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RESUMO

O teste de amplificacdo de &cidos nucleicos (NAT) é baseado na PCR em tempo
real (QPCR), sendo atualmente utilizado na triagem de doadores em bancos de sangue,
para detectar a presenca do material genético dos virus HIV, HBV e HCV em bolsas
destinadas a doacdo. Este teste € mais sensivel do que as técnicas sorologicas, por ser
capaz de detectar a infeccdo na fase aguda antes do aparecimento de anticorpos,
reduzindo o periodo de janela imunoldgica. Até o momento, nenhum teste NAT foi
desenvolvido para a pesquisa de patdgenos protozoarios e a transmissdo de doencas
parasitarias via transfusdo sanguinea e transplante de 6rgdos aumentou nos ultimos
anos. Neste trabalho, desenvolvemos um teste de diagnostico NAT utilizando qPCR
Sybr Green e TagMan para a pesquisa do DNA de protozoarios de alta relevancia
clinica, transmissiveis via transfusdo sanguinea e endémicos no Brasil, como o
Trypanosoma cruzi, causador da doenca de Chagas, Leishmania spp., causadoras das
leishmanioses, Toxoplasma gondii, causador da Toxoplasmose, e Plasmodium spp.,
causadores da maléria. Para tanto, foram utilizados pares de primers especificos para
amplificacdo de genes conservados de cada um destes patdgenos. Com relacdo aos
testes de eficiéncia dos pares de primers utilizados, ndo houve perda de linearidade, pois
os declives se mantiveram proximos de 100%. A sensibilidade para deteccdo de T.
cruzi, Leishmania sp. e Plasmodium sp. foi semelhante na gPCR Sybr Green e TagMan,
para T. gondii, a qPCR TagMan foi mais sensivel, detectando um limite de 0,005
parasitas/pL. Constatamos que com relacdo a linearidade e sensibilidade ambas as
metodologias s&o similares e com relacéo a especificidade, a TagMan qPCR que utiliza
sondas fluorogénicas gene-especificas marcadas com fluordforos diferentes, apresentou-
se superior ao Sybr Green gPCR, possibilitando a definicdo do tipo de protozoario
presente na amostra a ser analisada. Deste modo, propomos o sistema de qPCR Sybr
Green utilizando primers com alvo no rRNA 28S de Trypanosomatidae para a
amplificagdo dos genes de T. cruzi e Leishmania sp. e com alvo no rRNA 18S para 0s
genes de Plasmodium sp. e T. gondii. para ser utilizado nos testes de triagem. Em uma
segunda etapa, o sistema qPCR TagMan deve ser entdo utilizado nos testes
confirmatorios. Deste modo, o estabelecimento deste teste diagndstico na rotina de

bancos de sangue contribuira fortemente para o0 aumento da seguranca transfusional.

Palavras- chave: NAT, doacdo de sangue, Doenca de Chagas, Leishmaniose, Malaria,

Toxoplasmose.



ABSTRACT

The nucleic acid amplification test (NAT) is based on real-time PCR (qPCR)
and is currently used in blood donor screening to detect the presence of the genetic
material of HIV, HBV and HCV viruses in donated pockets. This test is more sensitive
than serologic techniques, because it is able to detect acute infection before the
appearance of antibodies, reducing the period of immunological window. To date, no
NAT test has been developed for protozoan pathogen research, and transmission of
parasitic diseases via blood transfusion and organ transplantation has increased in recent
years. In this work, we developed a NAT diagnostic test using gqPCR Sybr Green and
TagMan to investigate the DNA of protozoa of high clinical relevance, transmissible
through blood transfusion and endemic in Brazil, such as Trypanosoma cruzi, which
causes Chagas disease, Leishmania spp. , causing the leishmaniasis, Toxoplasma gondii,
causative of toxoplasmosis, and Plasmodium spp., causing malaria. For this, specific
pairs of primers were used for the amplification of conserved genes of each of these
pathogens. Regarding the efficiency tests of the pairs of primers used, there was no loss
of linearity, since the slopes remained close to 100%. The sensitivity for detection of T.
cruzi, Leishmania sp. and Plasmodium sp. was similar in qPCR Sybr Green and
TagMan, for T. gondii, g°PCR TagMan was more sensitive, detecting a limit of 0.005
parasites / uL. We found that with regard to linearity and sensitivity both methodologies
are similar and with respect to specificity, TagMan qPCR that uses gene-specific
fluorogenic probes labeled with different fluorophores, was superior to Sybr Green
gPCR, allowing the definition of protozoan type present in the sample to be analyzed.
Thus, we propose the Sybr Green gPCR system using target primers in the
Trypanosomatidae 28S rRNA for the amplification of the T. cruzi and Leishmania sp.
and targeted at the 18S rRNA for the Plasmodium sp genes and T. gondii to be used in
the screening tests. In a second step, the TagMan gqPCR system should be used in the
confirmatory tests. In this way, the establishment of this diagnostic test in routine blood

banks will contribute greatly to the increase of transfusion safety.

Key words: NAT, blood donation, Chagas disease, Leishmaniasis, Malaria,

Toxoplasmosis.
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1. INTRODUCAO

O risco de transmissao de infecgdes virais e infecgGes causadas por protozoarios
parasitas através de transfusdo sanguinea é um sério problema de saude publica. Para
melhorar a qualidade de produtos derivados do sangue humano e obter maior seguranca
transfusional, testes soroldgicos de triagem para o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), virus da hepatite B (HBV), e virus da hepatite C (HCV) sdo atualmente
realizados nos hemocentros brasileiros para a sele¢éo de candidatos a doagdo de sangue.
Apesar de estes testes serem realizados a fim de reduzir ou até mesmo eliminar a
transmissdo destes virus pela transfusdo sanguinea, os riscos pés-transfusionais ainda
persistem. Isto se deve basicamente ao periodo de janela imunolégica durante o qual as
técnicas soroldgicas sdo menos eficazes por ndo possuirem a capacidade de detectar os
anticorpos nesta fase da infec¢do, uma vez que os mesmos podem estar abaixo do limite
de deteccdo do teste, portanto, os testes sorologicos sdo pouco sensiveis para este fim.

Para solucionar este problema, é necessario o estabelecimento de estratégias
diagndsticas moleculares de triagem mais sensiveis e especificas, como a reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR) que consiste na deteccao e
quantificacdo dos genomas dos microorganismos patogénicos. Esta técnica é muito mais
sensivel e diminui a obtencdo de resultados falsos positivos devido a contaminacdes
cruzadas (ASSIH et al., 2016). Para a triagem de doadores de sangue, um teste baseado
na PCR em tempo real chamado teste de amplificacdo de &cidos nucleicos (nucleic acid
amplification test - NAT) € utilizado para a deteccdo dos virus HIV, HBV e HCV. Este
teste foi implementado para a triagem de todos os doadores com sorologia negativa, o
que permitiu avancos significativos na deteccdo de infecgdes transmitidas por transfuséo
sanguinea durante o periodo de janela imunoldgica, reduzindo drasticamente o risco de
transmissdo destes virus aos receptores. (SULTAN et al., 2017). O teste NAT promove
a reducéo do periodo de janela imunoldgica para HCV de 70 para 12 dias, para detecgdo
de HIV, de 22 para 11 dias e para HBV este tempo é reduzido de 59 para 25 a 30 dias
(CHIGURUPATI; MURTHY, 2015).

Doencas parasitdrias como a Doenca de Chagas, Leishmaniose, Maléria e
Toxoplasmose sdo protozoonoses de relevancia clinica, por apresentarem altas taxas de
morbi-mortalidade, serem endémicas no Brasil, apresentarem formas assintomaticas e

constituirem risco potencial de transmissibilidade por via transfusional de sangue



contaminado. Por isso, torna-se imperativo o uso de técnicas diagnosticas mais sensiveis
para a deteccdo de protozodrios parasitas em bolsas de sangue destinadas a transfusdo

sanguinea.

1.1 Doenga de Chagas

A doencga de Chagas ou tripanossomiase americana € uma doenca parasitéria
causada pelo protozoério flagelado Trypanosoma cruzi (ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae). O agente etiologico, vetores e reservatorios da doenca foram
primeiramente descritos por Carlos Chagas em 1909 (REIS-CUNHA et al., 2015).

Esta doenca representa um sério problema de salde publica no Brasil e é
caracterizada por diferentes padrdes regionais. Além disso, esta doenga produz impactos
psicoldgicos, sociais e econdmicos importantes, tendo sido classificada como doenca
tropical negligenciada pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) (WHO, 2013).

Os tripanossomatideos possuem um ciclo de vida heter6xeno, ou seja, sao
capazes de sobreviver tanto em hospedeiros vertebrados como invertebrados, além de
possuirem como caracteristica peculiar a capacidade de alterar sua forma durante o ciclo
de vida (PECH-CANUL et al., 2017).

A transmissdo classica da infeccdo se da através de insetos vetores da familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae. Estes vetores sdo hematofagos obrigatdrios
durante todo o seu ciclo de vida, realizando o repasto sanguineo em animais de sangue
quente e raramente em répteis e anfibios. A disseminacdo da infeccdo acontece através
da inoculacéo do parasita no local da picada através das excretas do inseto triatomineo,
como resultado da distensdo de sua cavidade abdominal durante o repasto sanguineo
(BALOUZ et al., 2017).

Os insetos vetores ingerem as formas tripomastigotas circulantes na corrente
sanguinea do hospedeiro vertebrado, no estbmago do inseto as tripomastigotas sdo
lisadas e as que sobrevivem se transformam em esferomastigotas ou epimastigotas. No
intestino do vetor, as epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas
altamente infectantes, que sdo liberadas nas fezes e urina do inseto podendo infectar
novos hospedeiros vertebrados (CARDOSO et al., 2016).

Dentro do hospedeiro vertebrado, as formas tripomastigotas metaciclicas
invadem fibroblastos, macrofagos e células epiteliais, levando & formacdo do vacutolo

parasitoforo e diferenciagdo das formas tripomastigotas em amastigotas intracelulares



que se multiplicam por fissdo binaria e provocam a lise do vacuolo induzida por
enzimas secretadas pelo parasita (CARDOSO et al., 2016). (Figura 1)

2 a v, Tripomastigotas
O inseto triatomineo faz o repasto £ Ip g £
o sanguineo (transmite tripomastigotas metaciicaspencramnas

metaciclicas pelas fezes) e células e se transformam
emamastigotas

-~

Tripomastigotas metacilicas O
no intestino postenor

é Multiplicagdo no

_ intestino

° Amastigotas se multiplicam
por fissdo bindria em células
de tecidos infectados
Tripomastigotas podem
infectar outras células e
setransformarem
amastigotas
intracelulares em novos
sitios de infec¢do

Inseto triatomineo
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% ° sanguineo
(tripomastigotas
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no mtestmo

Amastigotas m(racelulares se
tri em tri
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corrente sanguinea.

Figura 1: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi em hospedeiros vertebrados e invertebrados. Imagem
traduzida do Centro de Prevencdo e Controle de Doengas disponivel em http://www.dpd.cdc.gov/dpdx.

A doenca de Chagas pode ocorrer em dois estagios diferentes, a fase aguda, que
é caracterizada pela auséncia de sintomas, sendo que a minoria dos pacientes apresenta
manifestacBes clinicas inespecificas; e a fase cronica, onde aparecem disturbios
cardiacos e gastrointestinais, no sistema nervoso central e disfungdes enddcrinas. A
infeccdo aguda em um hospedeiro imunocompetente provoca uma reacdo de
hipersensibilidade tardia no local de entrada das tripomastigotas na pele (chagoma) ou
conjuntiva (injuria unilateral periorbital conhecida como sinal de Romand). Existe
também a fase crbnica indeterminada, na qual os pacientes podem permanecer
assintomaticos por toda a vida, com testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos 1gG
especificos positivos (ABRAS et al. 2016).

A doenga possui altas taxas de morbidade e mortalidade em paises endémicos,
como o Brasil, e a sua distribuicdo geografica esta restrita principalmente ao continente
americano. No entanto, a doenca de Chagas tem atingido também paises nao-
endémicos, como resultado de um intenso processo de migracdo internacional (DIAS et
al. 2016; SLAVOQV, 2017).


http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

A Organizacdo Mundial de Saude estima que aproximadamente 7 a 8 milhdes de
pessoas estdo infectadas, sobretudo em paises como Argentina, Brasil, México e Bolivia
(WHO, 2015). No Brasil, 2 a 3 milhdes de pessoas estdo infectadas por Trypanosoma
cruzi (FREITAS et al. 2017). Apesar de terem sido conquistados avancos no controle do
vetor, e na garantia da qualidade do sangue destinado a transfusdo em muitos destes
paises, a doenca continua relevante do ponto de vista epidemioldgico na América Latina
e os desafios ao controle sdo ainda maiores devido a falta de acesso ao diagnostico e ao
tratamento (DIAS et al. 2016).

Muitos individuos com a forma indeterminada da doenca de Chagas ndo sabem
que estdo infectados, constituindo potenciais transmissores de T. cruzi, caso venham a
realizar uma doacdo sanguinea, além de poderem vir a falecer devido a doenca sem
terem sido adequadamente diagnosticados (CAPUANI et al. 2017).

Além da forma classica de transmissdo do parasita por meio de vetores, outras
formas como a ingestdo de alimentos contaminados, a transfusdo sanguinea, o
transplante de Orgdos, a transmissdo congénita e os acidentes laboratoriais foram
relatadas (ABRAS et al., 2016).

A transmissdo de T. cruzi pela transfusdo sanguinea é a segunda mais importante
via de disseminagdo do parasita na América Latina e a mais importante em paises nao-
endémicos. T. cruzi consegue sobreviver em bolsas de sangue estocadas a temperaturas
baixas (4°C a -80°C), podendo ser transmitido atraves de todos os hemocomponentes
(sangue total, concentrado de hemdcias, plasma fresco congelado, crioprecipitado e
plaquetas) (SLAVOV et al. 2017).

Os fatores de risco de infeccdo transmitida por transfusdo séo a quantidade de
sangue infundido, a cepa do parasita, a presenca de parasitemia alta por parte do doador
no momento da doacgdo, estado imunoldgico do receptor e a sensibilidade dos testes
diagndsticos para detectar a infec¢cdo antes da estocagem da bolsa de sangue. O maior
indice de transmissdo por transfusdo foi observado em concentrados de plaquetas
comparados ao plasma e sangue total, devido a maior carga parasitaria nestes
componentes (CANCINO-FAURE et al. 2015).

Os testes sorologicos de triagem para T. cruzi em sangue destinado a doacdo em
paises endémicos reduziu drasticamente o risco de infec¢do transmitida por transfusao.
No entanto, a sensibilidade destes ensaios é mais baixa em comparagdo com os testes de
triagem para deteccdo de virus, que chegam a 99%. Em paises onde a rotina de triagem

para a deteccdo de T. cruzi em bancos de sangue foi implementada, o risco residual de
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infeccdo transmitida por transfusdo foi estimado em 1 a cada 200.000 doacbes de
sangue (ANGHEBEN et al. 2015). No Brasil, existem cerca de 55.000 doadores de
sangue com resultados de testes soroldgicos positivos para doenca de Chagas e o risco
de transmissdo via sangue contaminado por transfusdo é de 12% a 25% (MELO et al.,
2015).

Como ndo existe vacina, as medidas de prevencdo da doenga de Chagas
consistem basicamente no controle dos vetores e testes de triagem de doadores de
sangue e de 6rgdos e testes em recem-nascidos de maes infectadas (GRANJON et al.,
2016).

A maior dificuldade para realizacdo do diagnostico da doenca de Chagas reside
no fato de que a maioria dos pacientes ndo apresenta sintomas durante as fases aguda e
crénica. Além disso, os testes diretos parasitoldgicos, como esfregaco sanguineo,
microhematdcrito, hemoculturas e xenodiagndstico, possuem sensibilidades muito
baixas na fase cronica, variando de 50% a 70%, n&o sendo recomendados. Com isso, 0
diagndstico € realizado quase exclusivamente por meio de técnicas soroldgicas
(ROCHA-GASO et al. 2017).

Diversos testes estdo atualmente disponiveis, mas basicamente apenas trés testes
convencionais sdo largamente utilizados; hemaglutinacdo indireta, imunofluorescéncia
indireta e ELISA. Estes testes apresentam diversas limitacbes como reatividade cruzada
com outros parasitas, como por exemplo Leishmania, baixa sensibilidade, necessidade
de laboratérios dedicados para a conducdo dos testes e requerimento de longos tempos
de analise, gerando resultados apenas qualitativos. Apesar disso, a Organizacdo Mundial
da Saude recomenda a utilizacdo de dois testes convencionais diferentes para o
diagnostico da infeccdo por T. cruzi (ROCHA-GASO et al. 2017).

Atualmente, uma pessoa é diagnosticada com infeccdo por T. cruzi na fase
cronica da doenca, quando os resultados de dois testes soroldgicos diferentes resultam
positivos. Se o0s resultados forem inconclusivos ou discordantes, uma terceira
metodologia diagndstica é utilizada ou novas amostras sao requisitadas. Existem dois
métodos de técnicas soroldgicas para a detecgdo de anticorpos anti-T. cruzi: os testes
convencionais utilizando o antigeno do parasita e 0s testes ndo convencionais baseados
em antigenos recombinantes. Com relagdo aos testes convencionais, a reatividade
cruzada € um problema em lugares onde a leishmaniose também ocorre. Apesar de estes
ensaios estarem disponiveis para o diagnéstico da doenca, nenhum deles € considerado

padrdo ouro (ABRAS et al., 2016). Além disso, o T. cruzi apresenta grande diversidade
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genética e e dividido em seis genotipos conhecidos como discrete typing units (DTUSs).
Os resultados discordantes entre os diferentes ensaios soroldgicos podem ser devidos as
diferengas antigénicas entre as proteinas recombinantes ou as DTUs de T. cruzi
(GUZMAN-GOMEZ et al., 2015; REIS-CUNHA et al., 2015; IZETA-ALBERDI et al.,
2016).

Ferramentas diagndsticas sensiveis para a detec¢do da infecgdo por T. cruzi e
marcadores de resposta parasitoldgica ao tratamento sdo prioridades na pesquisa da
doenca de Chagas. Para que isto seja possivel, diversas dificuldades necessitam ser
superadas, como 0 baixo ou intermitente nimero de parasitas circulantes durante a
infeccdo e a diversidade genotipica do parasita. Os ensaios baseados em gPCR para
deteccdo e quantificagdo do DNA de T. cruzi em pacientes com doenca de Chagas tem
sido utilizados, no entanto sua aplicacdo na pratica requer estudos de validacéo analitica
e clinica (RAMIREZ et al. 2017).

O procedimento operacional padrdo de qPCR mais largamente utilizado para a
deteccdo do DNA do parasita, utiliza sondas TagMan com alvo no DNA satélite de T.
cruzi, e um controle interno de amplificacdo (RAMIREZ et al. 2017). O alto nimero de
copias de sequéncias repetitivas contidas no DNA nuclear e na mitocondria Unica que
contém DNA chamada cinetoplasto (kDNA) de T. cruzi também permitiu a aplicacdo
bem sucedida da PCR em tempo real para detectar o material genético do parasita em
amostras clinicas (SAAVEDRA et al., 2016).

1.2 Leishmaniose

A leishmaniose ¢ uma doenca parasitaria transmitida por vetores causada por
protozoarios parasitas obrigatorios do género Leishmania, ordem Kinetoplastida e
familia Trypanosomatidae. O género Leishmania é subdividido em dois subgéneros
Leishmania e Viannia. A descricdo inicial e a descoberta do agente causador da doenca
ocorreram entre 1898 e 1901 por P. Borovsky, W. B. Leishman e C. Donovan; e a
primeira descricdo oficial do género Leishmania foi feita por R. Ross em 1903
(WEYERS et al., 2016).

Aproximadamente 53 espécies de Leishmania foram descritas, destas, 31 sdo
conhecidas como parasitas de mamiferos e 20 sdo patogénicas para 0s seres humanos
(AKHOUND et al., 2016).



Os insetos vetores sao membros da ordem Diptera, subordem Nematocera,
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae (AKHOUND et al., 2016). Estes
vetores encontram-se em qualquer lugar do mundo onde as temperaturas do ambiente
sdo maiores que 10°C, por isso estdo distribuidos principalmente em regides tropicais e
subtropicais. Assim como acontece em outras doencas endémicas, 0 aumento da
migracdo humana e animal contribui para a rapida disseminacdo do parasita através de
individuos infectados e assintomaticos para novas regides ndo endémicas (AL-SALEM
etal., 2016).

O ciclo de vida de Leishmania sp. também ¢é heteroxeno, envolvendo o
hospedeiro vertebrado (mamifero) e o hospedeiro invertebrado (inseto flebotomineo).
No hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas metaciclicas infectantes sao
introduzidas através da picada do flebotomineo fémea. Dentro de alguns minutos, estas
formas promastigotas flageladas sdo fagocitadas por células do sistema reticulo-
endotelial, onde se transformam em formas amastigotas intracelulares obrigatorias.

Os parasitas amastigotas sdo altamente especializados e perfeitamente adaptados
para sobreviver dentro do fagolisossomo celular. Eles se multiplicam dentro dos
fagocitos do hospedeiro (primariamente macrofagos e granuldcitos neutrofilos), dos
quais sdo liberados podendo assim infectar outras células. Apds algumas semanas, 0
acumulo de células inflamatérias (macrdfagos, granuldcitos neutréfilos, células
dendriticas e linfécitos T), leva a formacdo de um granuloma caracteristico. O ciclo de
vida do patégeno se completa quando o inseto vetor ingere novamente as formas
amastigotas de Leishmania, que se transformam em promastigotas no intestino do
hospedeiro invertebrado (JARA et al., 2017) (Figura 2).
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Figura 2: Ciclo de vida de Leishmania sp. em hospedeiros vertebrados e invertebrados. Imagem
traduzida do Centro de Prevencdo e Controle de Doengas disponivel em http://www.dpd.cdc.gov/dpdx.

As formas clinicas da leishmaniose sdo classificadas de acordo com o
acometimento dos tecidos no hospedeiro vertebrado. A leishmaniose visceral também
chamada kalazar, acomete baco, figado, 6rgédos linfaticos e medula dssea e € causada
por Leishmania donovani e Leishmania infantum chagasi (STAUCH et al., 2014). A
leishmaniose dérmica pds-kalazar ocorre anos apos a cura da leishmaniose visceral e é
caracterizada por lesdes hipopigmentadas na pele. A leishmaniose tegumentar €
caracterizada por lesGes papulares ou nddulos dérmicos e pode ser dividida em
leishmaniose cutanea localizada, cujos agentes etioldgicos sdo Leishmania major,
Leishmania aethiopica, Leishmania tropica, Leishmania mexicana, Leishmania
amazonensis, Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Viannia) shawi, Leishmania (Viannia) lainsoni, e Leishmania (Viannia)
naiffi; leishmaniose cutanea recidiva, causada por Leishmania (Leishmania) aethiopica
e Leishmania (Viannia) braziliensis; leishmaniose disseminada causada exclusivamente
por Leishmania (Viannia) braziliensis; leishmaniose cutanea difusa que tem como
agentes L. (L.) mexicana e Leishmania (Leishmania) amazonensis nas Ameéricas e
Leishmania (Leishmania) aethiopica no Oriente e leishmaniose mucosa e mucocutanea
que envolve a destruicdo das cavidades oral-nasal e faringea, provocada por Leishmania

(Viannia) braziliensis e Leishmania (Viannia) guyanensis (LINDOSO et al., 2016).


http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

A leishmaniose também € classificada como doenga tropical negligenciada,
levando a ébito mais de 90% dos casos ndo tratados (WHO, 2017). Esta doenca é
endémica em grandes areas tropicais, subtropicais e da bacia mediterrénea, distribuindo-
se em mais de 98 paises. Nestas regibes ha uma incidéncia estimada de 0,7 a 1,2
milhdes de casos de leishmaniose cutinea e 0,2 a 0,4 milhGes de casos de leishmaniose
visceral (AKHOUND et al., 2016). Existem cerca de 350 milhdes de pessoas sob o risco
de contrair a infeccdo e aproximadamente 12 milhdes de casos confirmados da doenca.
A leishmaniose esta entre a segunda e a quarta causa mais comum de morte e
morbidade, respectivamente (AKHOUND et al., 2017).

A leishmaniose visceral estd disseminada em cinco continentes e mais de 90%
dos casos ocorrem em seis paises: India, Bangladesh, Nepal, Sud&o, Brasil e Etidpia. No
Brasil, a leishmaniose esta se expandindo territorialmente, com casos autdctones em
25% dos municipios, em 21 dos 26 estados brasileiros. A doenca é caracterizada por
variacOes epidemioldgicas, devido principalmente ao seu processo de urbaniza¢do, com
casos humanos e caninos reportados em diferentes centros urbanos (REIS et al. 2017;
CONTI et al. 2016). Recentemente, cerca de 300.000 novos casos da doenca foram
registrados, sendo que 20.000 a 50.000 mortes ocorrem anualmente no mundo (CONTI
et al. 2016).

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), na América,
foram reportados 51.098 casos de leishmaniose cutdnea e mucosa, com uma taxa de
incidéncia de 19,76 casos para cada 100.000 habitantes, sendo que no Brasil ocorreram
75% de todos os casos. Recentemente, apesar dos avangos alcangados por meio das
estratégias de controle da doenca, a sua incidéncia continua alta no Brasil
(BRILHANTE et al. 2017).

A maioria dos individuos infectados por Leishmania ndo apresentam
sintomatologia classica, mostrando uma condicdo aparentemente saudavel. Estes
individuos assintomaticos, se vierem a se tornar doadores de sangue, poderdo contribuir
para a transmissao da doencga através da transfusdo. No nordeste do Brasil, a prevaléncia
de anticorpos anti-Leishmania foi de 9% entre doadores de sangue, aumentando para
25% em regides com foco de leishmaniose visceral, e foi maior (37%), em pacientes
poli-transfundidos em hemodialise. No centro-oeste brasileiro, a prevaléncia de
anticorpos anti-Leishmania na populacdo de doadores de sangue foi de 15,6%,
indicando a presenca de pessoas assintomaticas realizando doagcdo de sangue em
diferentes regides do pais (FUKUTANI et al. 2014).



Devido ao grande numero de vetores envolvidos na transmissdao da doenca,
métodos diagnosticos mais sensiveis e especificos para a deteccdo do parasita sdo
necessarios para o controle da disseminagdo da leishmaniose (STAUCH et al., 2014).

O diagnostico da leishmaniose € complexo devido a variedade de apresentacGes
patoldgicas clinicas da doenca. Além do mais, quadros clinicos semelhantes podem ser
causados por diferentes espécies de Leishmania. Os sintomas geralmente séo
inespecificos e podem ser confundidos com outras infec¢fes que ocorrem em &reas
endémicas de leishmaniose (HORRILLO et al., 2015).

Algumas técnicas diagndsticas como o exame microscopico direto para deteccédo
do parasita em esfregacos de bidpsias, isolamento das formas promastigotas em culturas
de tecidos e bidpsias, isolamento dos parasitas em animais de laboratdrio, teste dérmico
da leishmanina ou teste de Montenegro e o xenodiagnéstico, ndo discriminam entre as
espécies de Leishmania, sdo laboriosas, ndo-quantitativas e pouco praticas. Os testes
sorologicos ndo sdo aplicAveis a leishmaniose cutinea, pois a sensibilidade e
especificidade podem variar e os niveis de anticorpos sdo muito baixos. A maioria dos
testes soroldgicos ndo consegue determinar se a infeccdo € crénica ou aguda (SAGI et
al., 2017).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) proporciona alta sensibilidade e
especificidade, e é considerado um método atil no diagnoéstico de infeccBes por
Leishmania, em espécimes clinicos. E a principal técnica molecular utilizada,
apresentando vantagens como menor tempo de execucdo, sensibilidade, alta
especificidade e diminuicdo do risco de contaminacdo do ambiente laboratorial,
comparado as técnicas convencionais baseadas na pesquisa direta e culturas dos
parasitas. O alvo mais comumente utilizado na PCR é o gene do kDNA, devido ao
grande namero de copias do minicirculo em cada cinetoplasto, cerca de 10.000 por
celula (BONI et al. 2016; ALMEIDA et al. 2017). A gPCR pode ser utilizada com
sondas marcadas com diferentes fluoréforos num mesmo tubo de reagdo, possibilitando
ensaios multiplex (SAGI et al. 2017).

Dentre os diferentes marcadores moleculares utilizados como alvos, destacam-se
sequéncias conservadas de genes do RNA ribossomal (rRNA), da glicose-6-fosfato, do
miniexon e da proteina de choque térmico 70 (HSP70) (PAIVA-CAVALCANTI et al.,
2015; AKHOUND et al., 2017).
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1.3 Malaria

A malaria € uma infeccdo parasitaria de eritrocitos causada por protozoarios do
filo Apicomplexa e género Plasmodium. As espécies P. vivax, P. falciparum, P.
malariae, P. knowlesi e P. ovale estdo entre os principais agentes causadores da doenga
em seres humanos. A transmissdo aos seres humanos acontece através da picada de
mosquitos do género Anopheles (reino Animalia, classe Insecta, filo Arthropoda)
(MUKRY et al., 2016).

O parasita Plasmodium completa seu ciclo de vida em dois hospedeiros
evolucionariamente distantes. O ciclo de vida sexuado € completado no inseto fémea do
género Anopheles, que é o hospedeiro primario definitivo, e o ciclo de vida assexuado
predomina em humanos, que sdo os hospedeiros secundarios. Ao realizar o repasto
sanguineo, o inseto ingere 0s parasitas no estagio de gametdcitos que sofrem fertilizacéo
e formam o zigoto dentro do Iumen intestinal. Além do mais, no mesmo compartimento,
a formacdo de oocinetos do zigoto se inicia cerca de 15 horas apds a ingestdo dos
parasitas. Os oocinetos atravessam o epitélio do intestino médio aproximadamente 24
horas apds a ingestdo e se desenvolvem em oocistos no espaco entre o epitélio intestinal
e a lamina basal. Os oocistos sofrem maturacdo cerca de 10 dias depois e liberam
milhares de esporozoitos no hemocélio do vetor. Os esporozoitos circulam através da
hemolinfa e alguns deles chegam as glandulas salivares, onde sdo maturados e estdo
prontos para serem injetados em um novo hospedeiro humano durante o repasto
sanguineo (KAKANI et al., 2016).

O ciclo do parasita no hospedeiro humano se inicia com a entrada dos
esporozoitos injetados pelo vetor na circulacdo sanguinea, que migram em direcdo ao
figado e iniciam o ciclo pré-eritrocitico em hepatécitos. Estas formas sdo chamadas
hipnozoitos nas espécies P. vivax e P.ovale e possuem uma fase onde sua atividade
metabolica € tdo reduzida que ndo crescem e ndo se dividem (OLLIARO et al., 2016) e
uma outra fase na qual o parasita sofre crescimento e divisdo extensivos e no fim
milhares de merozoitos sdo liberados no sangue. Os merozoitos invadem as hemécias e
iniciam o ciclo eritrocitico. Este ciclo assexuado produz ainda mais merozoitos, 0s
parasitas sdo entdo liberados das hemécias e imediatamente invadem novos eritrocitos.
No ciclo eritrocitico alguns merozoitos se diferenciam em gametdcitos e apds a ingestao
por outro inseto, continuam o ciclo sexuado. Nos eritrocitos, o desenvolvimento dos

parasitas € acompanhado de mudancgas morfologicas como formas em anel, trofozoitos e
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esquizontes (Figura 3). Plasmodium falciparum é responsavel pela forma letal da
malaria humana. As formas maduras do parasita intra-eritrocitarias (trofozoitos e
esquizontes) remodelam o citoesqueleto e a membrana plasmética para criar
citoaderéncias bem como vias de penetracdo de nutrientes que alteram a estabilidade
mecanica dos eritrdcitos, causando a adesdo destas células ao vaso sanguineo. Isto leva
ao bloqueio da microcirculagdo e resulta em disfungcdo de multiplos 6rgéos, como o
cerebro na maléria cerebral, uma forma mais severa da infeccdo causada por P.
falciparum, podendo levar a Obito, sendo que criangas Sdo mais susceptiveis
(OLORUNMOTENI et al., 2016; MUKRY et al., 2016).

CICLO HEPATICO
58 e
erozoito
Mosquito contaminado Hepatdcito
picando @ Q
-7)\ Esquizonte rompido @
o :-'\,'- Esquizonte
— .&' -
Infecga'o(. ‘ ESTAGIO NO SANGUE
‘ l Trofozoito imaturo
7 ( » Hemiceas
/ A Trofozoito \ d
“n‘.‘ maduro e
P folcnparum e 2‘
9( ‘ Esqulmm\ ,',‘.:: / 6
d
& @ d oo / @Gametécitos
® —
P. vivax g
P.ovale CICLO ERITROCITARIO

Gametécitos

CICLO NO HOMEM

d  Estdgio de diagnéstico

Figura 3: Ciclo de vida de Plasmodium sp. em hospedeiros primarios e secundarios. Imagem traduzida
do Centro de Prevencdo e Controle de Doengas disponivel em http://www.dpd.cdc.gov/dpdx.

A maléria é um dos maiores problemas de satde publica no Brasil com 145.000
casos reportados da doenca em 2014 (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Nas Gltimas
quatro décadas, o Brasil compreendeu cerca de 30% dos casos de malaria e em 2014
reportou 37% destes casos no continente americano.

A maioria dos casos ocorre na regido amazonica que constitui area endémica de
maléria. No entanto, migracGes recentes de pessoas da regido amazonica e/ou outros
paises para regides ndo-endémicas provocou surtos de casos secundarios importados,
introduzindo a doenca nestas regides (SIQUEIRA et al. 2016).
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No Brasil, principalmente trés espécies de Plasmodium estdo relacionadas a
infeccdo em humanos: P. vivax, P. falciparum e P. malariae. A incidéncia relativa de
maléria por P. vivax e P. falciparum foi de 50% em 1988, mudando apds 1990 quando
44,3% dos casos foram causados por P. falciparum. Em 2014 P. vivax se tornou a
espécie predominante na regido amazonica e apenas 16,18% dos casos foi provocado
por P. falciparum. Apesar de P. vivax causar uma mortalidade mais baixa do que P.
falciparum, a morbidade em regides endémicas € muito alta (LORENZ et al., 2015).

As espécies P. vivax e P. falciparum sdo responsaveis pela exposicdo de
aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas ao risco de infec¢do no mundo (HOWES et al.,
2016). De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Satide (OMS) no ano de 2014,
a maléria foi reportada em cerca de 90 paises primariamente em regibes tropicais e
subtropicais como a Africa subsaariana, América Central e do Sul, ilhas do Caribe e
Espanhola, Oriente Médio, subcontinente indiano, sudeste asiatico e Oceania. Existem
em média mais de 198 milhGes de pessoas infectadas e 584.000 pessoas morrem
anualmente devido a doenca (KAKANI et al., 2016).

A transmissdo da maldria no Brasil é fortemente afetada por questdes
sociodemogréaficas, politicas e ambientais da regido amazonica. Apesar da incidéncia
absoluta da maléria ter reduzido no pais apresentando um declinio de 80% nas taxas de
mortalidade nos ultimos 15 anos, houve um incremento na propor¢do de casos causados
por P. vivax, que se tornou a espécie predominante (SIQUEIRA et al, 2016).

Apenas 19% de todos os casos de maladria em regides ndo-endémicas sdo
diagnosticados e tratados em até 48 horas ap0s o aparecimento dos sintomas, o que
explica 0 aumento da proporcao de casos de malaria severa e a alta taxa de mortalidade
nestas regides. Além do mais, a falta de experiéncia dos profissionais de salude em
diagnosticar e tratar a doenca € um fator agravante frente as estratégias de controle
(LORENZ et al. 2015). A maléria também pode se apresentar sob forma de infeccdo
assintomatica, onde a parasitemia baixa em possiveis candidatos a doagdo de sangue
possibilita a transmissdo da infeccdo por transfusdo e o diagndstico nesta condigdo
depende de testes altamente sensiveis (ALHO et al. 2017).

A maléria assintomatica ou subclinica se refere & presenca dos parasitas no
sangue com auséncia total de sintomas, propiciando reservatorios para a transmissao.
Estudos mais recentes tém observado que comunidades que vivem em areas de baixa
transmissibilidade estdo também sob o risco de parasitemia assintomatica (BOUSEMA

et al., 2014). A presenca de um grande ndimero de portadores assintomaticos na
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populacdo constitui um obstaculo adicional aos programas de controle da malaria
(LINDBLADE et al., 2013; OLLIARO et al., 2016).

Os bancos de sangue realizam uma triagem do estado de salde de candidatos a
doacdo, incluindo uma historia detalhada de doencas prévias e viagens a areas
endémicas. Os critérios da hemovigilancia sdo definidos em cada pais, através de suas
agéncias nacionais de regulacdo. No Brasil, as politicas para doacdo de sangue diferem
entre regifes endémicas e ndo-endémicas de malaria (ALHO et al. 2017).

Os guias brasileiros de hemoterapia recomendam testes para deteccdo do
parasita em areas endémicas e exclusdo de doadores com histérico de infecgdo nos 12
meses que precedem a doagdo ou que apresentarem sintomas 30 dias antes da doacdo.
Em areas ndo-endémicas, ocorre a exclusdo de candidatos que estiveram em areas
endémicas 30 dias antes da doagcdo. Em areas endémicas e ndo endémicas, doadores que
tiveram infeccdo por P. malariae ficam permanentemente inaptos para realizar a doagéo
de sangue (LIMA et al., 2016).

A deteccdo microscopica de Plasmodium sp. tem baixo custo, é sensivel e
especifica, no entanto, requer experiéncia e pode ser muito laboriosa quando a
densidade parasitaria for muito baixa. Para detectar baixos niveis de parasitemia e co-
infeccbes, foram desenvolvidos testes rapidos imunocromatogréficos, utilizando
antigenos do parasita ou aldolases pan-especificas e testes baseados no principio do
ELISA sanduiche. Estes testes sdo mais baratos, sensiveis e especificos, embora
possuam baixa especificidade para algumas espécies, como P. ovale. Deteccao
automatizada por analisadores hematoldgicos € outra opcdo em casos de suspeita
clinica, onde resultados anormais confirmados pela microscopia podem sugerir uma
infeccdo (MUKRY et al., 2016; BRITTON et al., 2016).

O diagnostico soroldgico também pode ser aplicado utilizando antigenos
derivados de peptideos sintéticos, no entanto possui baixa especificidade para a
deteccdo de infeccdes agudas. Técnicas moleculares como a PCR sdo mais confiaveis e
podem ser utilizadas para o diagndstico da malaria, sendo altamente sensiveis para
detectar niveis muito baixos de parasitemia (1 a 0,02 parasitas/uL) (BAIRD et al.,
2016). Estas técnicas requerem um tempo de preparacdo e analise relativamente curtos,
e possuem um custo menor, devido ao uso de pequenos volumes e primers e sondas de

baixo custo, em comparagdo com outras técnicas moleculares (KRAMPA et al. 2017).
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A amplificacdo da subunidade menor do rRNA 18S foi primeiramente realizada
por Snounou (1996) utilizando a técnica de nested PCR, a mais amplamente utilizada
para o diagnostico molecular da maléria.

As técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos (NATS) utilizando a PCR em
tempo real, por serem capazes de detectar infec¢cdes assintomaticas e submicroscopicas,
podem ser aplicadas a triagem de candidatos a doacdo de sangue. A sensibilidade do
teste para identificar baixos niveis de parasitemia tem sido aumentada realizando a
gPCR com DNA de amostras de sangue com volumes superiores a 1mL, apresentando
um limite de deteccédo de até 0,022 parasitas/puL (BRITTON et al., 2016).

1.4  Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma doenca parasitaria causada pelo protozoério intracelular
obrigatério Toxoplasma gondii pertencente ao filo Apicomplexa. Este parasita é capaz
de infectar uma ampla variedade de vertebrados de sangue quente e foi considerado um
dos patdgenos eucaridticos mais bem sucedidos em relacdo ao nimero de espécies
hospedeiras e percentual de animais infectados globalmente (LIU et al., 2015; XIAO et
al., 2016). T. gondii € considerado uma espécie Unica dentro do género Toxoplasma,
possuindo uma diversidade genética limitada (LIU et al., 2015).

O ciclo de vida de T. gondii é complexo envolvendo replicacdo sexuada em
membros da familia Felidae como hospedeiros definitivos e propagacdo assexuada em
outros vertebrados de sangue quente que sdo os hospedeiros intermediarios. Existem
diferentes formas infectantes deste parasita, 0s taquizoitos que facilitam a expansdo
durante a fase aguda, os bradizoitos que mantém a infec¢do crbnica e os esporozoitos
que sdo eliminados no ambiente junto com os oocistos (XIAO et al., 2016; LUDER et
al., 2017).

Os taquizoitos se desenvolvem no epitélio intestinal dos hospedeiros
intermediarios apds a transmissdo oral de formas infectantes de esporozoitos ou
bradizoitos. Logo depois se dividem rapidamente dentro do vacuolo parasitoforo por um
processo chamado endodiogenia. Os taquizoitos sdo metabolicamente bastante ativos e
apos 5 a 6 divistes celulares saem da célula hospedeira podendo infectar novas células.
A infeccdo ativa da celula hospedeira permite ao parasita a invasdo de qualquer célula
nucleada. A replicagéo do parasita com dano tecidual devido a lise celular corresponde a
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fase aguda da doenca, na qual a resposta imune mediada por células do hospedeiro pode
inibir a replicagdo dos taquizoitos ou até mesmo mata-los (LUDER et al., 2017).

Os bradizoitos localizados dentro do vacutolo parasitéforo sofrem maturacéo e se
diferenciam em cistos teciduais intracelulares, que podem conter centenas de
bradizoitos, que se replicam lentamente e sdo metabolicamente inativos. Estas estruturas
localizam-se sobretudo no cérebro e tecido muscular, mas podem ser encontradas em
outros érgdos como figado e rins. Estes cistos teciduais persistem por longos periodos e
possibilitam a transmissdo do parasita a outros hospedeiros (Figura 4). Em pacientes
imunocomprometidos, ocorre rediferenciacdo de bradizoitos e replicacdo rapida de
taquizoitos, levando a reativacdo da doenca sob a forma de encefalite toxoplasmatica
(LIU etal., 2015; LUDER et al., 2017).

Transfusdo A~ Infectante

5'\\‘°A Transplantes A-Diagnéstico

Transmissao
transplacentaria

°\

by Oocistos
fecais
(2)
Alimentos, objetos ,%%
contaminados

S

Figura 4: Ciclo de vida de Toxoplasma gondii em hospedeiros definitivos e intermediérios. Imagem
traduzida do Centro de Prevencdo e Controle de Doengas disponivel em http://www.dpd.cdc.gov/dpdx.

A infeccdo em seres humanos acontece tipicamente através da ingestdo de carne
crua mal cozida contaminada com cistos teciduais viaveis ou por meio da ingestdo de
alimentos ou agua contaminados por oocistos de T. gondii liberados no ambiente através
das fezes dos hospedeiros definitivos. Outras formas possiveis de disseminacéo de T.
gondii sdo a transmissao congénita de mées infectadas para o feto, contaminacéo através
de esperma e de leite ndo pasteurizado contendo taquizoitos e transfusdo sanguinea e
transplante de 6rgdos de doadores infectados (VANWORMER et al., 2013;
ZAINODINI et al., 2014).
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Os sintomas clinicos da infeccdo por T. gondii sdo geralmente inespecificos e se
caracterizam por febre, mal-estar e linfadenopatia, sendo que a maior parte das
infeccOes é assintomatica. Em casos de imunodeficiéncia, o parasita pode causar
encefalite, miocardite e pneumonia e na transmissdo congénita, retardo mental,
complicacdes oculares e neuroldgicas no feto, podendo levar a obito (LIU et al., 2015;
XIAO et al., 2016).

Toxoplasma gondii infecta aproximadamente um tergo da populagdo humana
mundial. A toxoplasmose é tipicamente assintomatica, mas a doenca classica pode se
desenvolver em pacientes imunocomprometidos e por transmissdo congénita,
provocando alteracdes oculares e neuroldgicas graves. (COMMODARO et al. 2015). A
prevaléncia da toxoplasmose é extremamente varidvel entre os paises e dentro de
diferentes regides no mesmo pais, devido a distribuicdo global das fontes de infeccdo e
a exposicdo diferencial dos individuos a elas, além dos habitos culturais e de higiene
variados (SILVA et al. 2015). Por isso, T. gondii tem alto risco potencial de transmissao
por transfusdo de hemocomponentes. De acordo com Karimi et al. (2016), T. gondii €
capaz de sobreviver no sangue e seus componentes estocados a 4°C por cerca de 50
dias. Neste trabalho, a taxa de sororeatividade para toxoplasmose em doadores de
sangue variou de 18,3% a 56,4%. Além disso, existem relatos da presenca de anticorpos
IgM anti-T. gondii em doadores de sangue no mundo (ZAINODINI et al., 2014).

Embora métodos diagndsticos de deteccdo do parasita por microscopia ou
bioensaios sejam considerados padrdo ouro, o diagnostico clinico da infeccdo é feito
geralmente por métodos soroldgicos. Varios testes foram desenvolvidos para a detec¢do
de anticorpos especificos ou antigenos circulantes. Os métodos moleculares sdo
utilizados em conjunto com as técnicas soroldgicas convencionais, que apesar de
confiaveis, sdo limitadas para o diagnéstico pré-natal, de pacientes
imunocomprometidos e para a triagem de doadores de sangue, pois em alguns
individuos infectados, 0s anticorpos IgM persistem apds a fase aguda, e também alguns
pacientes na fase aguda ndo produzem anticorpos IgM contra o parasita de forma
imediata (ZAINODINI et al., 2014; MANSOURI et al., 2017).

A PCR em tempo real pode detectar concentragdes extremamente baixas do
DNA alvo de T. gondii, em espécimes como sangue, fluido cerebrospinal, humor
aquoso e liquido amniotico. Além disso, a PCR é tambem utilizada para avaliar a
progressdao da doencga e a eficicia do tratamento, por estimativa da intensidade da
infeccdo (LIU et al., 2015).
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Para o diagnostico molecular da toxoplasmose, existem dois tipos de métodos
moleculares: a identificacdo do DNA em fluidos bioldgicos por PCR, nested-PCR e
PCR em tempo real; e a andlise do microssatélite para identificacdo das cepas dos
parasitas (MOUSAVI et al., 2016)

Encontrar as sequéncias alvo adequadas do gene e o desenho correto dos primers
para a implementacdo da PCR ¢é altamente importante. Métodos moleculares utilizados
em diversos laboratérios no mundo para identificar as formas de T. gondii utilizam
como alvos de amplificacdo o gene do elemento repetitivo de 529 pb, com 200 a 300
copias e 0 gene B1 com 35 coOpias no genoma. A precisao e sensibilidade destes dois
alvos foram comparadas e a positividade na PCR foi encontrada em amostra de
pacientes com resultados sorolégicos negativos, comprovando que a PCR diminui a

janela imunoldgica para deteccédo de T. gondii (MOUSAVI et al. 2016).

1.5 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica molecular que foi
desenvolvida por Kary Mullis em 1983, caracterizada por promover a multiplicagdo de
copias de sequéncias alvo do DNA chamadas amplicons. Nesta reacdo, tanto o DNA
como o DNA complementar (cDNA) obtido por transcricao reversa do RNA podem ser
utilizados. A mistura quimica da PCR conhecida como master mix contém nucleotideos,
conjuntos de primers, uma enzima DNA polimerase termoresistente (Tag DNA
polimerase) e outros componentes como magnésio. Os primers sdo sequéncias curtas de
DNA de fita simples; sendo um dos primers € complementar a sequéncia alvo no
sentido 3°-5° e 0 outro primer é complementar no sentido 5’-3’. O metodo da PCR
convencional requer a execucdo de eletroforese ou hibridizagdo para detectar a presenca
e pureza do amplicon (AHRBERG,NEUZIL, 2015).

Higuchi et al. (1992) introduziram um marcador fluorescente (fluoréforo) ao mix
para monitorar a reagdo, surgindo assim a PCR em tempo real, permitindo a
determinacéo de uma concentragéo inicial de DNA e a mensuragdo da expressao génica
e das copias do DNA alvo, por isso este método é comumente chamado de PCR
quantitativa (QPCR) (ZHANG et al. 2015). A PCR em tempo real permite a obtencdo de
dados quantitativos a medida em que a amplificacdo ocorre. Esta reacdo é caracterizada
pelo nimero de ciclos onde a amplificacdo pode ser detectada porque a intensidade de
fluorescéncia € maior que o ruido de fundo (background) gerado pelos préprios
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reagentes do mix, este fenébmeno é referido como ciclo limiar ou de threshold (Cv).
Com base nisso, quanto maior a quantidade inicial do DNA alvo, mais precocemente
aparecerd um aumento na intensidade de fluorescéncia, resultando num valor de Ct mais
baixo (ZHANG et al., 2015).

Os métodos mais usados para a PCR quantitativa em tempo real (qPCR)
possuem em sua composicao corantes cianina fluorescentes intercalantes como o Sybr
Green, que realiza ligacbes ndo-especificas a qualquer DNA de fita dupla. Quando estas
ligacGes acontecem, o sinal de fluorescéncia € amplificado em mais de 1.000 vezes. A
intensidade total de fluorescéncia é proporcional ao nimero de amplicons e aumenta
quando o gene alvo é amplificado (YANG et al., 2016).

Uma peculiaridade da PCR em tempo real é a curva de dissociacdo ou melting,
que pode ser analisada apds o término da reacdo. Durante a PCR, a amostra é aguecida
lentamente enquanto a intensidade de fluorescéncia é monitorada, em temperaturas mais
elevadas, as duplas fitas dos amplicons se tornam fitas simples, em consequéncia disso a
amplitude de fluorescéncia diminui. Quando a metade do material genético (DNA) fita
dupla se torna fita simples, a temperatura é chamada temperatura de melting (Ty), a
qual caracteriza o comprimento e sequéncia do amplicon (AHRBERG;NEUZIL, 2015).

Outro método de PCR em tempo real conhecido como TagMan é baseado em
sondas fluorogénicas como a 6-carboxifluoresceina (FAM), tetraclorofluoresceina
(TET), 6-carboxi-X-rodamina (ROX), disulfo-Cy5 &cido carboxilico, fosforamidita
(HEX) e cloreto acido de sulforodamina (Texas Red). Estas sondas sdo quimicamente
acopladas a extremidade 5’ dos oligonucleotideos ¢ a um corante silenciador como a
tetrametilrodamina (TAMRA) na extremidade 3’, esta proximidade permite que o
silenciador quando excitado, por exemplo, por transferéncia energética ressonante
fluorescente (FRET), iniba o sinal de fluorescéncia do fluor6foro. Quando os primers se
anelam ao DNA, a atividade exonuclease da Tag DNA polimerase degrada a sonda,
com isso, o fluor6foro acoplado a sonda é liberado, diminuindo a proximidade e o efeito
do silenciador e permitindo o aumento da amplitude de fluorescéncia. Esta metodologia
é gene-especifica e requer que os oligonucleotideos sejam sintetizados acoplados as
sondas com o fluor6foro e o silenciador (NAVARRO et al. 2015) (FIGURA 5).
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Figura 5: Etapas da qPCR em tempo real TagMan. Imagem traduzida de Wikimedia Commons
disponivel em https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Tagman.png.

1.6 Justificativa

A realizacdo do teste NAT utilizando a PCR em tempo real € de particular
interesse como aplicacdo na triagem de sangue de candidatos a doacdo, sobretudo para a
deteccdo e quantificacdo do DNA de protozoarios parasitas de alta relevancia clinica e
epidemiol6gica como Trypanosoma cruzi, Leishmania spp., Plasmodium spp. e
Toxoplasma gondii. A implementacao desta ferramenta molecular nos bancos de sangue
brasileiros tem o proposito de aumentar significativamente a seguranca transfusional.

Atualmente, no Brasil, protozoarios parasitas ndo sdo detectados em testes de
triagem para doacdo de sangue. Estes parasitas podem ser transmitidos através da
transfusdo sanguinea e a consequéncia para 0s pacientes receptores, especialmente 0s
imunocomprometidos, pode ser fatal. Dai a importancia da implementacdo de um teste
baseado em técnicas moleculares como o NAT para a deteccdo e a quantificacdo
altamente sensivel do DNA destes parasitas em bolsas de sangue destinadas a
transfusao.

O teste NAT desenvolvido neste trabalho tem o intuito de reduzir

significativamente as janelas imunoldgicas de deteccdo das infeccbes por T.cruzi,
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Leishmania sp, Plasmodium sp e T. gondii, sugerindo a sua implementacdo em rotina
aplicavel a bancos de sangue para exames de triagem utilizando a g°PCR Sybr Green e
exames confirmatorios utilizando a qPCR TagMan, ambos altamente sensiveis e

especificos, para detectar parasitemias baixas em doadores assintomaticos com

resultados soroldgicos negativos.
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2 OBJETIVOS

2.1. Geral
O objetivo do trabalho € desenvolver um kit diagnostico NAT (nucleic acid
amplification test) por PCR em tempo real para a deteccdo de DNA de protozoarios

patdgenos em bolsas de sangue destinadas a transfusdo sanguinea no Distrito Federal.

2.2 Especificos
o Desenvolver e testar os protocolos para a PCR em tempo real Sybr Green

e a PCR em tempo real TagMan.

o Testar a especificidade e sensibilidade dos primers, eficiéncia da técnica
e o limite de deteccdo utilizando DNA das culturas celulares de parasitas.

o Otimizar a metodologia do sistema NAT com PCR em tempo real para a
deteccdo de todos parasitas propostos nesse projeto: Trypanosoma cruzi, Leishmania

sp., Plasmodium sp. e Toxoplasma gondii.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Estratégia experimental

A estratégia experimental consistiu no desenvolvimento do kit diagndstico NAT
em uma primeira etapa, na qual as cepas de T. cruzi foram cultivadas e 0 DNA extraido
para realizagdo dos testes. O DNA das cepas de Leishmania spp, P. falciparum e T.
gondii foram obtidos ja extraidos e purificados. Posteriormente foram selecionados e
desenhados o0s oligonucleotideos para utilizaggo na PCR convencional, para
confirmacéo das linhagens filogenéticas de T. cruzi.

Na segunda etapa, foram selecionados, desenhados e enviados para sintese 0s
primers para a realizagdo dos testes de eficiéncia, sensibilidade e especificidade por
gPCR Sybr Green e por gqPCR TagMan, esta Ultima ap6s a selecdo, desenho e sintese

das sondas fluorogénicas especificas (Figura 6).

Etapa l
" ™ PCR convencional
Cultivo das cepas E’gﬁf do do Seleg}ao, desdenho € para confirmacdo
de T. cruzi as ) sintese C,’S das linhagens de T.
culturas oligonucleotideos .
cruzi
Etapa 2 Teste de eficiéncia
Selecdo, desenho e
sintese dos
oligonucleotideose | | dPCR SybrGreene Teste de sensibilidade
sondas especificos para gPCR Tag Man
amplificacdo de genes de

T. cruzi, Leishmania sp.,
Plasmodium sp. e T. gondii

Teste de
especificidade

Figura 6: Estratégia experimental do teste NAT para deteccdo de parasitas protozoarios. Esquema
representativo da estratégia experimental utilizada na validagdo do kit diagnostico NAT para deteccédo de
parasitas protozoarios em amostras destinadas a doagdo de sangue.

3.2 Oligonucleotideos para a reacado em cadeia da polimerase (PCR) convencional

Para determinar as linhagens filogenéticas com relag&o aos genes do miniéxon
de Trypanosoma cruzi, 0s trés oligonucleotideos descritos na Tabela 1 foram

sintetizados e testados com DNA das cepas CL Brener, Ge Y.
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Tabela 1.0Oligonucleotideos utilizados na PCR convencional para amplificacdo de uma porgao
especifica do gene do miniéxon de T. cruzi.

Nome Alvo Sequéncia 5’ 3’ ™

Espacador intergénico néo
PR440 |transcrito do miniéxon de| CCCCCCTCCCAGGCCACACTG
Trypanosoma cruzi.(TC1) 69

Regido intergénica spliced
GTGTCCGCCACCTCCTTCGGG

cc
(TC2) 71

PR441 |leader do miniéxon de T. cruzi

Regido repetitiva  spliced
CCTGCAGGCACACGTGTGTGT

G
(TC) 67

PR442 |leader do miniéxon de T. cruzi

3.3 Oligonucleotideos para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real
Sybr Green e TagMan

Para avaliacdo da eficiéncia, sensibilidade e especificidade dos primers e
sondas por PCR em tempo real Sybr Green e TagMan, a sequéncia dos
oligonucleotideos utilizados foi desenhada e determinadas caracteristicas como tamanho
do fragmento amplificado gerado (50 a 150 pb), especificidade de amplificacdo contra o
organismo alvo (100% de homologia com o gene alvo) e temperatura de dissociagédo
(melting), foram confirmadas com o auxilio da ferramenta Nucleotide Blast do National
Centre for Biotechnology Information (NCBI) disponivel on-line no endereco eletronico
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/. Foi analisada também a possibilidade de formacdo de
estruturas secundarias como dimeros, hairpins e internal loops, intra e intermoleculares
entre as cadeias de primers.

Os oligonucleotideos com sequéncias especificas para a amplificacdo dos
genes de T. cruzi, Leishmania spp., Plasmodium sp. e Toxoplasma gondii estdo listados

na Tabela 2.
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Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados na PCR em tempo real para amplificacdo dos genes de T.

cruzi, Leishmania sp., Plasmodium sp. e Toxoplasma gondii.

NOME Alvo SEQUENCIA5' 3' ™
Gene do RNA ribosomal
PR436 |28S de Trypanosomatidae TAGCCCTTCCGATGTAGATG 57
sp.
Gene do RNA ribosomal
PR437 |28S de Trypanosomatidae TTGCTACGCCAACCAAGATC 57
sp.
PR612 Sequéncia satelite o DNA ATCGGCTGATCGTTTTCGA
de Trypanosoma cruzi 58
PR613 Sequéncia satelite do DNA AATTCCTCCAAGCAGCGGATA
de Trypanosoma cruzi 58
Gene da aminoacido
PR615 |permease 3 (AAP3) de GGCGGCGGTATTATCTCGAT 60
Leishmania sp.
Gene da aminoacido
PR616 |permease 3 (AAP3) de ACCACGAGGTAGATGACAGACA | 60
Leishmania sp.
Gene do RNA ribosomal GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAG
PROA0 18S de Plasmodium sp. A 60
Gene do RNA ribosomal AACCCAAAGACTTTGATTTCTCAT
PRoAL 18S de Plasmodium sp. AA 60
PR618 Gene B1 de Toxoplasma TCCCCTCTGCTGGCGAAAAGT
gondii 64
Gene B1 de Toxoplasma AGCGTTCGTGGTCAACTATCGATT
PROLS gondii G 64

Foram sintetizadas sondas fluorogénicas especificas, para serem utilizadas em

conjunto com os primers descritos acima na PCR em tempo real TagMan, a fim de

promover a amplificacéo especifica de genes do DNA de todos 0s protozoarios parasitas

utilizados nos experimentos (Tabela 3).
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Tabela 3. Sondas utilizadas na PCR em tempo real TagMan para amplificacdo especifica dos genes
de T. cruzi, Leishmania sp., Plasmodium sp. e Toxoplasma gondii.

NOME Alvo SEQUENCIA5' 3'
Sequéncia satélite do DNA de | 5’-56-FAM-AGA GGC ACT-ZEN-
PR614 CTC TTT CAC TAT C- 3IABKFQ-3’

Trypanosoma cruzi

Gene da aminoacido permease 3| 5’-5 HEX-CTT CGC CAT- ZEN-

PR617 - -3
(AAP3) de Leishmania sp. GTC GGG CAT C- 3IABKFQ-3

Gene do RNA ribosomal 18S de | 5’-5SHEX-ACC GTC GTA-ZEN- ATC

PR642 Plasmodiun s TTA ACC ATA AAC TAT GCC
P. GAC TAG 3IABKFQ-3’
PR620 | Gene B1 de Toxoplasma gondii 5’-56-FAM-TAT TCG CAG-ZEN-

ATT GGT CGC C-3IABKFQ-3’

3.4 Cultivo celular das cepas de T. cruzi

Para alcancar os objetivos propostos neste trabalho, foram primeiramente
cultivadas as formas epimastigotas das cepas G, CL Brener e Y de T. cruzi em meio
liquido LIT (liver infusion tryptose); o DNA das cepas L. infantum, L.amazonensis, L.
braziliensis de Leishmania sp., P. falciparum e T. gondii utilizado nos experimentos ja
se encontrava extraido, purificado e armazenado a 4°C.

Foi realizado o escalonamento das linhagens de T. cruzi em meio liquido LIT,
composto por 0,5 % de extrato de figado, 2% de triptose, 2% de glicose, 4% de NaCl,
0,4% de KCI, 8% de Na,HPO, e suplementado com 10% de soro fetal bovino e
adicionado de mistura de antibioticos (estreptomicina+penicilina) e hemina (1mL/L).
Foi mantida uma taxa de crescimento constante das cepas, mediante aumento do volume
de meio e consequentemente da quantidade de células dos parasitas.

O escalonamento das culturas foi realizado para cada uma das cepas de T. cruzi
na proporcdo de uma parte da cultura para quatro partes do meio, até que a contagem
realizada em camara de Neubauer resultasse em uma quantidade de 2x10’ células/mL.

A manipulagdo das culturas para o escalonamento foi realizada na sala de
cultura do Laboratorio da Biologia do Gene, em camara de fluxo laminar classe Il Bio
Seg 12 Revco, levando em conta as boas praticas laboratoriais, com materiais
esterilizados e livres de DNases e RNases, bem como reagentes dedicados. A contagem
das células foi realizada em camara de Neubauer e a incubacéo das culturas foi feita em

estufa Retilinea Fanem a 28°C.
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As cepas foram posteriormente congeladas em meio de congelamento com
20% de soro fetal bovino, 10% de DMSO e 70% do meio LIT. As células que ndo
foram congeladas desta maneira foram preparadas para extracdo, onde o volume total da
cultura foi centrifugado a 1.370 g por 10 min na centrifuga Eppendorf 5804R. O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento de células foi ressuspenso em solugdo PBS
1X autoclavada (NaCl 137 mM; Na,HPO, 7 mM; KCI 2,7 mM; KH,PO,4 1,5 mM) e
utilizado para a extragdo do DNA.

3.5 Extracdo do DNA

O processo de extracdo do DNA total das células obtidas das culturas das trés
cepas de T. cruzi, foi realizado com o kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante.

A quantificagdo do material genético foi realizada no espectrofotdmetro Nano
Drop Lite (Thermo Scientific) e resultou em uma média de 90 ng/pL de DNA para cada
uma das trés cepas de T. cruzi e Leishmania sp, e das cepas de Plasmodium falciparum

e Toxoplasma gondii.

3.6 PCR convencional

Para a realizacdo da PCR convencional utilizando os primers cujo alvo é a
regido intergénica do mini-éxon de T. cruzi (Tabela 1), cada uma das amostras de DNA
foi diluida em agua Milli-Q até uma concentracéo final de 10ng/uL.

Os sistemas de PCR foram feitos para o volume final de 30 pL constituido de
Tampédo 1X, 1X de BSA; 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 1,5 unidades de
Platinum® Tag DNA Polimerase (Invitrogen/Life Technologies), 1 pL de cada um dos
primers e 2 pL do DNA, o volume foi completado com &gua Milli-Q até uma
quantidade suficiente para 30 pL por reagdo. O controle negativo foi realizado
utilizando agua Milli-Q ao invés do DNA do parasita.

As amostras foram amplificadas no equipamento iCycler BioRad e o0s
fragmentos amplificados foram analisados em gel de agarose na concentragédo de 2,5%,
marcado com brometo de etideo solucdo estoque 10 mg/mL. Os produtos de

amplificacdo no gel foram revelados no transiluminador UV BioRad.
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Foram aplicados no primeiro poco do gel de agarose 5 UL do marcador de
massa molecular 100 bp ladder (Invitrogen) e nos demais pogos 10 pL dos produtos de
amplificagdo do controle negativo e das amostras.

3.7 Estudo da eficiéncia da técnica de PCR em tempo real

O estudo da eficiéncia foi realizado para determinar a manutencdo da
linearidade do teste frente a diferentes concentracdes do DNA dos parasitas. Os testes
foram executados por gPCR Sybr Green e posterior aplicacdo de uma regressao linear
em relacdo as variaveis y(Ct) versus x(Log das concentracdes de DNA em ng).

O calculo da eficiéncia da PCR foi efetuado automaticamente através do
StepOne software versao 2.3, utilizando o declive da reta obtida na regresséo linear.

Na realizacdo dos testes de eficiéncia da técnica, foram utilizados os pares de
primers cujo alvo é o gene da sequéncia satélite do DNA de T. cruzi para a cepa CL
Brener de T. cruzi. Para testar o DNA da cepa L. infantum de Leishmania sp., foram
utilizados os pares de primers que possuem como alvo o gene da AAP3 de Leishmania
sp. No teste com o DNA de P. falciparum, foram utilizados os primers com alvo no
RNA ribosomal 18S e no teste com DNA de T. gondii, foi utilizado o par de primers
com alvo no gene B1 de T. gondii. O DNA obtido de todas as cepasfoi diluido em &gua
Milli-Q até uma concentracdo final de 1.000 pg utilizando pipetas DNAse free e
microtubos esterilizados. Com o DNA das cepas nesta concentracao inicial de 1.000 pg,
foram realizadas 5 dilui¢fes seriadas na proporcdo de 1/10 com agua Milli-Q utilizando
90 L de &4gua e 10 uL do DNA de cada uma das cepas.

Dentro do sistema, foram pipetados em cada poco de reacdo da microplaca
MicroAmp® Fast Optical com 96 pocos:

5 uL do MIX Sybr Green (Life Technologies)

0,2 uL de cada primer na concentracdo estoque de 10 pM.

3,6 uL de agua MilliQ

1 yuL de DNA do parasita

O volume final da reagdo foi de 10pL.

O teste foi realizado em triplicata para cada uma das dilui¢des do DNA da cepa
CL Brener de T. cruzi, L. infantum de Leishmania sp, e de P. falciparume T. gondii.
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Em cada sessdo de PCR Sybr Green foi efetuado um controle negativo testado
em triplicata para cada par de primers. O controle negativo foi executado com agua
Milli-Q ao invés de DNA dos parasitas.

3.8 Avaliacéo da sensibilidade dos primers e sondas

O teste de sensibilidade dos primers foi realizado para determinar a menor
concentracdo detectavel apos dilui¢bes seriadas do DNA extraido das culturas celulares
dos parasitas. No teste por qPCR Sybr Green, foram realizadas 5 dilui¢bes seriadas na
proporcdo 1/10 dos DNAs de todas as cepas de T. cruzi e de Leishmania spp. e das
cepas de P. falciparume T. gondii. Na PCR em tempo real TagMan foram utilizadas 7
diluicdes seriadas na propor¢do de 1/10 , testando o DNA da cepa CL Brener de T.
cruzi, L. infantum de Leishmania sp. e das cepas de P. falciparume T. gondii.

Para determinacéo da reprodutibilidade intra-ensaio, cada uma das diluicdes de
DNA das cepas dos parasitas, utilizando os primers descritos na Tabela 2 e as sondas na
Tabela 3, foi testada em triplicata na qPCR Sybr Green e em duplicata na gPCR
TagMan.

Para a execucdo dos testes de sensibilidade por qPCR Sybr Green, o DNA das
trés cepas de T. cruzie de Leishmania sp. foi testado com os primers com alvo no rRNA
28S de Trypanosomatidae. Os primers com alvo na sequéncia satélite do DNA de T.
cruzi foram testados com DNA das trés cepas de T. cruzi, o DNA das trés cepas de
Leishmania sp. foi testado com os primers com alvo no gene da AAP3 de Leishmania
sp., 0 DNA de P. falciparum foi testado com os primers com alvo no gene do rRNA
18S e 0 DNA de T. gondii foi testado com os primers com alvo no gene B1. Nestes
experimentos, para que fossem simuladas as condicGes reais do teste, foi extraido o
DNA de amostras de sangue periférico de 10 individuos saudaveis e foi realizada uma
mistura (pool) destas amostras de DNA humano. O DNA do pool de amostras humanas
foi diluido em agua Milli-Q até uma concentracdo final de 1.000 pg. Com o DNA
obtido das cepas G, Y e CL Brener de T. cruzi, das cepas L. infantum, L. amazonensis e
L. brasiliensis de Leishmania spp., de P. falciparum e de T. gondii, na concentracao
inicial de 1.000 pg foram realizadas 5 dilui¢fes seriadas na proporcdo de 1/10,
utilizando 90 pL de &gua Milli-Q e 10 pL do DNA de cada uma das cepas, utilizando
pipetas DNAse free e microtubos esterilizados.

Dentro do sistema, foram pipetados em cada poco de reacdo da microplaca

MicroAmp® Fast Optical com 96 pocos:
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5 uL do MIX Sybr Green (Life Technologies)

0,2 pL de cada primer na concentracgdo estoque de 10 pM.

2,6 UL de &gua MilliQ

1 uL de DNA do parasita

1uL do pool de DNA humano

O volume final da reacdo foi de 10pL.

O controle negativo nos testes de sensibilidade por PCR Sybr Green foi
executado utilizando apenas o pool de DNA humano na concentracdo de 1.000 pg ao
invés do DNA dos parasitas.

Para a realizagdo dos testes de sensibilidade por gPCR TagMan, foram
utilizados o par de primers e a sonda que amplificam o gene do DNA satélite de T. cruzi
com DNA da cepa CL Brener de T. cruzi, o par de primers e a sonda especificos para o
gene da AAP3 de Leishmania sp., foram testados com DNA da cepa L. infantum de
Leishmania sp., o par de primers e sonda com alvo no gene do rRNA 18S de
Plasmodium sp., foram testados com DNA de P. falciparum, e o par de primers e a
sonda com alvo no gene B1 de T. gondii, foram testados com DNA de T. gondii. O
DNA das cepas foi diluido em agua Milli-Q na proporcdo 1/10, partindo de uma
concentracéo inicial de 100 pg. Os testes foram realizados em duplicata para cada par de
primers e sonda especifica.

Dentro do sistema, foram pipetados em cada poco de reacdo da microplaca
MicroAmp® Fast Optical com 96 pocos:

5 pL do MIX TagMan 2X (Life Technologies)

0,2 pL de cada primer na concentracdo estoque de 10 pM.

0,1 pL da sonda

3,5 uL de agua MilliQ

1 pL de DNA do parasita

O volume final da reacdo foi de 10pL.

3.9 Avaliacéo da especificidade dos primers e sondas

O teste de especificidade avaliou a capacidade dos primers e sondas em
amplificarem especificamente genes dos organismos alvo e a amplificacdo e
hibridizacdo cruzada com outros organismos com algum grau de homologia com o

organismo alvo.
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Para a avaliacdo cruzada de especificidade utilizando a gPCR Sybr Green, os
primers que amplificam o gene do RNA ribosomal 28S de Trypanosomatidae sp. foram
testados em triplicata utilizando o DNA das trés cepas de Leishmania sp. Os primers
que amplificam o gene do rRNA 18S de Plasmodium sp. foram testados em triplicata
com DNA da cepa CL Brener de T. cruzi, L. infantum de Leishmania sp. e T. gondii, e
os primers que amplificam o gene B1 de T. gondii, foram testados com DNA da cepa
CL Brener de T. cruzi, L. infantum de Leishmania sp.e P. falciparum.

A avaliacdo da especificidade analitica dos produtos de amplificacdo foi
realizada através da andlise da curva de dissociacdo (formacdo de um pico Unico com a
temperatura de melting esperada).

No ensaio de especificidade cruzada, foram pipetados em cada poco de reagédo
da microplaca MicroAmp® Fast Optical com 96 pogos:

5 uL do MIX Sybr Green (Life Technologies)

0,2 uL de cada primer na concentracgdo estoque de 10 pM.

3,6 pL de &gua MilliQ

1 uL de DNA de cada um dos parasitas

O volume final da reacdo foi de 10pL.

Em cada sessdo de gPCR Sybr Green, foi efetuado um controle negativo
testado em triplicata para cada par de primers. O controle nestes testes foi executado
com agua Milli-Q ao invés de DNA dos parasitas.

Para execucdo do ensaio multiplex por g°PCR TagMan, os primers e sondas
especificos para T. cruzi e Leishmania sp. e os oligos e sondas especificos para
Plasmodium sp. e T. gondii foram testados em conjunto. Neste ensaio foram utilizados
0os DNAs de todas as diferentes cepas dos parasitas tanto individualmente quanto em
combinacgbes de dois a dois, sendo que o DNA de T. cruzi foi testado com o DNA de
Leishmania sp., utilizando os primers e sondas que amplificam a sequéncia satélite de T.
cruzi e 0 gene da AAP3 de Leishmania sp. e 0 DNA de P. falciparum foi testado com o
DNA de T. gondii, utilizando os primers e sondas que amplificam o gene do rRNA 18S
de Plasmodium sp. e 0 gene B1 de T. gondii.

No ensaio multiplex, foram pipetados em cada pogo de reacdo da microplaca
MicroAmp® Fast Optical com 96 pocos:

5 pL do MIX TagMan2X (Life Technologies)

0,2 pL de cada primer na concentragdo estoque de 10 pM.

0,1 pL da sonda
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2,2 UL de agua MilliQ

1 pL de DNA de cada um dos parasitas

O volume final da reacdo foi de 10pL.

Em cada sessdo de qPCR TagMan, foi efetuado um controle negativo testado
em duplicata para cada par de primers. O controle nestes testes foi executado com agua
Milli-Q ao invés de DNA dos parasitas.

ApOs a pipetagem, as placas foram seladas e centrifugadas na centrifuga
Eppendorf 5804R a 800 g por 1 min e levadas ao termociclador Step One Plus (Applied
Biosystems) para que fosse realizada a amplificacdo e a deteccdo das curvas atraves do
StepOne software versao 2.3.
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4 RESULTADOS

4.1 PCR convencional

O protozoéario parasita Trypanosoma cruzi € derivado de multiplas linhagens
clonais, possuindo grande diversidade genética como resultado de sua propagacdo com
pouca ou nenhuma troca genética entre as diferentes cepas. A amplificacdo de
sequéncias génicas distintas do miniéxon de T. cruzi indicam dimorfismos dentro das
sequéncias repetitivas in tandem, gerando produtos com 300 ou 350 pb na amplificagédo
de genes do miniéxon. No trabalho de Souto et al. (1996), cepas que geraram um
produto de 300 pb foram classificadas como pertencentes ao grupo 1 ou TC1, e as cepas
que geraram um produto de amplificacdo de 350 pb foram classificadas como
pertencentes ao grupo 2 ou TC2.

Inicialmente realizamos a PCR convencional para determinar os marcadores que
definem as linhagens filogenéticas com relacdo aos genes do miniéxon das cepas CL
Brener, Y e G de Trypanosoma cruzi. Os trés oligonucleotideos utilizados neste
experimento (Tabela 1), foram sintetizados de acordo com o trabalho de Souto et al.
(1996), no qual foram desenhados trés oligonucleotideos com sequéncias distintas para
amplificacdo especifica de regides do gene do miniéxon de T. cruzi, a fim de comprovar
que existe diferenca genética com relacdo aos genes do miniéxon entre diferentes cepas
de T. cruzi. Dentre as diversas cepas testadas, a cepa G revelou um produto de 350 pb
tendo sido classificada como pertencente ao grupo 2 (TC2) e as cepas Y e CL Brener
revelaram um produto de 300 pb sendo classificadas no grupo 1 (TC1).

Estes oligonucleotideos foram desenhados com base nas diferencas entre as
regides intergénicas para amplificar especificamente uma por¢do do gene do mini-éxon
de Trypanosoma cruzi. O primer denominado PR440 que amplifica a regido do
espacador intergénico ndo transcrito do mini-éxon de T. cruzi, é o oligonucletideo que
corresponde a uma sequéncia Unica do grupo TC1. O primer denominado PR441 que
amplifica a regido intergénica spliced leader do mini-éxon de T. cruzi, corresponde a
uma sequéncia tnica do grupo TC2. O primer PR442, que amplifica a regiéo repetitiva
spliced leader do mini-éxon de T. cruzi, € um oligonucleotideo que corresponde a
sequéncias conservadas e comuns aos grupos TC1 e TC2.

Em concordancia com o descrito por Souto et al (1996), o experimento aqui
realizado por PCR convencional confirmou a classificacdo das cepas CL Brener e Y no
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grupo 1 e G no grupo 2 e corroborou a hipétese de que existe diferenca filogenética com
relagdo aos genes do miniéxon de T. cruzi, de acordo com a literatura cientifica,
confirmando a selecdo de cepas de grupos diferentes para integrar o painel de controles

positivos para os testes de deteccdo molecular de T. cruzi. (figura 7).

1 2 3 4 5

300 pb

Figura 7. Andlise dos produtos de amplificacdo da regido intergénica do miniéxon das cepas G, CL
Brener e Y de T. cruzi, realizada por PCR convencional e analisadas em gel de agarose 2,5%.1:
Marcador de peso molecular 100 pb ladder.2: Produto de amplificacdo da cepa G de T. cruzi. 3:Produto
de amplificacdo da cepa CL Brener de T. cruzi.4: Produto de amplificacdo do controle negativo.5:
Produto de amplificacdo da cepa Y de T. cruzi.

4.2 Sybr Green qPCR para a deteccdo de T. cruzi e Leishmania sp.

Depois de confirmar as linhagens filogenéticas com relagdo aos genes do
miniéxon através da analise dos produtos de amplificacdo das cepas de T. cruzi
utilizadas neste trabalho por PCR convencional, para desenvolver e validar o Kit
diagnostico NAT, realizamos os testes por g°PCR Sybr Green e por gPCR TagMan com
DNA de todas as cepas dos parasitas. Cada uma das etapas de PCR compreendeu a
determinacdo da eficiéncia da técnica, na qual foi possivel calcular o coeficiente de
correlagéo e se houve ou ndo perda de linearidade na medida em que a concentragéo do
DNA era alterada, mediante a realizagdo das diluicdes do DNA alvo; a execugdo dos
testes de determinacdo da menor concentracdo detectdvel de DNA, nos quais foram
realizadas diluicOes seriadas do DNA dos parasitas e 0 DNA humano foi acrescentado

as reacOes para simular as condicGes reais do teste; e a avaliacdo de especificidade, onde
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a amplificacdo do DNA dos parasitas foi caracterizada pela curva de melting ou pela
marcacao fluorescente da sonda especifica.

Como o gene do rRNA 28S é altamente conservado em tripanossomatideos
(ZHANG et al., 2016), determinamos a sensibilidade do teste, utilizando o par de
primers com alvo no rRNA 28S de Trypanosomatidae sp., por gPCR Sybr Green contra
um painel de amostras positivas das cepas CL Brener, G e Y de T. cruzi e contra um
pool de DNAs de humanos. Os sistemas de PCR com 0s primers em questdo foram
capazes de amplificar todos os representantes dos painéis de T. cruzi, contudo nédo
amplificou DNA humano.

Em todas as trés cepas testadas, a menor concentracdo detectavel de DNA foi
de 0,1 pg (0,005 parasitas/uL), a partir da concentragcdo de 0,01 pg, os valores de Cr
foram muito altos, sendo considerados negativos para amplificacdo. O controle negativo

foi efetuado apenas com DNA humano (Figura 8).
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Figura 8. Teste de sensibilidade dos primers com alvo no gene do RNA ribosomal 28S de
Trypanosomatidae sp. Analise do resultado dos testes de sensibilidade do par de primers com alvo no
gene do RNA ribosomal 28S de Trypanosomatidae sp., através da curva gerada pelos produtos de
amplificacdo das cepas CL Brener, Y e G de T. cruzi por gPCR Sybr Green. As concentracdes do DNA
estdo indicadas por setas.A. Curvas de amplificacdo da cepa CL Brener. B Curvas de amplificacdo da
cepa Y. C. Curvas de amplificacdo da cepa G. D: Andlise dos produtos de amplificacdo gerados pelo
controle negativo com o par de primers com alvo no gene do RNA ribosomal 28S de Trypanosomatidae
sp. utilizando 1.000 pg de DNA humano ao invés do DNA de T. cruzi.

Para confirmar a especificidade deste par de primers, bem como a capacidade
de amplificar o gene do rRNA 28S também das cepas de Leishmania sp., realizamos o
teste com DNA de L. infantum, L. amazonensis e L. braziliensis na concentracdo de
1.000 pg. Os amplicons gerados para os diferentes parasitas testados apresentaram
diferencas sutis que ndo permitiram determinar com seguranca uma temperatura de
melting caracteristica para cada isolado através de elaboragdo de curvas de dissociacdo
(melting curve) convencionais (Figura 9). Como esperado, estes resultados comprovam
que o rRNA 28S € um gene conservado em todos os tripanossomatideos (ZHANG et al.
2016).
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Figura 9. Avaliacdo de especificidade dos primers com alvo no RNA ribossomal 28S de
Trypanosomatidae sp utilizando DNA de Leishmania sp. A: Andlise do teste da avaliacdo de
especificidade mostrando a curva de amplificagdo com DNA das cepas L. infantum, L. amazonensis e L.
braziliensis na concentracdo de 1000 pg utilizando o par de primers com alvo no RNA ribossomal 28S de
Trypanosomatidae sp.B: Curva de dissocia¢do (melting) dos primers com alvo no RNA ribossomal 28S
de Trypanosomatidae sp., com DNA das cepas de Leishmania sp.,0s produtos de amplificacdo
apresentaram uma T, de 80°C.

Os primers que possuem como alvo a sequéncia satélite do DNA de T. cruzi
foram desenhados com base nos trabalhos de Duffy et al. (2013) e Melo et al. (2015),
nos quais os autores descrevem que o procedimento de deteccdo do DNA satélite de T.
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cruzi com sondas fluorogénicas (TagMan) revelou alta sensibilidade e especificidade.
Os primers com alvo no gene da aminoécido permease 3 (AAP3) de Leishmania sp.,
foram desenhados de acordo com o trabalho de Tellevik et al. (2014), utilizando sondas
fluorogénicas (QPCR TagMan) com alvo numa regido de 74 pb do gene de L.(L.) major
que codifica um transportador de arginina (AAP3). Neste estudo, a procura no banco de
dados global (BLAST) pela regido de 74pb onde os primers e as sondas se ligam,
indicaram a geracgdo de sinais positivos do ensaio quando o alvo era 0 DNA de espécies
de Leishmania.

A determinacdo da linearidade do teste consiste na manutencdo constante da
eficiéncia proporcional ao aumento da concentragdo do DNA, com isso, num ensaio de
eficiéncia com valor igual a 100%, o DNA duplica uma vez em cada ciclo ou 10 vezes a
cada 3,32 ciclos, assim, curvas padrdo com declives inferiores a -3,3 possuem perda de
eficiéncia a medida que a concentracdo da amostra aumenta (ZHANG et al. 2015).
Avaliando as reacdes de PCR frente a diversas concentracdes de DNA realizadas com
os pares de primers com alvo na sequéncia satélite do DNA de T. cruzi, o resultado do
teste de eficiéncia foi de 96,9% e a cepa de escolha foi CL Brener por possuir
caracteristica hibrida. O teste de eficiéncia dos pares de primers com alvo no gene da
AAP3 de Leishmania sp. resultou em 101,1% e foi realizado com DNA da cepa L.
infantum, que € o agente causador da leishmaniose visceral, sendo por isso, considerada

de maior interesse para triagem de doadores de sangue (Figura 10).
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Figura 10. Teste de eficiéncia e curva padrao dos primers com alvo no gene da sequéncia satélite do
DNA de Trypanosoma cruzie dos primers com alvo no gene da AAP3 de Leishmania.A: Resultado do
teste de eficiéncia mostrando a curva gerada pelos produtos de amplificacdo do par de primers com alvo
no gene da sequéncia satélite do DNA de Trypanosoma cruzi testados com DNA da cepa CL
Brener.B:Curva padrao do teste de eficiéncia do par de primers com alvo no geneda sequéncia satélite do
DNA de Trypanosoma cruzi testado com DNA da cepa CL Brener, resultando em 96,9%.C: Resultado do
teste de eficiéncia mostrando a curva gerada pelos produtos de amplificacdo do par de primers com alvo

39



no gene da AAP3 de Leishmania utilizando o DNA de L. infantum.D: Curva padrdo do teste de eficiéncia
do par de primers com alvo no gene da AAP3 de Leishmania utilizando o0 DNA de L. infantum,resultando
em 101,1%.

A figura 11 mostra os testes de sensibilidade com o par de primers que possui
como alvo o gene da sequéncia satélite de T. cruzi, utilizando DNA de todas as cepas
(G, Y e CL Brener). Neles observamos que até a concentracdo de 0,001 pg de DNA
houve sinal positivo de amplificacdo com valores baixos de Ct e a partir da
concentracdo de 0,0001 pg o sinal de amplificacdo foi totalmente negativo. O DNA
humano foi acrescido aos testes e o controle negativo foi realizado com DNA humano

na concentragdo de 1.000 pg.

A
100
10
1
0.1
& :
z 0.01
0.001
0.0001 - 0,0001 pg
0.00001
0.000001 v
2 4 -] a 10 12 14 16 18 20 2 2 X 2 X 2 32 b 34 &0
Ciclos
100pg 10P8 1pg 0,1pg 0,01 pg 0,001 pg
\
B
100 T
10
1
|
0.14
[=
g 001 ot
| o -7}/"
0,001 1 SRR \\ 0,0001 pg

0.0001 §

0.00001 |
|

0.000001 T
¢ 6 8 10 12 ¥ B @ 0 2 K B B N W M B B «

Ciclos

40



1pg 01pg 001pg >001P8

100pg 0P8

C

100

10

1
0.1

i
0.01

<

0.001 ‘v—u : /{'/ ? 0,0001 pg
0.0001

0.00001 1

0.000001

Ciclos

0.1
5 i
0.01 1
<] | : 2
0.001 1 o S o
i f2g2iey
0.0001
0.00001 1
|
0.000001 *— A R R et ek o e e P A e it i i Ut Lt
2 4 a8 8 10 12 14 16 18 2 s 24 i 23 30 » 3 » 33 0

Ciclos

Figura 11.Teste de sensibilidade dos primers com alvo no gene da sequéncia satélite de T. cruzi. A:
Anédlise do resultado da avaliagdo de sensibilidadedo par de primers com alvo no gene da sequéncia
satélite de T. cruzi, utilizando DNA das cepas G, Y e CL Brener. As concentracfes de DNA das trés
cepas testadas estdo indicadas pelas setas. A. Produtos de amplificagdo da cepa CL Brener. B. Produtos
de amplificacdo da cepa Y. C. Produtos de amplificagdo da cepa G. D: Andlise dos produtos de
amplificacdo do controle negativo gerados pelo par de primers com alvo no gene da sequéncia satélite de
T. cruzi, utilizando 1000 pg de DNA humano ao invés do DNA do parasita.

Para determinar a sensibilidade do par de primers com alvo no gene da
aminoacido permease 3 (AAP3) de Leishmania sp., testado com DNA das cepas L.
infantum, L. amazonensis e L. braziliensis, verificamos que houve sinal positivo de
amplificagdo com valores mais baixos de Cy em todas as concentragdes testadas, exceto
nas concentragdes de 0,1 pg de L. infantum e nas concentragdes de 1 pg e 0,1 pg de L.
amazonensis e L. braziliensis, nas quais os sinais de amplificagcdo foram totalmente
negativos. O controle negativo foi realizado com DNA humano na concentracdo de
1.000 pg (Figura 12).
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Figura 12. Teste de sensibilidade dos primers com alvo no gene da AAP3 de Leishmania sp. Analise
do resultado dos testes de sensibilidade por meio da avaliagdo das curvas dos produtos de amplificagéo do
DNA das cepas L. infantum, L. amazonensis e L. braziliensis, utilizando o par de primers que amplificam
0 gene da AAP3 de Leishmania sp,. As concentracGes do DNA do parasita estdo indicadas pelas setas. A.
produtos de amplificagdo da cepa L. infantum. B. Produtos de amplificacdo da cepa L. amazonensis. C.
Produtos de amplificacdo da cepa L. braziliensis. D: Andlise da curva gerada pelos produtos de
amplificacdo do controle negativo, com o par de primers com alvo no gene da AAP3 de Leishmania sp.,
no qual foi utilizado 1.000 pg de DNA humano ao invés do DNA das cepas de Leishmania sp.

4.3 Sybr Green qPCR para a deteccao de Plasmodium sp. e T. gondii

Para deteccdo de amplificacdo do DNA de Plasmodium sp., Rougemont et al.
(2004) desenharam primers com alvo na regido conservada do gene do rRNA 18S de
Plasmodium sp., estes primers sdo internamente polimoérficos o suficiente para
possibilitar o desenho de quatro sondas espécie-especificas para as espécies P.
falciparum, P. vivax, P. malarie e P. ovale. Os primers utilizados nos testes foram
desenhados com base neste trabalho.

De acordo com LIN et al. (2000), o gene B1 é um dos genes mais conservados
entre as diferentes cepas de T. gondii. Neste estudo, os autores desenvolveram uma
técnica baseada na gqPCR TagMan para a deteccdo quantitativa de T. gondii.
Demonstraram que a técnica é sensivel, detectando até 0,05 parasitas por reacao e
altamente reprodutivel em diferentes espécimes clinicos. Foi com base neste
experimento que desenhamos os primers e sondas com alvo no gene B1 de T. gondii.

O teste de eficiéncia com diluigdes seriadas do DNA de P. falciparum
utilizando os pares de primers com alvo no gene do rRNA 18S de Plasmodium sp.
resultou em 100,6% e o teste com DNA de T. gondii utilizando os primers com alvo no
gene B1 de T. gondii resultou numa eficiéncia de 103,1%. Em todos os testes de
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eficiéncia os valores foram aceitaveis, pois se mantiveram préximos de 100%, o que
denota que ndo houve perda de linearidade a medida em que a concentragdo de DNA foi

alterada através das diluigdes seriadas (figura 13).
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Figura 13. Teste de eficiéncia e curva padrdo dos primers com alvo no gene do rRNA 18S de
Plasmodium sp.e do gene B1 de Toxoplasma gondii.A: Resultado do teste de eficiéncia mostrando a
curva gerada pelos produtos de amplificacdo do par de primers com alvo no gene do rRNA 18S de
Plasmodium testados com DNA de P. falciparum, as concentracbes do DNA estdo indicadas pelas setas.
B:Curva padrdo do teste de eficiéncia do par de primers com alvo no gene do rRNA 18S de
Plasmodium,resultando em eficiéncia de 100,6%. C: Resultado do teste de eficiéncia mostrando a curva
gerada pelos produtos de amplificacdo dos pares de primers com alvo no gene da Bl de Toxoplasma
gondii utilizando o DNA de T. gondii.em concentragdes decrescentes indicadas por setas. D: Curva
padrdo do teste de eficiéncia do par de primers com alvo no gene B1 de Toxoplasma gondii, resultando
em 103,1% de eficiéncia.

Realizamos o teste de sensibilidade para determinar a menor concentracao
detectavel de DNA, utilizando o par de primers com alvo no gene do rRNA 18S de
Plasmodium e com o par de primers com alvo no gene B1 de T. gondii. Com DNA de P.
falciparum, o limite foi de 1 pg e com DNA de T. gondii foi de 10 pg. Em todos os
testes e no controle negativo foi acrescido o DNA humano na concentracdo de 1.000 pg
(Figura 14).
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Figura 14.Teste de sensibilidade dos primers com alvo no gene do rRNA 18S de Plasmodium sp. e
no gene B1 de T. gondii. Andlise do resultado dos testes de sensibilidade por meio da avaliagdo das
curvas dos produtos de amplificacio do DNA de P. falciparum, utilizando o par de primers que
amplificam o gene do rRNA 18S de Plasmodium sp. e do DNA de T. gondii, com o par de primers que
amplificam o gene B1 de T. gondii. As concentragfes do DNA dos parasitas estdo indicadas pelas
setas.A. Produtos de amplificacdo de P. falciparum. B. Produtos de amplificacdo de T. gondii. C.Andlise
da curva gerada pelos produtos de amplificacdo do controle negativo, com o par de primers com alvo no
gene do rRNA 18S de Plasmdium sp. e no gene B1 de T. gondii, no qual foram utilizados 1000 pg de
DNA humano ao invés do DNA dos parasitas.

Para determinar a especificidade, realizamos os testes dos primers com alvo no
gene Bl de T. gondii com o DNA da cepa CL Brener de T. cruzi, L. infantum de
Leishmania sp.e P. falciparum e dos primers com alvo no rRNA 18S de Plasmodium sp.
com DNA da cepa CL Brener de T. cruzi, L. infantum de Leishmania sp.e T. gondii.
Pelos resultados das curvas de amplificagéo, verificamos que houve sinal positivo com
valor baixo de Crapenas no teste do DNA de T. gondii, utilizando os primers com alvo
no gene do rRNA ribosomal 18S de Plasmodium sp., nos demais testes ndo ocorreu
qualquer sinal positivo de amplificacdo, confirmando que estes primers sdo especificos

para a amplificacdo do DNA dos organismos alvos (Figura 11).
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Nos ensaios de avaliacdo cruzada de especificidade utilizando os pares de

primers com alvo no rRNA 18S de Plasmodium sp. e com alvo no gene B1 de T. gondii,

ficou constatado que o DNA de T. gondii é amplificado na presenca do par de primers

que amplifica o gene do rRNA 18S. Através de confirmacdo por meio do banco de

dados Nucleotide Blast (NCBI), este par de primers amplifica o gene do rRNA 18S de

Plasmodium sp. e de T. gondii, gerando sinais positivos na presenca de DNA de ambos

os parasitas. Nao foi possivel estabelecer diferenciagdo entre os dois parasitas através da

curva de melting, uma vez que a mesma gerou picos coincidentes na temperatura

aproximada de 77°C (Figura 15).
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Figura 15. Avaliac8o cruzada de especificidade dos primers com alvo no RNA ribossomal 18S de
Plasmodium sp e no gene B1 de T. gondii. A: Analise do teste da avaliagdo cruzada de especificidade
mostrando a curva de amplificacdo com todas as dilui¢des do DNA de T. gondii e a auséncia de sinal
positivo com a cepa CL Brener de T. cruzi, L. infantum de Leishmania sp.e P. falciparum na concentracdo
de 1000 pg utlizando o par de primers com alvo no gene B1 de T. gondii.B: Andlise do teste da avaliacdo
cruzada de especificidade mostrando a auséncia de sinal positivo com DNA das cepas CL Brener de T.
cruzi, L. infantum de Leishmania e as curvas de amplificacdo geradas com DNA de T. gondii na
concentracdo de 1000 pg utlizando o par de primers com alvo no RNA ribossomal 18S de Plasmodium
sp.C: Curva de melting dos produtos de amplificacdo gerados por T. gondii com os primers com alvo no
gene do rRNA 18S de Plasmodium sp, mostrando um pico de temperatura de 77°C.

4.4 TagMan gPCR para a detecgéo de T. cruzi e Leishmania sp

Conjuntos de primers e sondas marcadas com fluorocromos especificos para
cada espécie foram usados como uma metodologia alternativa ao uso do Sybr Green.
Em testes preliminares utilizando a PCR em tempo real com sondas fluorogénicas
TagMan determinamos que para os pares de primers com alvo no DNA satélite de T.
cruzi e com alvo no gene da AAP3 de Leishmania sp., a temperatura 6tima de
degradacéo das sondas pela Tag DNA polimerase foi de 57°C. Verificamos que para

todos os primers e sondas testados ndo houve sinal positivo de amplificagdo com DNA
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humano e nem com o controle negativo, no qual foi utilizado apenas dgua Milli-Q ao
invés do DNA das cepas dos parasitas.

A partir disto, realizamos a gPCR TagMan com sondas fluorogénicas para
determinar a sensibilidade dos primers e sondas. Utilizamos os primers e a sonda com
alvo no DNA satélite de T. cruzi, com DNA da cepa CL Brener. De acordo com Duffy
et al. 2013 e Melo et al. 2015, uma sensibilidade maior na g°PCR TagMan foi esperada
em comparagdo com a qPCR Sybr Green, por isso, testamos 7 diluicBes partindo de
uma concentracdo de 100 pg de DNA do parasita. Pelos resultados, notamos que a PCR
para T. cruzi baseada no sistema TagMan foi capaz de amplificar concentracdes de
DNA superiores a 0,001 pg. (Figura 16).
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Figura 16: Teste de sensibilidade por PCR em tempo real TagMan dos primers e sonda com alvo na
sequéncia satélite do DNA de T. cruzi. Analise dos resultados obtidos através das curvas de
amplificacdo do DNA da cepa CL Brener, utilizando os pares de primers e sonda fluorogénica especifica
para a sequéncia satélite do DNA de T. cruzi. As concentra¢cGes do DNA do parasita estdo indicadas pelas
setas.

Testamos também com relacéo a sensibilidade os primers e a sonda com alvo
em um gene conservado em todas as espécies, o gene da AAP3 de Leishmania sp.,
utilizando o DNA da cepa L. infantum. Neste experimento constatamos que as sondas
especificas foram capazes de amplificar concentracdes superiores a 1 pg de DNA
(Figura 17).
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Figura 17: Teste de sensibilidade por PCR em tempo real TagMan dos primers e sonda com alvo no
gene da AAP3 de Leishmania sp. Andélise dos resultados obtidos atraves das curvas de amplifica¢do do
DNA da cepa L. infantum, utilizando os pares de primers e sonda fluorogénica especifica para o gene da
AAP3 de Leishmania sp. As concentracdes do DNA do parasita estdo indicadas pelas setas.

Com o proposito de determinar a especificidade das sondas, realizamos o teste
multiplex utilizando os primers e sondas que amplificam a sequéncia satélite do DNA
de T. cruzi e o gene da AAP3 de Leishmania sp. Neste experimento, todas as cepas de
T. cruzi e de Leishmania sp. foram testadas individualmente e em conjunto. No teste
com DNA individual das cepas de T. cruzi e Leishmania sp., verificamos que houve
sinal positivo de amplificacdo na concentracdo de 1000 pg de DNA e no teste em
combinacdo de dois a dois das cepas entre si, houve sinal duplamente positivo, pois
ambos os DNAs estavam presentes na concentra¢do de 1.000 pg (Figura 18).

No ensaio com os primers e as sondas especificos para amplificacdo da
sequéncia satélite de T. cruzi e do gene da AAP3 de Leishmania sp. com DNA das trés
cepas de T. cruzi utilizadas individualmente, os valores de Ct ficaram entre 14 e 16. No
ensaio com DNA das trés cepas de Leishmania sp. testadas também individualmente, os
valores de Ct se situaram entre 22 e 24 ciclos. Os testes com DNA das trés cepas de T.
cruzi e Leishmania sp. combinadas entre si com 0s mesmos primers e sondas revelaram
que houve sinal duplamente positivo e foi possivel diferenciar o sinal de T. cruzi do
sinal de Leishmania sp, uma vez que os diferentes valores de Cy obtidos no teste

individual foram mantidos para ambas 0s parasitas no teste em conjunto.
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Figura 18: Avaliacio de especificidade por teste multiplex utilizando a PCR em tempo real TagMan
com DNA de T. cruzi e Leishmania sp.Analise de especificidade dos primers e sondas com alvo no
DNA satélite de T. cruzi e no gene da AAP3 de Leishmania sp.A. Curvas de amplificacdo geradas pelos
produtos do DNA individual das cepas CL Brener, G e Y de T. cruzi, com 0s primers e a sonda
especificos para a sequéncia satélite do DNA de T. cruzie o gene da AAP3 de Leishmania sp. B.Curvas de
amplificacdo geradas pelos produtos do DNA individual das cepas L. amazonensis, L. infantum e L.
braziliensis, com os primers e sonda especificos para o gene da AAP3 de Leishmania sp.e a sequéncia
satélite do DNA de T. cruzi.C. Curvas de amplificacdo do DNA da cepa CL Brener de T. cruzi utilizado
em conjunto com o DNA das cepas L. amazonensis, L. infantum e L. braziliensis, utilizando os primers e
sondas especificos para a seqliéncia satélite do DNA de T. cruzi e para o gene da AAP3 de Leishmania sp.
D. Curvas de amplificacdo do DNA da cepa G de T. cruzi utilizado em conjunto com o DNA das cepas L.
amazonensis, L. infantum e L. braziliensis, utilizando os primers e sondas especificos para a sequéncia
satélite do DNA de T. cruzi e para o gene da AAP3 de Leishmania sp. E. Curvas de amplificagdo do DNA
da cepa Y de T. cruzi utilizado em conjunto com o DNA das cepas L. amazonensis, L. infantum e L.
braziliensis, utilizando os primers e sondas especificos para a sequéncia satélite do DNA de T. cruzi e
para o gene da AAP3 de Leishmania sp.
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4.5 TagMan gPCR para a deteccdo de Plasmodium sp. e T. gondii

Em testes preliminares, determinamos que para os pares de primers com alvo
no gene do rRNA 18S de Plasmodium sp. e com alvo no gene Bl de T. gondii, a
temperatura Otima de acdo da Taq polimerase nas sondas foi de 62°C. Observamos
também que para todos os primers e sondas testados ndo houve sinal positivo de
amplificagdo com DNA humano e nem com o controle negativo, no qual foi utilizado
apenas agua Milli-Q ao invés do DNA dos parasitas.

No teste de determinacdo do limite de deteccé@o ou sensibilidade, com DNA de
P. falciparum, utilizando os primers e a sonda com alvo no rRNA 18S de Plasmodium
sp., houve sinal positivo com valores mais baixos de Ct somente até a concentragdo de
1 pg de DNA (Figura 19).
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Figura 19: Teste de sensibilidade por PCR em tempo real TagMan dos primers e sonda com alvo no
rRNA 18S de Plasmodium sp.Anélise dos resultados obtidos através das curvas de amplificacdo do DNA
de P. falciparum, utilizando os pares de primers e sonda fluorogénica especifica para o gene do rRNA
18S de Plasmodium sp. As concentra¢cdes do DNA do parasita estdo indicadas pelas setas.

No experimento de sensibilidade dos primers e sondas com alvo no gene B1 de
T. gondii, utilizando DNA de T. gondii, a menor concentragdo que o teste foi capaz de
detectar foi 0,1 pg de DNA (Figura 20).
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Figura 20: Teste de sensibilidade por PCR em tempo real TagMan dos primers e sonda com alvo no
gene B1 de T. gondii.Anélise dos resultados obtidos através das curvas de amplificacdo de T. gondii,
utilizando os pares de primers e sonda fluorogénica especifica para o gene Bl de T. gondii. As
concentragdes do DNA do parasita estdo indicadas pelas setas.

No ensaio multiplex, para testar a especificidade utilizando os primers e sondas
com alvo no rRNA 18S de Plasmodium sp. e no gene B1 de T. gondii, com DNA de P.
falciparum e de T. gondii na concentracdo de 1.000 pg, observamos que no teste
individual com DNA de T. gondii, houve sinal duplamente positivo, ou seja, ambas as
sondas emitiram sinais positivos de fluorescéncia, j& com DNA de P.falciparum apenas
a sonda especifica (rRNA 18S) emitiu sinal positivo, nos testes com DNA de ambas as
cepas houve sinal duplamente positivo, pois 0s materiais genéticos de ambos o0s
parasitas estavam presentes (Figura 21).

Neste ensaio, os testes individuais com DNA de P. falciparum e T. gondii,
revelaram que os valores de C+t ficaram bem proximos, ou seja, entre 22 e 26 ciclos. O
teste utilizando o DNA de P. falciparum e T. gondii em conjunto ndo permitem
diferenciacdo entre eles pelos valores de C+, aléem do mais o DNA de T. gondii gera
sinais duplamente positivos no teste multiplex, pois o gene do rRNA 18S e 0 gene Bl

sdo amplificados.
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Figura 21: Avaliacao de especificidade por teste multiplex utilizando a PCR em tempo real TagMan
com DNA de P. falciparum e T. gondii.Analise de especificidade dos primers e sondas com alvo no gene
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do rRNA 18S de Plasmodium sp. e no gene B1 de T. gondii. A. Curvas de amplificacdo geradas pelos
produtos do DNA individual de T. gondii, com os pares de primers e sondas especificos para o gene do
rRNA 18S de Plasmodium sp. e o gene B1 de T. gondii. B. Curvas de amplificacdo geradas pelos
produtos do DNA individual de P. falciparum, com os pares de primers e sondas especificos para o gene
do rRNA 18S de Plasmodium sp. e o0 gene B1 de T. gondii. C. Curvas de amplificacdo geradas pelos
produtos do DNA de P. falciparum e T. gondii, com os pares de primers e sondas especificos para o gene
do rRNA 18S de Plasmodium sp. e 0 gene B1 de T. gondii.

As tabelas 4 a 7 apresentam um quadro resumo de todos os resultados obtidos
nos testes de eficiéncia, sensibilidade (comparando ambas as técnicas Sybr Green e
TagMan) e especificidade obtida nos testes de amplificacdo cruzada e contra o0s

organismos alvo.

Tabela 4: Resumo dos resultados dos testes de eficiéncia por g°PCR Sybr Green utilizando dilui¢fes do
DNA das cepas CL Brener de T. cruzi, L. infantum, P. falciparum e T. gondii.

Eficiéncia gPCR Sybr Green
CL Brener 96,9%
L. infantum 101,1%
P. falciparum 100,6%
T. gondi 103,1%

Tabela 5: Resumo e comparacdo dos resultados de sensibilidade por g°PCR Sybr Green.

Sensibilidade gPCR Sybr Green

Alvo CL Y G L. L. L. P. T.

Brener infantum | amazonensis | braziliensis | falciparum | gondii

RNA 28 S de oy O1 | 01 1 Npu NT* NT* NT* | NT*
Trypanosomatidade pg pg

Ger]e_ da seq. | 0,001 | 0,001 | 0,001 NT* NT* NT* NT* NT*
Satélite de T. cruzi pg pg pg

Gene da AAP3 de

* * * * *
Leishmania sp. NT NT NT 1pg 10 pg 10 pg NT NT
Gene do rRNA 185 | \ipue | s | NT* | NT* NT* NT* 1pg | NT*
de Plasmodium sp.
Gene BL de T | e | NT* | NT* | NT* NT* NT* NT* | 10 pg

gondii

NT*: ndo testado.

Tabela 6: Resumo e comparagdo dos resultados de sensibilidade por g°PCR TagMan.

Sensibilidade pPCR TagMan

Alvo CL Brener L. infantum P. falciparum T. gondii
Gene da seq.
Satélite de T. 0,001 pg NT* NT* NT*

cruzi

Gene da AAP3 de

* * -
Leishmania sp. NT 1pg NT NT

Gene do rRNA
18S de NT* NT* 1pg NT*
Plasmodium sp.

Gene B1 de T.

* * *
gondii NT NT NT 0.1pg

NT*: ndo testado.
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Tabela 7. Resumo dos resultados de especificidade por gPCR Sybr Green e TagMan.

Especificidade gPCR Sybr Green e gPCR TagMan

Alvo T. cruzi Leishmania sp. Plasmodium sp. T. gondii

rRNA 28 S de - .
Trypanosomatidade v v NT NT
Seeqe C(rjljiZiseq. Satélite N o NT* NT*
Gene da AAP3 de - -
Leishmania sp. * v NT NT
Gene do rRNA 18S de o o N N
Plasmodium sp.

Gene B1 de T. gondii o . s \

\: presenca de amplificagdo; ®: auséncia de amplificacio; NT*: nio testado.
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5 DISCUSSAO

Um dos maiores desafios para a hemoterapia moderna é o desenvolvimento de
técnicas que permitam aumentar a seguranca transfusional, sobretudo relacionado a
transmissdo de infecgbes propagadas pelo sangue. Devido a isso a preocupacao e
discussdo acerca da seguranca transfusional vém ganhando forca tanto no uso racional
de hemocomponentes quanto na evolugéo de técnicas de triagem que séo cada vez mais
sensiveis e especificas, como é o caso do teste NAT (FANG et al., 2003, SHANDER et
al.; 2005).

Uma grande iniciativa mundial supriu a necessidade de desenvolver testes para
rastrear o sangue destinado a doacdo, pesquisando a presenca de infecg¢bes virais como o
HIV e das hepatites tipo B e C, inclusive no Brasil (BRASIL, 2007). Esta iniciativa
resultou na diminuicdo dos casos de transmissdo destas doencas por transfusdo
sanguinea (NUBLING et al., 2009).

Contudo, existe uma grande demanda por novos testes NAT que contemplem
outros agentes infecciosos como é o0 caso dos protozoarios parasitas T. cruzi,
Leishmania sp., Toxoplasma gondi e Plasmodium sp.

Com este intuito, neste estudo foram desenhados e testados primers e sondas
especificos para realizacdo da gPCR Sybr Green e TagMan como ferramentas
fundamentais para validacdo de um teste diagnostico tipo NAT. Demonstramos que esta
técnica é sensivel, altamente especifica e adequada na aplicacdo de testes de triagem e
confirmatdrio em amostras destinadas a doagdo de sangue.

Para testes de triagem por gPCR Sybr Green, foram utilizados primers capazes
de amplificar a regido do rRNA 28S de T. cruzi e Leishmania sp., que demonstraram
eficiéncia e um limite de deteccdo semelhantes a outras metodologias aceitas no
diagndstico de ambos protozoarios (DUFFY et al. 2013, MELO et al. 2015, TELLEVIK
et al. 2014). Apesar dos testes serem realizados objetivando demonstrar a auséncia ou a
presenca destes parasitas nas amostras testadas, a eficiéncia dos primers demonstrou que
a reacdo de PCR proposta podera ser futuramente utilizada em testes quantitativos que
possibilitardo determinar a parasitemia da amostra.

Para o teste confirmatorio proposto, selecionamos uma sequéncia conservada
localizada no DNA satélite nos genomas de T. cruzi como alvo, estas sequéncias

obtiveram um limite de deteccdo de 0,001 pg de DNA para T. cruzi, valor este
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concordante com os descritos por Duffy et al. (2013) que € capaz de detectar cerca de
0,05 parasitas/mL.

De acordo com o modelo proposto por Tellevik et al. (2014), desenhamos 0s
primers com alvo no gene da AAP3 de Leishmania sp. Neste trabalho os autores
descreveram que com este par de primers e sonda, inclusive em outros estudos, foi
possivel detectar no minimo 0,1 pg de DNA. Notamos que a sensibilidade foi varidvel
entre as trés espécies testadas, sendo que L. infantum foi a cepa com a qual obtivemos a
menor concentracdo detectavel de 1 pg de DNA. Isto se deve provavelmente ao fato de
que exista heterogeneidade entre as diferentes espécies com relacdo ao ndmero de
copias do gene alvo (AAP3) no genoma ( BERZUNZA-CRUZ et al., 2009; NICOLAS
et al., 2002; PRINA et al., 2007; GOMES et al., 2012; TALMI-FRANK et al., 2010;
WORTMANN et al., 2001).

Os primers e sonda com alvo no gene do rRNA 18S, especificos para
Plasmodium sp, quando testados contra DNA de T. gondii geram sinais positivos de
amplificacdo. Isto acontece porque a sonda hibridiza com sequéncias conservadas
dentro do genoma de varios outros eucariotos homologos, mas ndo com DNA humano
(Rougemont et al., 2004). Isto do ponto de vista transfusional é benéfico, pois qualquer
tipo de contaminacéo da bolsa de sangue poderia assim ser detectada.

A geracdo de sinais duplamente positivos nos testes multiplex poderia
representar um obstaculo a diferenciacdo entre 0 DNA dos dois parasitas. No entanto,
isto pode ser solucionado apenas por meio da qPCR TagMan, utilizando as sondas
separadamente, uma vez que cada uma delas é marcada com fluor6foros diferentes. A
sonda especifica para amplificagdo do gene do rRNA 18S é marcado com fosforamidita
(HEX), e a sonda especifica para a amplificacdo do gene Bl é marcada com 6-
carboxifluoresceina (FAM). Se houver sinal positivo de fluorescéncia apenas para HEX,
o0 DNA de Plasmodium sp. estara presente na amostra, se ocorrer sinal positivo para
FAM e para HEX, o DNA de T. gondii ou de ambos os parasitas estara presente. Nos
casos em que houver contaminacdo pelos dois parasitas na mesma amostra, esta sera
considerada positiva e determinara critério de exclusdo da bolsa de sangue destinada a
transfusao.

O gene B1 € uma sequéncia repetitiva e altamente conservada entre as cepas de
T. gondii (JONES et al. 2000). O limite de deteccdo no teste de sensibilidade do gene
Bl de T. gondi foi de 0,5 parasitas/pL (10 pg de DNA) com gPCR Sybr Green e no
teste com sonda TagMan este limite foi de 0,005 parasitas/uL (0,1 pg de DNA),
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semelhante ao que foi descrito no trabalho de Lin et al. (2000), no qual o limite de
deteccdo foi de 0,05 parasitas/reacdo. Neste caso, a qPCR TagMan mostrou-se
significativamente mais sensivel para detecgdo do DNA de T. gondii.

Em todos os testes nos quais 0 DNA humano foi adicionado as reagdes na
concentracdo fixa de 1.000 pg, observamos que ndo houve alteracdo da eficiéncia de
amplificagéo, pois a inclinagdo da curva padréo gerada a partir das dilui¢cbes seriadas
permaneceu inalterada.

Levando em consideracdo os resultados obtidos para cada alvo, um fluxo de
trabalho foi proposto para a rotina aplicavel a um laboratério NAT de hemocentros. A
rotina deve ser dividida em uma etapa de triagem e uma etapa de confirmacao de testes
positivos.

Na primeira etapa de triagem, deve ser extraido o DNA do sangue total das
amostras destinadas a doagdo, para serem posteriormente submetidas a testes de triagem
por gPCR Sybr Green () , para a deteccdo do DNA de tripanossomatideos utilizando os
primers com alvo no rRNA 28S, e gPCR Sybr Green (Il), para deteccdo do DNA de
Plasmodium sp. e/ou T. gondii, utilizando os primers com alvo no rRNA 18S. A
positividade em um dos testes ou em ambos determinaria descarte da bolsa de sangue e
seria confirmada por gPCR TagMan a fim de determinar a presenca do DNA de um
protozoério parasita especifico.

Nesta segunda etapa, seria aplicado o teste confirmatorio, onde todas as amostras
positivas na gPCR Sybr Green (I) seriam submetidas a testes multiplex por gPCR
TagMan (1), utilizando os primers e sondas especificos para amplificacdo de genes de T.
cruzi e Leishmania sp., as amostras que expressarem um sinal positivo com FAM,
estariam contaminadas por T. cruzi, as amostras que resultarem em sinal HEX positivo,
estariam contaminadas por Leishmania sp., e aquelas cujo resultado for duplamente
negativo, seriam consideradas indeterminadas, a bolsa seria descartada e solicitada uma
nova coleta de amostras.

As amostras positivas na g°PCR Sybr Green (11), seriam confirmadas por qPCR
TagMan (I1A), utilizando a sonda marcada com HEX, se o resultado for negativo, a
amostra seria considerada indeterminada, o que demandaria o descarte da bolsa e a
requisicdo de nova amostra, se o resultado for positivo, para determinacdo especifica do
patogeno, seria realizada a g°PCR TagMan (I1B), utilizando a sonda marcada com FAM,
0 resultado positivo determinaria infeccdo por T. gondii e o resultado negativo

determinaria infeccdo por Plasmodium sp (Figura 22).
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Figura 22: Esquema de aplicabilidade futura de testes de triagem e confirmatério por gPCR Sybr

Green e TagMan em bancos de sangue.
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Em todos os ensaios de triagem (QPCR Sybr Green) e confirmatério (QPCR
TagMan) nas amostras clinicas, um controle de amplificacdo interno podera ser
utilizado, como por exemplo um par de primers com alvo no gene que codifica a beta
globina, afim de amplificar apenas o DNA humano, uma vez que as copias deste gene
estardo sempre presentes em uma quantidade maior do que as cépias alvo do organismo
infeccioso. Além do mais, quando estas amostras forem analisadas, o controle de
amplificacdo podera diferir em valores de Cr, 0 que possibilitaria a avaliacdo da
extracdo do DNA, bem como quantificar os amplicons da sequéncia alvo com relagéo
ao volume de amostra.

Shahzamani et al. (2011) desenvolveram um ensaio que identifica o genoma do
HCV, utilizando a PCR com uma molécula fluorescente chamada Sybr Green I. A
técnica demonstrou ser mais vidvel do ponto de vista econémico e mais simples de
operar em comparacdo com métodos que utilizam sondas marcadas, que sao mais caras
e complexas com relacdo ao desenho dos oligonucleotideos e aos parametros da reacao
de amplificacdo. Além do mais, alguns artefatos, como eventuais mutacfes nas
sequéncias alvo dos genes selecionados, puderam ser detectados durante a analise da
curva de melting. Os autores também relataram que uma das vantagens da técnica € o
baixo custo, sendo que a RT-PCR qualitativa para deteccdo de HCV por amostra custa
em torno de $40 a $80, enquanto o teste desenvolvido por PCR Sybr Green custa $14,2
para obter o0 mesmo resultado.

No estudo realizado por Mohammadi et al. (2017) foram comparados trés
métodos baseados em PCR para deteccdo de infeccdo por Leishmania tropica, com
relacdo a custo-efetividade. Foi demonstrado que a técnica de PCR-RFLP consumiu um
tempo de 7,5 horas e teve um custo médio de $5,72, a técnica de sequenciamento por
PCR demorou um tempo de 3 a 7 dias e custou $11,2 por teste e a metodologia de
melting de alta resolugcdo (HRM) levou um tempo de 2,5 horas e teve um custo de $4,46
por teste.

Em analise quantitativa de expressdo génica, Sybr Green e TagMan sdo 0s
métodos mais utilizados, Sybr Green é mais barato e simples do que TagMan por nao
necessitar do desenho e sintese de sondas fluorogénicas especificas. A vantagem da
gPCR TagMan reside no desenho de sondas duplamente marcadas, ao passo que Sybr
Green se baseia na ligacdo de um corante fluorescente ao DNA de fita dupla, por isso,
nesta metododologia, qualquer produto inespecifico como dimeros de primers pode

gerar resultados falso positivos. No entanto, a otimizacéo desta técnica, por exemplo,
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através de softwares e protocolos apropriados pode melhorar o desempenho e a
qualidade do teste, equiparando-se ao método TagMan (TAJADINI et al. 2014).

Desta forma, o teste NAT para deteccao de parasitas protozoarios aplicando uma
primeira etapa de triagem por gPCR Sybr Green, além de pratico, seria uma alternativa
do ponto de vista econémico, muito mais viavel, uma vez que esta metodologia € menos
onerosa do que a qPCR TagMan, que seria utilizada apenas para confirmagdo das
amostras que resultarem positivas no primeiro teste. Pelos resultados obtidos, a gPCR
Sybr Green é perfeitamente aplicavel a triagem em bancos de sangue por ter uma
sensibilidade muito similar a gPCR TagMan. Para fins transfusionais o mais relevante é
que o teste seja mais sensivel do que especifico, pois o importante ndo é determinar o
tipo de parasita e sim se o risco de a amostra estar contaminada por qualquer um dos
patdgenos existe ou ndo. Nos casos em que também ha necessidade de diferenciacdo
entre os patégenos para fins diagnosticos, uma alternativa favoravel que as sondas
TagMan proporcionam ao aumento da especificidade é serem acopladas a fluor6foros

diferentes para cada gene alvo.
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6 CONCLUSAO

Concluimos que nos testes de triagem de amostras para doacdo de sangue,
utilizando a PCR em tempo real Sybr Green, o par de primers com alvo no rRNA 28S
de Trypanosomatidae € capaz de detectar de forma sensivel e especifica 0 DNA de
tripanossomatideos (T. cruzi e Leishmania sp.) e o par de primers com alvo no rRNA
18S promove amplificacdo sensivel e especifica do DNA de Plasmodium sp. e/ou T.
gondii.

Os testes com sondas fluorogénicas (qPCR TagMan) revelaram alta
especificidade e sensibilidade semelhante aos testes com gPCR Sybr Green para a
deteccdo do DNA dos parasitas T. cruzi, Leishmania sp. e Plasmodium sp., e uma
sensibilidade maior para detecgdo do DNA de T. gondii.

Portanto o teste NAT para deteccdo do DNA de T. cruzi, Leishmania sp.
Plasmodium sp. e T. gondii, é adequado para ser aplicado em rotina laboratorial de
hemocentros, na selecdo de bolsas destinadas a doacdo de sangue.

Sugerimos que no teste inicial de triagem por gPCR Sybr Green todos o0s
resultados positivos de amplificagdo sejam submetidos ao teste confirmatorio por qPCR
TagMan. A positividade apenas no teste de triagem ou em ambos 0s testes (triagem e
confirmatorio) determinardo o critério de exclusdo da bolsa de sangue. Se o teste
resultar em resultado negativo na triagem ndo sera necessaria a realizacdo do teste
confirmatdrio e a bolsa sera considerada livre de contaminacdo por estes protozoarios

parasitas.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento e validacao de kit diagndstico NAT para detecgdo de parasitas
protozoarios (Trypanosoma cruzi, Leishmania sp., Toxoplasma gondii e Plasmodium
sp.) em rotina de triagem de doadores de sangue no Distrito Federal

Pesquisador: Agenor de Castro Moreira dog Santos Janior

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 37778114.7.0000.5553

Instituigio Proponente: FUNDA{;AO HEMOCENTRO DE BRASILIA
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 942 653
Data da Relatoria: 01/02/2015

Apresentacio do Projeto:

Mas (itimas décadas o teste NAT (Mucleic Acid Test) tornou-se parte fundamental na triagem dos Bancos de
Sangue em paises desenvolvidos @ em desenvolvimento. O NAT & comumente utlizado para a deteccéo do
virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e do virus da Hepatite C Humana (HCV). Nenhum teste NAT foi
desenvolvido para a pesquisa de patdégenos protozoarnos.

O Brasil & um pals endémico para leishmanicses, toxoplasmose, maldria e doenga de Chagas. Além disso,
sabe-se que com a maior mobilidade das populagfes e a emigracio de pessoas de dreas endémicas para
dreas ndo endémicas, a transmissao de doengas parasitdrias via transfusao sanguinea e transplante de
drgdos aumentou nos dltimos anos.

Portanto, torna-se importante o desenvolvimento de uma ferramenta molecular para a deteccio de parasitas
protozodrios presentes em bolsas de sangue destinadas a transfusdo sanguinea, aumentando assim, a
seguranga no uso de hemoderivados e no fransplante de drgdos.

Objetive da Pesquisa:
Geral:

- Desenvolver & validar um kit diagndstico MAT (nucleic acid test) por PCR em tempo real para
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deteccao de DMA de protozoarios patogenos em bolsas de sangue destinadas a transfusao sanguinea.

Ezpecificos:

- Montagem dos protocolos para o desenvolvimento do kit diagnéstico, aquisicéo do material necessario
para os testes NAT.

- Otimizagao da metodologia do sistema NAT em PCR em tempo real para a detecgdo de todos parasitas
propostos nesse projeto: Plasmodium, Trypanosoma cruzi, Leishmania & Toxoplasma gondii.

- Realizar testes com amosiras de bolsas de sangue e execucao de testes soroldgicos complementares.

- Conclus8o dos testes preliminares e validagio do kit diagndstico em amostragem representativa.

- Formagdo de servidores da FHE para execugao do teste diagndstico desenvolvido.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficlos:

Os sujeitos foram adequadamente identificados. O aumento da seguranca transfusional apds aplicacdo do
teste a ser desenvolvido apresenta-se como beneficio da pesquisa. Os antecedentes cientificos que
justificam a pesquisa foram apresentados.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquiza esta prevista para o infcio de novembro/2014. Serd desenvolvido e validado um kit diagndstico
NAT (nucleic acid test) por PCR em tempo real para detecc&o de DMA de protozodrios patdgenos utilizando-
s@ amostras de sangue coletadas e analisadas pela FHE.

Serao realizados testes com aproximadamente 1.500 amostras, utilizando a metodologia do sistema NAT
em PCR em tempo real para a detecgio de todos parasitas propostos nesse projeto: Plasmodium,
Trypanosoma cruzi, Leishmania e Toxoplasma gondil, com amostras de bolsas de sangue. As analises
serdo realizadas no equipamento da Applied Biosystems, modelo Step One Plus, no Laboratdrio de Biologia
do Gene/UnB.

A execugdo dos testes soroldgicos complementares para leishmaniose, toxoplasmose & maldria serdo
realizades também no Laboratdrio de Biologia do Gene/UnE, visto que esses nio fazem parte da rotina da
FHB.
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Consideractes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:
Folha de rosto: Apresentada.

Termos de Concorddncia: Apresentados.

Curriculum Vitae do(s) pesquisador(es): Apresentados.
Cronograma da Pesquisa: Apresentado.

Planilha de orcamento: Apresentada.

Liberagio do TCLE: Apresentado.

Recomendacbes:

0 pesquisador assume 0 compromisso de garantir o sigilo que assegure o anonimato @ a privacidade dos
sujeitos da pesquisa e a confidencialidade dos dados coletados. Os dados obtidos na pesquisa deverdo ser
utilizados excluzivamente para a finalidade prevista no seu protocolo, que 56 podera iniciar apds aprovacio
pelo CERP/FEPECS/SES/DF.

O pesquisador devera encaminhar relatdrio final ao término da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:
- Projeto Aprovado.

Situacgdo do Parecer:
Aprovado

MNecessita Apreciacio da CONEP:
Méo

Consideragtes Finals a critério do CEP:
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