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Esta pesquisa teve como objetivo verificar a presenca do
DNA de T. cruzi em amostras de polpa de acai (Euterpe
spp.) comercializadas em cincos grandes bairros do
municipio de Belém, averiguando se as recomendacdes de
processamento do fruto, apés o Decreto n°. 326 de
20/01/2012, estéo sendo obedecidas. Considera-se ser de
grande importancia, tendo em vista que a polpa de acai,
além de ser identidade na regido norte bastante relevante,
devido ao seu alto potencial como produto funcional e
nutricional, sua comercializacdo tornou-se uma atividade
socioecondmica, ndo s6 em nivel local, mas também
abrangendo, nos ultimos anos, o mercado externo. Esse
fato deixa um alerta para os seus consumidores (IBGE,
2015). Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS),



a Doenca de Chagas (DC) estd entre as dezessete
doencas tropicais negligenciadas no mundo, atingindo
cerca de 10 milhdes de individuos infectados nas
Américas, com 2 milhdes de chagasicos no Brasil
(BRASIL, 2019). Além disso, esta entre as mais
importantes infec¢gbes parasitarias e, no final do século
passado, foi considerada como a mais importante pelo
Banco Mundial, por apresentar um impacto
socioecondmico significativamente maior que o obtido pelo
efeito combinado de todas as outras infeccbes causadas
por parasitos (PEREZ-MOLINA et al., 2009). A DC é uma
doenca infecciosa e tem como vetor 0s insetos
triatomineos conhecidos como barbeiros e outros nomes.
Além da transmissdo vetorial ao homem, pode ser
transmitida por via oral, transfusional e outras formas, e
apresenta comprometimentos cardiacos e digestivos em
qguadros graves (FERREIRA et al., 2016). No Brasil, a
maioria dos casos diagnosticados € da forma crénica,
embora, nos ultimos anos, a DC aguda (DCA) tenha
ocorrido de forma expressiva, geralmente relacionada ao
consumo de alimentos contaminados pelo agente
etioldgico, como caldo de cana, acai, palmito de babacu,
jaci (coquinho), bacaba e buriti (VIEIRA, 2015). Esse ultimo



tipo de contaminacdo tem elevado a incidéncia de casos
nos ultimos anos em regides da Venezuela, Colémbia,
Guiana Francesa, Bolivia, Argentina e Equador, além do
Brasil (SANTOS et al., 2018). Sabe-se que a regiao
Amazobnica é considerada historicamente endémica para
DC, sendo frequente a ocorréncia de surtos, em forma de
microepidemia familiar, em &reas urbanas e rurais.
Entretanto, o desenvolvimento de atividades antropicas de
desmatamentos e ocupacdes de areas ambientalmente
frageis reduziram as fontes naturais de alimentacdo e
abrigo dos triatomineos, que passaram a se alimentar de
animais domeésticos e, eventualmente, do proprio homem
(BRASIL, 2019). Um dos habitas natural do vetor, nesta
regido, € a palmeira de acai (Euterpe spp.), um importante
ecotopo do barbeiro. Esse inseto contamina a superficie do
fruto por meio do depdsito de excremento parasitado com
o Trypanosoma cruzi (PASSOS et al, 2012),
demonstrando que nao existe uma relacéo direta entre a
presenca do protozoario e o0 acai (PEREIRA et al., 2009).
Essa relacdo faz do agai o alimento com o maior nimero
de casos de DC ocorridos na regidao Norte nos ultimos
anos, seja pela contaminacdo dos frutos ou da propria

polpa por meio de dejetos de animais reservatorios seja



por insetos vetores infectados das éareas endémicas
(BEZERRA et al., 2017). A polpa do acgai é comercializada
no mundo, na forma processada, pasteurizada e
congelada. E importante ter um forte controle higiénico-
sanitario durante a coleta e o processamento do fruto para
extracdo da polpa, visto que ha uma facilidade para sua
contaminagdo pelo parasita da DC (BRASIL, 2019). O
mercado consumidor regional amazbnico, bastante
tradicional e peculiar, tem preferéncia pelo produto
processado sem tratamento térmico para consumo
imediato, de forma semiartesanal, em pequenas
processadoras denominadas  “amassadeiras” ou
“‘batedeiras” (CARVALHO, 2010). No elo de
processamento do fruto, encontram-se agentes que
desempenham a funcdo de suprir o consumo local,
conhecidos culturalmente como batedores de acai e a
indUstria de processamento, que produz polpa em larga
escala para suprir o mercado nacional e internacional. Os
batedores de acai normalmente compram o fruto nas feiras
de acai e o processam, em pequena escala, com objetivo
de vender a polpa ao consumidor final. Alguns batedores
possuem firmas registradas e outros desempenham suas

atividades informalmente. Muitos  seguem  as



recomendacdes de higiene das secretarias de saude dos
municipios e outros, ndo (SEBRAE, 2013). Para tentar
evitar o processamento inadequado do fruto, tomando
cuidados especificos adotados pelos estabelecimentos, foi
criado o Decreto n°. 326 de 20/01/2012, o qual determina
gue o espaco destinado a manipulacao do acai deve ser
isolado do meio externo com a finalidade de evitar
contaminag0des, dificultando principalmente a entrada do
“barbeiro”, que, apesar de ser fotossensivel, é atraido por
iluminacéo artificial do estabelecimento. O local, em geral,
deve ser totalmente impermeéavel e sem fissuras, desde o
piso ao teto para evitar sujidades e abrigos de insetos,
devido ao ambiente de alvenaria favorecer estabilidade
climatica, local adequado para o abrigo de triatomineos
(JUBERG, 2014). Na area de producao, o acai deve ser
acondicionado em caixas plasticas vasadas e entao
peneirado e inspecionado visualmente para descartar
frutos inapropriados, lixo e insetos. Possivelmente, o
triatomineo pode passar despercebido durante a
examinagdo, sendo processado na despolpadeira junto
aos frutos, contaminando o produto e 0 maquinario. Para
evitar isso, apos a selecéo, é realizada a higienizacdo com

solucédo de hipoclorito de sédio e 4gua potavel, seguido do



branqueamento, método que consiste em permanecer o
fruto 10 segundos em agua na temperatura de 80°C e,
imediatamente, resfriar para inativar qualquer protozoario
do T. cruzi, se este estiver aderido a superficie do acai
(PARA, 2012; FERREIRA et al. 2016). Os
estabelecimentos que se enquadram nos requisitos
exigidos pelo decreto acima citado recebem o selo de “Acgai
Bom”. O selo, além de agregar valor a oferta local do acai,
também incentiva a regularizacdo fundiaria, garante o
manejo florestal sustentavel e promove boas praticas
trabalhistas, como o0 uso de equipamentos de protecao
individual. A partir disso, a polpa é obtida com total
seguranca para consumo (PARA, 2012). Atualmente, a
transmissao oral de Trypanosoma cruzi € a principal via de
infeccdo na Amazonia brasileira. Outros paises da América
do Sul também relataram surtos de DC aguda associados
ao consumo de alimentos/sucos contaminados, como é o
caso do acai. As taxas de mortalidade nesses pacientes
infectados por via oral sdo mais altas (de 8 a 35%) quando
comparadas a transmisséo vetorial classica (<5 a 10%)
(ANTUNES et al., 2019). Todos os anos h4a aumento nas
notificacdes de casos suspeitos de DC, principalmente por

transmissdo oral tendo como veiculo a polpa do acali,



guando esta ndo passa pelo devido processo de
manipulagdo no momento da sua producgdao.
Frequentemente pequenos surtos sazonais vém sendo
constatados, principalmente, na regido norte do Brasil
(LIMA, 2015). Trata-se de um estudo transversal e
descritivo, entre os meses de agosto de 2021 a junho de
2022. Pretendeu-se observar 0s aspectos visuais de
higiene tanto os estabelecimentos que detém o selo de
“Acai Bom” quanto os que nao o possuem. A identificacdo
destes locais foi realizada por nameros (1, 2, 3, 4, 5...),
preservando o sigilo da identidade do estabelecimento. As
amostras coletadas foram analisadas no laboratorio de
parasitologia do Centro Universitario Fibra. Os locais de
coleta foram selecionados aleatoriamente, tendo como
critério possuirem ou nao, o selo de “Agai Bom” e estarem
localizados no municipio de Belém. A coleta e as analises
foram realizadas em triplicata, em um total de 10 amostras.
Para verificar e identificar o DNA do T. cruzi, foi utilizado o
Método de Faust e realizadas analises por Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), seguindo o protocolo de
Vieira et al. (2015). Foram dissolvidos 330g de Sulfato de
Zinco (ZnS0O4) em 1.000 mL de agua deionizada. Apos o

preparo a solucdo, foi mantida a temperatura ambiente. O



preparo da solucao foi realizado com 8g de Brometo de
cetiltrimetilamoénio e 4g de NaCl dissolvidos em 80 mL de
agua deionizada pré-aquecida a 65°C. Apos a dissolucao
completa dos reagentes, o volume da solugdo foi
completado para 100 mL com agua deionizada pré-
aquecida a 65°C. A solucdo se manteve armazenada a
temperatura ambiente. Para o preparo de tampéo PBS 1X,
82g de NaCl, 10,59 de NaHPO4 e 3,55g de NaH2PO4 +
H20 (g.s.p) 1 L, diluidos 100 mL de PBS para cada 900
mL de agua. Para o preparo de gel de eletroforese, 2g de
agarose foi fundida em 200 mL de tampé&o SB 1X, em forno
micro-ondas a 65 °C, e colocada em cuba de eletroforese
horizontal. Para o preparo do tampéo, foram dissolvidos
169 de Hidroxido de sédio (NaOH) e 90g de Acido bérico
(H2BO3) em 2.000 mL de agua deionizada. Para a
realizacdo de gel de agarose e eletroforese, o tampao SB
foi utilizado na concentragdo de 1X. As solugdes tanto de
estoque quanto a de uso foram armazenadas a
temperatura ambiente. Foram utilizadas a solucéo
estoque: 10 mg/mL em H20 MilliQ e a solucdo estoque:
TBE 10X; Glicerol 50%; Azul de Bromofenol 0,01%; Xileno
Cianol 0,01%. Para o isolamento do T. cruzi, foi utilizado o

método descrito por Faust et al. (1938), com algumas



adaptacdes. Em um tubo de 15 mL, foram colocados 10
mL de acai, em seguida filtrados em gaze, em um tubo de
fundo conico de 50 mL, adicionado 20 mL de PBS 1X para
lavagem. Apds essa primeira lavagem, o material filtrado
foi centrifugado a 2.545 g por 20 min, e, posteriormente, 0
sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido. O
procedimento de lavagem foi repetido por 4 vezes
utilizando-se 20mL de PBS 1X. ApGs a ultima lavagem, o
sobrenadante foi desprezado e o0 sedimento
ressuspendido em 20 mL da solucdo de sulfato de zinco
33% e centrifugado a 1.200 g por 5 min. Depois de
centrifugado, o tubo foi deixado em repouso por 10 min.
Logo apds esse intervalo, formaram-se duas fases, foi
coletado 1 mL do sobrenadante. Posteriormente, a aliquota
de 1 mL coletada da fase superior do gradiente em sulfato
de zinco foi diluida (1:30) em PBS 1X e centrifugada a
2.545 g por 20 min. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de PBS 1X
e transferido para um tubo de 1,5 mL, no qual se iniciou o
protocolo de isolamento de DNA gendmico. Foi utilizado,
na extracdo de DNA genémico, o método que se baseia na
utilizacdo de loroférmio/Alcool isoamilico. Um mililitro de

amostra purificada pelo método de flutuacdo em sulfato de



zinco foi centrifugado a 4.000 g por 10 min. O precipitado
foi ressuspendido em 400uL de PBS 1X, em seguida
adicionados 100puL de NaCl 5M e 100uL de CTAB/NaCl
(pré-aquecido a 65°C). Essa mistura foi homogeneizada
em vortex por 20 segundos e, logo em seguida, incubada
a 65°C por 30 min. Apés a incubacéo, foram adicionados
750 pyL de Cloroférmio/alcool Isoamilico (24:1) e
homogeneizado por 10 segundos em voértex. O tubo foi
novamente centrifugado a 14.000 g por 10 min e,
posteriormente, a fase aquosa superior transferida para
outro tubo, na qual foram adicionados 0,6 volumes (60%)
de Isopropanol (-20°C) e incubado a -20°C por 30 min.
Apés esse periodo de incubagéo, o tubo foi centrifugado a
12.000 g por 30 min a 4°C. Posteriormente, descarta-se o
sobrenadante e o pellet foi lavado duas vezes,
cuidadosamente sem ressuspendé-lo, com etanol 70% e
centrifugagcbes a 12.000g por 3 min. Apos lavagem do
pellet de DNA, o tubo foi deixado para secar a temperatura
ambiente e o DNA tornou-se ressuspendido em 200 L de
agua ultrapura (H20 Milli Q) e estocado a 4°C. Para as
reagOes de PCR, foram utilizados 10 pL das amostras de
DNA. Para as analises de PCRs qualitativas, foram
utilizados os iniciadores TCZ1 (CGA GCT CTT GCC CAC



ACG GGT GCT), TCZ2 (CCT CCA AGC AGC GGA TAG
TTC AGG) (MOSER et al., 1989), 528 e 529 que delimitam
um fragmento de 188 pb. O sistema de reacéo de PCR foi
realizado em um volume final de 30 pL constituido de
Tampao 1X; 0,4 uM de cada primer, 1,9 mM de MgCl2, 0,2
mM de dNTP, 1 unidade de Platinum® Taq DNA
Polimerase. As amostras foram amplificadas em um
termociclador e os parametros de amplificacdo dos genes
foram anotados o0s valores da Pré-desnaturacéo,
Desnaturacdo, Anelamento e Extensdo, repetindo as
etapas de 2 a 4 por 40 vezes, até a obtencdo da Extensao
final. Os produtos da amplificagdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2% tratados com brometo
de etideo 0,3 pg/ml e visualizados em sistema de foto
documentacdo BioRad Universal Hood Il (BioRad). Os
dados obtidos por meio das amostras coletadas passaram
por um processo de agrupamento e foram tabelados em
ordem alfabética no programa Excel 2010 e apresentados
como média e porcentagem. Nas amostras sem o selo, o
DNA foi extraido conforme o método CTAB, o que garante
a confiabilidade do método e a sua reprodutibilidade,
conforme o protocolo de Vieira et al. (2015). Para verificar

a presenca do DNA do parasita, os iniciadores TCZ (para



o T. cruzi) e PR (para o acai), foram utilizados. Foram
observadas, para as amostras “sem selo”, 100% de
positividade para o iniciador TCZ e também para o iniciador
PR, o que confirma a presenca de DNA do parasita nas
amostras. Contudo, isso ndo implica necessariamente a
viabilidade da doenca, uma que vez a presenca de DNA
confirma a contaminagdo, mas a viabilidade seria a
capacidade de infectividade do parasita. Do total de
amostras “com selo”, 66,6% foram positivas com o
iniciador TCZ, comprovando a presenca do DNA
parasitario do T. cruzi. Para confirmar o processo de
extragdo do DNA, o iniciador PR foi utilizado, o qual é
executado para amplificar o DNA do agai. Em 66,6% das
amostras, foi confirmada a eficacia da extra¢do, mostrando
a amplificacdo. Observou-se a presenca de DNA do T.
cruzi a partir da extracdo pela técnica de flutuacdo em
Zinco/PCR, em que o método foi sensivel para detectar o
DNA, demonstrando eficacia e reprodutibilidade, sendo
uma ferramenta de facil aplicabilidade e aplicavel para a
deteccao dos parasitas, podendo ser usada em casos de
surtos de transmissao de DC por via oral. O método ainda
tem limitacOes, devido a quantidade de DNA presente nas

amostras. Para evitar isso, foi utilizado outro iniciador com



0 objetivo de confirmar a eficacia da extracdo. Faz-se
necessario mais estudos para aprimorar a técnica de
deteccdo de DNA do T. cruzi, especialmente para o
diagnéstico laboratorial, ja que a técnica ainda € utilizada
para fins académicos. Mais pesquisas sobre a DC séo
necessarias, por se tratar de uma doenca negligenciada e

de baixo retorno lucrativo para as industrias farmacéuticas.
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