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RESUMO

A doenca de Chagas-DC, parasitose causada pelo Trypanosoma cruzi, € transmitida
ao homem de diversas formas, podendo se manifestar em uma fase aguda (DCA),
diagnosticada por exames parasitolégicos, e uma cronica (DCC), através de
diagnostico soroldgico, sendo obrigatério a reatividade em pelo menos 2 testes, com
principios diferentes. Geralmente ha divergéncia nos resultados, principalmente em
casos da DCC da Amazonia e acredita-se que entre 0s motivos esteja 0 uso de testes
produzidos com antigenos de T. cruzi ndo encontrados nessa regiao. O objetivo desse
estudo foi investigar a atividade dos antigenos de excrecdo e secrecdo das formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi DTU Tcl e TclV utilizando ELISA in house. O
estudo foi realizado na Unidade de entomologia Nelson Ferreira Fé da Fundacao de
Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado. Os antigenos de excrecao e secrecao
de isolados de T. cruzi Tcl e TclV de humanos com a DCA, foram testados em soros
de pacientes positivos e negativos para DC, e soro de pacientes negativos para DC
com historico de leishmaniose, pelo método ELISA-in house. Foram testadas 113
amostras de soros divididas em 4 grupos com perfis clinico laboratoriais diferentes,
sendo 32 (28,3%) soros do G1; 64(56,6%) do G2; 7(6,1%) do G3 e 10 (8,8%) do G4.
Com excecao das amostras de soro do G3 todas apresentaram reatividade sendo no
G1 22(68,7%) amostras testadas com antigeno de Tcl, e 16 (50%) de TclV; no G2 16
(25%) com antigenos de Tcl e 15(23,4%) de TclV e no G4 7 (70%) foram reativas em
ambas as linhagens. Nas médias foi observado que existe diferenga significativa
entre os resultados de reatividade dos soros de pacientes positivos e negativos para
DC e em soros de pacientes com historico de leishmaniose. A reatividade das duas
linhagens de T. cruzi em amostras positivas para DC responde aos objetivos
propostos, entretanto mais estudos sao necessarios sobre esses antigenos e a
possibilidade de seu uso em testes sorolégicos para o diagndstico da doenca de
Chagas, particularmente na Amazonia, considerando a ocorréncia de outras
doencas que resultam em reatividade cruzada.

Palavras-chaves: Sorologia; teste; diagnostico; Tcl, TclV
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ABSTRACT

Chagas disease (CD) is a parasitic disease caused by Trypanosoma cruzi, transmitted
to humans through different pathways, and can manifest itself in an acute phase
(ACD), diagnosed by parasitological tests, and a chronic phase (DCC), through
serological diagnosis, in which the reactivity in at least 2 tests, with different principles,
is mandatory. There is generally divergence in results, especially in cases of CCD in
the Amazon and it is believed that one of the reasons is due the use of tests produced
with T. cruzi antigens not found circulating in this region. The aim of this study was to
investigate the activity of excretion and secretion antigens of DTU Tcl and TclV
Trypanosoma cruzi-epimastigotes using in-house ELISA. The study was carried out at
the Nelson Ferreira Fé Entomology Unit of the Fundacdo de Medicina Tropical Doutor
Heitor Vieira Dourado. The excretion and secretion antigens of T. cruzi Tcl and TclV
isolates from humans with ACD were tested in sera from patients positive and negative
for ACD, and serum from patients negative for ACD with a history of leishmaniasis, by
the in-house ELISA method. A total of 113 serum samples were tested, 32 (28,3%)
sera from G1; 64 (56,6%) from G2; 7 (6,1%) from G3 and 10 (8,8%) from G4. With the
exception of serum samples from G3, all showed reactivity, 22 (68.7%) samples tested
with Tcl antigen in G1, and 16 (50%) with TclV; in G2 16 (25%) with Tcl antigens and
15 (23.4%) with TclV and in G4 7(70%) were reactive in both lineages. In the means
comparison, it was observed that there is a significant difference between the reactivity
results of sera from patients positive and negative for CD and in sera from patients
with a history of leishmaniasis. The reactivity of the two T. cruzi strains in CD-positive
samples responds to the proposed objectives. However, more studies are needed on
these antigens and the possibility of their use in serological tests for the diagnosis of
Chagas disease, particularly in Amazonia, considering the occurrence of other
diseases that result in cross-reactivity.

Keywords: Serology; test; diagnosis; Tcl, TclV
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RESUMO LEIGO

A doenca de Chagas, € um importante problema de saude, porque pode causar danos
graves ao coracao de uma pessoa doente, sendo responsavel por milhares de mortes
em varios paises. Pode ser transmitida ao homem pelo contato com as fezes de
insetos conhecidos como barbeiros, ou recebendo sangue e 6rgdos doados por
alguém contaminado, pode ser transmitida da mé&e pro bebé durante a gestacéo ou
parto e pelo consumo de alimentos contaminados como o agai. E uma doenca que
afeta pessoas de regides rurais com dificuldade para o0 acesso aos servi¢os de saude.
Quando a pessoa se infecta ela pode ou ndo apresentar sintomas tanto no inicio ou
ano depois da transmissdo. Na Amazo6nia tem crescido o0 nimero de pessoas com
essa doenca, principalmente com historia de terem tomado o acai. Também ha casos
de pessoas que descobrem ter essa doenc¢a apds tentarem doar sangue ou ainda por
sentirem problemas como fadiga, cansaco, e palpitacdo no coracdo. Seu diagnéstico,
é feito por exame de sangue. Os testes realizados para o diagnéstico se observam
diferencas nos resultados. Acredita-se que essas diferencas sejam causadas pelo uso
de testes produzidos com T. cruzi, que ainda nao foi identificado nessa regido. Nesse
sentido acredita-se que metodologia para testes sorol6gicos usando linhagens de T.
cruzi isolados de pessoas que contrairam a DC, nessa regido, precisam ser
produzidos tendo em vista a possibilidade de obtencéo de resultados no diagndstico
de pessoas portadoras da doenca cronica, sem sintomas, e que ndo sabem de sua
condicao de saude.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas aspectos gerais

A Doenca de Chagas — DC é uma parasitose originaria das Américas que afeta
populacdes com acesso limitado aos servi¢cos de saude causando um grande impacto

socioecondmico (1-3).

Descoberta em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas, nas ultimas
décadas, as migracdes humanas nédo controladas, degradacdo ambiental, alterac6es
climaticas, maior concentracdo da populacdo em areas urbanas e precariedade de
condi¢cdes socioecondmicas, inserem-se como determinantes e condicionantes
sociais para a transmissao de T. cruzi ao homem, dispersando a doenca para outros
paises entre eles, os Estados Unidos, Canada, Europa, Japdo e Austrdlia (Figura 1).
Estima-se que atualmente, 6 a 8 milhdes de pessoas em todo o mundo estejam
infectadas representando um desafio em termos de saude publica (4,5,6).

Estimated number of T.cruzs infectsd cases
e <300 [ Nodata avalladie
® co-299% [ Mot apoicanie O 5

o @ =oono-ssses
‘ =900 000
Figura 1. Mapa da distribuicéo de casos da doenca de
Chagas em 2018 no mundo. Fonte: Who, 2018




1.2 Agente etioldgico

A DC é causada pelo Trypanosoma cruzi um protozoario flagelado do grupo
Stercoraria, Classe Kinetoplastida, Familia Tripanosomatidae. Possui um ciclo de vida
complexo do tipo heter6xeno, realizado em diversos hospedeiros (vertebrados e
invertebrados), passando por diferentes formas evolutivas, denominadas de
tripomastigota sanguinea e amastigota encontradas em hospedeiros vertebrados
(7,8), e as formas tripomastigota metaciclica e epimastigotas no hospedeiro
invertebrado (inseto vetor - triatomineo). E um parasito de ciclo de vida complexo
desenvolvido em dezenas de espécies de animais vertebrados e invertebrados.

1.2.1 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi no hospedeiro vertebrado

Dezenas de espécies de mamiferos das ordens: Didelphimorphia,
Lagomorpha, Chiroptera, Rodentia, Pilosa, Cingulata, Carnivora, Primata,
Perisodactyla, podem ser utilizadas com hospedeiras do T. cruzi, e cada espécie
infectada, desempenha um importante papel na manutencdo do ciclo biolégico do
parasito. O homem é inserido nesse processo pela interacdo entre ciclos realizados

em ambientes domésticos, peridomeéstico e silvestre (9—11).

Nesses hospedeiros, o ciclo se inicia quando o parasito cai na corrente
sanguinea e alcanca macrofagos de células teciduais, onde se multiplica por divisdo
binaria, se diferencia em formas amastigotas, e posteriormente em novas
tripomastigotas, podendo ficar por algum tempo na corrente sanguinea ou alcancar e

infectar novas células de varios tecidos (8,11,12) (Figura 2).

1.2.2 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi no hospedeiro Invertebrado

Os hospedeiros invertebrados do T. cruzi sdo insetos hematéfagos da ordem
Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, conhecidos como barbeiro.
Possuem desenvolvimento hemimetabolo, realizado em trés estagios: ovo-ninfas(I-V)
-adultos, necessitando do repasto sanguineo para fazer a muda e durante a fase
adulta. Atualmente sdo conhecidas 157 espécies descritas (incluindo duas fosseis),

agrupadas em 18 géneros, dos quais, trés: Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus tém



importancia médica (13,14). No Brasil ha registro de 65 espécies, dos quais 25 ja
foram encontradas na Amazobnia. Rhodnius picticipes, Rhodnius robustus e
Panstrongylus geniculatus sédo as espécies vetores predominantes, reportando-se

uma taxa de infeccéo entre 30-50% (10,15).

Ao realizar a hematofagia em um mamifero infectado os triatomineos podem
ingerir as formas tripomastigotas sanguineas e se infectar. No intestino médio ocorre
a diferenciacdo das formas ingeridas em esferomastigotas, e epimastigotas, que ao
chegar no final do tubo digestivo, na ampola retal se transforma em tripomastigotas
metaciclicas. Ao serem eliminadas pelas fezes durante um novo repasto sanguineo,
podem infectar um novo hospedeiro e comegar um novo ciclo de infec¢do (11,16,17)
(Figura 2).
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Figura 2. Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi. Fonte:
Ortiz, 2019

1.2.3 Diversidade genética do Trypanosoma cruzi

A capacidade infectiva do Trypanosoma cruzi em diversas espécies de
hospedeiros, resulta em populagdes naturais com diversidade genética, taxonomia
dificil e risco de identificacdo errbnea. A falta de métodos padronizados de tipagem
molecular e uso de nomenclaturas alternativas (biodemas, zimodemas, clones,
esquizodemas e unidades de tipagem discreta-DTUs), entre outros, tem gerado

confusao na propostas de grupos (18).



A primeira abordagem aplicada no estudo da variabilidade molecular do T.
cruzi, foi realizada através da analise de isoenzimas, técnica que demonstrou distintas
populacdes, denominadas de zimodemas, sendo os descritos no Brasil os zimodemas
Z1, 72,73, ZB, ZC E ZD(18-20).

Apds anos de estudos, especialistas chegaram a um consenso e definiram uma
proposta de nomenclatura intraespecifica de T. cruzi. Em 2009, considerando varios
fatores e critérios, entre outros, a distribuicdo geogréfica, ciclo de transmissao, doenca
causada, foram reconhecidas seis linhagens genéticas denominadas de unidades de
tipagem discretas (DTU), classificadas em grupos de Tcl a TcVI e Tcbat, DTU
detectada primariamente em morcegos, registrada em um caso humano (Figura 3)
(21-25).

Veladsquez-Ortiz e colaboradores (26), demonstraram a distribuicdo geografica
das DTUs (Figura 3) principalmente em paises como Brasil, Colémbia, Bolivia, Chile

e Argentina, detectadas em diferentes espécies de hospedeiros e/ou vetores.
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Figura 3. Distribuicdo espacial das linhagens (DTUs) de Trypanosoma
cruzi nas Americas Central e Sul. Imagem de Bréniere, 2016 & Zingales,
2017, modificada por Ortiz, 2018.



1.2.4 Interacao parasito-hospedeiro

Durante o curso da infeccdo, as diferentes formas evolutivas do T. cruzi
excretam e secretam, uma variedade de moléculas de membrana no meio em que
vivem, através de um mecanismo conhecido como “shedding”, funcionado como

escape do parasito ao sistema imune do hospedeiro (27).

Nos estudos de interacdo entre células hospedeiras e T. cruzi, deve-se
considerar: 1) a cepa de T. cruzi utilizada 2) a forma evolutiva (no caso de uso da
tripomastigota se a forma é fina ou larga); e 3) o tipo de célula hospedeira. Para ter
sucesso na infeccdo, o processo de invasao € o primeiro passo da interacdo parasito-
hospedeiro. Entretanto, os mecanismos de reconhecimento, sinalizacao e invasao (ou
fagocitose) de T. cruzi com células hospedeiras sdo complexos, pois participam
diversas moléculas de interesse (28). Quando o T. cruzi invade a matriz extracelular
e/ou células hospedeiras para se diferenciar na forma replicativa, utiliza varios fatores

de excrecdo/secrecao (secretoma) e de ligantes a membrana do hospedeiro (29).

Isso ocorre pela complexidade da superficie celular do parasito composta
principalmente de glicoproteinas e glicolipideos e isso se reflete em uma variedade de
funcBes realizada pela sua membrana, incluindo desde ataque e penetracdo da célula
hospedeira até a resisténcia aos mecanismos de defesa tanto no intestino médio dos

insetos quanto nas células do hospedeiro vertebrado (28).

Para realizar essa internalizacdo na célula hospedeira, o T. cruzi sintetiza o
acido sialico (monossacarideo) que atua como uma molécula moduladora do processo
de adesédo. A partir dessa sintese, 0 parasito expressa uma super familia de
glicoproteinas conhecidas como transialidases, enzimas capazes de catalisar a
transferéncia do acido sialico de glicoconjugados a moléculas ‘like” mucinas
localizadas na membrana da sua superficie, podendo agir também como ligantes de
superficie celular, no qual estdo envolvidas em processos de disparo de sinalizacdo e
funcionando como antigeno gerando o reconhecimento da célula hospedeira. A
importancia desse processo € indicada pelo fato de T. cruzi ter centenas de genes

codificando as transialidases e mucinas do tipo proteina (30-32).



1.3 Formas de transmissao da DC ao homem

O homem pode se tornar portador do T. cruzi de diversas formas sendo a
transmissao tradicional a vetorial, em areas onde o vetor estabelece colonias dentro
do domicilio. Outras formas também podem ocorrer tais como a transfusional,
transplante de o6rgédos, congénita e oral. Atualmente, o mecanismo oral de
transmissdo, que ocorre, principalmente, por meio da ingestdo de alimentos
contaminados com as formas infectantes do parasito, representa a via de contagio
mais comum e constitui cerca de 70% dos casos agudos diagnosticados no Brasil (33—
37)

1.4 Manifestacdes clinicas da doenca de Chagas

Apds um periodo de incubacédo do parasito, 0 homem pode apresentar ou nao
sintomatologia, classificando a doenca, em duas fases: aguda (DCA) e cronica (DCC).

1.4.1 Fase Aguda

A fase aguda é caracterizada pela alta parasitemia da doen¢ca com duracéo de
3-8 semanas. Nos casos sintomaticos com suspeita de transmisséo vetorial, podem
ser observados sinais de porta de entrada do parasito tais como o chagoma de
inoculagdo ou o sinal de Romafia. Outros sintomas inespecificos como febre,
adenopatia generalizada, edema, hepatoesplenomegalia, miocardites e
meningoencefalites nos casos mais severos podem ocorrer e serem confundidos com

outras doencas (3,38,39).

Cerca de 50-60% dos casos no Brasil, sdo assintomaticos e destes 2-4%
evoluem para fase crénica da doenca podendo desenvolver miocardiopatias, e
problemas gastroenterolégicos representando as formas mais grave dessa doenca,
(40-42).

1.4.2 Fase crbnica

A fase crbnica é caracterizada pela diminuicdo da parasitemia a niveis sub-

patentes, induzida pela resposta imunoldgica do individuo, onde a grande maioria dos



casos nao apresenta sintomas ou exames clinicos alterados. Assim, o portador da
DCA pode evoluir para a fase cronica, e se permanecer assintomatico, € caracterizada
a fase crbnica indeterminada da DC podendo persistir por toda a vida do individuo, ou
se manifestar-se nas cardiopatias, associada a insuficiéncia cardiaca, arritmias,
tromboembolismo periférico e morte subita (43). Pode ainda, manifestar sintomas
gastricos no esdfago e colén que se apresentam normais (39,44-47).

1.5 Diagnostico da DC

O diagndstico clinico é evidenciado pelos aspectos epidemiolégicos e/ou
laboratoriais. No diagnoéstico laboratorial, os exames serdo especificos, de acordo com
a fase da doenca (3,40,48,49).

1.5.1 Diagndstico na fase aguda - DCA

Em razdo da parasitemia evidente, nessa fase recomendam-se métodos
parasitolégicos diretos, de procedimento rapido e simples, e boa sensibilidade, tais
como, a gota espessa que € considerada o padrdo ouro ou esfregaco, no
reconhecimento das formas tripomastigotas circulantes no sangue (40,50,51).
Entretanto, em casos de baixos niveis de parasitos circulantes no sangue periférico,
podem ser empregados métodos de concentracdo (método Strout ou micro-
hematocrito) que proporciona maior sensibilidade, recomendados em pacientes com

forte suspeita de DCA com exames diretos negativos (51).

Além do diagnostico parasitologico existem técnicas sorologicas indiretas de

anticorpos anti-T cruzi da classe IgM (52).

1.5.2 Diagnaostico na fase cronica - DCC

A fase crbnica é caracterizada pela baixa parasitemia na corrente sanguinea e
aumento da producéo de imunoglobulina do tipo IgG anti-T. cruzi, os quais passam a
ser detectados principalmente por ensaio sorolégicos. Nesta fase podem ser
empregada também testes parasitoldgicos indiretos, como xenodiagndstico e a

hemocultura para a averiguagao da presenca ou auséncia de parasitos (3,53).



Os critérios da OMS para o diagnostico sorolégico da doenca de Chagas
cronica recomendam o uso de dois testes sorolégicos baseados em conjuntos de
antigenos distintos, e essa recomendacdo é seguida no udltimo informe da
Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) (3,54). Em caso de discordancia, um

terceiro teste deve estar disponivel (55).

1.5.3 Métodos de diagndstico soroldgico

Vérias técnicas sorolégicas foram desenvolvidas para o diagnéstico da DCC
(Figura 4), as mais utilizadas sdo o ensaio de imunoenzimatico (ELISA), a
hemaglutinacdo indireta (HAI), o teste de imunofluorescéncia indireta (IFl) e Western
blotting (WB) (53,56).

1.5.3.1 Ensaio imunoenzimatico — ELISA

Em 1975, Voller e colaboladores descreveram o ELISA para o diagndstico
sorolégico da doenca de Chagas e que ao longo do tempo passou por
aperfeicoamento e atualmente € utilizado na rotina dos servicos de hemoterapia e
diagnodstico. Esse teste imunoenzimatico se baseia na interacdo antigeno-anticorpo
revelada por um cromdgeno ativado pela reacdo especifica entre enzima e substrato
(57).

A maioria dos kits para testes ELISAs disponiveis comercialmente emprega
antigenos de epimastigotas inteiros ou fracbes de epimastigotas (extratos de
antigenos recombinantes e/ou peptideos sintéticos) (58). No entanto a falta de
antigenos especificos e caracterizados podem gerar resultados contraditérios,
dificultando o diagndstico da DC, sendo necessario a procura de melhores antigenos
(59).



Amostra de soro ou plasma
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(ELISA/IFI/HAL)
v . v
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Figura 4. Fluxograma das etapas do diagndstico laboratorial da infec¢éo por T.
cruzi na fase cronica, em casos suspeitos de doenca de Chagas crénica.
Adaptado, Dias et al., 2016

1.5.3.2 Hemaglutinagéo (HAI)

A HAI consiste, na aglutinacdo de hemécias de carneiro, recobertas com
antigenos citoplasmaticos de T. cruzi na presenca de soro com anticorpos contra o

parasito (48).

Existindo anticorpos contra o T. cruzi, os mesmos formam ligacbes entre as
hemécias, interagindo com os antigenos na superficie. O que resulta na formacédo de
um mano nas placas de microtitulacdo. Devido ao seu baixo custo e facilidade de
execucao, este teste tem sido bastante utilizado no diagnostico sorologico. No
entanto, apesar de apresentar alta positividade, podem ocorrer reagcdes cruzadas com

outros parasitos, principalmente leishmaniose (60).
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1.5.3.3 Imunofluorescéncia (IFl)

No ensaio de IFI ocorre quando o anti-IgG humana é marcado com fluoresceina
e detecta a presenca do parasito pela leitura em microscopio (52,61). Entretanto esse
teste, apesar de ter numa sensibilidade de 99%, possui alguns problemas no momento
da leitura do resultado, como, a execucao por um técnico especializado, necessidade
de um microscopio de luz UV especial e bons ajustes no equipamento para minimizar
os erros. Como também possui baixa especificidade da técnica podendo gerar
reacdes cruzadas com outros parasitos (61).

1.5.3.4 Western blot

Em WB nesta técnica o antigeno de T. cruzi é submetido a eletroforese em gel
de poliacrilamida para resolucdo das proteinas, segundo o critério de massa
molecular, ocorrendo separacao e diferenciacdo por peso, seguida da transferéncia
dos antigenos para uma membrana, no qual ocorre uma reacao imunoenzimatica com

deteccédo de bandas proteicas especificas do parasito (62,63).

1.6 Doenca de Chagas na Amazonia

A Amazonia brasileira, foi por muito tempo, considerada uma éarea livre da DC,
embora, nessa regido, desde 1924, ja se conhecia a ocorréncia do T. cruzi em um
ciclo silvestre (64). Em 1969, em Belém no Para, os primeiros casos agudos foram
registrados em quatro pessoas de uma mesma familia, sem relato da presenca de
triatomineos no intra, peri e extra domicilio, suspeitando-se de transmissao oral (65).
Ao longo dos anos casos foram registrados em outros estados, sendo a DC
reconhecida como importante antropozoonose negligenciada (66—71). Entretanto, o
parasito € mantido em um ciclo silvestre, causando doenca no homem de forma
acidental apds exposicdo, onde a maioria sdo portadores da doenca e nao tem

conhecimento dessa condigéo (34).

Entre 2007 e 2016 o Ministério da Saude do Brasil contabilizou mais de 150

surtos, com registro em 33 municipios da regido amazonica, apontando como a fonte
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provavel de infeccéo, a ingestdo de alimentos contaminados com T. cruzi (72). Em
2020, segundo o boletim epidemioldgico, do MS, 91.1% dos casos de DCA notificados

a principal forma de transmisséo foi a oral (15,72).

1.6.1 Doenca de Chagas no Amazonas

No estado do Amazonas, 0s primeiros casos da DC foram reportados no ano
de 1977 quando detectaram-se seis casos da doenca de Chagas cronica (DCC) em
extratores de piacava no municipio de Barcelos (73). Em 1989 ocorreu o primeiro caso

da DCA, em uma crianga no municipio de S&o Paulo de Olivenca (74).

Entre 2004 e 2022 ocorreram 10 surtos (Figura 5), da DCA relacionados a
transmissao oral, onde cerca de 150 pessoas foram diagnosticadas (35,36,75-77).
Casos isolados tem sido também detectado e notificado de forma precoce por
microscopistas da vigilancia da malaria (78). Casos da DCC também tem sido
registrados em inquéritos soroepidemioldgicos, triagem na doacgdo de sangue, e em
servico de saude no ambulatério de cardiologia na Fundacdo Hospital Francisca
Mendes (42,79,80).

A linhagem Tcl, tem sido identificada em casos da DC Aguda isolados, DC
cronica indeterminados, e em vetores e reservatorios, relacionada ao ciclo silvestre
do parasito (79,81). Outra linhagem que tem sido descrita nesse estado, é a TclV
identificada nas amostras de pacientes com a DC aguda em surtos por transmissao

oral, predominantemente o acai (35), e mais recentemente Tclll (67) (Figura 5).
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Figura 5. Casos de DCA registrados no Amazonas entre 1977 a
2021. Fonte: E- book. Doenca de Chagas: aspectos gerais, emergéncia
na Amazonia e orientagcdes sobre o atendimento de pacientes no
estado do Amazonas

1.6.2 Doenca de Chagas no alto Rio Negro

Os municipios de Santa Isabel do Rio Negro e Barcelos sdo conhecidos pela
grande atividade extrativista de piacava (Leopoldina piassaba), espécie de palmeira
gue serve de habitat para a espécie de triatomineo Rhodnius brethesi, vetor de T.
cruzi resultando na exposi¢ao da populacédo ao ciclo de transmisséo. Foi em Barcelos
gue se registraram os primeiros casos de DC crdnica através da sorologia (73)

No ano 2010 realizou-se um inquérito sorolégico em Barcelos, e foram
analisadas 4.880 amostras de sangue coletadas em papel filtro. Utilizou-se o kit IFF-
Chagas (Biomanguinhos), e 221 (4,5%) amostras foram fortemente reativas enquanto
302 (6,2%) foram consideradas fracamente reativas. Em novas analises, 137
amostras de soro do grupo de pacientes fortemente reativos e 178 fracamente
reativos, usando o Chagas kit, (Biomanguinhos). Dois kit de ELISA, o DMED kit e o
ELISA recombinante (Wiener lab V3), se observou que 67/137 (48,9%) foram
consideradas como divergentes por serem reativas em um teste e 33/137 (24,1%)

foram consideradas como sororeativos (82). Do grupo de 178 amostras de reatividade
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fraca, 79/178 (44,4%) foram divergentes e 10 (5,6%) foram sororeativos (82). Nessa
mesma regido foi realizado outro inquérito entre 2015-2016 nos trabalhadores da
extracdo da piacava e seus familiares, resultando em 25/482 (5,2%) amostras reativas

confirmadas (83).

1.6.2.1 Inquéritos sorologicos realizados no Amazonas

Entre setembro 2007 e novembro 2008 realizou-se um inquérito soroldgico em
areas rurais de Manaus, Coari e Tefé. Foram analisadas 1.263 amostras com a técnica
de ELISA, das quais, 24 (1,9%) foram reativas e 10 (0,8%) foram inconclusivas; as 34
amostras foram submetidas ao teste de IFI e foi encontrado que 19 (1,5%) foram
reativas com titulagdes de 1:40 — 1:80. Essas 19 amostras foram submetidas ao WB,
e 15 (1,2%) foram reativos. A prevaléncia geral foi de 1,2% (15/1263), dos quais 0,9%
sdo autoctones do estado. A prevaléncia de Manaus foi de 1,2%(7/545), em Coari de
0,5%(2/399) e em Tefé de 1,9%(6/319) (80).

Entre outubro de 2010 e junho de 2012 novo inquérito soroldgico foi realizado
em areas periurbana e rural de Manaus, sendo coletadas 1.845 amostras de sangue
da populacdo. Todas as amostras foram submetidas a dois testes que estavam
disponiveis no mercado, para o método de ELISA, 1) o kit “Chagas IIl ELISA Test
Bioeasy”, sensibilizado com extratos totais das cepas de T. cruzi, Tulahuén e Mn, e 2)
o kit “Imuno-Elisa Chagas Wama”, sensibilizado com antigeno recombinante. Foram
encontradas 184/1.845 amostras reativas e 12 indeterminadas, e o 1°. kit obteve
reatividade na maioria das amostras. As 196 amostras foram submetidas ao teste
Imuno-CON diagnostic (IFl), e ao TesaBlot cruzi, e foi observado 42/196 (21,4%)
foram reativas na IFl e 11/196 (5,6%) no TesaBlot. A prevaléncia encontrada no

estudo foi de 2,4% (79) (dados ainda n&o publicados).

Entre 2017 e 2018 foi realizado um estudo em 45 pacientes com cardiopatia idiopatica,
as amostras de soro foram submetidas ao teste de ELISA (Chagatest ELISA
recombinante v. 4.0, Wiener Laboratérios, Argentina) e ao teste de IFI (Imuno-CON
Chagas, WAMA Diagnostica, Brazil), e no caso de resultados divergentes, essas
amostras foram submetidas ao TESA-blot, e a detec¢cdo molecular de T. cruzi. Foram
encontradas 14 amostras divergentes, todas com resultado negativo no TESA-b

lot, no
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entanto, 2 delas foram positivas na analise molecular (47), se observando que os kits
de ELISA, IFI e WB, apresentaram divergéncias nos resultados, dificultando o
diagndstico. E provavel que essas divergéncias possam estar associadas ao antigeno

de T. cruzi utilizado nos kits comerciais (59,84,85).

Além disso, ha o problema da especificidade, principalmente a reatividade
cruzada relacionada aos antigenos de outros parasitos como o caso de Leishmania
sp, eventualmente gerando resultados falso-positivo ou inconclusivos, dificultando a
interpretacdo do diagnodstico. Entre os fatores que podem influenciar nesses
resultados esta o estddio do parasito no momento da obtencdo o antigeno
(epimastigota, tripomastigota ou amastigota) ou a preparacdo do antigeno. Em caso
de resultados inconclusivos ou discordantes, € preciso de uma terceira técnica ou
amostra adicionas, isso gera o aumento do custo do diagndstico. E importante
destacar que os testes soroldgicos utilizados tém protocolos distintos e desempenho
varidvel. Testes definidos como convencionais, usam antigenos do parasito ou o

parasito total, e os ndo convencionais usam proteinas recombinante. (49,86—-88).

1.6.2.2 Dificuldades no uso de métodos soroldgicos

A regido Amazobnica possui caracteristicas que a colocam em risco para a
transmissao do T. cruzi, como a presenca de reservatorios e do vetor envolvidos no
ciclo, o desmatamento que altera o ecossistema de triatomineos obrigando-os a
procurar outras fontes de alimento, a imigracdo de portadores da DC de areas
endémicas, e a falta de conhecimento da populagdo sobre a DC, resultando em sua
insercdo no ciclo de transmissdo do parasito, ndo manifestando sintomas no periodo
gue caracteriza a fase aguda consequentemente evoluindo para a fase crénica sem
saber de sua condicdo de saude. Nesse contexto 0s inquéritos sorolégicos e a

vigilancia epidemioldgica sao de grande relevancia nessa regiao (80,83,89,90).
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1.7 Uso de antigenos nos métodos de diagnéstico da doenca de Chagas

Deve-se considerar a linhagem de T. cruzi que atualmente esta classificados
em 7 genotipos diferentes. Os resultados discordantes podem ter relagdo com as
diferencas antigénicas entre proteinas recombinantes ou DTUs de T. cruzi.
Atualmente os kits comerciais disponiveis sdo produzido com linhagens do tipo Tcll
(principalmente), TcV e TcVI, gendtipos ainda ndo encontrados na Amazonia, sendo

recomendadas técnicas in house no diagnostico (22,91-94).

As grandes dificuldades operacionais e de locomocdo, a miscigenacao de
agravos e multiplos elementos antigénicos, o ambiente mutante e varios fatores
geopoliticos complicam sobremaneira a realizagdo de um diagnéstico claro da
situacdo da DC na Amazodnia. Aliado a tudo isso esta o fato de que a doenca de
Chagas é pouco conhecida, porque ndo ha vetores colonizando os domicilios. Nesse
contexto a pesquisa deve ser considerada como prioridade e imprescindivel nos

paises integrantes da regiao (90)

1.7.1 Antigenos de excrecao e secre¢ao

O T. cruzi possui antigenos potentes em sua estrutura chamados de antigenos
de excrecao e secrecao, liberados no ambiente que se encontram, provavelmente
envolvidas na disseminacdo do parasito e na resisténcia as defesas imunoldgicas do
hospedeiro (50).

Em 1965, Tarrant e colaboradores, fizeram o primeiro relato de exoantigenos
em T. cruzi mostrando a existéncia de antigenos sorologicamente ativos no meio de
culturado T. cruzi. O estudo revelou um complexo de substancias (possivelmente uma
glicoproteina), um exoantigeno, e ndo simplesmente um antigeno somatico, liberado

como resultado da lise ou quebra do T. cruzi morto (95).

Atualmente utiliza-se a producdo de antigenos de excrecdo e secrecdo de
tripomastigotas (TESA), porém, a producédo requer instalacdes de cultura de células

adequadas e outras infraestruturas que nem sempre estado disponiveis para locais
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com pouco recurso. Muitos laboratérios utilizam antigenos de excrecéo e secrecao de

epimastigotas pela facilidade de obtencao e alto rendimento dos antigenos (96).

A OMS (Organizacdo Mundial de Saude) enfatiza a necessidade de antigenos
definidos para melhorar o sorodiagnostico da doenca de Chagas. Na tentativa de
resolver este problema, varios grupos de pesquisa tém utilizado antigenos

recombinantes e/ ou sintéticos e purificados bioquimicamente (58,97,98).

Para serem considerados Uteis, esses antigenos devem atender aos seguintes
critérios: (i) devem estar presentes em isolados de T. cruzi de diferentes areas de
endemicidade e ausentes em outros agentes de doencas infecciosas; (ii) devem ser
altamente  imunogénicos em populacbes com diferentes backgrounds
imunogenéticos, independentemente da fase clinica da doenca de Chagas; (iii)
devem ser estaveis e facilmente passiveis de testes de controle de qualidade, para
garantir a reprodutibilidade (99,100).

1.8 Notificacdo dos casos crénicos

Em 2020, a doenca de Chagas cronica foi definida como uma doenca de
notificagdo compulséria nacionalmente, e encontra-se em processo de estruturacéo a
sistematizacdo dos dados dos casos. Assim, permanece a limitacdo de fontes de

dados atuais para construcao de indicadores para doenca de Chagas crénica(101)

Portanto, demonstra-se a importancia de esfor¢cos para articulacao das acdes
de vigilancia em saude, com envolvimento multissetorial, principalmente no eixo da
participacdo efetiva da rede assistencial do Sistema Unico de Saude (SUS) e a

melhora do fluxo de atendimento e diagndstico

1.9 Relevancia

Na Amazonia o Trypanosoma cruzi, € mantido em um ciclo silvestre, sendo o
consumo de alimento contaminados, a principal forma de transmissdo, uma vez que

ndo ha colonizacao de vetores no ambiente domiciliar ou no peridomicilio. A auséncia
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de manifestacdo de sintomas na maioria dos expostos, fazem com que a doenca

passe despercebida e uma pessoa seja portadora da doenca cronica indeterminada.

Para o diagnostico da DCC, precisa-se de resultados reativos em pelo menos
dois testes sorolégicos. Entretanto, os kits soroldgicos utilizados, apresentam
problemas na sensibilidade e especificidade, e nem sempre estdo disponiveis no
mercado. Em inquéritos soroldgicos realizados na nossa regido e em situacfes de
casos suspeitos atendidos no ambulatério de DC da FMT-HVD, tem-se observado
muitos resultados inconclusivos, dificultando o diagndstico sorolégico da doenca de
Chagas. Aliado a isso, esta o fato de que os kits sorolégicos néo utilizam linhagens do
T. cruzi que circulam na nossa regiao (T. cruzi do ciclo silvestre), e isso pode ser um
dos fatores para os resultados de casos inconclusivos relatados, ou ainda de falsos
negativos. Com base nessa problemética, ha necessidade de se buscar alternativas

para o diagnéstico imunoldgico da DC, na nossa regiao.

O crescimento axénico de epimastigotas tem sido uma técnica utilizada na
producdo de antigenos de T. cruzi inteiros ou purificados por sua simplicidade de
obtencdo e alto rendimento de antigenos. Assim, acredita-se ser de relevancia a
utilizacdo de antigenos de excrecdo e secrecdo com vistas a detec¢ao de novos alvos

para o diagnéstico sorolégico da DC.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Investigar a atividade antigénica das excrecbes e secrecOes de epimastigota de
Trypanosoma cruzi DTU Tcl e TclV para doenca de Chagas utilizando ELISA in

house.

2.2 Especificos:

Demonstrar atividade de antigénica das excrecdes e secre¢des de epimastigota das

linhagens Tcl e TclV em soros positivos e negativos para doenca de Chagas;

Estimar a sensibilidade e especificidade dos antigenos secretados/excretados de
epimastigota na deteccdo de IgG em soros positivos e negativos para doenca de

Chagas.
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3. PRODUTO DA DISSERTACAO

Os resultados do estudo serdo apresentados no formato de artigo sob titulo:

Avaliacdo da atividade de antigenos de excrecdo e secrecdo de epimastigotas de
Trypanosoma Tcl e TclV em amostras soroldgicas positivas e negativas para doenca

de Chagas, usando Ensaio Imunoenzimatico in house

Emily de Sousa Moura?, Susan Smith-Dorial, Adriano Gomes da Silva®, Debora Raysa
Texeira de Souza!, Gabriela Maciel Alencar!, Elsa Isela Guevara Moctezumal,
Matheus Martins Monteiro!, Denison Vital de Jesus’, Jorge Augusto de Oliveira

Guerra?, Maria das Gragas Vale Barbosa Guerral?+#

1.Programa de Pos-graduacdo em Medicina Tropica da Universidade do Estado do
Amazonas (UEA); 2. Fundacédo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-
HVD) 3. Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ); 4. Fundacdo Hospitalar Alfredo da

Matta. *in memoriam

RESUMO

O diagnostico laboratorial da doencga de Chagas cronica (DCC) é realizado através de
exames sorologicos e o resultado deve ser reativo em pelo menos 2 testes com
principios diferentes. De maneira geral os resultados apresentam divergéncias,
particularmente em popula¢cdes da Amazodnia. Entre os fatores que podem estar
associados estéo kits sorolégicos produzidos com linhagens de Trypanosoma cruzi
de areas endémicas, que nao circulam na Amazonia. O objetivo deste estudo foi
investigar a atividade dos antigenos de excrecdo e secrecdo de epimastigotas de
Trypanosoma cruzi da regido Amazonica, usando ELISA in house. O estudo foi
realizado no laboratério de Doenca de Chagas da Fundacdo de Medicina Tropical
Doutor Heitor Vieira Dourado. Os antigenos foram produzidos a partir de formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi, linhagens Tcl e TclV, isolados de pacientes com
doenca de Chagas aguda (DCA). Foram testados soros de pacientes autdctones da
Amazbnia com diagnostico positivo para DCC, bem como soros de pessoas nao

reativas procedentes de area endémica e nao endémica e com histérico de
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leishmaniose, pelo método de ELISA-in house. Foram testadas 113 amostras de soros
32 (28,3%) soros do G1; 64(56%) do G2; 7(6,1%) do G3 e 10 (8,8%) do G4. Com
excecao das amostras de soro do G3 todas apresentaram reatividade sendo no G1
22(68,7%) amostras testadas com antigeno de Tcl, e 16(50%) de TclV; no G2 16
(25%) com antigenos de Tcl e 15(23,4%) de TclV e no G4 7/ (70%) foram reativas em
ambas as linhagens. Nas médias foi observado que existe diferenca significativa entre
os resultados de reatividade dos soros de pacientes positivos e negativos para DC e
em soros de pacientes com historico de leishmaniose. A reatividade das duas
linhagens nas amostras avaliadas, responde de forma positiva aos objetivos
propostos, mas evidencia a necessidade de novos estudo, que resultem apresentam
maior sensibilidade e especificidade e possam ser recomendados para uso frequente

na testagem de soros de pessoas expostas ao ciclo de transmisséo

INTRODUCAO

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado do grupo Stercoraria, ordem
Kinetoplastida, familia Tripanosomatidae (1,2), agente etiolégico da doenca de
Chagas (DC), uma doenca da América Latina que se dispersou para outros
continentes (3,4). Estima-se que atualmente, 6-8 milhfes de pessoas estejam
infectadas, e destas 1,6 milhées estejam no Brasil (5). Diversas rotas, podem permitir
a transmissédo do T. cruzi ao homem, sendo a vetorial através do contato com as fezes
de barbeiros, a mais comum, em ambientes onde ocorre a domiciliacdo do vetor e
outras vias como, transfusional, transplante de érgdos congénita e a oral forma essa
responsavel por cerca de 70% dos casos agudos diagnosticados atualmente no Brasil
(6-8).

Clinicamente a doenca ocorre em duas fases, uma aguda (DCA), e outra crbnica
(DCC), podendo ser assintomatica em ambas. Na DCC 70% dos casos (9,10) sdo
assintomaticos definidos como indeterminados e nos 30% restantes podem ser
identificadas as cardiopatias ou manifestagcdes digestivas (11-13). Nas duas fases o
diagnostico laboratorial € muito importante para auxiliar as condutas a serem
realizadas no seguimento clinico. Na DCA devido a alta parasitemia, o exame inicial

recomendado € o parasitolégico complementando-se com exames sorologicos
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através da deteccdo de imunoglobulinas IgM (9,14). Na DCC ha baixa parasitemia,
sendo recomendados testes soroldgicos, detectando-se IgG, sendo necessario
reatividade em pelo menos 2 testes soroldgicos, que podem ser o Ensaio
imunoenzimatico — ELISA, hemaglutinacéo indireta — HAI, imunofluorescéncia indireta
— IFI ou Western blot (12,15-17).

Por ter um ciclo de vida complexo realizado em diferentes hospedeiros, mamiferos e
insetos triatomineos (18,19), o T. cruzi passa por adaptacbes e variacdes
intraespecificas. Ao longo dos anos, varias classificacdes foram sendo propostas tanto
em nivel morfobiolégico, bioquimico e genético (20-22). A classificacdo atual é
baseada em gendtipos denominados de Unidades Discretas de Tipagem-DTU,
(Discrete Typing Units) Tcl-TcVI (23-27). Este parasito possui em sua estrutura
antigenos de excrecao e secrecdo, provavelmente envolvidos na sua disseminacao e
na resisténcia as defesas imunoldgicas do hospedeiro (28). Durante o curso da
infec¢do, as diferentes formas evolutivas do T. cruzi excretam e secretam, uma
variedade de moléculas de membrana no meio em que vivem, através de um
mecanismo conhecido como “shedding”, funcionado como escape do parasito ao
sistema imune do hospedeiro. Muitas dessas proteinas apresentam grande atividade
antigénica (29-31). O crescimento axénico de epimastigotas tem sido uma técnica
utilizada na producdo de antigenos de T. cruzi inteiros ou purificados por sua

simplicidade de obtencao e alto rendimento de antigenos (32).

Na Amazénia o Trypanosoma cruzi, € mantido em um ciclo silvestre, e ndo ha
colonizacao de vetores no ambiente domiciliar ou no peridomicilio sendo o consumo
de alimento contaminados, a principal forma de transmisséao (1,8,27). Na auséncia de
sintomas na fase aguda, a doenca passa despercebida e o portador pode evoluir para
a DC crbnica (8,33,34).

No Amazonas a doenga vem sendo registrada em progressao crescente, tanto na sua
forma aguda, quanto na forma crénica, e tem-se detectado as linhagens Tcl de T. cruzi
tanto em casos da DC aguda quanto crénica e na fase aguda as linhagens Tcl, Tclll
e TclV (33,35-37). Em inquéritos soroldgicos realizados nessa regido e em situacoes
de casos suspeitos atendidos no ambulatério de DC da FMT-HVD (Fundacéo de

Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado), tem-se observado muitos resultados
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inconclusivos ou falsos negativos, dificultando o diagndstico sorolégico na DCC (34).
Isso se deve ao fato de que os kits comerciais disponiveis no mercado utilizados nos
testes sorologicos, utilizam extratos totais da linhagem Tcll, TcV e TcVI para
desenvolver os testes, linhagens que até o momento ndo tem sido descrita no
Amazonas (38,39). Com base nessa problematica, considera-se relevante a busca de
alternativas para o diagndstico imunologico da DC particularmente na fase crénica
nossa regido. O objetivo deste estudo ¢é avaliar a atividade de antigenos de excrecéo
e secrecao de epimastigotas de Trypanosoma cruzi Tcl e TclV em amostras de soro

positivas e negativas para doenca de Chagas, utilizando a técnica ELISA in house.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo e procedimentos— Estudo realizado no laboratério de Doenca de
Chagas na Unidade de Entomologia Nelson Ferreira Fé da Fundacdo de Medicina
Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado-FMT-HVD, no estado do Amazonas, Brasil, e
faz parte de um projeto maior financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado do Amazonas - FAPEAM, Edital Universal 2018.

A producdo dos antigenos de excrecao e secrecao até a testagem antigénica e analise
estatistica, foi realizada conforme fluxograma (Figura 1).

Separacao de Isolados Producéo de Massa
deT. cruzi Tcl e TclV parasitaria

Padronizacdo do ELISA

Obtencéo dos antigenos in house
Quantificagéo das Testagem da atividade
proteinas antigénica em soros

Figura 1. Fluxo de procedimentos para obtencédo dos antigenos e testagem da

atividade antigénica
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Separacdo dos isolados - Inicialmente foi realizada a separacdo de isolados de
Trypanosoma cruzi Tcl e TclV de amostras de pacientes com DCA, autéctones do
estado do Amazonas, sendo Tcl de um paciente Manaus, no ano 2017 e TclV de um
paciente de surto ocorrido em Labrea no ano de 2018, conservadas em nitrogénio, no

laboratério da unidade de entomologia médica Nelson Ferreira Fé da FMTHVD.

Massa parasitaria - Para obtencdo de antigenos, produziu-se a massa parasitaria
utilizando as formas evolutivas epimastigotas de T. cruzi, linhagem Tcl e TclV. Os
isolados foram descongelados e semeados em meio NNN (forma axénica), repicados
posteriormente em meio Schneider, suplementado com 20% de soro fetal bovino
(SFB), seguindo os procedimentos padronizados no laboratério. Em cerca de dois
dias, a massa parasitaria obtida, foi submetida ao processo de centrifugacao de 4000

g por 10 minutos a 4°C, descartando-se o sobrenadante.

Obtencao dos antigenos de excrecdo e secrecdo - O precipitado da massa
parasitaria foi submetido a 4 ciclos de lavagens com meio Schneider para eliminacao
de possiveis residuos de SFB. Apds as lavagens, a massa parasitaria foi
ressuspendida em 10mL do meio Schneider e transferida para o meio de cultura
seguindo o protocolo de Berrizbeitia et. al. Os isolados foram colocados na estufa nas
seguintes condic¢des: isolado Tcl foi colocado por 3 dias a 26° na BOD e o isolado
TclV foi colocado por 1 dia a 26° na BOD. Apds esse tempo, a cultura crescida foi
colocada em tubo falcon de 50mL e centrifugado a 2.800g a 4°C por 20 minutos. Ao
final, o sobrenadante contendo os antigenos de excrecdo e secrecao foi colhido e
filtrado através de uma membrana millipore (0,44um) e armazenado em freezer -80°C

para posterior quantificacdo das proteinas

Quantificacdo das Proteinas - Método Bradford - Para a quantificagcdo das
proteinas colocou-se 100uL do sobrenadante contendo os antigenos de excregéo e
secre¢do em microtubos, acrescentando-se 1000uL do reagente “Bradford reagente”
(Sigma). Ap6s 5 minutos o microtubo foi colocado numa cuba no espectrofotbmetro
Biomate3 em um comprimento de onda de 595nm e foi realizada a leitura conforme
protocolo do fabricante. Foram obtidas as concentragbes de [326ug/mL] em Tcl e
[216ug/mL] para TclV.
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Padronizacdo das concentracfes para realizacdo do ELISA-in house -
Incialmente testou-se diferentes diluicdes do soro (1:50; 1:100), conjugado (1:500;
1:1000; 1:2000; 1:4000) e concentracdo dos antigenos de excrecao e secrecao (40,
20, 10,5,2.5,0 ug/mL). Nas amostras de soros para padronizacao, foi realizado um
pool de 3 amostras de portadores da doenca de Chagas e outro de pessoas negativas
para doenca de Chagas. A concentracao escolhida do antigeno Tcl foi 20ug/mL e
TclV, 10ug/mL. Na concentracédo do soro foi 1:50 e conjugado 1:500 de acordo com a

padronizacdo (Quadro 1).

Quadro 1. Modelo da placa com a padronizacdo das concentracfes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS [CONJ500

POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |CONJ1000

POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |CONJ 2000

POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |POS |CONJ 4000

NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG NEG |CONJ 500

NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG NEG |CONJ 1000

NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG NEG |CONJ 2000

T| | M| m| O O W >

NEG |NEG |NEG |[NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG |NEG NEG | CONJ 4000

SORO 1:50 SORO 1:100
AG40 |[AG20 |AG10|AGS |AG25 |AGO |AG40 |AG20 |[AG10 |AG5|AG25 |AGO

Grupos de soros para testagem da atividade antigénica - Os antigenos obtidos
foram testados em soros de quatro grupos de pessoas:

Grupo 1: pessoas com sorologia positiva para DC autdctones do Amazonas divididas
em trés subgrupos:

Subgrupo a) inquérito sorologico de pacientes pés-agudo,

Subgrupo b) inquérito sorolégico para DCC

Subgrupo c) inquérito soroldgico de expostos em surtos com diagndstico negativo
para DCA;

Grupo 2: pessoas de area endémica com sorologia negativa para DC;

Grupo 3: pessoas de area ndo endémica com sorologia negativa para DC;

Grupo 4: pessoas com sorologia negativa para DC com histérico de leishmaniose.
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Procedimentos para utilizagdo do ELISA-in house - foram sensibilizadas placas de
poliestireno (Thermo Fisher Scientific) com 96 po¢os numa concentragéo de 20ug/ml
(Tcl) e 10ug/ml (TclV), e incubado overnight a 4°C. Posteriormente a incubacao, as
placas foram lavadas 3 vezes em solucdo de PBS/0.05% Tween 20, bloqueadas por
2 horas com SFB 10% em PBS, lavadas novamente e incubadas overnight com os
soros na diluicdo 1:50. No dia seguinte, as placas foram lavadas 6 vezes e incubadas
por 1 hora com conjugado anti-lgG humano (INVITROGEN®) na diluicdo de 1:500.
Posteriormente foram lavadas e adicionado o OPD (O-Fenilenodiamina) incubando-
se as placas por 10 minutos ao abrigo da luz. Passados os 10 minutos, foi adicionado
HCI 2N para interromper a reagao e realizada a leitura em leitora de microplaca

(ThermoPlate) com filtro de 492nm.

Andlise estatistica - Para determinar ocorréncia de diferencas significativas entre as
meédias dos resultados de densidade otica dos diferentes grupos de amostras de
soros, realizou-se Andlise de Variancia “ANOVA” e o teste Tukey, com intervalo de
confianga de 95% (P<0.05), utilizando-se o programa PRISM 6. Na andlise de
concordancia entre os testes foi realizada utilizando-se o indice KAPPA através do
software Graphpad (entre 0,21 e 04 — concordancia razoavel; 0,41 e 0,6 —
concordancia moderada; 0,61 e 0,8 — concordancia substancial; 0,81 e 1 concordancia

guase perfeita).

Para determinar a sensibilidade e especificidade dos antigenos foram realizadas duas
curvas ROC (Receiver Operating Characteristic), uma testando os soros negativos
para DC com os positivos e outra incluindo os soros de pacientes com histérico de
leishmaniose utilizando o programa de PRISM 6.

Sensibilidade é a capacidade do teste detectar corretamente resultados positivos e
especificidade, é a capacidade do teste detectar corretamente resultados negativos.
A curva ROC ilustra como varia a sensibilidade e a especificidade do teste, conforme
se consideram diferentes valores de corte. Ela ajuda a definir o valor de corte ideal,
para as finalidades do exame. No eixo X (horizontal), observa-se a taxa de falsos

positivos (o oposto da especificidade: 1 — especificidade); no eixo Y (vertical), a taxa
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de verdadeiros positivos (a sensibilidade). Quanto maiores os valores de sensibilidade

e de especificidade (mais proximos de 100%), maior a acuracia do teste.

Aspectos éticos - Este estudo foi financiado pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa
do Estado do Amazonas no Programa Universal, aprovado pelo CEP da FMT-HVD,
sob CAAE: 97505318.7.0000.0005.

RESULTADOS

Testagem da atividade antigénica em soros nos diferentes grupos - Foram
testadas 113 amostras de soros, sendo 32 (28,3%) amostras com sorologia positiva
para DC (G1l); 64(56%) amostras de pessoas de area endémica com sorologia
negativa para DC (G2); 7(6,1%) amostras de pessoas de area ndo endémica com
sorologia negativa para DC (G3) e 10 (8,7%) amostras de soros de pessoas com
sorologia negativa para DC com histdrico de leishmaniose (G4). Foram observados
0s seguinte resultados: a) Soros do G1 - 22(68,7%) foram reativos ao antigeno da
linhagem Tcl, e 16(50%) ao TclV; b) Soros do G2 - 16 (25%) foram reativos ao
antigeno de Tcl e 15(23,4%) ao TclV; c) Soros do G3 - N&o se observou reatividade;
d) soros do G4 - 7/(70%) foram reativos a ambas linhagens (Tabela 1).

Tabela 1. Descricédo dos resultados da atividade antigénica de T. cruzi DTUs Tcl e
TclV em amostras de soro por grupo avaliado

SOROS / Tcl (%) TclV (%) Tcl e TclV (%)
GRUPOS (N)

Grupo 1 (32) 22/32 (68,7) 16/32 (50) 14/32 (43,7)
Grupo 2 (64) 16/64 (25) 15/64 (23,4) 16/64 (25)
Grupo 3 (7) 0/7 (0) 0/7 (0) 0/7(0)
Grupo 4 (10) 7/10(70) 7110 (70) 7/10 (70)

Total reativos

46/113 (40,7)

38/113 (33,6)

37/113 (32,7)
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Nas analises das amostras do Grupo 1 (reativas para DC) se observou que 0s
antigenos apresentaram boa reatividade, com maior percentual para a linhagem Tcl
(Tabela 2).

Tabela 2. Descricédo dos resultados da reatividade do soro com antigenos de T. cruzi
DTUs Tcl e TclV em amostras de soro do grupo 1

SUBGRUPO “A” - POS AGUDO N =27 Tcl 18/27 (66,6%) TclV 13/27 (48,1%)
Barcelos (isolado - 2022) 1 1/1(100%) 1/1(100%)
Coari (Surto - 2007) 8 718 (87,5%) 4/8 (62,5%)
Carauari (Surto 2011 e 2015=7 11 6/11 (54,5%) 5/11 (45,4%)
isolado=4)

Uarini (Surto 2019) 2 2/2 (100%) 2/2 (100%)
Labrea (Surto 2018) 5 2/5 (40%) 1/5 (20%)
SUBGRUPO B - INQUERITO N=3 3/3 (100%) 2/3 (75%)
SOROLOGICO

Barcelos (Inquérito — 2022) 2 2/2 (100%) 1/2 50%)
Tefé (Inquérito 2007) 1 1/1(100%) 1/1(100%)
SUBGRUPO C - EXPOSTOS EM N=2 1/2 (50%) 1/2 (50%)
SURTO (consumo de acai)

Uarini (Exposto surto 2023) 2 1/2 (50%) 1/2 (50%)
Total Subgrupo 1 32 22/32 (68,7%) 16/32 (50%)

ELISA in house - Todos os dados obtidos das densidades Oticas apresentaram
distribuicdo normal. Foi observado que existe diferenca significativa entre as médias
das densidades oticas do grupo POS comparado com as do grupo NEG [P<0.0001]
ou do grupo NEG+LEISH nos soros testados com antigenos de Tcl [P<0.001], no
entanto, ndo houve diferenca significativa entre as médias dos grupos de soros NEG
comparado com as do grupo NEG+LEISH [P= 0.89004] (Figura 1), observa-se
também para linhagem TclV entre as médias das densidades 6ticas entre 0s grupos
positivos comparado com o grupo NEG [P= 0.0048] ou NEG+LEISH [P=0.0102].
Durante a comparacao com o grupo NEG e NEG+LEISH ndo demonstrou diferenca
significativa [P=0.8977] (Figura 2).
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Figura 2. Médias das densidades éticas, das analises dos grupos de soros positivos
para DC (POS: POSITIVOS), do soro negativo para DC (NEG: NEGATIVOS) e o grupo
de soros negativos para DC junto com os soros de pacientes com Leishmaniose
(NEG+LEISH), testados com antigenos de T. cruzi Tcl e TclV

Curva ROC - Se observou que quando testados em soros positivos para DC a
sensibilidade dos antigenos das duas linhagens foi similar, sendo a de TclV levemente
maior (77.46%) (Figura 3 B1), enquanto que a especificidade foi maior (85.7%) para o
antigeno da linhagem Tcl (Figura 3A1). Entretanto se observou reatividade em relacao
aos soros de pessoas de areas endémicas negativos para DC e positivos para

Leishmaniose o que caracteriza reacao cruzada (Figura 3).

Indice Kappa - De acordo com o indice kappa, os resultados demonstraram uma
concordancia de 0.700 (intervalo de confianca de 95%, IC= 0,56 — 0,83).
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Figura 3. Imagem da curva ROC gerada nos diferentes grupos de soros e antigenos
avaliados. A. Antigenos de Tcl B. Antigenos de TclV.

DISCUSSAO

Na Amazonia, a transmissdo da DC ocorre de forma diferente de areas endémicas,
por ndo haver triatomineos colonizando os domicilios, sendo considerada a area que
concentra 0 maior nimero de casos da DC aguda, predominando a transmissao oral
(40,41). Devido a alta parasitemia nessa fase da doenca, este cenario vem sendo
observado desde meados da década de 2000, pela vigilancia da maléaria (14). Os
casos cronicos séo detectados de forma eventual, em doadores de sangue, servigo
de atendimento em cardiologia ou em inquéritos soroldgicos, diagnosticados em
amostras de soros, pela deteccdo anticorpos anti T. cruzi da classe 1gG, sendo
obrigatério reatividade em pelo menos dois testes com principios diferentes (7). O
problema € que a deteccao de IgG em portadores da DC tem sido um desafio, porque
frequentemente se observa resultados divergentes, ou inconclusivos ou ainda falsos
positivos estimulando o desenvolvimento de técnicas de diagndstico sorolégico mais
especificas, entre elas a utilizagdo de antigenos purificados especificos para T. cruzi,
ou de anticorpos monoclonais que permitem a eliminacdo das reacdes cruzadas com

outros tripanosomatideos (42—44).
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Entre os fatores apontados como possiveis determinantes das divergéncias nos
resultados de teste soroldgicos, esta a producéo de kits sorolégicos com antigenos de
linhagens do T. cruzi de areas endémicas especificas (39,45,46), sugerindo que a

testagem de soros seja realizada com antigenos especificos.

Extratos totais do parasita e antigenos recombinantes, tem sido utilizados, e antigenos
de excrec¢ao e secrecao de epimastigotas de T. cruzi tem sido apontados como opg¢des
por serem de simples obtencéo, (32,47), e isso motivou o desenvolvimento desse
trabalho. No entanto, foram observadas dificuldades para a padronizacao da cultura,
uma vez que as duas linhagens de T. cruzi apresentaram caracteristicas distintas de
crescimento, vivenciando-se um processo bastante laborioso. Antigenos de excrecao
e secrecdo de epimastigotas resultam em muitas variacbes na sensibilidade e
especificidade. A otimizacdo durante a obtencdo desses antigenos, pode aumentar a
sensibilidade e especificidade do teste diagndstico (39,59). No entanto, resultados
contraditorios tém sido encontrados por diferentes métodos, provavelmente devido ao
uso de diferentes fracdes de antigenos de diferentes cepas de T. cruzi que resultam
em variacbes na sensibilidade e especificidade dando reacbes falso-positivas
(23,55,58).

Nesse estudo os processos metodologicos realizados permitiram demonstrar a
atividade antigénica de Tcl e TclV em amostras de soro de pessoas dessa regido, mas
guando € observado sobre amostras de soro negativas para DC, e com histérico de
leishmaniose no passado, reitera o problema de reatividade cruzada. Numa regiédo
endémica para outras parasitoses entre elas a leishmaniose, mesmo tendo-se
observado maior taxa de atividade com a linhagem Tcl do que com os antigenos de
TclV, ha necessidade de novos ensaios para corroborar ou refutar a hipétese de que
0 uso das linhagens de T. cruzi circulante nessa regido, poderiam ter um
desempenho diferente. No subgrupo b do G1 foram testadas amostras de soro de
pessoas expostas, sem manifestacdo de sintomas e consequentemente nao foram
diagnosticadas e nem foram tratadas para DC. A sensibilidade demonstrada com as
amostras de soro nas duas linhagens aponta para a possibilidade de seu uso em

novos testes que visam o aprimoramento do diagnostico sorologico.
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Destaca-se que em inquérito sorolégico para DCC, realizado em Manaus foi
identificada a linhagem Tcl (26,33), enquanto que TclV vem sendo encontrada em
casos de DCA por transmissao oral (8,35,40). Nesse contexto, a atividade das duas
linhagens em amostras de soros de pessoas naturais de area de transmissao vetorial,
como Barcelos, ou expostas durante os surtos (consumo de agai contaminado, mas
sem evidéncia de infeccdo no momento do diagndstico), pode ser entendida como
uma boa resposta aos objetivos propostos, podendo-se dizer que 0s antigenos se
apresentam como alternativas promissoras nessa busca de op¢des sobre atividade

antigénica de T. cruzi.

A analise de concordéancia através do teste Kappa demonstrou uma concordancia boa
entre as linhagens (0,7) uma vez que a concordancia entre 0,5 e 0.7 € considerada

‘boa”. Estudos que utilizaram diferentes antigenos demonstraram concordancias
variaveis, resultando em dificuldade na sorologia da DC (54,56,60). Em relacdo a
média das desnidades Oticas nas duas linhagens, apresentaram valores
significativos, tendo em vista que a média das densidades Oticas serve para
determinar a eficacia do teste para diferenciar entre os soros de verdadeiros
positivos e verdadeiros negativos, assim como também para comparar testes (48-50).
Na analise da curva ROC foi observado que a especificidade da atividade antigénica
diminui nas duas linhagens quando ocorre a introducdo dos soros de pacientes com
leishmaniose, afetando assim a efetividade do teste, devido a reatividade cruzada. A
regido amazbnica é endémica para leishmaniose (51,52), e outras doencas, fato
importante para as discordancias nos testes sorolégicos utilizados no diagndstico da

DC (32,53-56).

O registro da atividade dos antigenos de T. cruzi, circulante na Amazonia, em
diferentes amostras de soro, estimulam a continuidade e aprimoramento dessa
metodologia, e reiteram a importancia de se investigar alvos como proteinas ou
antigenos definidos, contendo epitopos especificos do T. cruzi, e melhorar a
sensibilidade e especificidade. Considera-se, portanto, que o0s resultados aqui
apresentados, oportunizam novos estudos, como alternativas para a busca do

aprimoramento do diagnastico sorolégico da DCC.
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4. CONCLUSAO

Foi demonstrada a atividade antigénica de excrecéo e secrecao de epimastigota das

linhagens Tcl e TclV em soros positivos e para doenga de Chagas;

A sensibilidade e especificidade das duas linhagens foi similar, sendo de TclV
levemente maior 77.46%, enquanto Tcl demonstrou maior especificidade 85.7%;

A reatividad em soros negativos para DC e positivos para Leishmaniose,

caracterizaram reacédo cruzada.
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5. LIMITACOES E RECOMENDACOES

Este foi um estudo piloto e entre as limitacdes enfrentadas estéo as restrices
impostas pela pandemia da Covid-19 que dificultou a execugéo dos procedimentos

laboratoriais.
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7. ANEXOS

7.1 Western blot in-house

Identificacdo das proteinas por eletroforese revelaram a presenca de proteinas
imunogénicas, onde o pool de soros chagasicos agrupados reconheceu os antigenos
de excrecao e secrecdo de ambos os isolados. No entanto so foi possivel visualizar
na linhagem Tcl, enquanto TclV ndo foi possivel visualizar devido a sua baixa

concentragéo de proteina.

Anexo. Testagem do pool de soros com DC utilizando a técnica Western blot in-

house
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7.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido -TCLE

Noés, Maria das Gracas Vale Barbosa Guerra, Jorge Augusto de Oliveira Guerra e
Susan Smith Doria, pesquisadores da Fundacéo de Medicina Tropical do Amazonas.
Dr Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), estamos convidando o senhor/a
senhora/vocé/seu filho/seu familiar que teve resultado positivo para doenca de
Chagas crbnica sintomaticos ou assintomaticos detectados em inquéritos soroldgicos,
doacdo de sangue e clinica cardiolégica, a participar de um estudo chamado
“‘Desenvolvimento in house de testes imunoldgicos, para o diagndstico da doenca de
chagas cronica, utilizando linhagens de Trypanosoma cruzi circulantes no estado do
Amazonas”.

a) O objetivo desta pesquisa é desenvolver in house teste imunolégico (ELISA e
Western blot), utilizando antigenos das linhagens de Trypanosoma cruzi
circulantes nas regides do Estado do Amazonas;

b) Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario a coleta de 10mL de sangue;

c) E possivel que, durante a participacéo na pesquisa o senhor/a senhora/vocé/seu
filho/seu familiar experimente algum desconforto, principalmente relacionado a
puncédo para a coleta de sangue;

d) Alguns riscos relacionados ao estudo podem ser: que o0 senhor/a
senhora/vocé/seu filho/seu familiar apresente alergia a puncao;

e) Os beneficios esperados com essa pesquisa sdo: que a gente tenha um novo
teste com melhor sensibilidade para deteccéo da doenca de Chagas cronica;

f) Os pesquisadores Maria das Gracas Vale Barbosa Guerra, Jorge Augusto de
Oliveira Guerra e Susan Smith Doria, responsaveis por este estudo estardo
disponiveis na Fundagédo de Medicina Tropical do Amazonas. Dr Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD), no horario de 8:00 a 17:00, para esclarecer davidas que o
senhor/a senhora/vocé/seu filho/seu familiar possa ter e dar as informagdes que
gueira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo;

g) A sua participacdo neste estudo € voluntéria e se o senhor/a senhora/vocé/seu
filho/seu familiar ndo quiser mais fazer parte da pesquisa podera desistir a
qualquer momento e retirar o seu consentimento. Essa decisdo nao prejudicara
de forma alguma o seu atendimento, tratamento ou acompanhamento na
Fundacao de Medicina Tropical do Amazonas. Dr Heitor Vieira Dourado (FMT-
HVD);

h) As informacdes relacionadas a este estudo poderdo ser conhecidas por pessoas
autorizadas. No entanto, se qualquer informacgéo for divulgada garantimos que a
identidade do senhor/da senhora/sua/de seu filho/de seu familiar sera
preservado e mantido em segredo.

i) Asdespesas necessarias para a realizacéo da pesquisa (exames, medicamentos
etc.) ndo sdo de sua responsabilidade e pela sua participacdo no estudo vocé
nao recebera qualquer valor em dinheiro.

j) O senhor/a senhora/vocé/seu filho/seu familiar tera a garantia de que problemas
como reagdo alérgica decorrentes do estudo serdo assistidos, tratados e
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acompanhados na FMT-HVD, sem qualquer gasto para 0 senhor/a
senhora/vocé/seu filho/seu familiar, durante todo o tempo que for necessario. Da
mesma forma, terdo direito a indenizacdo garantido caso ocorra algum dano
permanente devido a participacao nesse estudo;

k) Os materiais coletados, o sangue, do senhor/da senhora/sua/de seu filho/de seu
familiar serdo utilizados exclusivamente para atender aos objetivos desta
pesquisa e, caso haja sobra, ser4d guardado una aliquota da amostra no
laboratorio de entomologia de FMT-HVD, em caso de ser preciso a repeticdo do
método.

Eu, , Il esse termo de consentimento e
compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A
explicacdo que recebi tratou dos riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para
interromper minha participacdo a qualqguer momento sem justificar minha decisao e
sem que esta deciséo e fui informado que serei atendido sem custos para mim se eu
apresentar algum problema dos relacionados no item d). Este documento é emitido
em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma
via com cada um de ndés. Sendo assim, eu concordo voluntariamente em participar
deste estudo.

(Assinatura do participante da pesquisa ou responsavel legal)
Manaus, de de

(Assinatura da testemunha)
Manaus, de de

Também fui informado de que ha interesse em se guardar o material biolégico
coletado para estudos futuros e entendi as razdes para isso, de forma que:

() Autorizo a guarda do material.

() Nao autorizo a guarda do material.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste individuo ou de seu representante legal para a participacdo neste
estudo

(Assinatura do Pesquisador)
Manaus, de de
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7.3 Procedimentos operacionais padréao utilizados na dissertacao

7.3.1 Procedimento para preparagcdo do meio MacNeal, Novy e Nicolle para cultura
de Leishmania sp. e T. cruzi

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO
Centro de Entomologia Médica
Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, 69040-000
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525

AMAZONAS '\

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
POP_ENT_LB_001
TITULO: Procedimento para a preparagao do meio MacNeal, Novy e Nicolle (NNN) para cultura de Leishmania sp. ¢
Trypanosoma cruzi

laborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicagao
E/uellon M. Monteiro Julho de 2018

odificado por: Maria das Gragas Vale Barbosa Guerra
Yolanda Noguth Data da préxima revisao
Uessica V. Ortiz Julho de 2019
Susan Smith Doria

1. OBJETIVO
Descrever o procedimento para a preparagao do meio MacNeal, Novy e Nicolle (NNN) para cultura de Leishmania sp. e
Trypanosoma cruzi.

2. DEFINICOES
Nao se aplica

3. CAMPO DE APLICACAO
O procedimento se aplica a pesquisa e diagnéstico laboratorial de rotina

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico

5. POP’S RELACIONADOS
Nao se aplica

6. RECURSOS NECESSARIOS

6.1 Materiais:

6.1.1 Pipetas sorolégicas de 10mL

6.1.2 Tubos de ensaio com tampa de rosca
6.1.3 Baldo de fundo chato

6.1.4 Proveta graduada de 1L

6.1.5 Erlenmeyer de 125mL

6.1.6 Pérolas de vidro

6.1.7 Dispensador automatico

6.2 Equipamentos
6.2.1 Destilador
6..2.2 Camara de fluxo laminar
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6.2.3 Banho-maria

6.2.4 Geladeira

6.2.5 Autoclave

6.2.6 Balanca de Precisdo

6.2.7 Agitador magnético
6.2.8 Estufa

6.3 Reagentes, meios e solugoes:

6.3.1 BH | ( Brain and Infusion Agar) agar (Sigma P7278)
6.3.2 Gentamicina (10uL/mL)

6.3.3 Agar destilada g.s.p.1L

6.3.4 Sangue estéril e desfibrilado de coelho.

7 PROCEDIMENTOS
7.1 Preparo das vidrarias

7.1.1 Esterilizar os tubos de ensaio com tampas rosqueaveis, erlenmeyer e as provetas em autoclavagao por
30 min a 121°C.
7.1.2 Secar a vidraria por dois dias na estufa.

7.2 Preparo do sangue de coelho

7.2.1
T2
7.2.3
7.2.4
7.25

Cobrir o fundo de um Erlenmeyer de 125mL com pérolas de vidro com 2 a 3mm de diametro.
Autoclavar por 30min a 121°C e secar em estufa.

Colher assepticamente por pungéo cardiaca o sangue do coelho.

Transferir imediatamente o sangue para um erlenmeyer estéril com as pérolas de vidro.
Desfibrilar por 10min o sangue pela agitagéo continua por meio de movimentos circulares.

7.3 Meio basico

7.3.1
7.3.2
7.3.3
7.3.4
7.3.5
7.3.6
7.3.7
7.3.8
7.3.9

Pesar 529 de BHI

Colocar o BHL em um balao de fundo chato.

Adicionar 1L de &gua destilada

Autoclavar por 15min a 121°C.

Resfriar em banho-maria a 40°C

Adicionar 100mL de sangue de coelho desfibrilado e estéril.

Manter o meio a 40°C em banho-maria controlado

Transferir o meio para os tubos de ensaio com tampa de rosca com o auxilio dispensador automatico
Manter os tubos inclinados a 45 graus até a solidificagdo do meio
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7.3.10 Deixar em teste de esterilidade por 2 dias
7.3.11 Armazenar na geladeira a 4°C por até 30 dias
7.3.12 Quando pronto, colocar por 30min a 37°C no banho-maria para criar o liquido de condensagéo.

7.4 Meio completo

7.4.1  No momento do uso, deixar os tubos com agar (meio basico) a temperatura ambiente até a
estabilizacao da temperatura

7.4.2 Adicionar aos tubos com NNN suficiente quando de meio Schneider contendo 1% de soro fetal
bovino e 80mg/mL de gentamicina para cobrir o bisel de agar sangue.
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7.3.2 Procedimento para obtencdo de massa parasitaria de Trypanosoma cruzi

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO
Centro de Entomologia Médica
Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, 63040-000
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525

UEA ¢

UNIVERSIDADE
DO ESTADO DO
AMAZONAS

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
POP_ENT_LB_002
TITULO: Procedimento para a obtengao de massa parasitaria de Trypanosoma cruzi

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicacdo
Susan Smith Doria Julho de 2018
Maria das Gragas Vale Barbosa Guerra

Data da proxima revisao
Julho de 2019

1. OBJETIVO
Descrever a obtengado da massa parasitéria a partir de amostras crio preservadas em nitrogénio liquido de amostra de

Trypanosoma cruzi.

2. DEFINICOES
Nao se aplica.

3. CAMPO DE APLICAGAO
O procedimento se aplica a pesquisa.

4. RESPONSABILIDADES

Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico

5. POP’S RELACIONADOS
Nao se aplica

6. RECURSOS NECESSARIOS

6.1 Materiais:

6.1.1 Seringa de TmL

6.1.2 Pipeta de 10mL

6.1.3 Garrafa de cultura de 50mL

6.1.4 Algodao embebido em alcool a 70%

6.1.5 Pipetas tipo Pasteur de vidro

6.1.6 Dispensador automatico

6.1.7 Caixa de material com solugédo desinfetante
6.1.8 Frasco com &lcool 70%

6.2 Equipamentos
6.2.1 Camara de fluxo laminar
6..2.2 Estufa incubadora B.O.D (biochemical oxygen demand) a 26°C
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6.2.3 Microscopio de camara invertida
6.2.4 Centrifuga para tubos Falcon 50mL

6.3 Reagentes, meios e solugoes:

6.3.1 Meio MacNeal, Novy e Nicolle (NNN)
6.3.2 Meio Schneider

6.3.3 Soro Fetal Bovino

7 PROCEDIMENTOS

Devem ser seguidas as normas de biosseguranga do trabalho com Trypanosoma cruzi para realizar 0s

seguintes procedimentos.

Deve ser usada uma capela de fluxo laminar para evitar contaminacéao.

7.1 Descongelamento das amostras

7.1.1 Descongelar as amostras de interesse e inocular em tubos contendo o meio NNN.
7.1.2 Transferir os tubos semeados para uma estufa B.O.D regulada a 26°C.

7.1.3 Observar seu crescimento em Microscépio de camara invertida

7.2 Repique ao meio Schneider

7.2.1 Quando se observar um bom crescimento, realizar o repique em garrafas de cultura contendo 80%
meio Schneider e 20% SFB.

7.2.2 Transferir as garrafas para uma estufa B.O.D regulada a 26°C.

7.2.3 Observar seu crescimento em microscopio de camara invertida.

7.3 Massa parasitaria

7.3.1 Quando se observar um bom crescimento, realizar o repique novamente para garrafas de cultura
contendo 80% meio Schneider e 20% SFB. Este passo vai ser repetido até ter uma quantidade
necessaria para a experimentagao correspondente.

7.3.2 No momento de ter a quantidade precisa, transferir o total para tubos falcon e centrifugar a 4,000g
por 10min a 4°C

7.3.3 Descartar o sobrenadante para posteriormente utilizagdo da massa a experimentagao
correspondente.
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7.3.3 Procedimento para obtencdo dos antigenos de excrecdo e secrecdo de
Trypanosoma cruzi

UEA S \ FUNDA(;;\O DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO
ovnmoace | él Centro de Entomologia Médica
Anazomag v 4 Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, §9040-000

— Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO — POP
POP_ENT_LB_003
TITULO: Procedimento para obtencéo dos antigenos de excrecao e secrecao

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicacao

Emily de Sousa Moura Maio de 2022

Modificado por:

Susan Smith Doria Data da préxima revisdo
Maio de 2023

1. OBJETIVO

Descrever o procedimento para a obtencéo dos antigenos de excrecao e secrecao

2. DEFINIGOES

Nao se aplica

3. CAMPO DE APLICAGAO

O procedimento se aplica a pesquisa e diagnéstico laboratorial de rotina

4. RESPONSABILIDADES

Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico

5. POP'S RELACIONADOS
N&o se aplica

6. RECURSOSNECESSARIOS
6.1 Matenais:

6.1.1 Pipetas sorologicas de 10mL
6.1.2 Gamafa de cultura de 25mL
6.1.3 Seringa de 10mL

6.1.4 Filtro millipore de 45um
6.1.5 Tubo falcon de 50mL

6.2 Equipamentos

6..2.1 Camara de fluxo laminar

6.2.2 Estufa Incubadora (B.O.D) a 26°C
6.2.3 Centrifuga

6.2.4 Microscopio de camara invertida
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6.3 Reagentes, meios e solucoes:
6.3.1 Schneider

7 PROCEDIMENTOS
7.1Meio para obtencédo dos antigenos

7.1.1 Apos a obtencdo da massa parasitaria, realizar 4 lavagens com 3mL de Schneider sem soro fetal

bovino;
7.1.2 Ressuspender em 10mL de Schneider;

7.1.3 Transferir para a garrafa de cultura e deixar na B.O.D a 26°C a 3 dias ou 20 horas dependendo de

cada cepa,
7.1.4 Observar seu crescimento por Microscopio de camara invertida

7.2 Obtengao dos antigenos

7.2.1 Apos 3 dias de crescimento, transferir para o tubo falcon
7.2.2 Centrifugar a 2.800g por 20 min a 4°C

7.2.3 Coletar o sobrenadante e filtrar

7.2.4 Realizar aliquotas do sobrenadante em microtubos
7.25 Armazenar a-80°C
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7.3.4 Procedimento para preparacdo de PBS 1x

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO
Centro de Entomologia Médica
Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, 69040-000
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525

UEA /7"

UNIVERSIDADE
DO ESTADODO |\
AMAZONAS

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
POP_ENT_LB_004
TITULO: Procedimento para a preparagéo de 1L de PBS 20x

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicacdo
Susan Smith Doria Julho de 2018
Maria das Gragas Vale Barbosa Guerra

Data da préxima revisao
Julho de 2019

1. OBJETIVO
Descrever o procedimento para a preparagao de PBS para uso em técnicas sorolégicas e moleculares.

2. DEFINICOES
PBS: Tampao fosfato-salino. PBS é a abreviatura do inglés de Phosphate buffered saline

3. CAMPO DE APLICAGCAO
Pesquisa e diagnéstico laboratorial de rotina

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico

5. POP’S RELACIONADOS
Nao se aplica

6. RECURSOS NECESSARIOS

6.1 Materiais:

6.1.1 Provera 1000mL

6.1.2 Garrafa de vidro limpa e seca para estocar reagentes de 1000mL
6.1.3 Bécker

6.1.4 Magneto

6.2 Equipamentos

6.2.1 Medidor de pH
6..2.2 Agitador magnético
6.2.3 Balanca

6.3 Reagentes, meios e solugoes:
6.3.1 4gua tipo | ou Il
6.3.2 NaH:POs24¢g
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6.3.3 NaH:PO4H:0 4.423g
6.3.4 NaCl 170g

7 PROCEDIMENTOS
7.1 Preparacéo de PBS 20x

7.1.1 Utilizar a proveta para medir o volume de 500mL e transferir para o becker

7.1.2 Colocar no Becker uma barra magnética e colocar o Becker numa agitadora sem aquecimento
7.1.3 Acrescentar 0s sais pesados anteriormente, deixar em agitagao até estar completamente dissolvidos

7.1.4 Colocar no Becker o volume restante de 500mL
7.1.5 Deixar agitar por alguns minutos
7.1.6 Transferir o PBS 20x para garrafa. Etiquetar e aguardar na geladeira

NOTA: Para uma solugdo de PBS 1x é preciso 50mL de PBS 20x e 950mL
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7.3.5 Procedimento para a preparacdo de tampéao de bloqueio para o uso em ELISA

UEA # o FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO ‘bA ¢

Gversioave | | Centro de Entomologia Médica » 1"

AnAzZONAS | Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, 69040-000 2
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525 -

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
POP_ENT_LB_005
TITULO: Procedimento da preparagio do Tampao de bloqueio para o uso em ELISA

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicacdo
Susan Smith Doria Julho de 2018
Maria das Gragas Vale Barbosa Guerra

Data da préxima revisao
Julho de 2019

1. OBJETIVO
Descrever o procedimento para a prepara¢ao do Tampao de bloqueio preciso para uma placa de ELISA

2. DEFINICOES
ELISA: ensaio imunoenzimatico, do inglés Enzyme-linked immunoassay. O ELISA é um teste de laboratério comumente
utilizada para detecgao de anticorpos no sangue

3. CAMPO DE APLICAGAO
O procedimento se aplica a pesquisa e diagnoéstico laboratorial de rotina

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico

5. POP’S RELACIONADOS
POP_ENT_LB_004 Procedimento para preparagao de 1L de PBS 20x

6. RECURSOS NECESSARIOS
6.1 Materiais:

6.1.1 Pipetas de 10mL

6.1.2 Tubo falcon

6.2 Equipamentos
Néao se aplica

6.3 Reagentes, meios e solugoes:
6.3.1 POP_ENT_LB_004 Procedimento para preparacéao de 1L de PBS 20x
6.3.2 Soro Fetal Bovino (SFB)
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7 PROCEDIMENTOS

7.1 Tampao de bloqueio para 96 pocos (uma placa de ELISA)

Para toda uma placa de ELISA é preciso 19.2mL de Tampdao de bloqueio, no caso de fazer mais de uma

placa é preciso fazer o célculo para prepara o total necessério. E recomendavel fazer 20mL, o uso do

excedente pelo erro da pipeta.

7.1.1 Colocar num tubo Falcon 18mL de PBS 1x e adicionar 2mL de SFB (PBS 1x+10%SFB)
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7.3.6 Procedimento para preparacdo de Tampao de carbonato para o uso em ELISA

UEA # o FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO ‘bA @

Gversioave | | Centro de Entomologia Médica » 1"

ANAZONAS | Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, 69040-000 2
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525 P g

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
POP_ENT_LB_006
TITULO: Procedimento para a preparagdo de Tampao de carbonato para o uso em ELISA

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicacdo
Susan Smith Doria Julho de 2018
Maria das Gragas Vale Barbosa Guerra

Data da préxima revisao
Julho de 2019

1. OBJETIVO
Descrever o procedimento para a preparagao de tampao de carbonato para o uso na técnica de ELISA

2. DEFINICOES
ELISA: ensaio imunoenzimatico, do inglés Enzyme-linked immunoassay. O ELISA é um teste de laboratério comumente
utilizada para a detecgao de anticorpos no sangue.

3. CAMPO DE APLICAGAO
O procedimento se aplica a pesquisa e diagnoéstico laboratorial de rotina

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico

5. POP’'S RELACIONADOS
Nao se aplica

6. RECURSOS NECESSARIOS

6.1 Materiais:

6.1.1 Becker

6.1.2 3 garrafas de vidro limpa e seca para estocar os reagentes
6.1.3 Magneto

6.1.4 Proveta

6.2 Equipamentos

6.2.1 Balanca

6.2.2 Medidor de pH

6.2.3 Agitadora magnética

6.3 Reagentes, meios e solugoes:
6.3.1 Agua destilada
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6.3.2 NaHCO35,04g (para 100mL)

6.3.3

Na>C036,369 (para 1000mL)

7 PROCEDIMENTOS
7.1 Solucéo A Bicarbonato de Sédio

7.1.1
7.1.2
713
71.4
7.1.5
7:1.6

Utilizar a proveta para medir o volume de 500mL de agua e transferir para o Becker

Colocar no Becker uma barra magnética e colocar o Becker numa agitadora sem aquecimento
Acrescentar 5,04g de NaHCOs e deixar em agitagao até ser dissolvido

Colocar no Becker o volume restante de 500mL

Deixar agitar mais minutos

Transferir a solug&o para uma garrafa e etiquetar na geladeira

7.2 Solugdo B carbonato de sodio

7.2.1
7.2:2
7.23
724
725
7.2.6

Utilizar a proveta para medir o volume de 500mL e transferir para o Becker

Colocar no Becker uma barra magnética e colocar o Becker numa agitadora sem aquecimento
Acrescentar 6,36g de Na2CQOs e deixar em agitacao até ser dissolvido

Colocar no Becker o volume restante de 500mL

Deixar agitar por alguns minutos

Transferir a solugdo para uma garrafa e etiquetar na geladeira

7.3 Preparacao do tampao

7.3.1
7.3.2

O tampéo deve estar numa proporgéo de 4:1 (Sol A: Sol B)
O pH deve esta em aproximadamente 9.6
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7.3.7 Procedimento para preparacdo de Tampdao de lavagem para o uso em ELISA

UEA /# o FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO ‘bA ¢

Gversioave | | Centro de Entomologia Médica » 1"

AnAZONAS | Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, 69040-000 2
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525 P g

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
POP_ENT_LB_007
TITULO: Procedimento para a preparagdo do Tampao de lavagem para o uso em ELISA

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicacdo
Susan Smith Doria Julho de 2018
Maria das Gragas Vale Barbosa Guerra

Data da préxima revisao
Julho de 2019

1. OBJETIVO
Descrever o procedimento para a preparagao de 1L de Tampao de lavagem

2. DEFINICOES
ELISA: Ensaio imunoenzimatico, do inglés Enzyme-linked immunoassay. O ELISA é um teste de laboratério
comumente utilizada para a detecgao de anticorpos no sangue.

3. CAMPO DE APLICAGAO
O procedimento se aplica a pesquisa e diagnoéstico laboratorial de rotina

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico

5. POP’S RELACIONADOS
POP_ENT_LB_ 004 Procedimento para preparacéo de 1L de PBS 20x

6. RECURSOS NECESSARIOS
6.1 Materiais:

6.1.1 Provetade 1L

6.1.2 Pipetade 1mL

6.1.3 Parafime

6.2 Equipamentos
Nao se aplica

6.3 Reagentes, meios e solugoes:
6.3.1 POP_ENT_LB_004 procedimentos para preparagao de 1L de PBS 20x
6.3.2 Tween 20
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7 PROCEDIMENTOS

7.1 Tampao de lavagem PBS 1x+0.05% Tween 20

7.1.1 Colocar na proveta 1000mL de PBS 1x e adicionar 0.5mL de Tween 20

7.1.2 Usar Parafilme na proveta e mexer o tampéao

7.1.3 Colocar o tampé&o na garrafa de solugao de lavagem na lavadora de microplacas
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7.3.8 Procedimento para preparacdo do Tampéo do OPD

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO
Centro de Entomologia Médica
Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, 69040-000
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
POP_ENT_LB_008
TITULO: Procedimento para a preparagdo do Tampao do OPD para o uso em ELISA

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicacdo
Susan Smith Doria Julho de 2018
Maria das Gragas Vale Barbosa Guerra

Data da préxima revisao
Julho de 2019

1. OBJETIVO
Descrever o procedimento para a preparagao do Tampao do OPD preciso para uma placa de ELISA

2. DEFINICOES
ELISA: ensaio imunoenzimatico, do inglés Ensyme-linked immunoassay. O ELISA é um teste de laboratério comumente
utilizada para a detecgao de anticorpos no sangue

3. CAMPO DE APLICAGAO
O procedimento se aplica a pesquisa e diagnoéstico laboratorial de rotina

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico

5. POP’'S RELACIONADOS
Nao se aplica

6. RECURSOS NECESSARIOS

6.1 Materiais:

6.1.1 Becker

6.1.2 Garrafas de vidro limpa e seca para estocar reagentes
6.1.3 Garrafa &mbar

6.1.4 Magneto

6.1.5 Proveta

6.2 Equipamentos

6.2.1 Balanga

6.2.2 Medidor de pH

6.2.3 Agitadora magnética
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6.3 Reagentes, meios e solugdes:

6.3.1
6.3.2
6.3.3

agua destilada
NazHPQ4 1,19g (para 1000mL)
CeHsO7 1,199 (para 1000mL)

7 PROCEDIMENTOS
7.1 Solugéo A Fosfato de sédio

7.1.1
7.2
713
7.1.4
7.1.5
7.1.6

Utilizar a proveta para medir o volume de 500mL e transferir o Becker

Colocar no Becker uma barra magnética e colocar o Becker em uma agitadora sem aquecimento
Acrescentar 1,19g de Na;HPO. e deixar em agitacédo até esta dissolvido

Colocar no Becker o volume restante de 500mL

Deixar agitar por alguns minutos

Transferir a solugdo para uma garrafa e etiquetar na geladeira

7.2 Solugéo B Acido citrico

7.2.1
722
7.2.3
7.2.4
7.25
7.26

Utilizar a proveta para medir o volume de 500mL e transferir para o Becker

Colocar no Becker uma barra magnética e colocar o Becker na agitadora sem aquecimento
Acrescentar 1,19g de CsHsO7 e deixar em agitacao até esta dissolvido

Colocar no Becker o volume restante de 500mL

Deixar agitar por alguns minutos

Transferir a solugdo para uma garrafa e etiquetar na geladeira

7.3 Preparacdo do tampao

7.3.1
7.3.2

O tampao deve estar numa proporgéo de 1:1 (Sol A: Sol B)
Armazenar a 4°C em vidro a&mbar

7.3.2.1 O pH deve estar entre 4.9 e 5.2
NOTA: Para diluir a pastilha de OPD (Thermo Scientific™ é usado 12mL do tampao
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7.4 Parecer do CEP

FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR “CR8ral
VIEIRA DOURADO"
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO IN HOUSE DE TESTE IMUNOLOGICO, PARA O
DIAGNOSTICO DA DOENGA DE CHAGAS CRONICA, UTILIZANDO LINHAGENS DE
TRYPANOSOMA CRUZI CIRCULANTES NO ESTADO DO AMAZONAS

Pesquisador: MARIA DAS GRACAS VALE BARBOSA GUERRA

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 97505318.7.0000.0005

Instituicdo Proponente: Diretoria de Ensino e Pesquisa - DENPE

Patrocinador Principal: Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado do Amazonas - FAPEAM

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.948.579

Apresentacao do Projeto:

Na proposta em anadlise pretende-se desenvolver testes soroldgicos (ELISA e Western Blot) usando cepas
T. cruzi Tcl e TclV em metodologias caseiras (in house), para a testagem nas amostras de pacientes com
doenca cronica, considerando-se que, entre as possiveis causas das discordancias nos testes sorolégicos,
estdo o estadio do parasito no momento da obtengdo do antigeno, a preparagdo do antigeno, a reatividade
cruzada, e que os testes comerciais utilizam linhagens que na maioria das vezes ndo é a mesma que se
encontra na regido endémica.

Os kits comerciais para o ELISA, IFl ou mesmo Western Blot, sdo produzidos com linhagens de T. cruzi do
tipo Tcll, TcV e TcVI, pertencentes ao T. cruzi no seu ciclo doméstico, que até o momento ainda ndo foram
encontradas na Amazénia.
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