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RESUMO

Este trabalho decorre da investigacao sobre a ocorréncia de Trypanosoma cruzi na
area de Furnas do Dionizio, estado de Mato Grosso do Sul. A pesquisa teve por
objetivo Investigar a ocorréncia de infec¢cao natural por Trypanosoma sp em insetos
triatomineos, animais domeésticos e silvestres na comunidade rural de Furnas do
Dionizio. Foram realizados exames parasitologicos - micro-hematécrito (MH), exame
a fresco (EF) e hemocultura (HC) — para deteccédo de flagelados e moleculares -
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com os iniciadores S35 e S36
que amplificam um fragmento de 330 pares de base do kDNA - para identificacdo
dos tripanosomatideos encontrados em amostras de sangue coletadas de animais
capturados/contidos e nas fezes dos insetos. Foram capturados/contidos dois
gambés (Didelphis albiventris), um cao (Canis familiaris), quatro ratos (Rattus rattus),
um tatu galinha (Dasypus novemcinctus), cinco porcos (Sus scrofa), dois bovinos
(Bos taurus), cinco caprinos (Capra sp) e 51 ovinos (Ovis aries) totalizando 71
animais. Os resultados parasitol6gicos mostraram a presenca de flagelados em um
dos gambas (na HC) e nos dois bovinos (no MH e na HC). O exame molecular
mostrou a presenca do T. cruzi em um gamba e em um porco. Triatoma sordida foi
Gnica espécie de triatomineo encontrada na comunidade colonizando o domicilio
(quatro espécimes) e o peridomicilio (124 espécimes). O exame a fresco mostrou a
presenca de flagelados em 23 triatomineos (todos no peridomicilio) que foram
identificados positivamente como sendo T. cruzi pelo exame molecular. A anélise
dos dados aponta para a circulacdo do parasito na comunidade através do ciclo
peridoméstico e justifica a continuidade dos trabalhos epidemiolégicos e de impacto
ambiental na comunidade.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Triatoma sordida, triatomineos, animais
sinantropicos



ABSTRACT

This endeavor elapses from the inquiry on the occurrence of Trypanosoma cruzi in
the area of Furnas do Dionizio, state of Mato Grosso do Sul. The research had as its
objective to investigate the occurrence of natural infection of Trypanosoma sp in
triatomineos insects, domestic and wild animals in the agricultural community of
Furnas do Dionizio. Parasitic experiments were made - microhematocrit (MH), fresh
examination (EF) e hemoculture (HC) — for the detection of flagellates and
moleculars — through the chain reaction of the polimerase (PCR) with the S35 and
S36 primers which amplify a fragment of 330 base pairs of KDNA - for identification of
the tripanosomatides found in the collected samples of blood of
captured/apprehended animals and in the excrements of the insects. Two opossums
(Didelphis albiventris), a dog (Canis familiaris), four rats (Rattus rattus), a hen
armadillo (Dasypus novemcinctus), five pigs (Sus scrofa), two bovines (Bos taurus),
five goats (Capra sp) and 51 sheep (Ovis aries) were apprehended/captured, making
it a total of 71 animals. The parasitic results showed the presence of flagellates in
one of the opossums (in the HC) and in the two bovines (in the MH and the HC). The
molecular examination showed to the presence of the T. cruzi in an opossum and in
a pig. Triatoma sordida was the only triatomine specie found in the community,
colonizing the domicile (four specimens) and the peridomicilio (124 specimens). The
examination in the cool showed the presence of flagellates in 23 triatomineos (all in
the peridomicilio) that were positively identified as being T. cruzi by the molecular
examination. The analysis of the data points to the circulation of the parasite in the
community through the peridomestic cycle and justifies the continuity of the
epidemiologist and environmental impact work in the community.

Key-words: Trypanosoma cruzi, Triatoma sordida, triatomineos, sinanthropus
animals.
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1 INTRODUCAO

A caracterizacdo das relacdes entre parasitos e hospedeiros e sua
distribuicdo é fundamental na compreensdo do controle de zoonoses. Animais
silvestres podem ser usados como fontes de monitoramento o que se configura
como estratégia de controle em locais onde ha aumento dos contatos entre seres
humanos e animais domeésticos com animais silvestres, estimulado pelo ecoturismo
e pelo crescimento das cidades com consequente degradacdo dos ecoétopos
naturais.

Tripanosomiases causadas por Trypanosoma sSpp S&80 zoonoses e
antropozoonoses de importancia meédico-veterinaria. Sua distribuicdo ocorre em
praticamente todo o mundo e estdo associadas a muitos animais silvestres e a
transmissao ocorre principalmente pela forma vetorial.

A doenca de Chagas figura como uma das mais importantes nas Américas e
€ causada pela infeccdo por Trypanosoma cruzi. Atinge cerca de 10 milhdes de
pessoas e € transmitida por insetos triatomineos, via placentaria, transfusao de
sangue, transplante de 6rgéao e via oral.

Entre os hospedeiros desse flagelado, duas ordens de vertebrados se
destacam: Didelphimorphia e Xenarthra. Essas ordens compreendem mamiferos
silvestres neotropicais como: gambad, cuica, tatu, bicho preguica, tamanduas entre
outros. Ocorrem em toda a extensao do continente Americano, indo da Argentina até
a América do Norte, sdo frequentes no Estado de Mato Grosso do Sul e ja foram
incriminados como hospedeiros de T. cruzi.

A ampliacdo do conhecimento sobre os habitos, comunidades e
infracomunidades dos hospedeiros e dos vetores de tripanosomatideos é importante
ja que muitas informacdes sobre esse género de protozodrio carecem de elucidacao.
Assim, este trabalho tem por objetivo verificar a ocorréncia de vetores e hospedeiros
- silvestres e domésticos - de tripanosomatideos encontrados em uma comunidade

rural de Mato Grosso do Sul.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Trypanosoma

O género Trypanosoma compreende espécies parasitas de vertebrados de
todas as ordens (peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos), transmitidos por varios
vetores invertebrados hematéfagos. Pertence a ordem Kinetoplastida que,
juntamente com a ordem Euglenida, formam o filo Euglenozoa, um dos maiores
grupos de eucariotos. O filo compreende flagelados com grande diversidade
morfologica, genética e ecoldgica que incluem organismos de vida-livre - autotroficos
e heterotréficos - e parasitas de todas as classes de vertebrados, invertebrados e
plantas (BUSSE; PREISFELD, 2003; RUPPERT; FOX; BARNES, 2005; SIMPSON;
ROGER, 2004; SIMPSON; STEVENS; LUKES, 2006; von der HEYDEN et al., 2004).

A ordem Kinetoplastida distingue-se de seus parentes euglendides por
apresentar uma massa conspicua de DNA (kDNA) localizada no interior de uma
Unica grande mitocéndria, o cinetoplasto (RUPPERT; FOX; BARNES, 2005). Esta
dividida em duas subordens: a) Bodonina, que compreendem parasitos e espécies
de vida livre; b) Trypanosomatina, que apresenta apenas a familia
Trypanosomatidae, cujos membros sao todos parasitas (REY, 2008; RUPPERT;
FOX; BARNES, 2005).

O género Trypanosoma constitui espécies que se caracterizam pelos
seguintes tipos ou formas evolutivas em seus ciclos de vida: amastigota,
epimastigota, tripomastigota e, raramente, promastigota. Estas formas s&o definidas
em funcéo da posicdo do cinetoplasto em relacdo ao ndcleo e da presenc¢a ou nao
de flagelo livre e membrana ondulante (HOARE, 1972; REY, 2008; VICKERMAN,
1994).

Os tripanosomas de mamiferos séo classificados em subgéneros e espécies
com base em parametros taxonémicos classicos: a morfologia - principalmente das
formas tripomastigotas sanguineas - e o0s ciclos de vida nos hospedeiros
vertebrados e invertebrados - formas e locais de reproducdo e de diferenciacéo
(MARCILI, 2008).

Muitas espécies de tripanosomas foram descritas em mamiferos, com mais
de uma espécie podendo infectar o mesmo hospedeiro varias vezes em infeccoes

mistas. Apenas T. brucei gambiense e T. brhodesiense na Africa e T. cruzi e T.
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rangeli nas Ameéricas tem importancia meédica, pois infectam o homem e sao
consideradas patogénicas, exceto T. rangeli. Estes tripanosomas circulam no ciclo
silvestre ocasionando doencas conhecidas como zoonoses infectando diversas
ordens de mamiferos e podendo infectar o homem e levar ao desenvolvimento de
antropozoonoses (MARCILI, 2008).

A maioria das espécies se desenvolve em artropodes hematdfagos,
pertencentes a diversas ordens e familias, enquanto os parasitas de répteis, anfibios
e peixes sao transmitidos por sanguessugas e insetos (HAMILTON; GIBSON;
STEVENS, 2007; HOARE, 1972; SIMPSON; STEVENS; LUKES, 2006).

O local de desenvolvimento e diferenciagdo das formas infectantes nos
invertebrados determina a via de transmisséo dos tripanosomas podendo ser o tubo
digestivo — Seccao Stercoraria - ou as glandulas salivares — Seccéo Salivaria - onde
passam por transformacfes bioquimicas e morfolégicas (HOARE, 1964, 1972). A
maioria dos tripanosomas utiliza apenas uma destas vias de transmissao. T. rangeli
€ uma excecdo, apresentando formas tripomastigotas metaciclicas nas glandulas
salivares - principal mecanismo de infeccéo - e epimastigotas e tripomastigotas no
tubo digestivo. As formas encontradas na ampola retal ndo sdo comprovadamente
infectantes (D'ALESSANDRO; SARAIVA, 2000; REY, 2008).

Na seccdo Stercoraria sdo encontradas espécies que se desenvolvem
exclusivamente no tubo digestivo do inseto vetor, sendo transmitidas pela
contaminag¢do com formas tripomastigotas metaciclicas eliminadas com suas fezes.
Nessa seccdo estdo compreendidos os subgéneros Schizotrypanum - espécie-tipo
T. cruzi -, Herpetosoma - T. lewisi - e Megatrypanum - T. theileri (HOARE, 1964,
1972). Apresentam ampla distribuicdo geografica com algumas espécies como T.
cruzi (Schizotrypanum) e T. rangeli (Herpetosoma) sendo encontradas apenas nas
Ameéricas Central e do Sul (GUHL; VALLEJO, 2003; HOARE, 1972). A maioria das
espécies desta seccdo nado infecta o homem e ndo é patogénica para seus
hospedeiros vertebrados, exceto T. cruzi (MARCILI, 2008).

A seccao Salivaria compreende as espécies que se desenvolvem no tubo
digestivo e glandulas salivares - exceto T. vivax - do inseto vetor, sendo transmitidas
com a inoculacdo de formas tripomastigotas metaciclicas presentes nas glandulas
salivares durante a picada do vetor. Compreende os subgéneros Duttonella,
Trypanozoon, Pycnomonas e Nannomonas, que abrangem todos os tripanosomas

africanos patogénicos para mamiferos. T. vivax (Duttonella), T. evansi e T.
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equiperdum (Trypanozoon) adaptaram-se a transmissdo mecanica, sendo as Unicas
espécies deste grupo ocorrendo fora do continente Africano sendo encontradas,
inclusive, nas Américas (CORTEZ et al., 2006; HOARE, 1972; VENTURA et al.,
2001).

2.1.1 Trypanosoma rangeli

Flagelado que infecta humanos, animais domeésticos e silvestres, ocorrendo
da América Central ao sul da América do Sul e compartilha com T. cruzi a
capacidade de infectar quase todas as ordens de mamiferos como, por exemplo,
primatas - inclusive o homem - roedores, marsupiais e xenartros (D" ALESSANDRO;
SARAVIA, 2000; GUHL; VALLEJO, 2003; MAIA da SILVA et al., 2007).

As infeccbes humanas causadas por T. rangeli sdo comuns na América
Central, Coldmbia e Venezuela dificultando o diagnostico de T. cruzi (GUHL;
VALLEJO, 2003). No Brasil, foi encontrado em diferentes mamiferos e triatomineos -
especialmente do género Rhodnius - principalmente na Amazonia (COURA;
FERNANDES; ARBOLEDA, 1996; MAIA DA SILVA et al.,, 2004a, 2004b, 2007,
MILES et al., 1983).

Ao contrario de T. cruzi, T. rangeli ndo é patogénico para mamiferos, mas sim
para o inseto vetor, gerando dificuldades no repasto sanguineo e na ecdise, sendo
muitas vezes letal para esses insetos. T. rangeli multiplica-se no tubo digestivo e
completa seu desenvolvimento nas glandulas salivares do inseto vetor enquanto T.
cruzi tem todo seu desenvolvimento restrito ao tubo digestivo dos triatomineos.
Infeccdes naturais com T. rangeli em triatomineos parecem estar restritas as
glandulas salivares e sua transmissdo se da por inoculacdo durante o repasto
sanguineo de triatomineos do género Rhodnius (ANEZ, 1984; GUHL; VALLEJO,
2003).

2.1.2 Trypanosoma evansi

O T. evansi € um protozoario pertencente a familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida que costuma infectar equinos e, em muitos casos, ser fatal para estes
animais. Apresenta distribuicdo geogréafica que compreende o norte da Africa, india,

Malasia, Indonésia, China, Russia, Filipinas, América Central (SILVA et al., 2002).
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Na América do Sul ocorre na Argentina, Guiana, Brasil, Colémbia, Guiana
Francesa, Peru, Suriname e Venezuela (DAVILA; SILVA, 2000).

No Brasil, T. evansi afeta principalmente equinos e a prevaléncia varia de
uma regido para outra sendo considerada uma enzootia — peculiar da regido - no
pantanal mato-grossense onde ocorrem surtos esporadicos com morbidade alta em
certas sub-regides. O principal vetor de T. evansi nessa regido € o Tabanus
importunus (mutuca) (DAVILA et al., 1999; DAVILA; SILVA, 2000; HERRERA et al.,
2004; SILVA, et al., 1995a).

O parasito é transmitido mecanicamente por insetos hematéfagos das familias
Tabanidae e Stomoxidae. Eventualmente morcegos hematéfagos (Desmodus
rotundus) podem fazer parte do ciclo de transmissdo podendo atuar como
reservatorios e vetores (HOARE, 1972; RODRIGUES, 2006). Carrapatos tém sido
sugeridos como vetores na transmissdo de T. evansi e T. vivax (CAMARGO;
UZCANGA; UZCANGA, 2004).

A doenga causada por T. evansi — conhecida como mal das cadeiras - é
caracterizada por rapida perda de peso, anemia, febre intermitente, edema dos
membros pélvicos e das partes baixas do corpo e fraqueza progressiva. Animais
afetados podem morrer em semanas ou poucos meses podendo ocorrer infeccdes
cronicas com evolucao de muitos meses (BRUN; HECKER; LUN, 1998).

Jéa foi observada infeccdo por T. evansi em camelos, cavalos, burros, bovinos,
zebuinos, caprinos, porcos, caes, bufalos, elefantes, capivaras, quatis, antas,
veados e pequenos roedores silvestres (Oryzomys spp) (RODRIGUES, 2006; SILVA
et al., 2002).

Trabalhos mostram que capivaras sao importantes reservatorios silvestres
para T. evansi, entretanto, bovinos e caes devem ser também considerados como
eficientes reservatérios devido ao seu frequente contato com equinos (FRANKE;
GREINER; MEHLITZ, 1994; HOARE, 1972; MORALES; WELLS; ANGELS, 1976;
MUNOZ; CHAVEZ 2001; NUNES et al., 1993).

Em cées sdo descritas conjuntivite, febre, membranas mucosas palidas,
emaciagao progressiva e aumento dos linfonodos. Capivaras (Hydrochaeris
hydrochaeris) e quatis (Nasua nasua) podem desenvolver forma crénica da doenca
(HERRERA et al., 2001; NUNES et al., 1993) com sinais clinicos geralmente nao
observaveis (AQUINO et al.,, 1999; COLPO et al., 2005; HERRERA et al., 2004,
FRANKE; GREINER; MEHLITZ, 1994; SILVA et al., 1995b).
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Em rebanhos bovinos leiteiros e bubalinos pode ocorrer aborto do meio até o
final da gestacdo, inclusive retencdo de placenta, febre alta e diminuicdo na
producdo de leite ocasionando expressivas perdas econdmicas (TUNTASUVAN;
LUCKINS, 1998).

Em estudos isoenzimaticos de T. evansi, a partir de capivaras e caes no
pantanal sul mato-grossense, foram encontradas similaridades com os descritos em
diferentes partes do mundo e nenhuma diferenca enzimatica com isolados de
capivaras da Colombia (GIBSON et al.,, 1998; STEVENS, et al., 1989). Diferencas
enzimaticas foram vistas em isolados de camelos do Suddo além de variacdes
consideraveis entre o T. evansi de Java e Indonésia, onde os isolados deste ultimo

pais formaram um grupo mais heterogéneo (BOID, 1980).

2.1.3 Trypanosoma vivax

O T. vivax pertence ao subgénero Dutonella, da familia Trypanosomatidae,
ordem Kinetoplastida e da Seccdo Salivaria (HOARE, 1972). E o causador da
tripanossomose bovina no Oeste e Leste da Africa e na América do Sul. Seu
principal vetor € a mosca tsé-tsé, do género Glossina spp. Na América Latina foi
encontrado em Vvarios paises, sendo diagnosticado em mamiferos silvestres e
domésticos (GARDINER, 1989).

Apesar da auséncia do seu principal vetor biolégico na América do Sul o T.
vivax consegue ser transmitido mecanicamente por tabanideos e insetos
hematdfagos do género Stomoxys sp (JONES; DAVILA, 2001). Seu surgimento no
continente americano esta relacionado com a importacéo de gado vindo do Senegal
em 1830 para a Guiana Francesa e ilhas Martinica e Guadalupe (HOARE, 1972).

No Brasil, o primeiro relato foi em bufalos da espécie Bubalis bubalis na
cidade de Belém, no estado do Pard (SHAW; LAINSON, 1972) e, posteriormente,
diagnosticado no pantanal do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (SILVA et al.,
1995a, 1998).

Os animais susceptiveis a infeccdo s&o ovinos, caprinos, bufalos e
principalmente bovinos e os refratarios ao parasito séo - além do homem - caes,
porcos, ratos e camundongos (SOLTYS; WOO, 1979).

Os principais sinais clinicos consequentes da infecgdo séo: perda de apetite,

fraqueza, lacrimejamento, diarreia, anemia, prostracdo, diminuicdo da fertilidade e
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caso o0 animal ndo seja tratado pode leva-lo & morte (ADAMU et al.,, 2007). A
infeccdo por T. vivax pode afetar o sistema nervoso com sinais de tremores
musculares, cegueira, estrabismo, fasciculacdes (contracdes visiveis e rapidas), falta
de coordenacdo motora e com sinais de lesdes no cerebelo e medula (BATISTA et
al., 2007).

Em areas da América Latina a tripanossomiase bovina por T. vivax ocorre de
maneira periddica e com situacées epidemioldgicas instaveis (OSORIO et al., 2008).

Apesar de trabalhos realizados na regido do Pantanal sul mato-grossense
apontarem o0 T. vivax como agente secundario nos casos de morbidade e
mortalidade e animais bem nutridos serem capazes de suprimir uma infeccao
causada pelo parasito, € fundamental obter dados clinicos do rebanho infectado
para um controle de sanidade animal da area afetada (PAIVA et al., 2000).

Estudo recente utilizando a técnica da Reacdo em Cadeia da Polymerase
(PCR) para identificar a taxa de infeccdo de Trypanosoma sp em diferentes animais
silvestres - em Camardes, Africa - mostrou que animais das ordens Primates,
Artiodactyla, Pholidota, pequenos roedores e carnivoros do género Manis estavam
positivos para T. vivax 0 que leva a crer que estas ordens tem animais que podem
ser reservatorios do parasito (NJIOKOU et al., 2004).

Apesar da grande importancia médico-veterinaria e econémica sdo poucos 0s
estudos sobre os aspectos moleculares e gendmicos de T. vivax estabelecam

correlagdes com dados epidemiolégicos (SOUZA, 2009).

2.1.4 Trypanosoma theileri

Trypanosoma theileri € um protozoario pertencente a ordem Kinetoplastida,
familia Tripanosomatidae, subgénero Megatrypanum. Foi encontrado em bovinos na
Africa do Sul e no leste Africano em 1902 (HOARE, 1972). E um parasita
cosmopolita de bovinos com alta incidéncia em todos os continentes, exceto na
Antartida (RODRIGUES et al., 2003).

Encontrado em praticamente todas as ordens de mamiferos, principalmente
Artiodactyla (Bovideos e Cervidae séo os hospedeiros mais frequentes) e Chiroptera
(RODRIGUES et al., 2003).

Na América do Sul, esta espécie foi encontrada na Argentina, Uruguai e
Colébmbia (NUNES; OSHIRO, 1986; OGASSAWARA et al., 1981). No Brasil ja foi
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encontrada em rebanhos bovinos nos estados de Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul,
Rio de Janeiro, Para e Rio Grande do Sul (MARTINS; LEITE; DOYLE, 2008).

Tripanosomatideos morfologicamente semelhante ao T. theileri foram
identificados em pelo menos 24 espécies de ruminantes (SCHAFLER, 1979).

Estudos laboratoriais mostraram que a transmiss&o ocorre por excrecao de
tripomastigotas metaciclicos nas fezes dos tabanideos (mutucas), principais vetores,
gue entram no hospedeiro por meio da picada do vetor que costuma causar lesbes
na pele (BASSI; CUNHA; COSCARON, 2000). Também pode ocorrer pela ingestéo
de fezes do vetor pelo hospedeiro (BOSE et al., 1987; BOSE; HEISTER, 1993). Os
carrapatos também podem ser vetores do parasito (BURGDORFER; SCHIMIDT,;
HOOGSTRAAL, 1973; MARTINS, LEITE, DOYLE, 2008; MORZARIA et al. , 1986).

Seu ciclo de vida no hospedeiro mamifero e a sua relagéo
parasito/hospedeiro ndo é totalmente compreendida. Esta espécie multiplica-se na
corrente sanguinea por fissdo binaria na fase epimastigota, o que é dificimente
detectavel. Além de epimastigotas e tripomastigotas no sangue periférico, flagelados
também foram encontrados na cavidade extra vascular dos linfonodos, rim, baco e
cérebro dos hospedeiros vertebrados (BRAUN; ROGG; WALSER, 2002; SUDARTO;
TABEL; HAINES, 1990; TIZARD, 1980).

A parasitemia é detectada geralmente quando associada a doencas
concomitantes, o que sugere imunidade do hospedeiro ao parasito (TOWNSEND;
DUFFUS, 1982). T. theileri causa infeccdo criptica e é considerado inofensivo. No
entanto, casos clinicos da doenca sugerem que T. theileri pode ser potencialmente
patogénico (DOHERTY et al.,, 1993; HUSSAIN et al., 1985; SCHAFLER, 1979;
SEIFI, 1995). A infecgdo por T. theileri em bovideos pode persistir por muitos anos,
sem que a doenca se manifeste (RODRIGUES et al., 2003).

2.1.5 Trypanosoma cruzi

2.1.5.1 Heterogeneidade

T. cruzi é um protozoario flagelado pertencente a ordem Kinetoplastida da
familia Trypanosomatidae. Compreende populacdes heterogéneas de parasitas, que
diferem em caracteristicas biol6gicas: como comportamento em vertebrados e

triatomineos; patoldgicas: como viruléncia, mortalidade e tropismo celular; clinicas:
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apresentando as formas cardiaca e digestiva, com ou sem megasindromes; além
das caracteristicas morfolégicas, imunolégicas e bioquimicas (COURA et al., 2007;
TEIXEIRA; NASCIMENTO; STURM, 2006).

A maioria dos estudos epidemioldgicos e de estrutura populacional de
isolados de T. cruzi esta focada em isolados humanos e de triatomineos, além de ter
sido realizada em areas endémicas para doenca de Chagas das Américas Central e
do Sul. A estrutura populacional do parasito é predominantemente clonal, sugerindo
raros os eventos de recombinagédo na natureza (TIBAYRENC et al., 1993), apesar
de existirem complexos processos sexuais em T. cruzi (GAUNT et al., 2003).

Estudos enzimaticos tém sido utilizados para responder algumas questbes
referentes a heterogeneidade populacional do T. cruzi, inter-relacées do ciclo de
transmissdo domestico e silvestre e na taxonomia numérica (FERNANDES et al.,
1994).

Apesar do polimorfismo genético intraespecifico, analises de padrdes de
isoenzimas (enzimas com multiplas formas que catalisam, essencialmente, a mesma
reacao) revelaram trés grupos de isolados que foram classificados como zimodemas
Z1,72 e Z3 (MILES et al., 1977, 1978).

Estudos posteriores utilizando marcadores baseados em sequéncias dos
genes ribossébmicos e de miniexon (spliced leader) revelaram duas linhagens
principais: T. cruzi | (TCI) e T. cruzi Il (TCII), que correspondem respectivamente aos
zimodemas Z1 e Z2 e indicaram a existéncia de linhagens hibridas (TCI/II)
(DEVERA; FERNANDES; COURA, 2003; FERNANDES et al., 1998a; MILES et al.,
1977; 1980; SOUTO et al., 1996; TIBAYRENC et al., 1993, ZINGALES et al., 1998)
Essas duas linhagens ndo comportaram Z3, posteriormente definido como TCllc a
partir de marcadores do gene de miniexon (FERNANDES et al., 1998b).

A linhagem TCI, até o momento, néo foi dividida em sublinhagens. Entretanto,
estudos recentes baseados em marcadores da regido intergénica do gene de
miniexon demonstraram uma grande homogeneidade entre isolados de mesma
regido geografica e significativo polimorfismo entre isolados de regides geograficas
diferentes (HERRERA et al., 2008b; O'CONNOR et al, 2007; SALAZAR,
SCHIIMAN; TRIANA-CHAVEZ, 2006).

Apesar do grupo TCI ser conhecido como silvestre, em paises da América
Central e Venezuela a infeccdo por essa linhagem € mais frequente em humanos

(MILES et al., 1981a). Nestes paises, TCIl é transmitido ao homem em um ciclo
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domeéstico que geralmente se justapde ao ciclo silvestre porque Rhodnius prolixus -
principal vetor - pode ser domiciliado e silvestre (MILES et al., 1981a,b; 2003). Yeo
et al. (2005) também observaram que TCI esta mais frequentemente associado a
animais com habitos arboricolas enquanto TCIl a animais de habitos terrestres.

A andlise de sequenciamento de DNA mostrou que o grupo TCI é um clado
relativamente homogéneo enquanto TCIll — dividido em cinco subgrupos (a-e) -
possui dois ou trés clados filogenéticos distintos (que equivalem a lla-c) e duas
linhagens hibridas (Ild e lle) que derivam a partir dos clados dos subtipos IlIb e lic
(BRISSE; VERHOEF; TIBAYRENC, 2001; COURA, 2003; DEVERA; FERNANDES;
GAUNT et al, 2003; MACHADO; AYALA, 2001; SILVA et al., 2006). O
sequenciamento de DNA também deu suporte as ideias de que TClla e TCllc podem
ser hibridos de TCl e TCllb (YEO et al., 2005).

Enquanto TCllb e TClle ocorrem com maior frequéncia em ambientes
antropizados do Brasil, Chile, Bolivia, Argentina e TCIld em ambientes antropizados
do Chile e Bolivia, TCllc e TClla possuem um ciclo de transmissdo quase que
exclusivamente silvestre (principalmente na Amazonia, Nordeste do Brasil, Paraguai
e Argentina) (BARRETT et al., 1980; CARDINAL et al.,, 2008; CEBALLOS et al.,
2006; FERNANDES et al., 1998a, 1998b; FREITAS et al., 2006; GAUNT; MILES,
2000; MILES et al., 1981b; POVOA et al., 1984; YEO et al., 2005; ZINGALES et al.,
1999).

Estudos mostram que a linhagem TClic, no ciclo silvestre, possui ampla
distribuicdo geogréfica, ocorrendo no Brasil, Colédmbia, Argentina e Paraguai
apresentando associacdo dessa linhagem com tatus e ecétopo terrestre. Além disso,
TCllc foi encontrado em didelfideos terrestres do género Monodelphis no Norte e
Nordeste do Brasil e no Paraguai (BARRETT et al., 1980; GAUNT; MILES, 2000;
MILES et al., 1981b; POVOA et al., 1984; YEO et al., 2005). Também foi descrita
essa linhagem na Argentina em cangambdas, um carnivoro terrestre que vive em
tocas (CARDINAL et al., 2008; CEBALLOS et al., 2006). Cédes domésticos também
foram encontrados infectados por TCllc no Paraguai, Argentina e Brasil (BARNABE
et al., 2001; CARDINAL et al.,, 2008; MARCILI et al., 2009c). Triatomineos das
espécies Panstrongylus geniculatus e Triatoma infestans, ambas de habitos
terrestres, sé@o os vetores associados a TCllc (BARRETT et al., 1980; CARDINAL et
al., 2008; MARCILI et al., 2009a; MILES et al., 1981b; YEO et al., 2005).
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Apesar disso, apenas alguns casos humanos isolados foram relatados até o
momento no Brasil (Estados do Amazonas, Para e Minas Gerais) (FREITAS et al.,
2006; MILES et al., 1981b). Também foi proposto que TCllc seria uma terceira
grande linhagem que, junto com TCI e TCllIb, formariam as linhagens ancestrais de
T. cruzi (FREITAS et al., 2006).

A maioria dos isolados de pacientes com manifestacdes severas genotipadas
como TCllb, TClld e TClle sdo provenientes de areas endémicas do Cone Sul,
exceto Amazonia (MARCILI, 2008). Essas linhagens, por serem domésticas e
peridomésticas, sdo transmitidas principalmente por triatomineos domiciliados como
T. infestans (BARNABE et al., 2001; BRENIERE et al., 1998; DIOSQUE et al., 2003;
FREITAS et al., 2006; LAGES-SILVA et al., 2006; SOLARI et al., 2001; VALADARES
et al., 2008; VIRREIRA et al., 2006; ZINGALES et al., 1999).

N&o h& uma associagdo clara entre os isolados de TClla e seus ecotopos
bem como seus hospedeiros mamiferos sdo praticamente desconhecidos. Essa
linhagem foi descrita em tatus e didelfideos do género Monodelphis, porém, esses
dados nunca foram confirmados por marcadores moleculares sendo baseados
unicamente em zimodemas (MILES et al., 1981b). Também tem sido descrita em
guaxinins, macacos e cades domésticos da América do Norte (BARNABE et al., 2001;
ROELLIG et al.,, 2008). Isolados confirmados sdo de R. brethesi da regido
Amazonica (MENDONCA et al., 2002).

Atualmente, foi proposta nova classificacdo dos tipos e subtipos dividindo T.
cruzi em seis linhagens: TCI, TCIl, TCIll, TCIV, TCV, TCVI (LEWIS et al., 2009;
ZINGALES et al., 2009) (Figura 1).
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ZIMODEMA 1 TCI Tcl
TClla TclV
TCllb Tcll
TCllc Tclll
TClld TcV
TClle TcVI

ZIMODEMA 2

ZIMODEMA 3 [~

Brisse; Verhoef;

Miles et al., 1978 Anonymous, 1999 Tibayrenc, 2001 Zingales et al., 2009

Figura 1 — Nomenclatura de Trypanosoma cruzi de acordo com diferentes autores

Em julho de 2005, foram publicados os dados do sequenciamento do genoma
de T. cruzi, resultado do esforco do Trypanosoma cruzi Sequencing Consortium
(TSK-TSC) formado por trés centros de sequenciamento: The Institute for Genomic
Research (TIGR), Seattle Biomedical Research Institute e Karolinska Insitute
juntamente com diversos laboratdrios do Hemisfério Norte e América Latina (EL-
SAYED et al., 2005a).

Juntamente com os dados genoma de T. cruzi (EL-SAYED et al., 2005a)
foram publicados os dados do genoma de T. brucei (BERRIMAN et al., 2005) e
Leishmania major (familia Tripanosomatidae, género Leishmania) (IVENS et al.,
2005). Uma analise comparativa dos trés genomas indicou que T. cruzi apresenta o
maior numero de genes (aproximadamente 12.000), seguido por T. brucei (9.068
genes) e L. major (8.311 genes). Observa-se ainda que o genoma de T. cruzi é o
mais compacto e o de L. major o menos compacto dos trés (EL SAYED et al.,
2005b).

O alinhamento da sequéncia de aminoacidos mostra uma identidade média
de 57% entre T. brucei e T. cruzi e 44% de identidade entre L. major e os outros dois
tripanosomas, o que refletiria possiveis relagdes filogenéticas. No estudo também
foram identificados genes codificadores que sdo espécie-especificos. Concluiu-se
gue 0s genes comuns estao dispostos em grandes regides sistémicas, ou seja, 0S
trés organismos possuem genes com estrutura e arranjo cromossdmico conservado
(EI-SAYED et al., 2005b). Assim, espera-se que novos quimioterapicos dirigidos

para o produto de determinados genes conservados possam ser eficazes contra 0s
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trés parasitas. Além disso, o estudo de genes espécie-especificos podera contribuir
para o entendimento das diferentes patologias apresentadas pelas doencgas.

2.1.5.2 Ciclo de vida

Em seu ciclo de vida, T. cruzi apresenta trés estagios principais: a forma
amastigota, encontrada no interior da célula do mamifero hospedeiro e com
capacidade de multiplicacéo; a forma epimastigota, encontrada na parte posterior do
tubo digestivo médio do inseto vetor e que também apresenta capacidade de
multiplicacéo; e a forma tripomastigota, encontrada no tubo digestivo posterior do
vetor e na circulacdo do hospedeiro mamifero - esta fase ndo apresenta capacidade
de multiplicacdo (REY, 2008).

Quando o inseto faz o repasto sanguineo em hospedeiro mamifero ele ingere
formas tripomastigotas sanguineas que migram para a parte anterior do intestino
meédio do inseto. Ali sofrem diferenciacdo em formas epimastigotas que migram para
a parte posterior do intestino médio onde conseguem se multiplicar. Acredita-se que
a infeccdo no inseto dure toda a sua vida (REY, 2008).

Quando as formas epimastigotas do intestino médio migram para o intestino
posterior do triatomineo ela se diferencia em tripomastigota metaciclico, sua forma
infectante. O hospedeiro mamifero € infectado a partir das fezes do inseto. Os
tripomastigotas invadem a células do sistema fagocitico mononuclear onde se
transformam em amastigotas que se reproduzem por fissdo binaria no citoplasma
(REY, 2008).

Os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas sanguineos que, apés
ruptura celular, caem na corrente sanguinea — momento em que podem ser
ingeridos pelo vetor - e podem invadir novos macrofagos ou outras células de
diferentes 6rgéos e tecidos do hospedeiro. Ao invadirem novas células, voltam a

fase amastigota e novamente comecam a se multiplicar (Figura 2).
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Doenga de Chagas: Ciclo de Vida do
Trypanossoma cruzi

Noin S'_E’CFO o O insecto pica e defeca a0 raesrao terapo. O o Os tripomastigotas im@dem células onde se
Barbeiro triporastigota passa i ferida nas fezes. @ transformam ern araastigotas.
g o - I/\ No Ser Humano
Tranformam-se em tripomastigotas A Q

Os amastigotas
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Multiplicam-se

(7] irvvadera novas células era Células assexualraente.
Tripanomastigotas regides diferentes do
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sdo absorvidos por
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enovo insecto exm
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Figura 2 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi e sua relacéo parasito-hospedeiro.
Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (2009).

2.1.5.3 Vetores

Os invertebrados vetores do T. cruzi sdo os triatomineos, insetos Hemipteros
da subfamilia Reduviidae. Caracterizam-se pela hematofagia obrigatéria, tanto em
machos como em fémeas, desde a primeira fase de vida até a forma adulta.
Possuem habitos noturnos, fotofobia, termotropismo positivo e presenca de
substancias anticoagulantes e anestésicas na saliva (SCHOFIELD, 1979).

Fora das Américas encontram-se o género Linshcosteus (Distant,1904) na
india e as espécies proximas de T. rubrofasciata (De Geer, 1773) que estdo
distribuidas em todas as regifes tropicais (CARCAVALLO; JURBERG; LENT, 1997).
Estudos filogenéticos sugerem que a subfamilia Triatominae evoluiu
independentemente nas Américas (SCHOFIELD, 2000).

Desde o inicio do controle da transmissao vetorial da doenca de Chagas no
pais, a partir da década de 1950, e de sua sistematizacdo e estruturagdo na forma
de programa de alcance nacional a partir de 1975, de um total de 138 espécies
agrupadas em seis tribos formadas por 19 géneros (GALVAO et al., 2003) ent&o

catalogados no Brasil e das 30 presentes em domicilios e peridomicilios, ndo mais
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que cinco tinham participagdo direta na cadeia epidemioldégica da doenca
(VINHAES; DIAS, 2000):

a)

b)

d)

Triatoma infestans (Klug, 1834) é a espécie que apresenta maior antropofilia. E
predominantemente doméstica e a principal espécie vetora do T. cruzi. Sua
distribuicdo ja& foi muito ampla nas regibes Sudeste, Sul, Centro-Oeste e
Nordeste restando apenas alguns focos de importancia no nordeste do Estado
de Goias e sul de Tocantins, na regido do Além S&o Francisco, na Bahia, no
norte do estado Rio Grande do Sul e no sudeste do Piaui (VINHAES; DIAS,
2000). Em 2006, o Brasil recebeu a Certificacdo pela Interrupcdo da Doenca
de Chagas pelo T. infestans estando a espécie controlada em niveis que nao
sustentam a transmissao do agente etioldgico (BRASIL, 2006). Até o momento,
0 Unico pais com populac@es silvestres de T. infestans € a Bolivia (RICHER et
al., 2007).

Triatoma brasiliensis (Neiva, 1911) - com larga distribuicAo no semiarido
nordestino e encontrado exclusivamente entre rochas. Pode invadir ambiente
doméstico, mas ndo coloniza-lo (CARCAVALLO; JURBERG; LENT, 1997).
Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835) - espécie comum no pais e a
primeira a ser estudada por Carlos Chagas. Epidemiologicamente, € um dos
mais importantes vetores no Brasil. E silvestre e encontrado na Amazénia onde
foram encontrados insetos adultos nas residéncias com altas taxas de infeccéo
por T. cruzi (MILES et al., 1978). Também é comum na Bolivia, Colébmbia e na
Venezuela, onde tem sido sugerida como substituta de Rhodnius prolixus como
vetor da Doenca de Chagas (CARRASCO et al., 2005).

Triatoma pseudomaculata (Corréa & Espinola, 1964) - ocorre nos Estados de
Pernambuco, Paraiba, uma parcela do Ceara, sertdo de Alagoas, Bahia, Minas
Gerais, Piaui e Goids (GONSALVES et al., 1997). Podem invadir residéncias
mas nao ha registros de colbnias formadas (de La Fuente, 2008).

Triatoma sordida (Stal, 1859) - espécie € nativa do cerrado, incluindo as areas
de transicdo de Maranh&o-Piaui, da Bahia, do pantanal e do Chaco Oriental
(FORATTINI, 1980), € a mais frequente e a que apresentou maior numero de
individuos positivos para flagelados no estado de Mato Grosso do Sul (ALMEIDA
et al.,, 2008). Sua importancia reside no fato de ser predominantemente

peridomiciliar, apresentar elevada expectativa de vida quando comparada a
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outros triatomineos (PELLI et al., 2007) e ser a espécie mais capturada no
Brasil.

No ambiente silvestre T. sordida costuma colonizar tocos e casca de arvores,
topo de palmeiras, refagios de gambas, tatus e roedores e estar relacionado com
macacos e aves silvestres (CARCAVALLO et al., 1997b). Em ambiente domeéstico &
muito comum em galinheiros, pombais, currais e estabulos, podendo também ocupar
rachaduras nos entrendés de cana de acucar. Apesar de apresentar marcada
ornitofilia, pode utilizar outras fontes de alimento quando seu ambiente é desfigurado
e suas ofertas alimentares reduzidas (DIOTAIUTI et al., 1993), levando-o a invadir
domicilios ou anexos domiciliares quando estes simularem os ecétopos naturais dos
insetos.

Vale destacar as espécies R. prolixus (Stal, 1959) e T. dimidiata (Letreille,
1811) entre os principais vetores na América Latina, sendo a primeira com alta
prevaléncia na América Central, noroeste da América do Sul, oeste dos Andes e
domiciliada na Colémbia e Venezuela; e a segunda distribuida desde o centro do
México até o Peru, chegando a Guiana, no leste (CARCAVALLO et al., 1997b).

De acordo com a importancia epidemioldgica as espécies de triatomineos
podem ser classificadas em trés categorias:

a) predominantemente domiciliares - colonizam habitacdbes humanas em alta
densidade, antropofilicas e com altas taxas de infec¢éo natural por T. cruzi como
R. prolixus e T. infestans. Podem ser encontradas também em ambiente
silvestre, exceto T. rubrofasciata, encontrada exclusivamente em ambiente
doméstico (REY, 2008).

b) semidomiciliares e peridomiciliares — costumam ser silvestres, mas invadem com
frequéncia o ambiente doméstico podendo formar pequenas colbnia. Espécies
como T. brasiliensis, P. megistus, T. sordida e T. pseudomaculata, estédo
incluidas neste grupo (DIAS; DIOTAIUTI, 1998; NOIREAU et al., 1999). P.
megistus apresenta habitos distintos conforme a regido encontrada. No sul do
Brasil € exclusivamente silvestre de Mata Atlantica e raramente € visto em
domicilios. No interior do estado de Sao Paulo costuma colonizar galinheiros e
outras construcdes peridomiciliares. Na Bahia, especialmente Salvador, coloniza
residéncias em plena zona urbana (REY, 2008).

c) estritamente silvestres — apesar de sO transmitirem T. cruzi para o homem

qguando este invade os ecotopos selvaticos, essas espécies mantéem os focos
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naturais da zoonose. Destacam-se espécies como P. geniculatus, que vive
associado a tocas de tatus e & encontrado em todas as areas endémicas da
doenca. T. rubrovaria, T. vitticeps e R. domesticus também estdo nesta categoria
(REY, 2008).

Os principais mecanismos de adaptacdo dos triatomineos a ecotopos naturais
ainda néo sdo bem compreendidos (ABADH-FRANCH et al., 2008; NOIREAU et al.,
2000) e os padrbes ecologicos, de distribuicdo e preferéncias de cada espécie
também necessitam de mais estudos (MARCILI, 2008).

Algumas espécies apresentam relacéo estreita com um ecétopo. R. brethesi é
encontrado exclusivamente na palmeira Leopoldina piassaba. Outras espécies
apresentam grande variedade de ecétopos, como P. megistus e T. dimidiata.
Raramente os triatomineos sdo encontrados em arvores. T. infestans e T. sordida
sdo excecgOes. Suas populacdes ocorrem em regides de elevada altitude onde
habitam rochas e em regifes de varzea vivem em arvores (DUJARDIN et al., 2000;
GAUNT; MILES, 2000; NOIREAU et al., 2000).

Apesar dos esfor¢cos empreendidos no controle dos vetores domiciliados e
semidomiciliados, a complexa relacdo entre vetores, hospedeiros silvestres,
hospedeiros domésticos e o homem faz com que a doenca de Chagas esteja longe
de ser erradicada das Américas.

2.1.5.4 Hospedeiros silvestres

Mamiferos sdo hospedeiros de uma enorme gama de parasitos. Um grupo
muito diverso de artropodes adaptou-se a estes hospedeiros e muitos sao
importantes vetores de doencas (CHAVEZ, 2001).

No total, 194 espécies de mamiferos dentro de 30 familias e 09 ordens
ocorrem no Bioma Cerrado, ficando em terceiro lugar em diversidade perdendo
apenas para Amazobnia e Mata Atlantica, seguido pela Caatinga e Pantanal. Os
maiores grupos sao os roedores e quirépteros, representados por 81 e 51 espécies,
respectivamente. Do mesmo modo Didelphimorphia e Xenarthra sédo ordens bem
diversificadas e sédo elementos distintos da fauna mamifera neotropical (MARINHO-
FILHO; RODRIGUES; JUAREZ, 2002).

Os mamiferos da ordem Xenarthra tém suas origens na América do Sul de

onde ha registros fosseis do periodo Terciario. Existem 30 espécies
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contempordneas de Xenarthros que representam o vestigio dessa grande

diversidade. Quase que exclusivamente neotropical, a ordem Xenarthra é dividida

nas subordens Cingulata (Dasypoda: Dasypodidae) e Pilosa (Vermilingua:

Myrmecophagidae e Folivora: Megalonychidae e Bradypodidae) (DELSUC,;

STANHOPE; DOUZERY, 2003).

Cingulados da familia Dasypodidae sdo os que possuem maior niamero de
espécies descritas. Sua geografia abrange desde o Chile e Argentina até o sul dos
Estados Unidos da América (DEUTSCH; PUGLIA, 1990). Dentro dessa familia
podem-se mencionar 0s géneros e espécies encontrados no Brasil: Cabassous
unicinctus - tatupeba, tatu de rabo mole, papa defunto; Cabassous chacoensis e
Cabassous tatouay - tatu de rabo mole; Priodontes maximus - tatu canastra, tatu
gigante; Euphractus sexcinctus - tatu peludo, tatupeba; Tolypeutes matacus - tatu
bola, mataco; Tolypeutes tricinctus - tatu bola, tatuapara; Dasypus novemcinctus -
tatu galinha, tatueté; Dasypus septemcinctus - tatu galinha, mulita.

A ordem Didelphimorphia compreende a grande maioria dos marsupiais
americanos viventes, distribuidos do sudeste do Canada ao sul da Argentina na
altura da latitude 47°S (ROSSI; BIANCONI; PEDRO, 2006). A familia Didelphidae, a
Unica dentro da ordem Didelphimorphia, € composta por 19 géneros e 92 espécies
atualmente reconhecidas. Dentre eles, 16 géneros e 55 espécies sao encontrados
no Brasil. A maioria das espécies € noturna e apresenta uma dieta onivora e/ou
insetivora que pode incluir artropodes, pequenos vertebrados, frutos e néctar
(ROSSI; BIANCONI; PEDRO, 2006).

Dentro dessa familia encontram-se importantes espécies do género Didelphis
e Philander:

a) Didelphis albiventris (gambda, raposa, sarué, serigué, micuré) - a distribuicdo
geografica desta espécie inclui as por¢cbes leste e centro-oeste do Brasil, 0
Paraguai, o Uruguai, as regides norte e central da Argentina e o sul da Bolivia
(LEMOS; CERQUEIRA, 2002);

b) Didelphis aurita (gamba, raposa, sarué, serigué) - distribui-se na porcéo leste do
Brasil, do estado de Alagoas a Santa Catarina, estendendo-se a oeste até o Mato
Grosso do Sul, ocupando ainda o sudeste do Paraguai e a provincia de Misiones,
na Argentina (BROWN, 2004; CERQUEIRA; LEMOS, 2000);
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c) Didelphis imperfecta (gamba, sarué, mucura) - encontra-se na Venezuela ao sul
do rio Orinoco, sudoeste do Suriname, Guiana Francesa e extremo norte do
Brasil (CERQUEIRA; LEMOS, 2000);

d) Didelphis marsupialis (gambé, sarué, mucura) - possui ampla area de
distribuicdo, que se estende do nordeste do México, até as regides centrais do
Brasil e da Bolivia (BROWN, 2004; CERQUEIRA; LEMOS, 2000);

e) Philander andersoni (cuica-de-quatro-olhos) — ocorre desde o sul da Venezuela,
sul da Colébmbia, leste do Equador, leste do Peru e extremo noroeste do Brasil
(BROWN, 2004; PATTON; SILVA; MALCOLM, 2000);

f) Philander frenatus (cuica-de-quatro-olhos, gamba-cinza-de-quatro-olhos, cuica-
verdadeira) — em todo o leste brasileiro, dos arredores de Salvador, Bahia, a
Santa Catarina, estendendo-se a sudoeste em direcdo a por¢cao sul do Paraguai
e regides préximas da Argentina (PATTON; COSTA, 2003);

g) Philander mcilhennyi (cuica-de-quatro-olhos) - frequente na regido amazénica do
Peru central e oeste do Brasil, nos estados do Acre e Amazonas a leste do rio
Madeira (PATTON; COSTA, 2003);

h) Philander opossum (cuica-de-quatro-olhos) - com ampla area de distribuicdo que
se estende do México, até o centro da Bolivia e do Brasil proximo ao estado do
Mato Grosso do Sul (PATTON; COSTA, 2003).

Os membros da familia Dasypodidae e dos géneros Didelphis e Philander
recebem maior atencao ja que sdo considerados reservatorios naturais do T. cruzi
(COURA; DIAS, 2009; LEGEY et al., 2003; YEO et al., 2005) e por conviverem muito
préximos do homem e animais domésticos, exceto o género Philander que é
exclusivamente silvestre.

Em seres humanos, bem como em animais domésticos e alguns roedores, 0
T. cruzi pode ser fatal nos estagios agudos da doenca, mas em pelo menos 30% dos
casos ela torna-se cronica. Entretanto, ndo foi observada uma patogenicidade
severa em tatus (SCHOFIELD, 2000), gambas (DEANE; LENZI; JANSEN, 1984;
FERNANDES et al., 1998a) e cuicas (LEGEY et al.,, 2003), sugerindo que esses
animais tém relacdo parasito-hospedeiro bem equilibrada com T. cruzi, devido a
processos evolutivos lentos e gradativos, 0 que ndo ocorre com 0 homem, ja que o
mesmo é recente nas Américas (SCHOFIELD, 2000).

Em gambas a relacdo € mais complexa. No limen das glandulas de odor de

D. marsupialis é possivel encontrar as formas epimastigostas diferenciando-se em
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formas tripomastigostas metaciclicas do parasito, 0 que s6 era vista nos vetores
(JANSEN et al., 1999). Além disso, D. marsupialis pode controlar ou mesmo eliminar
a infeccao de T. cruzi fazendo manutencéo das cepas sem qualquer leséo tecidual
aparente (DEANE; LENZI; JANSEN, 1984) enquanto P. opossum pode fazer
manutencdo de até dois tipos de cepas diferentes (PINHO et al.,, 1993 apud
JANSEN et al., 1999).

Ja foram encontrados trés subgrupos de TCIl em tatus. A caca e a utilizacao
de tatus como alimento pode ter dado um impulso na transmissdo do parasito
flagelado. Dasypus sp e E. sexcinctus podem ser mantidos por certo tempo em
cativeiro dentro das casas ou ao seu redor, podendo ser importantes fontes de
transmissdo de TCIlI para populacdes rurais, por gerarem oportunidades para
infecgdo. Dasypus sp foi o primeiro hospedeiro a ser descrito por Carlos Chagas
(YEO et al., 2005).

O isolamento do TClla (MENDONCA et al.,, 2002; POVOA et al.,, 1984) a
partir de seis tatus - associados ao triatomineo vetor P. geniculatus - na floresta
Amazbnica levou a especulacdo de que tatus poderiam ser 0s principais
hospedeiros de T. cruzi Il (GAUNT; MILES, 2000) ja que os hospedeiros naturais do
TCIl ndo estdo claramente definidos (JANSEN et al., 1999). Registros silvestres
anteriores sao esparsos (BRENIERE et al., 1998; BARNABE et al., 2001b, LISBOA
et al., 2000; PINHO et al., 2000; YEO et al., 2005).

Ao norte e ao sul da bacia Amazénica é frequente o encontro de gambas com
TCI o que levou a considerar-se que esses animais e o grupo TCI tém uma historia
evolutiva muito préxima. D. marsupialis, D. albiventris, D. virginiana, P. frenata e P.
opossum estavam, em sua grande maioria, infectados pelo grupo TCI, além de
outros marsupiais e animais de habitos arboricolas. Os grupos TClla e TCllb
também foram encontrados nesses animais, porém, em numero muito inferior se
comparado com TCI (YEO et al., 2005).

As aves e os vertebrados ectotermos (lagartos, rds e cobras), embora
capazes de alimentar os vetores, ndo abrigam o T. cruzi em seu organismo, nao
sendo, portanto, considerados reservatorios (BARRETTO; RIBEIRO, 1979).

Esses dados mostram a importancia de se conhecer as peculiaridades das
espécies hospedeiras, seus ecétopos e vetores associados, bem como até que
ponto o impacto humano pode levar esses animais a se aproximarem das pessoas e

fazerem parte do ciclo de transmissao do T. cruzi no ambiente peridomiciliar.
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2.2 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, ou tripanossomiase americana, € uma das mais
importantes infeccdes parasitarias na América Latina, sendo superada apenas pela
malaria. Mais de 10 milhGes de pessoas estdo infectadas pelo protozoario agente, o
Trypanosoma cruzi, protozoario flagelado pertencente a ordem Kinetoplastida da
familia Trypanosomatidae. A doenca é uma zoonose complexa, com mamiferos
como reservatérios ou hospedeiros naturais (MILES; FELICIANGELI; ARIAS; 2003).
A area endémica da Ameérica do Sul compreende os seguintes paises: Colémbia,
Venezuela, Equador, Peru, Brasil, Bolivia, Chile, Uruguai. Ocorre também nos
paises da América Central (GUHL; SCHOFIELD, 1996).

Inicialmente uma enzootia silvestre, transformou-se em uma antropozoonose
com a intrusdo do homem no ambiente natural no qual circulava o T. cruzi. A
ocupacdo desorganizada dos espacos silvestres, fez com que se estabelecessem
novos ciclos de transmissdo. O homem e 0s animais domésticos passaram a fazer
parte da cadeia epidemiologica da doenca de Chagas devido a sua suscetibilidade
ao T. cruzi e a proliferacdo de triatomineos nas habitacbes, com possibilidade de
intercAmbio do parasito entre o ciclo doméstico e silvestre (TARTAROTTI;
AZEREDO-OLIVEIRA,; CERON, 2004) podendo existir, inclusive,
independentemente desse ultimo (FERNANDES et al., 1994).

Um importante exemplo no ciclo da doenca é a regido amazoénica. Embora
ndo considerada area endémica até poucos anos, ela vem apresentando um
crescente numero de casos. Nesta regido, o T. cruzi estd iniciando seu ciclo
peridomiciliar devido, principalmente, a acdo antrOpica sobre a area de floresta
pressionando os vetores do parasito, 0s triatomineos, a se dispersarem e iniciarem o
ciclo domiciliar (TARTAROTTI; AZEREDO-OLIVEIRA; CERON, 2004). O ambiente
mais seco gerado pelas modificagbes climaticas e decréscimo da quantidade de
chuvas também tem favorecido a adaptacéo dos triatomineos na regido (VALENTE;
VALENTE; FRAIHA NETO, 1999).

Apesar de todas as medidas de controle tomadas e a reducédo da infeccéo
pela forma vetorial, a doenca ainda é um grave problema de saude publica (COURA,
2007; DIAS, 2006; DIAS; PRATA; CORREIA, 2008; SCHOFIELD; JANNIN;
SALVATELLA, 2006).
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Ja foram encontrados mamiferos das ordens Didelphimorphia, Xenarthra,
Chiroptera, Rodentia, Lagomorpha, Artiodactyla, Carnivora e Primates naturalmente
infectados pelo T. cruzi o que os torna focos de manutencdo do parasito no
ambiente silvestre (REY, 2008). Dentre os animais domésticos destacam-se 0 céao,
gato, rato doméstico (Rattus rattus) e cobaias (Cavia porcellus) (TARTAROTTI;
AZEREDO-OLIVEIRA; CERON, 2004). Também j& foram encontrados porcos e
caprinos infectados com o protozoario (COURA; DIAS, 2009).

A transmissao é principalmente vetorial e acontece através da penetracédo do
parasito no hospedeiro pela pele lesionada ou mucosa.

Outras vias de transmissdo s&o a transfusional, transmissdo congénita,
transplantes de oO6rgdos, infeccdo por ingestdo do protozoario em alimentos
contaminados, contaminacdo por secrecfes das glandulas anais de gambas
(Didelphis marsupialis) e ingestdo de animais infectados que possuem as formas
tripomastigotas sanguineos e amastigotas tissulares. (BARRETO; RIBEIRO; BELDA
NETO, 1978; DIAS, 1940 apud RIBEIRO; GARCIA; BONOMO, 1987; DIAS, 2006;
NEVES, 2005; PINTO et al., 1980). Dados recentes apontam para o decréscimo da
via de transmisséo transfusional no Brasil (DIAS et al., 2008).

A forma oral de transmisséo, considerada a via mais importante para 0s
animais silvestres que se infectam ingerindo vetores e reservatorios com o0s
parasitos, tem se tornado comum entre humanos. Devido aos surtos ocorridos
principalmente na regido Amazoénica (NOBREGA et al.; 2009) e alguns pontuais em
Santa Catarina (STEINDEL et al., 2008), Paraiba (SHIKANAI-YASUDA et al., 1991)
e Bahia (DIAS et al., 2008) a via oral € considerada a principal forma de infeccao
pelo T. cruzi na atualidade, especialmente apds o controle do T. infestans - o
principal vetor no ambiente doméstico - e a adocdo de medidas preventivas nas
transfusdes de sangue (AGUILAR et al., 2007; COURA et al., 2002).

A principal caracteristica nos casos de infeccdo oral € a severidade da
doenca, com muitos casos resultando em morte. As infec¢Bes orais em humanos
ocorrem quando estes consomem produtos frescos onde o T. cruzi se encontra. As
microepidémias que ocorreram nos estados do Pard e Amazonas estdo associadas
com o consumo do fruto do acaizeiro (AGUILAR et al., 2007; COURA et al., 2002),
uma palmeira tipica da regido amazonica. Nos casos de Santa Catarina e Paraiba a
contaminacdo se deu através do consumo do extrato liqguido da cana de agucar
(SHIKANAI-YASUDA et al., 1991; STEINDEL et al., 2008). Em ambos os casos,
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provavelmente, devido aos triatomineos infectados com tripanosomatideos terem
sido triturados junto com os frutos do acaizeiro ou o caule da cana-de-acucar.

No caso da Bahia atribuiu-se a transmissdo a agua contaminada com as
fezes do barbeiro (DIAS et al., 2008).

Epidemiologicamente podem ser descritos trés ciclos de transmisséo vetorial
de T. cruzi. O silvestre onde estdo envolvidos somente mamiferos silvestres e
triatomineos que nao se adaptaram ao domicilio. O ciclo doméstico onde ha estreita
interacdo do homem, animais domeésticos e triatomineos domiciliados. Sobrepondo
esses dois ciclos encontra-se 0 peridoméstico. Esta sobreposicdo ocorre
principalmente através de animais sinantropicos que visitam ou mesmo fazem seus
ninhos no peridomicilio, triatomineos silvestres que eventualmente se aclimatam aos
ecotopos artificiais (COURA et al., 2002) ou mesmo animais domésticos que

costumam cacar nos refugios florestais préximos as residéncias (Figura 3).

CICLO SILVESTRE CICLO DOMICILIAR

‘\x_,_,_'
CICLO PERIDOMICILIAR

Figura 3 — Ciclos silvestre, domiciliar e peridomiciliar de Trypanosoma cruzi
Fonte: Adaptado de Rodrigo Zeledon, 1996.

il

A doenca de Chagas pode ser dividida em fases aguda e crbnica. A fase
aguda pode ser assintomatica (em torno de 95% dos casos) ou sintomatica e
caracteriza-se por um quadro febril, de alta parasitemia e de curta duracao, podendo
variar de alguns dias a cerca de dois meses. Podem ocorrer manifestacdes clinicas

leves como febre, sonoléncia, fadiga muscular, diarreia, edema e taquicardia,
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desaparecendo espontaneamente o0s sintomas. Nesta fase, as lesbes séo
principalmente em resposta a ruptura das células hospedeiras pelo T. cruzi.
Raramente € letal, apenas quando ocorre severas miocardite e meningoencefalite
(REY, 2008).

A fase crbnica pode levar ao desenvolvimento de doenca sintomética, apesar
de se apresentar assintomatica na maioria das vezes podendo durar anos ou até
décadas. Em 94,5% dos casos os sintomas sédo cardiacos e em 4,5% dos casos
ocorrem megassindromes do aparelho digestorio apesar da baixa parasitemia -
ambos o0s sintomas relacionados a lesdes no sistema nervoso simpético e
parassimpatico (REY, 2008; TEIXEIRA; NASCIMENTO; STURM, 2006).

Apesar da variabilidade de sintomas e as diferencas geograficas na
distribuicAo das apresentacbes clinicas serem atribuidas principalmente a
diversidade genética entre as populacdes do parasita, as caracteristicas genéticas
do hospedeiro humano e fatores ambientais provavelmente também desempenham
um papel importante (BUSCAGLIA; di NOIA, 2003; MACEDO et al., 2004; MARTINS,
2007; TEIXEIRA et al., 2006). Além disso, distintos clones de uma mesma cepa
podem apresentar tropismo por diferentes tecidos como cardiaco, o muscular, plexo
mesentérico do esbdfago e reto, entre outros (MACEDO et al., 2004; MOREL et al.,
1980). Também podem ser vistas diferentes popula¢gdes de T. cruzi associadas ao
coracao e es6fago de um unico paciente (VAGO et al., 2000).

A maioria dos pacientes com manifestacbes severas, miocardites e
megassindromes, vive em areas endémicas do Cone Sul como Chile, Argentina,
Bolivia, Uruguai, Paraguai e Brasil - exceto na Amazébnia. Os isolados desses
pacientes tem sido caracterizados como TCllb na sua maioria. As mesmas
caracteristicas clinicas causadas por TClld e TClle tem ocorrido principalmente na
Bolivia e Paraguai (MARCILI, 2008).

Apesar da auséncia de megassindromes, pacientes chagasicos infectados
com TCI podem apresentar formas clinicas severas. As taxas de mortalidade na fase
aguda, na Venezuela, México e Panamé s&o alevadas (ANEZ; CRISANTE; ROJAS,
2004; MILES et al., 1981a; SALAZAR et al., 2007; SOUSA et al., 2006).

No Brasil, TCI tem sido associada com infec¢des rurais com a maioria dos
casos agudos ocorrendo na Amazonia (AGUILAR et al., 2007). A fase aguda que
ocorre nessa regido apresenta sintomas muito variaveis e pode ser grave, se nao
fatal, caso néo seja tratada rapidamente (PINTO et al., 2004; XAVIER et al., 2006).
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Foi demonstrada a presenca de TCl em casos com forma cerebral da doenca
em pacientes HIV positivos na Colémbia (BURGOS et al., 2005). No Brasil, os
pacientes estavam infectados por TCIl (LAGES-SILVA et al., 2001).

Na Bolivia, a maioria dos isolados de pacientes com megacolon foi
caracterizada como TCIlld e com raros casos associados a TCllb (VIRREIRA et al.,
2006). No Brasil, casos de megacolon foram associados a Z2 e TCIl (FREITAS et
al., 2005; LAGES-SILVA et al., 2006; LAURIA-PIRES et al., 1996; LUQUETTI et al.,
1986).

Sao pouco conhecidas as formas clinicas de pacientes infectados com Z3
com apenas casos assintométicos comprovados (Amazbénia). A forma cardiaco-
digestiva cronica foi associada & Z3 no Equador (GARZON et al., 2002).

Para a doenca de Chagas ndo existem vacinas e 0s medicamentos
disponiveis para o tratamento sao toxicos para o paciente. Sua eficacia é variavel:
até 80% de cura parasitolégica na fase aguda; aproximadamente 60% de cura na
fase crbnica recente em criancas de 12 anos ou menos e melhorias clinicas em
adultos na fase cronica (WHO, 2002).

No Brasil evidencia-se a influéncia do aspecto socioeconémico relacionado a
origem e manutencdo da transmissdo vetorial, uma vez que a populagao
frequentemente atingida pertence a classes menos favorecidas com pouco ou
nenhuma qualidade de vida (VINHAES; DIAS, 2000).

Apesar dos esforcos empreendidos na tentativa de erradicar essa doenca no
Brasil e em outros paises do Cone Sul a manutencéo do ciclo silvestre da doenca
impede que tal objetivo seja atingido. Tem-se trabalhado com a perspectiva de
controlar a transmissdo - principalmente em areas endémicas da doenca -
eliminando os focos domésticos e peridomésticos dos vetores, maior vigilancia em
bancos de sangue e, mais recentemente, controle na preparacdo de alimentos
derivados de palmeiras e cana-de-acucar (DIAS, 2006; DIAS; PRATA; CORREIA,
2008; VINHAES; DIAS, 2000).

2.2.1 Doenca de Chagas em Mato Grosso do Sul

Os primeiros trabalhos realizados sobre a doenga em Mato Grosso do Sul,
registram a presenca dos vetores P. megistus (Burmeister, 1935) e T. sordida (Stal,

1859) nas unidades domiciliares de varios municipios do Estado (NEIVA; PINTO,
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1923). Trabalhos posteriores mostraram a presenca de P. geniculatus (Latreille,
1811) (FORATTINI, 1960; TRAVASSOS; FREITAS, 1942), Psammolestes coreodes
(Bergroth, 1911), R. pictipes (Stal, 1872) e T. sordida (Stal, 1859) na regido de
Salobra (TRAVASSOS; FREITAS, 1943)

O T. infestans comecou a ser capturado a partir da década de 1970, porém
sempre em baixa densidade e frequentemente no intradomicilio. Estudos apontaram
a presenca de T. infestans em 38 dos 50 municipios do Estado, um total de 76% dos
municipios investigados (SILVEIRA; FEITOSA; BORGES, 1984). A partir da década
de 1980 houve a expansdo do Programa de Controle da Doenca de Chagas em
Mato Grosso do Sul e em 1992 foi implantado o Programa de Eliminacdo do
Triatoma infestans (PETi) que reduziu a presenca do vetor para apenas 23
municipios (BRASIL, 1992). Apds a conclusdo dos trabalhos em 1995, Mato Grosso
do Sul recebeu certificagdo de Estado Livre do Vetor em Domicilios pela
Organizacdo Pan-americana de Saude (OPAS) (COURA, 2003). Atualmente o
Programa de Controle da Doenca de Chagas (PCDCh) esta orientado a vigilancia
das espécies secundarias de vetores no Estado (BRASIL, 2000).

Almeida et al., (2008) mostraram a presenca de T. sordida como a espécie
mais abundante (13.102 exemplares ou 95,8% do total) seguida por R. neglectus
(Lent, 1954) (415 exemplares), P. geniculatus (Latreille, 1291) (51 exemplares) e T.
williami (Galvao et al., 1965) (29 exemplares). No mesmo trabalho, apenas P.
geniculatus (3,2%), R. neglectus (0,6%) e T. sordida (0,1%) apresentaram
positividade para T. cruzi.

Outras espécies encontradas — apenas 74 exemplares - pelo Nucleo de
Vigilancia Entomolégica do Estado foram: P. megistus, T. baratai (Carcavallo &
Jurberg, 2000), T. brasiliensis (Neiva, 1911), T. matogrossensis (Leite & Barbosa,
1953), T. vandae (Carcavallo et al., 2002), R. pictipes (Stal, 1872), P. diasi (Pinto &
Lent, 1946) e P. guentheri (Berg, 1879) (ALMEIDA et al., 2008).

No periodo de 1975 a 1979 na regido de Fatima do Sul, MS, foram
identificados casos humanos com soroprevaléncia de 3%. Em biétopos naturais
foram verificados reservatorios domésticos e silvestres além do encontro de
Triatoma infestans - naturalmente infectado nos domicilios rurais -, T. sordida, R.
neglectus e P. geniculatus (SILVA, 1979).
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Em um inquérito sorolégico nacional realizado no periodo 1975-1980, o
estado de Mato Grosso do Sul apresentou um indice de 2,64% de chagasicos
enguanto para o Brasil o valor era de 4,2% (CAMARGO et al., 1984).

Em estudos realizados verificou-se a predominancia de casos aldctones,
principalmente de areas rurais, com baixa escolaridade e com antecedente de
contato com os triatomineos (BORGES, et al., 2001; POMPILIO et al., 2005).

Sobre a morbidade encontra-se somente o estudo realizado por Pompilio et
al., (1998) no Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
no periodo de 1986-1996 no qual foram registradas as formas clinicas
indeterminada, cardiaca, digestiva e mista, entre autdctones e aldctones.

Estudos realizados no pantanal sul mato-grossense por Herrera et al., (2008b)
mostraram a presenca de T. cruzi em quatis (Nasua nasua) em uma taxa de
infeccdo de 32.1% para TCIl, 28% para TCIl e 7.1% para Z3. Morcegos também
foram incriminados como reservatorio do parasito (MARCILI et al., 2009c). Entre os
animais domésticos o cdo tem sido apontado como hospedeiro do flagelado.
Trabalhos no estado mostraram que este animal é um importante reservatorio do T.
cruzi, o que é preocupante devido a sua proximidade com o homem (MARCILI et al.,
2009c; SOUZA, 2007; UMEZAWA et al., 2009).

2.3 Diagnéstico laboratorial

A sensibilidade das técnicas parasitoldgicas e imunolégicas no diagndstico da
infeccdo chagéasica € variavel, dependendo principalmente da regido endémica
investigada. Conforme a fase em que se encontra a doenca — aguda ou crbnica —
certos tipos de exames podem ou néo ser utilizados. Isso porque alguns testes s se
mostram eficientes quando o numero de parasitos na corrente sanguinea do
hospedeiro vertebrado encontra-se elevado — caracteristica da fase aguda da
doenca. Nessa fase o parasito pode ser detectado através de métodos diretos de
exames parasitologicos como o exame a fresco, o esfregaco em camada delgada ou
a gota espessa, além de métodos indiretos como a hemocultura e xenodiagndstico
(CERISOLA; CHABEN; LAZZARI, 1962).

A fase crbnica, caracterizada por uma discreta parasitemia, afasta a
possibilidade de exame microscopico direto do sangue, necessitando de métodos

indiretos que possibilitem a multiplicacdo dos parasitos (CAMARGO et al. 1979).
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2.3.1 Pesquisa de parasitos no sangue

Nas primeira seis ou oito semanas de infeccdo o0s tripanosomas sao
abundantes na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado podendo ser
encontrados por exame a fresco. A técnica consiste em examinar uma gota de
sangue fresco - entre lamina e laminula — gracas a sua mobilidade (REY, 2008).
Também é utilizado o esfregaco corado com Giemsa que permite identificar o
parasito morfologicamente (REY, 2008).

Quando a parasitemia fica reduzida a pesquisa em gota espessa torna-se
mais conveniente quando comparada com o exame a fresco e a busca de parasitos
pela técnica de micro-hematécrito, onde o parasito é visto na interface
hemacias/soro do capilar, também é util nessa fase (REY, 2008).

O método baseado na deteccdo do parasita € altamente especifico, porém
limitado pela sensibilidade j& que os parasitos sao detectados somente em 20-50%
dos individuos infectados, resultando em muitos resultados falso-negativos
(GOMES, 1997).

2.3.2 Xenodiagndstico

Esta técnica ainda vem sendo utilizada principalmente na fase crénica da
doenca, mas sua utilizacdo na fase aguda €& mais eficiente com resultados
apresentados apos sete a 10 dias (REY, 2008).

Também se leva em conta a espécie de triatomineo utilizada no exame.
Estudos comparando ninfas de Dipetalogaster maximus e T. infestans mostraram
maior infeccdo nas ninfas da primeira espécie (56%) que da segunda (36%)
(BARRETO et al.,, 1978). Em outro trabalho, P. megistus foi mais sensivel que T.
infestans nos exames (BORGES-PEREIRA et al., 1996). Um maior nimero de ninfas
utilizadas também gera maior positividade (SCHENONE; ALFARO; ROJAS, 1974).

Os principais pontos negativos apresentados para que essa técnica nao seja
rotineira nos exames € sua baixa sensibilidade e o tempo — pode levar até 90 dias

para que um resultado final seja apresentado (REY, 2008).
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2.3.3 Cultura de parasitos

Utilizam-se principalmente os meios bifasicos com base de agar-sangue
(NNN - McNeal, Novy & Nicolle), LIT (Liver Infusion Tryptose) ou pelo meio de
Warren. Entretanto, a cultura de parasitos na deteccdo de T. cruzi ndo tem sido
muito produtiva sendo mais da metade dos casos nao diagnosticada como positiva
(REY, 2008).

Alteracbes como aumento do volume de sangue coletado para 30 ml, retirada
imediata do plasma e adicdo do sedimento ao meio LIT e conservacao a 4°C para
posterior processamento apresentam melhora significativa, com 55% de positividade
contra 27,5% do xenodiagnostico (CHIARI et al., 1989).

Também ja foi observada sensibilidade de 94% com hemoculturas de 30 ml
de sangue e processamento imediato do exame, com o tempo maximo de 30 min
(LUZ et al., 1994).

2.3.4 Testes imunoldgicos

S&o testes que apresentam maior sensibilidade e facilidade de execucéo. Sao
utilizados para confirmar ou excluir o diagndéstico positivo suspeito além de

selecionar doadores em bancos de sangue.

2.3.4.1 Hemaglutinacéo indireta (HAI)

Proposta por Cerisola; Chaben; Lazzari (1962) apresenta alta sensibilidade
em soros de pacientes na fase crbénica. Entretanto, reatividade cruzada com soros
de pacientes com leishmanioses pode ocorrer e resultados confiaveis s6 podem ser
obtidos quando utilizados reagentes de boa procedéncia e rigorosamente
padronizados (CAMARGO; HOSHINO-SHIMIZU, 1974; CAMARGO et al. 1987). Tem
sido utilizada com frequéncia em diagnésticos devido a sua realizagdo em
microplacas, que possibilita a execugdo de grande numero de amostras e leitura
rapida e direta (CAMARGO; HOSHINO-SHIMIZU, 1974).
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2.3.4.2 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

Usado desde a década de 1960 como o de maior sensibilidade quando
comparado com a reacdo de fixacdo do complemento (Machado-Guerreiro)
(CERISOLA; ROHWEDDER; PRADO, 1971), embora reacdes cruzadas com
anticorpos de leishmanioses, hanseniase, tuberculose e T. rangeli tenham sido
verificadas na regiéo do rio Negro, Amazonas (COURA et al. 1999). Ainda assim, é o
método mais adequado para inquéritos epidemiolégicos em larga escala (REY,
2008).

2.3.4.3 Imunoenzimatico (ELISA)

Utilizada principalmente na fase de confirmagéo do diagndstico soroldgico em
bancos de sangue e em estudos clinico-epidemiol6gicos nos quais sdo exigidos no
minimo resultados de dois testes com técnicas diferentes. Teste simples e barato,
podendo ser automatizado quando for necessario processamento de grande namero
de amostras (REY, 2008).

2.3.5 Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR)

O desenvolvimento da PCR por Kary B. Mullis, em 1983, foi considerado
como o grande avanco da biologia molecular (MULLIS; FALOONA, 1987; MULLIS,
1990). Esta técnica estendeu o alcance da anélise de DNA e fez com que a biologia
molecular encontrasse novas aplicacbes tais como, medicina, agricultura e
biotecnologia (BROWN, 2003).

A PCR reproduz a habilidade natural de replicacdo do DNA, podendo ser
repetida em larga escala. Requer, primeiramente, o conhecimento - pelo menos
parcial - do DNA alvo de um determinado organismo, para o desenvolvimento de
oligonucleotideos iniciadores (primers) ou sondas que irdo se hibridizar
especificamente a sequéncia alvo (YANG; ROTHMAN, 2004).

Com o aumento do numero de genomas de patdogenos sendo sequenciados,
catdlogos de genes podem ser explorados para o desenvolvimento de testes

diagnésticos baseados em PCR.
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Em T. cruzi, o DNA mitocondrial (KDNA) representa cerca 20 a 25% do DNA
total da célula (ENGLUND et al., 1996) e € composto por dois tipos de moléculas: os
maxicirculos (40-50) e os minicirculos (5.000-10.000). Os minicirculos dos
tripanosomatideos sédo extremamente heterogéneos no tamanho e na sequéncia
(Figura 4). Os padroes de digestdo de kDNA por endonucleases de restricao
(esquizodemas) sdo caracteristicos de espécies, subespécies, cepas e clones dos
tripanosomatideos (MOREL; SIMPSON, 1980; MOREL et al., 1980).

o _ Regiao
Minicirculo de T. cruzi conservada
1400 pb (120 pb)

Regiao \
variavel
(330 pb)

Figura 4 - Representacao esquematica do minicirculo mostrando a organizacdo das
quatro regifes conservadas (retangulos em preto), de aproximadamente
120 pb cada, usados para desenhar o0s iniciadores utilizados em
diagnéstico molecular pela PCR. As regides com sequéncias hiper-
variaveis dos minicirculos de 330 pb (seta cinza) encontram-se
intercaladas com as regides conservadas

Nota: Adaptado de Sturm et al., (1989).

A amplificagdo por PCR de minicirculos de kKDNA resulta nos métodos de
diagndsticos mais sensiveis para T. cruzi (AVILA et al., 1990, 1993; BRITTO et al.,
2008; GOMES et al., 1999; JUNQUEIRA; CHIARI; WINCKER, 1996; STURM et al.,
1989; WINCKER et al., 1994) e a identificacdo de linhagens de T. cruzi
(genotipagem) tem sido amplamente utilizada (BRISSE; VERHOEF; TIBAYRENC,
2001; FERNANDES et al., 1998a, 1998b; FERNANDES et al., 1999; SOUTO et al.,



43

1996), além de possibilitar a segregacéo do parasito em duas grandes linhagens: T.
cruzil e T. cruzi Il (SOUTO et al., 1996).

A sensibilidade da PCR na deteccdo de DNA de T. cruzi foi comprovada em
modelos experimentais, como c&o (ARAUJO et al., 2002) e camundongos
(MIYAMOTO et al., 2007) e também no sangue de humanos (AVILA et al., 1993;
BRITTO et al., 1995a; CASTRO et al., 2002; GOMES et al., 1998) credenciando seu
uso como teste confirmatério em resultado duvidoso (MIYAMOTO et al., 2007).

Também pode ser utilizada no controle pds-terapéutico e na deteccao do nivel
de parasitemia em imunodeprimidos por técnica quantitativa visando intervencao
terapéutica ou profildtica precoce (técnica da PCR em tempo real — gPCR)
(PORTELA-LINDOSO, SHIKANAI-YASUDA, 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a ocorréncia de infec¢cdo natural por Trypanosoma sp em insetos
triatomineos, animais domésticos e silvestres na comunidade rural de Furnas do

Dionizio, estado de Mato Grosso do Sul.

3.2 Objetivos especificos

Para a consecucdo do objetivo geral foram estabelecidos os seguintes
objetivos especificos:

a) proceder ao levantamento das espécies de triatomineos que ocorrem na
comunidade de Furnas do Dionizio;

b) identificar os possiveis hospedeiros silvestres e domésticos dos parasitos;

c) realizar exames parasitologicos para verificar a presenca e percentagem
de flagelados nos vetores e hospedeiros;

d) identificar os protozoéarios por meio da PCR.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipologia

Este estudo qualifica-se como quantitativo experimental, com coleta de dados

primarios.

4.2 Periodo da pesquisa

As coletas de dados primarios foram realizadas entre os meses de maio e
novembro de 2009 em 20 residéncias que foram selecionadas por fazerem parte da
regido central da comunidade. A analise dos dados foi realizada nos meses de
dezembro de 2009 a abril de 2010.

4.3 Area de coleta

A &rea de coleta foi definida a partir de estudos que mostraram a presenca de
cdes infectados por T. cruzi em Furnas do Dionizio (SOUZA, 2007). E uma
comunidade rural localizada no municipio de Jaraguari a 45 km de Campo Grande,
ao sul da Vila Paratudo e ao norte do distrito de Rochedinho, no Estado de Mato
Grosso do Sul. Est4 situada nas latitudes 20° 9' 1.34" S e longitudes 54° 34' 27.17"
O e com éarea de aproximadamente 1.031,89 ha (Figura 5), onde residem 86 familias
de afrodescendentes.

Na area de estudo existe somente uma Formacao Geoldgica, a Serra Geral,
do Grupo Sé&o Bento, que € irrigada pelos cérregos Lageado, Salto, Mangue e
Pulador e esta inserida no Bioma Cerrado sendo composta basicamente por
formacdo Savanica e Florestal sendo esta ultima principalmente nas encostas dos
morros.

A vegetacdo nativa corresponde a aproximadamente 58% da cobertura do
solo e abriga muitas espécies de animais, algumas ameacadas de extingdo como o
tamandua bandeira (Myrmecophaga tridactila) e a sucuarana (Felis concolor),
sugerindo que a regido se tornou um refugio da biodiversidade do cerrado
(OLIVEIRA et al., 2006).
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Figura 5 - Localiza¢édo de Furnas do Dionizio, Mato Grosso do Sul, Brasil

A economia do local é voltada para a subsisténcia e o pequeno comércio.
Baseia-se na criacdo de animais de pequeno ou meédio porte, principalmente
bovinos, aves e porcos. A producdo de leite e derivados e o cultivo de pequenas
lavouras de mandioca, cana-de-acucar, milho e outras horticulturas ocupa a méo-de-
obra local, provendo sustento e reducao da imigracao para outras areas (OLIVEIRA,
MARINHO, 2005).

A maioria dos membros da comunidade tem producdo prépria, cujos
excedentes sdo comercializados em cidades proximas: derivados do processamento
da cana-de-acgUcar e da raiz da mandioca além de compota de frutas locais (doces
de caju, maméao, goiaba, guavira, entre outros). Todos produzidos através de
processos artesanais e métodos passados de geracdo em geracdo (OLIVEIRA,
MARINHO, 2005).

Grande parte das moradias apresenta anexos de madeira como pocilgas,
galinheiros e currais. Em sua maioria, esses anexos sado construidos com madeira
extraida da area florestal da comunidade. Além disso, pode-se notar que as casas
sdo construidas muito proximas a reflgios vegetais preservados para propiciar

sombra e frutos para os proprietarios do lote (Figura 6).
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E uma éarea naturalmente vulneravel devido principalmente as suas

caracteristicas de relevo (Figura 7). Os maiores riscos para 0 ambiente, e
consequentemente para os moradores, vém do desmatamento de encostas e da
auséncia de vegetacdo nas margens dos coOrregos. O acumulo de residuos
organicos — devido a auséncia sistema de coleta de lixo - e falta de saneamento
basico — como agua tratada e esgoto - ainda sdo também caracteristicas da

comunidade.
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Figura 7 - Imagem de satélite da comunidade de Furnas do Dionizio, MS, Brasil,
2010
Fonte: Google earth (2009).

4.3.1 Locais de captura

Foram pesquisados um curral, 20 galinheiros, 12 galpbes e 20 pocilgas. As
areas de entulhos de madeiras e telhas proximas as residéncias também foram
investigadas.

Os locais onde foram encontrados os triatomineos foram classificados como:
L1 (pocilga de alvenaria e madeira nova), L2 (curral de madeira nova), L3 (galinheiro

de alvenaria e madeira extraida da floresta local) e L4 (residéncia de alvenaria).

4.4 Coleta de triatomineos

Foram realizadas seis coletas entre os meses de maio e novembro de 2009,
em 20 residéncias. Os insetos foram capturados usando-se pingas anatdomicas de
tamanhos variados, acondicionados em sacos plasticos perfurados e levados para o
Laboratorio de Parasitologia Humana da UFMS para pesquisa de infeccdo natural
por flagelados.
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A identificacdo dos triatomineos foi feita utilizando-se a chaves gréficas para
tribos, géneros e espécies (CARCAVALLO et al., 1997a).

Das residéncias, apenas uma apresentou infestacdo intradomiciliar por
triatomineos: uma fémea adulta e trés ninfas de primeiro estadio.

Nos anexos peridomiciliares investigados — currais, galinheiros, galpdes,
pocilgas - em trés deles foram encontrados 124 espécimes de triatomineos entre
entulhos de telhas, madeira, estopas velhas ou entre as cascas das arvores usadas

para reforma dos locais (Figura 8).

Legenda: A. curral; B. galinheiro; C. pocilga; D. residéncia.
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No total, foram capturados 128 triatomineos sendo que a Unica espécie
encontrada foi T. sordida, em todos os estadios de vida como exemplificados na

figura 9.

Figura 9 - Triatoma sordida encontrado em Furnas do Dionizio, MS, Brasil
Legenda: A. ninfa de 4° estadio; B. ninfa de 5° estadio; C. adulto.

4.5 Captura/contencao/sedacdo dos hospedeiros vertebrados para coleta de

sangue

Foram capturados entre os hospedeiros vertebrados silvestre, dois gambas
(Didelphis albiventris), quatro ratos (Rattus rattus) e um tatu galinha (Dasypus
novemcinctus) totalizando sete animais.

Entre os animais domésticos, foi feita a contencdo de duas bezerras (Bos
taurus), um céo (Canis familiaris), cinco caprinos (Capra sp), cinco porcos (Sus
scrofa) e 51 ovinos (Ovis aries) totalizando 64 animais, como exemplificado na figura
10.



Figura 10 - Animais silvestres e domésticos encontrados em Furnas do Dionizio, MS,

Brasil
Legenda: A. Dasypus novemcinctus; B. Bos taurus; C. Sus scrofa; D. Didelphis albiventris).

4.5.1 Captura de animais silvestres

A técnica de amostragem utilizada foi por conveniéncia (ndo probabilistica).
Os hospedeiros vertebrados silvestres foram capturados utilizando-se armadilhas
Tomahawk com dimensdes de 50 x 22,5 x 20,5 cm colocadas nos locais onde foram
encontrados barbeiros positivos para flagelados.

Ap6s a captura, os animais foram pesados e sedados administrando-se
Vetanarcol® (Kénig) injetavel - sedativo a base de Cloridrato de Ketamina a 50
mg/mL - associado a Anasedan® (Vetbrands) injetavel — sedativo a base de
Cloridrato de Xilasina a 2 g/100 mL — na proporc¢éo de 2:1 mL respectivamente.

A dose administrada foi de 0,2 mL/Kg da associacdo com agulha BD®
tamanho 25 x 0,6 mm via intramuscular. Os animais foram soltos apdés um periodo
de observacdo minimo de 15 horas.
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ApGs este procedimento a regido toracica do animal foi limpa com pano umido
e logo em seguida com alcool 70% para desinfeccdo. Logo a seguir foram coletadas
as amostras de sangue. Cada animal recebeu uma marcagdo - para evitar

sobreposicao de dados — e foi medido e fotografado.

4.5.2 Contencdo de animais domésticos

Para a selecdo dos animais domeésticos utilizou-se a amostragem por
conveniéncia (ndo probabilistica). Foram selecionados os animais dos locais onde
ocorreram triatomineos positivos para flagelados. A area de coleta de sangue foi
limpa com pano umido seguido da desinfec¢cdo com alcool 70%. Logo a seguir foram

coletadas as amostras.

4.6 Coleta de amostras

4.6.1 Nos hospedeiros vertebrados

Foi coletada uma amostra (2 a 4 mL) por puncdo cardiaca nos animais
silvestres e por puncdo venosa jugular nos domésticos com agulha BD® tamanho 25
x 0,6 mm para estudos laboratoriais em tubos de ensaio de 5 mL a vacuo contendo
EDTA.

4.6.2 Nos triatomineos

Foram coletadas amostras do tubo digestério procedente de extrusao

abdominal e da hemolinfa através da secc¢éo das patas dos insetos.
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4.7 Exames laboratoriais

4.7.1 Parasitolégico

4.7.1.1 Em triatomineos

O exame consistiu na compressdo do abdome do inseto para coleta de
material fecal em solucao salina que foi depositado em uma lamina e examinado em
microscopio o6ptico com aumento de 40 X. As laminas que apresentavam
positividade eram fixadas em alcool metilico e coradas pela técnica de Giemsa.

Quando verifica a positividade no exame a fresco, as fezes diluidas na
solucéo salina eram semeadas (seis-10 gotas) em cultura de meio NNN (McNeal,
Novy & Nicolle) + meio Schneider, com leitura semanal a partir do sétimo dia da
semeadura.

ApOs 0 exame 0s espécimes (positivos ou ndo) foram acondicionados,
isoladamente, em tubos eppendorf de 2 mL contendo alcool 70% para posterior

exame de caracterizagdo molecular.

4.7.1.2 Amostras de sangue para exame direto

Foram realizadas a técnica de Woo (1969) e o esfregaco em camada
delgada. Parte da amostra (ImL a 3 mL) foi congelada para posterior exame de
caracterizagcdo molecular.

O material (seis gotas do sangue) foi ainda inoculado em meio sélido NNN
(McNeal, Novy & Nicolle) + meio Schneider, com leitura foi semanal a partir do

sétimo dia da semeadura.

4.7.2 Molecular

Foi realizada a extracdo do DNA a partir do sangue total dos animais e de um
pool das culturas de T. cruzi semeadas a partir da compressao do abdémen dos
triatomineos.

De cada amostra (sangue total ou cultura) foi retirada uma aliquota de 200 pL

em tubos eppendorf de 2 mL no qual foram acrescentados 400 pL de tampéao de lise
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e homogeneizado por 20 s em agitador. Adicionaram-se 100 pL de SDS (1%) e
homogeneizou-se a solugdo por 2 min em agitador. Adicionou-se 40 pL de
proteinase K (20 mg/mL) e homogeneizou-se por 20 s em agitador. A solugéo foi
incubada por 2 h a 55°C em banho Maria.

Foram adicionados a amostra 500 pL de solugéo cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1) e homogeneizou-se por 20 s. Centrifugou-se por 15 min a 15.700 g em
microcentrifuga modelo Eppendorf 5415D. A fase aquosa resultante de
centrifugacéo foi pipetada em outro tubo eppendorf de 1,5 mL onde foi acrescentado
2 vezes o volume de alcool isopropilico resfriado a 4°C. Homogeneizou-se por
inversao 50 vezes e incubou-se a 4°C overnight. Centrifugou-se a amostra por 10
min a 4°C a 15.700 g. Descartou-se o sobrenadante.

Seguiu-se a lavagem do material. Adicionou-se 500 pL de etanol 70%
resfriado a 4°C ao sedimento e centrifugou-se por 5 min a 4°C a 13.400 g. Apés
esse tempo, descartou-se 0 sobrenadante e repetiu-se o Ultimo passo duas vezes.
Secou-se o pellet formado em banho seco a 60°C e ressuspendeu-se o pellet em
100 pL de agua ultrapura autoclavada. As amostras foram guardadas a -20°C
podendo ficar assim por até dois anos.

Para identificacdo do protozoario foi utilizada a metodologia da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Foram utilizados dois iniciadores: S35 (5'-
AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA-3’) e S36 (5-
GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-3’), que amplificam um fragmento de 330 pares de
base (pb) e se anelam as sequéncias da regido constante dos minicirculos do kDNA
do T. cruzi (STURM et al., 1989). A utilizacao dos iniciadores S35 e S36 foi baseada
em estudo que confirma sua eficacia na identificacdo do parasito (PORTELA-
LINDOSO, 1999) podendo identificar o T. cruzi tanto para o tipo TClI como para o
tipo TCIl apresentando resultados confidveis (BARRERA et al., 2008).

O programa de amplificacdo constou de uma desnaturacao inicial a 95°C (10
min) e de 35 ciclos com desnaturacdo a 94°C (30 s), anelamento a 50°C (1min) e
extensdo a 72°C (1min) seguida de extensdo final de 10 minutos em um
termociclador BIOER modelo XP cycler.

Os produtos da reacdo foram aplicados em gel de agarose a 2% em tampao
TBE 1X (tris base, acido bdrico e EDTA) e submetido a eletroforese em campo
elétrico de 80v:400mA por 1h e 40min. Para visualizag&o foi utilizado brometo de

etidio e camara com luz ultravioleta.
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4.8 Aspectos éticos

O projeto foi encaminhado & Comissdo de Etica no Uso de Animais, da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, para analise e foi aprovado sob o
ndmero de protocolo 207/2009 em 19/03/2009.

A autorizagdo para atividade com finalidade cientifica foi concedida pelo
IBAMA inscrita sob o numero 16611-1.

Todas as recomendacdes da Declaracdo Universal dos Direitos dos Animais e
0s principios éticos da experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de
Experimenta¢do Animal (COBEA) foram seguidos.
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5 RESULTADOS

5.1 Diagndéstico parasitologico

5.1.1 Triatomineos

Dos 128 triatomineos examinados, 23 (18%) apresentaram positividade para

flagelados (Tabela 1).

Tabela 1 — Local de captura de triatomineos e positividade para flagelados verificada
através de exame a fresco, Furnas do Dionizio, MS, Brasil, 2009

Local de captura Intradomicilio_ _ Peridomicilio _

N©° Positivos N° Positivos
L1 - - 60 16
L2 - - 42 01
L3 - - 22 06
L4 04 - - -
Total 04 - 124 23

L1: pocilga de alvenaria e madeira nova; L2: curral de madeira nova; L3: galinheiro de alvenaria e
madeira extraida da floresta local; L4: residéncia de alvenaria.

5.1.2 Hospedeiros vertebrados

Foram realizados exames de micro-hematdcrito (técnica de Woo), exame a
fresco e semeadura em meio de cultura (NNN + Schneider) (Tabela 2).
Trypanosoma sp foi observado pela técnica de Woo (1969) e em cultura em

meio NNN a partir do sangue de dois bovinos e um gamba.
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Tabela 2 — Casos positivos para Trypanosoma sp segundo testes parasitologicos de
animais silvestres e domésticos, local de procedéncia, Furnas do Dionizio,
MS, Brasil, 2009

Animal n Procedéncia Casos positivos para Trypanosoma sp
MH EF HC
Didelphis albiventris 2 L1 - - 1
Rattus rattus 4 L2 - - -
Dasypus novemcinctus 1 L1 - - -
Bos taurus 2 L1 2 - 2
Canis familiaris 1 L1 - - -
Capra sp 5 L2 - - -
Sus scrofa 5 L1 - - -
Ovis aries 51 L2 - - -
Total 71 2 - 3

L1: pocilga de alvenaria e madeira nova; L2: curral de madeira nova.
MH. micro-hematécrito; EF. exame a fresco; HC. Hemocultura.
n. nimero de amostras.

5.2 Diagnéstico molecular

Os resultados da amplificacdo dos DNAs para Trypanosoma cruzi pelos
iniciadores (primers) S35 e S36 estdo apresentados na figura 11.

Das amostras de culturas de triatomineos foi selecionado um pool dividido em
trés fracdes, sendo que duas apresentaram positividade para T. cruzi. Das amostras
de sangue total obtidos dos 71 animais domeésticos e silvestres, duas apresentaram-

se positivas: a do sangue de um dos gambas e a do sangue de um dos porcos.
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Figura 11 — Produto da amplificacdo dos iniciadores S35 e S36 para T. cruzi

Legenda: M. marcador; 1 e 2 raspado de lamina de cultura positiva de gamba (duplicata); 3. céo; 4.
bezerra a; 5. bezerra b; 6. porco a; 7. porco b; 8. porco c; 9. porco d; 10. porco e; 11 e 12.
gamba (duplicata); 13 e 14. fragdo de cultura de fezes de triatomineo a (duplicata); 15 e
16. fracdo de cultura de fezes de triatomineo b (duplicata); 17. fragdo de cultura de fezes
de triatomineo c; 18. tatu galinha; 19. rato a; 20. rato b; 21. rato c; 22. rato d; C+. controle
positivo; C-. controle negativo.
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6 DISCUSSAO

No Brasil, apds trabalho de acéo oficial de controle da doenca através da
borrifagdo de inseticidas de ac¢do residual, o numero de capturas de T. infestans
diminuiu na maioria dos estados brasileiros existindo hoje apenas focos em alguns
Estados do pais. Porém, ao mesmo tempo em que era visto queda na populacéo
dessa espécie nos ecoétopos artificiais, foi notado aumento consideravel da presenca
dos outros triatomineos, especialmente T. sordida (VINHAES; DIAS, 2000).

Estudos entomoldgicos demonstraram que espécies secundérias de
triatomineos aumentaram sua densidade nos domicilios e peridomicilios nos ultimos
anos mostrando que a definicdo do papel primario ou secundario das diferentes
espécies de triatomineos ndo pode ser um conceito geral, devendo-se considerar o
potencial de domiciliacdo local da espécie e a pressdo que as modificacbes
ambientais possam acarretar ao processo de formacg&do de coldnias domiciliares
(DIAS et al., 1994).

A espécie T. sordida é encontrada com muita frequéncia no estado de Mato
Grosso do Sul, mas sua taxa de positividade para T. cruzi € muito baixa, ndo
representando risco de transmissao do parasito (PELLI et al., 2007), entretanto, seja
em domicilio ou anexos, a convivéncia com triatomineos e mamiferos infectados
aumenta a possibilidade da infeccdo humana (TOLEDO et al, 1997). Na
comunidade estudada, a Unica espécie vetora encontrada foi T. sordida, porém a
frequéncia de insetos positivos apresentou-se maior (18%) que a encontrada por
Almeida et al. (2008) no Estado (0,1%) mesmo quando somado aos outros vetores
encontrados positivos para T. cruzi - Panstrongylus geniculatus (3,2%) e Rhodnius
neglectus (0,6%).

Triatomineos sdo encontrados associados a casas de madeira e taipa, visto
que esses locais simulam as condicbes encontradas nos ecétopos dos insetos em
ambiente silvestre. Na regido do estudo essa era a caracteristica principal das
residéncias até pouco mais de cinco anos, porém nédo foram observadas melhorias
nos anexos as moradias, como pocilgas, galinheiros e currais, salvo raras excecgoes.
Estas estruturas sédo construidas ou reformadas, na maioria das vezes, a partir da
madeira extraida da prépria mata. Foram também observados montes de madeiras e
telhas préximos ou mesmo dentro desses locais. Esse tipo de situacéo cria ambiente

propicio para colonizacao e reproducéo dos barbeiros que, apesar de ndo terem sido
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encontrados colonizando as moradias das pessoas, estavam muito proximos das
mesmas - ndo mais que 30 m distante delas - e o triatomineo costuma sugar o
sangue do animal (ou homem) que estiver mais proximo (WISNIVESKY-COLLI,
1987).

Apesar de T. sordida ndo ser considerado um vetor eficiente, principalmente
devido aos seus héabitos alimentares — ornitofilicos - e preferéncia peridomiciliar
(ALMEIDA et al., 2008), € uma espécie que merece atencdo uma vez que inimeros
fatores devem ser considerados antes de declarar uma espécie como um eficiente
(ou nado) vetor do T. cruzi. A capacidade de T. sordida colonizar tanto ecotopos
artificiais como naturais — além de grande resisténcia a modificagbes ambientais
(DIOTAIUTI et al.,, 1993) - o torna importante vetor no ciclo peridoméstico
dificultando o controle do parasito. Diferentemente, T. infestans, que €
predominantemente domiciliar e com poucos casos de encontro em ambiente
silvestre, tem sido controlado de maneira mais eficiente - através do uso de
inseticidas de acao residual - uma vez que ndo sera possivel a manutencdo de suas
colénias domiciliares a partir de ecétopos naturais.

Nesse sentido, Oliveira-Lima et al. (2000) sugerem que, além da borrifacdo
ciclica, deve-se fazer um controle com inseticidas em qualquer anexo logo apés a
descoberta do vetor, ndo deixando tempo para que ocorra aumento da colbnia.

A capacidade de defeccao dos estadios ninfais e adulto deve ser levado em
consideracdo. Foi observado que 41% das ninfas de quinto estadio de T. sordida
costumam defecar durante o repasto sanguineo (CROCCO; CATALA, 1996),
enquanto T. maculata 31% apds 60 segundos de repasto (MOURA, 2001), T.
infestans 3,3% (ZELEDON; ALVARADO; JIRON, 1977) e T. vitticeps praticamente
nao defeca durante o repasto ou mesmo apés longos periodos de intervalo, apesar
dessa espécie ser encontrada com as mais altas taxas de infeccdo natural por T.
cruzi (GONCALVES et al., 1988).

As fémeas de T. sordida também apresentaram grande capacidade de
disperséo, ficando até 85% do tempo médio de duragdo da fase alada ovipondo,
podendo dispersar até 570 ovos, em média (SOUZA, RODRIGUES, ROCHA e
SILVA, 1978). Esse fato é relevante uma vez que as fémeas em estadio adulto
costumam procurar novos abrigos para postura dos ovos (FORATTINI et al., 1977)

Estudos realizados BORGES-PEREIRA et al. (2001) mostraram taxa de

1,83% de soropositivos para doenca de Chagas no municipio de Jaraguari, ao qual
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pertence Furnas do Dionizio. Esse valor ficou muito proximo do encontrado para
todo o distrito sanitario de Rio Verde (1,83%), Mato Grosso do Sul — que
compreende municipios de Alcinopolis, Bandeirantes, Camapuda, Corguinho, Coxim,
Jaraguari, Pedro Gomes, Rio Negro, Rio Verde, Rochedo, Sdo Gabriel e Sonora.

Nesse distrito sanitario, 0S mesmos autores observaram a manutencdo dos
ecotopos silvestres do triatomineo e pequeno nimero de moradias com condi¢cfes
de abrigar populagdes do T. sordida, fator que teria dificultado a transmissdo do T
cruzi na area estudada. Isso, porém, ndo é a realidade de Furnas do Dionizio. A
maior parte das plantagbes de cana de aclUcar e mandioca — principal fonte
econOmica da comunidade — costuma ser cultivada nas encostas dos morros,
alterando a cobertura vegetal nativa, levando os triatomineos a se deslocarem para
0S ecotopos artificiais mais proximos.

A descaracterizagdo da cobertura vegetal silvestre é um dos principais fatores
de infestacdo e reinfestacao de triatomineos nas moradias com condic¢des de abrigar
populacdes dos insetos vetores (FORATTINI, 1980) - caracteristica observada nos
anexos peridomiciliares pesquisados, além da habilidade dos triatomineos em se
dispersar por diferentes habitats (TARTAROTTI; AZEREDO-OLIVEIRA; CERON,
2004). Uma vez que o ambiente natural € afetado pela acdo antropica, o0s
triatomineos e animais silvestres — suas fontes de alimento — tendem a se deslocar
para ambientes favoraveis a obtencéo de sustento e abrigo.

Frequentemente as moradias e anexos peridomiciliares das zonas rurais
simulam as caracteristicas dos ec6topos naturais, tanto dos triatomineos como de
suas fontes alimentares. Além disso, estando estabelecida uma moradia humana no
local, é pratica habitual a criagdo de animais domeésticos que oferegcam sustento para
os moradores (como galinhas, porcos, ovelhas e gado bovino) e protecdo (como
cdes e gatos). Os animais domésticos representam fonte de alimento para os
triatomineos e mais um fator que favorece o estabelecimento do ciclo de
transmissédo doméstica do T. cruzi.

Apés as investigagOes realizadas, acredita-se que o impacto ambiental na
area seja um dos principais motivos da continua colonizacdo e recolonizacédo de
triatomineos nos ecotopos artificiais e sugere-se que estudos quanto ao
desmatamento e reconstituicdo vegetal sejam realizados.

A prética comum na area do plantio de cana-de-agucar para consumo do

extrato liquido e producdo de derivados como rapadura, melagco e acucar mascavo
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merece atencdo, ja que o barbeiro - apds se instalar nas rachaduras dos entrends da
planta - pode ser triturado durante a extragdo do caldo que é ingerido a fresco e é
passivel de veicular o flagelado por via oral (SHIKANAI-YASUDA et al.,1991). J& foi
verificado que o parasito € viavel de quatro a 24 horas no extrato liquido da cana
(PINTO et al., 1990; SOARES et al., 1987). Apesar de ser considerada pontual
(DIAS, 2006), essa forma de transmissao tem sido relatada com alguma frequéncia
nos ultimos anos em especial em plantacbes de acai, uma palmeira que o
triatomineo costuma usar como habitat (VALENTE et al., 2001) e também pode ser
um veiculo para o flagelado devido ao processo utilizado na extracdo da matéria
prima do fruto.

Deve-se levar em conta que carnivoros domésticos — caes e gatos — podem
se contaminar com o protozoario por via oral, uma vez que sua dieta é
complementada - principalmente nas &reas rurais - com a caga dos reservatorios
silvestres do T. cruzi em refagios florestais. Assim, apesar de T. sordida ser
apontado como um dos responsaveis pela veiculacdo do protozoario na area de
estudo, uma vez que foram encontrados caes positivos para T. cruzi em Furnas do
Dionizio, ndo se deve excluir a possibilidade de infeccdo oral desses animais.
Exames sorolégicos em cdes na comunidade mostraram uma taxa de infec¢do de
10,7% nesses animais, valor muito superior ao encontrado em outras localidades de
Mato Grosso do Sul (3%) (SILVA, 1979; SOUZA, 2007).

Caes tém sido apontados como principais animais domésticos hospedeiros de
T. cruzi, grande capacidade de transmissdo do parasito para triatomineos, além de
ser a Unica espécie a apresentar as mesmas caracteristicas clinicas observadas em
humanos (CRISANTE et al., 2006; HERRERA et al., 2005; MONTENEGRO et al.,
2002; REITHINGER et al., 2005; SHADOMY et al., 2004; SOSA-JURADO et al.,
2004). Seu contato muito proximo com o homem cria condi¢cées de transmissao da
doenca que séao facilitadas na comunidade ja que esses animais costumam dormir
muito préximos — se ndo no local — onde foram encontrados 0s insetos vetores
infectados por flagelados.

O animal doméstico encontrado positivo para T. cruzi na comunidade foi o
porco (Sus scrofa). Trabalhos anteriores jA mostraram que esses animais podem ser
hospedeiros do parasito (SALAZAR-SCHETTINO et al., 1997; VALENTE, 1999). A

técnica utilizada para abater o animal nas comunidades rurais leva o agente de tal
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ato a sujar-se com o sangue do porco 0 que, no caso de contato com lesdes no
epitélio ou mucosas, pode levar a infecgéo.

Infec¢gbes laboratoriais em ratos a partir de cepas de T. cruzi isoladas de
porcos no México mostraram-se mais virulentas e com a parasitemia se
apresentando apoés seis dias da inoculagdo enquanto que as inoculacdes com
isolados de cdes mostraram-se menos virulentas e parasitemia detectada apds nono
dia de inoculagao (SALAZAR-SCHETTINO et al., 1997).

Herrera et al. (2008a) encontraram em porcos monteiros elevada prevaléncia
de T. cruzi (28,5% de 17 espécimes capturados) na regido do Pantanal do Rio
Negro, MS, Brasil. Os mesmos autores apresentam as mudancas no ambiente
silvestre como possivel agente capaz de diminuir a resisténcia dos animais de vida
livre a infecgbes por microrganismos patogénicos — entre eles o T. cruzi —, além
desses mesmos animais participarem da manutencdo do ciclo silvestre da doenca
quando em ambiente selvagem.

Nesses trabalhos, tanto Herrera et al. (2008a) quanto Salazar-Schettino et al.
(1997), relatam que o0s porcos estavam com aparéncia saudavel e o
xenodiagndsticos realizado por Salazar-Schettino et al. (1997) ndo mostrou
positividade, apesar de ter sido isolado o parasito dos mesmos porcos. Isso leva a
crer que esses animais apresentam-se frequentemente na fase cronica da doenca,
caracterizada pela baixa parasitemia, o que dificulta o encontro de T. cruzi no
sangue através de exames parasitologicos. O mesmo fato pode ser visto pelos
resultados deste trabalho, uma vez que apenas o exame molecular — através da
PCR - foi capaz de identificar o parasito em porcos da comunidade.

Estudos demonstram que a presenca de animais domeésticos - principalmente
galinhas e cées - vivendo ou dormindo proximos as residéncias influencia o nimero
e infectividade dos triatomineos (CATALA; CROCCO; MORALES, 1997). Dias et al.
(2002) também associaram a presenca de animais domésticos com sorologia reativa
para doenca de Chagas em humanos.

Foi possivel observar animais sinantropicos visitando com frequéncia as
casas e construcdes adjacentes. Tal fato torna-se preocupante ja que esses animais
normalmente fazem parte do ciclo silvestre da doenca podendo criar um elo entre o
parasito, animais domésticos e/ou 0 homem (COURA,; DIAS, 2009).

A localidade com maior indice de positividade dos triatomineos para

flagelados coincidiu com o local onde ocorreu a captura dos dois gambas (Didelphis
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albiventris) e o porco (Sus scrofa) infectados por T. cruzi. Os marsupiais eram
frequentemente vistos préximos aos anexos domiciliares onde podem encontrar
alimentos sem dificuldade devido ao fato de algumas galinhas fazerem seus ninhos
em bambuzais préximos a residéncia.

Esse resultado sugere que o0s marsupiais podem estar participando
ativamente da transmissdo do parasito na comunidade, ja que, além de serem
considerados atualmente os principais reservatérios do parasito (COURA; DIAS,
2009), os mesmos foram vistos pelos moradores frequentando e até mesmo fazendo
seus ninhos onde foram encontrados os triatomineos.

Fernandes et al. (1989) mostraram a importancia desses animais na relacao
parasito-hospedeiro. As preocupacdes principais residem no fato do gamba ser
comum em ambiente florestal e a0 mesmo tempo sinantrépico, criando um elo para
T. cruzi entre o ambiente silvestre e o0 doméstico além de se apresentar
naturalmente (FERNANDES et al.,, 1991) e experimentalmente (REY, 2008)
infectado pelas formas epimastigotas e tripomastigotas em suas glandulas adanais,
indice de infeccdo relativamente altos (FERNANDES et al., 1991; GRISARD et al.,
2000; RAMIREZ et al., 2002; SCHLEMPER et al., 1985) e parasitemia patente de
longa duracdo (ZELEDON et al., 1970).

A presenca das formas epimastigotas e tripomastigotas encontradas nas
glandulas anais de gambas resulta em importantes consideracdes na cadeia
epidemioldgica da doenca uma vez que sdo as mesmas formas encontradas no
limen intestinal do inseto vetor, podendo assim ocorrer a transmissdo do parasito
através das secrecbes de suas glandulas (DIAS, 2006). Além disso, gambas sdo
apontados como filtros biolégicos dos diferentes gendtipos de T. cruzi (DEANE et al.,
1984a, b; DVORAK et al., 1988; MACEDO; PENA, 1998).

Devido as suas caracteristicas ecolégicas e comportamentais, 0s gambas
facilmente se aclimatam a ambientes antropizados quando encontram condi¢des
adequadas para sobrevivéncia. Os principais fatores que levam os marsupiais a
invadir o peridomicilio sdo evidenciados na comunidade de Furnas do Dionizio:
destruicdo do ambiente silvestre, construcdes de casas e anexos peridomiciliares -
onde ocorre o nicho do animal - os quais acabam se tornando abrigo para os
gambés, oferta de alimento a partir do acumulo de lixo organico e criacdo de

galinhas poedeiras em espacos abertos.
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O encontro de hemoflogelados em dois bovinos ainda € motivo de estudo.
Apesar da sua identificacdo molecular néo ter sido realizada, sua morfologia é muito
semelhante & de Trypanosoma theileri, parasito cosmopolita - comum em mamiferos
da ordem Artiodactyla - e que ja foi encontrado em rebanhos bovinos de Mato
Grosso do Sul (MARTINS; LEITE; DOYLE, 2008). Apesar da baixa parasitemia -
além de nédo ser considerada espécie patogénica - pode induzir infec¢des cronicas
guando associada com doencgas concomitantes (DOHERTY et al., 1993; SEIFI,
1995). Sua transmisséo € atribuida a tabanideos, dipteros de importancia médica-
veterindria e econbmica, jA& que a hematofagia realizada pelas fémeas causa
espoliagbes sanguineas e transmissdo de patdgenos (BASSI; CUNHA;
COSCARON, 2000). Novos levantamentos, cultura e isolamento do parasito para
estudos com biologia molecular estdo sendo realizados.

A técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) como principal
ferramenta na identificacdo do T. cruzi foi utilizada devido a sua especificidade,
sensibilidade e por apresentar vantagens quanto aos meétodos tradicionais de
identificacdo da infeccéo pelo parasito (BRITTO et al., 2002; PORTELA-LINDOSO,
SHIKANAI-YASUDA, 2003), especialmente nos casos de infec¢ao crénica, quando o
parasito na corrente sanguinea € dificilmente encontrado. BRITO et al. (2002)
afirmam que a PCR deve ser considerada como padrdo-ouro na deteccdo de
parasitos circulantes para o diagndstico da doenca de Chagas.

Protocolos direcionados para diferentes alvos do parasito ja foram descritos,
porém, as moléculas de minicirculo do cinetoplasto (kDNA) possuem caracteristicas
que as tornam alvo ideal para amplificacdo pela PCR uma vez que apresentam
elevado numero de coOpias e cada molécula é constituida por quatro regides
conservadas que ocorrem em todas as cepas e isolados do T. cruzi (BRITO, 2009).
Estudos conduzidos em distintas areas geograficas do Brasil e América Latina
revelaram que o ensaio da PCR baseado na amplificacdo do DNA do cinetoplasto
(kDNA), demonstrou ser o meétodo mais sensivel (BRITTO et al., 1995b;
JUNQUEIRA; CHIARI; WINCKER, 1996; COURA et al.,, 1994; WINCKER et al.,
1994) .

O critério na realizacdo do diagnostico molecular através da PCR nas
amostras de sangue total dos hospedeiros vertebrados levou em conta o local onde

foi encontrado o maior niumero de triatomineos infectados - a pocilga - justificando
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porque a mesma ndo foi empregada, até o momento, no material dos caprinos e
ovinos para verificar positividade para T. cruzi.

O flagelado encontrado nas amostras de cultura a partir das fezes de
triatomineos selecionadas foi identificado positivamente como T. cruzi pela técnica
da PCR. Apesar dos parasitos ndo terem sido observados pela técnica de Woo,
exame a fresco e cultura em meio NNN nas amostras de sangue coletadas na
pocilga — exceto um dos gambds -, T. cruzi foi positivamente identificado através da
PCR em um dos porcos e um gamba mostrando a possivel participacdo desses
animais no ciclo de transmisséo do T. cruzi na comunidade. Esse resultado mostra a
PCR como valiosa ferramenta na identificacdo de T. cruzi em animais e deve ser
utilizada mesmo quando testes parasitolégicos ndo apresentarem positividade.

Sao poucas as informacdes sobre a doenca de Chagas em Mato Grosso do
Sul, o que se evidencia pelo numero de publicacdes sobre o tema. Estudos sobre 0
ciclo silvestre da doenca, os principais reservatérios (domésticos e silvestres) ainda
S&80 necessarios.

Esses resultados serdo Uteis em trabalhos de prevencéo da transmissao do
flagelado na comunidade bem como na tentativa de conscientizacdo da populacéo
guanto aos riscos associados aos vetores e hospedeiros do T. cruzi.

A taxa de infeccdo de T. sordida (18%) e o encontro de outros animais com
infecgao natural por T. cruzi (Didelphis albiventris e Sus scrofa) juntamente com o0s
resultados encontrados por Souza (2007) em céaes (10,7% positivos para o parasito)
evidencia que a situacado da doenca de Chagas na comunidade ndo esta fora de
perigo. Uma vez que todos os dados obtidos apontam para o ciclo peridoméstico na
regido além de sua continua manutencdo - principalmente devido a suas
caracteristicas sécio-econdmicas que favorecem o desmatamento e criacdo de
ecoOtopos artificiais para os vetores préximos as residéncias - a continuidade dos
estudos faz-se necesséaria para avaliar o real risco dos moradores de Furnas do

Dionizio.
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7 CONCLUSOES

Triatoma sordida foi a Unica espécie de triatomineo encontrada na area
peridomiciliar e domiciliar da comunidade, naturalmente infectado por T. cruzi.
Supde-se que 0 mesmo esteja participando ativamente do ciclo epidemiolégico do
protozoario na comunidade.

O fato de gambés (Didelfis albiventris) capturados na area serem positivos
para T. cruzi requer intervencdes, uma vez que o mesmo é um dos hospedeiros
silvestres do parasito e pode estar contribuindo no ciclo de transmissao do
tripanosomatideo na comunidade.

A infeccdo natural de porcos pelo parasito também € relevante jA que o
mesmo serve de alimento para as pessoas da area e as técnicas empregadas no
abate e manuseio desses animais criam condi¢cdes propicias para contaminacao
com o agente etioldgico da doenca de Chagas.

A analise dos dados aponta para a circulagdo do parasito na comunidade
atravées do ciclo peridoméstico e justifica a continuidade dos trabalhos

epidemioldgicos e de impacto ambiental na comunidade.
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ANEXO A — MEIO NEAL, NAVY E NICOLLE (NNN) E MEIO SCHNEIDER

Agua bidestilada...............coeeeeiicririnennn 900 mL
Agar (em rama — DIFCO)..........cccveveue.e. 14 g
NaCl (P.A. Carbo Erbo)...........ccceeeeeee 69

Colocar os ingredientes acima em um baldo de ensaio e aquecer até a fusdo do

agar.
Autoclavar a 120°C por 30 min.
Resfriar.

Adicionar sangue desfibrilado* de coelho (20%) ou sangue citratado humano ao

meio aquecido em banho-maria a 37°C.

Distribuir separadamente em tubos com tampa de rosca (3 cm/tubo) e deixar os
mesmos inclinados (45°).

Fazer prova de esterilidade.

No momento do uso, adicionar a fase liquida (meio Schneider**).

*Sangue desfibrilado:

Colher sangue em baldo de ensaio com pérolas de vidro esterilizadas e agitar

vigorosamente. Colher com assepsia.

**Meio Schneider:
Solucdo Mae
Autoclavar pouco mais que 1 L de agua.

Dissolver o conteudo de um envelope de Schnneider's em po, em + 800 ml de
agua autoclavada.

Acrescentar os "solids for Schneider's" ou "Supplementar Schneider’s".

Misturar bem.
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Usando NaOH, ajustar o pH até 6,96.
Completar o volume até 1 L.
Filtrar usando filtro estéril e bomba de vacuo.

Guardar em frasco plastico estéril a 4° C.

Preparacdo do meio SCHNEIDER’S

Preparacdo dos Meios para cultivo
Separar 85 mL de Solucdo Mae e adicionar:
0,2 mL de gentamicina - (50 mg/mL).
01 gota de Streptomicina - (500 mg/mL).
2 mL de glutamina - (200 nM).
1 mL de 5 - fluoro-citosina - (16 mg/mL).
Filtrar a vacuo.

Acrescentar 15 ml de Soro Bovino Fetal (SBF) ja aquecido em banho — maria (37°C
a 50°C).

Guardar em geladeira a 4°C.



