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RESUMO

A esquistossomose € uma parasitose ocasionada pelo trematédeo Schistosoma
spp., sendo a espécie S. mansoni prevalente no Brasil. O diagnéstico “padrao-ouro”
para a doenga é o teste parasitoldgico de Kato-Katz (KK), que identifica infectados e
sua carga parasitaria, porém apresenta pouca sensibilidade em areas de baixa
endemicidade. Por isso, o grande problema no contexto da saude publica é a
caréncia de métodos diagnosticos sensiveis que identifiquem pacientes
assintomaticos e falso-negativos. Diante disso, a reagdo em cadeia de polimerase
em tempo real (QPCR) pode ser promissora nessas localidades, devido a alta
sensibilidade para deteccdo de pequenas quantidades de material genético. Para
tanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a aplicabilidade da Sm1-7gPCR na
deteccdo de DNA de Schistosoma mansoni em amostras de camundongos. Assim,
foram recolhidas individualmente, apés 42 dias de infeccdo, as fezes de 15
camundongos expostos a infeccdo por S. mansoni e de 15 camundongos nao
infectados, estabelecidos como “ndo expostos”. As 30 amostras foram submetidas
as técnicas de Hoffman e KK, e também foram utilizadas para comparagao de dois
métodos de extragdo de DNA: o kit comercial QlAamp Power Fecal® e o método in
house de fenol:cloroférmio (FC); as analises das extragbes de DNA foram realizadas
por meio da absorbancia A260/280, pelo espectrofotometro. Além disso, foram
realizadas diluigdes seriadas em fator 10 de DNA de vermes de S. mansoni para
aplicagcao no sistema Sm1-7gPCR, a fim de se obter a sensibilidade analitica da
técnica. O sistema de qPCR otimizado e a Nested-PCR foram utilizados sobre as
amostras de DNA das fezes. Os resultados obtidos pelos testes diagndsticos foram
analisados pelo software Stata 14, para obtengdo dos dados epidemiologicos e de
concordancia (kappa). Os resultados revelaram melhores variagbes de absorbancia
(entre 1,87 e 1,9) para as DNAs extraidas por meio do kit comercial, sendo estes
selecionados para aplicagdao no sistema Sm1-7qPCR. A otimizagado do sistema de
gPCR obteve Ct de corte 35,32 para 1 fg/uL. A sensibilidade epidemioldgica foi de
73,3% para Kato-Katz; 66,7% para Hoffman; e o mesmo valor de 86,7% para
Nested-PCR e qPCR. A concordancia comparada a infecgao por cercaria foi 6tima
para Sm1-7qPCR (K = 0,867; p < 0,001). Diante disso, as extragdes obtidas por
meio de kit comercial devem ser priorizadas para garantir o bom desempenho das
técnicas moleculares aplicadas ao diagnéstico. Ademais, a Sm1-7qPCR se revelou
como uma ferramenta util para aplicagdo no diagndéstico da esquistossomose, uma
vez que detectou a presencga de S. mansoni em amostras bioldgicas em 13 dos 15
camundongos infectados.

Palavras-chave: Esquistossomose. Baixa endemicidade. Extracdo de DNA.
Diagnéstico. Carga parasitaria.
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ABSTRACT

Schistosomiasis is a parasite caused by the trematode Schistosoma spp., the
species S. mansoni being prevalent in Brazil. The “gold standard” diagnosis for the
disease is the Kato-Katz (KK) parasitological test, which identifies infected people
and their parasitic load, but has little sensitivity in areas of low endemicity. Therefore,
the major problem in the context of public health is the lack of sensitive diagnostic
methods that identify asymptomatic and false-negative patients. Given this, real-time
polymerase chain reaction (QPCR) may be promising in these locations due to the
high sensitivity for detecting small amounts of genetic material. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the applicability of Sm1-7qPCR in detecting
Schistosoma mansoni DNA in mouse samples. Thus, feces were -collected
individually, after 42 days of infection, from 15 mice exposed to S. mansoni infection
and from 15 uninfected mice, established as “not exposed”. The 30 samples were
subjected to the Hoffman and KK techniques, and were also used to compare two
DNA removal methods: the commercial QlAamp Power Fecal® kit and the in-house
phenol:chloroform (FC) method; DNA extraction analyzes were carried out using
absorbance A260/280, using a spectrophotometer. In addition, serial dilutions of S.
mansoni worm DNA were carried out in factor 10 for application in the Sm1-7qPCR
system, in order to obtain the analytical sensitivity of the technique. The optimized
gPCR system and Nested-PCR were used on stool DNA samples. The results
obtained by the diagnostic tests were analyzed using Stata 14 software, to obtain
epidemiological and agreement data (kappa). The results revealed better absorbance
variations (between 1.87 and 1.9) for the DNAs extracted using the commercial kit,
which were selected for application in the Sm1-7qPCR system. The optimization of
the gPCR system obtained a cutoff Ct of 35.32 for 1 fg/uL. Epidemiological sensitivity
was 73.3% for Kato-Katz; 66.7% for Hoffman; and the same value of 86.7% for
Nested-PCR and gPCR. The agreement compared to Cercariae infection was
excellent for Sm1-7qgPCR (K = 0.867; p < 0.001). Therefore, extractions obtained
using a commercial kit must be prioritized to ensure the good performance of
molecular techniques applied to diagnosis. Furthermore, Sm1-7qPCR proved to be a
useful tool for use in the diagnosis of schistosomiasis, as it detected the presence of
S. mansoni in biological samples in 13 of the 15 infected mice.

Key words: Schistosomiasis. Low endemicity. DNA extraction. Diagnosis. Parasite
load.
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1 INTRODUGAO

A esquistossomose € uma doenca parasitaria ocasionada pelo trematddeo do
género Schistosoma sp., cuja forma adulta habita os vasos mesentéricos do
hospedeiro definitivo (POSADA-MARTINEZ, 2022). A doenca é considerada pela
Organizagdo Mundial da Saude como uma das 20 doengas negligenciadas (WHO,
2020). O agente etiolégico S. mansoni é prevalente na América Latina em paises
como Brasil, Venezuela, Porto Rico, Antilhas e Suriname (VITORINO et al., 2012).
Na América Latina, infecta aproximadamente 1,8 milhdes de individuos e expde 30
milhdes ao risco de contrair a doenga (NOYA, 2015).

No contexto nacional, a manutengao da transmissédo desta parasitose e sua
expansao para novos territorios € dada pela manutengcéo de areas endémicas, as
quais resistem as politicas de prevencao, controle e tratamento, especialmente na
regidao Nordeste, onde ainda é prevalente (GOMES et al., 2014; NASCIMENTO;
MEIRELLES, 2020; NOYA, 2015; SOBRINHO et al., 2020).

O método diagndstico padrao-ouro para a esquistossomose em todo o0 mundo
€ o teste parasitolégico de fezes Kato-Katz (KK), que nado apenas identifica
individuos infectados, mas também determina sua carga parasitaria (MCMANUS et
al., 2018). Trata-se de um método diagndstico que apresenta alta especificidade;
entretanto, sua sensibilidade depende da carga parasitaria do hospedeiro, decaindo
em pacientes com baixas cargas parasitarias (LEVECKE et al., 2011; EASTON et al.,
2016).

O grande problema do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE), no
contexto da Saude Publica, é a auséncia de métodos diagndsticos sensiveis em
areas de baixa endemicidade, pois inumeras a¢des do PCE reduziram a gravidade
da doenca, sua prevaléncia e incidéncia em areas endémicas. A partir da limitacao
pela caréncia de métodos diagnosticos de maior sensibilidade, ha a manutencao de
poucos individuos infectados, com baixa carga parasitaria e, geralmente,
assintomaticos, os quais favorecem a manutencdo da transmissao nas areas
(BRASIL, 2014).

Diante de tal problematica, a Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo
Real (qPCR) tem se revelado eficiente. Trata-se de uma técnica capaz de quantificar
e monitorar a reagdo de amplificacdo de sequéncias de DNA (DUNN et al., 2020;
FREDRICKS, REALMAN, 1999). Dentre as possibilidades diagnosticas existentes, a
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técnica se destaca por ser capaz de identificar a presenca de DNA do parasito
mesmo frente a baixa a carga parasitaria e em pequenas quantidades de amostra.
Métodos como os de imunoensaios compartiham da eficiéncia na deteccgao,
entretanto, apresentam resultados falso-positivos associados a memdria imunoldgica
e a reacgdes cruzadas com outros parasitas (BELIZARIO et al., 2022).

Os sistemas de PCR vém sendo desenvolvidos como método diagnédstico de
diversas helmintiases, identificando infeccbes causadas por Schistosoma spp.
(OBENG et al., 2008; ESPIRITO-SANTO et al., 2014; CUNNINGHAM et al., 2018),
Strongyloides stercoralis (VERWEIJ et al., 2010), Trichuris trichiuria (LIU et al., 2013)
e Ascaris lumbricoides (WIRIA et al.,, 2010). Estas técnicas representam uma
alternativa diagnostica mais sensivel, principalmente em localidades com baixas
cargas parasitarias nos individuos doentes, o que aumenta a chance de
falso-negativos pelo método Kato-Katz (AL-SHEHRI et al., 2010).

A partir disso, a utilizagdo de métodos moleculares para diagnostico de
doencas infecciosas é necessaria, principalmente em areas de baixa endemicidade,
devido sua alta sensibilidade para deteccdo de pequenas quantidades de material
genético (CREGO-VICENTE et al.,, 2021; POMARI et al.,, 2019). Ademais, o
estabelecimento da PCR em tempo real como método de diagndstico para
esquistossomose possibilitaria a mensuracao do grau de infecgao e auxiliaria agcoes

no programa de controle da doenca.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

A esquistossomose € uma doenga parasitaria prevalente em regides tropicais
e subtropicais. Relacionada de maneira direta com saneamento basico precario e
com acesso a agua potavel, € endémica em 78 paises (ROSS et al., 2002) (Figura
1). A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que mais de 200 milhdes de
pessoas estejam infectadas e 700 milhdes estejam expostas ao risco de contrair a
doenga. Como consequéncia, a doenga é a segunda parasitose com maior impacto
socioecondmico, com perda de 2,5 milhdes de anos de vida perdidos por
incapacidade (DALYs) (WHO, 2021).
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Figura 1: Distribuicdo da prevaléncia da esquistossomose.

Prevaléncia da esquistossomose ‘

B Alta (> ou igual a 50%) 1’ "
Moderada (10-49%)

Baixa (<10%)

B MNio aplicdvel
Paises que reguerem avallagio
Paises ndo endémicos

Fonte: Adaptado de McManus et al. (2018).

No Brasil, as espécies parasitas de humanos foram introduzidas ao territério
no periodo escravocrata (COUTINHO et al.,, 1993; SANTOS et al., 2001). No
entanto, apenas o S. mansoni se estabeleceu, adaptando-se ao hospedeiro
intermediario. A continuidade da disseminagdo mundial da doenga € dada pela
imigragao de pessoas provenientes de regides tropicais (ROSS et al., 2002).

A presenga da parasitose no Brasil ocorre, principalmente, nas regides
Nordeste e Sudeste do pais, mais especificamente nos estados de Alagoas, Bahia,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Maranhao, Espirito Santo, e
Minas Gerais, sendo estas areas endémicas (BRASIL, 2022) (Figura 2). O controle e
acdes de vigilancia nas areas endémicas realiza-se por meio do Sistema de
Informag¢des do Programa de Vigilancia e Controle da Esquistossomose (SISPCE)
(BRASIL, 2014).
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Figura 2: Positividade para esquistossomose no Brasil entre 2010 e 2015.

| | areas nao trabalhadas
0,00
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. 5,00 - 15,00
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Fonte: Katz (2018).

O Estado de Pernambuco se destaca pela elevada prevaléncia, sendo 101
(54,6%) municipios endémicos e 35 (18,9%) considerados vulneraveis para a
doenga (SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE DE PERNAMBUCO, 2023). A
endemia historica do estado se estabeleceu nas zonas rurais e os focos da
parasitose se disseminaram para regides litoraneas, devido ao éxodo de
trabalhadores rurais infectados que agem como parte importante da manutencao do
ciclo biolégico do S. mansoni (BARBOSA, SILVA, BARBOSA, 1996; BARBOSA et
al., 1998; BARBOSA et al.,, 2000). No ano de 2022, os individuos com carga
parasitaria baixa representaram 83,3% dos casos positivos no estado (SECRETARIA
ESTADUAL DE SAUDE DE PERNAMBUCO, 2023). Além disso, algumas regides
como o Balneario de Porto de Galinhas (Ipojuca - PE), apresentaram redugao de
prevaléncia no periodo entre 2000 e 2012, devido ao investimento em urbanizagao e
em saneamento basico (GOMES et al., 2012). A dindmica do cenario da
esquistossomose, perante a Saude Publica do Estado de Pernambuco, estabelece

diferentes desafios a serem enfrentados pelo Programa de Controle da
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Esquistossomose (PCE), como a caréncia de técnicas de maior sensibilidade para a

deteccédo de individuos doentes em areas de baixa endemicidade (BRASIL, 2014).

2.2 MorroLoalA E CicLo BioLodaico

No filo Platyhelminthes, o género Schistosoma é responsavel por causar a
parasitose intravascular, denominada esquistossomose e de maneira popular,
"barriga d’agua”. Em humanos, as espécies infectantes sdo: S. haematobium, S.
Japonicum, S. guineensis, S. intercalatum, S. mekongi e S. mansoni (NEVES, 2016).

A morfologia do parasito diverge ao longo do seu ciclo biolégico. O macho
possui duas ventosas (oral e acetabulo) e em sua face posterior, encontra-se dobras
longitudinais formando o canal ginecoforo. Ja a fémea, é mais longa, também possui
ventosas e coloracdo mais escura. Na vida adulta, € comumente encontrada dentro
do canal ginecéforo do macho, onde acontece a reprodugdo sexuada (NEVES,
2016).

O ciclo biolégico do S. mansoni é classificado como heteroxeno (Figura 3),
envolvendo uma fase no ser humano, que atua como hospedeiro definitivo (fase
sexuada), e outra no caramujo, que age como hospedeiro intermediario (fase
assexuada). Inicia-se com a postura dos ovos no 35° dia ap6s a infecgao, na
submucosa das veias mesentéricas de seres humanos, seus hospedeiros definitivos.
Na espécie S. mansoni, os ovos possuem formato oval com espicula lateral e, com a
maturagao, observa-se dentro o miracidio - forma infectante para o hospedeiro
intermediario. Dentre os 400 ovos por dia que sédo ovipositados pela fémea, metade
alcancam a luz intestinal para restabelecer o ciclo de infecgdo. O deslocamento até
o0 meio externo ocorre em seis dias, caso supere 20 dias, os ovos tornam-se
inviaveis (MCMANUS et al., 2018; NEVES, 2016).

O miracidio gerado é morfologicamente cilindrico e ciliado para movimento
aquatico. Dentro de fontes de agua doce, influenciada pela temperatura, ocorre a
eclosdo do ovo e, apdés 8 horas, o miracidio realiza a penetragdo no molusco
(hospedeiro intermediario), por meio de uma papila apical com glandulas adesivas. A
associacdo de movimentos giratérios e enzimas proteoliticas presentes nas
glandulas, favorece o inicio da infeccdo no caramujo a partir do epitélio
subtegumentar. Apos esta etapa, ocorre a multiplicacdo assexuada dos miracidios,

que passam por trés estagios de desenvolvimento (esporocistos |, Il e lll), resultando
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na formacdo das cercarias, que correspondem forma infectante para os seres
humanos (MCMANUS et al., 2018; NEVES, 2016).

Figura 3: Ciclo biologico do Schistosoma mansoni

A\ = Estégio Infectante
A = Estégio Diagnidstico

a Az cercanas 280 liberadaz pelo caramujo,

r ' para & Agua, e nadam livremente
Esporocisto em caramujos ()
(sucessivas geragies) “,

o
@94

2z miracidios penetram nos
lecidos do caramujo n

ﬁ Az cercarias perdem a cauda
durante & penetracio e
trﬂnsfumﬂn -5& Bm esgistossimulos

ﬁ Circulagéo
igracio para o sangue portal

o figado e amdurecimento da
forma adults @.

M
‘ HS

-

9 w M .1}15\\5 .ﬂ. Me ulrina
Y

Ovios eclodem e\ M
liberam miracidos 3

c

Pares de vermes migram para:
I wenulas mesentéricas do intestinodeto
A (dﬂpnsﬁﬁm OWOE gue circulam
5 mansom S haematobium para o figado & casm nas fezes)
c C Plexo venoso da baxiga

Fonte: Adaptado de Center of Disease Control and Prevention (CDC). Disponivel em:
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/
Schistosomiasis.html.

Mediante estimulos como luz e calor, as cercarias emergem do caramujo e
permanecem no meio aquatico até encontrarem seu hospedeiro definitivo. Em
resposta aos sinais quimicos, as cercarias penetram ativamente na pele humana, a
partir de mecanismos mecanicos e enzimaticos. Durante esse processo, elas
perdem sua cauda bifurcada e assumem a forma de esquistossbmulos. Estes
alcangam o lado direito do coragdo por meio dos vasos sanguineos e linfaticos e,
posteriormente, atravessam os pulmodes antes de se estabelecerem nas veias do
sistema porta-hepatico, onde completam seu desenvolvimento. Os vermes adultos
se acasalam, migrando entao para a veia mesentérica inferior, e € nesse momento

que a fémea inicia a oviposi¢ao, encerrando, assim, seu ciclo evolutivo (REY, 2015).
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2.3 HOSPEDEIRO INTERMEDIARIO

O S. mansoni tem como hospedeiro intermediario moluscos que pertencem ao
filo Mollusca e a classe Gastropoda, compreendendo trés ordens: Stylommatophora,
Systellommatophora e Basommatophora. Esta ultima é hospedeira de trematddeos e
nematddeos e inclui cinco familias de importancia médica e veterinaria: Chilinidae,
Lymnaeidae, Physidae, Ancylidae e Planorbidae (NEVES, 2016).

A familia Planorbidae abrange o género Biomphalaria, que possui grande
importancia epidemiolégica no Brasil, uma vez que inclui trés espécies naturalmente
infectadas pelo S. mansoni: B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila (BEZERRA;
FERNANDEZ; THIENGO, 2016).

No Brasil, as espécies de Biomphalaria que atuam como hospedeiros
intermediarios estdo amplamente distribuidas. Pelo menos uma das trés espécies ja
foi registrada em 24 dos 26 estados brasileiros, além do Distrito Federal, ndo
havendo registro de ocorréncia nos estados do Amapa e Rondénia. Portanto, a
distribuicdo geografica da esquistossomose mansoni no Brasil esta diretamente
relacionada a presenga desses caramujos, que estdo amplamente disseminados no
pais e adaptados a diferentes condigbes ambientais e climaticas (BEZERRA;
FERNANDEZ; THIENGO, 2016).

B. glabrata é a espécie mais importante como vetor do S. mansoni, pois sua
distribuicdo geralmente esta associada a ocorréncia da esquistossomose,
apresentando altos niveis de infec¢do. Ja a susceptibilidade a infeccdo por meio de
B. straminea € menor do que a de B. glabrata, porém, € a espécie que melhor se
adapta as variagdes climaticas do pais. No Nordeste, € a espécie responsavel por
manter a esquistossomose em grande parte do territorio. B. tenagophila possui uma
distribuicdo geografica mais restrita, sendo registrada em 10 estados brasileiros,
além do Distrito Federal. Sua importancia epidemiolégica na transmissao do S.
mansoni esta concentrada nos estados das regides Sul e Sudeste (BEZERRA;
FERNANDEZ; THIENGO, 2016; NEVES, 2016; REY, 2015).
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2.4 FISIOPATOLOGIA

A oviposicao pelas fémeas de S. mansoni faz com que parte desses ovos
consigam atravessar a mucosa intestinal e alcance a luz do intestino, sendo
eliminados nas fezes com a ajuda de enzimas e da resposta imune do hospedeiro.
Outra parte dos ovos fica retida na mucosa intestinal, desencadeando uma reag¢ao
inflamatoéria granulomatosa local. Aproximadamente um terco dos ovos é
transportado pela corrente sanguinea até o figado, onde ficam retidos em pequenos
ramos venosos portais pré-sinusoidais, também desencadeando uma reagao
granulomatosa local. A jungdo do numero de vermes que infectam o hospedeiro, a
resposta imune desencadeada pela parasitose e os granulomas hepaticos
ocasionados pelos ovos, resultam na formagdo de faixas de fibrose periportal,
denominadas como Fibroses de Symmers, sendo uma lesdo caracteristica da
esquistossomose (DOMINGUES, FERRAZ, 2012; ANDRADE, 2004).

A reagao granulomatosa ao redor da instalagcdo do ovo € considerada a
principal causa das manifestagdes patoldgicas da esquistossomose, especialmente
no figado e no intestino. Apdés a morte do miracidio, as células inflamatdrias do
hospedeiro invadem e absorvem o ovo, em um processo que se estende por de 3
meses. O granuloma pode ser completamente absorvido ou ocasionar uma reagao
fibrética residual, a depender da resposta imune.

A formagédo dos granulomas é uma reacdo de hipersensibilidade tardia
mediada por linfocitos CD4 T-helper (Th0). Assim, o tipo de resposta imune
desempenha um papel importante no desenvolvimento de formas graves da doenga
(ABATH et al., 2006). As células ThO podem se diferenciar em Th1 ou Th2,
regulando-se de maneira reciproca. Th1 produzem Interleucina (IL)2, INF-gama, e
TNF, que ativardo mecanismos citotéxicos e inflamatérios e induzindo a
sensibilidade celular retardada. A diferenciacdo de células ThO em células Th2
resulta na dispersao de IL4, IL5, IL10 e IL13, que promovem a producdo de
anticorpos, principalmente IgE, e aumentam a proliferacdo e ativagdo dos
eosindfilos. (ABATH et al., 2006).

Na fase cronica, ha uma resposta modulada, a qual ocorre redugdo da
resposta inflamatéria aos novos ovos que continuam alcangando o figado. A
gravidade da infecgdo e a resposta imune do hospedeiro sido fatores que

determinam o desenvolvimento das formas clinicas da doenca, dependendo do
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tempo de infecgdo, da frequéncia de contato com os focos de transmissdo e do
numero de infecgdes sucessivas. O tipo de resposta imune e o desenvolvimento de
imunidade a infeccdo sao influenciados pela carga genética do hospedeiro.
Diferentes genes regulam a suscetibilidade a infecg&o, a reinfecgéo e a fibrogénese.
Alguns individuos desenvolvem imunidade contra reinfecgdes, enquanto outros n&o
(ABATH et al., 2006; DOMINGUES; FERRAZ, 2012).

O estagio inicial da esquistossomose é caracterizado por diferentes estagios.
A forma assintomatica da doenca normalmente acomete moradores de areas
endémicas e/ou com baixa carga parasitaria. A forma sintomatica € uma condigéo
que manifesta-se quando acontece o primeiro contato com o parasito ou durante
reinfecgdes apods tratamento (LAMBERTUCCI, 2014).

Ainda na fase aguda sintomatica, o primeiro sintoma, chamado de dermatite
cercariana, ocorre entre as primeiras 72 horas da penetracédo das cercarias na pele.
Apresenta-se como micropapulas eritematosas, que ocasionam prurido semelhante
a picada de insetos. No estagio que antecede a postura dos ovos pela fémea, a
sintomatologia se desenvolve a partir de tosse seca, cefaléia, nauseas, febre, célica
abdominal, diarréia, leucocitose e eosinofilia, se relacionando diretamente com a
resposta imune do hospedeiro e com a carga parasitaria (JAUREGUIBERRY;
PARIS; CAUMES, 2010).

Na fase pods-postural, além do agravamento dos sintomas citados
anteriormente, observa-se a presenga de sangue nas fezes e sinais frequentes da
doenga, como hepatoesplenomegalia e a sindrome sistémica de hipersensibilidade,
além de infiltrados pulmonares em exames laboratoriais de imagem (DOMINGUES;
FERRAZ, 2012; JAUREGUIBERRY; PARIS; CAUMES, 2010).

A forma crénica da esquistossomose decorre de 3 a 4 meses apos a infecgao,
sendo a forma assintomatica uma condicdo clinica recorrente em areas endémicas,
em individuos com baixa carga parasitaria que cumprem papel na manutencao dos
focos de transmisséo, dando continuidade ao ciclo da doenga. A forma sintomatica,
na fase crbnica, pode se desenvolver a partir de diferentes manifestacdes clinicas,
como: hepatointestinal, por meio de indisposicao, tontura, perda de peso, anemia e
diarréia sanguinolenta; e hepatica, por meio de queixas intestinais, hepatomegalia,
fiborose periportal moderada, varizes no eséfago, presenga ou auséncia de
esplenomegalia (Figura 4) (DOMINGUES; FERRAZ, 2012).
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Figura 4: Esquistossomose crbnica ativa e tardia estabelecida

3 S

Fonte: McManus et al (2018).

A neuroesquistossomose é uma das formas clinicas mais graves da doenca,
com acometimento do sistema nervoso central de maneira ectopica por meio da
formagao de granuloma, a partir da instalagdo do ovo de Schistosoma sp. na medula
espinhal. Acomete segmentos toracicos baixos, lombar ou regido sacral da medula
espinhal e, também, a cauda equina. O inicio dos sintomas é dado por um quadro de
dores na lombar e, posteriormente, por fraqueza muscular e alteragdes sensoriais
(ANDRADE, 2008).

2.5 DiagNOsTICO

2.5.1 Diagnostico Parasitolégico

A utilizacao de exames laboratoriais € indispensavel para a confirmacao da
infeccao pelo S. mansoni. O método de Hoffman, Pons e Janer, conhecido como
sedimentagao espontanea, utiliza um calice cbnico para filtrar 5 g de fezes através
de gazes dobradas em quatro partes (Figura 5). Apos o tempo de sedimentagéo, o
sobrenadante € desprezado e o sedimento € analisado em microscépio para
observacdo de ovos de helmintos e cistos de protozoarios (HOFFMAN, PONS,
JANER, 1934).
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Figura 5: Técnica parasitolégica de Hoffman, Pons e Janer.

Fonte: Pedrosa et al. (2019)

O diagndstico parasitolégico considerado padrao-ouro pela OMS para
confirmagdo da esquistossomose € a técnica Kato-Katz (KK) (BARBOSA et al,
2017). A deteccéao ocorre por meio da filtragem das fezes por uma malha de 105 pm,
que, posteriormente, é transferida para a lamina através de um molde plastico para
padronizagcao da técnica (Figura 6). A cobertura da lamina é realizada por uma
laminula de papel celofane embebida em corante de verde malaquita e, apos
secagem, a analise microscépica € realizada para a contagem dos ovos e
multiplicagdo por fator 24 para obtencéo das quantidade de ovos por grama de fezes
(OPG) (KATZ, CHAVES, PELLEGRINO, 1972; UTZINGER, 2015). A técnica é capaz
de identificar ovos de outros helmintos que sao eliminados por fezes, como também,
estabelecer a carga parasitaria de S. mansoni como leve (até 99 OPG), moderada
(100 a 399 OPG) e elevada (igual ou acima de 400 OPG) (WHO, 2020).

Figura 6: Técnica parasitologica de Kato-Katz.
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Fonte: Pedrosa et al. (2019)

Apesar de apresentarem baixo custo e alta especificidade, em areas de baixa
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endemicidade apresenta baixa sensibilidade. Como resultado, ha um aumento de
resultados falsos negativos para pacientes com carga parasitaria leve, resultando na
subnotificagdo dos casos e a manutencdo de individuos infectados como
reservatorio da doenca, além de dificultar a avaliacdo das medidas de controle para
a doenca (ENK, 2008; BRASIL, 2014)

As estratégias adotadas para contornar essa situagdo sédo a realizagao de
esfregacos em replicata e/ou a coleta de mais de um material fecal em diferentes
dias (OLIVEIRA et al., 2005). Entretanto, o aumento do processamento de material
aumenta o custo e o tempo de analise, sendo necessaria a implementagdo de novas
alternativas diagndsticas mais sensiveis, como ensaios imunologicos e moleculares
(SILVA-MORAES et al., 2019).

2.5.2 Diagnostico Imunologico

A deteccdo da infeccdo por meio de ensaios imunoldgicos ocorre pela
identificagcdo de anticorpos ou antigenos circulantes, sendo classificados como
diretos e indiretos. O método direto identifica antigenos especificos do parasito,
enquanto o indireto detecta anticorpos produzidos pelo hospedeiro contra o
patogeno (DE JONGE et al, 1991).

As reagbes para diagnostico imunolégico sdo complementares aos exames
parasitologicos, estando comercialmente disponiveis em kits de ELISA e kits de
hemaglutinagdo indireta para detecgdo de anticorpos anti-S. mansoni (COSTA,
2018). No entanto, o método mais descrito € o POC-CCA, um teste rapido de
imunocromatografia que detecta o antigeno catddico circulante (CCA), presente na
urina ou soro dos pacientes (Figura 7) (ETTEN et al., 1994). O CCA é um
polissacarideo carregado positivamente e com peso molecular baixo, sendo
secretado pelo verme adulto. Todavia, apesar de ser melhor detectado na urina, a
concentracdo do antigeno diminui consideravelmente apds o tratamento com
quimioterapicos e a acuracia do teste esta relacionada diretamente com o grau de
infeccdo e com a prevaléncia (DEELDER et al, 1976; CAVALCANTI, CUNHA,
PERALTA, 2019; SIQUEIRA et al., 2016).
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Figura 7: Teste rapido Schisto POC-CCA™ para diagndstico imunolégico de
esquistossomose.

Fonte: ICT diagnostics. Disponivel em: http://www.ictdiagnostics.co.za/schistosoma1.html.

2.5.3 Diagndstico Molecular

As técnicas moleculares utilizadas para investigagdo de patdégenos
baseiam-se na deteccdo de DNA do parasito em amostras biolégicas de individuos
suspeitos de infeccdo. Para isso, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma
ferramenta importante para detecgdo do material genético em amostras com carga
parasitaria leve, devido a sua alta sensibilidade e especificidade (PONTES;
DIAS-NETO; RABELLO A., 2002).

Para a realizagdo de um ensaio de PCR, regides alvo de DNA de fita simples
ou de fita dupla sdo amplificadas exponencialmente por meio da utilizagao de uma
enzima polimerase, em diferentes ciclagens com variagcbes de temperatura. A
reagao ocorre essencialmente a partir da adigdo de (1) duas pequenas sequéncias
de iniciadores, os primers, que sdo complementares a regido alvo do DNA de
estudo; (2) quatro desoxirribonucleotideos trifosfatados (dGTP, dCTP, dATP e dTTP)
que serao adicionados a sequéncia; (3) enzima polimerase termoestavel e solugéo
tampao (EISENSTEIN, 1990).

As etapas envolvidas na técnica se iniciam pela desnaturacao da dupla fita de
DNA com elevadas temperaturas (entre 92 e 95°C), com a finalidade de quebra das
ligacbes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas. A desnaturagdo deixa em
evidéncia a sequéncia alvo que sera utilizada na etapa de anelamento com o
iniciador previamente sintetizado, ocorrendo em temperaturas entre 35 e 60°C.
Nesta etapa, é de suma importancia que as sequéncias de primers nao anelem entre
si, além da garantia da pureza da amostra de DNA com técnicas eficientes de
extragdo, para que se evite o surgimento de amplificagbes indesejadas, chamadas
de amplificagdes inespecificas (EISENSTEIN, 1990).

Por fim, a enzima polimerase realiza a fase de extensdo em torno de 72°C,
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seguindo o sentido 5—3’, incorporando as moléculas de desoxirribonucleotideos
trifosfatados de maneira complementar na sequéncia. O consumo dos reagentes
ocorre a medida que os ciclos destas trés etapas sao repetidos, aumentando de
maneira exponencial a quantidade da sequéncia alvo e a visualizagao do produto
pode ser realizada de maneira qualitativa por meio da eletroforese em gel de
agarose em sistemas de PCR convencional (EISENSTEIN, 1990; TAYLOR, 1993).

A partir do uso da PCR convencional, surgiram variagdes da ferramenta como
novas alternativas, por exemplo: a PCR Multiplex, com a amplificacdo de mais de
um alvo em uma unica reagcdao (HAWKINS; GUEST, 2016); Nested-PCR, duas
reacbes de dupla amplificacdo, em que o produto da primeira é aplicado na
segunda, aumentando a sensibilidade (MELO, 2006); LAMP-PCR, que ocorre em
temperatura constante e a visualizagdo do produto pode ser realizada com adi¢ao de
corante ao proprio tubo de reagdo (GOMES; JUNIOR; MELO, 2022); e a PCR em
tempo real, empregada para quantificacédo da amplificagdo do material genético, sem
utiizacdo de eletroforese e evitando contaminagbes exdégenas na reagao
(ESPIRITO-SANTO et al., 2014).

Como uma alternativa quantitativa @8 PCR convencional, a PCR em tempo real
(qPCR) utiliza fluoréforos que se hibridizam a dupla fita de DNA ao passo que
ocorrem as amplificagdes. Esse processo pode ocorrer a partir de duas abordagens
metodoldgicas: utilizagao de corantes ligantes de dupla fita de DNA ou pelo emprego
de oligonucleotideos marcados com fluoréforos, como em sistemas Tagman® de
sondas de hidrélise (TAJADINI, PANJEHPOUR, JAVANMARD, 2014; KRALIK;
RICCHI, 2017).

Na utilizacdo de intercalantes, € empregado um corante - normalmente,
SYBR® Green |, o qual apresenta ligagdo com a dupla-fita de DNA sintetizada ao
longo dos ciclos da qgPCR (FLEIGE; PFAFFL, 2006). Ao longo da reagdo, os
produtos sao sintetizados (amplicons), havendo a ligagdo do corante a cada sintese
de dupla-fita e, com isso, mais SYBR® Green | sera ligado a sequéncia, resultando
em um aumento proporcional da fluorescéncia (Figura 8) (BOTES, KWAADSTENIET,
CLOETE, 2013). Entretanto, sua desvantagem se deve ao fato dos corantes
presentes na reagao serem inespecificos, podendo se ligarem a subprodutos como
dimeros de primers (ARIKAWA et al., 2008).
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Figura 8: Esquema representativo da técnica de PCR em tempo real baseada na utilizagao
de corantes ligantes de dupla fita de DNA.
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Fonte: Adaptado de Integra (2022). Disponivel em:
https://www.integra-biosciences.com/china/en/blog/article/how-does-gpcr-work-sybrr-green-vs-tagman

No sistema empregando oligonucleotideos complementares a sequéncia alvo,
sdo acopladas as seguintes moléculas: o reporter, que estara ligado na extremidade
3’ da sonda de DNA e tem a funcdo de emitir energia por meio de fluorescéncia
quando a exonuclease da reagao clivar a sequéncia, separando-o do quencher, que
por sua vez, estara localizado na extremidade 5 e realiza o bloqueio da
fluorescéncia. Assim, o sinal de fundo nao especifico € suprimido, aumentando a
especificidade e a sensibilidade da deteccdo durante a qPCR (NAVARRO et al.,
2015) (Figura 9).
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Figura 9: Esquema representativo da técnica de PCR em tempo real baseada em oligonucleotideos
marcados com fluoréforo. “R” representa o “reporter”, ligado na extremidade 3’ da sonda e “Q”
representando o “quencher”, na extremidade 5’.
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Fonte: Adaptado de Integra (2022). Disponivel em:
https://www.integra-biosciences.com/china/en/blog/article/how-does-gpcr-work-sybrr-green-vs-tagman
r.

Durante a reagéao, o software gera um grafico em tempo real (Figura 10), onde
sdo relacionados os ciclos, no eixo das abscissas, e a fluorescéncia emitida, no eixo
das ordenadas. Cada linha projetada sobre o grafico representa uma amostra, que
se eleva ao passo que a deteccdo da fluorescéncia aumenta de maneira
exponencial. O ultrapassamento da amostra sobre a linha paralela ao eixo X
presente no grafico, faz com que seja computado o limiar de detecg¢do, conhecido
como “threshold” e a quantidade de ciclos necessarios para o cruzamento da linha é
chamado de “cycle threshold” (Ct). Assim, o numero de Ct & proporcional ao
logaritmo da quantidade de gene alvo na reagao, ou seja, quanto menor o seu valor,

maior a presencga do gene de interesse (Thermo Fisher Scientific, 2016).
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Figura 10: Representagéo do grafico de amplificagdo de PCR em tempo real.
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Fonte: Adaptado de bioMérieux industry. Disponivel em:
https://www.biomerieux-industry.com/pt/food-safety-quality/resources/scientific-library/2020-11-25-part-
6-pcr-detection-beer-spoilage.

Portanto, a aplicagdo de ferramentas moleculares para a deteccdo de S.
mansoni pode ser uma alternativa para a diminui¢ao dos casos de subnotificacdo em
areas de baixa endemicidade, uma vez que sdo capazes de identificar a presenca
do patégeno em pequenas quantidades de amostra. Em adigado, o estabelecimento
da PCR em tempo real como método diagndstico pode auxiliar na composicao de
um diagnodstico combinado, o qual é recomendado pela Organizagdo Mundial de

Saude para controle e eliminacédo da esquistossomose humana (WHO, 2022).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicabilidade da Sm1-7gPCR para detec¢cao de DNA de S. mansoni

em modelo murino com infecgéo controlada.

3.2 OBJETIVOS EspPECiFicos

I.  Avaliar diferentes métodos de extracao de DNA de S. mansoni em amostras

de fezes;
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[I. Otimizar a técnica Sm1-7qPCR com quantidades conhecidas de DNA
genbmico de S. mansoni,
lll.  Aplicar o sistema de Sm1-7gPCR otimizado em DNA extraido das amostras

de fezes de camundongos.

4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DE ESTUDO

O estudo foi feito controladamente, utilizando 15 camundongos fémeas de
linhagem Swiss webster que foram expostos a infecgdo com 100 cercarias de S.
mansoni (cepa LE), empregados na manutencéo do ciclo biolégico do parasito no
Laboratério de Referéncia em Esquistossomose (LRE), Fiocruz, Pernambuco. O
recolhimento de suas fezes foi realizado apds 42 dias da data de infecgao, para
obtencao dos ovos de S. mansoni.

Para isso, os animais foram submetidos a ambiente controlado de 24 a 26°C,
durante 50 minutos, e separados isoladamente em caixas microisoladoras de 31,6
cm x 21,5 cm x 20,7 cm, sem disposicao de comida e agua, e com auséncia de
maravalha, para evitar contato de residuos e urina. As fezes foram recolhidas com
auxilio de uma pinga e refrigeradas a - 20 °C para processamento posterior.

A coleta também foi realizada para 15 camundongos n&o infectados,
estabelecidos como controle negativo. No total, as 30 amostras recolhidas (de
infectados e néao infectados) foram submetidas as técnicas parasitoldgicas de
Kato-Katz (KATZ, CHAVES, PELLEGRINO, 1972) e Hoffman (HOFFMAN, PONS,
JANER, 1934), para confirmagao da infecgao.

4.2 ExTrACAO DE Acipos NUCLEICOS

As amostras de fezes obtidas foram utilizadas para comparagao de dois
métodos de extracdo de DNA: (1) kit QIAamp Power Fecal® (QIAGEN, Hilden,
Alemanha), de acordo com as recomendacgdes do fabricante; (2) método in house
baseado na técnica de fenol-cloroférmio adaptado (SAMBROOK et al., 1989).
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Para o método adaptado in house, foi adicionado 1000ul de tampao de lise
(50mM Tris, 100mM EDTA, 1% SDS, pH 8,0) e 1 mg/ml de proteinases K, cujos
componentes foram homogeneizados gentilmente e incubados em estufa a 56°C por
12 horas (Fanem, Sao Paulo, Brazil). Em seguida, o material foi “vortexado” e
centrifugado a 14.000 rpm por 5 minutos e aproximadamente 800ul de sobrenadante
foi transferido para um tubo estéril. A extragao foi seguida pela adigao de 800 pl de
fenol, sendo levemente homogeneizada e entdo centrifugada a 14.000 rpm por 3
minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo estéril e extraido com
fenol:cloroférmio (1:1) por centrifugagdo a 14.000 rpm por 1 minuto. Esta etapa foi
novamente repetida. Depois disso, o sobrenadante foi retirado e adicionado ao
cloroféormio (1:1), seguido por centrifugacdo de 14.000 rpm por 1 minuto. Por
conseguinte, foi adicionado alcool isopropilico ao sobrenadante (1:1) e deixado em
repouso até a precipitacdo completa do DNA, durante 20 minutos em um freezer a -
20°C. O tubo foi centrifugado a 14.000 rpm por 2 minutos, o sobrenadante foi
decantado, e o precipitado formado (DNA) permaneceu em temperatura ambiente
até a completa evaporagéo do alcool isopropilico. Por fim, adicionou-se 500 ul de
agua livre de nucleases para a ressuspensdo do material genético, incubando a
90°C no Thermomixer™ (Eppendorf, Hamburg, Germany), por 30 minutos, para a
inativacdo de DNases, enzimas capazes de degradar o DNA.

Posteriormente, a concentracdo de DNA nas amostras foi estabelecida no
espectrofotometro de microvolumes NanoDrop One ® (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA) a partir das analises do coeficiente de pureza
A260/280.

Cinco vermes adultos machos de S. mansoni de cepa LE também foram
utilizados para a extragdo de DNA por meio de kit comercial QlAamp Power Fecal®
(QIAGEN, Hilden, Alemanha), seguindo a recomendagdo do fabricante, para a

realizacao da otimizacao do sistema.

4.3 METODOS MOLECULARES

4.3.1 Nested-PCR

Para fins de comparacao, a Nested-PCR foi aplicada no DNA das amostras

de fezes que foram extraidas pelo método in house e por kit comercial, reproduzindo
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o protocolo adaptado de Melo et al. (2006). Para isso, realizou-se, inicialmente, uma
PCR convencional, preparada a partir de uma solugao de 25 pl contendo tampao
Tris-HCI (1x), 1,5mM de MgCl,, 0,2mM de mix de dNTP, 0,1U de Taqg DNA
polimerase (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EUA), 2 pmol dos primers externos
Schfo11 (5-GTT ACG ATC AGG ACC AGT GT-3’) e Unvre16 (5-CCG GAC ATC
TAA GGG CAT CA-3’) e 2 uL de DNA das amostras coletadas (aproximadamente 30
ng/uL). As amplificagdes foram obtidas a partir do termociclador LifePro thermal
cycler (Bioer Technology, Zhejiang, China), programado com fases de desnaturagéo
inicialmente a 92°C por 3 min, seguida por a 92°C por 30s, anelamento de 63°C por
1min e por fim, com extensdo de 72°C por 1 min, repetidas em 30 ciclos. Foram
incluidas amostras positivas com 1 ng/uL de DNA de S. mansoni e um controle
negativo para observagao de contaminacgéo.

A seguir, a etapa de Nested foi realizada utilizando os mesmos parametros da
PCR convencional, alterando a concentragao dos primers (5 pmol) externos pelos
internos Schfo17 (5-GTG CTG GTG GGT TGA CGA GTT C-3’) e Schre19 (5°-CTA
AAC GAG CAC AGA GGA C-3), além da temperatura de anelamento a 53°C.
Adicionou-se 2 uL do produto da primeira PCR para a reacéo.

Os amplicons da Nested-PCR foram aplicados em de 2% de agarose e
marcados em brometo de etidio. Foi utilizado o ladder para comparacgéo da altura de
bandas das amostras (721 pb) a partir da marcacdo de 100pb. A bandas de DNA
foram separadas por 60 minutos, a 90V em 1,0x tampédo TAE, visualizadas em
transiluminador de luz ultravioleta, sendo fotografadas com um sistema de

documentacéao LPix EX (Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil).

4.3.2 Técnica Reagédo De Polimerase em Cadeia Em Tempo Real (Sm1-7qPCR)

A amplificagdo de DNA em tempo real foi realizada a partir de um conjunto de
primers e sondas especificos para a regidao Sm1-7 em tandem do rDNA (121 pb),
descrita por Hamburger et al. (1991). As sequéncias dos primers utilizadas foram
para forward F2: 5-CCG ACC AAC CGT TCT ATG A-3'; e reverse R2: 5-CAC GCT
CTC GCA AAT AAT CTA AA- 3' [25]; ja a sonda foi PO2: 5- 6 [FAM] TCG TTG TAT
CTC CGA AAC CAC TGG ACG [(BHQ1]) - 3', sintetizados pela Sigma Life Sciences
(Woodlands, Texas, EUA). Assim, todas as amostras foram avaliadas em duplicatas

utilizando reagentes TagMan® (Life Technologies, California, USA).
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A reacao foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Espirito-Santo
et al., 2014, em volume final de 20 pL, constituido por 10 yL de TagMan® Universal
Master Mix PCR 2X (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), 0,8
pmol dos primers F2 e R2 e 0,8 pmol da sonda PO2 [FAM] (Sigma Custom Products)
e 2 YL de DNA purificado (aproximadamente 30 ng/uL). Para cada amostra, outra
reacao foi realizada em paralelo, utilizando o controle exdgeno positivo (IPC)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) em volume final de 21 L,
constituida por 10 uL de TagMan® Universal PCR Master Mix 2X, 5 uL do controle
exdgeno IPC 10X, 1 uL do controle exégeno IPC 50X e 2 yL da amostra de DNA
purificado (aproximadamente 30 ng/pL). Os ensaios foram realizados no
equipamento de PCR em tempo real QuantStudio 5° (Thermo Fisher Scientific,
Foster City, CA, USA), aplicando as seguintes condigdes: 50 °C durante 2 min, 95 °C
durante 10 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 15 s e 60 °C durante 1 minuto.

Para determinar a sensibilidade analitica, foram realizadas diluicdes de fator
10, seriadas, em que foram adicionados 2 pl de DNA de S. mansoni nas seguintes

concentragdes: 1 ng/uL; 100 pg/uL; 10 pg/uL; 1 pg/uL; 100 fg/uL; 10 fg/uL e 1 fg/uL.

4.4 ANALISE DE RESULTADO

Foram calculadas a sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos

e negativos da Sm1-7qPCR, com intervalos de confianga de 95% (Quadro 1).

Quadro 1: Modelo esquematico para calculo dos parametros utilizados para validagao do sistema

qPCR.

TESTE INFECTADO ' | NAO INFECTADO’ TOTAL
POSITIVO 2 a b a+b
NEGATIVO ? c d c+d

TOTAL a+c b+d a+b+c+d=n

' Expostos a infecgdo por cercaria.
2 Testes diagnosticos.

e Sensibilidade = a / a + c: Refere-se a percentagem de resultados positivos
obtidos pelo teste aplicado, frente ao numero real de infectados, realizado a
partir da exposicdo as cercarias, ou seja, a propor¢cao de resultados

verdadeiramente positivos.
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e Especificidade = d / b + d: Refere-se a percentagem de resultados negativos
obtidos pelo teste aplicado, frente ao numero real de n&o-infectados, ou seja,
a propor¢ao de verdadeiros negativos.

e \Valor preditivo positivo (VPP) = a / a + b: Refere-se a probabilidade de
animais infectados em relacdo ao numero total de resultados positivos dos
exames.

e Valor preditivo negativo (VPN) = d / ¢ + d: Refere-se a probabilidade de
animais néo infectados em relagdo ao numero total de resultados negativos
dos exames.

A avaliagao de concordancia de todos os testes utilizados nesta pesquisa foi
realizada por meio do indice Kappa (K). O indice K € um dos melhores indicadores
de concordancia em relagdo a taxa geral de concordancia, por ser um indicador de
concordancia ajustada, pois considera a concordancia devida a chance. O K informa
a proporcado de concordancia nao aleatoria (além da esperada pela chance) entre
observadores ou medidas da mesma variavel categdrica, e seu valor varia de
"menos 1" (completo desacordo) a "mais 1" (concordancia total). Se a medida
concorda for mais frequentemente do que seria esperado pela chance, entdo o
indice K é positivo; se a concordancia é completa K = 1. Zero indica 0 mesmo que
leituras feitas ao acaso. O quadro 2 apresenta os valores do K e respectivas
interpretacoes.

Quadro 2: Escala de concordancia do Kappa (K)

Kappa Concordancia
< 0,00 Nenhuma
0,01 -10,20 Fraca
0,21 -0,40 Sofrivel
0,41 -10,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81 -0,99 Otima
1,00 Perfeita

Adaptado de Richard & Koch (1977).

O indice Kappa, assim como os demais testes estatisticos que foram
utilizados para analise dos dados desta pesquisa foram realizados no software Stata

(verséo 14).
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4.5 CONSIDERAGOES ETICAS

Este projeto utilizou amostras de fezes dos camundongos empregados na
manutencédo do ciclo do S. mansoni no LRE/Fiocruz/PE. Para tanto, foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto de Pesquisas Aggeu
Magalhaes/ Fiocruz (CEUA: n° 173/2021).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicagao da técnica de Fenol:Cloroférmio nas amostras de camundongos
resultou na presenca de amplificagcdes inespecificas, quando aplicada a Nested-PCR
nas amostras de camundongos nao infectados (Figura 11). Enquanto nas amostras
de camundongos infectados, ndo houve a indicacdo da presengca de material
genético de S. mansoni (Figura 12).

Figura 11: Gel de agarose (2%) com o resultado de Nested-PCR do DNA das amostras de fezes de
camundongos nao infectados por S. mansoni e extraidas por fenol:cloroférmio.

Legenda: (M) Marcador de 100pb. (CP) Controle positivo. (CN) Controle negativo.
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Figura 12: Gel de agarose (2%) com o resultado de Nested-PCR do DNA das amostras de fezes de
camundongos infectados por S. mansoni e extraidas por fenol:cloroférmio.

Legenda: (M) Marcador de 100pb. (CP) Controle positivo. (CN) Controle negativo.

Quando considerada as instrucdes estabelecidas pelo fabricante, o kit
comercial mostrou-se mais eficiente no processo de extragcdo de DNA. Apds a
técnica Nested-PCR, nado houveram amplificacbes inespecificas para o grupo sem
infeccao (Figura 13). Enquanto que no grupo infectado, houve a detecgédo de S.
mansoni em 86,6% (13/15) das amostras de camundongos (Figura 14).

Figura 13: Gel de agarose (2%) com o resultado de Nested-PCR do DNA das amostras de fezes de
camundongos néo infectados por S. mansoni e extraidas por kit comercial.

Legenda: (M) Marcador de 100pb. (CP) Controle positivo. (CN) Controle negativo.
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Figura 14: Gel de agarose (2%) do resultado de Nested-PCR do DNA das amostras de fezes de
camundongos infectados por S. mansoni e extraidas por kit comercial.

M 10 11 12 13 14 15 CP CN

Legenda: (M) Marcador de 100pb. (CP) Controle positivo. (CN) Controle negativo.

Para a verificagcdo do desempenho desejavel dos ensaios moleculares, faz-se
necessaria a avaliacdo dos parametros de absorbancia A260/280 emitidos pelo
espectrofotdbmetro de microvolumes NanoDrop One® (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, EUA) no DNA extraido das amostras (Tabela 1).

Tabela 1: Concentragao e pureza do DNA a partir da extragao in house e por kit comercial

Fenol Kit comercial
Camundongos Concentragcao Concentragao
infectados (ng/uL) A260/280 (ng/uL) A260/280
1 90,6 1,49 261,8 1,9
2 61,5 1,48 408 1,9
3 183,6 1,44 260,9 1,88
4 24,2 1,49 298,5 1,89
5 95,6 1,42 204,8 1,89
6 191 1,57 286,4 1,89
7 655,4 1,91 311,3 1,88
8 321,6 1,52 166,8 1,87
9 365,3 1,68 161,9 1,87
10 124,9 1,52 181,3 1,87
11 790 1,56 320,1 1,9

12 217.,8 1,37 356,6 1,89
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13 764.,8 1,6 351,5 1,89
14 286,4 1,38 470,4 1,9
15 1695 1,75 406,6 1,9
Camundongos Concentracao Concentracgao
ndo infectados (ng/uL) A260/280 (ng/uL) A260/280
1 539,8 1,52 368,0 1,94
2 708,4 1,73 365,0 1,94
3 466,1 1,6 266,0 2,03
4 245.8 1,97 186,0 1,95
5 217,7 1,43 135,0 1,89
6 418,2 1,56 271,0 1,94
7 512,9 1,56 462,0 1,98
8 567,3 1,53 350,0 1,9
9 895,8 1,43 158,0 2,02
10 426,2 1,56 268,0 1,9
1 66,6 1,76 510,0 2,02
12 264,2 1,38 162,0 1,97
13 171,8 1,58 300,0 2,07
14 175,2 1,82 109,0 1,91
15 1108,7 1,57 440,0 2,04

Para que seja verificada a condicdo que proporcione o melhor desempenho
das técnicas moleculares, faz-se necessaria a etapa inicial de extracdo do material
genbmico por meio de diferentes métodos. Em amostras de fezes, por exemplo,
existem contaminantes que provém do sistema digestivo - como microrganismos,
bilirrubina, fibras, proteinas etc, os quais podem inibir as rea¢cdes se nao removidos
corretamente durante a etapa de extracdo do material genémico (KOZLOSKI, 2017).

A técnica de Fenol:Cloroférmio é considerada uma técnica in house, ou seja,
seus reagentes sao manipulados baseados em proporgdes e sua qualidade depende
no manuseio do individuo responsavel e, devido a isso, as amostras nao ficam livres
totalmente de contaminantes. Em contrapartida, € um método de baixo custo e
acessivel para laboratoérios de pequeno porte (PEREIRA et al., 2019). Entretanto, os
kits comerciais possuem fases de extragdo em que sao adicionados reagentes e
tampdes, os quais interagem com o DNA presente nas fezes de maneira muito

especifica e em condigdes pré-estabelecidas pelo fabricante. Apesar de terem um
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custo por extragdo mais elevado, evitam contaminagcdes e a necessidade de
repeticao do protocolo de extragao.

Alteracdes na relagdo de pureza A260/280 indicam contaminagao por outros
componentes organicos, como proteinas, RNA, compostos aromaticos, entre
outros,e podem interferir nas técnicas de biologia molecular por meio de
amplificacbes inespecificas ou inibindo a reacdo. As proteinas presentes nas
amostras absorvem a luz no comprimento de onda de 280 nm, sendo assim, o
coeficiente de absorbancia entre 1,8 e 2,0 seria considerado adequado para DNA
(PEREIRA et al., 2019).

Os dados presentes na tabela 1 destacam a variagao de absorbancia entre
1,87 e 1,9 para as amostras extraidas pelo kit QlAamp Power Fecal® e com baixa
variagdo entre as concentragbes das amostras. Por outro lado, nas amostras
extraidas pelo método de fenol:cloroférmio, a absorbancia evidenciou baixo grau de
pureza com A260/280, entre 1,37 e 1,91, e concentragdes variaveis para amostras
submetidas as mesmas condi¢cdes. Assim, a partir destes resultados, as amostras
extraidas por kit comercial foram classificadas como mais eficientes para serem
utilizadas nos ensaios moleculares, sendo adicionadas a reagao de gPCR.

Em relagdo a Sm1-7qPCR, a sensibilidade analitica para o sistema TagMan®
realizada a partir da curva padrao de DNA genémico dos vermes de S. mansoni, em
triplicata, apresentou bom desempenho ao reproduzir as condi¢cdes originais de
ciclagem, concentracbdes dos primers e sonda apresentadas por Espirito-Santo et al.
(2014). Com isso, a analise obtida por meio da plataforma Thermo Fisher Connect™,
evidenciou: Threshold = 0,221; parametro de desvio entre replicatas (Slope) =
-3,479, sendo adequado entre -3,1 e -3,6; R?> = 0,998, valor de R2 >0,99 proporciona
boa confianga na correlagdo de dois ou mais valores de Ct; e Eficiéncia = 93,84%,
sendo considerada aceitavel entre 90 e 110% (Thermo Fisher Scientific, 2016)
(Figura 15).
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Figura 15: Sensibilidade analitica do sistema Sm1-7qPCR.
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Legenda: Circulos representam a quantidade de massa por microlitro de cada ponto. O eixo das
ordenadas representa os valores de Ct. O eixo das abscissas representa a concentracdo de DNA de
S. mansoni para cada amostra.

O Ct médio das triplicatas foram: 14,58 para 1 ng/uL; 17,72 para 100 pg/uL;
20,97 para 10 pg/uL; 24,97 para 1 pg/uL; 28,01 para 100 fg/uL; 31,50 para 10 fg/uL;
e 35,52 para 1 fg/uL, sendo este o ponto de corte para classificagcdo das amostras.
Assim, nossos dados corroboram com a aplicacdo do sistema de PCR em tempo
real para modelo murino estabelecido por Espirito-Santo et al. (2014), cujos autores
destacaram um Ct de corte de 35,83. Desse modo, as amostras com Ct inferior ou
igual a 35,52 foram consideradas positivas para esquistossomose, enquanto
amostras com valor de Ct superior a 35,52 ou com Ct indeterminado foram
consideradas negativas.

O diagndstico da esquistossomose é realizado a partir da descoberta de ovos
do parasito nas fezes por meio dos métodos parasitolégicos de Hoffman e de
Kato-Katz (KK), este considerado “padrao-ouro” para a doenga. Diante da aplicagéo
das técnicas nas 15 amostras infectadas, a sedimentacdo espontanea identificou a
presenca de ovos em 66,6% (10/15) das amostras de fezes dos camundongos
infectados (Tabela 2). A técnica de KK identificou carga parasitaria em 73,3% (11/15)
da amostragem. No entanto, a aplicagado dos ensaios moleculares de Nested-PCR e
Sm1-7qPCR apresentaram resultados semelhantes na detecgdo de material
gendbmico de S. mansoni, com positividade de 86,7% (13/15). As 15 amostras
obtidas do grupo de néao infectados apresentaram resultados negativos para S.

mansoni em todos os testes (Tabela 2).
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Tabela 2: Apresentagao do resultado dos testes parasitolégicos e moleculares dos camundongos

infectados e ndo infectados

KK
Grupo Amostra (OPG) Hoffman Nested-PCR qPCR Ct médio
1 0 - - - 36,2835
2 24 - + + 22,3025
3 0 - - - indeterminado
4 0 - + + 22,835
5 0 - + + 26,879
6 384 + + + 21,509
7 72 + + + 21,9625
Infectados 8 312 + + + 22 5275
9 24 + + + 27,6885
10 144 + + + 22,686
11 960 + + + 20,3105
12 264 + + + 20,6725
13 360 + + + 18,838
14 336 + + + 20,188
15 1152 + + + 18,506
1 0 - - - indeterminado
2 0 - - - indeterminado
3 0 - - - indeterminado
4 0 - - - indeterminado
5 0 - - - indeterminado
6 0 - - - indeterminado
7 0 - - - indeterminado
N&o . .
infectados 8 0 - - - indeterminado
9 0 - - - 36,059
10 0 - - - indeterminado
11 0 - - - indeterminado
12 0 - - - indeterminado
13 0 - - - indeterminado
14 0 - - - indeterminado
15 0 - - - indeterminado

(KK) Técnica parasitolégica de Kato-Katz; (OPG) Ovos por grama de fezes; (+) Positivo para S.
mansoni; (-) Negativo para S. mansoni; (Ct) cycle threshold.

O uso de apenas métodos parasitolégicos para investigacdo de helmintoses

faz com que o numero de subnotificagdes aumentem e corrobora com a manutencao
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do ciclo das doengas. Trabalhos como o documentado por Berhe et al. (2004)
reforcam a baixa prevaléncia para a técnica de Kato-Katz feito em uma unica lamina
(31,3%), obtendo aumento quando realizada com esfregagos triplos (45,7%) e
quintetos (52,1%). As ferramentas moleculares, quando aplicadas ao diagnostico,
apresentam boa sensibilidade para detecgdo de Schistosoma spp.. Fuss, Mazigo e
Mueller (2020) destacaram 34,3% de prevaléncia e 44,4% de sensibilidade para o
teste de Kato-Katz, porém, a positividade das amostras aumentou para 77,1%,
quando realizado o diagnéstico combinado com gqPCR.

Situagdes em que o uso de reagdes moleculares apresentaram melhor
desempenho em relagdo aos métodos coproscopicos nao sao incomuns. A
sensibilidade analitica da técnica de PCR identifica a presenca de DNA de parasitos,
mesmo sem a presenga de ovos em replicatas de laminas. Estes casos ocorrem,
principalmente, quando individuos estdo localizados em &reas de baixa
endemicidade, possuem quadro de imunossupressado e/ou apresentam baixa carga
parasitaria (GROBUSCH et al, 2003; CLERINX, GOMPEL, 2011; CNOPS et al,,
2012).

A aplicacdo do sistema TagMan® de Sm1-7qPCR detectou a presenca de
material genético de S. mansoni em 86,7% dos camundongos infectados. O valor

médio de Ct para as amostras foi de 21,546, com desvio padrao de 4,6 (Tabela 3).

Tabela 3: Resultados positivos obtidos por meio do ensaio de Sm1-7qPCR, juntamente com os valor
de Ct obtidos na amostragem de camundongos infectados

Valor de Ct (Log) qPCR

Positivos/ Desvio
Método Total % Média Padrao Mediana Minimo Maximo

gPCR 13/15 86,7 21,546 4,6 22,132 18,506 36,283

E recomendada a validacéo de sistemas de gqPCR em termos analiticos, pois
demanda pouco tempo de reacdo, diminui gastos com técnicas para visualizagao
dos amplicons e, ao contrario dos ensaios convencionais, ndo € necessario o
manuseamento pds-PCR, evitando contaminagées (MACKAY, 2004).

Os parametros epidemiolégicos analisados obtiveram diferentes resultados ao
se comparar os testes diagnodsticos realizados com a exposicao controlada as
cercarias. A sensibilidade encontrada foi de 73,3% (Cl 95%: 44,9 - 92,2%) para
Kato-Katz; 66,7% (Cl 95%: 38,4 - 88,2%) para Hoffman; e os mesmos valores para
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Nested-PCR e qPCR, 86,7% (ClI 95%: 59,5 - 98,3%), sendo as ferramentas
moleculares as que que apresentaram maior sensibilidade. Além disso, a analise de
sensibilidade entre testes de mesma natureza foi de 100% (Cl 95%: 75,3 -100%)
para os ensaios moleculares e 90,9% (CI95%: 58,7 - 99,8%) para os exames

parasitologicos (Tabela 4).

Tabela 4: Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN apresentadas pelos ensaios com infecgao
controlada de camundongos com cercarias de S. mansoni

Cl1 95%
Estimativa CI95% CIl95%

Método Parametro (%) minimo maximo
Sensibilidade 73,3 44,9 92,2
Infeccao Especificidade 100 78,2 100
controladax  \/pp 100 71,5 100
KK
VPN 78,9 54,4 93,9
Sensibilidade 66,7 38,4 88,2
Infeccéo Especificidade 100 78,2 100
controlada x
Hoffman VPP 100 69,2 100
VPN 75 50,9 91,3
Sensibilidade 86,7 59,5 98,3
Infeccao Especificidade 100 78,2 100
controlada x
Nested-PCR VPP 100 75,3 100
VPN 88,2 63,6 98,5
Sensibilidade 86,7 59,5 98,3
Infeccao Especificidade 100 78,2 100
controlada x
Sm1-7qPCR VPP 100 75,3 100
VPN 88,2 63,6 98,5
Sensibilidade 100 75,3 100
Sm1-7gPCR x Especificidade 100 80,5 100
Nested-PCR —\/pp 100 753 100
VPN 100 80,5 100
Sensibilidade 90,9 58,7 99,8
Especificidade 100 82,4 100
VPP 100 69,2 100
KK x Hoffman VPN 95 75,1 99,9

(VPP) Valor Preditivo Positivo; (VPN) Valor Preditivo Negativo.
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A analise do coeficiente kappa determinou a concordancia entre a infecgao
por cercaria e os testes diagndsticos utilizados, sendo: boa para Hoffman (K = 0,667;
p < 0,001), boa para Kato-Katz (K = 0,733; p < 0,001), étima para Nested-PCR (K =
0,867; p < 0,001) e d6tima correlagado para Sm1-7qPCR (K = 0,867; p < 0,001). A
concordancia entre testes de mesma natureza foi de o6tima para Hoffman e
Kato-Katz (K = 0,927; p < 0,001) e perfeita para Nested-PCR e Sm1-7qPCR (K = 1;
p <0,001).

Estudos comparando diferentes técnicas para deteccao da esquistossomose
em diferentes amostras bioldgicas sdo realizados com o objetivo de implementar
métodos diagnosticos combinados na rotina laboratorial. Fuss et al. (2018)
apresentou sensibilidade de 96,84% para qPCR, comparado ao Kato-Katz, enquanto
sua especificidade foi de 29,55% para amostras de humanos.

Diante destas abordagens estatisticas, analisou-se no nosso estudo o
comportamento dos parametros epidemiolégicos quando os animais foram
submetidos a infeccdo controlada, relevando as verdadeiras limitacbes de cada
técnica implementada, o qual destaca que a exposicdo dos camundongos as
cercarias de S. mansoni e confirmagcdo da infeccdo em ambiente monitorado
garantem a constituicdo de um grupo de verdadeiros positivos, diferentemente de
um inquérito populacional randomizado, como corroborado com Katz (2018).

Desta forma, as negatividades presentes em todos as técnicas empregadas
podem ser justificadas por meio: (A) da resisténcia imunolégica do animal, afetando
o processo de infeccéo; e (B) pela baixa sensibilidade da técnica (ABATH et al.,
2006; ENK, 2008).

A avaliacdo paralela dos testes de mesma natureza destaca os testes
moleculares com indice kappa com maior concordancia, contrapondo os exames
coproscopicos. A alta sensibilidade até mesmo para PCR convencional foi
documentada por Carvalho et al. (2012), que evidenciou sensibilidade de 98,7%, em
comparagao com o teste de Kato-Katz realizado em duplicata (20,80%). Apesar
disso, a utilizagdo de PCR em tempo real se sobressai as variagdes mais simples da
ferramenta, devido ao tempo menor de reacdo, a automatizacdo do processo de
visualizacdo do produto, detec¢cao de concentragdes minimas de DNA em amostras

bioldgicas, e a capacidade de quantificar o DNA alvo amplificado (NAVARRO, 2015).
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6 CONCLUSAO

e As extragcbes obtidas por meio de kit comercial devem ser priorizadas para
garantir o bom funcionamento das técnicas moleculares aplicadas ao
diagndstico, a fim de que minimize os eventos de inibicdo de reagdes ou
amplificagdes inespecificas.

e A otimizagido do sistema Tagman® para Sm1-7qPCR se revelou como uma
alternativa eficiente, capaz de detectar até 1 fg/uL de DNA de S. mansoni e
sem grandes variagdes para triplicatas.

e A aplicagao do sistema descrito por Espirito-Santo et al. (2014) nas amostras
controladas foi bem-sucedida e obteve a maior sensibilidade do estudo
(86,7%), em conjunto com a Nested-PCR, garantindo a concordancia entre as
técnicas (K = 1). Entretanto, o teste de Kato-Katz, recomendado como
“padrao-ouro”, apresentou resultados falsos negativos, com sensibilidade de
73,3%.

e A Sm1-7qPCR para aplicagdo no diagnostico de esquistossomose se revela
como uma ferramenta muito Util para fornecer suporte ao teste de Kato-Katz,
principalmente em areas de baixa endemicidade, onde os infectados
apresentam baixa carga parasitaria. No entanto, a aplicagdo da Sm1-7qPCR
pode se tornar mais efetiva apds a aplicagdo em maior amostragem para
determinacdo da relagdo do Ct com a quantidade de ovos por grama de

fezes.
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ANEXO A
Cépia do parecer do Comité de Etica No Uso de Animais do Instituto Aggeu
Magalhaes/ Fundacédo Oswaldo Cruz (CEUA/IAM)

Ministério da Satide
FIOCRUZ
Fundacgio O Ido Cruz

Instituto Aggeu Magalhaes

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificado de Aprovacao

Certificamos que o projeto intitulado “Manutencdo de cepas de Schistosoma
mansoni para pesquisas cientificas” protocolado sob n? 173/2021 pela
pesquisadora Elainne Christine de Souza Gomes, estd de acordo com a Lei
11.794/2008 do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA, e todos
os protocolos experimentais foram aprovados pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS (CEUA) do Instituto Aggeu Magalhdes/Fundagdo Oswaldo Cruz
(CEUA/IAM). Na presente versao, este projeto esté licenciado e tem validade até 31
de marco de 2026 com a finalidade de pesquisa cientifica. E responsabilidade do
coordenador do projeto notificar & CEUA sobre acidentes ou intercorréncias com os
animais, bem como a necessidade de quaisquer alteragées em relagao ao projeto. O
coordenador concorda que nenhuma dessas mudangas serao implementadas antes

de serem aprovadas pela CEUA/IAM.

Quantitativo de Animais Aprovados
. Espécie e | Quant. Sexo .
Animal linhagem (total) | 7 | 2 | Ambos Idade Peso Origem
Camundongo Mus 1.920 X 7-8 semanas | 30-40 Biotério
heterogénico musculus. gramas
Linhagem:
Swiss
webster
Total 1.920

Recife, 08 de marco de 2022

Virginia Maria Barros de Lorena

Coordenadora CEUA/IAM
Mat. Siape 1984445

Av. Prof. Moraes Rego, s/n — Cidade Universitaria — Campus da UFPE, Recife — PE. CEP. 50.740-465
Telefone: (81) 2101.2500 / 2101.2600. www.cpqam.fiocruz.br



