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RESUMO

A Doenca de Chagas é uma infeccéo parasitaria causada pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi. As cepas de T. cruzi se constituem de uma populacéo
heterogénea, apresentando varias subpopulacdes. Essas popula¢cdes circulam entre
animais vertebrados domésticos, silvestres e humanos, além de insetos vetores.
Devido a essas multiplas relacdes, o T. cruzi demostra uma grande variedade
bioldgica, genética, bioquimica e imunologica. A caracterizacdo das cepas de T.
cruzi pode utilizar varias metodologias que pode ter foco biol6gico, bioquimico,
isoenzimatico e molecular. Dentre essas, a molecular vem ganhando destaque
devido a rapidez, sensibilidade e precisdo do método. Deste modo, com a presente
pesquisa o objetivo foi caracterizar molecularmente as cepas de Tripanosoma cruzi
(Chagas 1909) isoladas em vetores e reservatorios na zona urbana de Salvador.
Foram incluidas neste estudo amostras de T. cruzi isoladas de triatomineos e
reservatorios provenientes de diversas localidades da cidade de Salvador,
capturados entre Julho de 2007 e Junho de 2011, perfazendo um total de 4 anos de
amostragem. Adotamos a técnica de tipagem molecular do T. cruzi sugerida por
Zingales et al. (2009) em sistema de eletroforese capilar. Das 930 amostras de
triatomineos avaliados, 99,35% da espécie Triatoma tibiamaculata, 482 amostras
(52%) ndo estavam em condigbes de analise. Das 448 amostras passiveis de
analises foram randomizadas 192 amostras (43%) para avaliacdo das linhagens de
T. cruzi. Dentre as amostras analisadas, 20 (10,4%) nao apresentaram sinal
satisfatorio na eletroforese capilar e foram excluidas, restando 172 amostras. Foi
detectado T. cruzi em 21,5% das amostras de triatomineos (n=37). A tipagem
revelou o seguinte perfil nas amostras positivas: T. cruzi 1 (32,4%), T. cruzi 2
(59,4%), T. cruzi 3 (2,7%). Foi detectado também triatomineos com multipla infec¢éo
com linhagens diferentes de T. cruzi 1 & 2 (5,4%). Adicionalmente, foram avaliados
78 marsupiais, Didelphis spp. A taxa de infeccdo nos marsupiais foi de 29,4%, e nas
amostras positivas foi observado o seguinte perfil molecular de tipagem pelo T. cruzi:
T. cruzi 1 (30,4%), T. cruzi 2 (60,8%), T. cruzi 1 e 2 (8,6%). A alta taxa de infeccéo
dos vetores e reservatorios avaliados pode ser efeito da fragmentacéo florestal,
causada pela expansdo urbana. O Triatoma tibiamaculata ja foi associado a
transmissdo oral do T. cruzi por alimentos infectados no Brasil e a ocorréncia de
exemplares infectados desta espécie no ambiente intradomiciliar na cidade de
Salvador é fator de risco para a transmissédo da doenca de Chagas para a populacéo
local. Os dados obtidos na tipagem molecular das cepas isoladas em Salvador
demonstrou maior prevaléncia do T. cruzi 2 em seguida do T. cruzi 1 nos vetores e
reservatorios avaliados. A presenca de triatomineos e marsupiais infectados, co-
habitando e albergando diversas linhagens do T. cruzi em éareas de ocupacao
urbana é razao de alerta para os 0rgaos de vigilancia em saude locais.

Palavras- chave: Trypanosoma cruzi, Triatomineos, Salvador.
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ABSTRACT

Chagas disease is a parasitic infection caused by the flagellate protozoan
Trypanosoma cruzi. The T. cruzi strains constitute a heterogeneous population, with
several subpopulations. These populations move between domestic vertebrate
animals, wildlife and humans, and insect vectors. Because of these multiple
relationships, T. cruzi demonstrates great biological diversity, genetic, biochemical
and immunological. The characterization of T. cruzi strains can use various
methodologies that may have biological, biochemical, and molecular isoenzyme
focus. Among these, the molecular been gaining attention due to speed, sensitivity
and precision of the method. Thus, the present study the objective was to
characterize molecularly strains of Trypanosoma cruzi (Chagas 1909) isolated in
vectors and reservoirs in the urban area of Salvador. Were included in this study T.
cruzi samples of insects and shells from different localities of the city of Salvador,
captured between July 2007 and June 2011, a total of four years of sampling. We
adopt molecular typing technique of T. cruzi suggested by Zingales et al. (2009) in a
capillary electrophoresis system. Of the 930 samples evaluated triatomine 99.35% of
Triatoma tibiamaculata, 482 samples (52%) were not in analytical conditions. Of the
448 samples amenable to analysis 192 samples were randomized (43%) for
evaluation of T. cruzi strain. Among the samples analyzed, 20 (10.4%) had no
satisfactory signal in capillary electrophoresis and were excluded, leaving 172
samples. T. cruzi was detected in 21.5% of samples of insects (n = 37). The typing
revealed the following profile in positive samples: T. cruzi 1 (32.4%) T. cruzi 2
(59.4%) T. cruzi 3 (2.7%). Triatominae was also detected with multiple infections with
different strains of T. cruzi 1 & 2 (5.4%). Additionally, we evaluated 78 marsupials,
Didelphis spp. The infection rate in marsupials was 29.4%, and the positive samples
was observed the following molecular profile of typing T. cruzi: T. cruzi 1 (30.4%), T.
cruzi 2 (60.8% ), T. cruzi 1 and 2 (8.6%). The high rate of infection vectors and
reservoirs can be evaluated effect of forest fragmentation caused by urban sprawil.
Triatoma tibiamaculata has been associated with oral transmission of T. cruzi by
infected food in Brazil and the occurrence of infected specimens of this species
within domestic environments in the city of Salvador is a risk factor for the
transmission of Chagas disease to the local population. The data obtained in the
molecular typing of strains isolated from Salvador showed a greater prevalence of T.
cruzi 2 then 1 of T. cruzi in vectors and reservoirs evaluated. The presence of
infected bugs and marsupials, co-habiting and harboring various strains of T. cruzi in
urban areas of occupation is warning reason for the oversight bodies in local health..

Keywords: Trypanosoma cruzi, Triatominae, Salvador.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Chagas (DC) ou Tripanossomiase Americana € uma infeccao
parasitaria causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909).
Passados mais de 100 anos da sua descoberta, considerada a doenca parasitaria
mais importante na América Latina tendo um grande impacto pessoal, social e
econdmico em paises emergentes (CHAGAS, 1909; 1922; COURA et al., 1997).

A DC era exclusiva dos paises do cone sul, que sdo 0s que apresentam as
maiores taxas de prevaléncia da doenca, que esta intimamente ligada as condicdes
precarias de moradia. Entretanto, com a migracédo intensa de latino-americanos para
outros continentes, a doenca se expandiu para os grandes centros urbanos, sendo
registrada em todos os lugares do mundo (W.H.O, 2010; PEREZ-AYALA et al.,
2011; CORTEZ et al., 2012).

A DC era considerada uma enzootia, restrita a situacao silvestre, circulando
entre mamiferos principalmente através do inseto vetor. Devido a invasdo do homem
nos habitats naturais do parasita a DC tornou-se uma das mais importantes
zoonoses humanas).

No Brasil,b, a DC é um problema de saude publica, embora o perfil
epidemiologico da doenca tenha mudado nos ultimos anos. Na década de 70, a
principal forma de transmissdo da doencga era vetorial. Recentemente, ha um novo
cenario da DC, ocorrendo relatos de casos e surtos por via oral. Foram registrados
entre 2000 a 2011, mais de 1.200 casos agudos da DC, com maior frequéncia na
regido da Amazébnia Legal e também em estados, como da Bahia, Cearda, Piaui,

Santa Catarina e Sdo Paulo (VINHAES; DIAS, 2000).
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Na Bahia, a situacdo da DC ainda é preocupante. Dos seus 417 municipios,
97 sado considerados de alto risco para ocorréncia da doenca. O estado apresenta a
maior variedade de espécie de triatomineos, sendo o Unico estado do Brasil que
ainda existe infestacdo do Triatoma infestans (Klug,1934). A capital do estado,
Salvador, tem registrado crescente encontro da espécie Triatoma tibiamaculata,
infectado por T. cruzi invadindo o intra e peridomicilio de residéncias préxima aos
remanescestes florestais (BAHIA, 2006; BRASIL, 2010)

As cepas de T. cruzi compde uma populagdo heterogénea, apresentando
varias subpopulacdes. Essas populacdes circulam entre animais vertebrados
domésticos, silvestres, humanos e insetos vetores. Devido a essas mudltiplas
relacdes o T. cruzi demostra uma grade variedade biologica, genética, bioquimica e
imunoldgica. (TIBAYRENC; AYALA, 1991; BRENER et al., 2000; DEVERA et al.,
2003) .

A caracterizacdo das cepas de T. cruzi pode ser feita utlizando varias
metodologias que podem ter como foco biolégico, bioquimico, isoenzimatico e
molecular. Dentre essas, a caracterizacdo molecular vem ganhando destaque
devido a rapidez, sensibilidade e precisdo do método (ZINGALES, 2011).

Deste modo, com este trabalho pretende-se caracterizar através de
ferramentas de biologia molecular as linhagens e os subgrupos circulantes de T.
cruzi, isoladas na zona urbana de Salvador. Esse trabalho é pioneiro na Bahia, com
uma nova abordagem utilizando eletroforese capilar. Sendo assim, espera-se
contribuir para o conhecimento cientifico através do levantamento das cepas

circulantes, contribuindo na tomada de decisao para as politicas publicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO DA DOENCA DE CHAGAS

Em 1909, o Dr. Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (Carlos Chagas)
(Figura. 1) esclareceu todos os elos do ciclo de transmissdo de uma moléstia, desde
do agente etioldgico, ciclo de transmissao, vetor e reservatério. Passado mais de
100 anos da sua descoberta, a DC apresenta-se ainda como uma das mais

importantes endemias das Américas (CHAGAS, 1909; COURA et al., 1997)

Figura 1: Carlos Chagas, em seu laboratorio no Instituto Oswaldo Cruz FONTE: Google 30 de outubro de 2014.

Para reconstruir essa descoberta, dois anos antes, em 1907, Dr. Oswaldo
Goncalves Cruz designou seu aluno Carlos Chagas, como assistente para controlar
a malaria entre os trabalhadores da construcdo do programa da Estrada de Ferro
Central do Brasil na regido do Rio das Velhas, entre Corinto e Pirapora, no Norte do

Estado de Minas Gerais. Em um vilarejo da cidade de Lassance, em Minas Gerais,
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Carlos Chagas se instalou em um vagéao de trem, a0 mesmo tempo, sua residéncia
e laboratério. Em horas vagas capturava anofelinos e examinava o sangue de
animais domeésticos e silvestres, procurando esclarecer aspectos de alguma doenca
desconhecida (COURA et al., 1997; COUTINHO; DIAS, 1999)

Em 1908, um engenheiro da estrada de ferro, alertou Carlos Chagas para
presenca de insetos hematdéfagos conhecido naquela regido como “barbeiros”.
Chagas descobriu que os tais insetos eram encontrados nas frestas das paredes
das choupanas que o classificando-os provisoriamente como Conorrhinus
sanguessuga. Posteriormente, em seu laboratorio Carlos Chagas investigou o
conteudo intestinal daqueles insetos e descobriu numerosas formas flageladas que
identificou como "Chrithidias" hoje designado como formas epimastigotas (CHAGAS,
1922; DIAS, 1939; COURA et al., 1997)

Chagas mandou exemplares dos insetos para seu mestre Oswaldo Cruz no
Rio de Janeiro, para a realizagdo de novos experimentos usando Calitrix como
cobaia. Apos trés semanas, apresentaram tripanosoma no sangue. Carlos Chagas
verificou que o tripanossomo do macaco era diferente do Trypanosoma minasense
que foi encontrado anteriormente em outro pequeno macaco em Minas Gerais. Em
homenagem ao seu mestre Oswaldo Cruz, Chagas deu o nome do tripanossomo de
Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1922; DIAS, 1939; COURA et al., 1997).

Sua descoberta obteve repercussdo nacional e internacional fazendo que
Carlos Chagas fosse agraciado com varios titulos entre eles: Membro Titular
Extraordinario da Academia Nacional de Medicina, prémio Schaudin, foi honorario da
Societé de Pathologie Exotique da Franca, da Royal Society of Tropical Medicine da
Inglaterra e das Academias de Medicina de Paris, Bruxelas, Roma e Nova York. Foi

Diretor do Instituto Oswaldo Cruz ap6s a morte de Oswaldo Cruz em 1917 e em
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1919 também assumiu o cargo de Diretor do Departamento Nacional de Saude
Publica (DIAS, 1939; COURA et al., 1997; COUTINHO; DIAS, 1999).

A descoberta da DC proporcionou uma nova visdo do campo da pesquisa
brasileira enaltecendo o Brasil por um grande feito patrio, abrindo o dialogo com a

comunidade cientifica mundial.

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA DE CHAGAS

A DC ou tripanossomiase americana € uma infeccao parasitaria causada pelo
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909). Constitui a doenca
parasitaria mais importante na América Latina principalmente aos 14 mil 6bitos por
ano (superando até mesmo a maldria) apresentando um grande impacto pessoal,
social e econémico em paises emergentes (DIAS, 2007)

A ocorréncia se estende desde o sul dos EUA até o sul da Argentina e Chile
apresentado uma ampla distribuicdo geografica (Figura 2) (LENT; WYGODZINSKY,
1979; W.H.O, 2010). Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude, foram
diagnosticados 16 a 18 milhdes de pessoas com infeccéo por T. cruzi e 120 milhdes
em risco de adquirir a infec¢cdo. No Brasil, a estimativa € de 4 milhes de pessoas
infectadas pelo T. cruzi (W.H.O, 2010)

A DC é considerada uma enzootia restrita a situacao silvestre, circulando
entre mamiferos através de vetores. Devido a invasdo do homem, os ecoétopos
naturais do parasita, incluindo o ciclo epidemiolégico, passou a ser considerado uma
zoonose por fornecer ao hemiptero vetor, domicilios de péssima qualidade,
resultado de politicas sociais limitadas (BARRETTO, 1979; DIAS e BORGES-DIAS,

1979; DIAS; COURA, 1997).
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Figura 2: Distribuigdo de caso da Doeng¢a de Chagas no mundo 2006 a 2009 FONTE OMS, 2010.

Classicamente uma enfermidade rural ligada diretamente as condicGes
precarias de moradias, com a migracdo intensa de latino-americanos para outros
continentes, a doenca expandiu para os grandes centros urbanos, sendo registrada
em todos os lugares do mundo.(PEREZ-AYALA et al., 2011)

Sao apontados casos em paises ndo endémicos tais como Australia, Japao e
EUA; e ainda Bélgica, Franca, ltalia, Espanha, Suica e Reino Unido, Austria,
Croécia, Dinamarca, Alemanha, Luxemburgo, Holanda, Noruega, Portugal, Roménia
e Suécia. (W.H.O, 2010; PEREZ-AYALA et al., 2011)

Nos Estados Unidos estima-se em cerca de 300 mil o nimero de doentes. Na
Europa, a projecdo é de que em cerca de 200 mil individuos estejam infectados. A

Espanha € o Unico pais europeu que faz atualizagdo estatistica de numeros de
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doentes com Chagas, devido alta imigracdo da América Latina com taxas de soro
prevaléncia de 31% em imigrantes.

Como a doenca € considerada exotica nesses paises, existem portadores
cronicos que podem transmitir a doenca de Chagas através de transfusdo de
sangue, por ndo utilizar exames de rotina para triagem do T. cruzi em exames
laboratorios deixando a populacdo exposta a doenca (SCHMUNIS; DIAS, 2000;
COURA; DIAS, 2009; PEREZ-AYALA et al., 2011).

No Brasil, o perfil epidemiologico da doenca vem mudando nos ultimos anos,
ocorrendo relatos de casos e surtos por via oral. Nos anos 70, a principal
transmissao da doenca era por via vetorial, que incluia 18 Estados e mais de 2,2 mil
municipios. Acbes de controle quimico foram instituidas a partir de 1975 pelo
Ministério da Saude através da extinta Superintendéncia de Campanhas de Saude
Pablica (Sucam). Consequentemente, houve uma reducéo expressiva do niumero de
triatomineos, principalmente do T. infestans (principal espécie domiciliar) (VINHAES;
DIAS, 2000).

No periodo de 2000 a 2011 foram registrados no Brasil mais de mil e
duzentos casos de Doenca de Chagas Agudo (DCA), com maior frequéncia na
Amazonia Legal e alguns registros em outros Estados, como da Bahia, Ceara, Piaui,
Santa Catarina e Sao Paulo. A forma de transmissdo da doenca de Chagas que
mais se destacou foi a oral, correspondendo a 76% dos registros, seguida pela
transmissdo ignorada representando 22% e por ultimo a vetorial que foi de 2%
(BRASIL, 2010)

Na Bahia, a situacdo da DC ainda é preocupante. Dos seus 417 municipios,
97 sao considerados de alto risco para ocorréncia da doenca (BAHIA, 2006). O

estado apresenta a maior variedade de espécie de triatomineos, sendo 0 Unico
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estado do Brasil que ainda existe infestacdo do Triatoma infestans. Recentemente
foram descritos casos por transmisséo oral no sudoeste deste Estado (DIAS et al.,
2006; DIAS et al., 2008; BASTOS et al., 2010).

Em Salvador, tem sido registrado o crescente encontro da espécie Triatoma
tibiamaculata (Pinto, 1926), infectado por T. cruzi invadindo residéncias proxima aos
remanescestes florestais. (DIAS-LIMA; SHERLOCK, 2000; RIBEIRO, 2012)

Essas espécies silvestres tém como habitat natural os ninhos de marsupiais e
roedores, no entanto, em ocorrido um processo de domiciliacdo devido a destruicdo
de seu ecossistema natural (SHERLOCK et al., 1974; BARRETT et al., 1980)

Atualmente, devido ao grande crescimento imobiliario e desmatamento com
exploracdo dos remanescentes florestais de Salvador, o inseto sem alternativa, &
forcado a buscar alimentacdo sanguinea nos domicilios (ou atraido pela luz),
expondo a populacdo humana ao risco de contrair a DC. (DIAS e BORGES-DIAS,
1979).

Pesquisadores da Fiocruz-BA analisaram mais de 900 exemplares de T.
tibiamaculata que foram capturados no intra e peridomicilio de residéncias préximas
de remanescentes de mata em Salvador, esses triatomineos apresentaram uma
meédia de infeccdo de cerca de 50%, quando analisadas as fezes a fresco. Atraves
de técnicas moleculares, foi identificado as fontes alimentares, foi demonstrado que
a fonte preferencial de alimentos eram as aves (45%) e os marsupiais (35%)

(RIBEIRO, 2012).

2.3 AGENTE ETIOLOGICO DA DOENCA DE CHAGAS

A Doenca de Chagas € causada pelo parasita Trypanosoma cruzi, flagelado
da ordem KINETOPLASTEA, Sub-ordem: TRYPANOSOMATINA, Género:
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Trypanosoma, Sub-género: Schizotrypanum, Espécie: Trypanosoma
(Schizotrypanum) cruzi.

Dentre as principais caracteristicas morfologicas, destacar-se um Unico
flagelo e o cinetoplasto volumoso, usados frequentemente na identificacédo
taxondmica para diferenciar de outros tripanossomos, como, por exemplo, 0
Trypanosoma rangeli (Tejera, 1920). As espécies dessa familia podem apresentar
de um a quatro flagelos e uma organela auto replicavel que contem DNA, o
cinetoplasto, e podem ser encontrado em diferentes insetos hemipteros, animais

silvestres e domésticos (DIAS; COURA, 1997; LIU; ENGLUND, 2007)

2.4 MORFOLOGIA DO T. CRUZ|

O T. cruzi possui uma mitocondria tubular na qual se encontra 0 DNA que se
distribui ao longo da mitocondria e se concentra no cinetoplasto (k-DNA), cerca de
20% a 25% esta organizado em mini-circulos e maxi-circulos, muitos desses circulos
estdo distribuido no cinetoplasto. Sabe-se que eles possuem muitas funcdes
essenciais como codifica proteinas mitocondriais, proteinas do processo respiratorio,
RNAs guias (QRNA), auxiliando na editoracdo do mRNAs e viabilidade dos estagios
evolutivos do T.cruzi. (DIAS; COURA, 1997; KLINGBEIL; ENGLUND, 2004)

O T. cruzi possui um flagelo que se exterioriza através do reservatério ou
bolsa flagelar. O citoesqueleto é formado por micro-tibulos que tem funcbes
importante como no processo de diferenciacdo dos diferentes estagios evolutivos e
motilidade. Outras estruturas como complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e

ribossomos estéo presentes.
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2.5 CICLO EVOLUTIVO DO T. CRUZI NO PARASITO

O T. cruzi apresenta trés formas evolutivas no ciclo evolutivo, a depender do
hospedeiro (Figura 3). Nos mamiferos sdo encontradas as formas amastigotas
intracelulares e tripomastigotas sanguineas, enquanto nos hospedeiros
invertebrados s@o observados epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas. Ha
outra forma encontrada no tubo digestivo dos insetos vetores e em meios artificiais
de cultura, chamada de epimastigota. Essa forma é considerada uma transi¢éo entre

amastigota e tripomastigotas (DIAS; MACEDO, 2005) .

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

om

Diferenciacao para formas ’ ’
tripomastigotas metaciclicas Liberacao das formas
tripomastigotas metaciclicas
J‘;mo com as Tezeds €aurna metaciclicas invadem células
o triatomineo durante o hospedeiras no sitio de

repasto sanguinec inoculacao '
N

Tripomastigotas sanguineos 7N
se difundem, através das @
correntes sanguinea € -
linfatica, infectando outras
células e novamente se
transformeando em
amastigotas intracelulares

Formas tripomastigotas

,\/?. g g\,\
Conversao para forma

epimastigota e multiplicacao
na por¢éo média do intestino

cas \ Apos penetrarem nas celulas,
SR os tripomastigotas se
transformam em amastigotas
v I . e se multiplicam

Amastigotas intracelulares se
transformam em

Ingestao de formas

tripomastigotas sanguineas Triatomineo se alimenta de tripomastigotas e, com o
pelo vetor sangue do homem e de rompimento das células, /
outros mamiferos entram nas correntes

sanguinea e linfatica

Figura 3: Ciclo de transmissédo do Trypanosoma cruzi simplificado. FONTE: Vinicio Ribeiro (FIOCRUZ) Google
30 de outubro de 2014 .
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A forma tripomastigota (estagio infectante do parasita) tem aproximadamente
25um de comprimento, nucleo na regido trés central, e seu cinetoplasto é localizado
na porcao posterior da célula e tem presenca de membrana ondulante.

As formas amastigotas (estagios evolutivos que se multiplicam dentro das
células hospedeiras), tem aproximadamente 5um de comprimento, caracterizar-se
pelo formato arredondado com o cinetoplasto visivel e corpo achatado com um

flagelo interno, ndo possui membrana ondulante (TYLER; ENGMAN, 2001) .

2.6 CICLO EVOLUTIVO DO T. CRUZI NO VETOR

O T. cruzi apresenta um ciclo de vida heteréxeno, ou seja, precisa de um
hospedeiro invertebrado e vertebrado. Ao ser ingerido pelo repasto sanguineo do
vetor, o T. cruzi na sua forma tripomastigota passa por encadeamento de
transformacdes ao longo do tubo digestivo do inseto, comecando pelo
arredondamento da sua ultima forma no estémago do triatomineo, transformando-se
em esferomastigotas, que mais tarde transforma-se em epimastigotas, e se
acoplando a superficie do intestino médio e posterior, multiplicando-se intensamente

(BRENER et al., 2000).

2.7 CICLO EVOLUTIVO DO T. CRUZI NO HOSPEDEIRO
VERTEBRADO

Na liberagcdo das excrecdes durante o repasto sanguineo na pele do
vertebrado, sado liberadas as formas infectantes (tripomastigotas metaciclicos) que

penetram nas células e diferenciam em amastigota que, ap0s periodo de laténcia de
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20 a 30 horas, inicia 0 processo de divisao binaria intracelular, o qual ocorre a cada
12 horas. (BRENER et al., 2000; TYLER; ENGMAN, 2001) .

As formas amastigotas transformam-se em tripomastigotas, as quais rompem
as ceélulas hospedeira e atingem a corrente sanguinea infectando assim novas
células. Devido a esse processo, ha um aumento exponencial do numero de
tripomastigotas circulantes e de células parasitadas que pode levar o hospedeiro a
morte ou, hd um controle gradativo do sistema imune nato a proliferacédo parasitaria,
dando assim a fase crbnica, na qual a parasitemia é subpatente. Nessa fase pode
ocorrer também ingestao de formas metaciclicas por triatomineos na ocasido de um
novo repasto sanguineo, reiniciando assim, o ciclo do parasita (COURA et al., 1997;

BRENER et al., 2000; TYLER; ENGMAN, 2001).

2.8 VETORES DO T. CRUZI

Os Triatomineos sao insetos hematofagos obrigatérios também chamados
chupdes, chupancas, bicudos, fincdes ou procotés, pertencentes a ordem
Hemiptera, subordem Heteroptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae,
familia Reduviidae, a subfamilia Triatominae (LENT; WYGODZINSKY, 1979).

Até o presente momento, foram descritas cerca de 140 espécies descritas
distribuidas em 6 tribos, das quais 111 sdo encontrados nas Ameéricas. Sao insetos
que podem variar de tamanho dependendo de seu estadio evolutivo
(hemimetabolos) dividido em ninfas de primeiro a quinto estadio e adultos. O adulto
mede entre 0,5 a 4,0 cm de comprimento. (CARCAVALLO, 1999)

Vivem em média 1 a 2 anos, tem a cabeca em geral alongada, provida de um

par de antenas com 4 articulos, inseridas lateralmente em tubérculos anteniferos e
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possuem habitos geralmente noturno (LENT; WYGODZINSKY, 1979;
CARCAVALLO, 1999; GALVAO, 2003; J. JURBERG et al., 2009).

O triatomineo € susceptivel a infeccdo pelo T. cruzi em todos os seus
estagios evolutivos ao sugar um mamifero infectado. Porem trés géneros tem maior
importancia epidemiologica, sdo eles: Triatoma LAPORTE, 1832, Panstrongylus,
BERG, 1879 e Rhodnius, STAL, 1859 (COURA et al., 1997).

O Brasil é considerado o pais que possui 0 maior numero de espécie de
importancia epidemiolégica, dentre eles encontra-se o Triatoma infestans Klug,
1834, Triatoma sordida Stal, 1859 Triatoma tibiamaculata Pinto, 1926,
Panstrongylus megistus Burmeister, 1835, Triatoma brasiliensis Neiva, 1911,

Triatoma pseudomaculata Corréa e Espinola, 1964, Rhodnius robustus
Larrousse, 1927, Panstrongylus geniculatus Latreille, 1811, Panstrongylus

rufotuberculatus Champion, 1773 (Figura 4) (KOPP et al., 2009).

y 7 ¢
Triatoma infestans Triatoma sordida Panstrongylus bT’ i";‘_’m"_ Triatoma
megistus FASIICRNS tibiamaculata

Figura 4: Principais espécies de triatomineos FONTE: KOPP, 2009.

Resumidamente, as caracteristicas basicas de algumas das principais
espécies de triatomineos de importancia epidemiolégica em relacdo a Doenca de

Chagas sao a seguinte:
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Triatoma tibiamaculata (Pinto, 1926), vem sendo captura cada vez mais em
zonas urbanas do Brasil. Principalmente no litoral. E uma espécie silvestre
gue tem como habitat natural os ninhos de marsupiais e roedores em
bromeliaceas. Devido a acdo do homem sobre a cobertura florestal esta
causando a invasdo dessa espécie as residéncias. Tem a capacidade de
colonizar ecotopos artificiais, sendo considerada uma espécie em processo
de domiciliacdo. (SHERLOCK; SERAFIM, 1974)

Triatoma infestans Klug, 1834, é a espécie mais domiciliada e apresenta
elevado grau de antropofilia. Por essa razdo € o triatomineo de maior
importancia epidemioldgica. Dispersou-se do Vale de Cochabamba, na
Bolivia e se distribui do Sul da América Meridional, desde o sul do Nordeste
do Brasil e o sul do Peru até a parte norte da Patagonia.(COURA et al.,
1997).

Panstrongylus megistus Burmeister, 1835, é considerado um dos maiores
vetores da DC devido sua distribuicdo geografica.. No Brasil, apresenta
comportamento  ecolégico singular sendo encontrado domiciliado,
principalmente na Bahia, e estritamente silvestre em Santa Catarina
(FORATTINI, O., 1980; DIAS; COURA, 1997).

Rhodnius prolixus, Stal, 1859, é originario da palmeira, tem o habito em
viver em casas cobertas de palha. Tem grande capacidade de proliferacdo e
antropofilia. Possui grande mobilidade e é encontrado no Intradomicilio,
Peridomicilio e no ambiente silvestre (DIAS; COURA, 1997; CARLIER et al.,

2002; SILVEIRA, 2007) .
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e Triatoma brasiliensis Neiva, 1911: tem como habitat zonas semiaridas e de
clima quente, tipica das éareas secas do Nordeste Brasileiro. Vivem
geralmente em locas de pedras circulando entre roedores como mocos, mas
frequentemente € encontrado colonizando domicilios em paredes, camas, e
no Peridomicilio em galinheiros e cercas. E uma espécie ativa, deslocando-

se com agilidade. (LUCENA, 1958)

Outras espécie de interesse médico no Brasil sdo: Triatoma sordida, Triatoma
pseudomaculata, Corréa e Espinola, 1964, Rhodnius robustus, Larrousse, 1927,
Panstrongylus geniculatus, Latreille, 1811 (KOPP et al., 2009)

A maioria dos triatomineos vive distante do homem. Geralmente sdo nativos
de uma regido, mas devido a invasdo do homem aos seus ecoOtopos naturais
algumas espécies frequentemente invadem as residéncias atraidos a noite pela luz,
ou por fontes alimentares ou abrigos. Nesse contexto, existe uma classificacdo
conforme a sua proximidade com o homem: os triatomineos silvestres sao aqueles
gue vivem na mata, os peridomésticos sdo espécie de triatomineos que encontra-se
em transicdo entre a mata e o domicilio, e a doméstica sdo espécies de triatomineos
gue se adaptaram totalmente ao domicilio (FORATTINI, O. P., 1980; DIAS, 1987,
SILVEIRA; REZENDE, 1994)

Devido essa “invasao” dos triatomineos as residéncias, colocando o homem
no ciclo da doenca, foi criado programas de controle da doenca de Chagas trazendo
bons resultados, embora, apresentando falhas, como a erradicagéo de apenas uma
espécie de triatomineo (T. infestans). Porém, os outros géneros de importancia
epidemiologica continuam vinculando o ciclo do parasita (ABAD-FRANCH,;

MONTEIRO, 2005)
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O estudo entomologico dos vetores pode contribuir para esclarecimento da
ecologia e epidemiologia de novas rumos da transmissdo da doenca de Chagas.

(DIAS, 1987)

2.9 RESERVATORIO DO T. CRUZI

Os reservatérios do T. cruzi constituem uma gama de mamiferos, que
cumprem um papel fundamental na manutencdo do ciclo silvestre e doméstico. A
condicao de reservatorio € dinAmica, ou seja, depende de cada ecétopo para formar
modalidades distintas de focos naturais da parasitose. Assim, diferentes espécies de
mamiferos podem sustentar diferentes ciclos de transmissao, 0os quais podem estar
isolados ou conectados. Esse carater € particular e Unico para cada localidade
(BARRETTO, 1979; DIAS, 1987; OPAS, 2009)

Os principais tipos de reservatérios e animais caracterizados com o parasito
séo:

¢ Reservatérios domésticos: sdo 0s principais como 0s caes e gatos e diversas
espécies de ratos domésticos (Figura 5). A circulacdo do T.cruzi no ciclo
doméstico € bastante dindmica, infectando-se os reservatérios comumente
em idades jovens, a partir de contatos com triatomineos domiciliados
(BARRETTO, 1979; OPAS, 2009) .

e Reservatérios silvestres: marsupiais, desdentados, roedores, quirépteros
(Figura 5). Alguns animais silvestres podem aproxima-se dos domicilios
sendo considerados espécies sinantropica, as vezes, silvestre, deste modo,
essas espécies podem servir como fonte de infeccdo ao triatomineos que

ocupam o mesmo habitat dos humanos. (DIAS; COURA, 1997; OPAS, 2009)
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Figura 5: Principais reservatérios domésticos e silvestres FONTE Google.

Outros animais que ndo se infectam com o parasito exercem um papel
importante de fonte alimentar para muitos triatomineos. Por exemplo colbnias de
T.sordida e de P.megistus que vivem preferencialmente em galinheiros e pombais,
de onde podem invadir se instalarem em domicilios. Contudo, ainda existe meio de
dispersdo de alguns triatomineos em aves silvestres, através de substancias
adesivas em seus ovos, como por exemplo do género Rhodnius (Stal, 1859). Esses
ovos colam nas plumagens dessas aves aumentado assim o grau de dispersdo

desse género (BARRETTO, 1979; DIAS, 1987; SCHOFIELD; DIAS, 1991).

2.10 TIPOS DE TRANSMISSAO DA DOENCA DE CHAGAS

A transmissao vetorial € por meio das fezes dos triatomineos, que defecam
ap0s o repasto sanguineo, eliminando formas infectantes de tripomastigotas
metaciclicos que penetram pelo orificio da picada, ou através de penetracdo do
parasita em mucosas como da boca e dos olhos. A transmissao transfusional ou por
transplante, pode ocorrer pela transfusdo de sangue e/ou hemocomponentes ou
transplante de 6rgdos de doadores infectados a receptores sadios (DIAS, 1987;

OPAS, 2009).
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Na década de 1970, quando menos dos 50% dos servicos de hemoterapia
realizavam triagem sorologica de T. cruzi, estimava-se a incidéncia de cerca de
20.000 novos casos de doenca de Chagas no Brasil. Apds o controle dos bancos de
sangue, esse cenario mudou sendo a média de doadores infectados abaixo de 0,8%
(DIAS; JATENE, 1992)

A transmissao transfusional ganhou destaque epidemiolégico nas ultimas
décadas, devido a Imigracao de individuos infectados para grandes centros urbanos,
principalmente para outros paises, onde nao existe o controle em banco de sangue,
contribuindo assim para a disseminacdo da doenca além das areas endémicas
(LEIBY et al., 2002; OPAS, 2009).

Recentemente outras formas de transmissdo que tem ganhado destaque na
literatura cientifica como a vertical, acidental e oral. Na transmissdo vertical ou
congénita, ocorre a passagem de parasitas de mulheres infectadas pelo T. cruzi
para seus bebés durante a gestacdo ou o parto, podendo causar aborto e
nascimento prematuro. E o terceiro forma mais importante para a disseminagdo da
doenca (SCHENONE et al., 1987).

A transmissao acidental pode ocorrer pelo contato da pele ferida ou de mucosas
com material contaminado (sangue de doentes ou de animais, excretas de
triatomineos); por manipulacdo inadequada no laboratorio (acidental), em geral sem
0 uso adequado de equipamentos de protecéo individual. (OPAS, 2009)

A transmissao oral pode ocorrer pela ingestdo de alimentos contaminados com

parasitas provenientes de triatomineos infectados.
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Recentemente, € meio de transmisséo que esta ganhando mais destaque, sendo
hoje uns dos principais meios de contaminacdo. Ocorreu no Brasil em 2005 no
estado de Santa Catarina, devido a ingestdo de caldo de cana-de-acucar
contaminado. Nos Estados do Amazonas, Para e Amapa enfrentam esse problema

devido ao consumo do acai in natura (LEWINSOHN, 2005; OPAS, 2009)

2.11 PATOGENIA DA DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas apresenta duas fases, a aguda e a cronica. Na fase
aguda, o parasita encontra-se em quantidade significativa circulante no sangue nos
primeiros meses de infeccdo. As manifestaces clinicas podem ser sintoméaticas ou
assintomaticas. Os individuos podem apresentar quadro febril inespecifico que pode
durar por até 12 semanas. A fase aguda ocorre nos primeiros quatro meses, tem
curta duracdo e elevada parasitemia. Os sintomas podem desaparecer
espontaneamente evoluindo para a fase crénica ou progredir na fase aguda grave
podendo o individuo a morte (DIAS; COURA, 1997; OPAS, 2009).

Na fase cronica, raros parasitas circulante sdo encontrados no sangue. Pode
esta fase ser subdividida em indeterminada, cardiaca e digestiva. A indeterminada
ocorre quando o0 paciente assintomatico apresenta-se sem alteracdo
eletrocardiograficas e radiolégicas do coracdo e do tubo digestivo. Tem como
caracteristica a sorologia reagente e/ou xenodiagnostico positivo. Na maioria dos
casos, 0 prognostico € bom a curto e a médio prazo. E a forma mais frequente na
populacdo de areas endémicas. O paciente podera permanecer nesse quadro por

toda sua vida ou pode evoluir tardiamente para outras formas (MACEDO, 1997).
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A fase cardiaca, € caracteriza inicialmente por trés sindromes principais:
arritmias (mais frequente), insuficiéncia cardiaca e tromboembolismo. O
ecocardiograma evidencia cardiomegalia, quanto maior esse 0rgdo pior é o
prognéstico. A forma cardiaca pode evoluir para miocardiopatia dilatada e
insuficiéncia cardiaca congestiva. Ocorre em 30% em casos crbnicos e é
responsavel por grande impacto social por perda de produtividade devido ao
impedimento do trabalho e custos com tratamento e cirurgias. (RASSI; LUQUETTI,
1992).

A forma ocorre no Brasil em 10% de casos, podendo evoluir para megacolon
ou megaesb6fago. O megaesbdfago acomete pacientes entre vinte e quarenta anos
de idade, suas manifestacfes clinicas sao disfagia, epigastralgia, solucos e
salivacdo aumentada causando dificuldade na alimentacdo (BOYCE; BAKHEET,
2005).

A retencdo do bolo fecal pode durar dias levando a dilatacdo da parede do
cllon e consequentemente a acometimento da regido sigmoide e o reto, suas
principais complicacdes sao o fecaloma, impactacéo fecal e tor¢cao da alca sigmoide

(ADAD et al., 2002; MENEGHELLI et al., 2005)

2.12 VARIABILIDADE BIOLOGICA E BIOQUIMICA DO T. CRUZI

O T. cruzi € composto por populagbes heterogéneas, apresentando varias
subpopulacdes de cepas. Essas populacdes circulam entre animais vertebrados
domésticos, silvestres, humanos e insetos vetores. Devido a essas mudltiplas
relacbes o T. cruzi demostra uma grade variedade biolégica, genética, bioquimica e

imunolégica. (TIBAYRENC; AYALA, 1991; DEVERA et al., 2003)
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Varios estudos foram e sdo realizados com o intuito de descobrir a interacéo
entre o parasita, reservatorios e vetores. Dentre esses estudos podemos destacar o
de Andrade (1974) que observou parametros comuns em modelos experimentais
como tropismo tecidual, viruléncia, morfologia de formas sanguineas e
patogenicidade de algumas cepas de diferentes areas geogréficas, classificando-as
Tipo I, Il e lll estabelecendo critérios para caracterizacdo das cepas de T. cruzi
(ANDRADE, 1974)

Em 1977, Miles e colaboradores analisando polimorfismo dos perfis
eletroforéticos de seis enzimas em T. cruzi, classificaram em trés perfis grupos
denominados de Zimodemas: Z1, Z2 e Z3 (MILES et al., 1977; MILES et al., 1978).

Em 1982, Romanha classificou amostras de T. cruzi através do perfil
isoenzimatico de pacientes com DC em 4 zimodemas, denominados ZA, ZB, ZC e
ZD. Em comparacdo dos zimodemas entre Miles, Z2 e ZA sdo equivalentes,
admitindo dessa forma seis principais zimodemas encontrado no Brasil, séo eles Z1,
Z2 ou ZA, Z3, ZB, ZC e ZD. Portanto, em estudos epidemiol6gicos Z2 estaria
circulando no ciclo doméstico, e Z1 e 0 Z3 estdo associados em vetores e animais
no ciclo silvestre (MILES et al., 1977; MILES et al., 1978; BARRETT et al., 1980)

Tibayrenc colaboradores. (1986) estudando 15 perfis isoenzimatico com um
namero maior de locos de uma variedade de insetos vetores e vertebrados de uma
ampla distribuicdo geografica, observaram uma grande variedade genética,
identificando no minimo 43 tipos de cepas diferentes denominado de “clonets”
devido a grande variabilidade genética (TIBAYRENC et al.,, 1986; ZHANG et al.,

1988)
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Em analise do polimorfismo do gene 18S rRNA, Clark e colaboradores em
1994 classificou cepas de T. cruzi em trés grupos distintos denominados de
‘ribodemes” I, Il e Il (CLARK; PUNG, 1994)

Em 1996 comecaram os primeiros trabalhos utilizando biologia molecular,
inicialmente com Souto et al. (1996) que dividiu as cepas de T. cruzi em duas
linhagens principais (denominada Linhagem 1 e Linhagem 2) devido a amplificacéo
do espacador ndo transcrito do gene do mini-éxon e da regido divergente
correspondente ao terminal 3’ do gene 24Sa. A Linhagem 1 produzia fragmentos de
DNA amplificados de 125 pb e 300 pb, enquanto na linhagem 2 eram observados
fragmentos de DNA amplificados de 110 pb e 350 pb (SOUTO et al., 1996).

Andrade e Magalhdes em 1997, em um estudo extenso sobre comportamento
biologico de 138 cepas de T. cruzi em modelos experimentais com base em critérios
como tropismo tecidual, taxa de mortalidade, predominio de formas largas ou
delgadas e comportamento histopatolégico agruparam as cepas de T. cruzi em trés
Biodemas (I, Il e Ill) correspondendo ao Zimodemas pela observacéo dos autores
(ANDRADE, 1997).

O Biodema | é composto por cepas com predominio de formas largas ou
delgadas, multiplicacéo rapida e macrofagotropismo na fase inicial da infeccao.

O Biodema Il tem predominancia de formas largas com multiplicacdo lenta,
miocardiotropismo e parasitemia irregular entre 12° e 22° dias ap0s a infeccdo com
alta mortalidade nesse periodo. O protétipo € a cepa Sao Felipe. Biodema Il
multiplicacdo lenta, com predominio de formas largas, pico tardio de parasitemia
entre 20° e 0 30° dias ap0s a infeccao, tropismo para musculatura esquelética e
baixa taxa de tardia de mortalidade. O prototipo é a cepa Colombiana (ANDRADE,

1997)
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A caracterizagao das cepas de T. cruzi tinha entdo, um leque de metodologias
gue poderiam ser utilizadas sendo elas a bioquimica, isoenzimatica e molecular. Em
1999, aconteceu o Simpadsio Internacional Comemorativo da Descoberta da Doenca
de Chagas, que tinha como objetivo padronizar as linhagens de T. cruzi. Foi adotada
a subdivisdo da espécie T. cruzi em duas linhagens principais, denominadas T.
cruzi|l (Tcl) e T. cruzi Il (Tcll) (ANONYMOUS, 1999).

As pesquisas continuaram, e Brisse e colaboradores em 2000, analisando
outros marcadores genéticos propuseram a subdivisdo do grupo Tcll em cinco
subgrupos, denominados Tclla-Tclle (BRISSE et al., 2000a; BRISSE et al., 2000b).

Apesar da nova padronizacdo da nomenclatura das cepas de T. cruzi em
1999, no Simpdsio Internacional Comemorativo da Descoberta da Doenca de
Chagas, novas abordagens sugiram para caracterizar a estrutura populacional de T.
cruzi, incluindo novas nomenclaturas dos subgrupos. Pode-se destacar “clades”
(KAWASHITA et al., 2001) e os Discrete Typing Units -DTU (TIBAYRENC, 1998) e
haplétipos (FREITAS et al., 2006; HERRERA et al., 2007)

Recentemente em 2009, no Second Satellite Meeting, foi proposto uma nova
revisdo da nomenclatura, desta vez os subgrupos foram classificados como grupos
independentes, referido como DTU (Discrete Typing Units). A nova nomenclatura foi
classificada em Tcl e Tcllb correspondem, respectivamente, aos grupos Tcl e
Tcll seguindo ainda a antiga recomendacéo do ultimo simpdésio em 1999, e que os
subgrupos Tclla, Tcllc, Tclld e Tclle sejam denominados TclV, Tclll, TcV e

TcVI (TIBAYRENC, 1998; ZINGALES et al., 2009)
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Contudo, foi observado ao longo dos anos uma alternancia em relacdo a
classificacdo da diversidade genética do T. cruzi. Possuindo assim um grande
namero de linhagens como nos anos 70 e 80, apenas duas linhagens nos anos 90 e
2000 (Tcl-Tcll) e, atualmente, seis linhagens principais (Tcl-TcVI) (ZINGALES,
2011).

Nesse contexto, a caracterizacdo das cepas de T.cruzi € de suma importancia
para avaliar o papel da diversidade da origem do parasito local da doenca de
Chagas. Estudos tem demonstrado variacoes intra-especificas de cepas, tanto em
estudo da morfo-biologia e seus perfis histopatoléogico em animais experimentais
(ANDRADE, 1974; BRENER, 1977; ANDRADE, 1997), bem como em andlise
bioguimicas, molecular e genéticas (MOREL et al., 1980)

Esta abordagem possibilita a melhor sistematizacédo dos isolados do T. cruzi
obtidos de individuos infectados, de outros hospedeiros vertebrados ou de vetores
naturalmente infectados. Além disto, permite demonstrar a predominancia de uma
mesma cepa em uma mesma area geografica, o que poderia ser responsavel pelas

diferencas manifestacdes da doenca de Chagas em diferentes regides.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar molecularmente as cepas de Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909)

isoladas em reservatoérios e vetores na zona urbana de Salvador.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Validar o sistema de tipagem do T. cruzi descrito por Zingales (2009) para

sistema em eletroforese capilar;

e Determinar os subgrupos das cepas de T. cruzi isoladas dos triatomineos na
area de estudo;

e Determinar os subgrupos das cepas de T. cruzi isoladas de animais silvestres
na area de estudo;
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

O presente estudo possui um componente exploratério, representado pelo

estudo de corte—transversal que visa caracterizar molecularmente as linhagens de

Tripanosoma cruzi (Chagas 1909) isoladas nos vetores e reservatorios na zona

urbana de Salvador.

4.2 AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado no municipio de Salvador (Figura 6), capital do estado

da Bahia. O municipio compreende uma éarea de 693,276 km2 Segundo dados do

IBGE a populagéo € estimada em 2,8 milhdes de habitantes, sendo considerado o

municipio mais populoso do Nordeste (IBGE, 2014).
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Figura 6: Mapa da Cidade de Salvador Fonte: Google.

38



4.3 COLETAS DE DADOS

4.3.1 Amostragem e processamento dos vetores e reservatorios.

Das 448 amostras passiveis de andlises, foram randomizadas 192 amostras
(43%) para avaliacédo das linhagens de T. cruzi.

Sendo assim, foram incluidos no presente estudo 192 triatomineos
provenientes de algumas localidades da cidade de Salvador (Figura 8) capturados
entre Julho de 2007 e Junho de 2011, perfazendo um total de 4 anos de
amostragem. As amostras foram provenientes de um acordo entre o Centro de
Controle de Zoonoses da Secretaria Municipal de Saude de Salvador (CCZ) em que
todos os insetos existentes nos PITs (Pontos de Informacdo de Triatomineo) da

cidade de Salvador seguiam o fluxo de informagé&o da (Figura 7).

Comunidade

3 Congelamento
-70°C

Inseto suspeito

LPENM (Fiocruz)

Informatizacao dos dados
Georeferenciamento das amostras
Extragdo e purificagio de DNA
Detecgdo e Tipagem molecular

PITs / CCZ
Preferénda alimentar dos vetores

Laudo Insetario 1 Analise dos dados
CPqGM
(Fiocruz)

|

v v

—{Dutro inset0| I Triatomineo ‘

Identificagdo
Disseccdo
Exame microscopico

Figura 7: Fluxograma da amostragem
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Os triatomineos foram analisados quanto ao sexo e forma evolutiva, (adulto e
ninfas de 1° a 5° estadio) e identificado seguindo-se a chave de identificacédo
existente no livro de triatomineos (DIOTAIUTI et al., 2008). Nos triatomineos
passiveis de analise do conteudo intestinal, foi realizada a dissec¢cdo abdominal
individual e coleta das fezes e de todo o seu conteudo intestinal. Este material foi
suspenso em PBS, acondicionado em tubo de microcentrifuga com capacidade de
1.5mL autoclavados e posteriormente congelamento a temperatura de -70°C até o
momento da extracdo de DNA.

As coletas de animais silvestres foram realizadas em remanescentes de mata
Atlantica vizinhos a ocupacdes humanas (figura 8), utilizando-se de armadilhas do
tipo Tomahawk® iscadas com abacaxi e bacon. As armadilhas permaneceram em
cada ponto de coleta por 7 dias sendo verificada diariamente no inicio de cada
manha para substituicdo das iscas e ou coleta dos reservatorios capturados. As
armadilhas foram instaladas em transectos a cada 20m nos pontos de coleta.

Os animais coletados foram anestesiados no local de captura por veterinario
treinado, e amostras de sangue foram coletadas. Apos o procedimento 0s animais
foram soltos no ambiente natural. As amostras sanguineas dos animais foram

levados para o Centro de Pesquisa Goncalo Moniz-Fiocruz - Ba.
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Figura 8: Locais de captura dos Triatomineos e Marsupiais em Salvador.



4.4. EXTRACAO DE DNA E REACAO E CADEIA DA POLIMERASE

Para o processo de deteccéo e tipagem do T. cruzi, foi realizado o isolamento
do DNA utilizando-se o0 método DNAZol® (Invitrogen, EUA) com modificacdes. Em
cada tubo contendo o produto da disseccdo do intestino dos triatomineos foram
adicionados 500ul do reagente DNAzol®. O homogeneizado foi centrifugado por
10min. & 12.000 rpm a 4°C para sedimentacdo dos debris celulares.

A fase sobrenadante viscosa foi transferida para um tubo novo contendo 500
ul de alcool P.A. A amostra foi misturada por inversédo do tubo por alguns segundos
e foi mantida no gelo por 5 min. O DNA foi precipitado do lisado/homogeneizado por
centrifugagéo por 10min. a 12.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi removido do tubo
por inversdo, tomando-se cuidado para nao perder o precipitado. O precipitado foi
lavado pelo menos uma vez em 1ml de etanol 75%.

Durante a lavagem, o precipitado foi suspenso por inversdo do tubo algumas
vezes. Finalmente, a amostra foi centrifugada por 10min. a 12.000 rpm a 4°C, o
sobrenadante alcodlico foi removido por inversdo do tubo e o precipitado contendo o
DNA foi redissolvido em 70pL de NaOH 8mM.

A concentracdo final do DNA de cada amostra foi quantificada no
espectrofotometro Nanodrop-1000® (Nanodrop, EUA) e a concentracdo de DNA
ajustada para cerca de 100ng/ pl e mantidas a -20°C até a realizacdo das
amplificagbes de DNA-alvo através da PCR. O volume final da reacéo de PCR foi de
25 ul contendo cerca de 100 ng/ul do DNA, 0,5 mM de cada primer, 0,2 mM de
dNTPs, 1X do tampéo da enzima, 5,0 % de DMSO, 1-1.5 mM de MgCI2 e 1U de

enzima Taqg DNA polimerase.



4.5 ELETROFORESE E FOTOGRAFIA

Para a realizagdo da eletroforese foi utilizado 5-10ul do produto de PCR,
correndo em gel de agarose a concentracdo 1,5% nas PCRs simples e 3% nas PCR
multiplex, corados com brometo de etidio, visualizado sobre luz ultra violeta e
fotografado em fotodocumentador MultiDoc-It™ (UVP, Imaging Systems — EUA). Um

ladder de DNA com 100bp foi aplicado como referéncia de tamanho das bandas.

4.6 PADRONIZACAO DO SISTEMA DE ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese é definida como o transporte, em solugcdo eletrolitica, de
compostos carregados eletricamente sob a influéncia de um campo elétrico, em
microcapilares com diametros internos extremamente pequenos. Nos capilares, 0s
fragmentos separados por campo elétrico, tem seu tamanho reconhecido pela
fluorescéncia que emite e interpolacdo dos valores obtidos um padrao de tamanhos
de fragmentos também marcado com fluorescéncia que € analisado na mesma
amostra.

No caso de recortes em um fragmento, apenas o que contém o primer
marcado é reconhecido. As eletroforeses foram realizadas em sequenciador ABI

3100 da plataforma PDTIS do CPqGM — FIOCRUZ/BA.
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Para a padronizacdo em sistema de eletroforese capilar os primers foram marcados

de acordo com a tabela 1:

Nome do Primer Sequéncias Tipo de Marcagéao
COIll-F 5-CCATATATTGTTGCATTATT -3 SEM MARC.
COII-R 5-TTG TAA TAG GAG TCATGT TT -3’ PET

Miniexon-F 5- AAG GTG CGT CGA CAG TGT GG -3 SEM MARC.
Miniexon-R 5-TTT TCA GAA TGG CCG AAC AGT -3 VIC

Rdna-F 5- CTC CCC AGT GTG GCC TGG G -3' SEM MARC.
Rdna-R 5°- CGT ACC AAT ATA GTA CAG AAACTG -3' 6FAM

Tabela 1: Primers marcados para eletroforese capilar.

4.7 DETECCAO E TIPAGEM MOLECULAR

Foi adotada a técnica de tipagem sugerida por (ZINGALES et al., 2009), no
entanto propomos algumas inovagbes a fim de garantir reprodutibilidade dos
resultados e simplicidade de interpretacéo. O processo esta descrito abaixo:

Para realizacdo do processo de tipagem molecular foram necessérias trés
etapas resumidamente esquematizada nas figuras abaixo:

No passo 1 (PCR1 — COIl) utiliza-se um par de primer que produz uma banda
especifica de 375pb. Este fragmento € em seguida recortado com a Enzima Alu |
gerando 3 padrbes de bandas: mitocondrias A (MIT. A) = T. cruzi 1 (alelos: 30 + 81
+264), MIT. C = T.cruzi Il (Alelos: 81 + 82 + 212) e MIT. B = T. cruzi lll, IV, V e VI
(Alelos: 81 + 294) (Figura 9), necessitando de mais duas amplificagbes (mini-exon e

rDNA 24S), em caso de Mit. B, para finalizar a tipagem.
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Figura 10: Gel de acrilamida demostrando a diferenca minima entre as bandas dificultando a interpretagdo
da andlise.
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COll-AlA Mitacondrial A Mitocondrial C Mitocondrial B
RFLP-PCR | (P0+81+28450) | (a1, 82+ 3120p) {81+ 284bp)
Freitas of al., 2006 /\
Mini-éxon
Burgos et al., 2007 200bp ~13p
Souto etal., 1906 110bp =119bp 110+ 125bp 125bp

T. cruzil T. cruzill T. cruzill T. cruzilv T. cruziV T. cruziVi

Figura 91: Esquema de Padronizagdo de cepas em eletroforese convencional (agarose e acrilamida)

7

A proposta € substituir os primers convencionais por um par de primers
marcados com fluorescéncia (apenas um deles) de acordo com o esquema (figura

12).

COIl_Esmeraldo_TC2_rev-1

COIl_Silvio_TC1_rev-1

COIl_M6241_cl6_TC3

COIl_CANII_TC4

CON_303 cl5_TC5

COll_ClBrener_TCE

Figura 102: Sitios de a¢do da Enzima Alu | no gene da COIl amplificado por primers
marcados.
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Com primer “reverso” marcado, dentro do sistema de eletroforese capilar,
obtemos simplificacdo da técnica, com analise de apenas um dos fragmentos/alelos
gerados apos a digestdo do PCRL1 pela enzima de restricdo ALU |. Para MIT. A (T.
cruzi 1) = 264pb, para MIT. C (T.cruzi 2) = 82pb e para MIT. B (T.cruzi 3, 4, 5, 6) =
294 .

Para os PCRs 2 e 3 (mini-exon e Rdna 24s), apenas um dos primers deve ser
marcado (independente de qual) seguindo com a eletroforese capilar convencional

sem recorte com enzimas, respeitando o proposto por Zingales (2009).
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Na figura 13 pode-se visualizar eletroferogramas do processo de validacdo da tipagem na eletroforese capilar.

A
TCZI = 264 pb .. TCZI = 82 pb

C
‘ TCZI = 294 pb
?=
TCZ?=294pb TCZIl = 82 pb

TCZ ? =200 + 110 pb

— -

Figura 13: Representagao da eletroferogramas de T.cruzi, A=TCZI 264 pb, B=TCZIl 82pb, C= TCZ? 294 +110pb e D = muiltipla cepas.
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5 RESULTADOS

5.1 VETORES E RESERVATORIOS

Durante o periodo de Julho de 2007 a Junho de 2011, foram registradas
notificacbes de triatomineos na cidade, principalmente oriundas dos bairros
Patamares, Itapoan, Fazenda Grande Il e Ill, Centro Administrativo e Trobogy.

Dentre os triatomineos notificados, a grande maioria, 99,35% (n=924) se
tratava da espécie Triatoma tibiamaculata (Figura 15). Das 930 amostras avaliadas,
482 amostras ndo estavam em condicOes de analise devido ao ressecamento das

fezes no intestino do inseto.

Figura 11 Triatoma tibiamaculata (Pinto, 1926)

Dentre as amostras analisadas, 20 (10,4%) nao apresentaram sinal
satisfatorio na eletroforese capilar e foram excluidas, restando 172 amostras. Foi
detectado T. cruzi em 21,5% das amostras (n=37). A tipagem revelou que das
amostras positivas, T. cruzi 1 (32,4%), T. cruzi 2 (59,4%), T. cruzi 3 (2,7%). Foi
detectado também triatomineos com multipla infec¢cdo com linhagens diferentes de

T.cruzi 1 & 2 (5,4%) (Grafico 1).



T.cruzil wT.cruzi2 wmT.cruzi3 mT.cruzil&?2

Grdfico 1: Tipagem das amostras positivas para as linhagens de T.cruzi 1 (32,4%), T. cruzi 2 (59,4%), T. cruzi 3
(2,7%) e T. cruzi1 & 2 (5,4).

Na tabela 1 foi demostrado as distribuicdes das linhagens de T. cruzi em
Salvador conforme os bairros de captura. O bairro que apresentou uma maior
prevaléncia de triatomineos infectados foi Patamares com 32 registros, sendo que
destes (n=18) foram tipados como T.cruzi 2, (n=11) foram tipados como T.cruzi 1,
(n=1) como T.cruzi 3 e (n=2) como T.cruzi 1 & 2. Os outros bairros, Centro
Administrativo, Fazenda Grande 2 e 3, Itapoan e Trobogy tiveram apenas 1 registro.
No gréfico 2 foi demostrado a distribuicdo das linhagens de T. cruzi de acordo com a

ocorréncia nos bairros.

Tabela 2: Distribuicéo das linhagens de T. cruzi

Il

Bairros de Salvador T.cruzi1 T.cruzi2 T.cruzi3 Teruzi1é&2
Centro Administrativo 1

Fazenda Grande 2 1

Fazenda Grande 3 1

ltapoan 1

Patamares 11 18 1 2
Trobogy 1

Total: 12 22 1 2
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Grafico 2: Distribuicdo das linhagens de T. cruzi nos bairros de Salvador.cruzi nos
bairros de Salvador.

Também foram realizadas campanhas para coleta de reservatorios em 14
localidades, em remanescentes florestais vizinhos a ocupagdes humanas da cidade
de Salvador entre abril de 2010 a janeiro de 2012, totalizando 4.368 horas de coleta,
0 que resultou na captura de 78 exemplares de Didelphis spp., destes 55,41%
(n=41) eram fémeas e 44,59% (n=33) machos. Dos 78 exemplares 23 estavam
infectados com as linhagens de T. cruzi 1 (30, 4 %) n=7, T. cruzi 2 (60,8%) n=14 e

T.cruzil & 2 (8,6%) n=2.

%

30,4%

N

T.cruzil wmT.cruzi2 mwmT.cruzilé&?2

Grdfico 3: Linhagens de T. cruzi em marsupiais, T. cruzi 1 (30,4 %) n=7, T. cruzi 2 (60,8%) n=14 e T. cruzi 1 & 2
(8,6%) n=2
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Dos 23 exemplares Didelphis spp., que estavam infectados estavam
distribuidos nos seguintes bairros: Patamares, Brotas, Cabula, Ondina e
Pernambués. Os bairros que apresentaram maior numero de Didelphis spp.,

infectados por T.cruzi foram Cabula seguido pelo bairro de Ondina (grafico 3).

Patamares Brotas Cabula Ondina Pernambués

=
o

O B N W & U1 O N W

mT.cruzil mT.cruzi2 mwmT.cruzil&2

Grafico 4: Distribui¢do das linhagens de T.cruzi em alguns bairros de Salvador. T. cruzi 1 (n=7), T. cruzi 2
(n=14) e T. cruzi 1 & 2 (n=2)
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Figura 12: Distribui¢éo geogrdfica das Linhagens de T. cruzi entre triatomineos e marsupiais na cidade de Salvador



6 DISCUSSAO

O presente trabalho traz uma nova abordagem entre as ferramentas de
biologia molecular disponiveis para a caracterizacdo de cepa de T.cruzi. Até entao,
nenhum trabalho cientifico foi publicado, utilizando o sistema de eletroforese capilar
nesse tema.

Durante o processo de validacdo da tipagem do T. cruzi no sistema de
eletroforese capilar, foi possivel verificar que esta técnica pode trazer grande
vantagem em relacdo ao método convencional em gel de agarose e acrilamida.

Dentre as principais vantagens observadas, pode-se destacar a sensibilidade
da técnica devido grande eficiéncia de separacdo de cada nucleotideo de DNA por
vez, através dos capilares, demostrando assim uma alta sensibilidade, como por
exemplo aconteceu com algumas amostras. A grande dificuldade no sistema
convencional a gel foi avaliar os fragmentos recortados na amplificagdo do PCR 1
em agarose ou acrilamida devido as pequenas diferencas de 81 e 82pb (Figura 10)
dentre os fragmentos gerados, o que pode dificultar a caracterizacdo em caso de
cepa multiclonal.

Aparentemente essas amostras ndo amplificaram no gel de agarose (figura
11), mas foram detectadas na eletroforese capilar com pequena diferenca de
tamanho como de 81 e 82pb para diferenciar Tcl e Tc2, permitindo aumentar a
especificidade e sensibilidade do método.

Outro ponto importante foi a deteccdo de multipla linhagem em um mesmo
exemplar como aconteceu com os triatomineos (T. cruzi | & Il 5,4%) e marsupiais (T.
cruzi | & Il 8,6%) demostrando a composicdo heterogénea das subpopulacdes de

cepas (TIBAYRENC; AYALA, 1991; DEVERA et al., 2003)



Outra vantagem em relacdo a outros meétodos tradicionais € a rapidez na
analise com um tempo médio de 3 horas para uma placa com 96 amostras.

Para realizar a técnica precisa de uma pequena quantidade de produto de
PCR (x 3 a 5 yL) para uma satisfatoria interpretacao dos resultados. Ao contrario do
gel de eletroforese com agarose ou acrilamida que precisa de uma quantidade de
em torno de 10 a 15 pL para se alcancar o padrao de bandas visualmente desejado.

Como a técnica exige méao de obra especializada devido a complexidade de
manipulacdo dos equipamentos e softwares relacionados a tipagem, pode-se
considerar um fator limitante, apesar da rapidez no resultado e seguranca nos dados
obtidos.

Durante o periodo abrangido no presente trabalho os triatomineos
identificados em Salvador sdo da espécie Triatoma tibiamaculata. O trabalho de Italo
Sherlock e col realizado em 1970 também na cidade de Salvador, foram
identificados e examinados exemplares de triatomineos da espécie, P. megistus e T.
rubrofasciata, dos quais, 16% (96 triatomineos), estavam infectados pelo T. cruzi.

Em relacdo ao triatomineo da espécie Triatoma tibiamaculata que foram
encontrados em 99,35% dos exemplares analisados, sédo relatados em trabalhos
cientificos em areas de mata (SHERLOCK et al., 1974). Esse triatomineo tem como
habitat natural os ninhos de marsupiais e roedores e vem sendo considerada como
uma espécie em processo de domiciliacdo na cidade do Salvador (SHERLOCK et
al., 1974).

Os bairros onde foram coletados os triatomineos, possuem remanescentes de
mata e também estdo em expansdo urbana com bastante atividade imobiliaria,

podendo ser consideradas areas de transicao, extra e peridomicilio.
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O Triatoma tibiamaculata ja foi associado a transmisséo oral do T. cruzi por
alimentos infectados no Brasil e a ocorréncia de exemplares infectados desta
espécie no ambiente intradomiciliar na cidade de Salvador € fator de risco para a
transmissao da doenca de Chagas para a populacao local.

Em relagdo as linhagens; a linhagem T. cruzi | foi encontrado no presente
estudo infectando 32,4% dos Triatoma tibiamaculata e 30,4 % dos marsupiais,
sendo a segunda linhagem mais prevalente encontrada, podendo haver um
favorecimento do ciclo de transmisséo entre vetor e reservatorio nestes locais.

Geralmente esse tipo de linhagem € mais comum em espécies de
triatomineos silvestres como do género Rhodnius que sao os principais vetores da
Amazonia Brasileira. Na Venezuela e Colémbia o R. prolixus é o principal vetor de T.
cruzi | habitando os ambientes silvestre e domiciliar (DA SILVA VALENTE et al.,
1999; MARCILI et al., 2009)

A literatura descreve que a linhagem de T. cruzi |, estd associada ao ciclo de
transmissado silvestre, sendo encontrada em paises ao norte da Bacia Amazbdnica
como Colébmbia, México, Peru, Equador, Costa Rica e Venezuela, ligada diretamente
as infeccdes humanas destes paises (MILES et al., 1981; BOSSENO et al., 2002)

No Brasil mais precisamente no Nordeste brasileiro foi constatado um caso
cronico de infecgdo oral por T. cruzi | em um individuo (TEIXEIRA et al., 2006)

A linhagem de T. cruzi Il foi a mais prevalentes entre o Triatoma tibiamaculata
e marsupiais (59,4%) e (60,8%) respectivamente no presente trabalho, corroborando
com os achados de (YEO et al., 2005) que isolou essa linhagem de edentados e
marsupiais terrestres na regido da mata Atlantica. Em nossos achados o

aparecimento de T. cruzi Il foi predominante no ambiente silvestre.
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Essa linhagem esta associadas ao ciclo de transmissdo doméstica sendo
raramente encontrada no ciclo selvagem, entretanto sua origem ndo esta bem
esclarecida (MILES et al., 2009; ZINGALES et al., 2012)

Provavelmente, T. cruzi Il esté relacionado ao ciclo de transmissao domiciliar,
devido adaptacdo de algumas espécies de triatomineos como o T. infestans e P.
megistus ao domicilio sendo a linhagem predominantemente nos casos humanos da
regido Centro-Sul da América do Sul (FERNANDES et al., 1999)

Animais silvestres podem ser o hospedeiro primario dessa linhagem como foi
observado em estudos realizados na Mata Atlantica do Estado do Rio de Janeiro,
onde foi isolado linhagem de T. cruzi Il de triatomineos e reservatérios silvestre e
inoculados em primatas, havendo uma adaptacdo dessa linhagem nesses animais,
supondo-se que esses hospedeiros podem ser primarios dessa linhagem
(FERNANDES et al., 1999; LISBOA et al., 2004; LISBOA et al., 2006; LISBOA et al.,
2007)

Outros estudos realizados no Chaco paraguaio foram encontrados tatupeba
(Euphractus sexcinctus) naturalmente infectado com T. cruzi Il evidenciando que
essa linhagem pode ser encontrada em outros mamiferos selvagem (PINHO et al.,
2000).

Possivelmente a circulacdo de T. cruzi Il ja existia no ambiente silvestre até
antes mesmo da domiciliagdo dos triatomineos, foi encontrado evidéncias de 200
espécies de mamiferos silvestres no continente Americano infectando com essa
linhagem (BRENER, 1973).

Em relacdo as manifestacdes clinicas dessa linhagem, torna-se importante

destacar que esta intimamente relacionada a fase cronica da doenca, responsavel
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pelo aparecimento da forma grave cardiaca e/ou digestiva (megaestfago e
megacolon) da DC (ANONYMOUS, 1999; LAGES-SILVA et al., 2006).

A linhagem de T. cruzi Il é considerada um hibrido de T. cruzi | e T. cruzi Il
(WESTENBERGER et al., 2005). Apresenta ampla distribuicdo geogréfica e tem
como reservatorios animais terrestres como tatu, marsupiais e roedores (YEO et al.,
2005; CARDINAL et al., 2008; MARCILI et al., 2009);

Foi encontrada infectando humanos na Amazénia e no Sudeste brasileiro,
entretanto é raramente isolada em individuos (GAUNT; MILES, 2000; MARCILI et
al., 2009)

No Estado do Mato Grosso do Sul, (UMEZAWA et al., 2009) isolou essa
linhagem em cées corroborando com os achados no Paraguai e Argentina. Como o
T. cruzi lll foi encontrado em céaes, pode existir um risco transmissao da doenca de
Chagas a populacdo devido a proximidade desses animais nos domicilios
(BARNABE et al., 2001; CARDINAL et al., 2008).

Um ponto interessante em relacdo aos bairros, foi que em Brotas ndo houve
registro de triatomineos, entretanto, dentro os marsupiais analisados foram
encontrados infectados por T.cruzi. Esse fato pode ser explicado devido aos
marsupiais serem o reservatério natural do T. cruzi no ambiente silvestre, mantendo
o ciclo enzootico devido seus habitos, como por exemplo: o habito de comer insetos,
e por acidente, triatomineos infectados (PINHO et al., 2000). Um estudo mais
detalhado sobre os marsupiais de Salvador poderia gerar evidencias mais sucintas e
dados mais confiaveis.

Destacando a importancia epidemiolégica dessa linhagem, estudos em

animais domeésticos, como no caso dos cées, podem fornecer valores reais do risco
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de transmissdo da Doenca de Chagas, visto que o presente trabalho foi realizado
em animais silvestres.

Em relacdo as espécies de triatomineos que foram identificadas infectadas
pelo T. cruzi lll, (MARTINS et al., 2008) encontraram P. geniculatus e T. rubrovaria .
Em Salvador, o T. cruzi Ill foi encontrado em apenas 1%, na espécie Triatoma
tibiamaculata.

Os dados obtidos na tipagem molecular das cepas isoladas em Salvador
demonstrou maior prevaléncia do T. cruzi Il em seguida do T. cruzi | nos vetores e
reservatorios avaliados. A presenca de triatomineos e marsupiais infectados, co-
habitando e albergando diversas linhagens do T. cruzi em areas de ocupacéo
urbana é razdo de alerta para os 6rgdos de vigilancia em Saude Publica locais,

devido a sua importancia epidemioldgica.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O processo de tipagem das linhagens de T. cruzi pela eletroforese capilar
dentro do sistema apresentado se mostrou util, simplificando o processo de
interpretacdo dos resultados.

A linhagem predominante na cidade de Salvador foi Tcll tanto nos
triatomineos e marsupiais analisados no presente trabalho.

Devido a importancia epidemiolégica da Doenca de Chagas, a técnica de
biologia molecular utilizando como ferramenta a eletroforese capilar, podem ser
utilizadas devido a sua sensibilidade, rapidez da analise para a tipagem das
linhagens de T.cruzi, tendo como ponto de partida os exemplares de triatomineos e
0s animais silvestres do presente trabalho, podendo ser utilizada para a identificacao

de linhagens de outros reservatoérios.
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