregar tubos tipo Eppendorf que apresentem um sistema de lacre
para evitar extravasamento de amostras durante a homogeneizagéo.
*Todo o material permanente devera ser limpo com hipoclorito de sodio e
submetido a luz UV.

*Durante toda a execugdao da técnica, usar luvas que deverdo ser
descartadas a cada contaminagcdo por amostra ou quando achar

necessario.

8.2 Mix da reagao (PCR)

Obs. 1: As quantidades fornecidas a seguir correspondem a valores
empregados para uma unica amostra de DNA.
Obs. 2: A cada reacéo incluir uma aliquota de amostra comprovadamente

positiva, além do controle negativo (apenas o mix).
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8.1.1. Em um microtubo (Eppendorf), acrescentar os seguintes produtos:

Reagentes Quantidade (pnL)
H20 36,30
Buffer de PCR 10x 5,00
MgCl, 1,50
dNTP 1,00
TcMit 31 0,50
TcMilt 40 0,50
Taq DNA Polimerase 0,20
Total 45,00
DNA 5,00

Obs. 3: Adicionar os reagentes na ordem do maior volume para o0 menor,

deixando a Taq polimerase por ultimo. A mistura deve ser realizada o

tempo todo no gelo.

8.1.2. Apods homogeneizacao, transferir 45 pL da mistura anterior para um

microtubo (Eppendorf) de 0,2 L.
8.1.3. Adicionar 5 yL do DNA extraido.

8.3Ciclos térmicos

8.2.1. Introduzir os tubos do termociclador, programado para os seguintes

ciclos de temperatura e tempo:

952(C 5 min 1X

952C 30 seg

48°C 1 min 35X

72°C 1 min

72°C 5 min 1X
oC infinito
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8.4Controles

8.3.1. A cada reacgao adicionar uma amostra comprovadamente positiva

e uma negativa (um Eppendorf com apenas um mix)

8.4 Eletroforese em gel de agarose

8.4.1. Para fazer um Gel 2%: pesar 2g de agarose; medir em uma proveta
100mL de TBE; adicionar em um erlenmeyer a agarose + TBE; levar ao
micro-ondas até diluir (aparéncia limpida).

8.4.2. Montar uma placa molde com um pente para formar os pogos no
gel;

8.4.3. Adicionar a mistura 5 pL de brometo de etideo e logo, colocar essa
mistura na placa e aguardar a polimerizagao;

8.4.4. Colocar a placa com gel na cuba de eletroforese;

8.4.5. Adicionar o tampéao de eletroforese (TBE 1X);

8.4.6. Misturar 2 pL de tampao de corrida e 5 yL de DNA amplificado em
cada poco no gel;

8.4.7. No primeiro poco, aplicar 5 pL da solugio diluida do marcador de
peso molecular;

8.4.8. Promover uma corrida de aproximadamente 40 minutos a 100V
(volts) e 90 A (ampéres) de corrente.

8.5 Revelagao

8.5.1. Fazer a leitura do gel no Transiluminador-UV;

8.5.2. A visualizagdo de uma unica banda de peso molecular 420 pb
indicara a presengca de DNA de Trypanosoma cruzi amplificado (PCR
positiva)
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9. LIMITAGOES

10.1. Deve-se manter o maretial no gelo, pois pode haver degradagao do
DNA;

10.2. Deve-se manter os reagentes no gelo para manter a estabilidade.
10.3. A PCR é uma técnica muito sensivel e deve-se tomar muito cuidado
para nao contaminar as amostras.
10.4. Deve-se ter um em cada reagcdo uma amostra de controle positivo
(amostra de cultura positiva) e uma amostra de controle negativo

(reagentes sem amostra, apenas agua ultrapura).

10. REFERENCIAS

1. Avila HA, Sigman DS, Cohen LM, Millikan RC, Simpson L. Polymerase
chain reaction amplification of Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle
DNA isolated from whole blood lysates: Diagnosis of chronic Chagas
disease. Mol Biochem Parasitol 1991; 48:211-22.

2. Gomes ML, Macedo AM, Vago AR, Pena SD, Galvédo LM, Chiari E.
Trypanosoma cruzi: optimization of polymerase chain reaction for
detection in human blood. Exp Parasitol 1998; 88: 28- 33.

3. Sturm NR, Degrave W, Morel CM, Simpson L. Sensitive detection and
schizodeme classification of Trypanosoma cruzi cells by amplification of
kinetoplast minicircle DNA sequence: use in diagnosis of Chagas
disease. Mol Biochem Parasitol 1989; 33: 205-14

11. ANEXOS

Nao se aplica.
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1. OBJETIVO

Descrever o procedimento da purificacao do produto da PCR antes de ir para o

sequenciamento.

2. DEFINICOES

A precipitagao com Polietilenoglicol (PEG) atua como método de purificagao da

PCR com objetivo de remogéao de oligos e nucleotideos nao incorporados na PCR

que poderiam interferir na reacao de sequenciamento. Apresenta um bom

rendimento, podendo utilizar somente 0,5-1uyL da amostra na reagao de

sequenciamento. O método nado €& recomendado para PCR com bandas

inespecificas ou com primer dimeros.

3. CAMPO DE APLICAGAO

O procedimento se aplica a pesquisa clinica e diagnostico laboratorial de

pesquisa.

4. RESPONSABILIDADES

Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico.
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5. POP’S RELACIONADOS

POP_ENT_GPDC_014: Extracao de DNA por kit utilizando PureLink Kit®
(Invitrogen).

POP_ENT_GPDC_017: Procedimentos da PCR (reacdo em cadeia da
polimerase para o diagnéstico da infecgao pelo Trypanosoma cruzi — Protocolo
Multiplex

POP_ENT_GPDC _018: Procedimento da PCR (reagcdo em cadeia da
polimerase) para o diagnostico da infec¢ao pelo Trypanosoma cruzi - Protocolo
COll (Gene que codifica a subunidade Il da citocromo oxidase).
POP_ENT_GPDC_019: Procedimento da PCR (reagcdao em cadeia da
polimerase) para o diagnostico da infec¢ao pelo Trypanosoma cruzi - Protocolo
GPI (Gene da glicose-fosfato isomerase).

POP_ENT_GPDC_021: Protocolo de reagdao de sequenciamento para
analisador automatico ABI 310 (sequenciador).

6. EQUIPAMENTO DE PROTEGAO NECESSARIO

Touca descartavel, luvas de latex, mascara descartavel, jaleco

7. RECURSOS NECESSARIOS
7.1. Solucgao PEG (20% w/v PEG, 2,5M NaCl)
10g de Polietilenoglicol 8000
7,3g de NaCl
Adicione 35 mL de ddH.0
Agite para solubilizar o PEG durante 20 minutos, ou até o mesmo encontre-se
soluvel. Apés, complete o volume para 50 mL com ddH20.
7.2. Antes de iniciar o procedimento:
7.2.1. Armazene o etanol 80% a -20°C;
7.2.2. Programe o banho-maria ou banho seco (termobloco) a 37°C.
7.3. Procedimento:
7.3.1. ldentificar os tubos 1,5 mL;
7.3.2. Adicionar PEG (20%) nos tubos identificados. O mesmo volume a ser
utilizado da PCR (20 pL de PEG - 20 yL de amostra);

Obs: antes de transferir o PEG realize a homogeneizagao do mesmo.
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7.3.3. Agite suavemente em vortex por 5 segundos e dar um breve spin

(centrifugacao);

7.3.4. Incubar a 37°C por 15 minutos no termobloco;

7.3.5. Ap0Os incubacao, centrifugar a 2500 rcf (6.000 rpm) por 15 minutos a

temperatura ambiente;

7.3.6. Descartar o sobrenadante e secar até retirar todo o PEG (bater o tubo de

cabeca para baixo);

7.3.7. Adicionar 125uL de etanol 80% gelado e em seguida centrifugue a 1450

rcf (4.500 rpm) por 2 minutos;

7.3.8. Descarte o sobrenadante e deixar o tubo bem seco (bater o tubo de

cabeca para baixo) para remocao de residuos de etanol;

7.3.9. Incubar a 60° C no termobloco por 10 minutos de tampa aberta para

remover residuos de etanol (certificar a auséncia de residuos de etanol);

7.3.10.  Adicionar agua ultrapura morna, sendo adicionado o mesmo volume

inicial da PCR;

7.3.11.  Agite em vortex por 5 segundos e armazenar amostra a -20°C

Obs: Antes do armazenamento da amostra a -20°C amazenar a 4-5°C por uma hora

para melhor eluicao do DNA.

8. LIMITACOES
Nao se aplica

9. REFERENCIAS

1. Silva, GAV; Ramasawmy, R; Boechat, AL, et al. Association of TNF A 1031

C / C as a potential protection marker for leprosy development in Amazonas

state patients, Brazil. Human. Immunology. 2015;76, (2-3):137- 141.
2. Silva, GAV; Barletta-Naveca, RH; Carvalho BKS, et al. Haplotype of the

Promoter Region of TNF Gene May Mark Resistance to Tuberculosis in the

Amazonas State, Brazil. Journal of Clinical & Cellular Immunology. 2016; 7,

(3): 1-6.

10. ANEXOS

Nao se aplica.
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Débora Raysa T. de Sousa Dra. Rosa Amélia G. Santana [R5 de abril de 2020

1. OBJETIVO
Descrever o procedimento da reagcdo de sequenciamento utilizando o

sequenciador automatico ABI 310.

2. DEFINIGOES

O sequenciamento de DNA é o processo realizado apds a PCR e é o processo
realizado para se determinar a sequéncia exata de nucleotideos em uma
molécula de DNA (acido desoxirribonucleico). Isso possibilita identificar o
organismo ao qual pertence uma amostra e diferenciar cepas de microrganismos

patogénicos.

3. CAMPO DE APLICACAO
O procedimento se aplica a pesquisa clinica e diagnostico laboratorial de
pesquisa.

4. RESPONSABILIDADES

Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico.
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5. POP’'S RELACIONADOS

POP_ENT_GPDC _014: Extracdao de DNA por kit utilizando PurelLink Kit®
(Invitrogen).

POP_ENT_GPDC_017: Procedimentos da PCR (reacdo em cadeia da
polimerase para o diagnostico da infecgao pelo Trypanosoma cruzi — Protocolo
Multiplex

POP_ENT_GPDC_018: Procedimento da PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) para o diagnostico da infeccao pelo Trypanosoma cruzi - Protocolo
COIl (Gene que codifica a subunidade Il da citocromo oxidase).
POP_ENT_GPDC_019: Procedimento da PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) para o diagnostico da infecgao pelo Trypanosoma cruzi - Protocolo
GPI (Gene da glicose-fosfato isomerase).

POP_ENT_GPDC_020: Protocolo de purificagao para o sequenciamento:
Precipitacao de produto da PCR com Polienoglicol (PEG).

6. EQUIPAMENTO DE PROTEGAO NECESSARIO

Jaleco, calcado fechado, mascara, luvas, touca

7. RECURSOS NECESSARIOS

7.1. Materiais necessarios

7.1.1-Tubo tipo Eppendorf de 1,5 mL

7.1.2- Ponteiras descartaveis com filtro em suporte apropriado
7.1.3- Pipetas de 2, 10, 100 e 1.000 pL

7.1.4-Caixa de descarte de material com hipoclorito de sédio
7.1.5- Placa de sequenciamento

7.1.6- Fita seladora de placas de sequenciamento

7.2. Reagentes necessarios
7.2.1- Kit de reagentes de sequenciamento BigDye Termineitor 3.1 (Buffer 5X
e BigDye)

7.2.2-EDTA 125mM
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7.2.3- Acetato de sddio a 3M

7.2.4- Etanol 70%

7.2.5- Formamida HI-DI (Highly deionized- Altamente deionizada)

8. PROCEDIMENTOS
8.1. Preparagao do Mix
- Separar todo material necessario

-Assepsia da bancada

Preparar uma mistura com os reagentes (mix) abaixo (exceto e amostra) e

aplicar em tubos 0,2uL ou placa de 96 pogos. Adicionar a amostra em cada

tubo ou poco.
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8.1. 1. Placa com 96 pogos

Reagentes do Mix Quantidade 1x*
Agua ultratrapura** 3,7uL
Buffer 5X (Save Money) 2L
Primer (3,3 pM) 1L
Big Dye 0,3 pL
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Volume do Mix*** 7 pL
Amostra (produto da PCR purificado) 3uL
Volume Total do Mix 10uL

*Quantidade para uma amostras - pode alterar conforme a quantidade de
amostras.

**A agua é o reagente que altera a quantidade para que o volume final do mix
+ amostra seja 10 pL.

*** Muda dependendo da quantidade de amostra utilizado.

8.1.2. Depois de colocar o mix e as amostras na placa, € necessario selar a placa
com a fita seladora de placas de sequenciamento e levar a placa ao termociclador;

8.1.3. Introduzir os tubos no termociclador, programado para os seguintes ciclos de
temperatura e tempo:

95°C 1 min 1X
95°C 15 seg

55°C 10 seg 15X
60°C 1:15 min

95°C 15 min

55°C 10 seg 5X
60°C 1:30 min

95°C 15 seg

55°C 10 seg 5X
60°C 2min

4°C infinito

8.2. Apds terminar a reagao no termociclador

8.2.1. Remover a placa do termociclador e encaminhar para a centrifuga por 2 minutos,
2000 RCF a 4°C;
Obs: A placa deve sempre estar envolvida com o papel aluminio, para evitar a
luz.
8.2.2. Ap0s a centrifugagao, misturar na mesma proporgao o EDTA 125mM e o acetato
de s6dio a 3M (ph 5,2). Adicionar em cada pogo o EDTA e o acetato de sédio
(1 L de acetato + 1 yL de EDTA= 2 uL mix).
Ex: 700uL de EDTA e 700uL de acetato de sodio
8.2.3. Adicionar 25 pL de etanol 100% gelado a cada um dos pogos;
8.2.4. Selar a placa com strips e misturar por inversao (4x), misturar manualmente;
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8.2.5. Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo de luz e envolver a
placa com papel aluminio;
8.2.6. ApOs o periodo de incubagao centrifugar por 45 minutos a 4°C a 2000 RCF ou
3000 RCF por 30 minutos;
Importante: O proximo passo deve ser feito imediatamente. Se isto nao for
possivel. Fazer um spin na placa por +2 minutos, antes de iniciar a proxima etapa.
8.2.7. Inverter a placa manualmente e fazer um spin até 180 RCF por | minuto,
removendo em seguida a placa da centrifuga;
Obs: Ainversao desta placa deve ser manual, sobre a pia, com um s6 movimento
rapido, para evitar contaminagao dos pogos. Com a placa invertida sobre o papel
toalha bata delicadamente por 8X, para retirar o excesso de etanol e fazer um
spin de 1 minuto.
8.2.8. Adicinar 35 pL de etanol a 70% em cada um dos pogos;
Obs: Utilizar pipeta multicanal.
8.2.9. Centrifugar por 15 minutos a 4°C e 1650 RCF;
8.2.10. Inverter a placa manualmente e fazer um spin até 180 RCF por 1 minuto,

removendo em seguida a placa centrifuga;

Obs: A inversao desta placa deve ser manual, sobre a pia, com um so
movimento rapido, para evitar contaminagao dos pogos. Com a placa invertida sobre o
papel toalha bater delicadamente por 8X, para retirar o excesso de etanol e fala um spin
de 1 minuto.

8.2.11. Incubar a placa a 52°C por 15 minutos;

Obs: Cobrir a placa somente com papel aluminio em forma de cabana (no proprio

termociclador com a tampa aberta).

Importante: Caso nao for colocar a placa no sequenciador imediatamente, com

a placa seca, colocar o selo, envolver com o papel aluminio para protegé-la da

luz e congele.

8.2.12. Acrescentar em cada pogo 10uL de formamida HI-DI, lavando as paredes dos
pocgos. Selar e fazer um spin;

Obs: Tentar utilizer somente uma unidade de ponteira, de forma que nao entre

em contato com pogo.
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8.2.13. Aquecer a placa 95°C por 1 minuto e depois mais 1 minuto no gelo, em
seguida enviar a placa para o sequenciador.

Obs: Sempre colocar a placa em par, pois os capilares fazem a leitura em par.

9. LIMITAGCOES
Nao se aplica

10. REFERENCIAS
1- Nonohay, JS; Hepp, D. Técnicas e analises de Biologia Molecular.
Biotecnologia Il. Capitulo 1, 1-23. Disponivel em:
http://srvd.grupoa.com.br/uploads/imagensExtra/legado/B/BRUNO_Alessandra_
Nejar/Biotecnologia_ll/Lib/Amostra.pdf.

2- Silva, GAV; Ramasawmy, R; Boechat, AL, et al. Association of TNF A1031C/C
as a potential protection marker for leprosy development in Amazonas state
patients, Brazil. Human. Immunology. 2015;76, (2-3):137- 141.

11. ANEXOS

Nao se aplica
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Cédigo Data Emissdo Data de Vigéncia Préxima Revisdo Versdo
POP_PROT_01 Dezembro/2018 01/12/2018 Dezembro/2019 N° 001
Elaborado por: Revisado e Aprovado por:
Rafael Avila e Jessica Ortiz Dr. Norival Kesper Junior

AREA: LABORATC’)RIONDE PROTOOZOLOGIA - INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL -
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

ASSUNTO: Protocolo de realizagdo de immunoblotting a partir de antigenos
excretados-secretados de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (TESA blot).

OBJETIVO

E objetivo deste documento estabelecer um padrdo de preparagdo das membranas de
nitrocelulose para realizagéo do teste confirmatério: immunoblotting, para o diagnéstico da doenga de
Chagas.

APLICACAO

Este POP aplica-se aos técnicos e a todos os alunos envolvidos com projetos sobre
diagnostico soroldgico para doenga de Chagas do Laboratério de Protozoologia do Instituto de
Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo.

PROCEDIMENTOS

1. Preparagao da membrana de nitrocelulose.

1.1. Pegar material na caixa de isopor, preparar bancada (colocar papel para
protecéo);

Limpar vidros com alcool e secar;

Montar placas: maior atras, menor na frente — colocar o espagador e alinhar bem
em baixo para nado vazar. Por ultimo, no lado maior, apertar os parafusos e
prender no lado menor;

Medir tamanho do gele e marcar no vidro;

Usar a receita para 7% (a receita esta na parede do lado esquerdo) e preparar no
pote separacéo;

Homogeneizar rotacionando;

Despejar até um pouco acima da marca,;

Gotas de alcool (butanol);

Aguardar aproximadamente 20 minutos;

_— _—

-~ — 4
©Co~N Ok
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Cédigo Data Emissdo Data de Vigéncia Préxima Revisdo Versdo
POP_PROT_01 Dezembro/2018 01/12/2018 Dezembro/2019 N° 001
Elaborado por: Revisado e Aprovado por:
Rafael Avila e Jessica Ortiz Dr. Norival Kesper Junior

AREA: LABORATC’)RIONDE PROTOOZOLOGIA - INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL -
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

ASSUNTO: Protocolo de realizagdo de immunoblotting a partir de antigenos
excretados-secretados de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (TESA blot).

1.10.

1.11.
1.12.
1.13.
1.14.

1.15.

1.16.
1.17.
1.18.
1.19.
1.20.
1.21.
1.22.
1.23.

1.24.

Apos solidificar, lavar varias vezes (5x) com agua destilada para remover o
butanol;

Secar com papel filtro sem encostar no gel;

Fazer o empilhamento, usar receita (parece do lado esquerdo);

Colocar pente;

Deixar secar (se ndo for usar, cobrir e guardar na geladeira);

Preparar os antigenos (diluigdo da amostra 1:5. Ex: 400uL de antigeno e 100uL
de tampéao de amostra 5x);

Homogeneizar e colocar tampinha;

Ferver 100°C por 5min;

Tirar pente e placa;

Montar suporte de eletroforese;

Colocar solugéo de corrida 1x no meio, até o topo e dos lados até passar o fio;
Homogeneizar e pipetar com ponteira especial entre as placastodo o antigeno;
Conectar os fios e ligar em 110V até alinhar;

Quando a linha afinar, aumentar para 165V (ou, aumentar conforme progressao
da corrida — parar a corrida um pouco a baixo da “borracha cinza”;

Deixar de molho as esponjas € a membrana de nitrocelulose no tampao de
transferéncia. Antes de terminar a corrida, cortar a lateral da membrana e marcar
A ou B;

Abrir a placa;

Retirar o gel de empilhamento;

Se o gel ficar na placa maior = aplicar direto. Se o gel ficar na placa menor = virar
ao aplicar;

Montar 2 esponjas, nitrocelulose, gel, terminar com 2 esponjas e alinhas com o
Becker que nao ocorram bolhas;

Ligar a maquina (66mA para 2 papeis) por 1 h --- Peso molecular;
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Cédigo Data Emissdo Data de Vigéncia Préxima Revisdo Versdo
POP_PROT_01 Dezembro/2018 01/12/2018 Dezembro/2019 N° 001
Elaborado por: Revisado e Aprovado por:
Rafael Avila e Jessica Ortiz Dr. Norival Kesper Junior

AREA: LABORATC’)RIONDE PROTOOZOLOGIA - INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL -
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

ASSUNTO: Protocolo de realizagdo de immunoblotting a partir de antigenos
excretados-secretados de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (TESA blot).

1.30. Fazer o bloqueio com leite 5% com PBS (20 mL PBS, 1g leite);
1.31. Bloquear e deixar 1h no agitador --- metaperiodato/proteinase K;
1.32. Lavarcom PBS 1x (varias vezes, 5x), depois, secar com papel filtro;

1.33. Marcar o pé do filme, e descartar as laterais da membrana (quando néo for a de 10

pentes).

2. Processo sorolégico do TESA Blot

2.1. Cortar as tiras que for utilizar;
2.2. Marcar o numero da membrana das tiras cortadas;
2.3. Preparar o soro controle em leite 1%:

TESA 1:200
Soro puro -------------------- 1:100
Soro glicerinado ----------- 1:50

OBS. n°1: Se for usar a membrana inteira (5ml cada):

TESA ---- 5ml, 1%, 25pL.
Soro puro ------------ 5ml, 1%, 50uL.
Soro glicerinado ----- 5ml, 1%, 100puL.

OBS. n°2: Se usar tira da membrana (600uL por tira)

Soro puro ------------ 6uL.
Soro glicerinado ----- 12uL.
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POP_PROT_01 Dezembro/2018 01/12/2018 Dezembro/2019 N° 001

Elaborado por:

Rafael Avila e Jessica Ortiz

Revisado e Aprovado por:

Dr. Norival Kesper Junior

AREA: LABORATORIO DE PROTOOZOLOGIA - INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL -

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

ASSUNTO: Protocolo de realizagdo de immunoblotting a partir de antigenos
excretados-secretados de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (TESA blot).

2.4.  Deixar overnight (ou minimo 2 horas)
2.5.
2.6. Prepara o conjugado 1:2000, em 1%;

OBS. n°1: Se for usar a membrana inteira:

1 membrana ----------------- 5ml de leite 1% e 2,5uL do conjugado

2 membranas ---------------- 10ml de leite 1% e 5uL do conjugado.

OBS. n°2: Se usar tira da membrana (600uL por tira)

Volume minimo: 2 L, logo preparar no minimo 4ml = 6 tiras.

2.7. Homogeneizar;

2.8.

2.9.

2.10. Preparar o revelador;

1 receita (12ml): 4-cloro

metanol
PBS --—--
H202 ---—-

1 membrana inteira --------------

1 tira da membrana -----------—---

2.11.

Pipetar conjugado e colocar no agitador por 1h 30 min;
Lavar com PBS (3x). Colocar no agitador por 5min, cada vez;

--- 5ml de revelador

--- 600uL de revelador

Aguardar e lavar com agua destilada para parar o processo.

Bater a sobra e lavar com PBS (3x). Colocar no agitador por 5min, cada vez.




7.2. Anexo 2

Ficha Clinica-Epidemiolégica
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UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS ' ’\')
FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRADOURADO HDFM
HOSPITAL UNIVERSITARIO FRANCISCA MENDES Praicckissees

FICHA CLIiNICA-EPIDEMIOLOGICA PARA A DOENGA DE CHAGAS

N° Registro: Data:

Nome:

Data de nascimento: / / Sexo: Estado Civil:
Endereco: Estado civil:
Telefone celular: (__ ) Telefone fixo: (__ )

1. HISTORICO EPIDEMIOLOGICO

Naturalidade: Rural: Urbano:

Residéncia anterior (local, tipo de casa, tempo deresidéncia):

Atividade atual (agricultor, extrativista):

Atividade(s) anterior(es):

Viagem para o interior/ fora da regiao Amazénica (local e tempo deviagem):

Habito de entrar na mata (0) Nao (1) Sim
Triatomineo no domicilio (0) Nao (1) Sim
Transfusao sanguinea (0) Nao (1) Sim
Consumo frequente de agai  (0) Nao (1) Sim
Consumo frequente de agai  (0) Nao (1) Sim

2. AVALIACAO CLiNICA



Queixa principal:
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Fumante (0) Nao (1) Sim
Se sim, Por quanto tempo? Parou quando?
Bebidas alcodlicas (0) Nao (1) Sim
Atividade fisica (0) Nao (1) Sim
Doencgas atuais (0) Nao (1) Sim
(a) Diabetes
(b) Hipertensao arterial
(c) Outras (citar)
Medicamentos atuais:
Peso: kg.
Altura: m.
Pulso:_______ bpm. (1) Regular (2) Irregular
Pressao arterial: mmHg/

3. EXAME MPLEMENTARE

Sorologia anterior

ELISA( )

Imunofluorescéncia indireta (

Western Blot ()

PCR( )
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4. EXAME ELETROCARDIOGRAFICO

Data do exame: / /
Fc: bpm.
Ritmo sinusal: (1) Sim (2) Nao

Qual o ritmo?

Anormalidades: (1) Bloqueio atrioventricular — 1° grau (BAV1)

(2) Bloqueio atrioventricular — 2° grau (BAV2)
(3) Bloqueio atrioventricular — 3° grau (BAV3)
(4) Bloqueio do ramo direito (BRD)

(5) Bloqueio do ramo esquerdo (BRE)

(6) Bloqueio divisional anterossuperior (BDAS)
(7) Alteracao de repolarizagéo ventricular (ARV)
(8) Arritmia supraventricular (ibrilagao atrial...)

(9) Arritmia ventricular

(10) Taquicardia atrial

(11) Arritmia sinusal

(12) Area eletricamente inativa

(13) Outros Especificar:
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5. EXAME E ARDIOGRAFI

Data do exame: / /
Método: (1) Biplanar de Simpson
(2) Teicholz

(3) Estimada

78

FEVE: % Dimenséao do AE: mm. Diametro VD:
SeptoIV:_____mm. Parede posterior:________mm.
DDVE: mm. DSVE: mm.
Alteragao de contragdo segmentar:
(1) Hipocinesia difusa (2) Acinesia
(3) Hipocinesia (4) Aneurisma apical
(5) Outros

Especificar parede:

Regurgitacao mitral:

(0) Nao (1) Tragos (2) Leve
Estenose mitral: (0) Nao
Regurgitagcao aértica:

(0) Nao (1) Tragos (2) Leve
Estenose aértica: (0) Nao

Regurgitagao tricuspide:
(0) Nao (1) Tragos (2) Leve

PASP (Pressao da A. pulmonar) mmHg.

(3) Moderado

(1) Sim

(3) Moderado
(1) Sim

(3) Moderado

(4) Severo

(4) Severo

(4) Severo

mm



6. EXAME HOLTER 24h

Data do exame: / / Duracgao (h):

N° total de QRS:

Ectopicos ventriculares:

Ectopicos supraventriculares:

Artefatos (%):
Pausas:

Fc min: bpm
Fc média: bpm
Fc max: bpm

Arritmias ventriculares:

Arritmias supraventriculares:

OBSERVAGOES:

Assinatura do responsavel pelo preenchimento

Médico e/ou Pesquisadora Responsavel:
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7.3. Anexo 3

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS
FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADO
HOSPITAL UNIVERSITARIO FRANCISCA MENDES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TiTULO: “PREVALENCIA E MORBIDADE DA CARDIOPATIA CHAGASICA
CRONICA EM PACIENTES AUTOCTONES DA AMAZONIA
MATRICULADOS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO FRANCISCA
MENDES’

Investigadora: JESSICA VANINA ORTIZ

Instituigcao: Fundacao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado

Patrocinador: Edital Numero 030/2013 - UNIVERSAL AMAZONAS da
FAPEAM.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo acima citado. A sua
colaboragcdo sera de muita importancia para nés, mas se desistir a qualquer
momento, iSSo0 ndo causara nenhum prejuizo a vocé.

O abaixo assinado ou sob responsabilidade de seu familiar abaixo
identificado ou, nos casos necessarios, sob a responsabilidade da investigadora
ou do médico que assina este documento, declara estar ciente apds ter lido ou
ouvido o presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Estou ciente que:

A minha participagdo neste estudo que tem por finalidade “Estimar
a prevaléncia e a morbidade da cardiopatia chagasica cronica em
pacientes autoctones da Amazénia”, é voluntaria, assim como na minha
recusa nao havera qualquer tipo de retaliagdo ou perda de beneficios;

Il. Tenho a liberdade de desistir ou interromper a minha colaboragao neste
estudo a qualquer momento, sem necessidade de qualquer explicacao;

II. A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha saude ou bem-estar
fisico, e terei direito em manter sob meu poder uma via assinada deste
documento;

V. Ao haver concordancia para a participacdo no estudo, se procedera as
seguintes condutas:

1 — Preenchimento de um questionario constando de dados relativos a
doencga de Chagas;
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2 — Coleta de sangue para diagndstico da doenca;

3 — Realizagdo de exames complementares nao invasivos do tipo (a)
Eletrocardiograma de 12 derivagbes, (b) Exame de Holter de 24h (gravagao
dos batimentos cardiacos durante 24 horas), e (c)Ecocardiograma
Transtoracico (Ultrassom do coragao);

4 — Caso o diagnostico seja dado para a Doenga de Chagas, sera realizado
o teste de xenodiagndstico para a pesquisa direta do parasita.

V. Os dados relativos a doenga de Chagas seréao coletados utilizando a Ficha
Clinica-Epidemioldgica a ser respondida com o objetivo de estabelecer a
susceptibilidade a doenga;

VI. A coleta de sangue sera realizada por um profissional treinado, a partir da
punc¢ao de uma veia no seu brago que ira causar uma pequena e rapida
sensagao de picada, com chances minimas de complicagbes como: dor
local, hematomas e/ou outro desconforto no local da coleta;

VII. O eletrocardiograma de 12 derivag¢des sera realizado com a colocagao de
eletrodos na pele, na regido do térax com duragao aproximada de
30 segundos para ser concluido, ndo oferecendo maiores desconfortos;

VIIl. O exame de Holter de 24h sera realizado colocando eletrodos na pele que
irdo captar os batimentos cardiacos durante 24 horas. O exame pode
causar coceira no local onde sdo colocados os eletrodos, caso seja
alérgico, uma pomada podera amenizar o efeito, sem causar maiores
danos;

IX. O ecocardiograma transtoracico, um ultrassom do coracao, utilizara da
aplicagcado de um gel na regido esquerda do térax e pode causar uma dor
discreta local devido a pressdo exercida pelo transdutor, porém se
comunicado ao médico, ele pode imediatamente amenizar esse
desconforto;

X. Para o teste direto, o xenodiagndstico, serdo colocados no seu brago uma
quantidade de “barbeiros” sadios, insetos que transmitem a Doenca
a Chagas, durante 45 minutos para identificar a presenga do parasito no
seu sangue e assim, procurar descobrir o tipo. Nao ha riscos de prejuizo
a sua saude, apenas sentira um desconforto durante o processo da picada
desses insetos;

XI. Ao participar deste estudo obterei o beneficio direto do diagnostico
da doenga de Chagas e estarei contribuindo para o melhor conhecimento
da prevaléncia e morbidade da referida doenga na regido amazénica.
Os riscos da participacao nesta pesquisa sdo minimos por serem exames
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Terei acesso a todos os resultados dos exames. Apos o diagnostico, caso o

resultado seja positivo, terei acesso ao tratamento e ao
acompanhamento gratuito na Fundacao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado com o Dr. Jorge Guerra e no Hospital Universitario Francisca
Mendes com o Dr. Jodo Marcos Barbosa; assim como ao tratamento de
qualquer outro possivel dano decorrente da pesquisa, em que sera feito o
encaminhamento para o respectivo profissional;

A participacao neste estudo sera confidencial e os registros ou resultados dos
testes relacionados ao estudo serdo mostrados apenas aos
participantes e aos representantes da FMT-HVD, bem como a
autoridades normativas estaduais ou federais, com o objetivo de garantir
informacgdes de pesquisas clinicas ou para fins normativos. A identidade dos
pacientes sera mantida em confidencialidade. O patrocinador assegura
que isso acontecera de acordo com as normas legais reguladoras
de protecdo nacionais ou internacionais;

O material coletado sera utilizado para atender aos objetivos desta
pesquisa, em caso de sobra, concordo que o mesmo seja estocado e que
possa ser utilizado em estudos posteriores que envolvam o diagndstico e o
acompanhamento de casos da Doenga de Chagas na Amazobnia.

O (A) participante voluntario (a) e seus familiares tém direitos a
ressarcimento de quaisquer gastos, tais como com transporte,
alimentacdo e de tudo que for necessario ao estudo; e indenizagdes por
prejuizos que porventura possam acontecer em decorréncia de sua
participacdo neste estudo, assim como de toda assisténcia médica
garantida pela FMT-HVD, HUFM,;

O (A) participante voluntario (a) e seus familiares tém direito aos
esclarecimentos que julgarem necessarios a qualquer periodo do
desenvolvimento deste estudo e serdo notificados sobre qualquer nova
informacao relacionada. A Biomédica Jessica Vanina Ortiz, cujo nimero de
telefone é (92) 99314-4652, tera disponibilidade integral para atender e
esclarecer possiveis duvidas dos participantes;

Por estar devidamente esclarecido sobre o conteudo deste termo,
livremente expresso meu consentimento para a minha inclusdo como
participante voluntario (a) nesta pesquisa.
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Li e entendi o documento de consentimento e o objetivo do estudo, bem como seus
possiveis riscos e beneficios. Tive oportunidade de perguntar sobre o estudo e
as minhas duvidas foram esclarecidas.

Entendo que estou livre para decidir ndo participar desta pesquisa, assim como,
entendo que ao assinar este documento, ndo estou abdicando a nenhum de
meus direitos legais.

Nome do paciente

Idade:
Sexo: OF OM

Impresséo dactiloscopica
(p/ analfabeto)

Assinatura do paciente ou do responsavel

Nome da investigadora ou meédico responsavel

Assinatura da investigadora ou médico responsavel

Data: / /

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé pode consultar o
CEP/FMT-HVD - Comité de Etica em Pesquisa FMT-HVD.

Fundagao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro

CEP: 69.040-000

Manaus, Amazonas

Tel.: 2127-3572 / 2127-3555

E-mail: cep@fmt.am.gov.br
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7.4. Anexo 4

Parecer Consubstanciado do Comité de Etica
em Pesquisa
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FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR gww
VIEIRA DOURADO"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Prevaléncia e morbidade da cardiopatia chagésica crénica em pacientes autéctones da
Amazénia matriculados no Hospital Universitario Francisca Mendes

Pesquisador: Jessica Vanina Ortiz

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 69904017.9.0000.0005

Instituicao Proponente: Fundacio de Medicina Tropical do Amazonas - FMT/IMT/AM
Patrocinador Principal: Fundagcédo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas - FAPEAM

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.191.571

Apresentagao do Projeto:

A Doenca de Chagas (DC) se manifesta em duas formas clinicas: aguda e crénica, em que a forma cronica
é classificada como indeterminada, digestiva ou cardiaca. A cardiopatia chagasica crénica (CCC) é uma
miocardiopatia dilatada que acomete cerca de 30% dos pacientes chagasicos e clinicamente apresenta-se
por: insuficiéncia cardiaca, arritmias e tromboembolismo. O cenario da infec¢édo pelo Trypanosoma cruzi na
regido amazonica é de uma morbidade menor devido as caracteristicas biolégicas das linhagens Tcl e TclV
em relacdo as regides endémicas, onde encontra-se a linhagem Tcll. Quanto a CCC, o primeiro caso na
Amazénia foi registrado em 2003,e desde entédo tem sido alvo de mais estudos, porém ainda escassos, com
uma prevaléncia correspondente a 8,1% em casos autoctones. A fragilidade no diagnéstico da cardiopatia
impede o conhecimento da epidemiologia na regido, necessitando mais estudos afim de promover a melhora
no manejo desse grupo de pacientes. Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo primario avaliar a
prevaléncia da CCC em pacientes autéctones da Amazéonia com alteracdes sugestivas da DC e como
objetivo secundério identificar a linhagem do parasita. E um estudo observacional, analitico de corte
transversal que avaliara os pacientes no periodo de Julho de 2017 a Julho de 2018. Os pacientes serédo
recrutados no Hospital Universitario Francisca Mendes e as amostras processadas na Fundacao de
Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado.

Endereco: Av. Pedro Teixeira, 25

Bairro: D. Pedro | CEP: 69.040-000
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cep@fmt.am.gov.br
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Continuagao do Parecer: 2.191.571

A triagem sera realizada por questionario clinico epidemioldgico, o diagnostico por métodos soroldgicos e a
identificacdo da linhagem por teste molecular. As analises estatisticas serdo feitas no programa Stata versdo
13.0, onde serdo calculadas as frequéncias relativas e absolutas, a média, mediana e desvio padrdo. A
comparacéo das proporgdes das frequéncias sera feita pelo teste qui-quadrado e das médias pelo teste t de
Student com intervalo de confianga ao nivel de 95% (IC95%). Espera-se encontrar maior prevaléncia de
casos de DC com cardiopatia chagasica e identificar a linhagem do parasita encontrada nesses pacientes
autéctones.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVOS

Geral

Avaliar a prevaléncia de cardiopatia chagéasica cronica em pacientes autéctones da
Amazoénia

Especificos

- Correlacionar a presenca de cardiopatia chagasica com variaveis clinico-epidemioldgicos;
- Descrever as alteragdes cardiacas;
- Realizar a caracterizacdo genética do parasita em pacientes com sorologia positiva

Avaliagado dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos da participacdo nesta pesquisa sdo minimos por serem exames nao invasivos. A coleta de sangue
implica um risco minimo de dor local no momento da punc¢do, hematomas e desconforto durante a coleta.
Os exames cardiolégicos ndo apresentam riscos de complicagdes, apenas desconforto ou alergia no local
de posicionamento dos eletrodos. Os pacientes que por ventura necessitem de atendimento psicolégico
serdo encaminhados ao Ambulatério de Psicologia do Hospital Universitario Francisca Mendes coordenado
pela Psicdloga Sanderlise de Moura Rente.

Beneficios:
O beneficio direto do estudo é o diagnédstico da doenga de Chagas nos pacientes com alteracdes cardiacas
e a contribuicdo para o melhor conhecimento da prevaléncia e morbidade da referida doenca na regiao
amazoénica.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Endereco: Av. Pedro Teixeira, 25

Bairro: D. Pedro | CEP: 69.040-000
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cep@fmt.am.gov.br
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Continuagao do Parecer: 2.191.571

A proposta é relevante e dentro do contexto, € plenamente factivel, portanto,devidamente instruido, esta
apto para andlise.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O protocolo deste estudo traz a documentacéo: 1. Folha de rosto da CONEP; 2. Projeto gerado pela
Plataforma Brasil (PB); 3. Projeto detalhado; 4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE); 5.
Cronograma de Execugdo com inicio previsto para 07/07/17. 6. Orgamento estimado em R$ 4.852,00.7.
Anuéncia da FMT-HVD (DENPE e DAM) e Hospital Universitario Francisca Mendes. 8. curriculos dos
pesquisadores.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
CARTA RESPOSTA DAS PENDENCIAS

Recomendagoes:

1. O termo aut6ctone refere a doenca e ndo ao paciente. Sugerimos adequar o texto no
objetivo geral.

Utilizamos o termo autéctone referindo-se ao paciente nascido na regido

Amazoénica, pois pretendemos avaliar a prevaléncia nesta regido sem possibilidade da
infeccéo ter sido adquirida em outra regido. Inclusive entre os critérios de exclusao
ressaltamos que esses pacientes nao tenham morado em outras regides em qualquer
momento da vida.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
PENDENCIAS/SOLICITACOES visando atender a Resolucdo no 446/2012, CNS/MS.

PENDENCIA 1

No tdpico "avaliacdo dos riscos e beneficios" a pesquisadora néo descreve 0s riscos

referentes a coleta de sangue que sera realizada na pesquisa. Favor incluir os riscos deste procedimento no
estudo.

RESPOSTA: Foi incluido o seguinte texto no topico "avaliacdo dos riscos e beneficios" da Plataforma Brasil:
“Os riscos da participagédo nesta pesquisa s40 minimos por serem

exames nao invasivos. A coleta de sangue implica um risco minimo de dor local no

momento da puncdo, hematomas e desconforto durante a coleta. Os exames

Enderegco: Av. Pedro Teixeira, 25

Bairro: D. Pedro | CEP: 69.040-000
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Continuagéo do Parecer: 2.191.571

cardiolégicos ndo apresentam riscos de complicagdes, apenas desconforto ou alergia no
local de posicionamento dos eletrodos...”

PENDENCIA ATENDIDA.

PENDENCIA 2

No tépico "avaliagédo dos riscos e beneficios" a pesquisadora descreve a possibilidade
riscos psicologicos decorrentes da realizagdo dos exames. Favor informar no projeto
local e profissional para o atendimento dos pacientes que necessitarem de atendimento
psicoldgico.

RESPOSTA: Os pacientes que por ventura necessitem de atendimento psicologico serdao
encaminhados ao Ambulatério de Psicologia do Hospital Universitario Francisca Mendes
coordenado pela Psicéloga Sanderlise de Moura Rente.

PENDENCIA ATENDIDA.

PENDENCIA 3

No TCLE tem a seguinte descricdo: "Terei acesso a todos os resultados dos exames.

Apo6s o diagnostico, caso o resultado seja positivo, terei acesso ao tratamento e

ao acompanhamento gratuito; assim como ao tratamento de qualquer outro possivel

dano decorrente da pesquisa". Favor, informar o local e profissional para atendimento do paciente com
resultado positivo para doenca de Chagas.

RESPOSTA: O atendimento e 0 acompanhamento do paciente com relacao a infecgao pelo

Trypanosoma cruzi sera realizado no Ambulatério da Fundagao de Medicina Tropical

sob responsabilidade do Dr. Jorge Guerra. O acompanhamento cardiol6gico dos casos

positivos sera feito no Ambulatério de Miocardiopatias do Hospital Universitario

Francisca Mendes sob a responsabilidade do Dr. Jodo Marcos Barbosa. O texto no

TCLE foi modificado, no item XII na pagina 3, da seguinte forma: “Terei acesso a todos os resultados dos
exames. Apds o diagndstico, caso o resultado seja positivo, terei acesso ao tratamento e ao
acompanhamento gratuito na Fundacdo de Medicina

Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado com o Dr. Jorge Guerra e no Hospital Universitario

Endereco: Av. Pedro Teixeira, 25

Bairro: D. Pedro | CEP: 69.040-000
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Francisca Mendes com o Dr. Jodo Marcos Barbosa; assim como ao tratamento de
qualquer outro possivel dano decorrente da pesquisa, em que sera feito o
encaminhamento para o respectivo profissional”

PENDENCIA ATENDIDA.

PENDENCIA 4
O cronograma apresentado refere data de inicio de recrutamento antes da aprovacgao do
CEP. Favor adequar o recrutamento para ser realizado apds a aprovacgéo do CEP.

RESPOSTA: O cronograma foi modificado e adequado colocando o inicio do recrutamento
previsto para Setembro de 2017.

PENDENCIA ATENDIDA.

PENDENCIA 5
Nao foi anexado os curriculos dos pesquisadores; favor acrescentar estas informagdes.

RESPOSTA: O curriculo dos pesquisadores foi anexado na Plataforma Brasil como documento Gnico sob o
nome “4 Curriculo_Pesquisadores”.

PENDENCIA ATENDIDA.

Diante do exposto acima, sugere-se que o protocolo seja APROVADO, visto que os pesquisadores
atenderam as solicitagcdes do CEP.
S.M.J. E o parecer

Consideragodes Finais a critério do CEP:

O presente projeto estd APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatérios parciais e final do estudo, conforme prevé a Resolu¢cdo CNS n° 466/2012, utilizando o formulario
de Roteiro para Relatério Parcial/Final de estudos clinicos Unicéntricos e Multicéntricos, proposto pela
CONEP em nossa home page.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/07/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_873781.pdf 07:10:10
Outros 4_Curriculo_pesquisadores.pdf 18/07/2017 |Jessica Vanina Ortiz | Aceito
00:17:59

Projeto Detalhado / |3_Projeto_detalhado.pdf 18/07/2017 |Jessica Vanina Ortiz | Aceito

Brochura 00:08:30

Investigador

TCLE / Termos de |2_TCLE.pdf 18/07/2017 |Jessica Vanina Ortiz | Aceito

Assentimento / 00:07:55

Justificativa de

Auséncia

QOutros 1_Respostas_pendencias.pdf 18/07/2017 |Jessica Vanina Ortiz | Aceito
00:07:33

QOutros Termo_de_anuencia_HUFM.pdf 17/06/2017 |Jessica Vanina Ortiz | Aceito
19:53:30

Outros Termos_de_anuencia_FMT.pdf 17/06/2017 |Jessica Vanina Ortiz | Aceito
19:52:59

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 17/06/2017 |Jessica Vanina Ortiz | Aceito
19:50:44

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao
MANAUS, 28 de Julho de 2017
Assinado por:
Marilaine Martins
(Coordenador)
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