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Resumo

Este trabalho consistiu na construcdo e desenvolvimento de uma cela
eletroquimica nova e versatil, para a reacdo de hemaglutinacdo com eletrodo de grafite
modificado por hemécias sensibilizadas pelos antigenos de Trypanosoma cruzi o que
permitiu a utilizacdo para diagndstico da doenca de Chagas em ambiente aberto, sem a
necessidade de utilizagdo de reagentes especiais, € 10 vezes menos suspensdes de
hemacias sensibilizadas. A doenca de Chagas € uma infeccdo responsavel por dbitos e
por perda da capacidade de trabalho em muitos paises, principalmente os paises da
América Latina. Por se tratar de uma doenca negligenciada nos ultimos anos tém recebido
enorme atencdo. Entretanto, apesar do grande avanco recente no desenvolvimento e
aplicacdo de tecnologia, ainda existem varios campos a serem explorados, e a fim de
melhorar o diagndstico sorologico da doenca de Chagas em laboratério e em campo. Os
eletrodos de grafite modificados utilizados para diagnosticar a doenca de Chagas foram
caracterizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV), voltametria ciclica (VC),
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e cronopotenciometria. Os resultados
destas caracterizacGes indicaram que os eletrodos de grafite foram modificados pelas
hemaécias sensibilizadas e a interacdo com controle positivo ou negativo para doenca de
Chagas, atraves da VC mostrou uma diminuicdo de corrente, 16,8% e 0,44%,
respectivamente. Enquanto a EIE mostrou um aumento resisténcia de troca de carga
25,17% e 2,27%, respectivamente. A cronopotenciometria aplicada as 18 amostras
humana com e sem doenca de Chagas apresentaram alta correlacdo com teste comercial
ensaio imunoenzimatico para o diagnostico da infeccdo por Trypanosoma cruzi, 0
coeficiente de correlacdo para amostras positivas foi 0,9514, ja para amostras negativas
foi 0,9829. O tempo gasto para o diagnostico da doenca de Chagas por
cronopotenciometria foi de 100 s. Como conclusdo desse trabalho de tese, pode-se afirmar
que a construcdo da cela eletroquimica se mostrou rapida e sensivel, um sensor
eletroquimico inédito para reacdo de hemaglutinacdo de anticorpos especificos contra

hemaécias sensibilizadas para diagndstico da doenca de Chagas.

Palavras-chave: Imunossensor; Trypanosoma cruzi; Doenca de Chagas; Eletrodo de

grafite; Diagndstico; Cronopotenciometria.
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Abstract

This work consisted in the construction and development of a new and versatile
electrochemical cell for the reaction of hemagglutination with graphite electrode modified
by erythrocytes sensitized by the Trypanosoma cruzi antigens, which allowed the use for
the diagnosis of Chagas' disease in an open environment without need for special
reagents, and 10 times less sensitized erythrocytes suspensions. Chagas disease is an
infection responsible for deaths and loss of working capacity in many countries,
especially in Latin America. Because it is a neglected disease in recent years, they have
received tremendous attention. However, despite the recent breakthrough in the
development and application of technology, there are still several fields to be explored
and in order to improve the serological diagnosis of Chagas disease in the laboratory and
in the field. The modified graphite electrodes used to diagnose Chagas' disease were
characterized by scanning electron microscopy (SEM), cyclic voltammetry (CV),
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and chronopotentiometry. The results of
these characterizations indicated that the graphite electrodes were modified by the
sensitized red cells and the interaction with a positive or negative control for Chagas'
disease, through CV, showed a current decrease, 16.8% and 0.44%, respectively. While
the EIS showed increased load-exchange resistance 25.17% and 2.27%, respectively.
Chronopotentiometry applied to the 18 human samples with and without Chagas' disease
showed a high correlation with commercial immunoenzymatic assay for the diagnosis of
Trypanosoma cruzi infection, the correlation coefficient for positive samples was 0.9514,
whereas for negative samples it was 0.9829. The time taken to diagnose Chagas' disease
by chronopotentiometry was 100 s. As a conclusion of this thesis, it can be stated that the
construction of the electrochemical cell was fast and sensitive, an electrochemical sensor
unheard of for the hemagglutination reaction of specific antibodies against erythrocytes

sensitized for diagnosis of Chagas' disease.

Keywords: Immunosensor; Trypanosoma cruzi; Chagas disease; Graphite electrode;

Diagnosis; Chronopotentiometry.
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1. Introducéo

A doenga de Chagas € uma zoonose descoberta em 1909 por Carlos Chagas, a
doenca é causada pelo protozoério flagelado Trypanosoma cruzi (T. Cruzi) que requer um
vetor (hematdfagos triatomineos) e um humano ou mamifero para completar seu ciclo de
vida (STOLF et al., 1987)

O T. Cruzi € distribuido em paises americanos, sendo um problema de saude
publica em &reas rurais e areas urbanas em 19 paises. Paises com doencas endémicas sdo
México, paises da América Central, Brasil, Peru, Bolivia, Paraguai, Uruguai e Argentina.
Paises como Estados Unidos, Japdo, Espanha e Australia, tem seus dados aumentados
sobre a doenca de Chagas, fator imigracdo (SCHMUNIS e YADON, 2010; ANTINORI
etal., 2017).

Passos sdo importantes para o controle da infec¢do da doenca de Chagas, passos
que se fundamenta no controle de vetores, na selecdo sistematica de doadores de sangue
nos paises endémicos, no tratamento da transmissao congeénita, no tratamento de criancas
infectadas e de casos agudos, e no diagnostico (GUHL e LAZDINS-HELDS, 2007).
Medidas de intervencbes como essas contribuem para controlar a transmissdo em areas
endémicas e sdo responsaveis para mostrar a forca do controle da doenca de Chagas
(DIAS et al., 2002; DA SILVA, 2019). Chile, Uruguai e Brasil, foram certificados livres
da transmissdo pelo Triatoma infestans, principal vetor domiciliado nesses paises
(RAMOS JR e CARVALHO, 2001; SCHOFIELD et al.,, 2006; BUSTAMANTE
GOMEZ, 2016; CARVALHO et al., 2018).

Variaveis do controle da doenca de Chagas ainda sdo evidentes, das quais podem
ser destacadas a transmissao via oral no norte do Brasil, devido a ingestdo de alimentos
infectados pelo T. Cruzi, como agai e cana-de-aclcar (BARBOSA et al., 2012; XAVIER
etal., 2014; FIDALGO et al., 2018) e a contaminacao por transfusdo de sangue em paises
onde a triagem de doadores de banco de sangue ndo incluem o controle do soro agente
infeccioso. O risco de receber sangue contaminado aumenta em proporc¢éo direta tanto a
prevaléncia da infeccdo na populacdo doadora quanto ao nUmero de transfusbes
recebidas, com sangue total ou componentes sanguineos infectados.

O diagnostico da infeccdo por T. Cruzi é fundamentado em epidemiologia e
clinicas, mas sua etiologia depende da confirmagdo por diagnostico laboratorial
(BALOUZ et al., 2017; KRATZ et al., 2018). Este altimo pode ser alcancado através da
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deteccdo direta do parasita ou através da resposta imunolédgica do hospedeiro infectado.
A detecgdo de antigeno nos soros sanguineos poderia ser benefico exclusivamente para a
fase aguda da doenca de Chagas (DA SILVA e DA LUZ JUNIOR, 2016; DIAS et al.,
2016). Para fase cronica da doenca de Chagas o diagnostico etioldégico passa pela
investigagdo soroldgica, testes usados na rotina de andlises clinicas levam em
consideragéo a especificidade e a sensibilidade (DE FUENTES-VICENTE et al., 2018;
PINTO et al., 2018). Os seguintes testes soroldgicos sdo utilizados para diagnosticar a
doenca de Chagas: aglutinacdo, fixagdo de complemento, precipitagéo,
imunofluorescéncia, hemaglutinagdo e ELISA, dos quais 0s mais utilizados séo reagéo de
hemaglutinacdo indireta (HAI), imunofluorescéncia indireta (IFI) e ELISA (DE
MARCHI et al., 2007; DIAZ-BELLO et al., 2008; CARVALHO et al., 2011;
CARNEVALI et al.,, 2017; AZEVEDO et al., 2018; PEREZ-AYALA et al., 2018;
SGUASSERQO et al., 2018; TAPIA-GARAY et al., 2018). Importante destacar quando
técnicas convencionais apresentam resultados conflitantes, “Western blot” tem sido
utilizado, principalmente para resultados em que a titulacdo do soro apresenta resultados
divergentes (GONTIJO e MELO, 2004; VARGAS et al., 2018).

Na superficie de transdutores a imobilizacdo de antigenos e anticorpos € notorio
em estudos com varios substratos de interesse na area industrial, clinica e biologica
(CASTRO et al., 2018; SALOMAO e DEVELOPMENT, 2018). Os métodos que
utilizam imunossensores apresentam caracteristicas como: rapidez, especificidade e
sensibilidade (FOGUEL et al., 2011; JAROCKA et al., 2014; REGIART et al., 2016;
SANTOS et al., 2016; CAMPUZANO et al., 2017). Outra caracteristica importante € a
utilizacdo de pequenos volumes de amostras, fato que diminui 0s custos quando
comparado aos métodos ditos convercionais.

Os imunossensores sao caracterizados e avaliados por voltametria ciclica (VC)
(AYDIN et al., 2019), espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) (CORDEIRO
etal., 2019), crono(amperometria) (PAKCHIN et al., 2018), varredura de potencial linear
(SHARMA et al., 2014), e (JIA et al., 2015). VC e EIE séo possivelmente as técnicas
eletroquimicas mais comumente utilizadas na caracterizacdo de processos de eletrodos
eletroquimicos (AYDIN, E. B. etal., 2018; AYDIN, M. et al., 2018; HAJI-HASHEMI et
al., 2018; AYDIN et al., 2019; HAJI-HASHEM I et al., 2019).

Considerando a importancia das doencas negligencias, em especial a doenca de
Chagas. Uma cela eletroquimica simples de baixo custo e que forneca diagnéstico rapido

para doenca de Chagas, fundamentada na reacdo de hemaglutinacéo indireta é inédita.
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Este trabalho de tese tem como base a construcdo de uma cela eletroquimica baseada em
um eletrodo de trabalho de grafite (GE) modificado por hemécias (eritrocitos)
sensibilizadas por antigenos de T. Cruzi. Os resultados das amostras de soro humano
obtidas pelo imunossensor foram comparados com 0s obtidos por ensaio

imunoenzimatico para o diagndstico da infeccdo por T. Cruzi.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

+» Desenvolver um dispositivo simples (imunossensor) para deteccdo rapida de

anticorpos de T. Cruzi para o diagnostico da doenca de Chagas.

2.2. Objetivos Especificos

++ Construir uma cela eletroquimica simples com materiais de baixo custo, tendo
como eletrodo de trabalho a grafite;

++ Utilizar métodos eletroquimicos de Voltametria ciclica e Espectroscopia de
Impedancia eletroquimica para mostrar que cela eletroquimica com eletrodo de trabalho
modificado com hemécias sensibilizadas é eficiente em diferenciar soro controle negativo
de soro controle positivo que caracterizam a doenca de Chagas;

+» Comparar testes comerciais que caracterizam a doenca de Chagas com cela
eletroquimica com eletrodo de grafite modificado com hemaécias sensibilizadas por
antigenos de T. Cruzi, utilizando-se da técnica de cronopotenciometria;

% Analisar os dados obtidos por cronopotenciometria para a superficie do
eletrodo de grafite modificado por hemacias sensibilizadas, a superficie do eletrodo de
grafite modificado por hemacias sensibilizadas em contato com controle negativo e a
superficie do eletrodo de grafite modificado por hemécias sensibilizadas em contato com
controle positivo;

+ Edificar uma cela eletroquimica rapida e sensivel, um sensor eletroquimico
inédito para reacdo de hemaglutinacdo de anticorpos especificos contra hemacias

sensibilizadas para diagnéstico da doenca de Chagas.
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3. Revisao da Literatura

3.1. Doencas Tropicais Negligenciadas

As doencas tropicais negligenciadas sdo um grupo heterogéneo de doencas
transmissiveis, que podem ser causadas por agentes parasitas (helmintos e protozoarios),
bacterianos, fungicos, ectoparasitarios ou virais, que afetam especialmente as pessoas que
vivem na pobreza, sem saneamento apropriado e em contato préximo com vetores
infecciosos. Quase um bilhdo de pessoas no mundo sofrem de doencas tropicais
negligenciadas, que sdo citadas como ‘“negligenciadas” porque sdo caracterizadas por
escassa atencdo dos formuladores de politicas, auséncia de prioridade nas estratégias de
salde, pesquisa impropria e alocacdo restrita de recursos (CERONE et al., 2019;
GARCIA-QUINTANILLA et al., 2019).

As doencas tropicais negligenciadas proporcionam elevada prevaléncia em
regides entre as latitudes 35° Norte e 35° Sul, com altitudes inferiores a 2.200 metros e
temperaturas variando de 15 °C a 40 °C. Trés regides em desenvolvimento (Africa
Subsaariana, Asia e América Latina), sdo wvulneraveis as doencas tropicais
negligenciadas. As implicacGes diretas das doencas tropicais negligenciadas podem ser
observadas na saude, educacdo, agricultura e economia dessas regides (LINDOSO e
LINDOSO, 2009).

No Brasil, o Ministério da Saude definiu como prioridades de atuacdo que
compdem o Programa de Pesquisa e Desenvolvimento em Doencas Negligenciadas, 7
doencas que sdo elas: dengue, esquistossomose, hanseniase, leishmaniose visceral e
tegumentar, maléria, tuberculose e doenca de Chagas (INACIO et al., 2019).

Doencas como as leishmanioses, a tuberculose, a dengue e a hanseniase
acontecem em praticamente todo o territério do Brasil (BOSCH et al., 2017;
MONTALVO et al., 2017, CONNERS et al., 2018; TIWARI et al., 2018). As regides
norte e nordeste exibem o menor Indice de Desenvolvimento Humano (LEITE et al.,
2017) e relnem a maior incidéncia das doencas negligenciadas (VIGILATO et al., 2013;
DOS REIS et al., 2017). Exemplos sdo, a malaria e doenca de Chagas com 90%
(LINDOSO e LINDOSO, 2009) e 91,1% (MS, 2015), respectivamente, dos casos

ocorrem na regido norte.

24



Uma resposta global veio com Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU) que
abracou oito Objetivos de Desenvolvimento do Milénio (ODM) e 18 metas , com a
finalidade de erradicar a fome, a pobreza e outras dificuldades sociais, abrangendo as
doencas negligenciadas (INACIO et al., 2019), que sdo passiveis de amplo controle,
eliminacdo ou erradicacdo por meio de tratamento em massa, gestdo de casos
intensificada ou inovadora, controle de vetores ou salde publica veterinéria; e séo
relativamente negligenciados pela pesquisa. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
reconhece 20 doencas que atendem a esses critérios (Tabela 1) (BODIMEADE et al.,
2019).

Os programas de doencas tropicais negligenciadas se beneficiam de alguns dos
maiores programas de doacdo farmacéutica ja feitos. Varias empresas farmacéuticas
concordaram em doar suprimentos ilimitados de medicamentos durante o tempo
necessario para apoiar programas globais. Essas doacdes, apoiadas por fundos
substanciais para a implementacdo de parceiros, incluindo o Departamento de
Desenvolvimento Internacional do Reino Unido, permitiram que progressos substanciais
fossem feitos na reducdo da morbidade dessas condicOes. Apesar deste progresso,
permanecem desafios consideraveis no controle, eliminacdo e erradicacdo de doencas
tropicais negligenciadas (BODIMEADE et al., 2019). Como por exemplos, malaria,
Chagas e filariose, recebem menos de 3% do investimento de laboratérios em pesquisa e
desenvolvimento. Apesar disso, afetam 90% da populacdo mundial (DA SILVA et al.,
2019).

Um fato extraordinario para a pesquisa e o desenvolvimento de medicamentos

em parasitologia teve uma inspiracdo para que novas descobertas sejam feitas
(CHIPOLINE e PACHECO, 2016). O importante Prémio Nobel de Medicina foi
concedido a cientistas que pesquisam sobre verminoses e malaria, doencas que afetam
pessoas em condicdo de pobreza(CHIPOLINE e PACHECO, 2016). Sao eles os
laureados:
William C. Campbell — nasceu em 1930 em Ramelton, Irlanda. Depois de receber um BA
da Trinity College, Universidade de Dublin, Irlanda, em 1952, ele recebeu um PhD da
Universidade de Wisconsin, Madison, WI, EUA, em 1957. De 1957-1990, ele estava com
o Instituto de Pesquisa Merck Terapéutico, a partir de 1984-1990 como cientista sénior e
diretor de Ensaio de Investigacdo e Desenvolvimento. Campbell é atualmente emérito
Research Fellow da Universidade de Drew, Madison, New Jersey, EUA (CHIPOLINE e
PACHECO, 2016).
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Tabela 1. As 20 doencas tropicais negligenciadas segundo a Organizacdo Mundial da

Saude.
Doencas tropicais negligenciadas Estratégia de controle Meta de
eliminacgéo
1 Esquistossomose AMM (praziquantel), saneamento, Sim (ha China)
controle de caracdis
2 Oncocercose AMM  (ivermectina), controle Sim (nas
vetorial Américas)
3 Filariose Linfatica AMM (ivermectina, albendazol), Sim
controle de vetores
4 Tracoma AMM  (azitromicina),  4gua, Sim
saneamento, educacéo
sim
5 Bouba AMM (azitromicina) Sim - erradicacdo
6 Helmintos transmitidos pelo solo AMM (albendazol) Né&o
7 Verme da Guiné Agua potavel, saude e educacio Sim - erradicagdo
8 Tripanossomiase africana Localizagdo e tratamento de casos, Sim (para
controle de vetores Trypanosoma
brucei gambiense)
9 Leishmaniose Visceral Caso encontrado e tratamento Sim
(subcontimente)
10 Lepra Localizacdo e tratamento de caso ~ Sim
11 Ténia / cisticercose Saneamento, inspecdo de carne, N&o
vacinacdo de suinos
12 Equinococose Controle de matadouro, tratamento  N&o
de cées, educacgdo
13 Trematodeos de origem alimentar Tratamento de ovelha, educacdo N&o
de saude
14 Ulcera de Buruli Localizacdo e tratamento de casos  N&o
15 Raiva Vacinacdo de cdes, educacdo de N&o
salde
16 Dengue e chikungunya Controle de vetores Néo
17 Micetoma Localizacdo de casos e tratamento  N&o
18 Sarna Ainda ndo definido possivelmente N&o
(ivermectina)
19 Mordida de cobra Ainda ndo definido Né&o
20 Doenca de Chagas Controle de vetores, triagem de Sim (alguns
sangue paises)

AMM = administracdo em massa de medicamentos.

Satochi Omura — é um bioquimico japonés e nasceu em 1935 na provincia de Yamanashi,

Japdo. Recebeu um PhD em Ciéncias Farmacéuticas em 1968 na Universidade de Téquio,

Japdo e outro PhD em Quimica em 1970 na Universidade de Ciéncia de Toquio. Foi

pesquisador do Instituto Kitasato, Japdo de 1965-1971 e professor na Universidade de

Kitasato, Japdo entre 1975-2007. Desde 2007, Satoshi Omura é professor emérito na
Universidade de Kitasato (CHIPOLINE e PACHECO, 2016).

Touyou Tu — é uma farmacologista chinesa e nasceu em 1930 na cidade Ningbo, China.

Graduou-se em farméacia na Universidade Medicinal de Pequim em 1955. Foi professora

assistente na Academia de Medicina Tradicional Chinesa na China (1965-1978),

professora associada (1979-1984) e em 1985 tornou-se professora efetiva no mesmo
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Instituto. Desde entdo trabalha no Instituto de Matéria Médica da Academia Chinesa de
Medicina Tradicional Chinesa, onde é professora (CHIPOLINE e PACHECO, 2016).

3.2. Doenca de Chagas — Aspectos Gerais

3.2.1 Transmissao Vetorial

H& mais de um século, o bidlogo e médico sanitarista Carlos Justiniano Ribeiro
Chagas, um marco histérico em 1909, com a tripla descoberta, onde o cientista mineiro
descobriu ndo apenas o vetor (inseto conhecido popularmente como barbeiro — género
Triatoma) e 0 agente etiologico da doenca (o protozoario Trypanosoma cruzi) Figura 1,
como ainda descreveu a patologia da mesma. O T. Cruzi, um protozoario unicelular e
parasita obrigatorio pertencente a ordem Kinetoplastidae, sendo tipificado de forma vasta
e completa por este pesquisador. O nome foi dado em homenagem a Oswaldo Gongalves
Cruz, também médico sanitarista e cientista, que foi pioneiro nos estudos de moléstias
tropicais e que desenvolveu relevantes estudos acerca da diversidade de doencas
parasitarias no Brasil. Posteriormente, a moléstia infecciosa recém descoberta foi
denominada de Doenca de Chagas em tributo ao pesquisador descobridor da enfermidade
(MALAFAIA e RODRIGUES, 2010; DA SILVA et al., 2019).

Antropozoonose de importancia expressiva, a Doenca de Chagas, tambem
conhecida como tripanossomiase americana, retrata uma classe infecciosa que possui fase
aguda, indeterminada ou latente e cronica, e que tem consistido e referida como doenca
parasitaria de ampla importancia para a saiude publica (MONTANARO et al., 2016;
BEZERRA et al., 2017; ZUMA et al., 2017; DA SILVA et al., 2019). Apesar do enorme
impacto no campo social e econémico, para OMS (Organizacdo Mundial de Salde), a
Doenca de Chagas permanece sendo uma patologia tropical negligenciada pelos 6rgaos
de satde de paises em que ela é endémica (AMARAL et al., 2019; SOBRAL FILHO,
2019).

A transmissdo vetorial é um fato que esta diretamente unido as transformacdes
ambientais provocadas pelo o homem e que beneficiam a proliferacdo vetorial, como
também esta ligado a situacdo econdmica da populacdo e as caracteristicas dos vetores.

As principais localidades em que a populacéo proporciona vulnerabilidade sdo as zonas
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rurais, pois as areas silvestres proporcionam maior interacdo entre o ser humano e 0s

vetores.

Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi que inclui hospedeiros triatomineos e
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Fonte adaptada (DE FUENTES-VICENTE et al., 2018)

A tripanossomiase americana pode ser transmitida por numerosos mecanismos,
porém em 80% dos casos, ela ocorre através do préprio vetor, o hemiptero hematofago,
pertencentes a subfamilia Triatominae. Apesar de o T. Cruzi seja transmitido para

humanos especialmente por insetos vetores, a infeccdo pode acontecer através de
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transfusdo de sangue, transplante de érgdos, transferéncia materna e / ou ingestdo de
alimentos contaminados (GUHL, 2009).

Embora o uso alimentar hemat6fago difundido (VELASQUEZ-ORTIZ et al.,
2019), os triatomineos tém a aptidao de cultivar outras fontes alimentares, como insetos
(GONZALEZ-LINARES et al., 2019) e plantas (DONOSO et al., 2016). Até o momento,
mais de 150 espécies de triatomineos foram expostas com proeminéncias baseadas de
espécies que transportam o parasita por mais da metade (GURGEL-GONCALVES et al.,
2017). Os triatomineos contraem o parasita (forma tripomastigota do sangue) quando se
alimentam do sangue de um hospedeiro vertebrado contaminado, entdo os parasitas
diferem em epimastigotas e se dividem no intestino médio posterior (CARDOSO et al.,
2016; FONSECA-OLIVEIRA et al., 2018). subsequentemente, as epimastigotas migram
para o reto para virarem tripomastigotas metaciclicos que séo ejetados nas fezes. Ao grau
que os insetos se alimentam, eles evacuam na pele do hospedeiro e o parasita pode entrar
por meio da lesdo na pele, mucosa ou conjuntiva (ver ciclo de vida do T. cruzi na Figura
1) (CORONADO et al., 2006; KUEHN et al., 2014). Estudos revelam que ndo apenas 0s
tripomastigotas metaciclicos sdo infectantes para o hospedeiro vertebrado, mas
epimastigotas recentemente diferenciadas (rdEpi) também tém disposicéo para infecgédo
(KESSLER et al., 2017). Isso aponta que mais estudos sdo necessarios para conhecer
muitos aspectos da biologia do parasita em seus vetores.

E importante destacar que apesar de o Brasil em 2006 ter recebido a certificacdo
de controle do Triatoma infestans (FERREIRA e SILVA, 2006), o acontecimento de
menor mobilizacdo populacional em relacéo as medidas preventivas pela falsa confianca
de resolucdo terminante da problematica em questdo. Outro importante episddio em
implicacdo do maior controle da transmissdo vetorial foi notado em relacdo a dois outros
estilos de transmissdo que foram intensamente impactadas, a transmissdo por
hemoderivados e a transplacentaria ou vertical, que passaram a oferecer maior
visibilidade e nimero de fatos notificados (NICOLETTI e DA SILVA, 2014).

3.2.2. Transmissao Transfusional

A comunicacdo que a doenca de Chagas ocorreria também através da transfusao
de sangue foi abordada em 1936 na Argentina (MAZZA et al., 1936) e sua confirmagéo
foi feita no Brasil em 1952 (FREITAS et al., 1952).
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A migracdo no sentido zona rural — zona urbana, devido ao periodo de
industrializacdo do Brasil, na década de cinquenta, aumentou a urbanizacdo da doenca de
Chagas em que consistiu em alta prevaléncia de doadores chagasicos nos bancos de
sangue do pais, abrangendo indices de cerca 10% (SCHMUNIS, G., 1991). Quadro
semelhante foi notado gradualmente em todos os paises endémicos (SCHMUNIS, 1997).

A elevada prevaléncia de sujeitos chagasicos nas zonas urbanas e a inexisténcia
de programas de controle, fez com que a transmissao transfusional, isso inclui secre¢oes
e hemoderivados contaminados com o protozoario (DIAS, J. V. L. et al., 2016), do T.
Cruzi fosse responsavel, na década de setenta, por cerca 20 mil casos anuais novos da
doenca exclusivamente no Brasil (SCHMUNIS, G. J. T., 1991).

A propagacdo da tripanossomiase americana por meio de hemoderivados é
considerada como segunda rota de transmissdao mais importante do ciclo do T. Cruzi.
Dessa forma, cerca de 5 a 20% dos eventos da doenca se propaga por meio dessa via (DE
BARROS VASCONCELOS et al., 2013).

Com controle da transmisséo vetorial, de forma parcial ou de forma completa,
em paises comprovadamente endémicos, a transfusdo de sangue passou a ser o
mecanismo bésico de dispersdo da doenca nestas areas ao decorrer das décadas de 80 e
90 (SCHMUNIS, G. J. T., 1991).

O planejamento dos 6érgaos governamentais de salde passou a desenvolver
adequados controle e selecdo ativa dos possiveis doadores e receptores de sangue.
Importante destacar que véarias condi¢des podem proporcionar a possibilidade de contagio
por essa via, como por exemplo a existéncia do parasita no constituinte sanguineo doado,
reducdo da imunidade do sujeito receptor, um bom aparato de triagem dos doadores,
eficdcia da sorologia efetivada aos candidatos a doacao sanguinea, dentre outros (DIAS,
J. V. L. etal., 2016).

3.2.3. Transmissdo Congénita

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) destaca que pelo menos dois milhdes
de mulheres em idade fértil encontrar-se cronicamente contaminadas com o Trypanosoma
cruzi na América Latina, com a incidéncia de contaminacdo congénita sendo pelo menos

15.000,00 casos / ano (SALUD, 2006). A transmissdao materno-fetal pode ser frequente
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em cada gravidez (agrupamento familiar de casos congénitos) e pode ocorrer de uma
geracdo para outra (transmissao vertical) (CARLIER e TRUYENS, 2010).

Em muitos casos, a transmissdo congénita ndo proporciona sinais e sintomas
manifestos, dessa forma, a crianga ira desenvolver depois a doenga de Chagas cronica.
Entretanto, ao ganhar o tratamento de forma precoce e apropriado, a crianga tem boas
oportunidades de cura cerca de 90%. assim, dois expressivos atos em saude publica € a
realizacdo do diagndstico precoce e terapia de medicamentos eficaz no primeiro ano de
vida (PINTO et al., 2013; CARLIER et al., 2015).

Sendo um problema de salude publica a transmissdo congénita da doenca de
Chagas, pode ter subnotificacdo por falta de triagem pré-natal, assim, a despeito das
pesquisas assinalarem uma transmissdo perinatal do T. Cruzi em torno dos 20%,
recomendando baixa prevaléncia deste modo de transmissdo, 0os motivos para o baixo
indice sdo aparentemente esclarecidos, o que pode nos induzir a refletir em um cenéario
de escasso estudo em relacdo ao assunto e na subnotificacdo. No Brasil, sem embargo da
existéncia de diversas pesquisas na area, o indice de transmissdo ndo chegou a 1%,
apresentando-se muito inferior a indecéncia ocorrida em paises da América Latina
(LUQUETTI et al., 2015).

3.2.4. Transmissao Acidental

No Brasil e no exterior 50 casos foram contabilizados na década de 80 como
transmissdo acidental (DE CHAGAS, 1997). Nédo tdo frequente quanto as demais
transmissdes, devido algumas circunstancias, como inseguranca, desaparelhamento ou
inaptidao técnica do servico ou pesquisador em questdo; o préprio acidentado pode
ocultar ou negar a ocorréncia do acidente; assim como é bastante comum uma fase aguda
clinicamente pouco expressiva ou mesmo ndo aparente, problematizando a suspeicao
clinica e o préprio diagndstico (NETO et al., 2000).

Diversas circunstancias de acidentes sdo possiveis, seja em laboratorios de
triatomineos, seja na captura do vetor em areas endémicas, ou em trabalhos experimentais
com mamiferos infectados, culturas ou em aerossois de materiais infectados. Relatos de
infeccdo cirurgica a partir de pacientes na fase aguda, além de caréncias de seguranca no
transporte de materiais infectados (NETO et al., 2000; DIAS et al., 2011; NETO, 2012).
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Os fatores de risco passam por desconhecimento, desatencéo, falta ou mal-uso
de equipamentos de protecdo individual, instalacbes e equipamentos inadequados,
iluminacéo deficiente, falta de capacitagéo ou participacdo de outros motivos facilitadores
(NETO et al., 2000)

Para maior propriedade dessa via de transmissao do T. cruzi, é formidavel que
tenha fortalecimento do procedimento de prevencdo em salde, incremento de acgdes
voltadas para a habilitacdo e explicacéo profissional sobre a forma certa de manipulacéo
durante os estudos com esse protozoario, como também a disponibilidade dos
equipamentos de protecdo individual (EPI) e equipamentos de protecdo coletivo (EPC),
assim como o0s programas do uso adequado dos préprios (DIAS, J. V. L. et al., 2016).

3.2.5. Transmissdo Sexual

Trata-se de possibilidade remota de transmissdo da doenca de Chagas, estudos
com animais, por exemplo cadelas ou roedores suscetiveis por via vaginal com sémen
infectado (NETO et al., 2000; ARAUJO et al., 2017). No ser humano, ha suspeita de
contagio de homens suscetiveis com mulheres infectadas, durante a menstruacdo(NETO
et al., 2000). Essas probabilidades acrescentam muito a partir de sujeitos com elevada
parasitemia necessita-se entdo indicar abstinéncia sexual (NETO et al., 2000).

Segundo Araujo et al (2017), a transmissdo sexual do T. cruzi pode elucidar
muitos eventos da doenca de Chagas em paises ndo endémicos, especialmente quando
ndo ha proeminéncia da transmissdo pelo vetor ou por outras formas de contaminacao.
Ele ainda destaca que as espécies animais mostram que a transmissao sexual € possivel,
pelo fato do T. cruzi se alojar em drgdos de reproducdo de machos e fémeas e essas
estruturas proporcionarem um microambiente adequado para o desenvolvimento de seu
ciclo biologico. Isso sb € possivel gracas ao privilegio imunolégico que o sistema
reprodutor dos animais possui, 0 que deixa o protozodrio protegido de um suposto ataque
do sistema imunolégico do animal, permitindo a sobrevivéncia e propagacdo desse

microrganismo por essa via (GOMES, C. et al., 2019).

32



3.2.6. Transmissao Oral

O Ministério da Saude do Brasil, registrou 1.034,00 casos de doenga de Chagas
aguda por via oral no periodo de 2000 a 2013 (SANTOS et al., 2018).

Na totalidade epidemioldgico dos fatos relatados de Doenca de Chagas no Brasil
por transmissédo oral, uma parte abundante dos fatos tem sido comprovada na regido extra-
amazonica, e a maior parte ficou conexa a ingestdo do caldo de cana de acucar e
especialmente pelo suco do acai processado artesanalmente. Assim, a transmissao oral da
doenca tem sido notada em diferentes estados brasileiros como a Bahia, Ceard, Piaui,
Santa Catarina e Sdo Paulo e com maior presenca de casos e surtos apontados nos Estados
da Amazénia Legal: Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Amapa, Pard e Tocantins
(SAUDE., 2009). Sendo admitidos também em regides proximas da Amazonia como na
cidade de Antioquia na Colémbia com 156 casos de Doenga de Chagas, dos quais 10
(6,4%) pacientes infectados por transmissdo oral, devido ao consumo de alimentos
contaminados com fezes de marsupiais, levando um paciente a 6bito (RIOS et al., 2011).

Esta transmissao também pode acontecer por meio do consumo de carne crua ou
malcozida de cagas, como tatu por exemplo, por alimentos corrompidos por urina ou fezes
de marsupiais infectados, ou mesmo por meio de habitos selvagens de ingestdo de
triatomineos. Outro fator ressaltante é que fezes de triatomineos podem continuar
algumas horas com as formas infectantes do parasito em atmosfera com elevada umidade,
assim podendo indiretamente contagiar alimentos através de patas e aparelho bucal de
carreadores secundarios, como moscas e baratas (SAUDE., 2009).

Em alimentos como o leite, caldo de cana ou suco do acai, conservados a
temperatura ambiente, o parasito pode conservar viavel por vinte e quatro horas ou mais.
Embora o suco gastrico dos vertebrados superiores tenha a disposicao de destruir muitos
parasitos, certa magnitude deste protozoario é capaz de evadir-se deste ato, mediante
mecanismos quimicos de protecdo externa, 0 que permite sua penetracdo atraves da
mucosa intestinal (SAUDE., 2009).

Averiguacbes experimentais em nivel molecular evidenciaram que formas
infectantes tripomastigotas metaciclicas podem invadir e replicar-se no epitélio da
mucosa gastrica, onde se desconfiam que possam conseguir esse epitélio o qual se torna
a porta de entrada para a infecgdo sistematica do T. Cruzi apds o provocagdo oral

(YOSHIDA, 2009). Pesquisas experimentais tém apontado que quando T. Cruzi €
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embutido abertamente no estbmago de camundongos por meio de intubacdo, os animais
desenvolvem a doenga com lesGes tdo intensas que sdo semelhantes as adquiridas pelos
animais infectados intraperitonealmente (CAMANDAROBA et al., 2002).

O controle das vias principais da doenca de Chagas, tais como, vetorial,
transfusdo sanguinea e etc. Os 62% dos casos de doenca de Chagas registrados no Brasil
foi através de alimentos contaminados. Estudos mostram surtos da doenca com
manifestagbes agudas com estreita relagdo ao consumo de alimentos sabidamente
contaminados pelo protozoario. Outros paises da América do Sul também notaram
eventos agudos da doenca de Chagas causado pela ingestdo de alimentos e insumos
contaminados com o T. cruzi. (MAGALHAES-SANTOS, 2015; SANGENIS et al.,
2016).

E importante adotar que prevenir a transmissio oral da Doenca de Chagas é uma
empreitada dificil, pelo caso destes surtos serem casos pontuais e aleatorios e
incontestavelmente mais prevalentes na Amazonia Brasileira. Apesar que na Bahia tenha
oferecido baixo percentual de eventos de transmisséo oral da doenca, 0 seu indice de
mortalidade foi o segundo mais alto em relagdo ao estado do Para o qual foi mais
prevalente em surtos. Estes elementos sugerem que o indice de mortalidade por contagio
oral independe do nimero de eventos notificados e, logo, deve haver uma relagdo com a
viruléncia e patogenicidade das cepas ativas. Por isso, é formidavel chamar o bom
emprego para algumas taticas de higiene as quais podem prevenir novos surtos agudos da
doenca, como por exemplo, por critérios de triagem dos alimentos que podem transportar
0 parasito, tratar e cozinhar adequadamente as carnes (cacgas) nativas de areas endémicas
ou mesmo consumir sucos de acai prudentemente pasteurizados e caldo de cana
proveniente de ambientes devidamente higienizados (MAGALHAES-SANTOS, 2015).

3.2.7. Condic0es Clinicas para Doenca de Chagas

3.2.7.1. Fase Aguda

O periodo de incubacédo da fase aguda é de uma a duas semanas, apesar do evento
de infeccdo por transfusdo ou transplante, possa ser de até quatro meses (BERN, 2015;
BESTETTI et al., 2015; PELLEGRINI et al., 2015).

A fase aguda da infecgdo pelo T. cruzi dura de 8 a 12 semanas e é decorrente do

parasito e da resposta imune que produz, especialmente as citocinas do tipo Thl. Ocorre
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principalmente em criangas com menos de 12 anos de idade, a maioria delas despercebida
devido a leveza e a natureza inespecifica da imagem (BERN, 2015).

Nos eventos transmitidos por vetor, a fase aguda é marcada por parasitemia
circulante detectavel no sangue periférico e falta de sintomas na maioria dos fatos. Se os
sintomas aparecem, eles geralmente sdo inespecificos e leves. Em 5% dos casos, a
primeira manifestacdo € o chagoma, que € uma lesdo eritematosa e endurecida,
comumente indolor, no local de entrada do parasita apds sua picada e que é o efeito da
propagacdo de formas amastigotas do parasita, dentro dos macréfagos locais. Se a entrada
atinge a parte conjuntiva, ha um edema periorbital, unilateral e indolor conhecido como
0 sinal de Romafia. Raramente <1% e em criangas muito pequenas, pode ocorrer
miocardite, derrame pericardico e/ou meningoencefalite (MAGUIRE JH. GORBACH S,
2004; MOREIRA et al., 2018). A possibilidade de morte nessa fase esta relacionada a
idade, sendo maior em criangas 2-7% dos sujeitos morrem na fase aguda (ROSAS F VD,
2011).

Em episodio de transmissdo vertical, 65% continuam assintomaticos. O restante
pode ocorrer hepatoesplenomegalia, hepatite, sepse, meningite, miocardite ou anemia
hemolitica. Podem também ter prematuridade, baixo peso ao nascer, baixo Apgar, aborto
ou placentite (RASSI A JR, 2010).

A contagio pelo T. cruzi por via oral parece estar associada a uma grande
morbidade aguda e maior taxa de mortalidade que o contagio transmitida por vetores
(DIAZ et al., 2015; BRANDAO et al., 2017; DE ALBUQUERQUE et al., 2018).

Na contaminacdo adquirida por transfusdo sanguinea, apesar da elevada
parasitemia inicial, os sintomas agudos sdo muito raro (COURA, 2007; SCHMUNIS e
YADON, 2010; ROJO-MEDINA et al., 2018).

Assim fase aguda pode apresentar manifestacdes que incluem febre, mialgias,
miocardiopatia, mal-estar,  linfadenopatia,  dores  musculares,  sudorese,
hepatoesplenomegalia, parasitemia, derrame pericardico e, menos frequentemente,
meningoencefalite. O pseudocisto é formado ap6s a multiplicacéo intracelular do parasito
nos musculos e nas células do reticulo endotelial (COURA e BORGES-PEREIRA, 2010;
STANAWAY e ROTH, 2015).
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3.2.7.2. Fase Latente ou Indeterminada

O estagio indeterminado também conhecido como latente é assintomatico, com
duracéo aproximada de 10 a 30 anos (CAROD-ARTAL et al., 2003), podendo persistir
por toda a vida, sem sinais fisicos ou evidéncias clinicas de envolvimento de 6rgdos. No
entanto, eles apresentam um grau cardiaco subclinico quando testados por Holter
(SANTOS et al., 2014) e ecocardiograma (BARROS et al., 2001).

A fase indeterminada da doenga, a mais prevalente e que tem ampla importéancia
do ponto de vista epidemioldgico. 20-30% dos pacientes com a forma indeterminada da
doenca de Chagas progridem apds um periodo de décadas para uma manifestagdo clinica
clara da doenca (RODRIGUES-DOS-SANTOS et al., 2018).

Em pacientes imunossuprimidos, ha uma ampliacdo abundante na parasitemia,
que pode levar a sérias implicacGes, como meningoencefalite ou miocardite aguda. Em
doentes com Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida (SIDA), o implicagéo
mais corriqueira € meningoencefalite abcesso cerebral, conhecido como "chagoma
cerebral” e apresenta-se como uma singular les@o subcortical analogo a que esta presente

na toxoplasmose cerebral uma massa branca (PY, 2011; RIGANTI et al., 2012).

3.2.7.3. Fase Cronica

A doenca pode evoluir para a fase cronica com manifestacdes, sintomas e sinais
fisicos de arritmias cardiacas, e tromboembolismo arterial ou venoso, além de
degeneracdo do ganglio, células do sistema nervoso periférico e central, hipertrofia e
dilatacdo de alguns 6rgdos como esdfago e colon (OLIVEIRA et al., 2011; BESTETTI et
al., 2016; CHEVILLARD et al., 2018; DE ANDRADE et al., 2018; HERNANDEZ et
al., 2018).

20-40% dos pacientes contaminados desenvolverao sintomas 10-30 anos depois
ao contagio. Em uma baixa percentualidade de pacientes 5-10% pode possuir uma
progressao direta da fase aguda para a fase cronica (RASSI A JR, 2010).

Importante destacar que pessoas com contagio cronica por T. Cruzi séo
apropriados de transmitir o parasita para o inseto vetor e também diretamente para outros

seres humanos via sangue, doacgdo de 6rgaos ou transplacentariamente, mesmo quando
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ndo ha aparicoes clinica (MAGUIRE JH. GORBACH S, 2004.; DAMASCENO et al.,
2014).

O envolvimento orgénico acontece na configuracdo de cardiomiopatia (14-
45%), aparicdes gastrointestinais (10-21%) ou as duas (10%). Menos de 5%
desenvolverdo sintomas de envolvimento do sistema nervoso periférico (MAGUIRE JH.
GORBACH S, 2004.).

Pacientes imunossuprimidos podem reativar 0 contdgio cronico com
manifestacdes como miocardite aguda, meningoencefalite e / ou abscessos cerebrais,
paniculite e lesdes de pele (BERN, 2015).

3.2.8. Diagnostico

O diagndstico etioldgico de T.Cruzi e decisivo e fundamental, a partir de
informacGes laboratoriais, devido os pacientes com sorologia positiva possam néo
desenvolver evidéncia clinica de doenca cronica, apenas uma pequena minoria de
individuos € capaz de desenvolver o quadro clinico do T. Cruzi (APT, WERNER,
HEITMANN, INGRID, JERCIC, L, ISABEL, M, JOFRE, LEONOR, NOEMI, ISABEL,
SAN MARTIN, V, et al., 2008; APT, WERNER, HEITMANN, INGRID, JERCIC, L,
ISABEL, M, JOFRE, LEONOR, NOEMI, ISABEL, SAN MARTIN, V, et al., 2008;
APT, WERNER, HEITMANN, INGRID, JERCIC, L, ISABEL, M, JOTRE, LEONOR,
etal., 2008; APT, W. et al., 2008; BALOUZ, MELLLI, et al., 2017; KRATZ et al., 2018).

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de formas graves da doenca de
Chagas ndo sd@o dominados em sua totalidade. Pesquisas destacam fatores importantes na
progressdo da doenca: genética do hospedeiro, caracteristicas do parasito e resposta
imune do hospedeiro (MENDES, T. A. D. et al., 2013; LEWIS et al., 2016; DECOTE-
RICARDO et al., 2017; DE FUENTES-VICENTE et al., 2018; PINTO et al., 2018).

E recomendado solicitar exames diagndsticos em todos os pacientes de areas
endémicas com um conjunto epidemioldgico apropriado (tendo vivido em area endémica,
biografia materna de doenca de Chagas, transfusdo sanguinea sem triagem para doenca
de Chagas). Analisar-se que uma pessoa tem contaminacao por T. cruzi quando oferece
um historico epidemioldgico ajustado e analises laboratoriais com resultados positivos
(PINAZO et al., 2014; GRANJON et al., 2016; NIBORSKI et al., 2016).
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O diagnostico de doenca aguda deve ser respeitado em pacientes que, além do
divulgado, oferecem descobertas clinicos como Chagoma ou sinal de Romafia. O
diagndstico de doenca cronica deve ser estimado, além do divulgado, se possuir técnicas
de triagem com sorologias positivas e sintomas clinicos ajustados, como cardiomiopatia
ou apari¢des de doenca esofagica (HERNANDEZ et al., 2018; ROJO-MEDINA et al.,
2018; ZOLLER et al., 2019).

A confirmacdo da fase aguda pode ser bancada por esfregaco de sangue ou
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A técnica de confirmacdo da fase cronica é a
sorologia. Para analisar o implicagdo de 6rgdos, um eletrocardiograma ou exames de
imagem como radiografia, ecocardiografia ou ressondncia magnética podem ser
realizados (MURCIA et al., 2016; DE SOUZA et al., 2018; SA et al., 2018; ZREIN et
al., 2018).

O diagnéstico da doenca de Chagas pode ser realizado por:

3.2.8.1. Deteccéo Direta do Parasita

Analisam como selo diagnostico da fase aguda a presencga do T. Cruzi no sangue
e outros liquidos organicos (NAVARRETE-SANDOVAL e SERVIN-ROJAS, 2016;
BALOUZ, AGUERO, et al., 2017; EGUEZ et al., 2017). O exame complementar
caracteristico que deve ser utilizado para o diagnostico da fase aguda incide, basicamente,
no esclarecimento do T. Cruzi no sangue periférico (analise direta), através de exame de
sangue fresco, gota espessa ou pelo procedimento de concentracao de Strout (PINTO, A.
Y. D. etal.,, 2008; DE SOUZA et al., 2013).

A deteccdo direta é alcancada por visualizacdo microscopica do parasita em uma
extensdo do sangue periférico, microhematocrito, hemocultura em meio individualizado,
xenodiagnostico ou PCR (ANDRADE et al., 2011).

Essas técnicas sO sdo Uteis na fase aguda, quando ha maior quantidade de
tripomastigotas em circulacdo no sangue. Porque nos primeiros 10 dias a partir da
contaminacdo, o resultado comumente € negativo, devido ndo ter tempo para uma
multiplicacdo satisfatoria dos parasitos. Por outro lado, apds 30 dias do inicio dos
sintomas, 0 numero de parasitos circulantes decresce, gracas a imunidade que se

estabelece (Coura e Borges-Pereira, 2012; Rassi e Rassi Junior, 2013; Matsuda et al.,
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2014). E importante destacar que sujeitos imunocomprometidos na fase cronica podem
ter excitacBes e, portanto, métodos de deteccdo direta de parasitas sdo 0s métodos
diagndsticos de escolha (BRONFEN et al., 1989; SILVA et al., 1993; PANAMENO
PINEDA et al., 1998; AGRELO, 2006; DIAS, J. C. P.,, RAMOS JR, A. N., GONTIJO,
E. D., LUQUETTI, A., SHIKANAI-YASUDA, M. A., COURA, J. R,, TORRES, R. M.,
MELO, J. R. D. C., ALMEIDA, E. A. D. e OLIVEIRA JR, W. D., 2016).

As técnicas de PCR, normalmente, mostram resultados positivos dias ou
semanas antes que os tripomastigotas circulantes sejam confirmados em manifestacfes
de sangue periférico (SCHIIMAN et al., 2000; DE FATIMA OLIVEIRA et al., 2008;
DIAS, J. C. P.,, RAMOS JR, A. N., GONTNO, E. D., LUQUETTI, A., SHIKANAI-
YASUDA, M. A., COURA, J. R,, TORRES, R. M., MELO, J. R. D. C., ALMEIDA, E.
A.D. e OLIVEIRAJR, W.D.J.E.E.S.D.S., 2016).

As caracteristicas do paciente, 0os primers a serem utilizados, e 0s métodos séo
impecilios para diagnostico util por PCR para fase cronica da doenca de Chagas, devido
apresentar sensibilidade variavel (JUNQUEIRA et al., 1996; PORTELA-LINDOSO,
ANA ANGELICA BULCAO e SHIKANAI-YASUDA, MARIA APARECIDA %]
REVISTA DE SAUDE PUBLICA, 2003; TRUCCOLO et al., 2013)

A hemocultura ou xenodiagndstico indica infecgdo do parasita de forma direta,
apesar de sensibilidade dessas técnicas na infeccdo cronica o valor é menor que 50%
(HOFF et al., 1979; LUZ, 1999; PORTELA-LINDOSO, ANA ANGELICA BULCAO e
SHIKANAI-YASUDA, MARIA APARECIDA %J REVISTA DE SAUDE PUBLICA,
2003; BRANDAO, 2013).

Outros métodos utilizados para o diagnéstico especifico, na fase aguda da
doenca de Chagas, sdo compostos por: bidpsia da lesdo cutanea tida como chagoma, de
linfonodo satélite e de masculo esquelético; xenodiagnéstico com exame precoce dos
triatomineos (sexto ao décimo dia apos o repasto) (COURA e BORGES-PEREIRA, 2012;
RASSI e MARIN-NETO, 2015)

3.2.8.2. Deteccao Indireta do Parasita

Uma suposicdo clinica de tripanossomiase € imprescindivel recorrer a
confirmagdo diagnostica da doenca. Assim, os procedimentos laboratoriais sdo de
extraordinaria importancia para um diagnéstico apropriado. Porém, os procedimentos de

diagndstico laboratorial podem proporcionar diferentes resultados dependendo da fase da
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doenca em que sdo utilizados, ou seja, fase aguda ou cronica (FREITAS, 1961; PINTO,
A.Y.D. N.etal., 2008; FERREIRA FILHO et al., 2011)

Alguns métodos utilizados para diagnosticar a doenca de Chagas sao:
aglutinacéo, fixacdo de complemento, precipitacdo, imunofluorescéncia, hemaglutinacao
e ELISA, dos quais os mais utilizados séo reagdo de hemaglutinacdo indireta (HAI),
imunofluorescéncia indireta (IFI) e ELISA (DE MARCHI et al., 2007; DIAZ-BELLO et
al., 2008; CARVALHO et al., 2011; CARNEVALI et al., 2017; AZEVEDO et al., 2018;
PEREZ-AYALA et al., 2018; SGUASSERO et al., 2018; TAPIA-GARAY et al., 2018).

Na fase aguda da doenga, ocorre a presenca de imunoglobulinas especificas anti-
T. Cruzi da classe de Imunoglobulinas M (IgM) contra T. Cruzi, que podem ser detectadas
e associadas a doenca de Chagas, porque estudos mostram que na fase crdnica sua
presenca é tida como normal (FREITAS et al., 1976; FERREIRA FILHO et al., 2011),
como ja foi dito as técnicas diretas de deteccdo de parasitas sdo de escolha.

O diagndstico da fase cronica requer procedimentos sorologicos para detectar
anticorpos imunoglobulinas G (IgG) contra T. Cruzi, devido a baixa parasitemia e
elevados titulos de imunoglobulinas especificas. Nesta fase, as analises soroldgicas mais
indicadas sdo IFI, ELISA, HAI e fixacdo do complemento (ndo usados mais pelos
laboratdrios da rede publica de satde). Também podem ser Gteis métodos de exames
parasitologicos indiretos, como xenodiagndstico (ndo utilizado na rotina laboratorial) e
hemocultura (ALMEIDA e SANTILIANO, 2012; CAMPOS et al., 2017).

E importante destacar os critérios diagnosticos da OMS, pelo menos dois testes
soroldgicos usados diferentes antigenos do parasito devem ser positivos para situar um
diagnostico de infeccdo por T. cruzi. Porém, ANVISA na Resolucdo da Diretoria
Colegiada n°® 57 determina a obrigatoriedade de apenas uma Unica técnica de alta
sensibilidade para a deteccdo de anticorpo anti-T. cruzi na triagem de doadores de sangue
(SANITARIA., 2010).

Pesquisas mostram que 0s sujeitos analisados por dois testes soroldgicos com
resultados diferentes requerem mais testes. Em alguns casos, apds a terceira analise, mesmo
0 estado da infeccdo é de dificil confirmacéo, pois ndo ha técnica padrdo-ouro para a infeccéo
cronica do T. cruzi (SAEZ-ALQUEZAR, A.J.R.D.P. T.J. O. T. P, 1997; ANDRADE e
GONTNO, 2008; CAVALCANTI e DE MIRANDA GOMES, 2008; MATOS et al., 2015b).

Outro problema é que o diagnoéstico da doenca de Chagas é complexo,
principalmente porque a doenga tem uma classificacdo geografica comum a outras doencas

tropicais que proporcionam quadro clinico semelhante, como a leishmaniose visceral,
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malaria, esquistossomose, febre tifoide e tuberculose (GONTIJO e MELO, 2004; MATOS et
al., 2015b; a; MACANEIRO, 2018).

Os métodos soroldgicos utilizados para o diagnéstico de doenca de Chagas. Varios
métodos tém sido utilizados na prética, tais como fixacdo de complemento, hemaglutinagédo
indireta e IFI. Entretanto, a reacdo cruzada é frequentemente observada com leishmaniose
visceral e leishmaniose tegumentar americana (DA SILVA et al.; GONTIJO e MELO, 2004;
MATOS et al., 2015b; a).

3.2.8.3. Hemaglutinacéo Indireta ou Passiva

3.2.8.3.1 Historico da Hemaglutinagdo Indireta ou Passiva

Landsteiner em 1903 foi o0 primeiro a descrever ao fato de que as hemaglutininas
frias podem ser absorvidas a partir de um soro e subsequentemente obtido de solugéo
salina. A reagdo da hemaglutinagdo a frio € completamente reversivel, aumentando a
temperatura de 37°C a 40°C. Eritrocitos aglutinados frios libertados do soro por
centrifugacdo, decantacdo e lavagem com solucéo de cloreto de sodio (STATS, 1945).
Testes diagndsticos por hemaglutinacao sao relatados desde 1934, sendo que em 1953 foi
relatado que a influéncia do inibidor ndo especifico no teste de inibicdo da
hemaglutinacdo foi um passo importante para o diagnostico da influenza (HILLEMAN e
WERNER, 1953).

Os mecanismos de componentes biologicos adsorvidos em eritrocitos passaram
a ser importantes para o diagnostico de doencas, e descobriu-se que através
de hemaglutinacdo, os soros podem ser titulados para anticorpos contra antigenos
adsorvidos nas células. Além disso, pequenas quantidades dos antigenos podem ser
detectadas através de seu poder de inibir ahemaglutinacdo das células
tratadas (BOYDEN, 1951).

Vérios sdo o0s estudos para padronizacdo de metodologia e antigenos (GOMES
et al.,, 2014) utilizados na reacdo de hemaglutinacdo. Tém sido utilizados antigenos
extraidos por tratamento de epimastigotas por vibracdo ultrassdnica, por agua destilada,
por congelamento e descongelamento, por desoxicolato de sodios, por hidréxido de sddio
(NaOH) e por TRITON X 100. A HAI tem apresentado comportamento variado,
traduzido pelas diferencas na sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade da reacéo.

Sendo que de todos os extratos estudados o que melhor apresentou resposta foi extrato
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com NaOH para eritrécitos sensibilizados com antigenos de T. Cruzi (GOULET et al.,
2017; LEE et al., 2017; VILLA et al., 2018).

Um outro avango na resposta da reacdo de hemaglutinacdo para T.Cruzi, foi
identificar que amostras padrBes sorolégicas muito diluidas ndo sdo importantes nos
resultados. Os soros "ndo Uteis" parecem constituir algo na ordem de 17% de todos 0s
soros coletados e testados, assim ficou claro que quanto menos diluida as amostras,
melhores sdo 0s reagentes feitos para o diagnéstico da doenga de Chagas (LUZ, J. G. G.
et al., 2015; TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2015; FERREIRA, E. C. et al., 2018).

Em 1996 foi padronizado um teste de hemaglutinacdo rapido, a partir de um
reagente de vida curta preparado com células sanguineas frescas. O reagente e as
condi¢des do teste foram consideravelmente modificados e, mais importante, € proposto
um reagente de antigeno epimastigota T. Cruzi solubilizado em meio alcalino, aplicado
em 71 amostras de soro de pacientes com doenca de Chagas e de 235 doadores de sangue
clinicamente saudaveis. A sensibilidade, a especificidade e os valores preditivos positivo
e negativo, foram compativeis imunofluorescéncias, reacdo de hemaglutinacdo indireta e
fixacdo de complemento (NAGASSESUGAHARA et al., 1996).

Em bancos de sangue e em investigacdes epidemioldgicos foi desenvolvido um
teste de hemaglutinacdo rapido que emprega hemécias de carneiro sensibilizadas com
extrato de T. cruzi, em suspensdo concentrada. A elaboracgéo é feita sobre uma lamina de
vidro, duas gotas de soro ou plasma e uma de reagente, em seguida, agitado em
movimentos rotativos e a leitura é feita apds 3 minutos (REY, 2001).

Testes de comparacdo da reacdo de hemaglutinagdo com outras técnicas (SUN
et al.,, 2016; GHORBANI et al., 2018), mostram que a reacdo de hemaglutinacédo
apresenta resultados melhores, do que, por exemplo, o teste de ELISA. Resultados foram
obtidos por trés laboratérios diferentes, a mesma pesquisa mostrou que existe uma estreita
relacio da reacdo de hemaglutinacdo com imunofluorescéncia (ROSS e
NOVOAMONTERO, 1993; ERGUNAY et al., 2011; PEREYRA et al., 2011; KIM et
al., 2014).
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3.2.8.3.2. Testes com Reagentes Comercias de Hemaglutinacdo Indireta

No Brasil programas de qualidade externa em sorologia de bancos de sangue,
apontou que reacdo de hemaglutinacdo indireta apresenta a maior porcentagem de
resultados falsos negativos. Isso levou por iniciativa da Coordenacao do Sistema Nacional
de Laboratérios de Saude Publica (COLAB), da Fundacdo Nacional da Salde, o
Ministério da Saude instituiu um comité composto por diferentes membros da
comunidade cientifica e de servicos, com a finalidade de avaliar os conjuntos diagndsticos
(CDs): (1) BIOCHAGAS, (2) BIOLAB, (3) CECON, (4) EBRAM, (5) FIOCRUZ, (6)
HEMAGEM, (7) IMUNOSERUM, (8) SALCK, (9) TRILAB, (10) WANA, (11)
WIENER. (SAEZ-ALQUEZAR, A., 1997)

Cinco laboratorios avaliaram os 11 CDs: para o teste da HAI, disponiveis no
mercado. O resultado apontou que o desempenho de cada CD para cada soro, por cada
um dos 5 laboratdrios participantes, foi analisado em relacdo a reprodutibilidade,
especificidade e a sensibilidade de cada um. Destacam-se trés pontos importantes neste
estudo multicéntrico: 1) a avaliacdo destes diferentes CDs permitiu detectar diferencas
significativas entre os mesmos, sendo que o desempenho foi aceitavel (auséncia de
resultados falso-negativos) apenas para quatro dos CDs avaliados (36%); 2) o
desempenho esteve geralmente relacionado ao ponto de corte recomendado pelo
fabricante, logo, aqueles que atribuiram pontos de corte baixos (8-16 ou 10-20) tiveram
melhor desempenho do que os que fixaram este ponto de corte em 1-40, sem detrimento
da especificidade; 3) a inclusdo de todos o0s elementos necessarios para o processamento
dos testes otimiza o desempenho do respectivo CD. Realizaram-se recomendacdes para
os fabricantes, visando melhorar a técnica de cada CD, bem como avaliacGes periodicas
do desempenho (SAEZ-ALQUEZAR, A., 1997).

Vaérios estudos sorologicos da doenca de Chagas incluem nos seus métodos a
reacdo de hemaglutinacdo indireta (MORET et al., 2003; PICKA et al., 2007; FERRER
etal., 2013; MENDES, R. S. etal., 2013; NEGRETTE et al., 2013; GARCIA et al., 2014;
GONZALEZ et al., 2017; SGUASSERO et al., 2018).
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3.2.8.3.3. Principio da Reacdo Hemaglutinacdo Indireta

O teste HAI, tem por principio a aglutinacdo de hemacias sensibilizadas com
antigeno T. cruzi, em presenca de soro contendo anticorpos contra esse parasita (REICHE
et al., 1996). O teste tem como suporte uma placa com 96 cavidades ou em fila de 8 ou
12 cavidades, além disso é necessario um pano Umido para neutralizar as forcgas
eletrostaticas. O teste é constituido de trés etapas: (1) adiciona-se a amostra, que sendo
reagente, contém anticorpos anti-T.cruzi, (2) hemacias sensibilizadas com antigenos de
T.cruzi sdo adicionados, (3) a reacdo antigeno-anticorpo é visualizada pela aglutinacéo
das hemécias (LUQUETTI et al., 1998). Veja na Figura 2.

Figura 2. Desenho esquematico de HAI.
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Fonte: adaptada de Luquetti, 1998.

A resposta observada na placa é simples. Ao olho nu, com a placa de
microtitulacdo indo contra a luz ou com espelho. E possivel observar trés estruturas
distintas: (1) amostras regente quando as hemacias sensibilizadas, forma uma espécie de
manto ou tape, de forma homogénea, ocupando uma area maior do que 50% do fundo da
placa, as vezes com bordas irregulares (2) amostra indeterminada quando apresenta
padrdo distinto do reagente e do ndo reagente, (3) amostra ndo reagente as hemacias séo
observadas com um pequeno botdo no fundo poco da placa, ou seja, as hemécias

acumulam bem proximas (LUQUETTI et al., 1998). Veja na Figura 3.
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Figura 3. Desenho esquematico da visualizacdo na placa de microtitulacdo de amostra

reagente, de amostra indeterminada e de amostra ndo reagente de HAI.
10 11 12

Ndo reagente

@ Indeterminado

Fonte: adaptada de Luquetti, 1998.
3.2.8.3.4. Teste de Reacao de Hemaglutinagao Indireta Semiquantitativo

Os soros que mostram reacdo positiva ou indeterminado no teste qualitativo
devem ser titulados, porque sera possivel determinar qual a dilui¢do ideal para amostra e
assim obter um resultado semiquantitativo da amostra analisada. A execuc¢do do teste deve
ser feita de acordo com o fabricante. No geral, o fabricante fornece diluente especifico e
define a diluig&o inicial da amostra para o teste qualitativo. As diluicdes da amostra para
teste semiquantitativo séo preparadas, em muitos casos, na razao 2 a partir da dilui¢do do
teste qualitativo (LUQUETTI et al., 1998). Veja na Figura 4.
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Figura 4. Desenho esquematico de diluicdo seriada da amostra para o teste de HAI
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Fonte: adaptada de Luquetti, 1998.

O titulo da amostra € determinado da seguinte maneira: cada uma das diluicdes
da amostra em um poco da placa de microtitulacao. O titulo obedece a diluicdo em que a
amostra ainda foi reagente, desde que a diluicdo seguinte tenha um resultado negativo ou
indeterminado, veja, na Figura 5, o resultado obtido com cada uma das dilui¢bes da
amostra, o titulo foi de 160, porque a diluigdo 1/160 foi a ultima onde a amostra ainda foi

reagente.
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Figura 5. Desenho esquematico das reacdes de cada uma das diluicdes da amostra no
HAI. R — Amostra reagente, | — Amostra indeterminada e NR — Amostra ndo reagente.
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Fonte: adaptada de Luquetti, 1998.

Assim, auma metodologia € muito simples que tem sensibilidade > 90%, empregada

para o diagnostico de fase aguda ou crénica (COSTA et al., 2013).

3.2.8.3.5. Imunofluorescéncia Indireta

A técnica de IFI foi padronizada em 1959, e em 1966 padronizou-se a reacdo de
IFI em laminas. O procedimento consiste em laminas de microscopia para florescéncia
em que parasitas sdo fixados (T.cruzi), os quais reagem com soros ou plasmas humanos
(CAMARGO, 1966).

A reacdo entre o antigeno fixado e o anticorpo presente nas amostras é
visualizada apds a adicdo de anti-imunoglobulina humana (lg), conjugada com
isotiocianato de fluoresceina. Para a leitura da reacdo deve-se utilizar microscopio para

fluorescéncia (ZAUZA, 2000), veja na Figura 6 esquema da resposta do teste IFI.
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Figura 6. Esquema da resposta do teste IFI

Reacdo positiva

- + Luz azul e ultravioleta
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Parasitas + amostras positivas + conjugado = Fluorescéncia

Reacdio negativa

+ Luz azul e ultravioleta

Parasitas + amostras negativas + conjugado = sem Fluorescéncia

Caracteriza-se por ser um método com grande sensibilidade na fase aguda. Por
detectar IgM anti-T. Cruzi, desde que, o conjugado seja especifico, anti-lgM. No entanto, é
preferivel a utilizacdo de 1gG que ndo oferecem riscos de reacOes cruzadas e reacOes falsos
positivos (REY, 2001).

3.2.8.4. Ensaio Imunoenzimatico para o Diagndstico da Infeccéo por T.

Cruzi.

O kit de diagndstico ensaio imunoenzimatico para o diagnostico da infecgcdo por
t. cruzi ((El)-Recombinante-Chagas-Biomanguinhos®) produzido por Bio-Manguinhos.
Os antigenos produzidos no inicio pelo grupo de pesquisa do Dr. Samuel Goldenberg do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular do IOC/FIOCRUZ. Este kit possui
patente no Brasil (BR PT 1100553-0), nos Estados Unidos (US 5736348) e na Europa
(919203356.2). O qual possui caracteristicas semelhantes ao método de ELISA direta
(GADELHA, 2003). Estudos que utilizaram o kit apontam para excelente performance
apresentando 100% de especificidade e sensibilidade (GOMES et al., 2001; SILVA et
al., 2002).

48



3.2.8.4.1. Principio do Teste El-Recombinante-

Chagas-Biomanguinhos®

Antigenos sollveis e purificados de T. Cruzi foram obtidos a partir de cultura
“in vitro”, que foram previamente adsorvidos nas cavidades de microplacas/strips (fase
solida). A seguir, adicionam-se, devidamente diluidos, os controles do teste e as amostras
a serem analisadas, que possuindo anticorpos especificos, vdo se fixar aos antigenos
(MACCRINDLE et al., 1985).
Para evidenciagdo da reacdo, utiliza-se uma substancia cromogena (tetrametilbenzidina-
TMB), que pela acéo da peroxidase com o peréxido de hidrogénio, forma um composto
de coloracdo azul turquesa. Adicionando o acido sulfdrico que interrompe a reacéo, passa
a apresentar uma coloracdo amarela, em caso positivo (reagente). Nas cavidades em que
ndo houver anticorpos especificos, ndo havera desenvolvimento de cor, 0 que caracteriza
uma reacdo negativa (ndo reagente). Os resultados podem ser avaliados por meio de um
espectrofotdmetro para microplaca em comprimento de onda de 450 nm (MACCRINDLE
et al., 1985). Veja na Figura 7 o esquema da resposta do teste El-Recombinante-

Chagas-Biomanguinhos®
Figura 7. Esquema da resposta do teste EI-Recombinante-Chagas-Biomanguinhos®
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i
Auntigenos de T cruzi + amostras negativas + conjugadoe + subsirate = sem coloracio
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3.1.4.2.4. Pesquisa em Biossensores para o Diagnoéstico da Doenca de

Chagas

Sensores quimicos transformam a informacdo quimica em sinal analitico. O
sensor quimico é caracterizado de maneira simples, como um receptor molecular em série
com um transdutor fisico-quimico, em que, a informagéo quimica pode estar associada a
concentracdo do componente especifico na amostra (ATIF et al., 2019; CHEN, Q. L. et
al., 2019; ZHANG, C. M. et al., 2019). O biossensor é obtido quando envolve um receptor
molecular de natureza bioquimica (LIENEMANN et al., 2018; LUAN et al., 2018;
SINGHA et al., 2018). A seletividade e a sensibilidade de um biossensor, tem como
correspondéncia 0 componente bioldgico e as caracteristicas do detector eletroquimico,
respectivamente. O detector eletroquimico (transdutor) deve ser atenciosamente
escolhido e preparado. Em sua escolha, deve-se levar em conta a natureza do mecanismo
do biossensor como conhecida. O mecanismo é dependente fundamentalmente do tipo de
componentes ativos envolvidos e do modo de transducéo de sinal (JANIAK et al., 2018).
Por exemplo, biossensores enzimaticos, a comunicacao eletroquimica entre sitio redox e
o0 eletrodo deve ser garantida, através da preservacdo do sitio ativo da enzima apos
imobilizacdo do substrato (GOMES, F. O. et al., 2019; MANDAL et al., 2019; WANG
et al., 2019).

Para doenca de Chagas ndo ha vacina. Portanto, o controle de vetores e 0s testes
diagnosticos sdo métodos eficazes de prevencdo da doenca. O exame de sangue é
necessario para prevenir a infeccdo por transfusdo de sangue e transplante de 6rgédo
(DAMHORST et al., 2015).

A deteccdo de antigeno nos soros sanguineos é Util apenas para a fase aguda da
doenca de Chagas, mas anticorpos nesta fase a deteccdo é precaria (REGIART et al.,
2016; BALOUZ, AGUERO, et al., 2017; EGUEZ et al., 2017). A Deteccdo de anticorpos
anti-T. Cruzi na investigacdo soroldgica ¢ o método de escolha para o diagnostico
etiologico da doenca de Chagas na fase crbnica, considerando a especificidade e
sensibilidade dos testes utilizados na rotina de analises clinicas, mas ainda sdo caros e
pouco confiavel, em muitas vezes é necessario a aplicacdo de varias técnicas na
comprovacdo (UMEZAWA et al., 1996; PAREDES et al., 2009; FLORES-CHAVEZ et
al., 2010; SANTOS, F. L. N. et al., 2016).

50



Os procedimentos de diagndstico clinico devem ser sensiveis e com alta
reprodutibilidade e repetibilidade. Diferentes esforcos de pesquisa em biossensores para
o0 diagnostico da doenca de Chagas tém sido desenvolvido (DAMHORST et al., 2015;
CAMPUZANO et al., 2017; FERNANDES et al., 2017; JANISSEN et al., 2017,
ROCHA-GASO et al., 2017).

Vale destacar que dois tipos de biossensores que foram investigados para o
diagndstico de doenga de Chagas podem ser classificados em eletroquimico e oOptico.
Entre os biossensores eletroquimicos, biossensores amperométricos (FERREIRA et al.,
2005; SALINAS et al., 2005; RIBONE et al., 2006; BELLUZO et al., 2011; PEREIRA
et al., 2011; CAMPUZANO et al., 2017) e impedimétricos (DINIZ et al., 2003;
SANTOS, C. S. et al., 2016) podem ser achados. Enquanto que os biossensores dpticos
com transdutores de ressonancia de plasma de superficie (SPR) (LIU et al., 2019; SUN
et al., 2019; XU et al., 2019; YANG et al., 2019; ZHANG, H. et al., 2019) s&o relatado
(LUZ, J. G. G. etal., 2015).

Ferrei et al. (2005), utilizou-se de um potenciostato-galvanostato para realizar as
medidas, eles relatam um biossensor para o diagnostico da doenca de Chagas, que
consistia de um imunossensor amperomeétrico que requer uma interacéo eletroquimica.
Salinas et al. (2005), também relatou um imunossensor amperométrico com tempo de
analise de no maximo 23 minutos, o qual apresentou maior sensibilidade em comparacao
com 0 método ELISA.

Ribone et al. (2006), desenvolveu um dispositivo que consistiu em um elétrodo
de ouro modificado com um tiol sensibilizado com proteinas do parasita. O método foi
baseado na medida da corrente catalitica apos a adicdo do substrato enzimatico, que
ocorre quando um soro positivo é usado para construir o biossensor. A eficiéncia de
discriminacdo entre soros positivos e negativos foi de 100% para as amostras estudadas.

Belluso et al. (2011) projetaram biosensores (imunoensaios indiretos) com
deteccdo amperométrica utilizando receptores quiméricos feitos sob medida para reagir
com o analito, imunoglobulina G especifica anti-Trypanosoma cruzi (IgG). Os
biossensores projetados de quiméricas mostraram 100% de especificidade com amostras
que revelaram resultados falso-positivos ao usar outros biorreceptores. O limite de
deteccéo foi de 62 ng mL?, que é oito vezes menor do que o obtido com o kit de ensaio
ELISA. A reutilizagdo do biossensor foi avaliada. O sinal foi de aproximadamente 80%

do original apos a realizagdo de 10 determinagGes consecutivas.
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Pereira et al. (2011) desenvolveram um imunossensor eletroquimico para
detectar 1gG especifica para anticorpos T. Cruzi presentes nas amostras de soro do
paciente com um limite de deteccdo de 3,07 ng mL™ . Eles alcancaram este resultado
funcionalizando o sensor com proteinas do T. Cruzi de membranas epimastigotas como
antigenos e pela eletrodeposicao de nanoparticulas de ouro onde os antigenos do T. Cruzi
foram imobilizados. Os autores afirmaram um ligeiro efeito eletrocatalitico devido ao uso
de nanoparticulas de ouro que aumentaram a sensibilidade do eletrodo e a eficiéncia de
imobilizacdo do antigeno do T. Cruzi.

Em 2016 foi apresentada uma plataforma eletroquimica portétil para
sorodiagnostico de doencas infecciosas baseadas em microesferas magnéticas. A
portabilidade desta plataforma foi alcancada empregando um potenciostato miniportatil.
Eles demonstraram com sucesso 0 uso desta plataforma para o diagnéstico da doenca de
Chagas com ensaios de tempos de leitura de 20 s, nos quais obtiveram resultados
semelhantes aos de ELISA em termos de sensibilidade e seletividade. No entanto, este
sistema ainda ndo estd disponivel comercialmente. Além disso, a técnica requer a
deteccdo de reacdes eletroquimicas para conduzir 0s ensaios, 0 que leva a etapas indiretas.
Outras técnicas de deteccdo, como 0 uso de sensores acusticos, poderiam evitar essas
etapas no futuro (CORTINA et al., 2016).

Regiart et al (2016) utilizaram eletrodo de carbono, o qual foi modificado com
nanoparticulas de ouro e funcionalizado com antigeno recombinante de fase aguda. O
limite de deteccéo alcancado foi de 3,03 ng mL™* (REGIART et al., 2016).

Janissen et al (2017) desenvolveram um biossensor de nanofios baseado no
transistor de efeito de campo que atingiu niveis deteccdo ultrassensivel a 6 fM para um
marcador de proteina da Doenca de Chagas (JANISSEN et al., 2017).

Diniz et al (2003) utililizaram uma cadeia polipeptidica formada por antigenos
recombinantes, antigeno repetitivo citoplasmatico e antigeno repetitivo flagelar de
Trypanosoma cruzi, foram adsorvidos em eletrodos de ouro e platina. Verificaram que a
adsorcao é fortemente sensivel a camada de éxido na superficie do eletrodo. Na maioria
dos experimentos, 0s antigenos mantiveram sua atividade como observado através da
interacdo com soros de pacientes chagasicos cronicos. Os resultados foram expressos em
termos da resisténcia de transferéncia de carga através da interface.

Santos et al (2016) descreveram o desenvolvimento de um imunossensor
eletroquimico para a deteccdo qualitativa da tripanossomiase americana em amostras de

soro. O imunossensor foi construido utilizando a técnica de monocamada automontada

52



com substrato de ouro modificado com monocamada de acido 3-mercaptopropionico. Os
antigenos de T. Cruzi foram imobilizados apds ativagdo de grupos carboxilicos em
monocamada de 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida e N-hidroxissuccinimida.
Os parametros que podem interferir na resposta impedimétrica da resposta
imunossensora, como concentracao, tempo de incubacdo na solucdo de antigenos de T.
Cruzi, concentracdo de albumina sérica bovina e tempo de incubacdo na solugdo de
anticorpos anti-T. Cruzi foram otimizados. O imunossensor mostrou-se seletivo e sensivel
na detecgéo qualitativa de anticorpos contra o T. cruzi em amostras de soro infectadas por
anticorpos do tipo toxoplasma.

Luz et al. (2015) apresentaram o primeiro biossensor para o diagnéstico de
doenca de Chagas baseado em ressonancia plasmonica de superficie. Eles obtiveram o
parametro relacionado a presenca de anticorpos anti-T. Cruzi em soro humano em
aproximadamente 20 minutos. O grupo realizou uma compara¢do do imunoensaio com
ELISA, o qual apresentou uma sensibilidade satisfatoria de 100%, ao comparar a outros
métodos, como PCR, que tem uma sensibilidade de 90% e uma especificidade satisfatoria
de 97,2% (LUZ, J. G. et al., 2015). Assim, fica claro que o uso é adequado para
diagnostico da doenca de Chagas. No entanto, o uso da ressonancia plasmonica de
superficie, ainda consome altos volumes de reagentes e 0 equipamento so pode ser usado
em laboratorio. Além disso mesmo que os biossensores opticos possam ser altamente
sensiveis, o custo do equipamento ressonancia plasménica de superficie € superior a R$
194.000,00. Por esta razdo, muitos pesquisadores, ndo pode pagar por tais sistema
(COLTRO et al., 2014).
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Na Tabela 2 s&o fornecidas algumas vantagens e desvantagens de técnicas para
o diagndstico da doenca de Chagas.

Tabela 2. VVantagens e desvantagens de técnicas para o diagnéstico da doenca de Chagas.
* LD: limite de deteccao.

Métodos Desvantagenss Vantagenss LD Referéncias
Biossensores Custo elevado; Area de superficie ativa 3ngmL? (REGIART et al,
Néo comercializado. aumentada; 2016)

Alta condutividade
Caracteristicas  eletrocataliticas

melhoradas
Alta sensibilidade e seletividade
PCR Instrumentagdo Alta sensibilidade e seletividade 1 parasite mL* (RAMIREZ et al.,
complexa Melhora a precisdo de métodos 2018)
Custo elevado
Técnico especializado
Tempos de ensaio longo
Teste rapido de fluxo  Alta possibilidade de Rapido (10-15 min) ~20nM (BARFIELD et al.,
lateral falso negativo Baixo custo 2011)
(cromatografia em  Volume alto de  Alta sensibilidade (SANCHEZ-
papel) reagente CAMARGO et al.,
Especificidade 96,8% 2014)
ELISA Temposde ensaiolongo  Alta sensibilidade e seletividade ~ ~30 nM (DIGUTA et al,
Instrumentacéo Bom funcionamento sem 2010)
complexa interferentes, como  fluidos (THACKER et al,
Custo elevado corporais como saliva 1996; IQBAL et al.,
Apresenta reagao 2000; PERUSKI e
cruzada com outros PERUSKI, 2003)

agentes infecciosos, por
exemplo Leishmaniose

3.3. Eletrodo Lépis de Grafite

E crescente 0 uso de eletrodos a base de carbono devido viabilidade na
determinacdo de substancias que sustentam a reacdo de oxidacdo, das mais variadas areas,
das quais podem ser destacadas a industria farmacéutica, industria de alimentos, meio
ambiente etc. Um destaque dos eletrodos de carbono é eletrodo lapis de grafite devido
suas propriedades como alta reatividade eletroquimica, rigidez elevada, baixa toxicidade,
preco baixo, descartabilidade, isso tem viabilizado sua utilizacdo em analises
farmacéuticas, poluentes ambientais e etc (BOSCH et al., 2006).

Outro ponto importante sobre o eletrodo lapis de grafite sdo os diversos
procedimentos para alterar sua superficie que sdo chamados de procedimentos pré-
tratamento especificos, tais procedimentos sdo quimicos, tratamento com plasma por
radiofrequéncia, oxidacdo de fase gasosa e eletroquimica, e até polimento mecanico, estes
procedimentos buscam melhorar a qualidade da superficie com mudanga de grupo
funcionais (KAHLERT, 2008). Assim, permite o eletrodo lapis de grafite facilmente ser
utilizado como um eletrodo modificado(OZCAN e SAHIN, 2011). E notdrio que
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eletrodos a lapis de grafite exibi excelente estabilidade, conservando mais de 75% de sua
atividade 6tima durante o periodo de medidas, os eletrodos de grafite foram modificados
por polianilina e tinham as seguintes dimensdes 60 mm de comprimento e 1,4 mm de
didmetro (KASHYAP et al., 2015).

Hasanjani e Zarei (2018) (HASANJANI e ZAREI, 2018)desenvolveram um
sensor eletroquimico tento como base eletrodo lapis de grafite com as seguintes
caracteristicas tipo HB, dureza média, 0,5 mm de didmetro, o qual foi modificado com
nanoparticulas de platina e éxido de grafeno reduzido para determinacao de ceftazidima,
com limite de deteccdo foi determinado como 2,2 x 107 M. Odewunmi et al (2019)
desenvolveram um eletrodo l&pis de grafite modificado com dxido de prata para a
determinag@o de DL-metionina em soro humano, o qual mostrou um limite de deteccao
em 0,42 uM (ODEWUNMI et al., 2019). Wang e Kawde (2001) (WANG e KAWDE,
2001) descreveram caracteristicas e vantagens de um biossensor de hibridizacdo de DNA
renovavel baseado em um transdutor de eletrodo lapis de grafite com comprimento de 6
mm, a superficie deste biossensor foi renovada rapidamente, por uma simples extrusao
mecanica, evitando assim a necessidade de um passo adicional de regeneracdo. O sensor,
assim, responde rapidamente a "troca" entre solucdes oligonucleotidicas alvo e nao
complementares, com o uso de superficies novas que apagam os efeitos da memdria.

N&o foi apresentado na literatura, detec¢do de anticorpos que caracterizam a

doenca de Chagas e utilizam eletrodo de grafite.

3.4. Métodos Eletroanaliticos em Imunoensaios

Técnicas eletroquimicas tém sido utilizadas para caracterizar e avaliar
imunoensaios: crono(amperometria) (GAO et al., 2016; TSAI et al., 2016; SHAO et al.,
2017; TSAIl et al., 2017; LEE et al., 2018), cronopotenciometria (TULLY et al., 2008;
CAO et al., 2015; JIA et al., 2015; YU et al., 2016; LAKEY et al., 2019), varredura de
potencial linear (VPL) (HAJI-HASHEMI et al., 2018; TUFA et al., 2018; BONAKDAR
etal., 2019; NAJAFI et al., 2019; THIRUMALRAIJ et al., 2019), voltametria ciclica (VC)
(técnicas DC) (HU et al., 2019; THIRUMALRAJ et al., 2019; TRUTA e SALES, 2019;
YADAV et al.,, 2019; YILMAZ et al.,, 2019) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE) (BERTOK et al., 2019; CHEN, L. H. et al., 2019; MORAES et al.,
2019; TRUTA e SALES, 2019; YAMAN et al., 2019; YILMAZ et al., 2019). Para
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caracterizacdo eletroquimica de procedimentos com eletrodos, VC e EIE séo
possivelmente os métodos eletroquimicos mais empregados (FERREIRA et al., 2009).

3.4.1. Voltametria Ciclica (VC)

Em analises qualitativas e quantitativas a voltametria ciclica (VC) é uma técnica
usada quando tem envolvimento de analito adsorvido num eletrodo ou de um analito em
solucdo. Pois oferece uma explicacdo dos potenciais redox de espécies eletroativas além
de informagdes importantes sobre efeito do material do eletrodo de trabalho e do meio
(eletrolito de suporte e/ou pH) empregados sobre o processo redox (WESTBROEK et al.,
2005).

VC é a técnica eletroquimica mais frequentemente empregada para obter as
iniciais informacgdes sobre a natureza da superficie do eletrodo, como a sua pureza
(CISZEWSKI et al., 2019; HUANG e ZHANG, 2019; TAMAYO et al., 2019),
estabilidade (GHINNIRE et al., 2019; YILMAZ et al., 2019; YIN et al., 2019),
reprodutibilidade e repetibilidade (GHOLIVAND et al., 2019; TARAHOMI et al., 2019;
YILMAZ et al., 2019).

Normalmente, os procedimentos voltamétricos sdo empregados em uma cela
eletroquimica usando um eletrodo de trabalho (formado pelo substrato condutor em
exame), um contra eletrodo (comumente de platina) e um eletrodo de referéncia (que pode
ser um eletrodo de calomelano saturado (ECS), prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) ou o
eletrodo padrdo de hidrogénio imersos em uma solucdo condutora (eletrolito)
(PACHECO et al., 2013) como ilustrados na Figura 8.
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Figura 8. Representacdo de uma (A) cela eletroquimica com (B) tampa para acoplamento
do (C) o eletrodo de trabalho, (D) o eletrodo auxiliar ou contra eletrodo e (E) o eletrodo

de referéncia.

Eletrodo

D | Auxilar l “
Eletrodo de

s || %, Releréncia E
f

-

C Eletrodo de
Trabalho

Cela
A Eletroquimica

Fonte: adaptada de Morillo 2017.

Na voltametria ciclica, transporte de massa de espécies eletroativas para
oxidacdo ou reducdo ocorrem apenas por difusdo. Assim, a fim de evitar correntes de
migracdo e garantir a condutividade, um eletrolito suporte é adicionada a solucéo,
geralmente os sais de metal alcalino e especialmente de tetra-alquil-amdnio provaram ser
os mais eficazes. (HEINZE, 1984).

Além da corrente Faradaic baseada na transferéncia de carga heterogénea no
limite de fase, ha também uma corrente capacitiva do carregamento da dupla camada
elétrica sem transferéncia de carga entre o eletrodo e o eletrolito. Isto é medido com
equipamento adequado e registrado como uma curva de voltagem-corrente caracteristica
- um voltamograma ciclico (HEINZE, 1984).

Uso de potenciostatos em conjunto com um arranjo de células de trés eletrodos.
Neste sistema a corrente flui através do eletrodo de trabalho e do contra eletrodo,
enquanto quase nenhuma corrente flui através do eletrodo de referéncia devido a sua alta
impedancia. A fim de manter a queda do potencial 6hmico existente 0 mais pequena
possivel, o eletrodo de referéncia é colocado o mais préximo possivel do eletrodo de

trabalho usando um capilar de Luggin’s.
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Os parametros mais formidaveis que podem ser alcangados a partir de um
voltamograma ciclico estdo exibidos na Figura 9, e sdo: corrente de pico anddico (Ipa) ou
pico de oxidacdo, corrente de meio pico anddico (Ipa/2), corrente de pico catddico (Ipc)
ou pico de reducdo, corrente de meio pico catédico (Ipc/2), potencial de pico anddico
(Epa), potencial de meio pico anddico (Epa/2), potencial de pico catddico (Epc), potencial
de meio pico catddico (Epc/2), potencial de meia onda (E1/2), e diferenca entre o

potencial de pico anddico e de pico catodico (A Ep).

Figura 9. Voltamograma ciclico para transferéncia de carga reversivel.

Corrente (A)
1

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Potencial (V)
As vezes CV é usado para limpar a superficie do eletrodo; para ativacdo; e para

reconstruir a superficie do eletrodo, ou para determinar a area de superficie ativa do
eletrodo. Esta técnica também pode indicar alguma contaminagdo do eletrdlito usado
como no caso de uma solucdo tampao de fosfato.
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3.4.2. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

A espectroscopia de impedancia eletroquimica é uma técnica muito Gtil para
analisar quase todos os fendmenos que acontecem em processos de eletrodos e interfaces,
devido a sua elevada sensibilidade em identificar alteragdes em processos interfaciais,
estruturais e reacionais, uma vez que ela pode explorar uma ampla faixa de frequéncia
que cobre um vasto intervalo de valores constantes no tempo (DURRANI et al., 2014,
LARIBI et al., 2018; BUFFON e STRADIOTTO, 2019).

A EIE consente separar diferentes procedimentos como capacitivo (ALMEIDA et
al., 2019; HAJRA et al., 2019; KIM et al., 2019), transferéncia de carga (HUANG et al.,
2019; JIANG et al., 2019; ZIADI et al., 2019), transferéncia de massa (ASL e
MANTHIRAM, 2019; HUANG et al., 2019; ZHAO et al., 2019), adsorcao/dessorcao
(LINetal., 2019; WU et al., 2019; ZHANG e WANG, 2019) e outros processos (DUDEK
et al., 2019; NIKOLIC et al., 2019; TRABELSI et al., 2019). Por esta raz&o, EIE é uma
ferramenta poderosa para investigar os mecanismos de reacdes eletroquimicas, medindo
propriedades de transporte de materiais, medindo propriedades dielétricas de materiais,
explorando propriedades de eletrodos porosos, investigando superficies passivas,
investigando eletrodos modificados, e mais, pode utilizar um par redox na solucéo
eletrolitica (HOLLAND-CUNZ et al., 2018; UMESHBABU et al., 2018; SOPCIC et al.,
2019) ou ndo usar um par redox na solucédo de trabalho, para alcancar a estabilidade, as
propriedades elétricas e fisico-quimicas da superficie modificada (LI, D. et al., 2016;
PELJO et al., 2016; GUIN et al., 2017), mas dificilmente sdo realizados no campo dos
imunossensores (KATZ e WILLNER, 2003; YAN et al., 2012; DERKUS et al., 2013).

As possibilidades de uso do EIE sdo mostradas na Figura 10.
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Figura 10. Alguns sistemas que podem ser analisados empregando a EIE.
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Fonte: adaptado de Ferreira et al 2011

Uma importante vantagem do uso do EIE é que devido a baixa amplitude da
onda senoidal (corrente ou potencial) aplicada para alterar o sistema em relacdo ao seu
equilibrio ou estado estacionario, apesar das amplitudes dos sinais de entrada e saida
possam ser desiguais e possam oferecer um deslocamento de fase (GINER-SANZ et al.,
2018; MOHAJERI et al., 2018; SHIN et al., 2018; ZHANG e CHEN, 2019). Se a
perturbacdo for adequada, a resposta pode ser avaliada empregando a teoria de circuitos

elétricos, que pode ser simulada por um arranjo apropriado de resistores, capacitores e
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indutores, admitindo um sistema linear. Esses circuitos elétricos equivalentes sdo padrdes
desenvolvidos para ilustrar os dados de impedancia eletroquimica e devem corresponder
a pelo menos duas condicGes: todos os dados dos circuitos elétricos equivalentes devem
ter um sentido fisico claro e conexos a uma propriedade do sistema que deve ser adequado
de produzir resposta elétrica; os circuitos elétricos equivalentes devem ser tdo simples
quanto imaginavel e gerar espectros de impedancia que sejam diferentes do experimental
apenas por uma baixa quantidade definida. O erro necessita ser baixo, ndo periédico ou
regular como uma funcdo da frequéncia (CHANG et al., 2017).

A EIE estuda a resposta da impedancia (Z) de um sistema por meio do emprego
de uma tenséo alternada (AC) com pequena amplitude e em diferentes frequéncias (REN
etal., 2018; SULEKAR et al., 2019; WAGHMARE et al., 2019). Geralmente as medidas
séo representadas em termos de impedéncia real (Z°) e impedancia imaginaria (-Z”) em
um grafico denominado diagrama de Nyquist, ilustrado na Figura 11. A interpretacdo
desse diagrama comumente € feita pela correlagdo com um circuito elétrico equivalente,
como o circuito de Randles, que representa 0s processos quimicos que acontecem no
sistema de forma mais simples (CHEN, X. Q. etal., 2019; PIZARRO-CARMONA et al.,
2019). Com isso € possivel alcancar varios dados do sistema, como a dupla camada
elétrica, a condutividade de filmes, processos de transporte e difusdo de cargas, entre
outros (ZHOU et al., 2009).

Figura 11. llustracdo do Diagrama Nyquist e o circuito elétrico equivalente de Randles.

A \

_ Z"(g)

Solu¢do | Transferéncia de carga | Difusao c

Circuito equivalente

A - Regido de alta frequéncia (MHz - kHz)
B - Regido de baixa frequéncia (Hz - mHz)

Fonte: adaptada Huang et al 2004.
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O diagrama de Nyquist revela regides: altas frequéncias estdo associadas com a
resisténcia da solucdo eletrolitica; frequéncias intermediarias (didmetro do semicirculo)
representam a resisténcia a transferéncia de carga na interface eletrodo-eletrélito; e a
baixas frequéncias esta relacionada por processos de transporte de massa por difusdo
(POLO et al., 2002; DOl et al., 2005; YAN et al., 2016; HWANG et al., 2018). O circuito
de Randles é composto pela resisténcia 6hmica da solucéo eletrolitica (R Q), impedancia
de Warburg resultante da difusdo de ions de eletrélito para a interface do eletrodo (W), a
resisténcia a transferéncia de carga da sonda redox (Rtc) e a capacitancia da dupla camada
elétrica (C) (HUANG et al., 2004; ROTO e VILLEMURE, 2006; HASTAK et al., 2012;
ALAVI et al., 2015; MOYA, 2018).

O circuito de Randles descreve suficientemente as regides de altas frequéncias,
contudo, em regides de baixas frequéncias, mais complexas, o semicirculo deslocado
(com o centro que sai do eixo x) indica um desempenho ndo ideal do capacitor puro (C),
sendo necessario trocar por um elemento de fase constante (do inglés Constant Phase
Element — CPE) para modelar o desempenho do capacitor imperfeito associado a dupla
camada eléetrica. Esse comportamento ndo ideal da dupla camada elétrica pode estar
relacionado a fatores como adsorcdo lenta de ions e heterogeneidades quimicas da
superficie (HARK et al., 2009; LOSIEWICZ et al., 2011; LI, M. G. et al., 2016).

3.4.3. Cronopotenciometria

Aparelhos potenciométricos proporcionam o acimulo de um potencial de carga
no eletrodo de trabalho em comparacdo com o eletrodo de referéncia em uma célula
eletroquimica quando nenhuma corrente expressiva flui entre eles ou zero (CUI et al.,
2018; FERREIRA, M. R. et al., 2018; SIGOLAEVA et al., 2018). Em outras palavras, a
potenciométria fornece dados sobre a atividade ibnica em uma reacéo eletroquimica. Para
medidas potenciométricas, a afinidade entre a concentracdo e o potencial é governada
pela equacdo de Nernst, onde potencial da cela (Ec) representa observado na corrente zero
(GHALAMI-CHOOBAR et al., 2017; GUZMAN et al., 2017; DOU et al., 2018). Isso

também é chamado de forca eletromotriz.

No caso (a), assumindo o seguinte equilibrio eletroquimico em um eletrodo
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Ox + ne—2 Red

(Ox - formas oxidadas e Red — formas reduzidas), a respectiva equacéo de Nernst
Equacéo 3.3.3.1. é a seguinte:
RT aox

_ 0
Ec=E; + — In p— (3.3.3.1)

onde Ec é o potencial de equilibrio, E2é o potencial padréo do eletrodo versus um eletrodo

padrdo, R é a constante do gas, T € a temperatura absoluta, n € o nimero de elétrons
transferidos na reagdo do eletrodo, F é a constante de Faraday e A é a atividade de

equilibrio das formas oxidada e reduzida (SCHOLZ, 2017).

A determinacéo direta da concentracdo do ion analito com a equacao de Nernst
€ mencionada como potenciometria direta (MAKARYCHEV-MIKHAILQV et al., 2006;
JASIELEC et al., 2010; LUBERT e KALCHER, 2010).

A cronopotenciometria € um dos escassos metodos eletroquimicos susceptiveis
de fornecer, com bastante concisao, resultados quantitativos acerca de reacdes globais de
eletrodo complexas. O método incide no registro, em funcdo do tempo, do potencial do
eletrodo em curso, (denominado usualmente eletrodo indicador ou de trabalho), em
relacdo a um eletrodo de referéncia, quando da sua polarizagdo por imposicdo de uma
corrente, aplicada entre o eletrodo de trabalho e um elétrodo auxiliar, também designado
por contra eletrodo (MARTINS e SEQUEIRA, 1988).

A curva cronopotenciométrica potencial-tempo que se obtém através desta
técnica, consiste nas seguintes regides principais: Regido 1 - Esta regido corresponde ao
estado do eletrodo nos momentos iniciais da sua polarizacdo. O potencial assumido pelo
eletrodo na auséncia de polarizacdo, ou seja o potencial de abandono, E1, da lugar a um
potencial E2 , ao qual precipita a reacao eletroquimica, e essa variacao de potencial deve-
se essencialmente a carga da dupla camada elétrica; Regido 2 - Nesta regido, a variacdo
de potencial de E2 para E3 esta relacionada com a reacdo de eletrodo propriamente dita.
E3 € o potencial ao qual se anula a concentracdo da espécie eletroativa junto ao elétrodo.
Regido 3 - Nesta regido, a velocidade de descarga da espécie eletroativa ndo pode, por si
sO, corresponder a densidade de corrente imposta. Por consequéncia, a variacdo de
potencial que se segue a E3 provém da descarga duma outra espécie dissolvida, ou da
decomposicdo eletrolitica do solvente ou eletrélito suporte (MARTINS e SEQUEIRA,
1988).
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Figura 12. Curva cronopotenciométrica tipica
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A cronopotenciometria tem sido uma técnica usada para confirmacdo de
bioafinidade. Como por exemplo, na bioafinidade in situ em superficies entre enzimas e
seus cofatores moleculares ou macromoleculares. A alcool desidrogenase e a lactato
desidrogenase ligam-se a um eletrodo de monocamada funcionalizado por dinucleotideo
de nicotinamida e adenina oxidado com constantes de associacdo correspondentes a 1,6
x 10%e 1,5 x 10° M ~ 1, respectivamente. A citocromo oxidase liga-se a uma monocamada
de citocromo c orientada, montada sobre um eletrodo de ouro, com uma constante de
associacdo de Ka =1,2 x 10’ M~ 1 (KHARITONOV et al., 2000).

Em resposta lipossomas marcados com biotina e a enzima peroxidase que sdo
usados como sonda para amplificar deteccdo de interagdes antigeno-anticorpo ou ligacéo
oligonucleotideo-DNA, pode ser seguida por cronopotenciometria (ALFONTA et al.,
2001).

A cronopotenciometria também foi técnica utilizada para medir em corrente
constante a variagdo de potencial em funcdo do tempo, utilizando um eletrodo de ouro
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descartavel modificado para detectar a proteina ndo estrutural 1, que é secretada pelo virus
da dengue nos primeiros dias de infec¢do, através de anticorpos anti proteina ndo
estrutural 1 imobilizados. Veja na Figura 13 a representacdo esquematica da preparagao
do imunossensor (FIGUEIREDO et al., 2015).

Figura 13. Representacdo esquematica da preparacdo imunossensor para diagnostico da
dengue.

Cisteamina NH: NH, Glutaraldeido
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=
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Cisteamina Glutaraldeido ‘ Proteina nio estrutural 1

3.4. Prospeccdo Tecnoldgica: Potencialidades de Diagnostico para
Doencas de Chagas com Foco em Bioeletroquimica Relacionado a

Reacdo de Hemaglutinacao.

Milhares de pessoas em todo o mundo tem a sua salde ameacada por doencas
negligenciadas, as doencas negligenciadas sdo formadas por um grupo de 17 doencas
infecciosas, que sdo incapacitantes, endémicas em 149 paises, que sdo causadas por uma
variedade de patdgenos, como bactérias, virus, helmintos e protozoarios. Das quais,
podemos destacar a doenca de Chagas (MONTESINO et al., 2015).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) destaca para 2020 metas para doenca
de Chagas que sdo (1) interromper transmissao intradomiciliar e (2) ter todas as pessoas
infectadas sob cuidados em paises endémicos (CUCUNUBA et al., 2018). A utilizagdo

de inseticidas tem se mostrado eficaz no primeiro objetivo, mas a transmissao ainda é
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ativa e recorrente em muitos paises desenvolvidos (GRAY et al.,, 2018), em
desenvolvimento (WALECKX et al., 2018) e principalmente em paises pobres (LENK et
al., 2018). Para 0 segundo objetivo, ainda se tem muito a se desenvolver, pois s6 abrange
os recentemente infectados, sendo ainda responsavel por ébitos e por perda da capacidade
de trabalho nos paises de alto e de baixo indice de infectados (FERRAZ et al., 2018).

Apesar da descoberta, pelo médico brasileiro Carlos Chagas, do agente casual
da doenca de Chagas ja ter mais de 100 anos, e todos os avangos tecnoldgicos
apresentados no mundo, ainda continua sendo um desafio (BENZIGER et al., 2015), a
industria farmacéutica tem contribuido de forma diminuta para obter um diagnéstico
preciso e uma cura da doenca de Chagas, por ndo ter viabilidade financeira
(LEPESHEVA, 2013).

Devido ao negligenciamento da doenca de Chagas, muitas pessoas séo afetadas
em todo mundo, o desenvolvimento de um tratamento mais eficaz e seguro continua
sendo um desafio a ser superado pelas novas geracoes, a fase crénica da doenca € bem
assistida no diagnostico da doenca, mas as taxas de curas sdo baixas, as principais drogas
administradas € nifurtimox e Benznidazol, as drogas de escolha para o tratamento de
pacientes chagasicos, e tem uma indicacdo significativa de cura devido a sorologia
negativa ou testes parasitoldgicos, quando o tratamento é realizado nas fases latente e
aguda da infeccdo, além da potencialidade para prevenir alteracdes eletrocardiograficas
tipicas da doenca de Chagas, mas as duas substancias que podem ser empregadas no
tratamento, sdo altamente toxicas (DE SOUZA et al., 2012; SANTOS et al., 2012;
CALDAS et al., 2019).

Os tratamentos derivados de plantas ndo tém sido uma perspectiva promissora.
Caracteristicas como modelos de doencas, tratamentos, seguranca toxicologica e Vviés
metodologico foram analisados. A evidéncia pré-clinica disponivel esta em alto risco de
viés. A auséncia ou caracterizacdo incompleta de modelos animais, protocolos de
tratamento e analises fitoquimicas/de toxicidade prejudicaram a validade interna dos
estudos individuais. Resultados contraditorios de uma mesma espécie de planta
comprometem a validade externa da evidéncia, dificultando a determinacdo da eficécia,
seguranca e potencial biotecnoldégico de produtos derivados de plantas no
desenvolvimento de novos agentes anti-infecciosos para o tratamento de infec¢bes por T.
cruzi (CALDAS et al., 2019).

Apesar da reducdo acentuada do numero de casos por transmissdo vetorial da

doenca de Chagas, outros mecanismos de transmissdo sdo alarmantes, tais como:
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transfusdes de sangue, acidentes de laboratorio, transplantes de 6rgéos, fezes de insetos
na alimentacdo e da mae para o filho durante a gestagdo. A infeccdo congénita poderia
perpetuar a doenca de Chagas indefinidamente, mesmo em paises sem transmissao
vetorial. Estima-se que 30% das pessoas infectadas desenvolvam complica¢des cardiacas
ou digestivas ao longo da vida, potencialmente fatais (STILLWAGGON et al., 2018).

Vale salientar que no Brasil, mesmo com programas de controle da doenga de
Chagas, diminuiram a prevaléncia da doenga de Chagas na América. Juntamente com a
migracdo para areas urbanas e aumento da expectativa de vida, um novo cenério para a
doenca de Chagas surgiu no Brasil com a maioria dos pacientes atualmente idosos
vivendo em areas urbanas. No entanto, Chagas aguda, os casos de doenca ainda ocorrem
devido a transmissdo vetorial por vetores silvestres e a transmissdo oral por alimentos
contaminados, principalmente na regido amazoénica, ocorre pela ingestdo de alimentos
contaminados e € comumente mostrada em mamiferos silvestres, pois eles podem se
alimentar de triatomineos e outros mamiferos infectados. A infec¢do por T. Cruzi em
alimentos na natureza é acidental e pode ocorrer durante a colheita, armazenamento,
transporte ou preparacdo. Em humanos, esse evento ocorre acidentalmente apos a
ingestdo de suco de cana contaminado, polpa de acai, sopas, comida caseira, leite e carne
semicrua. Varios casos de doenca de Chagas na fase aguda foram relatados como surtos,
caracterizados por grupos de individuos reunidos no mesmo local, que ingeriram a mesma
adoeceu quase simultaneamente, com febre e manifestacdes de uma infeccéo sistémica.
Apesar do crescente nimero de casos agudos, relatos dessa forma de doenca sao raros na
literatura (DE MATTOS et al., 2017; FERREIRA, R. T. B. et al., 2018; VIZZONI et al.,
2018).

Entre os casos de doencas de Chagas confirmados no Brasil no periodo de 2000
a 2013, observou-se que a forma de transmissdo oral foi a mais frequente em todos os
anos. No entanto, vale ressaltar que mais de 20% dos casos foram encerrados com a forma
de transmissdo ignorada ou sem preenchimento deste campo na ficha de notificacéo,
sendo que 87,5% destes registros sdo do estado do Para (Tabela 3) (MS, 2015).
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Tabela 3. Casos confirmados de doenga de Chagas aguda, segundo ano de notificagéo e
forma de transmissdo. Brasil, 2000 a 2013.

Ano de notificacdo

Forma de transmissio 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 Total %

Oral 3 18 64 a7 51 27 06 @2 68 169 68 17 127 % 1081 68,9
Ignorada* 10 6 1 8 9 3 8 59 2 3 36 61 49 54 ;2 237
Vetorial 1 1 4 4 1 16 % 10 8 20 00 64
Outras** 1 1 1 1 3 4 11 07
Vertical 1 1 1 2 6 04
Total a 24 75 56 61 30 118 15 104 220 131 190 188 176 1570 )0

*Foram incluidos os casos com a variavel “forma provavel de transmissdo” em branco.
**Transmisséo acidental e transfusional.
Fonte: Sinan e CGDT/DEVIT/SVS/MS. Atualizado em maio/2014. Dados sujeitos a alteragéo.

A casuistica de doenca de Chagas passou a ser evidenciada de fato a partir do
primeiro surto oficialmente investigado de Chagas aguda por transmissao oral ocorrido
em Santa Catarina em 2005, com provavel relacdo a ingestdo de caldo de cana
contaminado com T. Cruzi. A partir desse momento, percebeu-se que a forma oral teria
importante papel na cadeia de transmissdo da doenga, com repercussdo positiva na
sensibilidade da vigilancia. Casos isolados, bem como surtos de doenca de Chagas por
transmiss@o oral, passaram a ser detectados com maior frequéncia na regido Norte do
pais, contribuindo para o aumento de casos ao longo dos anos. Concomitantemente,
surgiu a necessidade de estruturacdo da Vigilancia Epidemiologica de Chagas nessa
regidao e interface com a Vigilancia Sanitaria, com vistas a melhorias nas agdes de
prevencdo e controle, além da definicdo de fluxos de referéncia para o diagnostico,
tratamento e acompanhamento de complicacdes da doenca (MS, 2015).

Apesar da ocorréncia em menor proporcao da transmissao vetorial (6,4%),
observa-se a persisténcia desta forma a partir de 2006, ano da certificacdo de interrupcdo
de transmissao por T. infestans no Pais. E, em relacdo a transmissao vertical, 50% dos
registros ocorreram no estado do Rio Grande do Sul. A regido Norte contribuiu com a
maior proporcao de casos do Pais (91,1%), tendo sido registrados no estado do Para cerca
de 75% de todos os casos ocorridos no Brasil (Tabela 4), e mais de 50% apresentaram
inicio de sintomas entre 0os meses de agosto e novembro para 0s anos de 2007 a 2013,
periodo que coincide com os meses de safra do acai no Pard. Vale ressaltar que as
Unidades da Federacdo ndo descritas na Tabela 4 ndo tiveram registros de casos

confirmados de doenca de Chagas no Sinan no periodo avaliado (MS, 2015).
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Tabela 4. Casos confirmados de doenca de Chagas aguda, segundo Regié&o, Unidade da
Federacdo de residéncia e forma de transmisséo. Brasil, 2000 a 2013

Regido/Unidade da Federacéo Forma de transmisséo
Oral Vetorial ~ Vertical Ignorada*  Outras** Total %

Norte 1023 70 1 329 7 1430 91,1
Ronddnia 0 2 0 0 0 2 0,1
Acre 5 2 0 0 0 7 0,4
Amazonas 56 14 0 7 1 78 5,0
Roraima 0 0 0 1 0 1 0,1
Para 812 49 1 306 5 1.173 74,7
Amapa 131 1 0 13 1 146 9,3
Tocantins 19 2 0 2 0 23 15
Nordeste 33 14 1 23 2 73 4.6
Maranhéo 11 7 0 5 1 24 15
Piauf 0 3 0 1 0 4 0,3
Ceara 8 1 0 0 0 9 0,6
Rio Grande do Norte 1 0 1 0 0 2 0,1
Paraiba 0 0 0 1 0 1 0,1
Pernambuco 0 2 0 15 0 17 11
Sergipe 0 1 0 1 0 2 0,1
Bahia 13 0 0 0 1 14 09
Sudeste 0 2 1 8 1 12 0,8
Minas Gerais 0 0 0 6 0 6 0,4
Espirito Santo 0 0 0 0 1 1 0,1
Rio de Janeiro 0 1 0 0 0 1 0,1
Séo Paulo 0 1 1 2 0 4 0,3
Sul 25 0 3 0 0 28 1,8
Santa Catarina 24 0 0 0 0 24 15
Rio Grande do Sul 1 0 3 0 0 4 0,3
Centro-Oeste 0 14 0 12 1 27 1,7
Mato Grosso 0 4 0 0 0 4 0,3
Goias 0 10 0 12 1 23 15
Brasil 1081 100 6 372 11 1570 100

*Foram incluidos os casos sem preenchimento da forma provavel de transmisséo.
**Transmissdo acidental e transfusional.
Fonte: Sinan e CGDT/DEVIT/SVS/MS. Atualizado em maio/2014. Dados sujeitos a alteracéo.

Foram contabilizados 112 surtos no territorio nacional entre 2005 e 2013,
envolvendo em sua totalidade 35 municipios da Regido Amazonica (Figura 14). A fonte
provavel de infeccdo foi a ingestdo de alimentos contaminados com T. cruzi, entre eles:
acai, bacaba, jaci (coquinho), suco de caldo de cana e o palmito de babagu. A maioria dos
surtos ocorreu nos estados do Para 75,9% (85) e Amapa 12,5% (14) e, em menores
proporcdes, nos estados do Amazonas 4,5% (5), Tocantins 1,8% (2) e Bahia 1,8% (2)
(MS, 2015).
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Figura 14. Distribuicdo dos surtos de doenca de Chagas aguda ocorridos no Brasil, em

destaque para Regido Amazonica Legal, 2005 a 2013.
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Fonte: adaptada de Sinan e CGDT/DEVIT/SVS/MS. Atualizado em 2014. Dados

sujeitos a alteracéao.

Para diagnosticar a doenca de Chagas, métodos demorados e tradicionais sao
utilizados (SCHATTSCHNEIDER et al., 1992; GARCIA et al., 1995; CARRASCO et
al., 1997; BRYAN et al., 2004; KIRCHHOFF et al., 2006; PARICIO-TALAYERO et
al., 2008; MISCHLER et al., 2012; ALVIAREZ et al., 2014; MORDINI et al., 2016;
EGUEZ etal., 2017; FREITAS etal., 2017; GONZALEZ et al., 2017; ANTINORI et al.,
2018; BARTSCH et al., 2018; CAMPOS et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2018;
FREITAS etal., 2018; NASCIMENTO et al., 2018; PANE et al., 2018; PEREZ-AYALA
et al., 2018; TAPIA-GARAY et al., 2018). A sociedade cientifica tem buscado novos
métodos para diagnosticar a doenca de chagas. (GARZON et al., 2015) identificaram a
reativacdo da doenca de Chagas por meio da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
em tempo real (QRT-PCR). (BOCHARD-VILLANUEVA et al.,, 2015) usaram a
ressonancia magnética cardiaca com contraste (RMC), a qual permitiu a deteccao precoce
do envolvimento miocéardico pela infecgcdo pelo Trypanosoma cruzi. (BURLE-CALDAS

et al., 2015) destacam estratégias gendmicas que estdo produzindo uma mudanga em
70



direcdo a uma perspectiva global em estudos de funcéo génica, com o exame da expressao
e papéis bioldgicos de redes génicas em diferentes estagios do ciclo de vida do parasita e
sob diferentes contextos do parasita hospedeiro, eles descrevem as ferramentas
moleculares e 0s protocolos disponiveis para realizar a manipulacdo genética do genoma
do T. Cruzi, com énfase nas estratégias de edicdo genética descritas que facilitardo as
analises gendmicas funcionais em grande escala. (LUZ et al., 2016) aplicaram um
imunoensaio baseado na ressonancia de plasmon de superficie para detectar anticorpos
anti-Trypanosoma cruzi em soros humanos.

O diagndstico da doenca de Chagas também vem sendo estudo por métodos
eletroquimicos. Dos quais, destacam-se 0s biossensores amperométricos. Esses
biossensores sdo baseados na reacdo de afinidade entre antigeno/anticorpo
(imunossensor) ou DNA/DNA (genossensor) ou reagdo catalitica enzimatica.

Quando o receptor molecular envolve um componente bioquimico, um
biossensor é obtido (MILLER, 1966; WOLLERT, 1966; THOMPSON et al., 1979;
AIZAWA et al., 1989; ADANYI et al., 1999; NAYAK et al., 2009). Em um biossensor,
0 componente biolégico € responsavel pela seletividade (STEVENS et al., 2018)
enquanto as caracteristicas do detector eletroquimico determinam a sensibilidade (ALI et
al., 2018). Isso significa que o detector eletroquimico (transdutor) deve ser
cuidadosamente selecionado e preparado (STEPHEN e ABRAHAM, 2019). Em sua
selecdo, a natureza do mecanismo do biossensor deve ser conhecida (DINCAU et al.,
2018; ZOU et al., 2018; KALAIYARASAN e JOSEPH, 2019). Este mecanismo depende
basicamente do tipo de componentes ativos envolvidos e 0 modo de transducéo de sinal
(APOSTOLOU e KINTZIOS, 2018; DE ALMEIDA et al., 2018; MA et al., 2018).

Biossensores aliados as técnicas eletroquimicas prometem cada vez mais, novas
inovacOes e aperfeciomento, com testes rapidos com alta sensibilidade, especificidade e
estabilidade para deteccdo de doencas (BANDARA et al., 2018; SHAN et al., 2018;
ZAINUDDIN et al., 2018).

Diante do exposto, buscou-se analisar o grau de desenvolvimento tecnologico
através da prospeccao tecnoldgica sobre o diagnostico da doenca de Chagas envolvendo
a HAI, através de buscas de artigos e de patentes. Para isso usou-se base “Web of

Science™! e as bases de dados do Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI)?,

L webofscience.com
2 www.inpi.gov.br
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“European Patent Convention” (EPO)3, “The United States Patent and Trademark Office”
(USPTO)*, e “Word intellectual property organization” (WIPO)®. A pesquisa néo revelou
avancos do diagndstico para doencga de Chagas via reagdo de hemaglutinacdo. Um estudo
feito sobre as potencialidades de diagndstico para doencas de chagas encontra-se em
anexo (apéndice A)(DA SILVA e DA LUZ JUNIOR, 2016).

3 www.epo.org
4 www.uspto.gov
5 www.wipo.int
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4. Secao Experimental

4.1. Materiais e Reagentes.

Cloreto de potéassio PA (KCI, DINAMICA), Ferrocianeto de potassio PA trihidratado
(KsFe(CN)6.3H.0O, VETEC), Fosfato de potassico monobasico PA (KH2POs,
DINAMICA), Fosfato de potéssico dibasico anidro PA (K;HPO4, DINAMICA), Imuno-
HAI CHAGAS (Kit de hemaglutinacdo indireta para detecgdo qualitativa e
semiquantitativa de anticorpos anti-T. Cruzi em soro humano - WAMA Diagndstica, S&o
Carlos, SP), Kit de imunofluorescéncia indireta para o diagnéstico de infecgdo por T.cruzi
(IF1) - CHAGAS , 1gG (Bio-Manguinhos); kit de ensaio imunoenzimatico para
diagnostico de infeccdo por T. Cruzi - Chagas, 1gG (Bio-Manguinhos). Todas as outras
solucgdes foram preparadas usando agua purificada (resistividade aproximada, 18,2 MQ
cm). Todos os materiais eletroativos foram dissolvidos em solucdo tampéo fosfato pH 7,0
(PBS) com 0,5 M KCI como eletrélito de suporte. Todos os experimentos foram
realizados a temperatura de 22 + 2°C; Léapis de grafite HB (Faber-Castell) com um
didmetro de 2,0 mm e altura de 90 mm (composicdo: grafite e material ceramico); cola
de artesdo (MAKE +); camara de Neubauer; laminula; lixa 1200 (WETORDRY (3M);
determinador de umidade infravermelho (QIMIS); coletor estéril 50 mL (CRALPLAST);
agitador de solugédo (\VVortex) (AP56).

4.2. Contagem de Células Sensibilizadas por Antigenos de T. Cruzi em
Céamara de Neubauer

Colocou-se a laminula sobre a area demarcada na camara de Neubauer de
contagem. Usa-se laminulas especiais que fornecem a profundidade correta da camara de
contagem. Homogeneizou-se a suspensdo de células e transferiu-se 0,1 mL para um
microtubo de ensaio de 2 mL. Adicionou-se 0,4 mL de corante azul de tripano 0,2% ao
microtubo, obtendo assim uma dilui¢do 1/4. Misturou-se os conteudos e foi retirado uma
aliquota de 0,5 mL com uma micropipeta. Encostou-se a ponta da pipeta na borda da
laminula, preencheu cuidadosamente a cdmara de contagem. O liquido preencheu apenas
um lado da cdmara e ndo chegou aos canais de cada lado da area de contagem. Deixou-
se as células sedimentarem por 2 min. Focalizou-se a area demarcada da camara de

contagem com a objetiva de menor aumento. Nas areas 1, 2, 3 e 4, o volume com a
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laminula colocada corresponde a 0,1 mm?®.Contou-se as células nas 4 areas de um lado da
camara de contagem, seguindo o esquema e dividiu-se o valor por 4 para obter a média.
Como a suspenséo foi inicialmente diluida a 1/4, o nimero de células contadas foi igual
a média multiplicada pelo fator de diluicdo. Para obter o nimero de células/mL (nc),
multiplicou-se o valor obtido por 10.000, para corrigir pois: 1 mL = 1.000 mm?,

Na cidmara de Neubauer obtemos o nimero de celular por 0,1 mm3, entdo

devemos multiplicar por 10, portanto 10 x 1.000 = 10.000. Assim temos a Equacéo 4.1:

v total de célul iluics a
n= ————20 22 CETTE ¢ fator de diluigdo x 10.000  Equago4.l

=
numero de quadrantes contados

4.3. Preparagdo do Biossensor com Hemacias de Aves Sensibilizadas
com Antigenos T. Cruzi.

Parte do grafite foi isolado 40 mm com a cola do artesdo (composicao: acetato
de vinila e metanol), o tempo de secagem foi 5 min, antes da aplicacéo da cola, a
superficie do grafite para aplicacdo da cola foi limpa com papel tolha.

A superficie superior do grafite de 2,0 mm de diametro foi lixada, com lixa 1200,
logo apds, foi acoplada a célula eletroquimica, e foi adicionado 2,5 uL. de hemacias
sensibilizadas a superficie do grafite 2,0 mm, as hemacias foram desumidificadas
utilizado um determinador de umidade infravermelho sem balanca por 5 min a uma

temperatura de 25°C.

4.4. Morfologia da superficie do eletrodo de trabalho

Todas as superficies foram secas por 24 h- no determinador de umidade por
infravermelho a 25 °C. A morfologia da superficie dos eletrodos de grafite (GE) com
componentes eritrocitarios sensibilizados por antigenos de T. Cruzi (GETC), GETC com
soro controle negativo (GETCN) e GETC com soro controle positivo (GETCP), foram
investigadas por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV) (modelo FEI
Quanta FEG 250, com uma tenséo de aceleracdo de 1 e 30 kV: Ametek HX-1001 (detector
de deriva de silicio Apollo X (DDS)). Amostras foram afixadas em fita adesiva dupla face
de carbono, aterradas com tinta adesiva condutora de prata, e foram revestidas com ouro
(Au) em um metalizador modelo Quorum Q150R por 30 s, a 20 mA, e plasma gerado em

atmosfera de argonio.
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4.5. Medidas Eletroquimicas de Caracterizagao dos Eletrodos

CV e EIS foram realizados utilizando um potenciostato/galvanostato PGSTAT302N
AUT84151 com um pacote de software NOVA 2.1.2 (Eco Chemie, Holanda). O sistema de
trés eletrodos (Figura 15) compreendeu um eletrodo de trabalho (GE, eletrodo de referéncia
(Ag / AgCl; NaCl 3 M) e eletrodo auxiliar (placa de platina (1,0 cm x 2,0 cm)).

Figura 15. Trés eletrodos utilizados no estudo: A) eletrodo de grafite, B) eletrodo de
referéncia, C) eletrodo auxiliar e D) cela eletroquimica.

4.5.1. Construcéo da Cela Eletroquimica

A cela eletroguimica foi construida utilizando um recipiente de 3 cm de didmetro na
parte superior e inferior (plano ou rosqueado (0,3 mm no lado externo), com duas tampas de 0,05
mm de espessura (plano ou rosqueado (0,35 mm no interior) e inferior (plano ou rosqueado (0,35
mm no interior), a tampa superior foram feitos dois orificios para acoplar os eletrodos de
referéncia e o contra eletrodo (0,4 mm e 0,5 mm de diametro, respectivamente) comunicando com
o interior da cela. Na tampa inferior foi feito um orificio no centro com um didmetro de 2,1 mm
e 0,05 mm de espessura para o eletrodo de trabalho com um diametro de 2,0 mm. As distancias

entre os eletrodos foram iguais a 1 cm.

45.2. Medidas de VC e EIE

O eletrodo foi inserido na célula eletroquimica e os ensaios eletroquimicos foram
realizados. VVC, EIE foram utilizados para investigar o comportamento eletroquimico dos
eletrodos em tampéo PBS contendo solug¢do 5,0 mM K4Fe(CN)6.3H20 (pH = 7,0). CV
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foi registrado enquanto o potencial estava na faixa de -0,2 a 0,8 V com velocidade de
varredura de 10 a 100 mVs-1, para GE. GE, GETC, GETCN e GETCP também foram
medidos por VC na velocidade de varredura de 100 mV s, o potencial empregado estava
na faixa de -0,2a 0,8 V.

O procedimento para EIE foi realizado com os seguintes parametros: potencial
inicial de 0,22 V, amplitude de onda senoidal de 10 mV, a faixa de frequéncia investigada
foi de 1 a 105 Hz. Estes parametros foram aplicados aos sistemas GE e GETC. O sistema
GETC com diferentes volumes de soro controle negativo para doenca de Chagas 1, 2,5,
5, 7,5, 10 e 15 uL, foi avaliado por EIE, com 0s parametros citados. Para cada volume
utilizado, ao final de cada medida de EIE, o eletrodo foi limpo. Todos os procedimentos
realizados com o sistema GETC com soro controle positivo para doenca de Chagas foram

semelhantes aos aplicados ao soro controle negativo.

4.6. Amostras Avaliadas por Testes Convencionais

Amostras de soros humanos para estudo foram obtidas de individuos de 22 a 75
anos, que realizam rotinas de coleta de sangue no Laboratorio Central de Saude Publica
Dr. Costa Alvarenga - LACEN-PI. Todos os procedimentos adotados obedeceram ao
estabelecido pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Estadual do Piaui — UESPI,
que emitiu Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE):
84188418.8.0000.5209. O termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido de todos
0s pacientes no estudo. Ao todo, foram obtidas 18 amostras, as quais foram especificadas
como Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, Al0, All, A12, Al13, Al4, Al5, Al6, Al7
e Al8. Técnicas estabelecidas (convencionais) HAI, IFI e ensaio imunoenzimatico para
o diagndstico da infecgdo por T. Cruzi. Todos os kits foram utilizados de acordo com as
instrucdes do fabricante. As 18 amostras foram analisadas por analise estatistica

descritiva de frequéncia utilizando o programa SPSS 10.0.
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4.7. Amostras Avaliadas por Cronopotenciometria

4,7.1. Preparo das Amostras Humanas para Analise por
Cronopotenciometria

Cada amostra foi preparada para analise da seguinte forma: 10 uL da amostra de
soro humano para 320 uL de solucdo tampé&o de fosfato a pH 7,0, sendo ent&o agitadas
(Vortex) por 30 s. Razédo 1/32.

4.7.2. Parametros Utilizados para as Medidas de Cronopotenciometria

Os parametros aplicados para as medidas de cronopotenciometria foi corrente de
0 A, com tempo de duracdo de 500 s e intervalo de tempo de 0,01 s. Estes parametros
foram aplicados para superficie do eletrodo (GE), superficie do eletrodo modificada por
antigenos de T. Cruzi (GETC), superficie do eletrodo modificada por antigenos de T. Cruzi
com amostra negativa (GETCN) e superficie do eletrodo modificada por antigenos de T.

Cruzi com amostra positiva (GETCP).

4.7.3. Medidas de Cronopotenciometria

Cronopotenciometria foi utilizada para determinar a diferenca entre as amostras
de soros humano positivos para doenca de Chagas das amostras soros humano negativos.
O total de amostras analisadas foram 18. Cada amostra foi analisada em triplicata. Com
os dados obtidos foram construidas curvas de potenciais em funcdo do tempo para os trés
sistemas: GETC, GETCN e GETCP.

4.7.4. Anélise de Agrupamento Hierarquico das Medidas de
Cronopotenciometria dos Sistemas: GETC, GETCN e GETCP

Com os dados obtidos das 18 amostras. Foi verificado pela técnica de
agrupamento de dendrogramas que fornece combinacGes de pares ndo ponderados
baseados nos dados de variagdo de potencial obtidos por cronopotenciometria para 0s

sistemas: GETC, GETCN e GETCP. A classificagdo do dendrograma, pelo programa
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SPSS 10.0, foi realizada para verificar quais das amostras sdo mais semelhantes a
superficie GETC.

4.8. Limpeza do eletrodo de trabalho

Antes de cada medida, a superficie foi submetida a VC na faixa de potencial de
0a 1,5V com as seguintes solucdes: (1) volume de 5 mL de &cido cloridrico 0,1 mol L™
por 5 ciclos, (2) volume de 5 mL de acido sulfdrico 0,5 mol L™ durante 5 ciclos, (3) o
eletrodo foi ultrassdnico com alcool isopropilico durante 10 minutos, depois lavado com
agua ultrapura, (4) a superficie foi lixado com lixa 1200. A limpeza dos eletrodos foi
confirmada por VC, com velocidade de varredura de 100 mVs™ em solucgéo tampao de
fosfato (pH=7,0) durante 5 ciclos, na faixa de potencial -1,2a 1,2 V.

Um

esquematicamente na Figura 16.

resumo das medidas eletroquimicas realizadas esta ilustrado

Figura 16. llustracdo das modificacfes ocorridas na superficie do eletrodo de grafite
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5. Resultados e Discussoes

5.1. Contagem de Células Sensibilizadas por Antigenos de T. Cruzi em

Camara de Neubauer.

A contagem de células sensibilizadas por antigenos de T. Cruzi em Camara de
Neubauer revelou 1,1 x 107 células/mL. No estudo foi utilizado 2,5 pL de suspenséo de
células aves que corresponde a 2,75 x 10* células. A Figura 17. mostra imagens das
células sensibilizadas por antigenos de T. Cruzi em laminulas visualizada e fotografada
em microscopio optico. As imagens mostram eritrocitos ovais com dimenses variadas e
rugosidade em partes na superficie das células a elipse de borda laranja aponta os rusgo.
Gallo et al. (GALLO et al., 2015) mostraram que eritrocitos maduros de emas, corados

pelo procedimento Pandtico Rapido, tém tamanho variavel e formato eliptico.

Figura 17. Imagens das células sensibilizadas por antigenos de T. Cruzi em laminulas
fotografada em microscépio 6ptico que mostra rugosidade (elipses com borda em laranja)
na superficie das células que pode ser relacionada a sensibilizacdo das células por

antigenos de T. Cruzi.

< o3
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5.2. Caracterizacdo Morfoldgica e Constitutiva da Superficie dos
Eletrodos: GE, GETC, GETCN e GETCP.

A morfologia da superficie dos eletrodos GE, GETC, GETCN e GETCP foi
caracterizada por microscopia eletronica de varredura (MEV), e as micrografias séo
mostradas na Figura 18. A Figura 18A mostra que a superficie GE € irregular e granular
(ndo uniforme), que também foi exposto anteriormente por diferentes pesquisadores
(AOKI et al., 1989; CONGUR et al., 2014; KASHYAP et al., 2014). A Figura 18B
(sistema GETC) mostra que as hemacias de aves que foram sensibilizadas por antigenos
de T. Cruzi podem ser claramente vistas na superficie do GE, a morfologia das hemaécias
continua ovais com dimensdes variadas, assim como na Figura 17, sendo as hemacias
distribuidas horizontalmente espacadas na superficie do GE, ainda € possivel visualizar
filamentos (rugosidade) na superficie das hemacias. Leighton (LEIGHTON, 1985)
utilizou MEV para mostrar que as membranas das hemacias de aves sdo regulares e lisas,
exibindo uma geometria de discos elipticos biconvexos com configuracdo e tamanho
uniformes. A Figura 18C (sistema GETCN) mostra a superficie do GE com hemacias
sensibilizadas, aos quais foram adicionados soro controle negativo para a doenca de
Chagas, através da imagem foi possivel visualizar a aglutinacdo (elipse laranja) das
hemécias, diferente do que ocorreu na Figura 18B. A Figura 18D (sistema GETCP)
mostra a superficie do GE com hemécias sensibilizadas, aos quais foram adicionados soro
controle positivo para doenca de Chagas, a imagem mostra um distanciamento das
hemaécias (elipse laranja), diferente do que ocorreu na Figura 18C (aglutinacao). Mancini
et al (MANCINI et al., 2004) mostraram imagens escuras, que foram relacionadas a
concentracdo proteica de aglomeracdes de antigenos da Influeza tipo A com anticorpos
presentes no soro humano, este trabalho reforca os aspectos revelados na Figura 18D

(elipse verde).
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Figura 18. Micrografias eletrénicas de varredura de (A) GE, (B) GETC, (C) GETCN
(elipse com borda laranja destaca a aglutinacdo) e (D) GETCP (elipse com borda verde

destaca o complexo proteico antigeno-anticorpo.

250 - LMMA - UFPI
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5.3. Caracterizacdo Eletroquimica dos Sistemas

A superficie GE foi modificada para melhorar a qualidade e o tipo de grupos
funcionais, através do artificio de polimento mecénico (KAHLERT, 2008).

Para caracterizar a superficie do GE, posicionado no centro da parte inferior da
célula eletrogquimica, Figura 19, foi realizada a técnica de voltametria ciclica. A Figura
19A mostra voltamogramas ciclicos obtidos a partir da superficie GE em solucéo de PBS,
na presenca de solucdo de 5,0 mM KasFe(CN)e,3H20 a diferentes velocidades de varredura
10 a 100 mVs™. Os picos anddico e catddico foram encontrados com a variagdo potencial
de -0,2 V e 0,8 V. As correntes de pico foram obtidas a partir dos voltamogramas da
Figura 19A. A Figura 19B mostra a variagao das correntes de pico anddico e catddico em
funcéo da raiz quadrada da velocidade de varredura, que oferece uma relagéo linear entre
essas duas variaveis. Isto mostra que é um sistema de Randles-Sevcik (BRETT e BRETT,
1996):

Ip = (2,686 x 10°) n®?2 A Do? v Co

onde (Ip) é a corrente de pico (Ampere (A))., (n) é o numero de elétrons envolvidos na
reacdo redox (constante adimensional), (A) é area de eletrodo (cm?), (Do) i é coeficiente
de difusdo (cm? s), Co é a concentragdo em massa da espécie (mol cm?®) e v é a
velocidade de varredura (Vs?).

Isto permitiu obter indices de correlacdo e coeficientes angulares. Assim, a
equacdo linear do pico anddico (Ipa) é y = 3,20727 x 105x + 1,58214x10°%, (R? = 0,9979)
e a equacio linear de pico catddico (Ipc) é y = -2,955665 x 10°x + 0,13326 x 10° (R? =
0,9968). A area geométrica GE utilizada neste estudo é de 0,03 cm2 A equacdo de
Randles-Sevcik revela a area ativa da base do eletrodo de grafite (A), pela razéo Ip / v
desde que n seja igual a 1, e Co seja igual a 5 mM e Do seja igual a 6.39 x 10 % cm? st
(ZOSKI, 2007). A partir do coeficiente angular da equacéo de corrente de pico anddica,
a area ativa da base do eletrodo de grafite foi calculada em 0,0094 cm?, que corresponde

aproximadamente a 3,2 vezes menos que sua area geometria.

111



Figura 19. (A) Voltamogramas ciclicos de KsFe(CN)g,3H,0 5 mmol L™ em KCI 0,5 mol
Lt (pH = 7,0) para GE. (B) parcelas de correntes de pico anddico e catddico vs raiz

quadrada da velocidade de varredura.
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A Figura 20 mostra os voltamogramas ciclicos dos eletrodos: GE, GETC,

GETCN e GETCP. Os voltamogramas ciclicos com velocidade de 100 mVs™ mostram

um pico de corrente anddica para a superficie do GE em 0,0034 A cm™ para o potencial

de 0,35 V; a superficie do GE modificada com hemacias sensibilizadas (GETC), a

corrente de pico anddica foi 0,0023 uA cm para o potencial de 0,34 V.

Para verificar a diminuicdo quantitativa de corrente, utilizou-se a diferenca

relativa percentual de corrente de pico anddica (% Alpa), expresso como na Equacéo 5.1

% Alpa= |100* [Ipa(GETCX)-1pa(GETC))/ Ipa(GETC)] |

Equacédo 5.1

onde: Ipa(GETCX) € a Ipa obtida com a interface GETCN ou GETCP; Ipa(GETC) é a

Ipa obtida com a interface GETC.
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Analisando a Figura 20, supde-se que existe uma predominancia do efeito
resistivo sobre o efeito difusivo. Este efeito é devido a modificagdo que ocorre na
superficie do GE, diminuindo a Ipa em 33,7% quando as hemacias sensibilizadas foram
colocadas na superficie do GE (sistema GETC), como pode ser visto na Figura 18B. O
passo seguinte foi colocar em contato com as hemécias sensibilizadas o controle negativo
na superficie do GE (sistema GETCN), uma diminuicdo da Ipa ocorreu 0,44% em relacdo
ao sistema GETC, a Figura 18C é o sistema analisado. Avaliando o sistema GETCP, que
é 0 contato do controle positivo com as hemacias sensibilizadas na superficie do GE, uma
diminuicdo Ipa ocorreu 16,8% em relacdo ao sistema GETC, a Figura 18D mostra o
sistema GETCP. A diferenca nesses voltamogramas pode estar relacionada a cada etapa
de imobilizacdo, uma vez que as moléculas bloquearam a transferéncia de elétrons
(FIGUEIREDO et al., 2015) entre a superficie do GE e o eletrdlito.

Figura 20. Voltamogramas ciclicos de KsFe(CN)s,3H.0 5 mmol L em KCI 0,5 mol L
! (pH = 7,0) para os sistemas GE, GETC, GETCN e GETCP, 100 mVs™.
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A VC é a técnica mais frequentemente usada para contrair dados qualitativos
sobre os métodos eletroquimicos (PACHECO et al.,, 2013). Como a andlise dos
voltamogramas apontam para um efeito resistivo sobre o efeito difusivo para os sistemas
analisados, a EIE foi escolhida para confirmar o efeito resistivo. A EIE é uma técnica
sensivel, eficiente e Util (GAYATHRI et al., 2015; EL HASSANI et al., 2017). Que foi
utilizada para verificar as caracteristicas de interferéncia eletrodo/eletrdlito dos eletrodos
modificados ou pré-tratados e 0 mecanismo de difusdo entre eletrodo/solugdo (ATES,
2011). As propriedades da transferéncia de carga e difusdo séo elementos da configuragédo
do espectro de impedancia. O espectro forma um semicirculo e o didmetro do semicirculo
é a resisténcia de transferéncia de carga (Rct), a regido do semicirculo é caracterizada por
processos de alta frequéncia e a difusdo € uma regido caracterizada por baixa frequéncia,
sendo um extensdo do espectro que forma uma inclinacdo de 45° em relacéo ao eixo Real
(CHEN et al., 2000). A Figura 21 ilustra os diagramas de Nyquist para as superficies GE
e GETC, bem como, para varios volumes de soro controle positivo ou soro controle
negativo para doenga de Chagas, soro associado ao sistema GETC, formando o sistema
GETCN ou sistema GETCP, em solucdo 0,5M KCI contendo 5 mM KasFe(CN)e.320
(pH=7.0). As medidas por EIS foram realizadas na faixa de frequéncia de 1 Hz a 10° Hz,
com um potencial de 0,22 V, por que foi o potencial de meia onda obtido pela voltametria
do sistema GE. Todos os sistemas GE, GETC, GETCN e GETCP apresentaram
semicirculo acima 3000 Q. A medida que a superficie do eletrodo GE é modificada pelo
complexo sensibilizado de hemacias ou hemacias sensibilizadas com soro controle
negativo ou hemécias sensibilizadas com soro controle positivo, o semicirculo aumenta

o diametro na ordem das estruturas complexas citadas.
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Figura 21. Diagramas de Nyquist com um potencial de 0,22 V na presenca de5 mM
K4Fe(CN)e.320 (pH=7.0) em solucdo 0,5M KCI para os GE, GETC, GETCN e GETCP.

Amplitude = 10 mV. Faixa de frequéncia: 1 a 10° Hz. Variando o volume de controle

positivo e negativo.
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Dados de superficie, GE, GETC, GETCN e GETCP obtidos por impedancia
requerem circuito equivalente para uma avaliacdo quantitativa segura (DINIZ et al.,
2003). Figura 20 mostra o circuito proposto [Rs(C[R([RctW]Q)])] para as superficies,
este circuito foi aplicado em outros estudos (STELZLE et al., 1993; OMANOVIC e
ROSCOE, 2000; DINIZ et al., 2003). O circuito de Randles modificado (Figura 18),
diferente do que é comum (FOUQUET et al., 2006; GURUSAMY et al., 2018; KAUR et
al., 2019), foi usado para explicar o efeito de bloqueio das hemécias sensibilizadas a
superficie do GE, ou hemacias sensibilizadas interagindo com o controle negativo, ou as
hemacias sensibilizadas interagindo com o controle positivo, fica claro que os sistemas
complexos na superficie do eletrodo GE bloquearam a transferéncia de elétrons entre a
superficie do eletrodo e o eletrdlito, que é tanto evidenciado na Figura 20 com diminui¢do
nos picos de oxidagéo e reducao, como tambem pelo aumento da resisténcia de troca de
carga (aumento do semicirculo (impedancia)) Figura 21. Com o ajuste e simulacao, foi
possivel obter os valores da resisténcia de troca de carga dos diferentes sistemas GE,
GETC, GETCN e GETCP. A Figura 22 ilustra a qualidade do ajuste, onde os resultados
obtidos pela EIS (pontos) e os ajustes (linhas) sdo mostrados.

Os valores dos parametros de ajuste sdo mostrados na Tabela 5, onde um
aumento no Rct pode ser visto para os sistemas GE, GETC, GETCN e GETCP. Quando
a superficie € coberta por hemacias sensibilizadas, hd um aumento na resisténcia de troca
de carga devido ao blogueio parcial da transferéncia de carga na dupla camada elétrica,
como pode ser visto na Figura 18B, que indica a presenca de hemaécias sensibilizadas na
superficie do eletrodo. Quando o sistema GETC entra em contato com o controle
negativo, a porcentagem de mudanca na Rct do sistema GETC € de apenas 2,27%, isso
configura o complexo GETCN (Figura 18C). Quando o sistema GETC entra em contato
com o controle positivo, a alteracdo percentual em Rct é de 25,17%, este sistema é
expresso por GETCP (Figura 18D). O aumento observado na impedancia do soro positivo
é 11 vezes maior do que o observado com o soro negativo. Na forma quantitativa, o
aumento foi medido em termos da diferenca relativa percentual Rct (% ARct) e expresso

como na Equacéo 5.2.

% ARct = 100* [(Rct(GETCX)-Rct(GETC))/ Ret(GETC)] Equagio 5.2

onde: Rct (GETCX) é a Rct obtida com a interface GETCN ou GETCP; Rct (GETC) é a

Rct obtida com a interface GETC.
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Figura 22. Diagrama de Nyquist obtido para eletrodos: GE, GETC, GETCN e GETCP.
Controle positivo e controle negativo para volume de 10 pL. que caracterizam ou néo a
doenca de Chagas. Onde pardmetros do circuito equivalente sdo: Rs é a resisténcia da
solugdo; R e C s&o, respectivamente, a resisténcia e a capacitancia associadas a uma
camada na superficie do eletrodo; Q € a capacitancia da dupla camada elétrica (elemento
de fase constante); Rct é a resisténcia de transferéncia de carga e W é a impedancia de

Warburg.
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Tabela 5. Valores dos parametros de ajuste para o circuito equivalente para os sistemas
GE, GETC, GETCN e GETCP.

Rs (Q) R (Q) C (nF) Ret (kQ)  %ARct
GE 72,00 7,37 60,34 3,55
GETC 83,00 5,68 24,60 4,41
GETCN 82,00 5,88 30,80 4,51 2,27
GETCP 86,50 5,97 4,83 5,52 25,17

Rs € a resisténcia da solucédo; R e C sdo, respectivamente, a resisténcia e a capacitancia associadas a uma
camada na superficie do eletrodo; Q é a capacitancia de camada dupla (elemento de fase constante); Rct é
a resisténcia de transferéncia de carga; W € a impedancia de Warburg e %ARct ¢ diferenca relativa
percentual Rct I.

5.4. Resultados de Testes Diagnosticos (Convencionais) para Doenca de

Chagas vs Medidas de Cronopotenciometria.

Os resultados dos testes HAI, IFI e ensaio imunoenzimatico para o diagnostico
da infeccdo por T. Cruzi, os dois ultimos testes foram realizados pelo LACEN, que foram
utilizados para os testes soroldgicos das 18 amostras, estdo especificados na Tabela 6. A
andlise estatistica descritiva da frequéncia das 18 amostras mostrou que 44,4% (7) das
amostras foram positiva para doenca de Chagas, enquanto 56,6% (11) das amostras
analisadas foram negativas para doenca de Chagas, de acordo com testes convencionais
aplicados. Os trés testes utilizados corresponderam aos resultados positivos e negativos
para a doenca de Chagas.

A fim de verificar a relacdo com kits convencionais que caracterizam a doenca
de Chagas, a cronopotenciometria foi aplicada a um sistema GE modificado com
hemécias sensibilizadas por antigenos de T. Cruzi interagindo com anticorpos T. Cruzi
ou ndo. Alfonta, Singh e Willner (ALFONTA et al., 2001) relataram lipossomas
marcados com biotina e uma enzima peroxidase de rabano silvestre € utilizada como uma
sonda para amplificar a detec¢do de antigeno-anticorpo ou oligonucleotideo-DNA. O
potencial transiente muda com a aplica¢do de um pulso cronopotenciométrica (mantendo
10 pA por 10 s) na presenca de 10 mM [Fe(CN)g]*”*. O eletrodo modificado por antigeno
tem o maior potencial, ap6s a adicdo de um anti-anticorpo, o potencial diminui.

Para obter uma melhor estabilidade do sistema e resposta temporal, a
cronopotenciometria foi aplicada em 18 amostras de soros de pacientes do LACEN-PI. A

Figura 23 mostra uma reducgéo no potencial do sistema GETC quando amostras positivas
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ou negativas sdo adicionadas, para diagnéstico da doenca de Chagas, resultando em uma
maior reducdo do potencial de amostras positivas, %A(Er) é a diferenca de potencial
resultante que caracterizara o individuo com ou sem doenca de Chagas, esses dados estdo
na Tabela 6. O tempo necessario para reduzir foi estimado em 100 s. porque acredita-se
que é o momento ideal para o equilibrio dos sistemas estudados. A reducédo potencial foi
medida em termos do valor dado em 100 s e expressa como na Equacéo 5.3.

%A(Er) = 100 * [(E(soro) -E(GETC)) / E(GETC)] Equacéo 5.3.

onde: E(soro) é o E obtido com a interface GETCN ou GETCP; e (GETC) é o E obtido
com a interface GETC.

Figura 23. Resposta dinamica do GETC das 18 amostras que caracterizam ou ndo a
doenca de Chagas.
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Tabela 6. Resultados dos testes soroldgicos das 18 amostras com HAI, IFl, El para
diagndstico da doenca de Chagas e medidas de cronopotenciometria.

Amostras HAI IFI Cut-off El Cut-off %AE
A4 Negativo Né&o reativo 1/40  Negativo (0,109) 0,453 11,42
A5 Negativo Né&o reativo 1/40  Negativo (0,069) 0,458 10,97
A6 Negativo Né&o reativo 1/40  Negativo (0,065) 0,320 10,78
A7 Negativo Né&o reativo 1/40  Negativo (0,153) 0,458 12,81
A8 Negativo Né&o reativo 1/40  Negativo (0,126) 0,458 12,43
A9 Negativo Né&o reativo 1/40  Negativo (0,186) 0,458 13,40
Al0 Negativo Né&o reativo 1/40  Negativo (0,119) 0,458 11,92
Al2 Negativo Né&o reativo 1/40  Negativo (0,055) 0,458 10,35
Al6 Negativo Né&o reativo 1/40  Negativo (0,437) 0,564 17,89
Al7 Negativo Né&o reativo 1/40  Negativo (0,109) 0,306 11,45
Al8 Negativo N&o reativo 1/40  Negativo (0,163) 0,326 13,10
Al Positivo  Positivo (1/80)  1/40  Positivo (2,373) 0,452 26,39
A2 Positivo  Positivo (1/80)  1/40  Positivo (2,436) 0,316 30,83
A3 Positivo  Positivo (1/80)  1/40  Positivo (4,520) 0,304 35,92
All Positivo  Positivo (1/160) 1/40  Positivo (4,057) 0,310 32,96
Al3 Positivo  Positivo (1/160)  1/40  Positivo (2,791) 0,437 30,95
Al4 Positivo  Positivo (1/80)  1/40  Positivo (8,146) 0,553 42,68
Al5 Positivo  Positivo (1/320) 1/40  Positivo (9,738) 0,302 47,68

A Figura 24 mostra o dendrograma de medidas de potencial de circuito aberto
para 18 amostras de soro. A analise de agrupamento de dendrogramas forma combinacgdes
de pares ndo ponderados dos potenciais de circuito aberto das amostras. Os resultados
apresentados na Figura 24 servem para mostrar a relacdo entre a superficie do GE
modificado por hemacias sensibilizadas com amostras negativas para doenca de Chagas
e com amostras positivas para doenca de Chagas. A distancia de até 7 das medidas de
potencial de circuito aberto é semelhante para medidas da superficie do eletrodo
modificado e com as medidas do eletrodo modificado em contato com soros negativos.
Enguanto as distancias acima de 7, ou precisamente 25, das medidas do potencial de
circuito aberto mostram uma baixa relacdo entre as medidas dos potenciais de superficie
do eletrodo modificado com as medidas dos potenciais de superficie do eletrodo
modificado em contato com o soro positivo.

Assim, o dendrograma pode ser dividido em dois grupos: grupo A formado pelas
medidas dos potenciais para eletrodo modificado e para as medidas dos potenciais do
eletrodo modificado em contato com soro negativo, e o grupo B formado pelas medidas
de potenciais por cronopotenciometria para eletrodo modificado em contato com soro

positivo.
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Figura 24. Dendrograma da variacdo de potencial em um tempo de 500 s para 0s
sistemas: GETC, GETGN e GETCP.

Dendrograma usando ligagcdo média (entre grupos)
Combinacdo de clusters de distancia escalonada

01 23 45 6 7 8 9 101112131415161718 192021 22232425
S )

~GEPC3 3
GEPCS
GEPC1 1
GEPC4 4
GEPC22

A4 19
A5 20

GETC1313

GETC14 14

GETC16 1

GETC15 1
GETC6
GETC8

Grupo A —= GEIC77
GETC101
GEIC91.—
GETC11 11—
GETC12 12}
GETC18 18—
GETCA7 17—
A6 21}
A17 26—
A18 27—
A9 24
A1225
A8 23—
—__ A722}—

A128

A13 32—]

A1131

Grupo B — A1433 —
A229
naoJ

L A1534

1]

| L] LI

[

Trés métodos comerciais: HAI, IFI e ensaio imunoenzimatico para o diagnostico
da infeccdo por T. Cruzi foram usados para validar a proposta. Foram utilizadas 18
amostras e 11 foram confirmadas como negativas e 7 positivas para a doenca de Chagas
(Tabela 6). A Figura 25 mostra curvas de correlacdo dos resultados obtidos por
cronopotenciometria em comparacdo com as medidas obtidas com ensaio
imunoenzimatico para o diagndstico da infeccdo por T. Cruzi. Para as 18 amostras
analisadas por cronopotenciometria foi possivel obter um ponto de corte “cut off” em

16,55%.
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A fim de verificar a correlacdo de amostras negativas e positivas individualmente
entre ensaio imunoenzimatico para o diagnéstico da infeccdo por T. Cruzi vs
cronopotemcimetria. Os coeficientes obtidos foram 0,9829 e 0,95142, respectivamente.
Estes resultados mostram que existe uma melhor correlagdo entre os métodos para as
amostras negativas.

Assim, a eficicia de distinguir infeccdo por doenca de Chagas pela nova
plataforma é indicada. Belluso et al (BELLUZO et al., 2011) ressaltaram que para a
infeccdo por T. Cruzi, a presenca de anticorpos especificos para o T. Cruzi detectados é
mais importante que a quantificacdo, porque significa que ja ocorreu a infeccdo pelo
T.Cruzi.

Figura 25. Curva de correlacdo entre os resultados obtidos pela cronopotenciometria e
0s resultados com o kit ensaio imunoenzimatico para o diagnostico da infec¢do por T.

Cruzi. Para amostras positivas (verde) e para amostras negativas (vermelho).
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6. Conclusoes

Como conclusdo dessa tese, pode-se afirmar que uma cela eletroquimica simples
com materiais de baixo custo, tendo como eletrodo de trabalho a grafite, para deteccéo
rapida de anticorpos especificos contra hemacias sensibilizadas por antigenos de T. Cruzi
foi construida com sucesso.

Os métodos eletroquimicos de Voltametria ciclica e Espectroscopia de
Impedancia eletroquimica mostram que cela eletroquimica com eletrodo de trabalho
modificado com hemacias sensibilizadas foi eficiente em diferenciar soro controle
negativo de soro controle positivo que caracterizam a doenca de Chagas.

Os testes comerciais utilizados nessa tese, apresentaram uma resposta comum para
doenca de Chagas, tanto para amostras positivas, como também para amostras negativas.

A cela eletroquimica com eletrodo de grafite modificado com hemécias
sensibilizadas por antigenos de T. Cruzi, utilizando-se da técnica de cronopotenciometria
foi capaz de distinguir soro de amostras humanas com doenca de Chagas de amostras
humanas sem doenca de Chagas.

O dendrograma mostrou que a superficie do eletrodo de trabalho de grafite quando
modificada por hemécias sensibilizadas por antigenos de T. Cruzi € muito semelhante a
superficie eletrodo de grafite modificada pelas hemacias sensibilizadas em contato com
controle negativo. Sendo diferente da superficie eletrodo de grafite modificada pelas
hemécias sensibilizadas em contato com controle positivo.

O ensaio imunoenzimatico para o diagndstico da infeccdo por T. Cruzi vs
cronopotenciometria apresentaram alta correlacdo, tanto para amostras positivas, como
também para amostras negativas, sendo que esta Ultima a correlacao foi maior.

Em suma, a cela eletroquimica produzida mostrou-se rapida e sensivel, um sensor
eletroquimico inédito para reacdo de hemaglutinacdo de anticorpos especificos contra
hemécias sensibilizadas para diagnostico da doenca de Chagas. A cela eletroquimica
podera ser aplicada em sistemas semelhantes, como por exemplo leishmaniose ou
qualquer doenca que usa hemaglutinacdo para diagndstico. Ainda sera possivel abrir
possibilidade para fabricacdo, desenvolvimento e aplicacdo de dispositivo portateis para
uso em campo. Por fim acredita-se que a juncdo dos conceitos e procedimentos
desenvolvidos neste trabalho vdo colaborar para a melhoria dos sistemas de

hemaglutinagdo para diagnostico de doencas, principalmente as negligenciadas.
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RESUMO

A doenca de Chagas é endémica, principal-
mente, em paises de clima tropical sendo
relacionadas a pobreza e ao baixo desen-
volvimento, afetando milhdes de pessoas
no mundo. No Brasil, de 1,8 a 2,4 milhdes de
individuos devam estar na fase crénica da
doenca, 1/3 deles na forma cardiaca e diges-
tiva. Este trabalho objetiva analisar o grau
de desenvolvimento tecnolégico através da
prospecgao tecnoldgica sobre o diagndstico
da doenca de Chagas em busca de pat-
entes e artigos. Para a busca e anélise das
patentes utilizaram-se as bases de dados do
Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(INPI), “European Patent Convention”
(EPQO), “The United States Patent and
Trademark Office” (USPTQ), “Word intel-
lectual property organization” (WIPO) e
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"Esp@cenet-Latipat” (LATIPAT). Para os arti-
gos cientificos a base de dados usada foi a
“Web of Science”. As patentes mostraram
que os biomarcadores sdo mais protegidos
para diagnosticar a doenca de Chagas, as
publicagdes de artigos cientificos sobre o
tratamento e diagndstico foram expressi-
vas no Brasil, com destaque para Fundagao
Oswaldo Cruz. Assim, a prospeccéo destaca
um mapeamento, de artigos na base de peri-
bdicos “Web of Science” de 2005 a junho
de 2015, além patentes que estavam depos-
itadas nos bancos j& mencionados acima na
data de 10 de junho de 2015, aplicado para
o diagndstico da doencga de Chagas.

PALAVRAS-CHAVE: Prospeccéo.
Trypanosoma cruzi. Doenca. Diagnéstico.
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ABSTRACT

Chagas disease is endemic, mainly in tropical
countries being related to poverty and low
development, affecting millions of people
worldwide. In Brazil, from 1.8 to 2.4 million
individuals should be in the chronic phase
of the disease, 1/3 of them in heart shape
and digestive. This study aims to analyze
the degree of technological development
through technological prospection on the
diagnosis of Chagas disease in search of
patents and articles. For the search and
examination of patentsusingthe databases of
Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(INPI), European Patent Convention (EPQO),
The United States Patent and Trademark
Office (USPTO), Word intellectual property
organization (WIPO) e Esp@cenet-Latipat
(LATIPAT). For the scientific articles database
used was the Web of Science. Patents have
shown that biomarkers are better protected
to diagnose Chagas disease, publications
of scientific articles on the treatment and
diagnosis were significant in Brazil, especially
Fundagdo Oswaldo Cruz. Thus, the survey
highlights a mapping of articles in journals
based Web of Science from 2005 to June
2015, besides patents were deposited in
banks already mentioned above on the date
of June 10, 2015, applied for the diagnosis
of Chagas disease.

KEYWORDS:
Prospecting. Trypanosoma Cruzi. Disease.
Diagnosis.

INTRODUGCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
mostra em seu sitio para “tropical diseases”
oito doencgas que ocorrem em particular ou
especialmente nos trépicos, e explica que,
na pratica, a designagao se refere a doen-
cas infecciosas que proliferam em condi-
¢Oes climaticas quentes e Umidas. Algumas
dessas doencas sdo originadas por proto-
zoarios como a malaria, as leishmaniases,
a doenca de Chagas e a doencga do sono.
Outras sdo causadas por vermes como as
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esquistossomiases, a oncocerciase e as
filariases linfaticas. Uma ¢é viral, a dengue
(Camargo, 2008).

A Organizagao Mundial da Saude (OMS)
destaca que, a doenca de Chagas é uma das
principais doencas tropicais negligenciadas
e responsaveis por dbitos e perda da capa-
cidade de trabalho nos paises da América
Latina (Hasslocher-Moreno et al., 2013).

A Tripanossomiase Americana conhecida
popularmente como doencga de Chagas teve
sua descoberta feita pelo médico brasileiro
Carlos Chagas em 1908, o mesmo, diagnos-
ticou e estudou clinicamente o primeiro caso
humano da tripanossomiase em uma crianga
no ano de 1909. A doenca de Chagas é um
exemplo histérico em que o agente causal
foi descoberto antes da doenca propria-
mente dita. Com o achado, Carlos Chagas
homenagiou o epidemiologista Oswaldo
Cruz com o seu nome no agente causador
Trypanosoma cruzi (Bezerra et al., 2012).

Estima-se que aproximadamente 14
milhdes de pessoas estejam infectadas na
América Latina e que 60 milhdes estejam
em risco de infeccdo, sendo que, no Brasil,
de 1,8 a 2,4 milhdes de individuos devam
estar na fase cronica da doenca, 1/3 deles
na forma cardiaca e digestiva, gerando alta
morbimortalidade (Santos et al., 2012).

Em uma época marcada pelas transfor-
magdes tecnoldgicas. A industria farmacéu-
tica até que apresentou, ao longo de sua
historia, um ritmo acelerado de inovacdes
tecnolégicas que resultaram em um fluxo
continuo de novos produtos no mercado.
Essas foram quase sempre implementadas
por empresas a partir de elevados inves-
timentos em pesquisa e desenvolvimento
tecnolégico (P&D), mas em estreita coo-
peragdo com outras instituicdes, em geral
publicas ou sem fins lucrativos. Entretanto,
no periodo entre 1975 e 2004, apenas 1%
dos 1.535 novos farmacos registrados foram
destinados as doencas tropicais (Bezerra et
al., 2012; Santos et al., 2012).

Para tratamento para doenca de Chagas
foram feitas utilizagbes: atoxyl (arsénico), a
tintura de fucsina, o tartaro emético (antimo-
nial pentavalente) e o cloreto de mercurio,
derivado quinoleinico, o bisquinaldina, as
aminoquinolinas (pentaquina, isopentaquina
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e primaquina), os arsénicos trivalentes, os
aminoglicosideos, nitrofuranos, antibidticos,
nifurtimox, o benzonidazol, nitrofural, TAK-
187, Ravuconazole, Alopurinol, Megazol,
Naftoimidazdis, benzonidazol, Posaconazol
é um andlogo do itraconazol. Os compos-
tos citados ndo mostraram total eficiéncia no
tratamento proposto, porem o posaconozol,
no entanto, teve um efeito mais benéfico em
testes feitos em ratos, representando 71%
de cura e 100% de sobrevivéncia (De Oliveira
Meneguetti, 2011; Bezerra et al., 2012).

QOutra forma de tratamento é utilizacao
Fitoterapicos, plantas medicinais sdo usadas
no tratamento de doencas parasitarias e,
varios estudos (Camurca-Vasconcelos et al.,
2005; Pinto et al., 2006; Da Silva Sobral et al.,
2010; Giraldi e Hanazaki, 2010) corroboram
a importancia terapéutica atribuida a produ-
tos de origem vegetal, bem como descre-
vem a atividade tripanossomicida de varios
principios ativos naturais. Diversas classes,
como quinonas, flavondides, alcaléides e
terpenos apresentam-se ativas contra o
T.cruzi. Na regido amazodnica pode se citar
também a Banisteriopsis caapi e Psychotria
viridis que tem agao antitripanosomal contra
o Trypanosoma lewisii e T.cruzi. Essas plan-
tas sdo utilizadas no preparo de um cha con-
hecido como (Ayahuasca) que é utilizado
em rituais religiosos na regido amazonica,
tanto por indigenas como pela populagao
local, acredita-se que é devido ao uso desse
cha que indigenas nédo se infectam por
T.cruzi e Leishmania sp (Bezerra et al., 2012;
Figueredo et al., 2014).

A tripanossomiase é uma das mais graves
endemias do Brasil. O parasita pode ser
transmitido aos seres humanos por inse-
tos triatomineos, alimento contaminado,
fezes, via oral, transfusdo de sangue ou
transplantes de 6rgdos de doadores infec-
tados e o percurso transplacentéaria de uma
mae contaminada para seu recém-nascido
(Figueredo et al., 2014).

E importante destacar o lapso comu-
mente cometido pelo médico por nao
incluir a infeccdo chagésica aguda no rol das
doencas febris. Apesar da reducdo acentu-
ada do numero de casos por transmissdo
vetorial, alertam para a transmissdo por out-
ros mecanismos, de interesse também para

paises ndo endémicos, dada a migragdo de
latino-americanos infectados para os mes-
mos (Coura e Borges-Pereira, 2012; Rassi e
Rassi Junior, 2013; Matsuda et al., 2014).

O diagndstico clinico da doenga de
Chagas na fase aguda foi por muito
tempo divulgado como sinal de Romana,
que tornou-o excelente marcador para o
diagnéstico de fase aguda, permitindo o
reconhecimento de maior nimero de casos.
Por outro lado, durante algum tempo, tdo
arraigada ficou a nogdo de que fase aguda
eraigual a presenca do sinal de Romana que
se o paciente ndo o apresentasse a hipotese
diagnodstica era descartada, ainda que uma
ou outra manifestacdo do periodo estivesse
presente. O diagndstico laboratorial da
doenca de Chagas na fase aguda (Coura e
Borges-Pereira, 2012; Rassi e Rassi Junior,
2013; Matsuda et al., 2014).

Consideram como selo diagndstico da
fase aguda o encontro do T. cruzi no sangue
e outros liquidos organicos. Sobre o trata-
mento especifico, salientam o significativo
valor do benzonidazol, atualmente fabricado
pelo LAFEPE (Recife, PE) e a disposicdo de
interessados, gratuitamente, por solicitagdo
ao Ministério da Saude. Por fim, simula de
definicdes de caso é apresentada por Coura
e Borges-Pereira (2012), Rassi e Rassi Junior
(2013) e Matsuda et al. (2014).

O exame complementar especifico que
deve serusado para o diagnéstico da fase
aguda consiste, basicamente, na demons-
tracdo do T. cruzi no sangue periférico
(exame direto), por meio do exame a fresco,
gota espessaou pelo método de concen-
tracdo de Strout (Coura e Borges-Pereira,
2012; Rassi e Rassi Junior, 2013; Matsuda et
al., 2014).

Em geral a evidenciacdo de T. cruzi
pelo exame direto sé € util nas primeiras
semanas da doenca. Ha que assinalar que
o tempo de doenca é varidvel importante
na obtencéo do resultado. Por exemplo, nos
primeiros 10 dias a partir da contaminacéo,
o resultado comumente é negativo porque
nao houve tempo para uma multiplicacdo
satisfatéria dos parasitos, que se faz, em
tese, a cada 5 dias. Por outro lado, apds os
30 dias do inicio dos sintomas, o nimero
de parasitos circulantes decresce, gragas
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a imunidade que se estabelece (Coura e
Borges-Pereira, 2012; Rassi e Rassi Junior,
2013; Matsuda et al., 2014).

Outros métodos usados para o diag-
nodstico especifico, na fase aguda da doenca
de Chagas, sdo constituidos por: bidpsia da
lesdo cuténea tida como chagoma, de lin-
fonodo satélite e de musculo esquelético;
xenodiagndstico com exame precoce dos
triatomineos (sexto ao décimo dia apds o
repasto) (Coura e Borges-Pereira, 2012; Rassi
e Rassi Junior, 2013; Matsuda et al., 2014).

Métodos soroldgicos, ideal para a fase
cronica da doenca de Chagas pela baixa
parasitemia, sdo basicamente a hemagluti-
nagdo, a imunofluorescéncia. A hemagluti-
nacdo inicia-se pela incubacdo do soro do
paciente com hemacias previamente sen-
sibilizadas com antigeno de Trypanosoma
cruzi e observacdo de aglutinagdo. A imu-
nofluorescéncia ou teste imunoenzimatico
(ELISA) incide na incubacdo de parasitas
fixados em laminas e em contato com soro
do paciente, ocorre uma reacdo entre anti-
corpos anti-lgG humana do paciente e sub-
stédncias que emitem coloracdo verde a luz
violeta; a leitura é feita com microscépio de
fluorescéncia. O ELISA é uma reacdo imun-
oenzimatica anédlogo a imunofluorescéncia,
utiliza-se uma enzima como a peroxidase,
que acelera a transformacdo do cromdgeno
incolor em colorido; a leitura é feita em
espectrofotdmetro. Para evitar resultados
falso-positivos ou falso-negativos, devem
ser solicitados sempre dois testes difer-
entes. A sensibilidade dos testes de fixacdo
do complemento, de imunofluorescéncia e
hemaglutinagdo sdo, respectivamente, de
91,5%, 99% e 100% (Coura e Borges-Pereira,
2012; Rassi e Rassi Junior, 2013; Matsuda et
al., 2014).

Qutro teste que pode ser empregado
na deteccdo de parasitas é amplificacdo
do DNA do Trypanossoma cruzi por reagao

T webofscience.com
www.inpi.gov.br
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www.uspto.gov
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polimerasica em cadeia. A positividade
deste exame pode chegar a 96,5%, porém
ndo é método de rotina devido a seu alto
custo e dificuldade técnica de realizacdo do
teste (Coura e Borges-Pereira, 2012; Rassi e
Rassi Junior, 2013; Matsuda et al., 2014).

Na literatura busca-se uma inovacgido
para um teste répido com alta sensibili-
dade, especificidade e estabilidade para
o trabalho de campo e banco de sangue
emergéncias, em diferentes areas geografi-
cas em que diferentes cepas e clones de
T. cruzi. Os testes disponiveis, tais como,
Stat-Pack® e Imbios®, apresentam grande
variagdo na sua sensibilidade e especifici-
dade de acordo com a érea geogréfica, tal
como América Central, Bolivia e a regido
amazobnica, e que deve ser sempre acom-
panhada por uma segunda teste de con-
firmacdo. Portanto, isto é extremamente
importante e necessario desenvolver um
teste rapido com alta sensibilidade e espec-
ificidade (Coura e Borges-Pereira, 2012).

Diante do exposto, Este trabalho obje-
tiva analisar o grau de desenvolvimento tec-
noldgico através da prospeccdo tecnoldgica
sobre o diagndstico da doenca de Chagas
em busca artigos de patentes. Para a busca
e analise dos artigos e patentes usou-se
base “Web of Science”’ e as bases de
dados do Instituto Nacional da Propriedade
Industrial ~ (INPI)?, ~ “European  Patent
Convention” (EPO)}, “The United States
Patent and Trademark Office” (USPTO)4,
“Word intellectual property organization”
(WIPO)® e "Esp@cenet-Latipat” (LATIPAT).

METODOLOGIA

Para ajudar a prospecgdo tecnoldgica,
foi feito um levantamento de pedidos de
patentes publicados, em que a palavra

129

18 Revista Brasileira de Inovacdo Tecnoldgica em Salde, v. 6, n. 2 (2016)



doenca de Chagas ou Trypanosoma cruzi
fosse citada.

A pesquisa foi realizada em 10 de
junho de 2015. Foram usadas para a busca
de pedidos de patentes depositadas
as seguintes bases de dados,: Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI),
European Patent Convention (EPO), The
United States Patent and Trademark
Office (USPTO), Word intellectual property
organization (WIPO) e Esp@cenet-Latipat
(LATIPAT).

Os artigos foram selecionados na base
de periddicos “Web of Science -” as pala-
vras-chave foram usadas na sequéncia: 1)
doenca "disease*”, 2) Chagas “Chagas*”, 3)
Trypanosoma Cruzi “Trypanosoma Cruzi*”,
4) diagndstico “diagnosis*”. Para sequéncia
1,2 e 3,4 utilizou-se operador “and”, ja para
sequéncia 3,4 utilizou-se operador “or”. A
mesma foi refinada para artigos publicados
de 2005 a junho de 2015.

A busca no banco de dados foi alcan-
cada da seguinte forma: 1) no INPl em busca
avancada no tépico resumo foi introduzido
as palavras chaves: doenca and chagas or
Trypanosoma cruzi and diagndstico; 2) no
EPO em busca avancada no tépico titulo
ou resumo foi colocado as palavras chaves:
“(disease and Chagas or Trypanosoma cruzi
and diagnosis)”; 3) no LATIPAT em busca
avancada no tépico titulo ou resumo foi
introduzido as palavras chaves: doenca and
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chagas or trypanosoma cruzi and diagnds-
tico; 4) no WIPO em busca “patentscope”
com pesquisa na primeira pagina das paten-
tes foi feita a busca da senguinte maneira
“((disease) and (Chagas) or (Trypanosoma
cruzi) and (diagnosis))”; 5) no USPTO em
pesquisa de patentes “Search for Patents”
no tépico Pesquisa de Patentes por texto
completo (desde 1976) “Searching Full Text
Patents (Since 1976)" escolheu-se o tema
pesquisa avancada, para esta pesquisa foi
usada as seguintes palavras chaves: "ABST/
((disease) and (Chagas) or (Trypanosoma)
and (cruzi) and (diagnosis))”. O enfoque da
pesquisa foi montar banco de dados de
tudo e qualquer tipo de utilizagdo diagnos-
tico para doenga de Chagas.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O numero de artigos publicados por ano
estd representado na Figura 1, nos anos de
2005 a junho de 2015 foi encontrado 5284
artigos. De 2005 a 2009 ocorreu um creci-
mento crescente de publicages de artigos.
Avendo um decrescimo em 2010. De 2011 a
2014 ocorreu um aumento de publicagdes.
Em 2015 até més de junho ocorreu 225
publicacdes de artigos.

578

|
478

407
|| 353

| 318

2015 2014 2013 2012 2011 2010

2009 2008 2007 2006 2005

Figura 1 — NUmero de artigos publicados que envolve o estudo para tratamento e diagnostico da doenga de Chagas

por ano.
FONTE: Autoria propria (2015).
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A Figura 2 mostra o nimero de publica-
coes de artigos dos dez paises que publica-
ram sobre a doenca de Chagas voltadas ao
tratamento e diagnostico, O Brasil apresen-
tou o melhor desempenho com 2509 publi-
cacgdes, destas 721 publicagdes foram feitas
pela Fundacdo Oswaldo Cruz, seguida 719
publicacdes feitas pela Univerdade Fedral
de S&o Paulo, destaque do maior detentor
de recursos para pesquisa a regido sudeste.
Outra instituicdo que contribuiu forte para
este expresivo numero foi a Universidade
Federal de Minas Gerais com 411 publica-
cOes, isto mostra o carater a pesquisa cien-
tifica no Brasil que sdo feitas quase que
exclusivamente por instituicoes publicas. O
segundo pais que mais apresentou publi-
cacboes foi Estados Unidos, com 1211, a
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instiuicio de maior destaque deste pais
foi Univerdade da Georgia. Com 96 pubili-
cacdes. Esta Figura 2 ainda que os paises
da america sdo os maiores resposaveispor
estas publicacbes além dos dois citados
destaca-se Argentina, com 811 publicacgdes,
México, com 285 publicacdes, Colombia,
com 242 publicacdes, Venezuela, com 194
publicacdes, e Chile, com 173 publicagdes.
Isso corrobora com doenca de Chagas que
é uma tripanossomiase americana causada
pelo “hemoflagellateTrypanosoma cruzi”.
De acordo com Organizagdo Mundial da
Salde, existem entre 16 e 18 milhdes de
pessoas infectadas a partir do sul dos EUA

para o sul da Argentina e Chile (Ferreira et
al., 2005).
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Figura 2 — NUmero de artigos publicados que envolve o estudo para tratamento e diagnostico da doenca de Chagas
para dos dez paises que mais publicaram.

FONTE: Autoria propria (2015).

A Figura 3 tras as areas que mais publi-
caram de 2005 a junho de 2015. A area de
parasitologia contribuiu com 1378 publica-
¢oes, é natural j& que a doenga de chagas
é acomedida por parazita, por se tratar de
uma doenca caracteristica dos tropicos, a
area de medicina tropical apresentou 1256
publicacbes, por se tratar de uma doenca
infecciosa negligenciada (Amato Neto e
Pasternak, 2009; Dias et al., 2009; Aradjo,
2012), a area de doencas infecciosa colabo-
rou 794 publicacdes, é notorio o desenvolvi-
mento de biomarcadores, esta contribuicdo

20 Revista Brasileira de Inov

advém do desenvolvimento de areas con-
sagradas como a bioquimica e biologia
molecular, a qual colaborou 543, a farma-
cia e farmacologia, com 525 publicagdes,
apresentou contribuicdo devido ao longo
do tempo, tém sido feitos investimentos
e medidas de enfrentamento e controle
dessa doenca, principalmente no Brasil lider
no seguimento (Nicoletti e Lopes Da Silva,
2014). Mesmo assim, ainda se faz muito
pouco (Werneck et al., 2011; Santos et al.,
2012), quando comparamos os investimen-
tos em pesquisas que focam outras doencas
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de interesse mundial (De Abreu Pedra et
al., 2011). S0 inUmeras as dificuldades no
desenvolvimento de tecnologias de pes-
quisa e desenvolvimento aplicados a pre-
vencdo e controle da doencga, e entre elas
destaca-se para este seguimento urgéncia
no desenvolvimento de novos farmacos,
menos tdxicos e mais seguros do que oOs
existentes, além da promocdo do fortaleci-
mento das acdes de controle e prevencéo
da doenca (Nicoletti e Lopes Da Silva, 2014).

A imunologia, com 506 publicagdes, é noto-
ria a sua contribuicdo para conhecimento
e tratamento da doenca cerca de 50 anos,
uma série de trabalhos cientificos sobre o
Trypanosoma cruzi e a imunologia, a pato-
genia, a epidemiologia, o diagndstico, o tra-
tamento e o controle da doencga de Chagas
foi desenvolvida no Brasil e em outros paises
do Continente Sul-americano e do Mundo
(Magalhdes-Santos, 2015; Souza e Hora,
2015).

PARASITOLOGIA

[ MEDICINA TROPICAL

DOENCAS INFECCIOSAS

BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR

Bl FARMACIA E FARMACOLOGIA

IMMUNOLOGIA

Figura 3 — Areas do conhecimento que mais publicaram artigos com tratamento e diagnostico da doenca de Chagas.

FONTE: Autoria prépria (2015).

A Figura 4 mostra o nimero de patentes
depositadas na bases de dados: Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI),
European Patent Convention (EPO), The
United States Patent and  Trademark
Office (USPTO), Word intellectual property
organization (WIPO) e Esp@cenet-Lati-
pat (LATIPAT). Os quais sengundo a meto-
dologia de pesquisa neste levantamento
apresentaram: no INPl com 43 patentes
depositadas; no EPO com 18 patentes
depositadas; no LATIPAT com 22 patentes
depositadas, no USPTO com 6 patentes
depositadas e no WIPO com 22 patentes
depositadas, este Ultimo alcangou o total
22 com familias de patentes, pois 0 mesmo
apresentou a mesma patente depositada
em banco diferentes.
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Figura 4 — O nimero de patentes depositadas nas seguintes bases de dados: Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI), European Patent Convention (EPO), The United States Patent and Trademark Office (USPTO),
Word intellectual property organization (WIPO) e Esp@cenet-Latipat (LATIPAT), pesquisa foi realizada em 10 de junho

de 2015.
FONTE: Autoria propria (2015).

A Figura 5 mostra a quantidade de
patentes por pais que fizeram depositos
de patentes na bases de dados: Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI),
European Patent Convention (EPO), The
United States Patent and Trademark
Office (USPTO), Word intellectual property
organization (WIPO) e Esp@cenet-Latipat
(LATIPAT). A analise infatiza que Brasil e
Estados Unidos sdo os maiores depositan-
tes, sendo que o Brasil lidera os depositos
feitos no INPI e WIPO com 32 e 8, respec-
tivamente. Os resultados dos depositos
dos Estados Unidos nos bancos de dados:
INPI e WIPO com 6 e 6, respectivamente.
Os Estados Unidos apresenta lideranca de
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depositos EPO e LATIPAT 8 e 7, respec-
tivamente, nestes bancos o Brasil EPO e
LATIPAT 6 e 6, respectivamente. Brasil e
Estados Unidos apresentaram um empate
de 2 depositos no banco de dados USPTO.
Estes depositos mostram que a protecdo
da propriedade intelectual visa proteger
a inovagdo nos paises mais acarretados
da doenga negligenciada, causada pelo
Trypanosoma cruzi, doenga popularmente
conhecida como doenga de Chagas. A
baixa quantidade de patentes deposita-
das para diagnético da doenca corrobora
com baixo registro de farmagos para curar
a doenca com menos de 1% (Bezerra et al.,
2012; Santos et al., 2012).
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Figura 5 — Mostra a quantidade de patentes por pais que fizeram depositos de patentes na bases de dados:
Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), European Patent Convention (EPO), The United States Patent and
Trademark Office (USPTO), Word intellectual property organization (WIPO) e Esp@cenet-Latipat (LATIPAT), pesquisa foi
realizada em 10 de junho de 2015.

FONTE: Autoria prépria (2015).

A Figura 6 mostra depositos de patentes
no banco de dados no INPI por estado bra-
sileiro. Estes dados revelam que o principal
estado com depositos de patentes referente
ao diagnéstico da doenga de Chagas é Rio
de Janeiro (RJ) com 10 depdsitos, seguido
de S&o Paulo com 9 depdsitos, Minas
Gerais com 6 depositos, estados estes situa-
dos na regido sudeste do Brasil, além destes
estados a regido nordeste com os estados
da Paraiba com 1 depdsito, Alagoas com
1 depésito, Paiui com 1 depésito. A regido
centro oeste com Distrito Federal, apresen-
tou 3 depdsitos. A regido norte com Pard
apresentou com 1 depésito. Esses dados
corrobora com nivel de distribuicdo das ver-
bas para fomento a pesquisa cientifica no
pais (Botelho e Almeida, 2012).
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Figura 6 — Depositos de patentes no banco de dados no INPI por estado brasileiro.
FONTE: Autoria prépria (2015).

A Figura 7 Mostra a quantidade de paten-
tes depositadas por decada na bases de
dados: Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI), European Patent
Convention (EPO), The United States Patent
and Trademark Office (USPTO), Word intel-
lectual property organization (WIPO) e Esp@
cenet-Latipat (LATIPAT).

Os resultados nesta busca por depositos
de patentes por decada nas diferentes bases
de dados revelaram que 1972 a 1982 apenas
WIPO e EPO receberam depdsitos. De 1982
a 1992 todas as bases receberam depdsitos,
WIPO foi a que apresentou maior nimero
patentes depositadas com 4 depdsitos.

De 1992 a 2002, a WIPO continuou
aumentando o nimero de depésitos para 8.
Mais INPI apresentou um aumento significa-
tivo da decada passada, a qual a apresentou
apenas 1 depdsito, o nUmero aumentou para
17 depbsitos, resposaveis por estd proeza
foi iniciativa principalmente das instituicoes
publicas destacaram-se nestes depésitos:
Fundacado de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sdo Paulo — FAPESP; Fundacao Oswaldo
Cruz (Fiocruz); Universidade Federal de Sao
Paulo e Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo
Preto, todas estas instituicdes sdo oriundas
da regido sudeste, regido de maior deten-
tor das verbas para fomento de pesquisa
(Botelho e Almeida, 2012).
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De 2002 a 2014 as bases INPI, WIPO,
EPO e LATIPAT, mantiveram o crescimento,
avendo um decrescimo na base de dados
USPTO, mais uma vez lideranca na decada
ficou com INPI com 28 depdsitos, mais uma
vez as instituicbes publicas foram respon-
saveis pelo aumento na quantidade dos
depdsitos, desta vez nao sé as instuicoes
publicas da regido sudeste foram responsé-
veis, sendo ainda elas com maior destaque:
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de S&o Paulo — FAPESP; Fundacédo Oswaldo
Cruz (Fiocruz); Universidade Federal de
Sédo Paulo e Fundacdo Hemocentro de
Ribeirdo Preto, a este grupo seleto jun-
tou-se uma instituicdo do centro oeste:
Fundacgdo Universidade de Brasilia, instiuti-
cdes do nordeste: Universidade Federal da
Paraiba; Universidade Federal de Alagoas
e a Universidade Federal do Piaui. De 2002
a 2014 ainda contribuiu a Universidade
Estadual de Campinas — UNICAMP, mais as
grandes contribuintes para o crescimento
dos depdsitos nos bancos de dados do
INPI foram: Universidade Federal de Minas
Gerais” UFMG em parceria com a Fundacéo
de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas
Gerais” FAPEMIG.
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FONTE: Autoria propria (2015).

E possivel observar na Figura 8 os princi-
pais processos para diagnosticar a doenca
de Chagas. As patentes referentes a estes
processos foram depositadas por decada
na bases de dados: INPI, EPO, LATIPAT,
USPTO e WIPO.

BIOSENSOR |
SONDAS DE OLIGONUCLEOTIDOS WIPO
ANTIGINO SUPORTADO POR... [ B uspTO
ANTIGINO SUPORTADO POR... mmm LATIPAT
] Bl cro
ANTIGINO SUPORTADO POR LATEX
B e
PROCESSO QUIMIOLUMINESCENTE E——
I —
BIOMARCADORES
0 2 4 6 8 10 12

Figura 8 — Os principais processos para diagnosticar a doenca de Chagas.
FONTE: Autoria prépria (2015).

No INPI foi verificado um deposito de
um biosensor para doenca de chagas, con-
forme mostra na Figura 8, a patente do
mesmo ndo estava disponivel para leitura,
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mais a literatura desta que este mecanismo
de diagnostico sdo muito rapidos e tem
tanto uma elevada especificidade e sensi-
bilidade. Além disso, eles tém a vantagem
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de exigir pequenos volumes de amostras
que proporcionam um aumento Nno nUmero
de amostras analisadas, reduzindo assim os
custos quando comparado com os méto-
dos analiticos convencionais (Ferreira et
al., 2005). No USPTO e EPO, apresentaram
patentes para transportadores de antigenos
no primeiro o transportador lipoproteina e
no segundo uma glicoproteina.

A Figura 8 mostra que LATIPAT apresenta
3 depositos de patentes referentes ao pro-
cesso para diagnosticar doencga de chagas,
tendo como suporte para o antigeno, o latex.
Os depositantes sao “Consejo Nac Invest
Cient Tec e Univ Nac Del Litoral”, ambos
da Argentina, os mesmos fazem parte dos
3 depositos, como nao foi possivel o acesso
as patentes, nao foi possivel identificar a
técnica para obter o complexo antigeno e
latex. Mais estudos apontam para latex poli-
méricos em emulsdo.

Proximo de completar 100 anos da sua
divulgagdo da obtengdo de latex por poli-
merizacdo em emulsdo tornou-se uma téc-
nica bastante conhecida no mundo, estes
sistemas constituem-se com grande apli-
cacdo industrial e tecnoldgica. Na literatura
costa que sdo largamente usados na pro-
ducdo filmes plésticos, materiais elasticos,
couro artificial, téxteis impermeaveis, tintas,
adesivos, recobrimento de papel, pneus,
em estudados como sistemas de modelo
em fisico-quimica de coldides e nas ultimas
décadas tem voltado suas atencdes para
producdo de materiais biomédicos e biotec-
noldgicos (Cardoso et al., 1992; Neto, 1994,
Forcada e Hidalgo-Alvarez, 2005; Schiavetto
et al., 2009).

O latex de poliestireno pela facilidade
de adequagdo/modificacdo da superficie
pode ser utilizado em reagdes antigeno-an-
ticorpo. A estreita distribuicdo de tamanho
das particulas do latex funcionalizados con-
tendo grupos reativos, como hidroxila, alde-
ido, carboxila e etc., fazem do poliestireno
o suporte de complexos antigino-anticorpo
de alguns imunoensaios (ou imunodiagnds-
ticos) (Gonzalez, Gugliotta, Giacomelli, et
al., 2008; Gonzalez, Gugliotta e Meira, 2008;
Gonzalez et al., 2010).

As proteinas estdo vinculadas ao latex
por adsor¢do fisica e/ou ligagdo quimica.
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Estudosrelatam que a ligagdo quimica é ade-
quada uma vez que melhora a estabilidade
do latex, assim reduzindo o risco de desna-
turacdo de proteinas. Imunodiagndsticos
testes sdo prontamente visualizadas por rea-
¢coes de aglutinagdo (Kristensen et al., 2001,
Kesari et al.,, 2005; Gonzalez, Gugliotta,
Giacomelli, et al., 2008; Gonzalez, Gugliotta
e Meira, 2008; Kim et al., 2009; Gonzalez et
al., 2010).

Na Figura 8 mostram que todas as bases
apresentaram depositos referentes a pro-
cessos que envolvem o emprego quimio-
luminescente, estudos mostram que o
diagndstico da infecgdo pelo T. cruzi é base-
ado em epidemiologia e clinicas, mas deve
ter sua etiologia confirmada por diagndstico
laboratorial. Este Ultimo pode ser realizada
por meio de visualizacdo direta do parasita
ou por meio da resposta imunoldgica do
hospedeiro infectado. Estas patentes depo-
sitadas apontam para um avango no diag-
néstico na fase aguda da doenca de Chagas
pelo processo quimioluminescente. Os pro-
cessos quimioluminescentes existentes de
forma rotineira s6 busca o diagndstico etio-
l6gico da doenca de Chagas na fase crénica
(Ferreira et al., 2005; Bernardes-Engemann
et al., 2014; Chambela, 2014; Repolés, 2014).

A Figura 8 mostra que o principal desen-
volvimento de patentes encontra-se no
processo que envolve a utilizacdo de bio-
marcadores, estes podem ser definidos
como variadveis genéticas, imunoldgicas e
biogquimicas que se relacionam com expres-
sao de doenca. Estudos revelam que avancgo
no conhecimento sobre o binémio, infeccdo
doenca, tem mudado o conceito das doen-
cas infecciosas e os marcadores bioldgicos
tem tido um importante papel nesta area.
Nas doencas inflamatérias cronicas e nas
doencas neoplésicas estes marcadores se
relacionam com atividade ou remissdo do
processo patoldgico, contribuindo de modo
importante como guia de tratamento. Nos
processos infecciosos, como a expressdo
da doenca varia de formas assintomaticas,
oligossintomaticas a doenca classica, estes
marcadores tém um papel importante como
valor preditivo de evolucao clinica. Do ponto
de vista genético é amplamente conhecida
a associacdo de doenga com antigenos e
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mais recentemente a expresséo clinica de
doencas (Schriefer e Carvalho, 2008; Em
Cardiologia—Parte e Cardiaca, 2014; Em
Biomarcadores, 2015; Interativas, 2015).

CONCLUSOES

Nota-se que, ao longo do tempo, tém
sido feitos investimentos e medidas de
enfrentamento e controle da doenca de
Chaga no Brasil e no mundo. No Brasil des-
taca-se pelas instituicdes publicas e prin-
cipalmente pela Fundagdo Oswaldo Cruz
com publicacdo de artigos e patentes nos
bancos de dados aqui analisados, tornando
o Brasil lider no seguimento. Mesmo assim,
ainda se faz muito pouco, quando compa-
ramos os investimentos em pesquisas que
focam outras doencas de interesse mundial.

As pesquisas permitiram que doenca
de Chagas no Brasil fosse controlada atra-
vés de inseticidas, levando a uma reducéo
da infestacdo populacional. As medidas de
controle para erradicar as populagdes de
espécies de triatomineos nativos tém redu-
zido significativamente o risco de doenca
de Chagas transmitida por insetos hemato-
fagos contaminados.

N3o obstante, a contaminagdo por trans-
fusdo de sangue é um problema grave
em paises onde o rastreio de doadores
de banco de sangue ndo incluem monito-
ramento do soro para este tornando a um
agente infeccioso.

Para amenizar esse problema. A busca
feita mostra que ha um desenvolvimento
significativo em biomarcadores altamente
seletivo, mais que demanda alto investi-
mento financeiro. O processo quimiolumi-
nescente também apresenta inovagdo, mais
com menor sensibilidade e custo elevado
para os paises acometidos da doenca, sonda
e biosensor, nesta area foi revelado, os mes-
mos sdo rapidos e seletivos, mais necessi-
tam de grandes investimentos para testes
de acordo com a &rea geogréfica. Suportes
e transpotadores de antigenos apresenta-
ram como um caminho vidvel para inova-
cdo tecnologica, pois os mesmos podem

trazer inovagao para um teste rapido com
alta sensibilidade, especificidade e estabili-
dade para o trabalho de campo e banco de
sangue emergéncias, em diferentes areas
geogréficas.

AGRADECIMENTOS

A Prof.. Maria Rita M. S. Santos da
Universidade Federal do Piaui — UFPI.

138

27 Revista Brasileira de Inovacao Tecnolégica em Saude, v. 6, n. 2 (2016)



REFERENCIAS

AMATO NETO, V.; PASTERNAK, J. Centenario da doenca de
Chagas. Revista de Saude Publica, v. 43, n. 2, p. 381-382, 2009.
ISSN 0034-8210.

ARAUJO, J. D. D. Polarizacdo epidemioldgica no Brasil.
Epidemiologia e Servicos de Saude, v. 21, n. 4, p. 533-538, 2012.
ISSN 1679-4974.

BERNARDES-ENGEMANN, A. R. et al. Esporotricose em criangas
e adolescentes atendidos no HUPE-UERJ entre 1997 e 2010:
estudo clinicoepidemiolégico. Revista Hospital Universitario
Pedro Ernesto, v. 13, n. 5, 2014. ISSN 1983-2567.

BEZERRA, W. S.; DE OLIVEIRA MENEGUETTI, D. U.; CAMARGO,
L. M. A. A busca de farmacos para tratamento da tripanossomiase
americana: 103 anos de negligéncia. Saude (Santa Maria), v. 38, n.
1, p. 09-20, 2012. ISSN 2236-5834.

BOTELHO, A.; ALMEIDA, M. Desconstruindo a politica cientifica
no Brasil: evolugcdo da descentralizacdo da politica de apoio a

pesquisa e inovagao. Sociedade e Estado, v. 27, n. 1, p. 117-132,
2012. ISSN 0102-6992.

CAMARGO, E. P. Doencas tropicais. estudos avangados, v. 22, n.
64, p. 95-110, 2008. ISSN 1806-9592.

CAMURCA-VASCONCELQS, A. et al. Validacédo de plantas
medicinais com atividade anti-helmintica. Revista Brasileira de
Plantas Medicinais, v. 7, n. 3, p. 97-106, 2005.

CARDQOSO, A. L. H.; CARDOSO, A.; GALEMBECK, F. Obtencao
e Caracterizacado de Latex Copoliméricos. Polimeros: Ciéncia e
Tecnologia, 1992.

CHAMBELA, M. D. C. Avaliagao das concentracdes de citocinas
séricas de pacientes em diferentes estagios da doenca de
Chagas. 2014.

COURA, J. R.; BORGES-PEREIRA, J. Chagas disease: What is
known and what should be improved: a systemic review. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 45, n. 3, p. 286-296,
2012. ISSN 0037-8682.

DA SILVA SOBRAL, F. E.; BRANDAO, P. A.; ATHAYDE, A. C.

R. Utilizacdo de fitoterapicos no tratamento de parasitoses

em galinhas caipira criadas em sistema semi-extensivo.
AGROPECUARIA CIENTIFICA NO SEMIARIDO, v. 6, n. 1, p. 1-6,
2010. ISSN 1808-6845.

DE ABREU PEDRA, R. et al. Desafio em saude publica: tratamento

139

28 Revista Brasileira de Inovacdo Tecnoldgica em Saude, v. 6, n. 2 (2016)



etiolégico da Doencga de Chagas na fase cronica. Revista da
Faculdade de Ciéncias Médicas de Sorocaba. ISSN eletrénico
1984-4840, v. 13, n. 2, p. 5-9, 2011. ISSN 1984-4840.

DE OLIVEIRA MENEGUETTI, D. U. INFECCAO NATURAL
DE TRIATOMINEOS (HEMIPTERA: REDUVIIDAE) POR
TRIPANOSOMATIDEOS NO MUNICIPIO DE OURO PRETO
DO OESTE, RONDONIA, BRASIL: UMA ABORDAGEM
MULTIDISCIPLINAR. 2011.  UNIVERSIDADE LUTERANA DO
BRASIL

DIAS, L. C. et al. Quimioterapia da doenga de Chagas: estado
da arte e perspectivas no desenvolvimento de novos farmacos.
Quimica Nova, 2009. ISSN 0100-4042.

EM BIOMARCADORES, G. D. E. Biomarcadores em Cardiologia-
Parte 2: Na Doenca Coronaria, Doencga Valvar e Situagdes
Especiais. Arq Bras Cardiol, v. 104, n. 5, p. 337-346, 2015.

EM CARDIOLOGIA-PARTE, B.; CARDIACA, N. I. Artigo Especial.
Arq Bras Cardiol, v. 103, n. 6, p. 451-459, 2014.

FERREIRA, A. A. P. et al. Immunosensor for the diagnosis of

Chagas’ disease. Biosensors and Bioelectronics, v. 21, n. 1, p. 175-
181, 2005. ISSN 0956-5663.

FIGUEREDO, F. G. et al. Avaliagdo das potenciais atividades
tripanocida e antileishmania do extrato de folhas de Piper
arboreum (Piperaceae) e de suas fracdes. Revista de Ciéncias
Farmacéuticas Basica e Aplicada, v. 35, n. 1, p. 149-154, 2014.
ISSN 2179-443X.

FORCADA, J.; HIDALGO-ALVAREZ, R. Functionalized polymer
colloids: Synthesis and colloidal stability. Current Organic
Chemistry, v. 9, n. 11, p. 1067-1084, 2005. ISSN 1385-2728.

GIRALDI, M.; HANAZAKI, N. Uso e conhecimento tradicional de
plantas medicinais no Sertdo do Ribeirdo, Florianépolis, SC, Brasil.
Acta Botanica Brasilica, v. 24, n. 2, p. 395-406, 2010.

GONZALEZ, V. D. et al. Immunodiagnosis of Chagas disease:
synthesis of three latex—protein complexes containing different
antigens of Trypanosoma cruzi. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, v. 77, n. 1, p. 12-17, 2010. ISSN 0927-7765.

GONZALEZ, V. D. et al. Latex of immunodiagnosis for detecting
the Chagas disease: Il. Chemical coupling of antigen Ag36 onto
carboxylated latexes. Journal of Materials Science: Materials in
Medicine, v. 19, n. 2, p. 789-795, 2008. ISSN 0957-4530.

GONZALEZ, V. D.; GUGLIOTTA, L. M.; MEIRA, G. R. Latex of

140



immunodiagnosis for detecting the Chagas disease. |. Synthesis
of the base carboxylated latex. Journal of Materials Science:
Materials in Medicine, v. 19, n. 2, p. 777-788, 2008. ISSN 0957-
4530.

HASSLOCHER-MORENO, A. M. et al. Atencdo integral e eficiéncia
no Laboratério de Pesquisa Clinica em Doencas de Chagas

do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, 2009-2011.
Epidemiologia e Servicos de Saude, v. 22, n. 2, p. 295-306, 2013.
ISSN 1679-4974.

INTERATIVAS, F. R. S. Pesquisa desenvolve imunizante que controla
o avanco da doenca de Chagas. 2015.

KESARI, R. et al. Suitability of dyed latex bead agglutination test
for immunodiagnosis of Karnal bunt (Tilletia indica) teliospores in a
single seed of wheat. Food and agricultural immunology, v. 16, n.

1, p. 73-81, 2005. ISSN 0954-0105.

KIM, S. et al. Synthesis of polystyrene nanoparticles with different
surface modification by emulsion polymerization and measurement
of IgG adsorption and stability for the application in latex-protein
complex based solid-phase immunoassay. Polymer Bulletin, v. 62,
n. 1, p. 23-32, 2009. ISSN 0170-0839.

KRISTENSEN, B.; HOJBJERG, T.; SCHONHEYDER, H. C. Rapid
immunodiagnosis of streptococci and enterococci in blood
culturesNote. Apmis, v. 109, n. 4, p. 284-288, 2001. ISSN 1600-0463.

MAGALHAES-SANTOS, I. F. Transmissao oral da Doenca de
Chagas: breve revisdo. Revista de Ciéncias Médicas e Bioldgicas,
v. 13, n. 2, p. 226-235, 2015. ISSN 2236-5222.

MATSUDA, C. N. et al. Doenca de Chagas. RBM rev. bras. med,
v. 71,n. 10, 2014. ISSN 0034-7264.

NETO, J. M. M. Caracterizacao de latex poliestirenicos por
centrifugacdao em gradiente de densidade. 1994. Doutorado em
Quimica Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas.

NICOLETTI, M. A.; LOPES DA SILVA, E. CONTROLE E
TRATAMENTO DAS DOENCAS NEGLIGENCIADAS: VISAO DA
SITUACAO ATUAL. Revista Saude-UnG, v. 7, n. 3-4, p. 65-81,
2014. ISSN 1982-3282.

PINTO, E. D. P. P; AMOROZO, M. C. D. M.; FURLAN, A.
Conhecimento popular sobre plantas medicinais em comunidades

rurais de mata atlantica—Itacaré, BA, Brasil. Acta Botanica
Brasilica, v. 20, n. 4, p. 751-762, 2006.

141

30 Revista Brasileira de Inovacao Tecnolégica em Salde, v. 6, n. 2 (2016)



RASSI, A.; RASSI JUNIOR, A. Doenga de Chagas aguda. Sociedade
Brasileira de ClinicaMédica; Lopes AC, Guimaraes HP, Lopes RD,
Vendrame LS (org) PROURGEMPrograma de Atualizacdo em
Medicina de Urgéncia e Emergéncia: Ciclo, v. 7, p. 41-85, 2013.

REPOLES, L. C. Avaliacdo do método confirmatério FC-TRIPLEX-
IgG1 no esclarecimento diagnéstico e na monitoracao soroldgica
para doenca de Chagas em bancos de sangue. 2014.

SANTOS, F. L. A. D. et al. Pesquisa, desenvolvimento e inovacdo
para o controle das doencas negligenciadas. Revista de Ciéncias
Farmacéuticas Basica e Aplicada, v. 33, n. 1, p. 37-47, 2012. ISSN
2179-443X.

SCHIAVETTO, M. G. et al. Sintese e caracterizacdo de esferas
monodispersas de latex e sua utilizacdo no preparo de filmes de
cristais coloidais tridimensionais. Eclética Quimica, v. 34, n. 4, p.
79-86, 2009. ISSN 0100-4670.

SCHRIEFER, A.; CARVALHO, E. M. Biomarcadores em medicina.
Gazeta Médica da Bahia, v. 78, n. 1, 2008. ISSN 0016-545X.

SOUZA, C. T. V. D.; HORA, D. L. D. Producgdo de conhecimento em
salide na pesquisa clinica: contribuicdes tedrico-praticas para a
formacdo do docente. Revista Brasileira de Pés-Graduacao, v. 11,
n. 26, 2015.

WERNECK, G. L.;: HASSELMANN, M. H.: GOUVEA, T. G. Panorama

dos estudos sobre nutricdo e doengas negligenciadas no Brasil.
Ciénc Saude Coletiva, v. 16, n. 1, p. 39-62, 2011.

142

31 Reuvista Brasileira de Inovacao Tecnolégica em Saude, v. 6, n. 2 (2016)



