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RESUMO

A doenca de Chagas é uma enfermidade infecciosa que afeta principalmente populactes
carentes em paises menos desenvolvidos. E endémica em 21 paises das Américas,
atingindo cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas e causando uma media de 14.000 mortes
anualmente. O agente causador é o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, que é
veiculado por triatomineos, insetos hemat6fagos conhecidos como “barbeiros™”. Este
estudo teve como objetivo avaliar as proteinas secretadas pela cepa Y (Tcll) de T. cruzi
em sua forma tripomastigota em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). Para
tanto, técnicas de biologia molecular e bioquimica foram utilizadas para identificar a
cisteina protease cruzipaina por anticorpos e analisar a quantidade secretada em suco de
acai por meio de Western blot. A solucdo de formas tripomastigotas em PBS  foi
utilizada como padrdo para verificar se a quantidade secretada de cruzipaina era
suficiente para um teste imunoenzimatico. Utilizou-se o plasmideo pET21a contendo o
gene da cisteina protease natural cruzipaina Wild Type (W.T), com uma cauda His6-tag,
transformado para expressdo em E. coli resistente & ampicilina como controle positivo.
Para a metaciclogénese induzida in vitro, utilizou-se a cepa Y de T. cruzi e
camundongos heterogénicos machos da linhagem Swiss. Os animais com parasitemia
alta foram eutanasiados para coleta de sangue, que foi cultivado em meio LIT. A
cruzipaina recombinante expressa em BI21 foi confirmada por Western blot com banda
de 37 kDa. Os dados apresentados indicam que o método utilizado para expressar a
cruzipaina em BI21 foi eficiente, produzindo uma quantidade satisfatdria de secretomas.
As etapas foram consideradas efetivas para alcancar esse resultado. Os métodos sao
considerados preliminares e requerem validagéo e testes adicionais para determinar sua
eficacia na deteccdo de cruzipaina em suco de acai. No entanto, os resultados obtidos
sdo promissores e ajudam a entender as propriedades da cruzipaina recombinante em
ensaios imunoenzimaticos e em amostras de suco de acai. E importante enfatizar que
medidas devem ser tomadas para preservar a integridade da proteina durante o processo
de quantificacdo de proteinas. A degradacdo do anticorpo usado afeta a eficiéncia do
método dot blot.

Palavras -chaves: Doenca de Chagas. Trypanosoma cruzi. Técnicas Imunoenzimaticas.
Cisteina Proteases. Euterpe.



ABSTRACT

Chagas disease is an infectious disease that primarily affects disadvantaged populations
in less developed countries. It is endemic in 21 countries in the Americas, affecting
around 6 to 7 million people and causing an average of 14,000 deaths annually. The
causative agent is the flagellated protozoan Trypanosoma cruzi, which is transmitted by
triatomine bugs, blood-sucking insects known as "kissing bugs". This study aimed to
evaluate the proteins secreted by the Y strain (Tcll) of T. cruzi in its trypomastigote
form in phosphate-buffered saline (PBS) solution. Molecular biology and biochemistry
techniques were used to identify the cysteine protease cruzipain by antibodies and to
analyze the secreted quantity in acai juice by Western blot. The trypomastigote forms in
PBS solution were used as a standard to verify whether the secreted quantity of
cruzipain was sufficient for an immunoassay test. The pET21a plasmid containing the
natural cysteine protease gene cruzipain Wild Type (W.T), with a His6-tag, transformed
for expression in ampicillin-resistant E. coli, was used as a positive control. For the in
vitro induced metacyclogenesis, the Y strain of T. cruzi and male heterozygous Swiss
mice were used. Animals with high parasitemia were euthanized for blood collection,
which was cultured in LIT medium. The recombinant cruzipain expressed in BI21 was
confirmed by Western blot with a band of 37 kDa. The presented data indicate that the
method used to express cruzipain in BlI21 was efficient, producing a satisfactory
quantity of secretomes. The steps were considered effective to achieve this result. The
methods are considered preliminary and require validation and additional tests to
determine their effectiveness in detecting cruzipain in acai juice. However, the results
obtained are promising and help to understand the properties of recombinant cruzipain
in immunoassays and agai juice samples. It is important to emphasize that measures
should be taken to preserve the protein integrity during the protein quantification
process. The degradation of the used antibody affects the efficiency of the dot blot
method.

Key-words: Chagas disease. Trypanosoma cruzi. Immuno-enzymatic techniques.
Cysteine proteases. Euterpe.
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1. INTRODUCAO
1.1  Breve historico da doencga de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, € uma
enfermidade infecciosa causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (TEIXEIRA et al.,
2006). Ela foi descrita pelo médico brasileiro sanitarista Carlos Chagas, durante sua
pesquisa em Lassance Minas Gerais, Brasil. A descricdo da doenca de Chagas teve
inicio no ano 1908, quando Chagas estudava insetos hemat6fagos encontrado nas frestas
das casas de pau-a-pique, alimentavam-se no periodo noturno, e picava sobretudo o
rosto dos moradores do vilarejo. Examinando o intestino desses insetos, ele identifica
formas flageladas de um protozoério, fazendo posteriormente estudos da contaminacéo
em animais e em seres humanos (COURA; BORGES-PEREIRA, 1997; DIAS, 2009).

Em 14 de fevereiro de 1909, Carlos Chagas consultou o que seria 0 primeiro caso
clinico da doenca de Chagas, uma crianca de apenas 2 anos de idade chamada Berenice
(figura 1), a menina apresentava febre alta, hepatoesplenomegalia, edema orbito-facial e
presenca do parasito no sangue. Logo a descricdo ganhou atencdo internacional, pois
uma nova doenca que afligia seres humanos tinha sido identificada, o pesquisador havia
percorrido um caminho incomum até a doenca, identificando antes a causa e a forma
que é transmitida. Berenice participou de estudos clinicos dos 55 aos 71 anos, viveu até
seus 73 anos assintomatica vindo a Obito por insuficiéncia cardiaca em 1981
(CHAGAS, 1909; SALGADO, 1980).

Figura 1. Registro historico da menina Berenice. a — Berenice 0 primeiro caso
registrado de doenca de Chagas em uma crianca de 2 anos de idade; b — jornal brasileiro

relatando a doenca de Chagas, Berenice a direita com 72 anos de idade.

iE esta a primeira doente'

u-—-a—u—n——n---n_

lw’&"' I

o Py &2 5 e P S !'{E @&i?i : b
Fonte CHAGAS 1916; Jornal da tarde, 7 de maio de 1979.
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A histéria da doenga de Chagas € baseada em dois fatores importantes que
influenciam sua evolugdo: sua origem em regides andinas pré-histéricas e sua
disseminacédo acelerada causada por mudancas socioecondmicas na América Latina no
inicio do século XX. A hipoétese classica sugere que a doenca surgiu a partir da
domesticacdo de mamiferos por humanos pré-histéricos nos Andes. Estudos
paleoparasitoldgicos baseados em biologia molecular mostraram que o protozoéario T.
cruzi era ubiquo entre os humanos pré-histéricos das Américas do Sul e do Norte,

antecedendo os humanos no continente americano (FERREIRA et al., 2011).

Por outro lado, a epidemia da doenga no inicio do século XX foi impulsionada pela
acelerada urbanizacéo regional decorrente das mudangas socioeconémicas ocorridas nas
sociedades rurais latino-americanas no final do século XIX (COURA; DIAS, 2009). A
expansdo das terras agricolas, o desenvolvimento de novas técnicas agricolas, a
construcdo de barragens e represas e a construgdo de novas estradas e ferrovias foram
fatores que causaram a migragdo da populacdo rural para a urbana e contribuiram para a
disseminacdo da doenca Chagas. Essas mudancas nas comunidades rurais da América
Latina facilitaram a disseminacdo da doenca de Chagas da doenca rural para a urbana
(COURA,; DIAS, 2009).

Atualmente, a doenca de Chagas € uma preocupacdo global de saude publica, com
uma crescente preocupagdo sobre a sua transmissdo para outras partes do mundo.
Embora tenham ocorrido avancos significativos na prevencdo e no controle da doenca
nas Ultimas décadas, a falta de investimento e pesquisa em medicamentos e vacinas
continua sendo um obstaculo significativo para o seu controle e erradicagdo (WHO,
2020).

Portanto, a historia da doenca de Chagas oferece uma licdo importante sobre como
as mudancas sociais e ambientais podem impactar a sadde publica. E crucial que a
prevencdo e o controle da doencga sejam abordados ndo apenas com foco no controle
vetorial, mas também por meio de uma abordagem multidisciplinar que inclua
investimentos em pesquisa, desenvolvimento de medicamentos e vacinas, além de

intervencdes na area da salde publica e educagéo sanitaria.

1.2 Epidemiologia
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A doenca de Chagas ¢ uma antropozoonose que historicamente tem afetado
predominantemente as populagdes rurais, devido as caracteristicas de seus vetores e
reservatorios (COURA; BORGES-PEREIRA, 1997). Entretanto, a crescente
urbanizacgéo e a degradacdo ambiental tém exposto cada vez mais as pessoas das areas
urbanas ao risco de infeccdo por essa doenca negligenciada (DIAS, 2009). A doenga de
Chagas afeta cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas no mundo, com maior incidéncia na
Ameérica Latina, assim como a possibilidade de 70 milhdes de pessoas correrem 0 risco

de contrair a doenca de Chagas e em sua maioria por via oral (PAHO; WHO, 2019).

As doencas negligenciadas s&o um conjunto de enfermidades tropicais endémicas,
prioritariamente entre populacdes pobres da América Latina, Asia e Africa. Medidas de
prevencdo e tratamento medicamentosos para a maioria dessas doencas sdo conhecidas,
porém sdo indisponiveis para as areas mais pobres do mundo. A preocupacdo se da pelo
fato das doengas negligenciadas tornarem outras doencas como a Aids sigla em inglés
para (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) e tuberculose ainda mais letais. A
Organizacdo Mundial da Saude considera DTNs além da doenca de Chagas, a Ulcera de
Buruli,  cisticercose,  dengue,  dracunculiase,  equinococose,  fascioliase,
tripanossomiase africana, leishmaniose, lepra, filariase linfatica, oncocerciase, raiva,
esquistossomose, as parasitoses, o tracoma e a bouba (BRASIL, 2010). Ocorre em 21
paises da Ameérica Latina. Colocando em risco populacbes em alta vulnerabilidade
socioecondmica, afeta grupos com instabilidade financeira, muitas vezes ligados a
trabalhos sazonais, coincidindo com outras doencgas emergentes e reemergentes (WHO,
2003).

De acordo com o DATASUS (BRASIL, 2021), a transmisséo oral da doenca de
Chagas foi relatada em vérios estados do Brasil de 2008 a 2017. Notadamente, a
maioria (95%) dessas ocorréncias foi registrada na regido norte do pais, com destaque
para o estado do Pard, que respondeu por 83% das notificacBes. Durante o periodo de
analise, 72% dos casos foram de transmissdo oral, dos quais 9% foram transmitidos por
triatomineos e 18% ndo puderam ser definidos por qualquer meio de transmissdo. Esses
dados destacam a importancia da vigilancia epidemioldgica e de medidas preventivas
para evitar a transmissdo oral da doenca de Chagas, principalmente em &reas onde a

infeccdo é mais comum.

A doenca de Chagas, causada pode afetar seriamente a salde dos individuos

infectados. Cerca de 20 a 30% das pessoas infectadas desenvolvem formas cronicas da
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doenca que podem afetar o coracdo (causando insuficiéncia cardiaca congestiva,
aumento cardiaco e coagulos sanguineos), o trato gastrointestinal (causando
megaesdfago e megacolon) ou uma combinacdo. Pode ser fatal em todos os casos. A
doenca ainda pode permanecer assintomatica por muitos anos, o que pode prejudicar
gravemente a atividade profissional do paciente e, em casos graves, reduzir sua
capacidade de trabalho (WHO, 2021; RASSI JR et al., 2010; BERN et al., 2011).

Em 2020 houve 146 casos confirmados de doenca de Chagas no Brasil, com taxa de
letalidade de 2%. As mortes ocorreram no estado do Pard. A maioria dos casos
envolveu homens e cerca de 6% das mulheres estavam gravidas. Em relacdo a raga/cor,
85% dos casos suspeitos se declararam pardos. Sendo a homens jovens a maior
proporcéo de pacientes com doenca de Chagas. O modo de transmissao registrado com
mais frequéncia foi a via oral, seguido por modos de transmissdo negligenciados, sem
possivel fonte de infec¢do identificada (BRASIL, 2021).

O Brasil € um dos principais cenérios endémicos da doenca de Chagas na atualidade
e o Sistema Unico de Saude (SUS) é o 6rgdo responsavel pela prevencéo, controle,
diagnostico e tratamento da doenca, que fundamenta seus valores e alicerca programas e
politicas em saude publica, utilizando principalmente da atencdo primaria. O SUS
encontra dificuldades ndo somente em relacdo a doenca de Chagas, como também com
outras doencas emergentes. Existem fragilidades institucionais na atencéo priméria, pois
as unidades carecem de infraestrutura adequada, possuem baixa densidade tecnolégica,
e deficiéncia no apoio diagnoéstico (DIAS et al., 2015; MENDES, 2019).

Atualmente, os Unicos medicamentos disponiveis pelo SUS para o tratamento da
doenca de Chagas no Brazil ¢ o benzmidazol, outro medicamento utilizado é o
nifurtimox sendo esse o Unico tratamento aprovado nos Estados Unidos. Esses dois
compostos sdo toxicos e podem causar efeitos colaterais graves que requerem
supervisdo médica, podendo causar febre, linfadenopatia, dores articulares e musculares
e parpura trombocitopénica. O nifurtimox também apresenta efeitos colaterais graves,
como perda de peso, neuropatia periférica, erupcdo cutanea, psicose, nausea e vomito e
leucopenia. Os estudos de toxicidade do nifurtimox observaram neurotoxicidade, dano
testicular e ovariano e efeitos adversos nos tecidos adrenal, c6lon, es6fago e mama.

Ambas as drogas sdo potencialmente mutagénicas e carcinogénicas (RASSI et al, 2002).
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A baixa eficicia do tratamento esta relacionada ao fato de T. cruzi ser um parasita
intracelular, o que representa um desafio adicional para o desenvolvimento de novos
medicamentos, pois eles devem ser capazes de atravessar a membrana plasmatica da
célula do hospedeiro para chegar ao parasito. Assim, mais de cem anos apds a
identificacdo de T. cruzi a terapéutica permanecer parcialmente ineficaz, leva a
toxicidade inaceitavel, resisténcia a medicamentos, longas internacdes hospitalares e
altos custos para o paciente (COURA, 2002).

Apesar dos desafios para o desenvolvimento de novas drogas eficazes contra T.
cruzi, as pesquisas cientificas continuam avangando na busca de solugBes. Novas
abordagens terapéuticas, como a terapia medicamentosa combinada e o0 uso de terapias
baseadas em anticorpos, tém mostrado resultados promissores em estudos pré-clinicos e
clinicos (BUSTAMANTE et al., 2014; FRANCO et al., 2019). Além disso, acles
preventivas, diagndstico precoce e tratamento adequado sdo essenciais para reduzir a
incidéncia da doenca de Chagas e controlar a transmissao de T. cruzi (GASPE et al.,
2010). Ainda ha um longo caminho a percorrer, mas com 0 avan¢o da ciéncia e a
cooperacdo de todos os setores da sociedade, a erradicacdo dessa doenca pode ser
possivel no futuro (OMS, 2020).

1.3 Trypanosoma cruzi

T. cruzi é um protozoario flagelado do género Trypanosoma classe
Kinetoplastea e familia Trypanosomatidae, que primariamente circula no ambiente
silvestre entre mamiferos e seus vetores triatomineos, no entanto podem ser encontrados
em areas rurais, periurbanas e urbanas. Qualquer mamifero pode transportar o parasita,
sendo os principais reservatorios do ciclo natural os gambas, tatus, cdes, gatos, ratos,
etc. No ambiente doméstico, como as habitagdes humanas estdo proximas aos ambientes
silvestres, os reservatorios sao humanos e mamiferos domesticados ou sinantrépicos

como caes, gatos, ratos e porcos (FERNANDES et al., 1993).

T. cruzi € um dos parasitos mais bem sucedidos em relacdo a sua distribuicdo na
natureza pela sua capacidade de infectar um amplo espectro de mamiferos distribuidos
em oito ordens, além de sua variabilidade genética intraespecifica devido a uma
evolugéo clonal antiga e independente (TIBAYRENC; AYALA, 1988).
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Os membros da familia Trypanosomatidae sdo caracterizados por possuirem um
unico flagelo que lhes permite se mover em meio ao sangue e outros fluidos, além do
cinetoplasto, uma organela que contém DNA e estd localizada na mitocondria
(BRENER, 1973). Se apresenta predominantemente sob trés formas, as quais sdo
identificadas morfologicamente pela posicdo do cinetoplasto com rela¢do ao nucleo da
célula e do flagelo (figura 2) (DIAS, 2011; SOUZA, 2017).

Figura 2. Formas sob as quais T. cruzi se apresenta: a) amastigota; b) epimastigota; c)
tripomastigotas.
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Fonte: Modificado de GUZMAN-MARIN., et al (1998).

Na forma tripomastigota o cinetoplasto encontra-se na parte posterior do
flagelado, em posicdo terminal ou subterminal, emergindo o flagelo da bolsa flagelar
proxima ao cinetoplasto. Apresenta-se morfologicamente alongada podendo ser finas e
largas, fusiforme (em forma de S ou C), possui membrana ondulante, infectante para
mamiferos e ndo se reproduz (NOGUEIRA, 2015; CARVALHO, 2017).

Na forma epimastigota, o cinetoplasto e a bolsa flagelar estdo em posicéo
anterior ao nudcleo. Apresenta-se morfologicamente mais alongada, possui membrana
ondulante, encontrado no tubo digestorio dos triatomineos e em culturas axénicas, com
reproducdo assexuada por divisdo binaria. As formas amastigotas sd@o organismos
intracelulares arredondados ou oval que apresentam inconspicuo flagelos exteriorizados,
se reproduz assexuadamente e encontra-se na fase cronica da doenca (NOGUEIRA,
2015; CARVALHO, 2017).
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A forma epimastigota presente no tubo digestério dos triatomineos ao atingir a
porcdo retal se diferencia na forma tripomastigota metaciclica por um processo
denominado metaciclogénese. Essa forma é altamente infecciosa e é expelida pelas
fezes dos triatomineos. A forma tripomastigota de T. cruzi que circula no sangue dos
mamiferos infecta células do sistema fagocitico mononuclear e se diferencia em
amastigota. As formas amastigotas se multiplicam intensamente até romper as células e
ao invadirem a corrente sanguinea transformam-se em tripomastigotas para infectar
mais células e dar continuidade ao ciclo de vida do parasito (figura 3) (NOGUEIRA,
2015; CARVALHO, 2017).

Figura 3. Ciclo bioldgico de T. cruzi no vetor e em humanos.
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Fonte: Modificado da CDC (2009).

O conhecimento sobre os aspectos morfolégicos e o ciclo de vida do T. cruzi €
essencial para a compreensao da biologia e patogénese da doenca de Chagas. O controle
e a prevencdo da doenca dependem de medidas que visem interromper o ciclo de vida
do parasita, como o controle do inseto vetor, além do desenvolvimento de novas

terapias para o tratamento da doenca.

1.4 Triatomineos: Transmissao vetorial
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Os triatomineos popularmente conhecidos como “barbeiros”, sdo insetos
hematdfagos, pertencentes a ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia
Triatominae (LENT; WYGODZINSKY, 1979). Embora todas as espécies sejam
potenciais vetores de T. cruzi, 0s que renem condi¢fes para serem transmissores da
doenca de Chagas, sdo aqueles que colonizam domicilios ou peridomicilios. Dentre os
triatomineos, 0s géneros de maior importancia para o cenario epidemioldgico atual séo:
Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius (figura 4) (DIAS, 2011).

Os trés géneros epidemiologicamente importantes podem ser distinguidos entre
si pelo tubérculo da antena (onde as antenas se fixam na cabeca), no Triatoma a cabeca
é de tamanho médio e as antenas estdo localizadas a meio caminho entre os olhos e a
coroa da cabeca, a cabeca do género Panstrongylus é um "tubo"” curto, as antenas estdo
localizadas na frente dos olhos, a cabeca do género Rhodnius € alongada e as antenas
estdo localizadas proximas ao topo da cabeca (BRENNER, 1988).

Figura 4. Principais géneros de importancia epidemioldgica para a transmisséo da
doenca de Chagas. a - Género Panstrongylus: P. megistus b — Género Triatoma: T.
infestans ¢ — Género Rhodnius: R. robustus

Fonte: Colecdo de Triatominae Unesp Araraquara (2020).

Entre 1990 e 2000, governos e autoridades em saude voltaram seus esforgos em
programas para o controle dos vetores da doenca de Chagas, obtiveram sucesso
significativo, reduzindo o impacto da transmissdo por triatomineos em até 80%. Assim
uma grande area da América do Sul como: Brasil, Chile, Uruguai, em regides da

Argentina, Bolivia, Paraguai e América Central, foi certificada pela Organizacdo Pan-
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Americana da Saude (OPAS) quanto ao controle do principal vetor da doenca de
Chagas: Triatoma infestans (DIAS et al., 2002; SALERNO et al., 2015).

A partir de entdo o manejo de vetores passou ser efetuado por meio de controle
quimico a partir de inseticidas de acdo residual, tanto no intradomicilio quanto
peridomicilio, de forma periodica e sistematica. Porém, o uso rotineiro do mesmo
composto, acaba selecionando vetores mais resistentes, criando assim ao decorrer de
décadas de controle a resisténcia de triatomineos aos inseticidas (figura 5) (NAUEN,
2007; WHO, 1957; WHO, 1992).

Figura 5. Programas regionais de controle de triatomineos iniciados nos anos 1990-
2000. Os circulos demostram resisténcia aos inseticidas.
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Fonte: Modificado de Flores-Ferrer (2017).

E importante ressaltar que o uso indiscriminado de inseticidas pode levar a
resisténcia do vetor, dificultando o controle da doenca de Chagas (DIAS et al., 2018).
Portanto, além do desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para tratar a
doenca (MOLINA et al., 2014), é necessario um manejo integrado e sustentavel para
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controle de triatomineos, incluindo medidas eficazes de prevencdo e vigilancia
(MONCAYO et al., 2003). O avanc¢o do conhecimento cientifico e a colaboragdo entre
0s setores da salde e da pesquisa sdo fundamentais para o combate e erradicacdo da
doenca de Chagas (COURA et al., 2009).

1.5 Outras formas de transmissao

A transmissibilidade de T. cruzi é considerada alta, uma vez que o protozodrio se
diferencia para atingir o hospedeiro definitivo e completar o ciclo bioldgico. O
mecanismo de transmissdo vetorial é pelas fezes do triatomineo que ao defecarem apos
0 repasto, levando as formas infectantes de T. cruzi das fezes para o local da picada pelo
ato de cogar (MASSAD, 2007).

Outro mecanismo de transmissdo com importancia epidemioldgica, a forma
congénita, foi descrita no ano de 1911 por Carlos Chagas e em 1919-22 esse mecanismo
foi estudado em nivel experimental. A transmissdo por transfusdo de sangue foi
descrita entre os anos de 1935-44, onde é novamente mencionada a transmissédo por via
oral e leite materno (DIAS et al., 1999).

A infeccdo por via transfusional, pode ocorrer por falhas no processo de triagem de
pacientes e analise e processamento do sangue doado. Considerada ainda como
importante causa em paises ndao endémicos (Canada, Espanha, EUA e outros) e em
paises que estejam em processo de controle da transmissdao por via vetorial. A forma
congénita ou vertical também entra para a lista das formas mais infectantes, passando a
infeccdo da gestante para o feto por via transplacentaria em qualquer fase da doenca
(DIAS et al., 1998; CASTRO et al., 2016).

Existem vias com mecanismos de transmissdo menos comuns, no caso do leite
materno, podendo ocorrer a transmissao por meio da ingestdo do leite contaminado pelo
recém-nascido ou por fissura mamilar (TORRICO, 2004; GONTIJO, 2009).

A literatura apresenta como forma de contaminagdo acidentes laboratoriais, onde o
pesquisador fica exposto a fezes de triatomineos ou sangue de mamiferos contaminados.
Existe a possibilidade de transmissibilidade por meio de transplantes de 6rgéos e tecidos
humanos o que facilita a infectividade se o paciente estiver imunocomprometido, assim
como por meio de secre¢des no ato da relacdo sexual sem uso de preservativo, oriundos

de microfissuras e sangramentos (DIAS et al., 2011).

21



Compreender as diferentes formas de transmissdo da Doenca de Chagas é essencial
para a prevencdo e controle da doenca. Por isso, é fundamental que sejam adotadas
medidas de prevencdo adequadas para cada uma dessas vias, como uso de repelentes,
triagem de doadores de sangue, 6rgdos e tecidos, além da garantia da qualidade sanitaria
dos alimentos (WHO, 2020). A adocdo dessas medidas pode ajudar a reduzir a
incidéncia da Doenca de Chagas e, consequentemente, contribuir para melhorar a satde

publica em nivel mundial.

1.6 Transmissao oral da doenga de Chagas

A transmissédo oral da doenca de Chagas foi verificada no ano de 1921, por meio de
modelos experimentais, quando foi testada a capacidade de mamiferos se infectarem
com fezes de triatomineos (NATTAN-LARRIER, 1921). Os primeiros casos humanos
da doenca de Chagas por veiculacdo oral no Brasil foram identificados no ano de 1960
no Rio Grande do Sul, posteriormente no Pard, Paraiba, regides amazonicas, Santa
Catarina, Bahia e Ceara (DIAS et al., 2011).

Atualmente a transmissao oral representam um grande problema de saude publica e
ocorrem pelo consumo de alimentos contaminados, em que triatomineos sdo triturados
durante o processamento dos frutos (figura 6), como por exemplo o acai (Euterpe
oleracea), cana-de-acUcar (Saccharum officinalis) e bacaba (Oenocarpus bacaba) entre
outras. Outra possibilidade é a contaminacdo de frutos ou alimentos por meio das fezes
de triatomineos positivos para T. cruzi, ou ainda a contaminacao pelas secre¢@es anais
de marsupiais (SHIKANAI-YASUDA et al., 2012; PASSOS et al.,2012; SANTANA et
al.,2019).

Figura 6. Acai sendo despolpado em maquina propria nas ruas de Belém — Para.

-~

Fonte: Yokota (2004).
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O primeiro surto por transmisséo oral da doenga de Chagas ocorreu no ano de 1968
em Estrela (Rio Grande do Sul) em uma escola agricola, a suspeita foi de alimentos
contaminados, nessa ocasido 17 alunos apresentaram quadro agudo da doenca e seis
vieram a Obito. Um segundo surto aconteceu em Catolé (Paraiba) atingindo 26 pessoas
onde uma veio a 6bito. Em marco de 2005 constatou-se um novo surto da doenca de
Chagas na regido litoranea de Santa Catarina, 26 pessoas foram contaminadas ao ingerir
caldo de cana em um quiosque, 0 que resultou em trés mortes, entre outros casos
envolvendo contaminacdo de alimentos por triatomineos levando a transmissdo da
doenca de Chagas (STEINDEL et al, 2015).

H& mais de um seculo, a literatura cientifica aponta que os triatomineos sdo
hematofagos estritos, porem uma pesquisa Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz)
mostrou que esses insetos podem também se alimentar de frutos, a alimentacéo fitéfaga
de forma complementar a ingestdo de sangue traz beneficios, como por exemplo o
aumento da expectativa de vida promovendo nutrientes, hidratacdo prolongando a vida
desses insetos nos periodos de jejum. Sabe-se que o habito fit6fago ndo é suficiente
como fonte de alimentagdo dos triatomineos, tendo em vista que eles ndo conseguiriam
atravessar todas seus estadios de desenvolvimento sem a ingestdo de sangue. Buscar
por nutrientes de origem vegetal pode estar associado com a escolha do inseto pelo
habitat, 0 que pode levar esses triatomineos a serem moidos junto com frutos (DIAZ-
ALBITER et al; 2016).

N&o existe relacdo direta entre o acai e T. cruzi, ele pode ser levado até o suco pela
maceracao do triatomineo nos batedores de acai ou através das fezes dos insetos nesses
frutos. Pode-se destacar nessa situacao o cuidado que se tem no manejo e preparo desse
alimento, sendo que a falta de inspecéo e higienizagdo na manipulacdo pode aumentar o
risco de contaminagio (DIAZ-ALBITER et al; 2016).

A prevencdo da transmissdo oral da doenca de Chagas € uma questdo complexa
que envolve seguranca e higiene alimentar, melhoria do saneamento e das condicGes de
vida em areas endémicas, monitoramento e controle de populagdes de tripanossomas e
promogdo de educacdo e conscientizacdo publica sobre os riscos da transmissao oral
(OMS, 2020). Além disso, o diagndstico precoce e o tratamento da doenca de Chagas
sdo fundamentais para prevenir a disseminagdo da doenca para outras pessoas (BERN;
KJOS; YABSLEY, 2011).
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Detectar a transmissdo oral da doenca de Chagas é um desafio de saude publica,
pois muitos casos podem ser assintomaticos ou apresentar sintomas inespecificos
(CASTRO-SESQUEN et al.,, 2013). Portanto, o desenvolvimento de métodos
diagnosticos mais sensiveis e especificos para a deteccdo da transmissdo oral é

fundamental para melhor identificacéo e controle da doenca (SCHIJMAN et al., 2011).

O envolvimento da comunidade e o apoio das autoridades locais sdo essenciais
para a prevencdo e controle da transmissdo oral da doenca de Chagas (BERN; KJOS;
YABSLEY, 2011). A conscientizacdo da populacdo sobre a importancia de medidas
preventivas, como a seguranca alimentar e o controle de insetos vetores, pode ajudar a

reduzir o risco de transmissao oral da doenga de Chagas (WHO, 2020).

1.7 Mecanismo de invasdo da mucosa gastrica por T. cruzi

Trypanosoma cruzi utiliza vérias proteinas de superficie para penetrar e se
disseminar dentro das células do hospedeiro. Entre essas proteinas, destacam-se as GPs
(proteinas de superficie do flagelo), como a GP82/GP90, que estdo envolvidas na
adesdo e invasdo de células do hospedeiro. Essas proteinas se ligam a receptores
especificos na superficie celular do hospedeiro, desencadeando a internalizacdo do
parasita por endocitose. Outra familia de GPs importante no processo de invasao celular
¢ a Tc85, que além de estar envolvida na adesdo e invasdo celular, também atua na
modulacdo da resposta imune do hospedeiro. A GP Tc52, por sua vez, esta envolvida na
ligacdo do parasita as células cardiacas, o que pode levar a miocardite e doenca cardiaca
cronica. Por fim, a GP TcD é fundamental para a sobrevivéncia do T. cruzi dentro das
células do hospedeiro e na sua capacidade de se disseminar pelo organismo. Essa
proteina esta envolvida em diversos processos bioldgicos do parasita, como a regulacdo
do pH interno e a modulacdo da resposta imune do hospedeiro (ANDREWS, 2012;
BUSCAGLIA et al., 2015; CAMPOS, et al., 2015; SCHENKMAN et al., 2001).

A forma metaciclica de T. cruzi expressa uma molécula altamente glicosilada,
semelhante a mucina, em sua superficie, que € altamente resistente a protedlise e,
portanto, ndo é digerida pelos sucos gastricos. Para atingir suas células-alvo, o parasita
deve ultrapassar a espessa camada de muco que protege a mucosa gastrica. Os
principais componentes macromoleculares da mucosa gastrica sdo varios tipos de

mucinas. A ligacdo seletiva da molécula de superficie metaciclica especifica gp82 ao
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muco gastrico € importante na orientacdo do parasita em direcdo ao seu alvo. O
movimento subsequente da forma metaciclica através da camada de muco é
impulsionado pelo ATP (adenosina trifosfato) (figura 7) (STAQUICINI et al., 2010).

Figura 7. Modelo esquematico da interacdo de formas metaciclica de T. cruzi
com componentes gastricos apés infeccdo oral. Os parasitas se ligam a mucina gastrica
via gp82 e sdo impulsionados por ATP para atravessar a camada de muco e alcancar as

células-alvo que invadem de maneira gp82-dependente.
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Fonte: CARVALHO, 2017.

Os componentes envolvidos na infeccdo oral por T. cruzi foram demonstrados
em modelos experimentais, sendo evidenciado que o parasita pode entrar em mamiferos
através da mucosa gastrica. A forma tripomastigota de T. cruzi é capaz de invadir
células epiteliais gastricas quando ingerida, processo que envolve interacdo com
glicoproteinas de membrana estagio-especificas (gp82 e gp30) (HOLF, et al., 1996;
STAQUICINI, et al., 2010).

Estudos de interacdo parasita-hospedeiro mostraram que gp82 e gp30 se ligam as
células hospedeiras em um mecanismo mediado por receptor, desencadeando cascatas
de sinalizacdo intracelular em parasitas e células que desencadeiam a mobilizacédo
intracelular de Ca?, necesséria para a internalizacdo intracelular do parasita. No entanto,
gp30 tem uma afinidade mais baixa para mucinas infecciosas do que gp82, T. cruzi sem
gp82 € menos infeccioso apesar de expressar gp30 (STRAQUICINI, et al., 2010;
YOSHIDA, 2009; YOSHIDA, et al., 2011; CORTEZ, et al., 2003).

Como a gp82 € resistente aos sucos gastricos, foi demonstrado que parasitas
expostos as condi¢cdes do ambiente gastrico in vivo ou in vitro deixam a gp82 intacta e

funcional quando tratados com pepsina em pH acido. Outra glicoproteina estagio-
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especifica presente nos tripomastigotas, a gp90, também se liga a receptores da célula
hospedeira, mas ndo leva a um aumento do calcio intracelular que promove efeitos
negativos na invasdo. Portanto, cepas que expressam baixos niveis dessa molécula sdo
mais infecciosas (MALAGA; YOSHIDA, 2001).

As caracteristicas clinicas da fase aguda da doencga de Chagas transmitida por
via oral parecem ser mais graves do que aquelas observadas nas formas classicas de
infeccdo. Os doentes com infecgdes orais apresentam febre prolongada, cefaleias, tosse,
edema facial, edema palpebral, edema dos membros inferiores, mialgia, dor abdominal,
meningoencefalite e miocardite grave, sendo, portanto, a contaminacdo oral mais letal
que a forma cléssica vetorial (RUEDA, et al., 2014; SHIKANAI-YASUDA, 2012,
TOSO, etal., 2011).

Portanto, a capacidade do parasito T. cruzi de invadir células epiteliais gastricas
e se disseminar pelo corpo pode ter implicagdes importantes para o controle e prevencgéo
da doencga de Chagas.

1.8 Acai (Euterpe oleraceae)

O fruto acai sdo drupas globosas ou levemente depressas, possui coloracao
violacea a roxa quando maduros, ricos em proteinas, fibras, lipidios, vitaminas,
minerais, elevado teor de antocianinas, flavonoides e antioxidantes. O fruto ndo é
costumeiramente consumido in natura, necessita ser processado para ser despolpado
com adicdo de agua, produzindo uma bebida (suco) espessa, roxa, cremosa, com

aparéncia oleosa e sabor caracteristico (ROGEZ, 2000).

O acai é o fruto do acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) (EMBRAPA, 2013),
originario da regido amaz6nica, de grande importancia social, econdmica e cultural na
regido Norte do Brasil (FERREIRA et al., 2019) e € um dos trés principais fornecedores
do coracdo da palma (LEMOS et al., 2015). Embora o acai esteja disponivel inteiro,
seus frutos se destacam e séo utilizados como alimento pelos povos da Amazoénia desde
0s tempos pré-colombianos, fazendo parte da alimentacdo diaria das pessoas até hoje.
Uma variedade de brasileiros, muitos deles as vezes fazem dela sua Unica refei¢cdo do
dia devido ao seu preco acessivel e alto valor nutricional (DANTAS et al., 2014). Nessa
regido, é comercializado e consumido imediatamente apds o0 processamento, sem
qualquer tratamento térmico (EMBRAPA, 2013).
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O reconhecimento do acai como fonte alimentar de alto valor nutricional
ultrapassou as fronteiras da regido amazonica e atualmente é comercializado nas
principais capitais do Brasil nas mais diversas formas, como sorvetes, picolés e
alimentos energéticos e geleias (FERREIRA; MONTEIRO, 2018). Diante da expanséo
comercial do Brasil, os produtores de acai exportam sua polpa como fruta exotica e de
alto valor nutricional para paises como Japdo, Estados Unidos, China e Europa
continental (FERREIRA; MONTEIRO, 2018).

Portanto, a implementacdo de medidas rigorosas de higiene é essencial para
garantir a seguranga alimentar e evitar a contaminacdo por T. cruzi e outras doencas
transmitidas por alimentos (BRASIL, 2009). Para o acai, produtores e comerciantes
devem aplicar boas praticas de higiene em todas as etapas do processo de producéo,

desde a colheita até o processamento, armazenamento e transporte do produto.

Algumas medidas importantes incluem o uso de equipamentos e utensilios
devidamente higienizados, a implementacao de protocolos de limpeza e higienizacao de
areas e equipamentos, o controle de pragas e vetores e o treinamento de boas praticas de
higiene dos funcionarios (BRASIL, 2009).

Além disso, os consumidores também desempenham um papel importante na
prevencdo da contaminacdo. Devem conhecer a origem e o processamento do acai que
consomem e escolher produtos devidamente processados e armazenados em condicdes
adequadas de higiene e seguranca. Ressalta-se que a contaminacdo por T. cruzi e outras
doencas transmitidas por alimentos podem trazer prejuizos a satde dos consumidores,
além de prejuizos econdmicos para produtores e comerciantes. Portanto, medidas
rigorosas de saneamento S0 necessarias para garantir a seguranca alimentar e a
qualidade dos produtos exportados (BRASIL, 2009).

1.9 Diagnostico para doenca de Chagas em humanos e em alimentos

O teste de Chagas a fresco é um teste soroldgico que utiliza técnicas microscépicas
para detectar a presenga do parasita T. cruzi. Neste teste, uma amostra de sangue é
colocada em uma l&mina de vidro e examinada ao microscopio. A presenga do parasita
é confirmada pela observagédo direta de seus movimentos rapidos e caracteristicos. O
teste é considerado rapido e sensivel, sendo recomendada a coleta de sangue até 30 dias

apos o inicio dos sintomas em pacientes com suspeita da doenga. Se a primeira amostra
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der resultado negativo, recomenda-se coletar uma segunda amostra dentro de 12-24
horas (FOCACCIA, 2014; BRASIL, 2017).

Segundo BONNEY et al. (2017), o método focalizado, também conhecido como
strout, microhematdcrito ou buffy coat, é um teste de diagnostico que utiliza uma
técnica de centrifugacdo para separar as células sanguineas do plasma. Uma pequena
camada de globulos brancos, conhecida como "camada leucocitaria”, é entdo removida
e examinada ao microscopio. Este método pode detectar a presenca de parasitas
causadores da doenca de Chagas com alta sensibilidade e é especialmente recomendado
quando outros testes sdo negativos. No entanto, para aumentar a precisdo diagnostica, é
comum realizar métodos focados em combinacdo com outras investigagcdes, como uso

de ldminas grossas coradas ou esfregacos de sangue (BONNEY et al., 2017).

O método de PCR (Polymerase Chain Reaction) € amplamente utilizado no
diagndstico da doenca de Chagas, consistindo na amplificacdo seletiva da sequéncia de
uma determinada regido do DNA de T. cruzi. Compreender a diversidade genética do
parasita € crucial para pesquisas epidemioldgicas, estudos biologicos, diagnostico e
evolugdo do processo. Por meio da técnica de PCR, € possivel detectar DTUs (Discrete
Typing Units) de T. cruzi, séo classificadas em sete unidades taxonémicas, como Tcl,
Tcll, Tclll, TclV, TcV, TcVI e TcBat (LEWIS et al., 2009; ZINGALES et al., 2009). A
utilizacdo dessa técnica permite uma melhor compreensao da diversidade genética do T.

cruzi e ajuda a identificar a origem e a distribuicéo das diferentes cepas do parasita.

Nos estégios intermediarios da doenca de Chagas, os parasitas estdo presentes no
sangue e podem causar uma série de sintomas graves. O diagndstico precoce €
importante para prevenir a progressdo da doenca e complicacdes. Existem varios
métodos de diagnostico para detectar parasitas nesta fase. Dentre elas, estdo as técnicas
diagndsticas heterogéneas, consideradas métodos de referéncia para o diagnostico da

doenca na fase aguda com alta sensibilidade e especificidade (BRASIL, 2013).

No entanto, o xenodiagnostico € um método complexo e demorado que requer
condigdes técnicas adequadas. Além disso, sdo invasivos e podem ser desconfortaveis
para os pacientes, o que limita seu uso generalizado. Por outro lado, a hemocultura é um
método mais simples e menos invasivo de hemocultura em meio especifico para a
deteccdo do parasito T. cruzi. No entanto, as hemoculturas sdo menos sensiveis do que o

xenodiagnostico e podem ocorrer resultados falso-negativos, especialmente em
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pacientes com parasitemia reduzida. Portanto, uma combinacao de diferentes técnicas é
recomendada para o diagnostico da doenca de Chagas no estagio intermediario para
melhorar a precisdo e reduzir o risco de resultados falsos negativos (BRASIL, 2013;
COURA,; VINAS, 2010).

Na fase cronica da doenca de Chagas a parasitemia € considerada baixa e
intermitente, o que gera problemas com as técnicas moleculares, exigindo a combinagéo
de varios marcadores genéticos, além de ter uma sensibilidade muito limitada
(SULLEIRO et al, 2020). Para superar essas deficiéncias os testes sorolégicos como
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), Hemaglutinagdo Indireta (HAI) e enzimas ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) sdo utilizados, tendo alto desempenho no
diagnostico na fase cronica, pois nesse periodo os anticorpos marcadores para esse tipo
de teste estdo elevados (ALVEZ et al, 2018; BHATTACHARYYA et al, 2010).

O método de PCR que seria fundamental para o diagnéstico na fase aguda da doenca
de Chagas ainda ndo tem aplicabilidade comercial, pois necessita de profissionais
habilitados, laboratério com alta tecnologia com espaco exclusivo para sua realizagéo, e
por ainda ser de alto custo. Os testes parasitoldgicos diretos sdo comumente utilizados
na fase aguda da doenca de Chagas que sdo testes tradicionais por serem mais acessiveis
e por ter menor custo (ALEVZ et al, 2018).

O método de PCR é usualmente utilizado para deteccdo de T. cruzi em alimentos a
base de acai, sendo padronizado pela Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), consiste em
uma técnica de amplificacdo exponencial dos &cidos nucléicos por eletroforese em gel
de agorose ou poliacrilamida, amplificando uma fita especifica DNA/cDNA
(SCHIUMAN et al., 2011; GILBER, et al., 2013).

Em estudos realizados por Mattos em 2017, os autores mostram a detecgédo de T.
cruzi por meio de amostras soroldgicas nas fezes de triatomineos. Neste trabalho pelo
método de PCR convencional, utilizando especificamente a parte do sobrenadante,
verificou-se a detecgdo da forma tripomastigota de T. cruzi em diluicBes de 1 x 10% e 1 x
101, O método de gPCR atestou sensibilidade maior para sedimentos e menor para

sobrenadantes.

1.10 Ensaio imunoenzimatico
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O ensaio imunoenzimatico é comumente utilizado para detectar uma molécula
ligante (geralmente proteina) em uma amostra liquida utilizando anticorpos especificos
ligados a uma fase sélida. Esse tipo de ensaio depende de uma reacao enzimatica entre
um marcador conjugado com enzima e um substrato afim de produzir um produto
colorimétrico, quimioluminescente ou fluorescente, sendo detectados por meio de
espectrofotbmetro, sua intensidade é diretamente proporcional a quantidade de
anticorpo especifico presente na amostra, sendo comparados depois com uma curva
padrdo (WISDOM, 1976).

Dot blot é uma técnica imunoldgica rapida, simples e barata em comparagédo
com outras técnicas imunologicas, como ELISA e Western blot. Dot blots também séo
caracterizados por um alto nivel de sensibilidade que permite a detec¢do de antigenos de
baixa abundancia em amostras bioldgicas. Além disso, a técnica é prontamente
adaptavel para detectar diferentes antigenos em diferentes amostras bioldgicas,
incluindo amostras clinicas e ambientais (CHEN et al., 2020, WANG et al., 2017).

A tecnologia de imunoensaio ¢ amplamente utilizada para detectar substancias
especificas em amostras biologicas e pode ser utilizada em muitos campos, incluindo a
seguranca alimentar. Em seu trabalho, Meirelles (2006) deu varios exemplos de
imunoensaios enzimaticos que podem ser usados para detectar fungos virulentos em
alimentos. Este teste é baseado na interacdo entre anticorpos especificos de fungos e
toxinas produzidas por fungos, permitindo a deteccdo oportuna e eficaz de

contaminacdo em alimentos.

Adicionalmente, WU (2014) desenvolveu um método de deteccdo baseado em
um marcador luminescente acoplado a um aptdmero, uma molécula que reconhece
especificamente patdgenos. Este método é usado para detectar Staphylococcus aureus,
Vibrio parahemolyticus e Salmonella typhimurium em amostras de alimentos. A
vantagem desse método € que ele € rapido, sensivel e especifico, permitindo a deteccao

de patdgenos com maior precisao e rapidez do que os métodos convencionais.

Em resumo, a tecnologia de imunoensaio é uma metodologia valiosa para
triagem de seguranca alimentar, que pode detectar com precisdo a contaminagao por

patdgenos e substancias toxicas nos alimentos.

1.11 Cruzipaina
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A cruzipaina (também conhecida como cruzaina em sua forma recombinante, ou
GP57/51) é uma enzima cisteina protease, ou seja, € uma enzima que quebra ligacdes
peptidicas especificas entre aminoacidos em proteinas, capaz de quebrar proteinas da
matriz extracelular, permitindo que o parasita se mova através dos tecidos. Apresenta
peso molecular de 57 kDa altamente homologa com a familia de enzimas catepsina,
abundante em T. cruzi, porém sua extensdo C-terminal é exclusiva de Trypanosoma sp.,
que representa fungdes essenciais nos processos de invasdo e sobrevivéncia do parasito.
Esta presente em todas as formas do parasito, responsavel por estimular respostas
imunes humorais e celulares potentes em humanos e camundongos (SCHNAPP et al.,
2002; CARZOLA, et al., 2015).

A cruzipaina consiste em uma cadeia polipeptidica de 215 residuos de aminoacidos,
envolve dois dominios diferentes, sendo o dominio L (helicoidal), e o dominio R
constituido por folhas B antiparalelas. Entre esses dois dominios existe uma fenda do
sitio ativo onde se localiza a triade catalitica (Cys25, His159 e Asnl75). Segundo a
Enzyme Commission o numero de classificacdo da cruzipaina é EC3.4.22.51, o nimero
3,4 e 22 correspondem a classe de hidrolise, a sua atuacdo em ligacdo peptidica e ao
grupo de cisteino endopeptidades, o nimero 51 é especifico da cruzipaina (figura 8)
(BRAK, et al., 2008; MCGRATH, et al., 1995).

Figura 8. Estrutura cristalogréafica da cruzipaina, co-cristalizada com a benzoilarginina-
alaninafluorometilcetona, enovelada em dois dominios distintos: dominio L (vermelho)
e dominio R (verde), entre esses dominios esta a fenda do sitio ativo (amarelo).

¢ Dominio R - folhas

PDB: 2AIM
EC.3.4.2251

Fonte: Protein Data Bank (PDB: 2AIM).

A internalizacdo de T. cruzi na célula hospedeira requer moléculas secretadas e de
superficie iniciando a invasédo celular utilizando principalmente: TGF-B (Transforming
growth factor-B), Gp82, Gp85/TS (tramsialidase), SAP (Serum amyloid P), e a
cruzipaina (figura 9). Essa enzima esta associada com a invasdo em cardiomidcitos e

fibroblastos cardiacos, modulando a interface entre receptores de endotelina-1 (ETAR
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and ETBR) e bradicinina (B2R). Interagdo responsavel peca modulagdo e ativacdo de
TGF-B, implicado dessa forma na evolucdo da fibrose cardiaca (FERREIRA et al.,
2016; WAGHABI et al., 2002).

Figura 9. Mecanismo de invasdo aumentadas pela secrecdo de cruzipaina (seta

vermelha).
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Fonte: Borges et al (2016).

Além da utilizacdo dessas glicoproteinas, o parasito utiliza varios mecanismos para
invadir células do hospedeiro, como adesao, internalizacdo mediada por receptores,
fagocitose, penetracdo ativa e transcitose. ApoOs a invasdo, 0 parasita é capaz de se

replicar dentro das células, causando a doenca (CAMPOS, et al., 2015).

A cruzipaina mais estudada foi denominada primeiramente como ‘“classica” e em
1990, recebeu a denominacdo de cruzipaina 1 (Czpl). Um segundo subtipo foi descrito
em 1994, designado como cruzipaina 2 (Czp2). Elas diferem principalmente pelas suas
especificidades a substratos e inibidores, essa diferenciacdo se da pelo fato de os
parasitos precisarem realizar funcbes bioldgicas distintas (MURTA et al, 1990,
CAZZULO et al, 1990; LIMA et al, 1994).

2 JUSTIFICATIVAS

O acai é um fruto da Amazbnia e em especial do Pard que apresenta
importancia para a economia regional, assim como cultural e nutricional. O comércio

que envolve a colheita e processamento do acai ganhou relevancia em meados da
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erronea dos resultados e afetar a validade da pesquisa. Portanto, ¢ importante
implementar controles adequados e avaliar cuidadosamente os resultados obtidos, a fim
de minimizar a possibilidade de falha experimental e garantir a confiabilidade dos

resultados (DAIN et al., 2012; GROSS et al., 2009).

6. CONCLUSOES

e Os resultados obtidos para a quantificacdo de proteinas secretadas por T. cruzi
pelo método de Bradford sdo consistentes e sugerem que pode ser considerado
uma metodologia confiavel para este fim. Aproximadamente 72 pg de proteina
secretada pelos parasitas 1x10° utilizados nos experimentos podem fornecer

informagdes importantes para estudos posteriores desses secretomas.

e Os estudos apresentados foram conduzidos com rigor, apesar da sensibilidade da
cruzipaina recombinante as condicdes de armazenamento, manuseio e analise. E
fundamental adotar medidas para garantir a integridade da proteina durante os
experimentos. Este estudo contribui para a compreensdo da expressao,
purificagdo e propriedades da cruzipaina recombinante como controle positivo

para ensaio imunoenzimatico.

e Os resultados obtidos confirmaram a presenca de proteinas secretadas pelo T.
cruzi por meio da analise por Dot blot. A quantificacdo das amostras foi
realizada de acordo com as melhores préaticas e validada com controle positivo,
garantindo a confiabilidade dos resultados.

e O anticorpo policlonal utilizado no método de Dot blot estava degradado, o que
pode ter comprometido sua capacidade de deteccdo da cruzipaina. E importante
ressaltar que este foi um estudo preliminar e que serdo necessarios outros testes
e validacOes para determinar a eficicia deste metodo na deteccdo de cruzipaina

em suco de agai.

e O teste imunoenzimatico por Dot blot tem boas praticas padronizadas e validado
com controles positivos, para garantir a confiabilidade dos resultados. Diferentes
diluentes e concentracbes de amostra foram usados para a sensibilidade e
especificidade do ensaio. No entanto, o anticorpo policlonal utilizado no método

foi o que pode ter comprometido sua capacidade de detectar a cruzipaina.
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E importante ressaltar que este estudo é considerado um estudo preliminar e
apesar dos resultados metodologicos promissores, validacdo e testes adicionais séo
necessarios para determinar a eficacia do método para deteccéo de cruzipaina por Dot
blot em suco de agai. No entanto, os resultados apresentados neste estudo fornecem uma
base solida e ajudam a entender a expressao, purificacdo e caracterizacdo da cruzipaina
recombinante como controle positivo para ensaios imunoenzimaticos em suco de acai e

outras aplicagoes.
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ANEXO | - PROTOCOLO PARA USO DE ANIMAIS DE LABORATORIO

) CEUA o

Comissdo de Etica no Uso de Animais et
Facubinte do Clncin Faurmscbation - UNESP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Diagnéstico de Trypanosoma cruzi
(kinetoplastida, trypanosomatidae) em suco de acai (euterpe oleracea) por
marcadores metabdlitos e biomoléculas”, registrada com o Protocolo
CEUAIFCF/CAr. 22/2020, sob a responsabilidade do pesquisador Alef Henrique
Garcia, que envolve a produgao, manutengao ou utilizagdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de
8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e foi aprovada pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP em 16
de dezembro de 2020.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia da Outubro de 2022
autorizagado

Especie/linhagem/raga A Camundongo heterogénico Swiss

: N° de animais 120

| Peso/ldade 3-4 semanas / 20-30 g
Sexo Machos

| Origem Biotério central UNESP - Botucatu
Registro CIAEP 02.00082.2019

Araraquara, 22 de dezembro de 2020.
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Profa Dra Alexandra Ivo de Medeiros
Coordenadora da CEUA
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