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PESQUISA DE Trypanosoma cruzi EM CAES E TRIATOMINEOS EM AREA RURAL DO
MUNICIPIO DE MOSSORO, RIO GRANDE DO NORTE

RESUMO

Acometendo o homem e diversos animais e ocorrendo, predominantemente, na zona rural, a
doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e tem 0s caes como 0S
principais reservatorios no ciclo doméstico da doenca. Dessa forma, objetivou-se pesquisar a
presenca e infeccdo por T. cruzi em triatomineos. E, paralelamente, pesquisar cées
sororreagentes aos antigenos de T. cruzi e analisar possiveis indicadores de risco para a infeccédo
em cées. A pesquisa foi realizada na area rural do municipio de Mossord, Nordeste do Brasil,
em 11 propriedades com histérico de captura de triatomineos. Foi realizada pesquisa
entomoldgica ativa com identificacdo dos insetos e pesquisa de T. cruzi utilizando as técnicas
de isolamento em cultura e Reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para 0 mapeamento dos
vetores foi utilizado software Quantum GIS 2.8.3. O diagnostico soroldgico canino foi realizado
utilizando Ensaio de imunoadsorcdo enzimatica (EIE) e Imunofluorescéncia indireta (IFI). Foi
confirmada a presenca de vetores em oito das 11 propriedades rurais do estudo. Foram
capturados 68 triatomineos, sendo 25 ninfas e 43 insetos adultos identificados como Triatoma
brasiliensis brasiliensis, Triatoma pseudomaculata, Rhodnius nasutus e Panstrongylus lutzi.
Todos os espécimes examinados (51 exemplares) foram negativos para infec¢do por T. cruzi
pela técnica de hemocultivo, e desses, 41,17% (21/51) foram positivos, especificado por
90,48% (19/21) ninfas e 9,52% (2/21) T. b. brasiliensis. Onze por cento (25/218) dos cées
avaliados foram sororreagentes em ambos 0s testes, mas ndo houve associacdo entre 0s cédes
soropositivos com a presenca e infeccdo por T. cruzi em triatomineos ou com fatores como
sexo, idade, funcéo, presenca de abrigo para os cées e contactantes. O mapeamento definiu as
areas de maior risco de transmissdo vetorial do parasito. Dessa forma, confirmou-se presenca
de espécies vetores de DC na area rural do municipio de Mossoré, destacando-se a espécie T.
b. brasiliensis como vetor potencial do parasito na regido. Portanto, na area estudada, a
manutencdo do ciclo da doenca por transmissdo vetorial é clara e possivel, uma vez que, ha
vetores e reservatorios domésticos infectados em area domiciliar, potencializando o risco de

transmissao aos seres humanos

Palavras-chave: Doenca de Chagas, vigilancia epidemioldgica, vetor, reservatorio domestico.



ABSTRACT

Affecting humans and various animals and occurring predominantly in rural areas, Chagas
disease (CD) is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and has dogs as the main reservoirs
in the domestic cycle of the disease. Thus, it aimed to investigate the presence and T. cruzi
infection in triatomine. And, in parallel, to seek dogs seropositive to T. cruzi antigens and
analyze possible risk factors for infection in dogs. The survey was conducted in the rural area
of the municipality of Mossord, Northeast Brazil, in 11 propriedades with triatomine capture
history. Was performed active entomological research and identification of insects and T. cruzi
research using the techniques of isolation in culture and polymerase chain reaction (PCR). For
the mapping of vectors was used Quantum GIS 2.8.3 software. Was performed serological
diagnosis canine using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and indirect
immunofluorescence (1IF). Was confirmed the presence of vectors in eight of the 11 property
in the study. Were captured 68 insects, 25 nymphs and 43 adult insects identified as Triatoma
brasiliensis brasiliensis, Triatoma pseudomaculata, Rhodnius nasutus and Panstrongilus lutzi.
All examined specimens (51 specimens) were negative for T. cruzi infection by isolation
technique in culture, and of these, 41.17% (21/51) were positive, specified by 90.48% (19/21)
nymphs and 9 52% (2/21) T. b. brasiliensis. Eleven percent (25/218) of evaluated dogs were
seropositive in both tests, but there was no association between seropositive dogs with the
presence and T. cruzi infection in triatomine or factors such as gender, age, function, presence
of shelter for dogs and contacts. The mapping identified the areas of greatest risk transmission
of the parasite. Thus, it was confirmed the presence of CD vector species in the rural area of
the municipality of Mossoro, highlighting the species T. b. brasiliensis as potential vector of
the parasite in the region. Therefore, in the study area, the maintenance cycle of disease
transmission vector is clear and possible, since there are vectors and reservoirs infected

domestic in the home area, increasing the risk of transmission to humans.

Keywords: Chagas disease, epidemiological surveillance, vector, domestic reservoir.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) € uma antropozoonose parasitaria causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1916; SOUZA et al.,, 2008). Essa doenca é transmitida,
principalmente, por insetos vetores conhecidos popularmente como barbeiros, pertencentes a
familia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) (RAMOS JUNIOR et al., 2009).

Atualmente, a DC é uma doenca negligenciada, endémica em 21 paises da América
Latina, embora, com a globalizacdo, casos ja tenham sido registrados na Europa e na Asia
(DNDI, 2015). No Brasil, de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, mais de um milhdo
de pessoas estdo infectadas, e cerca de 6 mil morrem anualmente (DEUS; STOBBAERTS,
2015), além disso, predominam o0s casos cronicos da doenca no pais (LOPES, 2015)
demonstrando que o controle de grandes endemias como a DC ainda constitui um grave desafio
na Saude Publica (DIAS, 2000).

Com relacdo aos vetores do parasito, os géneros Panstrongylus, Triatoma e Rhodnius
se destacam no Brasil (BRASIL, 2015; GALVAO, 2009). Os insetos apresentam ampla
distribuicdo espacial e potencial invasivo, facilitando sua adaptacdo a domicilios e areas
circundantes (ARGOLO et al., 2008). Porém, sua presenca pode ser facilitada também em
resposta a forma como a populacdo ocupa e explora o0 ambiente em que vive (GRIJALVA,
TERAN; DANGLES, 2014), logo, constantes alteracdes no meio natural provocadas por
atividades antropicas, principalmente em areas rurais, acarretam desequilibrios nos
ecossistemas levando a modificaces no comportamento dos insetos vetores que passam a
adentrar o ambiente domiciliar & procura de abrigo e alimento (BUSTAMANTE et al., 2014).

Dessa forma, as pessoas mais afetadas pela DC s&o as que vivem em ambientes com
caracteristicas predominantemente rurais (DIAS et al., 2000; DIAS et al., 2011; MARTINS,
1968; NOIREAU et al., 2005). Nesse contexto, o ciclo epidemioldgico do parasito em areas
rurais é representado pelos ciclos silvestre, doméstico e peridoméstico. Sendo o ciclo doméstico
de maior importancia epidemioldgica na transmissdo por permitir a manutencao da infec¢do em
seres humanos (DIAS et al., 2008). Desse modo, 0s animais domésticos, principalmente caes,
tém importante papel epidemiolégico podendo servir como um elo entre os ciclos doméstico e
silvestre de T. cruzi (PASCON et al., 2010; TOME et al., 2011).

Sendo assim, o céo é identificado como uma importante sentinela da doenga (PASCON
et al., 2010; TOME et al.,, 2011; GURTLER et al., 2014), tendo sido observado que em

residéncias com caes infectados o padrdo de soropositividade dos membros da residéncia é
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maior do que de pessoas que residem em casas cujos animais ndo estdo infectados (MOTT et
al., 1979; ALMEIDA et al., 2013). Logo, os cdes destacam-se como reservatorios do T. cruzi e
estdo diretamente relacionados com a maioria dos casos de infeccdo humana (GURTLER,;
CARDIAL 2015; MENDES et al., 2013; UMEZAWA et al., 2009).

Todavia, para uma melhor compreensdo da epidemiologia dessa doenca, ndo s6 a
infecgdo nos animais precisa ser estudada, como também a identificacdo dos insetos vetores. O
estudo dos vetores apresenta-se como uma medida essencial, por permitir entender aspectos da
sua biologia e comportamento em diferentes regides (ARGOLO et al., 2008, FERREIRA,;
SOUTO, 2013). Além disso, a pesquisa da infeccdo do vetor é crucial para avaliar o risco de
transmissdo para os seres humanos e seus animais domésticos (HERRERA et al., 2015). Uma
ferramenta que atualmente vem sendo usada no desenvolvimento de estudos epidemioldgicos
de doencas vetoriais € 0 mapeamento da distribuicdo dos seus vetores, a partir de sistemas de
informacdes geogréficas, permitindo identificar areas mais vulneraveis por intermédio da
observacao da distribuicdo espacial de situacdes de risco a ocorréncia desses insetos (PASSOS
etal., 2012).

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi realizar levantamento e mapeamento da
fauna e pesquisa da infeccdo por T. cruzi em triatomineos, além de avaliar sorologicamente a
presenca de anticorpos anti-T. cruzi em cdes domiciliados, em area rural do Nordeste do Brasil,

bem como analisar possiveis indicadores de risco para a infec¢do chagasica em caes.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 DEFINICAO DA DOENCA E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A doenca de Chagas (DC) é em uma antropozoonose que apresenta como agente
etiologico o protozoario hemoflagelado T. cruzi (Figura 1) (CHAGAS, 1916; SOUZA et al.,
2008), sendo transmitida principalmente atraves das fezes de insetos vetores da familia
Triatominae (Hemiptera: Reduviidae), conhecidos como barbeiros (RAMOS JUNIOR et al.,
2009; SANTANA, 2011). Um dos motivos mais relevantes para a transmissdo da doenca é o
comportamento que estes triatomineos tém de defecar durante ou logo ap6s a hematofagia,
sendo comum a deposicdo de suas fezes contaminadas com T. cruzi sobre a regido da picada
(TARTAROTTI et al., 2004).

Figura 1. Forma tripomastigota de Trypanosoma cruzi (seta) em esfregaco sanguineo para teste
parasitologico direto com sangue a fresco.

e
(Fonte: Ministério da Educacéo, 2006).

Atualmente, a DC é endémica em 21 paises da América Latina, como Honduras,
Nicardgua, Guatemala, Brasil, Colémbia, Paraguai, México e Bolivia, afetando entre seis e sete
milhdes de pessoas com 12.500 6bitos a cada ano (DNDI, 2015). No Brasil mais de um milhdo
de pessoas estdo infectadas, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, e cerca de 6 mil
morrem anualmente (DEUS; STOBBAERTS, 2015).

Segundo o Ministério da Saude, no Brasil predominam os casos crdnicos da doenca,
(LOPES, 2015) apesar dos surtos de DC aguda relacionados a ingestdo de alimentos
contaminados, como caldo de cana (GONTIJO; SANTOS, 2013) acai (BARBOSA et al., 2012;
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PASSOS et al., 2012; GONTIJO; SANTOS, 2013) e bacaba (DIAS, 2011; MENEGUETTI et
al., 2012) terem sido relatados nos Gltimos anos.

Ainda de acordo com o Programa de Controle da DC da Fundacdo Nacional de
Saude/Ministério da Salude, o Nordeste foi classificado como a segunda regido com maior
indice de contaminacdo (BARACHO, 2013), sendo o Norte a regido com a situacdo mais critica
no Pais (BRASIL, 2013). O Nordeste tem sua ocorréncia agravada também pelos altos indices
de infestacdo triatominica, sendo o vetor amplamente distribuido, nos Estados do Ceara
(COUTINHO etal., 2014), Paraiba (MENDES et al., 2013), Pernambuco (COSTA et al., 2011),
Rio Grande do Norte (BRITO et al., 2012) e Sergipe (LIMA et al., 2012) o que aumenta o risco
de contrair a infecgéo, visto que as formas habituais de transmisséo da DC sdo aquelas ligadas
diretamente ao vetor (LUNARDERLLI et al., 2007).

No que diz respeito ao estado do Rio Grande do Norte, houve aumento do nimero de
casos da regido no ano de 2011 para 2012, o que é agravado pelo registro de altos indices de
infestacdo do barbeiro, responsavel pela transmissdo da doencga, nos municipios na regido do
oeste, entre eles o municipio de Mossordé (SOUZA, 2012). O Estado esta entre os dezoito
estados considerados areas endémicas para DC no Brasil, e 0s municipios de Pau dos Ferros,
Mossoro e Caico sdo considerados areas endémicas no Rio Grande do Norte. De acordo com a
Secretaria de Estado da Salde Publica, estas areas sdo consideradas endémicas porque
apresentam condicGes ambientais propicias para a sobrevivéncia do vetor. S6 em 2011 foram
notificados 30 casos de DC no Rio Grande do Norte. Destes nimeros, oito casos estdo
registrados na Il Regional de Satde, em Mossord (BRASIL, 2012). No entanto, é importante
considerar que estes registros ndo revelam a incidéncia real, uma vez que, se referem a procura
dos individuos chagasicos por tratamento disponibilizado pelo 6rgdo publico regional e ndo ao

registro de casos como deveria ocorrer (SOUZA, 2012).

2.2 MECANISMOS DE TRANSMISSAO

As formas habituais de transmissdo da DC sdo aquelas ligadas diretamente ao vetor
(BRASIL, 2015; CUTRIM et al., 2010), na qual a infecgéo pelos insetos vetores ocorre durante
a succdo do sangue do hospedeiro vertebrado, e este ao realizar o repasto deposita suas fezes,
contendo o parasito, na lesdo da picada em um hospedeiro vertebrado (Figura 2) (GALVAO,
2009). Sendo importante destacar que as formas infectantes nao atravessam a pele integra, mas

0 proprio local da picada do inseto pode constituir a porta de entrada, bem como feridas ou

17



escoriagdes causadas pelo habito de cocar ou ainda as mucosas, sdo outros pontos favoraveis
para a invasdao (ARAGUAIA, 2015).

Figura 2. Ciclo do Trypanosoma cruzi em humanos e outros mamiferos.

Formas tripomastigotas
metaciclicas invadem células
hospedeiras no sitio de
inoculacao 3

N Tripomastigotas sanguineos
se difundem, através das
correntes sanguinea e
linfatica, infectando outras
células e novamente se
transformando em
amastigotas intracelulares

r

Apos penetrarem nas células,
os tripomastigotas se
transformam em amastigotas
e se multiplicam

,/S.A
// E;
Amastigotas intracelulares se
transformam em .
5 tripomastigotas e, com o ¢
rompimento das células,

entram nas correntes 4
sanguinea e linfatica

1. A transmissdo da infeccéo ocorre, principalmente, pela deposigéo de fezes do vetor sobre o0s tecidos
cuténeos e mucosas do homem e outros mamiferos; 2. O agente etiologico da doenca de Chagas,
o Trypanosoma cruzi, é um protozodrio flagelado cujas formas infectantes presentes nas fezes penetram
pelo sitio de inoculagdo; 3. Nos vertebrados, o T. cruzi circula no sangue e multiplica-se nos tecidos; 4.
Nos tecidos, o parasito se multiplica formando pseudocistos que se rompem levando a reagdo
inflamatdria e necrose. Alguns parasitos, sob a forma de tripomastigota, recirculam e voltam a se
localizar em outras células, reiniciando o ciclo; 5. Os pacientes podem evoluir para trés tipos principais
de doenca: A forma cardiaca, com miocardite crénica, insuficiéncia cardiaca e eventualmente morte
stbita, por arritmia cardiaca; A forma digestiva, com megaes6fago e megacolon e a forma mista com
cardiopatia e aumento exagerado do esdfago ou célon simultaneamente.
(Fonte: Argolo et al., 2008).

Varios fatores de risco podem influenciar na transmissao vetorial tais como: a presenca

de indicadores ambientais no peridomicilio que se assemelham aos encontrados em ecotopos
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artificiais, como galinheiros e cercas ou em amontoados de lenha e tijolos (LIMA et al., 2012),
a presenca de vegetacdo caracterizada pelas pastagens e vegetacdo nativa, facilitando a
aproximacdo do vetor a areas domiciliares (MAEDA et al., 2012; MENDES et al., 2013a;
DUMONTEIL et al., 2013), residéncias apresentando frestas e cavidades das falhas de reboco
(MENDES et al., 2013a; HOTEZ et al., 2014) e presenca de mamiferos reservatorios de T. cruzi
proximo as popula¢fes humanas (COURA, 2003; COUTINHO et al., 2014; SILVA et al.,
2010).

Existem também fatores de risco intrinsecos aos vetores como espécies de triatomineos
autoctones; idade do triatomineo (maiores taxas de infec¢des nos mais velhos), os indices de
infecgdo, o nimero de parasitos eliminados, o percentual de formas infectantes e sua capacidade
de penetracdo, a intensidade do prurido causado durante a picada e a capacidade de
domiciliacdo do triatomineo (COURA, 1988; COURA, 2007). A dinamica de transmissao de
T. cruzi ainda ndo é totalmente compreendida, na medida em que apresenta peculiaridades
regionais, que interferem na interagédo deste parasito com seus hospedeiros e vetores (CUTRIM
etal., 2010)

Entretanto, pode haver outras formas de transmissdo, como a transfusdao de sangue ou
6rgdos contaminados, que representam riscos de transmissdo minimos no Brasil, tendo sido
estimados entre trés e vinte ocorréncias no contexto de mais de 4 milhdes de transfusdes anuais
(DIAS, 2006). O controle dessa forma de transmisséo consiste na fiscalizagéo das unidades de
hemoterapia, para que se garanta a qualidade do sangue a ser transfundido através da triagem
soroldgica de todos os doadores, com, pelo menos, duas técnicas de alta sensibilidade (RAMOS
JUNIOR et al., 2009; BRASIL, 2012).

A transmissdo por via oral ocorre através da ingestdo, por mamiferos suscetiveis, de
vetores e reservatdrios infectados. No caso do homem, essa transmissao ocorre através de
alimentos contaminados com o parasito, principalmente a partir de triatomineos ou de suas
dejecdes (PASSOS et al., 2012; BARBOSA et al., 2012; GONTIJO; SANTOS, 2013) e, desde
2006, e considerada como potencial risco para a saude publica no Brasil. Os casos mais recentes
de transmisséo da DC por alimento, no Brasil, estdo relacionados ao consumo do suco de agai
fresco. Em 2007, 100 ocorréncias da doenca foram registradas no pais, todas na regido Norte
(PASSOS et al., 2012). Pode ocorrer, também, através da ingestdo de carne contaminada crua
ou mal cozida de animais decorrentes da caga (RAMOS JUNIOR et al., 2009; GONTINO;
SANTOS, 2013).
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Ademais, pode haver ainda transmissdo por via acidental em laborat6rio, em caso de
manipulacdo incorreta do agente etioldgico ou na auséncia de utilizagdo de equipamentos de
protecdo individual (AMORA, 2004) e, ainda, pela transmissdo congénita, que no Brasil oscila
em torno de 1%, ampliando-se esta propor¢do para 4% e até 12% em outros paises latino-
americanos. Sua incidéncia tende francamente a reducdo nas areas com controle vetorial e
transfusional implementados. Por exemplo, dados controlados em Minas Gerais, mostraram
prevaléncia acima de 30% em mulheres na década de 1950, baixando para 9% nos anos 1970 e
para menos de 1% em 2006. Atualmente, o inquérito nacional entre menores de 5 anos, com
mais de 100 mil amostras colhidas no Brasil, demonstrou taxa de infec¢do infantil abaixo de
0,02% (DIAS et al., 2011).

2.3 VETORES E SUA IMPORTANCIA NA MANUTENCAO DA DOENCA EM UMA
DETERMINADA AREA

Em geral, os triatomineos, vetores de T. cruzi, tem tamanho entre 2 e 3 cm, mas podem
variar de 0,5 a 4,5 cm. Sua cabeca é longa, os olhos salientes, as antenas implantadas nas laterais
da cabeca e o rostro fica dobrado sobre a mesma, sendo curto e reto, ndo ultrapassando o
primeiro par de pernas (Figura 3) (ARGOLO et al., 2008).

Figura 3. Exemplar de triatomineo da espécie Triatoma brasiliensis brasiliensis e vista lateral
da porcdo anterior de hemipteros hemat6fagos atraves de microscopia eletrdnica. A seta azul
indica a regido do pescoco e a seta vermelha, o apice do rostro.

—

(Fonte: Modificado de Lent e Wygodzinsky, 1979).
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Os géneros que mais se destacam no Brasil correspondem a Panstrongylus, Triatoma e
Rhodnius (BRASIL, 2015; GALVAO, 2009). J4 no Nordeste brasileiro, quatro espécies s&o as
mais importantes, em termos de importancia para a sadde publica: Panstrongylus megistus
(BRASIL, 2015; GURGEL-GONCALVES et al., 2012a), Triatoma. brasiliensis e Triatoma
pseudomaculata (BRASIL, 2015). Essas espécies sdo as mais importantes na regido da caatinga
brasileira, com ampla distribuicdo espacial, potencial invasivo e ocupando lugar na cadeia
doméstica, peridomiciliar e silvestre da DC (DIAS et al., 2000; SARQUIS et al., 2009).

S&o insetos de hematofagismo restrito, mas com ecletismo alimentar o que permite
melhor sobrevivéncia (TARTAROTTI et al.,, 2004). Esse fato facilitou sua adaptagdo a
domicilios e &reas circundantes (peridomicilio), em resposta as constantes alteracfes no
ambiente natural provocadas pelas atividades antropicas (ARGOLO et al., 2008). O homem,
ndo sé invadiu esses ecotopos, como também ofereceu abrigos propicios a instalagdo dos insetos
vetores (BUSTAMANTE et al., 2014) como exemplo, presenca de buracos e frestas na parede
das residéncias (HURTADO et al., 2014), a falta de reboco (SANDOVAL-RUIZ et al., 2014)
e a presenca de matéria organica e/ou entulhos no peridomicilio (CARNEIRO et al., 2001;
SAUNDERS et al., 2012).

Nesse sentido, destaca-se a importancia que a zona rural exerce no contexto da
transmissdo, considerando a destruicdo da vegetacdo nativa para a agricultura e degradacéo
ambiental, acarretando desequilibrios nos ecossistemas (ARGOLO et al., 2008). Além desses
fatores, nessas areas é comum a presenca de caracteristicas que permitem o alojamento e a
colonizacdo pelo vetor (DIAS, 2007), isso porque a maior parte da populacdo reside em casa
de méa qualidade e com escassez de politica publica para melhoria da higienizacdo (COSTA et
al., 2007).

Outro exemplo que predispde a persisténcia de focos de triatomineos nas areas rurais é
a presenca de galinheiros, currais, pocilgas (GASPE et al., 2013; LEVINE, 1973; SILVA et al.,
2012) conferindo uma grande importancia epidemioldgica da DC na regido, pois as instalacGes
utilizadas para os animais servem também de abrigo para os barbeiros e 0s animais como fontes
de alimento, além do acimulo de matéria organica que permite o desenvolvimento do barbeiro
(MENDES et al.,, 2008). Além disso, alguns triatomineos que apresentam habitos
exclusivamente silvestres, podem se alimentar nesses ecotopos artificiais que 0s associam ao
ambiente silvestre, passando a alimentar-se de hospedeiros peridomiciliares (STEINDEL et al.
1994) que podem também albergar o parasito (GURTLER et al., 2007). Dessa forma, uma
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espécie considerada exclusivamente silvestre pode tornar-se domiciliada se as condi¢des em
que vive forem alteradas (BRASIL, 2015).

A identificacdo desses insetos € importante para o controle da DC pelo fato de permitir
uma melhor andlise da epidemiologia da doenca, bem como entender aspectos da biologia do
vetor e assim direcionar da melhor maneira possivel as acdes de controle vetorial (ARGOLO
et al., 2008; FERREIRA; SOUTO, 2013).

2.4 PAPEL DO RESERVATORIO CANINO NO CICLO URBANO E RURAL DA DOENCA
DE CHAGAS

O parasito pode infectar o homem e mais de 150 espécies de mamiferos, entre eles, caes
(ALMEIDA et al., 2013; CANTILLO-BARRAZA et al., 2015; GURTLER; CARDINAL,
2015), gatos (ENRIQUEZ et al., 2014), marsupiais (CANTILLO-BARRAZA et al., 2015),
guaxinins (HANCOCK et al., 2005) e tatus (NELSON; COUTO, 2006). Contudo, no ciclo
domeéstico, observa-se o cdo identificado como o principal reservatorio do agente e uma
importante sentinela da DC em uma regido (CANTILLO-BARRAZA et al., 2015; PASCON et
al., 2010; TOME et al., 2011), sendo constatado que, em casas com cées infectados o padréo de
soropositividade dos membros da residéncia é maior do que de pessoas que residem em casas
cujos animais néo estéo infectados (ALMEIDA et al., 2013).

Normalmente a infec¢do natural de cées por T. cruzi se da pela transmissdo oral devido
ao habito desses animais lamberem o ponto irritado pela picada ou ingerirem os insetos vetores
(GURTLER et al., 2009).

Animais domésticos como os cdes, muitas vezes sdo criados soltos no peridomicilio e
devido a sua intima relacdo com o ser humano podem acabar transportando em seus pélos
triatomineos que podem se alojar no interior das residéncias encontrando condicdes ideais para
seu desenvolvimento e sobrevivéncia (BUSTAMANTE et al., 2014; HURTADO et al., 2014;
SAUNDERS et al., 2012). Em area rural, € comum também a préatica da caca pelos cédes aos
roedores ou animais silvestres, nesse caso comendo animais parasitados e tecidos infectados
(SOUZA et al., 2008). Dessa forma, esses cdes de caca funcionam como porta de entrada de
cepas silvestres de T. cruzi no habitat doméstico (ENRIQUEZ et al., 2014; RAMIREZ et al,
2013).

Portanto, esses animais sdo capazes de fazer a interseccao entre os ciclos doméstico e
silvestre do parasito (PASCON et al., 2010; TOME et al., 2011). A espécie canina é a Unica
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capaz de desenvolver alteragdes patoldgicas crbnicas semelhantes aquelas detectadas em
humanos o que permite que sobrevivam varios anos albergando o protozoéario (BARR et al.,
1995; GURTLER et al., 2007; SANTANA, 2011).

Na regido Nordeste, pesquisa desenvolvida em areas rurais do semiarido identificou a
participacdo do cdo como um potencial reservatorio no ciclo epidemiolégico do T. cruzi, com
uma prevaléncia soroldgica de 4,08% no municipio de Patos/PB em 2013 (MENDES et al.,
2013b). No Ceara, o inqueérito sorologico realizado em animais domiciliares e peridomiciliares
demonstrou que a proporc¢éo de infeccdo em cées, 38% era muito superior, quando comparada
a suinos, ovinos e gatos cujo percentual ndo passou de 6% (BEZERRA, 2013).

Com relagéo a zona urbana do municipio de Mossordé/RN em 2003 foi demonstrada uma
incidéncia de DC em cdes de 38% na area urbana (AMORA, 2004). Comparativamente em
2008 outro estudo evidenciou que essa incidéncia se manteve em niveis similares, 36%
(OLIVEIRA et al., 2009), sendo observada uma reducéo dessa incidéncia, em 2010, para 3,97%
(SILVA et al., 2011). Entretanto, apesar da redugdo na incidéncia da doenga, esses dados
demonstram a manutencao da transmissdo de DC em area urbana, incitando a necessidade de
conhecimento de prevaléncia e incidéncia mais precisas e atuais da doenca.

Dessa forma, o manejo dos animais domeésticos, por estarem mais proximos aos
humanos, deve ser levado em consideracdo para definicdo de area de risco da transmissdo da
DC (GURTLER; CARDINAL, 2015), pois conforme seu deslocamento é possivel determinar
0 grau de exposicdo desses animais ao ciclo de transmissédo e sua proximidade com o domicilio
(BEZERRA, 2013).

2.5 PREVENCAO E CONTROLE

Apesar do controle feito através de inseticidas (Figura 4), a melhor maneira de
minimizar as infestacfes e, consequentemente a ocorréncia da DC, ainda é a prevencdo
(ARGOLO et al., 2008) para isso é importante a participagdo comunitaria, permitindo alcancar
melhores resultados e evitar subnotificagdes, no entanto faz-se necessario que a populagéo saiba

reconhecer o triatomineo e seu papel na transmissao do T. cruzi (SOUZA, 2015).
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Figura 4. llustracdo de aplicacdo de inseticida piretroide para controle vetorial da doenca de
Chagas. O inseticida é aplicado em faixas verticais com 75 cm de largura. As faixas devem se sobrepor
em cinco centimetros. O inseticida é aplicado do teto ao assoalho, em movimentos de cima para baixo,
para completar uma faixa. Apés, € dado um passo para o lado e aplicar de baixo para cima, do piso para
0 teto.

—
e

T

(Fonte: Ministério da Saude, 1996)

Nesse contexto, a educacdo em saude deve ser incluida como um componente dos
programas de vigilancia, enfatizando-se a importancia dos triatomineos como transmissores da
DC; a melhoria das condic¢des dos domicilios (ABAD-FRANCH et al., 2011), principalmente
nas areas rurais, onde ainda existem grande numero de casas com construcao inacabada que
servem de abrigo para o triatomineo, e habitos de higiene da populacdo. Essas medidas
poderiam amenizar fatores favoraveis ao surgimento do vetor. Outra medida basica e ndo menos
importante, € o cuidado com os animais domésticos evitando a entrada desses nas casas e
mantendo seus abrigos livres de sujeiras e entulhos (ARGOLO et al., 2008).

Ainda sobre a educacdo em salde deve considerar o contexto social e cultural da
comunidade. Falha na vigilancia e/ou controle de doencas parasitarias muitas vezes ocorre
porgue a comunidade, mesmo tendo informagdes basicas e preventivas, ndo pratica as medidas
informadas (MORAES NETO et al., 2010). Porém, a utilizacdo de metodologias educacionais
adequadas favorece a transformacao do conhecimento em atitudes e préaticas preventivas pela
comunidade que, efetivamente, passa a colaborar na vigilancia e controle das doencas
(BRICENO-LEON, 1996; PEREIRA et al., 2012; REIS et al., 2006).

Para isso a comunidade precisa ter acesso a acdes especificas de comunicacdo e

educacdo em saude a longo prazo (ABAD-FRANCH et al.,, 2011), pois a vigilancia
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epidemiologica participativa e permanente constitui hoje o horizonte operacional para as
medidas de vigilancia e controle da doenca (AMARANTE, 2011). A promocdo a salde,
portanto, requer um conhecimento da populacdo, principalmente no que tange as medidas
direcionadas a prevencdo e controle de tal endemia (PEREIRA et al., 2012).

Dentro desse contexto, deve-se atentar para a importancia de politicas publicas de salde
efetivas direcionadas para o combate e controle da endemia e isso pode ser obtido através da
implementacao das acGes de profissionais que trabalham diretamente com a populacdo em risco
(COLOSIO et al., 2008), como por exemplo os agentes comunitarios de saude (ACS).
Entretanto, observa-se que ha falta de capacitacdo desses profissionais para trabalhar junto a
populacdo em relacdo a DC (SILVA et al., 2013) que, por sua vez, se agrava com o perceptivel
desinteresse por parte dos moradores em relacdo ao conhecimento sobre o controle de doencas
como a DC (FALAVIGNA-GUILHERME et al., 2002). Infelizmente, a falta de qualificacdo
do ACS € uma realidade nacional (BACHILLI et al., 2008; MARZARI et al., 2011), que
necessita ser superada, para que dessa forma os objetivos propostos pelas politicas publicas de
salide possam ser alcancados, principalmente em relacdo as doencas endémicas como a DC
(SILVA et al., 2013).

Além disso, outra forma de profilaxia fundamental é a melhoria habitacional em areas
endémicas. Essa acdo sO é recomendada nos casos em que as habitacfes tenham condicGes
fisicas que favorecam a colonizacdo de triatomineos associados a presenca de vetores
reconhecidamente colonizadores, aliados a dificuldade de éxito no controle desses vetores com
inseticida. Para o controle especifico de vetores que colonizam domicilios, o Ministério da

Saude adota algumas medidas, como utilizacdo de inseticidas de acéo residual (BRASIL, 2015).
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando que a DC é uma zoonose endémica no municipio de Mossord, Rio Grande
do Norte, a presente pesquisa se justifica pela necessidade de determinar o impacto da infeccéo
por T. cruzi em cdes e triatomineos no meio rural, sendo este ambiente considerado o de maior
risco, pois ha dificuldade para consolidagdo do controle vetorial nessas areas, agravada pela
presenca de caracteristicas que permitem o alojamento e a multiplicacdo do vetor. O
mapeamento das areas rurais de Mossoré com presenca de triatomineos e a definicao de fatores
de riscos presentes possibilitara a identificacdo de &reas mais vulneraveis a infeccdo pelo T.
cruzi permitindo assim a definicdo de estratégias de vigilancia epidemioldgica e entomoldgica
para controle efetivo da enfermidade. Outro beneficio serd o conhecimento do padrdo de
resposta dos cées a diferentes testes diagnosticos utilizados como diagndstico soroldgico para

futura aplicacdo em estudos epidemiolGgicos caninos para este agravo.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Caracterizar aspectos entomoldgicos e epidemioldgicos relacionados a doenca de
Chagas canina em &rea rural no Municipio de Mossoro, Rio Grande do Norte.

4.2 ESPECIFICOS

Confirmar a presenca e verificar a taxa de infec¢do natural por T. cruzi em triatomineos
capturados em éarea rural do Municipio de Mossoré com histérico de captura de triatomineos
entre os anos 2008 a 2012;

Classificar os principais géneros e espécies de triatomineos capturados em area rural do
Municipio de Mossoré com histérico de captura de triatomineos entre os anos 2008 a 2012;

Determinar a distribuicdo geografica de triatomineos nas propriedades rurais com
historico de captura de triatomineos entre os anos 2008 a 2012;

Pesquisar a presenca de anticorpos anti-T. cruzi em cdes domiciliados na area rural do
Municipio de Mossoro;

Investigar a relagdo entre a presenca e infecgdo por T. cruzi em triatomineos e a

soropositividade dos cdes domiciliados na area de estudo.
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5 METODOLOGIA

5.1 AREA DE ESTUDO
O trabalho foi desenvolvido no Municipio de Mossoro, estado do Rio Grande do Norte,

mais especificamente em 11 propriedades rurais (Figura 5) com registros de captura de
triatomineos, segundo dados da Secretaria Municipal de Vigilancia a Saude, sendo abaixo
elencadas: Assentamento Sussuarana, Sitio Umari, Sitio Sombra Grande, Assentamento
Melancias, Sitio Passagem de Oiticica, Assentamento Laginha, Sitio Canto da Farinha,

Assentamento Lorena, Sitio Barbadinho, Assentamento Espinheirinho e Assentamento

Passagem de Pedra.

Figura 5. Localizacdo das propriedades rurais do Municipio de Mossor6, Rio Grande do Norte
com historico de captura de triatomineos entre os anos de 2008 a 2012.
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5.2 PESQUISA ENTOMOLOGICA ATIVA

A pesquisa ativa consiste em um sistema estruturado de notificacdo, pela propria
populacdo, da presenca de triatomineos nas habitacbes e, com apoio institucional regular, é
considerado o método mais sensivel para o monitoramento de infestacdo domiciliar (BRASIL,
2014).

Dessa forma, para a pesquisa e coleta dos triatomineos nas residéncias, foi solicitada
autorizacgdo expressa do responsavel maior de 18 anos por meio da leitura e preenchimento de
um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE 01). Adicionalmente,
esclarecimentos sobre a cadeia epidemioldgica da doenca e a importancia de medidas pessoais
de prevencdo foram apresentados aos moradores de cada casa participante, além da
apresentacdo de exemplares de espécimes de triatomineos para facilitar o reconhecimento do
inseto e captura. Os moradores também foram orientados sobre os procedimentos adequados
para captura e receberam um frasco de polietileno contendo furos na tampa, para melhor
preservacdo dos insetos e etiqueta para identificacao.

Os triatomineos capturados no intra e peridomicilio, depois de devidamente
acondicionados e identificado o local de captura, eram encaminhados para Fundacdo Oswaldo

Cruz.

5.3 IDENTIFICAQAO DOS TRIATOMINEOS

A identificacdo das espécies de triatomineos adultos foi realizada no Laboratério de
Transmissores de Leishmanioses do Setor de Entomologia Médica e Forense do Instituto
Oswaldo Cruz seguindo os critérios taxonémicos de Lent e Wygodzinski (1979). Para isso
utilizou-se como critérios basicos, os caracteres morfologicos externos e cromaticos,
observados através da microscopia optica, aliados as informac@es da distribuicdo geogréafica.
Dessa forma, os caracteres morfoldgicos e morfométricos foram o ponto de partida para a

identificacdo dos exemplares machos e fémeas de triatomineos.

5.4 PESQUISA DE T. cruzi EM TRIATOMINEOS

Todos os espécimes de triatomineos capturados (adultos e ninfas) foram encaminhados
para o Laboratorio de Imunomodulagéo e Protozoologia do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-
RJ), para pesquisa de T. cruzi utilizando a técnica hemocultivo e PCR seguindo os critérios do

referido laboratério, conforme descrito a seguir:
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5.4.1 Hemocultivo

Para o isolamento dos parasitos 0s espécimes recebidos foram desinfetados
individualmente em solucdo de Hibitane® (Gluconato de clorohexedine a 5%, um sache de
10mL diluido em 1 litro de agua destilada) e, em seguida, submetidas a compressdo do abdome
para retirada do contetido da ampola retal, sob condic¢Ges assépticas. Parte desse conteudo foi
diluido em 3mL meio de cultura LIT (Liver Infusion Tryptose) suplementado com 10% de soro
fetal bovino e penicilina (10.000U/mL), semeado em tubos contendo meio de cultura NNN
(Novy MacNeal, e Nicolle) e mantidos e estufa incubadora B.O.D (FANEM, modelo 347) a 27
°C. As culturas foram examinadas semanalmente entre ldmina e laminula em microscopio de

luz modelo Axioplan 2 (Zeiss).

5.4.2 Extracdo de DNA

Parte do material obtido dos insetos foi processado também para detec¢do de KDNA dos
parasitos por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Para esse procedimento o contetdo intestinal dos insetos foi sedimentado por
centrifugacdo a 4.000 rpm por 10 minutos, lavados duas vezes com tampéao fosfato (PBS) pH
7,4 nas mesmas condicOes de centrifugacdo e o sedimento ressuspenso em tampéo de lise
contendo 50 mM de Tris-HCI pH 8,0; 50 mM de NaCl; 50 mM de EDTA e 1% de SDS. A essa
mistura foi adicionada Proteinase K (Sigma) numa concentragdo final de 100ug/mL e a
suspensdo incubada a 56 °C por duas horas. O DNA foi purificado utilizando fenol, seguido de
uma mistura cloroférmio alcool isoamilico (23:1). A seguir o DNA foi precipitado com
2volumes de etanol absoluto. A solucéo foi centrifugada a 13.000 rpm por 15 minutos. O DNA
extraido foi seco a temperatura ambiente e diluido em &gua ultrapura e estocada em freezer -20
°C até a realizacdo da PCR (SAMBROOK; RUSSELL, 2006)

5.4.3 Detecgdo de kDNA

As PCR foram realizadas com primers especificos para T. cruzi (5’
ASTCGGCTGATCGTTTTCGA 3’ ¢ 5 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA 3°). A reagéo foi
realizada em equipamento Step One Plus, utilizando um protocolo rapido que consistiu de 20
segundos a 95 °C seguindo de 40 ciclos com 3 segundos a 95 °C e 30 segundos a 60 °C. Como
controle negativo foi utilizada agua ultrapura e o controle positivo foi feito com DNA obtido

de cultura axénica de T. cruzi cepa Y. Os produtos amplificados foram submetidos a
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eletroforese em Gel de Agarose a 1,5% e corados com GelRed™ (Biotium), usando como
condutor de corrente elétrica o tampdo TBE 1x.

5.5 PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-T. cruzi EM CAES DOMICILIADOS

Nas mesmas residéncias onde houve a busca do vetor e foi identificada a presenca de
caes domiciliados, apos preenchimento do TCLE e autoriza¢do do responsavel pelo cdo, 0s
animais foram submetidos a contencéo fisica e, ap6s a antissepsia local com alcool iodado foi
coletado 5 mL de sangue por venopuncdo. Para obtencdo de soro os tubos foram submetidos a
uma inclinagdo de 45°, por duas horas sob refrigeracéo, a seguir foram centrifugados e 0s soros
obtidos acondicionados em tubos tipo eppendorf, devidamente identificados e submetidos a um
congelamento de —20 °C até o processamento das amostras para realizacdo dos testes
soroldgicos para pesquisa de anticorpos IgG anti-T. cruzi pelas técnicas de Imunoadsorgédo
Enzimaética (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay - ELISA) e Imunofluorescéncia Indireta
(IF1).0s cées também foram catalogados em fichas de identificacdo individual (APENDICE
02) buscando tracar um perfil desses animais.

Os testes soroldgicos foram conduzidos em parceria com o Laboratério de
Imunomodulacéo do Departamento de Protozoologia da FIOCRUZ-RJ, seguindo os critérios
do referido laboratorio.

O IFI foi realizado utilizando o Kit comercial IFI-Chagas Bio-Manguinhos (FIOCRUZ,
RJ, Brasil) adaptado segundo Camargo, 1966. Foram utilizadas laminas de imunofluorescéncia
com antigeno total de T. cruzi, confeccionadas no Laboratério de Biologia de
Tripanosomatideos do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ/RJ). Os soros foram diluidos
serialmente em uma proporcdo decrescente de 2x (1:10-1:320) em solugédo salina tamponada,
como triagem da reacdo e, imediatamente testadas para anticorpos anti-lgG para T. cruzi. As
reacOes foram reveladas usando-se um anti-anticorpo anti-cdo conjugado com isotianato de
fluoresceina (FITC — Sigma) e a leitura realizada em microscopio de luz ultravioleta. Havendo
positividade, o soro foi novamente diluido ate a Gltima diluicdo onde ainda se observava
fluorescéncia. Foram considerados positivos os titulos com fluorescéncia a partir da diluicdo
1:40, conforme sugerido pelo Ministério da Saude.

Para o ELISA utilizamos o Kit comercial EIE-Chagas BioManguinhos (Fiocruz , Rio
de Janeiro, Brasil), com exce¢do do anti-anticorpo que utilizou-se o anti-IgG de cdo conjugado
com peroxidase. As placas de poliestireno de 96 pocos sensibilizadas com antigeno total de T.

cruzi receberam amostras diluidas na concentragdo de 1/100, foi evidenciada a reacdo pela
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adicdo do cromogeno tetrametilbenzidina e a leitura realizada em espectrofotémetro a 450nm.
Os controles foram estabelecidos a partir de soros de cédes sabidamente infectados e ndo
infectados. Foram consideradas sororreagentes as amostras que apresentaram uma densidade
Optica maior que a linha de corte (cut-off) obtida em cada reacéo.

Foram consideradas amostras positivas aquelas cujos soros foram reagentes em ambos

0s testes sorologicos.

5.6 MAPEAMENTO DA AREA DE CAPTURA DE VETORES

Nas propriedades rurais submetidas ao estudo, com auxilio de um Sistema de
Posicionamento Global (GPS) - Garmim Etrex, foram obtidas as coordenadas geogréficas de
cada residéncia onde houve captura entomol6gica.As coordenadas obtidas foram convertidas
com projecdo UTM, DATUM WGS-84, e entdo foi confeccionado um mapa tematico da area
de estudo utilizado o software Quantum GIS 2.8.3 (BRASIL, 2015).

5.7 ANALISES DOS DADOS

Com a relacdo a captura dos triatomineos, os dados foram expressos em forma de
indicadores entomoldgicos, conforme preconiza o Ministério da Salde, sendo: indice de
infestacdo domiciliar (ID), taxa de colonizacdo (TC) e taxa de aglomeracéo (TA) (Quadro 1).

Quadro 1. Indicadores entomoldgicos e valores relativos para areas de captura de triatomineos
em areas em risco de transmissdo de DC no Municipio de Mossor6, Rio Grande do Norte.

ID=__ nudmero de UD positivas x 100
numero de casas pesquisadas
TC = numero de ninfas coletadas no intradomicilio x 100

ndmero de triatomineos coletados no intradomicilio
TA = numero de exemplares capturados x 100
ndmero de UD infestadas

O coeficiente Kappa (k) foi utilizado para avaliar a concordancia entre os testes, sendo
que para a obtencdo desse coeficiente, os resultados das amostras submetidas aos testes
soroldgicos foram organizados em uma tabela de contingéncia 2x2 (Tabela 1). Para determinar
a validade, adotou-se como padrdo ouro a tecnica de ELISA (ENRIQUEZ et al., 2013;
LAURICELLA etal., 1998; MORAIS et al., 2013).
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Tabela 1. Modelo de tabela de contingéncia para obtencao do coeficiente Kappa.
Testes ELISA

Positivo Negativo

Positivo VP(+,+)=@)  FP(+)=(b)
IFI
Negativo  FN (+,-) = (c) VN (-, -) = (d)

(Fonte: ANDRADE; ZICHER, 1997)

Ap0s a obtencgdo da tabela, foram utilizadas as formulas e valores citados por Andrade
e Zicher (1997) apresentados abaixo. Onde: K = indice de concordancia (Kappa), Po: propor¢ao

de concordancias observadas e Pe: proporcéo de concordancia esperada (Quadro 2).

Quadro 2. Formulas para Proporc¢édo de concordancia observada e concordancia esperada para

obtencéo do coeficiente Kappa a partir dos resultados obtidos na tabela de contingéncia.
a+d

" a+b+c+d

Pe={(a+b) (a+c)}+{(d+b)(d+c)}
(a+b+c+d)?

K:PO—Pe
1-Pe

Po: proporc¢éo de concordancias observadas; Pe: proporcéo de concordancia esperada; K = indice

de concordancia (Kappa).

A tabela 2 indica o tipo de concordancia a ser considerada a partir dos valores de Kappa

obtidos, segundo Andrade e Zicher (1997).

Tabela 2 - Relacdo entre os valores de Kappa encontrados e 0s respectivos tipos de

concordancia entre os testes analisados

Kappa Concordancia

<0,00 Ruim
0,00-0,20 Fraca
0,21-0,40 Sofrivel
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima

1,00 Perfeita

(Fonte: ANDRADE; ZICHER, 1997)

Os dados destinados a analise estatistica foram obtidos a partir da ficha de identificacdo

dos cées, resultados da sorologia das amostras de soro sanguineo dos cdes e da captura e

infeccdo de triatomineos vetores por T. cruzi. Dessa forma, essess dados foram digitados em

planilha eletrénica e transferidos para o software estatistico SPSS 21.0 (Statistical Package for
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the Social Sciences) sendo posteriormente codificados para realizacdo das analises. As variaveis
foram avaliadas, obtendo-se odds ratio (OR), intervalos de confianca de 95%, e significancia
determinada através do teste do Qui-Quadrado (x?) e exato de Fisher. Este Gltimo, por sua vez,
foi utilizado sempre que se verificassem valores com frequéncia esperada inferior a 5. Valores

de p<0,05 foram considerados significativos.

6 QUESTOES ETICAS

Os protocolos envolvendo seres humanos foram aprovados pelo Comité em Pesquisa da
Universidade Estadual do Rio Grande do Norte sob registro CAAE 23070214.2.0000.5294
(ANEXO 1). Os protocolos que envolvem manejo dos animais foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da UFERSA sob parecer 62/2012 - Proc. 23091.002190/2012-75
(ANEXO 2).
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Capitulo

INFECCAO NATURAL POR Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae)
EM TRIATOMINEOS E SOROPOSITIVIDADE DE CAES DE AREA RURAL E
ENDEMICA PARA DOENCA DE CHAGAS NO NORDESTE DO BRASIL

Journal of Medical Entomology, Qualis B1 para a area de Ciéncias Ambientais
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Resumo

A doenca de Chagas (DC) causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi tem os cdes domesticos
como principais reservatorios da doenca, ocorrendo, sobretudo em A&reas rurais com
caracteristicas favordveis a instalacdo e proliferacdo do vetor. Objetivou-se realizar um
levantamento e mapeamento da fauna e pesquisa da infec¢do por T. cruzi em triatomineos, além
de inquérito soroldgico para anticorpos anti-T. cruzi em cdes em area rural com historico de
captura de triatomineos no Nordeste do Brasil. Foi realizado pesquisa entomoldgica ativa e
identificacdo dos espécimes adultos através de chave dicotdmica para morfologia externa. A
pesquisa de infeccdo natural por T. cruzi nos insetos foi realizada por isolamento em cultivo e
PCR. A pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi em cdes utilizou os métodos ELISA e IFI. Foram
capturados 68 triatomineos, com predominancia da espécie Triatoma brasiliensis brasiliensis.
O mapeamento demostrou as areas de maior risco para transmissdo do parasito. Dos
triatomineos examinados (51 exemplares) 41,17% (21/51) foram positivos na PCR e todos
negativos no cultivo. No diagndéstico soroldgico, 11% (25/218) dos cées foram sororreagentes,
mas ndo houve associagdo entre o resultado da sorologia com a presenca e infeccdo por T. cruzi
nos triatomineos. O estudo demonstrou a circulacdo de T. cruzi na area estudada, pela presenca
de vetores e reservatorios domesticos naturalmente infectados. Assim, conclui-se que a &rea

rural estudada apresenta potencial risco de transmissdo de DC.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, vigilancia epidemioldgica, vetor, reservatério doméstico.
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A doenca de Chagas (DC) é uma antropozoonose causada pelo protozoério
Trypanosoma cruzi (Chagas 1916, Souza et al. 2008), essa doenca é considerada um problema
de salde publica com consequéncias diretas sobre a saude do homem e animais em diversos
paises (Borchhardt et al. 2010). O ciclo de vida do parasito inclui a passagem obrigatéria por
um hospedeiro mamifero e um invertebrado, sendo este parasito transmitido, principalmente,
através de triatomineos, insetos vetores da familia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae),
conhecidos como barbeiros (Reis et al. 2012). Esse mecanismo de transmissao vetorial ocorre
pela contaminacdo da pele ou mucosas pelas fezes contaminadas desses insetos hematdfagos
(Almeida et al. 2013).

As espécies de triatomineos responsaveis pela transmissdo de DC no Brasil apresentam
ampla distribuicdo espacial e potencial invasivo, facilitando sua adaptacdo a domicilios e areas
circundantes (Argolo et al., 2008). A presenca do vetor pode ser ainda facilitada em resposta a
forma como a populacdo ocupa e explora o ambiente em que vive (Grijalva; Teran; Dangles,
2014). AlteracBes constantes no meio natural provocadas por atividades antrdpicas,
principalmente em areas rurais, acarretam desequilibrios nos ecossistemas levando a
modificagdes no comportamento dos insetos vetores que passam a adentrar o ambiente
domiciliar a procura de abrigo e alimento (Bustamante et al., 2014).

Dessa forma, as pessoas mais afetadas pela DC séo as que vivem em ambientes com
caracteristicas predominantemente rurais (Dias et al., 2000; Dias et al., 2011; Martins, 1968;
Noireau et al., 2005). Nesse contexto, o ciclo doméstico do parasito em areas rurais é o de maior
importancia epidemiolégica na transmissdo da DC por permitir a manutencdo da infecgédo
humana (Dias et al., 2008). Desse modo, os animais domésticos, principalmente cdes, tem
importante papel epidemioldgico porque podem servir como um elo entre os ciclos doméstico
e silvestre de T. cruzi, além de serem identificados como importantes sentinelas da doenca
(Pascon et al., 2010; Tome et al., 2011; Pascon et al., 2010; Tome et al., 2011; Gurtler et al.,
2014). Em residéncias com cdes infectados o padrao de soropositividade dos moradores é maior
do que o observado em residéncias cujos animais ndo estdo infectados (Mott et al., 1979;
Almeida et al., 2013). Segundo alguns autores, os cdes destacam-se como reservatérios do T.
cruzi, estando e estdo diretamente relacionados com a maioria dos casos de infeccdo humana
(Gurtler; Cardial 2015; Mendes et al., 2013; Umezawa et al., 2009).

Todavia, para uma melhor compreensdo da epidemiologia dessa doenca, ndo sé a
infeccdo nos animais precisa ser estudada, como também se tém a identificacdo dos insetos

vetores como uma medida essencial, por permitir entender aspectos da biologia e
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comportamento dos vetores de cada regido (Argolo et al., 2008, Ferreira; Souto, 2013). Além
disso, a pesquisa da infec¢do do vetor € crucial para avaliar o risco de transmissdo da doenca
para humanos e animais domésticos (Herrera et al., 2015). Uma ferramenta que atualmente vem
sendo usada no desenvolvimento de estudos epidemioldgicos de doencas vetoriais € o
mapeamento da distribui¢do dos seus vetores, a partir de sistemas de informac6es geograficas,
permitindo identificar &reas mais vulnerdveis por intermédio da observacdo da distribuicdo
espacial de situacdes de risco a ocorréncia desses insetos (Passos et al., 2012).

Dessa forma, no presente estudo objetivou realizar o levantamento da fauna e pesquisa
da infeccdo por T. cruzi em triatomineos e anticorpos anti-T. cruzi em cdes em area rural do
Nordeste do Brasil, bem como mapear a distribuicdo desses vetores na area estudada e analisar

possiveis indicadores de risco para a infeccdo chagasica em caes.

Material e Métodos

Area de Estudo e Definicdo da Amostra

A pesquisa foi realizada na area rural do municipio de Mossord, situado no
interior do estado do Rio Grande do Norte, na mesorregido do Oeste Potiguar e microrregido
homénima, Regido Nordeste do Brasil. A éarea rural estudada equivale a 11 propriedades rurais
que apresentam histérico de captura de triatomineos entre os anos de 2008 a 2012, segundo 0
Departamento Municipal de Vigilancia a Saude do municipio.

Foram visitadas 279 residéncias das comunidades rurais no periodo de marco a julho de
2014, e nas residéncias cujos responsaveis aceitaram participar da pesquisa, foi solicitada a
leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelo morador
responsavel ou maior de 18 anos presente, autorizando a realizacdo dos procedimentos
metodoldgicos.

O projeto foi aprovado pelo Comité em Pesquisa da Universidade do Estado do Rio
Grande do Norte (CAAE 23070214.2.0000.5294) e pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (Parecer 62/2012 - Proc. 23091.002190/2012-
75).

Pesquisa Entomologica Ativa
A coleta entomolodgica consistiu em um sistema de notificacdo e coleta realizado pela

propria populacdo, sobre a presenga de triatomineos nas habitacdes, portanto esse meétodo
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permitiu realizar o monitoramento da infestacdo domiciliar através da colaboracdo da
comunidade local (Brasil 1980).

Antes do inicio das coletas foi apresentada populacdo exemplares de diferentes
espéecimes de triatomineos para facilitar o reconhecimento do inseto e sua captura. Além disso,
0s moradores foram orientados sobre os procedimentos adequados para a coleta. Nas
residéncias cujos responsaveis aceitaram participar da pesquisa foi entregue um frasco de

polietileno contendo furos na tampa, para melhor preservacao dos insetos.

Identificacéo dos Vetores

Os triatomineos, devidamente acondicionados, foram encaminhados para o Laboratdrio
de Transmissores de Leishmanioses do Setor de Entomologia Médica e Forense da Fundacgéo
Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ/RJ e identificados pela observacdo de seus caracteres

morfoldgicos externos, utilizando a chave dicotdmica segundo Lent & Wygodzinsky (1979).

Pesquisa da Infeccdo Natural por T. cruzi

Para a deteccdo de T. cruzi, os contetidos intestinais dos triatomineos obtidos por
compressdo abdominal foram diluidos em solugdo salina tamponada pH 7.0 e processados para
realizacdo das técnicas de isolamento do parasito em cultura e PCR, no Laboratério de
Imunomodulagdo e Protozoologia da FIOCRUZ/RJ.

Para o isolamento, o contetdo obtido foi semeado em tubos contendo meio de cultura
bifasico Novy-McNeal-Nicole (NNN) + Liver Infusion Tryptose (LIT) suplementado com 10%
de soro fetal bovino e penicilina (10.000U/mL). Os tubos foram mantidos em estufa incubadora
B.O.D. (FANEM, modelo 347) a 27 °C. As culturas foram examinadas semanalmente entre
lamina e laminula em microscépio de luz modelo Axioplan 2 (Zeiss®), por quatro meses para
verificacdo de positividade.

Para a deteccdo de DNA de T. cruzi, no momento da disseccdo dos insetos, aliquotas
das suspensdes fecais foram colocadas, individualmente, em tubos tipo “eppendorfs”,
armazenadas a -20 °C e, posteriormente, processadas para realizagdo da técnica de PCR. O
DNA foi extraido pela técnica fenol cloroférmio (Sambrook e Russell 2006) e em seguida
submetido a PCR com primers especificos para T. cruzi (5> ASTCGGCTGATCGTTTTCGA
3’ e 5> AATTCCTCCAAGCAGCGGATA 3°). A reacdo foi realizada em equipamento Step
One Plus, utilizando um protocolo rapido que consistiu de 20 segundos a 95 °C seguindo de 40

ciclos com 3 segundos a 95 °C e 30 segundos a 60 °C. Como controle negativo foi utilizada
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agua ultrapura e o controle positivo foi feito com DNA obtido de cultura axénica de T. cruzi
cepa Y. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em Gel de Agarose a 1,5%

e corados com GelRed™ (Biotium), usando como condutor de corrente elétrica o tampao TBE

1x.

Pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi em cdes domiciliados

Foram coletadas amostras de sangue de 218 cdes domiciliados provenientes de 135
residéncias em onze comunidades da area rural do Municipio de Mossord, RN. As amostras,
apos centrifugacdo para obtencdo do soro, foram armazenadas em tubos e acondicionadas a
temperatura de -20 °C até 0 momento da realiza¢do dos testes. Foram realizados os testes de
ensaio imunoenzimatico (ELISA) e imunofluorescéncia indireta (IFI) no Laboratério de
Imunomodulacéo e Protozoologia da FIOCRUZ/RJ.

Na pesquisa de anticorpos 1gG anti-T. cruzi por IFI foram utilizadas laminas de
imunofluorescéncia com antigeno total de T. cruzi, confeccionadas no Laboratério de Biologia
de Tripanosomatideos do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ/RJ). Soro canino, previamente
testado, sabidamente positivo e soros de cédes oriundos de area ndo endémica para a doenca
foram utilizados como controle positivo e controle negativo, respectivamente. Utilizou-se como
conjugado anti-IgG de cdo (FITC, Sigma™). A técnica foi realizada de acordo com Camargo
(1966). Foram considerados positivos soros com titulagdo <1:40.

Para o ELISA foi utilizado o kit comercial produzido por BioManguinhos, FIOCRUZ e
0 conjugado anti-IgG de cao (Peroxidase, Sigma™). Foram consideradas sororreagentes as
amostras que apresentaram uma densidade Optica (DO) maior que a linha de corte (cut-off)
obtida em cada reacao.

Conforme preconizado pela Organizacdo Mundial de Salde para o diagnostico da DC

humana foram consideradas positivas as amostras reagentes nos dois testes soroldgicos.

Anélise dos Dados

Os dados destinados a andlise estatistica foram obtidos a partir da ficha de identificacao
dos cdes, resultado da sorologia das amostras de sangues dos cdes e da presenca e infeccdo
natural por T. cruzi em triatomineos vetores.

Para validagéo dos testes soroldgicos, os resultados do teste IFI foram comparados com
0s de um teste padrdo e a andlise de concordancia foi baseada no coeficiente kappa (k)
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(Andrade; Zicher, 1997). Adotou-se como padrdo ouro a técnica ELISA (Enriquez et al., 2013;
Lauricella et al., 1998; Morais et al., 2013).

Os dados foram digitados em planilha eletrénica e foram transferidos para o software
estatistico Statistical Package for the Social Sciences versdo 21.0 sendo posteriormente
codificados para realizacdo das andlises. O resultado das varidveis foi contabilizado por
residéncia, obtendo-se odds ratio (OR), intervalos de confianca de 95%, e significancia
determinada através do teste do Qui-Quadrado (x?). Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.

Mapeamento das Areas de Captura de Triatomineos

A distribuicdo espacial dos triatomineos se deu a partir da obtencdo das coordenadas
geogréficas (latitude e longitude) dos locais de captura dos mesmos utilizando um Sistema de
posicionamento global (GPS) — Garmim Etrex no sistema Universal Transverso de Mercator
(UTM), usando 0 WGS-84 (ou SIRGAS 2000). Para elaboracdo do mapa tematico da area de
estudo foi utilizado o software livre Quantum GIS 2.8.3 (Brasil 2015).

Indicadores Entomoldgicos

Os indicadores entomoldgicos utilizados sdo expressos através do indice de infestacao
domiciliar (ID), taxa de colonizacdo (TC) (Brasil 1980) e taxa de aglomeracdo (TA) (Quadro
1), sendo este ultimo indicativo da concentracao de exemplares no domicilio (Silva et al. 2007).

Resultados

Foram visitadas 279 residéncias, nas quais foram capturados 68 espécimes de
triatomineos e coletado 218 amostras de sangue de cdes domiciliados.

Dos triatomineos capturados, 25 correspondiam a ninfas de estadio ndo determinado e
43 adultos, sendo identificados como: 69,76% (30/43) Triatoma brasiliensis brasiliensis (Neiva
1911), 23,25% (10/43) Triatoma pseudomaculata (Corréa e Espinola 1964), 4,65% (2/43)
Rhodnius nasutus (Stal 1859) e 2,32% (1/43) Panstrongylus lutzi (Neiva e Pinto 1923),
conforme demonstrado na tabela 1. Com relagdo a coleta dos triatomineos a Tabela 2 mostra 0s
locais onde, segundo os moradores, foram realizadas as capturas de vetores. Dos 68 espécimes

capturados, 51 (75%) estavam em condi¢des adequadas para obtengdo de conteudo intestinal
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para pesquisa de T. cruzi pelas técnicas de isolamento em cultura e PCR, sendo 24 exemplares
adultos de T. b. brasiliensis, um exemplar de T. pseudomaculata, um de R. nasutus e 25 ninfas.
As tentativas de isolamento de T. cruzi em cultura foram negativas em todos os espécimes de
triatomineos examinados, contudo, 41,17% (21/51) das amostras foram positivos pela PCR
(Figura 1).

O resultado dos testes soroldgicos dos caes domiciliados, mostra que foram avaliadas
218 amostras provenientes de 135 residéncias. Destas, 25 (11%) foram sororreagentes pelos
dois testes (ELISA e IFI). Na analise de concordancia o valor do indice kappa foi de 0,27 o que
traduz uma concordancia sofrivel entre os testes, segundo Andrade e Zicher (1997).

N&o foi observada associacédo entre o resultado soroldgico e a presenga e infecgdo por
T. cruzi em triatomineos (Tabela 3). O mesmo foi observado em relacéo a fatores como o sexo,
a idade, a funcdo, a presenca de abrigo para 0s cdes e 0s contactantes dos mesmos (Tabela 4).

Os vetores estavam distribuidos em oito das 11 propriedades rurais incluidas no estudo,
conforme pode ser evidenciado na figura 2.

Discussao

A transmissao da DC &, sem duavida, influenciada por fatores socioculturais, politicos,
econdmicos, ambientais e histdricos (Catala et al. 2004 e Ventura-Garcia et al. 2013). Portanto,
a ocorréncia dessa doenca reflete a forma como a populacdo ocupa e explora 0 ambiente em
que vive (Grijalva et al. 2014). Estudos apontam que o conhecimento sobre o vetor da DC em
area endémica é frequentemente pobre e isso implica em ineficacia de programas de intervencao
(Freitas et al. 2014, Maeda e Gurgel-Gongalves 2012, Sousa et al. 2011, Sousa 2015, Urioste-
Stone et al. 2015). Portanto, a atuacdo das equipes dos programas de controle nessas areas deve
ter foco em medidas preventivas e educativas adaptadas ao contexto local (Freitas et al. 2014),
esclarecendo a importancia do trabalho de captura e notificacdo no combate ao vetor para
controle da doenca (Villela et al. 2009).

As espécies encontradas no presente estudo encontram-se também distribuidas em
outros estados do Brasil (Argolo et al. 2008, Costa et al. 2011, Gurgel-Gongalves et al. 2010),
mas a regido nordeste do Brasil é considerada o epicentro de disperséo de T. brasiliensis e de
T. pseudomaculata (Rocha et al. 2007). J& a distribuicdo geogréafica de R. nasutus e P. lutz é
restrita para algumas regi6es do Nordeste do pais, sendo R. nasutus frequentemente capturado

no peridomicilio de residéncias (Vasconcelos 2013). Enquanto P. lutz ocorre comumente no
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ambiente doméstico e silvestre (Silva et al. 2012), sendo apontada por fazer intersecao entre 0s
ciclos de transmissdo silvestres e domeésticos do parasito (Martins et al. 2015).

Estudos demonstram que T. brasiliensis € o vetor de T. cruzi mais importante na regiao
nordeste do Brasil, com elevados indices de infeccédo (Costa et al. 2011, Coutinho et al. 2014 e
Valenca-Barbosa et al. 2014). Esse fato estd atribuido & adaptabilidade dessa espécie as
condigOes de temperatura e umidade da regido Nordeste, caracterizando um clima quente e
seco, com chuvas em poucos meses no ano (Souza et al. 2015). Essa espécie de triatomineo
apresenta alta adaptabilidade ao habitat humano, sendo classificado como espécie domestica
pela presenca domiciliar de adultos e ninfas, ovos e exdvias, tendo ainda ampla distribuicéo
geogréfica no Brasil (Waleckx et al. 2015b), corroborando com o presente estudo, no qual
observou a presenca intradomiciliar e peridomiciliar da mesma espécie. Como espécie
domeéstica compreende-se que a adaptabilidade dessa espécie a area domiciliar pode também
restringir sua fonte alimentar as espécies domésticas ou de producéo presentes no peridomicilio
e animais sinantrépicos (Waleckx et al., 2015b). Portanto, a infecgdo por T. cruzi nessa espécie
de vetor pode ser determinante para o estabelecimento da infeccdo em seres humanos e animais
domeésticos.

Triatoma pseudomaculata, por sua vez, também registrado nas capturas deste estudo
apresenta grande importancia para a vigilancia epidemioldgica da doenca, sendo a espécie mais
frequente, apds T. brasiliensis (Gurgel-Gongalves et al. 2010, Mendes et al. 2013). Essa espécie
costuma abrigar-se em telhados e outros locais da residéncia que recebem mais sol (Coutinho
et al. 2014) estando bem adaptado as altas temperaturas observadas na regido estudada,
tornando essas areas mais vulneraveis a transmissdo do T. cruzi (Vinhaes et al. 2014). Vale
ressaltar que conforme constatado pelo presente estudo, a espécie foi capturada no
intradomicilio e em ecotopos artificiais presentes no peridomicilio, como galinheiros, cercas
e/ou em amontoados de lenha e tijolos, corroborando com dados mostrados por Lima et al.,
2012.

No que diz respeito aos testes para deteccdo de T. cruzi em triatomineos o resultado
negativo expresso pelo isolamento em cultura pode estar associado a auséncia de parasitos
viaveis nas amostras inoculadas, estando esse fato diretamente ligado a dificuldade de
manipulacdo e morte de triatomineos (Bezerra e Neto 2010), ainda, pode estar associada a
contaminacdo do meio de cultura inibindo o crescimento do parasito (Braz et al. 2013) e outra
possibilidade é que algumas cepas de T. cruzi tenham um crescimento fastidioso em cultura

(Castro et al. 2002). Contudo, a infeccéo dos triatomineos ainda foi confirmada pela deteccéo
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de DNA do parasito pela PCR em 41,17% das amostras analisadas, logo podemos inferir que o
uso isolado da técnica de isolamento em cultura para investigacdo da presenca de T. cruzi em
amostras provenientes do trato intestinal de triatomineos ndo é recomendado.

Contudo, o resultado da taxa de infeccdo natural de triatomineos obtido na técnica
molecular nessa pesquisa foi relativamente baixo quando comparado a outras areas endémicas,
como na Colémbia, onde em estudo realizado na area rural de dois municipios foram capturados
116 triatomineos da espécie Triatoma maculata e 71,6% deles estavam infectados (Cantillo-
Barraza et al. 2015). Ja nos Estados Unidos, 78% das amostras de triatomineos correspondentes
as espécies Triatoma gerstaeckeri, Triatoma indictiva, Triatoma protracta e Triatoma
sanguisuga estavam infectadas por T. cruzi (Kjos et al. 2013) e em ambos estudos, na analise
de fonte alimentar dos vetores, foi detectado ampla gama de espécies animais hospedeiras
silvestres e domésticos e também seres humanos.

A variacdo no percentual da taxa de infecdo por T. cruzi do presente estudo pode estar
associado ao vetor predominante em cada regido, uma vez que, cada género de triatomineo
possui preferéncia a determinados ecotopos naturais ou mesmo artificiais (Coutinho 2010,
Coutinho et al. 2014) que podem torna-los mais susceptiveis a infec¢do. Por exemplo, Coutinho
et al. (2014) observaram que h&a maior infeccdo natural por T. cruzi em triatomineos abrigados
em pilhas de madeira, pois esses locais funcionam como tocas de pequenos animais, como
roedores e marsupiais que sao reservatdrios silvestres de T. cruzi. Esses animais, por sua vez,
apresentam alta capacidade de contaminar o vetor quando estdo infectados (Peterson et al.
2015), enquanto cdes, gatos e seres humanos exibem infecciosidade muito menor ao triatomineo
(Enriquez et al. 2014).

Com relacdo ao diagnostico da DC canina, o presente estudo optou utilizar testes
soroldgicos, pois, apesar da infecgdo primaria por T. cruzi incluir uma fase inicial com alta
parasitemia, essa fase dura curto periodo de tempo (Balan et al. 2011, Lauricella et al. 1996),
ao passo que os anticorpos para T. cruzi persistem por longos periodos a niveis detectaveis
(Enriquez et al. 2014, Gdrtler et al. 2007). Todavia, atualmente, nenhum dos testes soroldgicos
é considerado como padrao ouro para esta enfermidade (Castillo-Neyra et al. 2015, Enriquez et
al. 2013), portanto a utilizacdo de duas técnicas na busca de um Unico diagnostico permite a
execucdo de uma sorologia confiavel (Sessa et al. 2002) sendo empregado no presente estudo
as técnicas ELISA e IFI. A variacdo na concordancia entre os testes sorologicos pode ocorrer
pela incidéncia de reatividade entre tripanossomatideos intimamente relacionados, tais como

Trypanosoma rangeli e Leishmania sp. (Matos et al. 2015, Morais et al. 2013, Nieto et al. 2009,
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Umezawa et al. 2009) ou por outros fatores associados ao estado de saiide dos cdes, como a ma
nutricdo ou imunossupressdo que pode refletir diretamente na titulagdo de anticorpos
inespecificos (Balan et al., 2011).

Dessa forma, a soropositividade do presente estudo (11,46%) mostrou-se inferior a
encontrada em areas com a presenca de triatomineos vetores sabidamente infectados, como no
estudo de Cantillo-Barraza et al. (2015), citado anteriormente, que detectou 71,6% de cées
soropositivos através das técnicas ELISA e IFI e no estado do Ceard, Brasil, Bezerra et al.,
(2014) observaram 38% de positividade pelos mesmos testes. Enquanto resultados semelhantes
ao desse estudo foram observados no Peru, onde a soropositividade de cdes foi 12,3% pelas
técnicas ELISA e TESA-blot e o principal vetor apontado como potencial transmissor do
parasito na regido foi Triatoma infestans com taxa de infeccdo de 17,4% (Castillo-Neyra et al.,
2015) e na Costa Norte do Chile a soropositividade obtida foi 10,34% pela técnica de ELISA
com o vetor Mepraia gajardoi apresentando taxa de infeccdo 5,8% (Gonzalez et al., 2015). A
diferenca na soropositividade dos estudos pode estar associada a abundancia de determinadas
espécies de vetor em cada regido, baseado nas condicdes climaticas, ambientais e geograficas
ideais para sobrevivéncia e reproducao de cada espécie (Barbabosa-Pliego et al., 2011). Assim
sendo, a espécie de triatomineo, a prevaléncia de T. cruzi e comportamento do cdo podem
influenciar o risco de infecgéo para os cdes (Jimenez-Coello et al., 2010).

Os estudos mostram que a quantidade de caes soropositivos esteve proporcionalmente
maior em areas com elevada taxa de infecdo de triatomineos, demonstrando que vetores
domésticos e silvestres, utilizam o cdo como fonte alimentar, entretanto no presente estudo 0s
caes domésticos podem ndo ser hospedeiros reservatorios competentes, visto o percentual de
caes soropositivos frente a taxa de infecdo dos triatomineos. Na area estudada a falta de
supervisdo veterinaria, fornecimento de dieta mal balanceada e parasitismo é comum,
resultando em desnutri¢do cronica, anemia, principalmente em filhotes. Sendo assim, o indice
corporal do animal refletido pela salde e o estado nutricional poderia estar interferindo na
titulacdo de anticorpos apresentada (Enriquez et al. 2014, Petersen et al. 2001). Portanto, para
avalicdo do ciclo de T. cruzi em areas domiciliares é preciso considerar as diferentes condi¢es
sociais e econdémicas de cada regido. O indice de privagdo socioecondmica e o risco de infeccdo
estdo diretamente relacionados (Estrada-Franco et al. 2006, Fung et al. 2014).

No presente estudo ndo foi verificada associagdo entre presenca de cdes soropositivos e
presenca e infeccdo de triatomineos vetores. Entretanto, esses fatores ndo podem ser

descartados, pois se sabe que a domiciliacdo dos triatomineos e a circulacdo de T. cruzi entre
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humanos e animais domésticos e silvestres sdo determinantes para o estabelecimento da
infeccdo (Coura 2007). Todavia, a disponibilidade de hospedeiros domeésticos em domicilios
pode afetar diretamente na escolha da fonte alimentar do vetor, reduzindo as taxas de contato
humano-vetor e transmissdo do parasito (Gurtler et al. 2014).

Apesar da auséncia de associagéo relatada no presente estudo, nédo se deve desconsiderar
0 papel que estes animais exercem no ciclo de transmissédo da enfermidade, considerando sua
importancia como reservatorios e/ou hospedeiros de T. cruzi (Cantillo-Barraza et al. 2015,
Pascon et al. 2010, Tome et al. 2011) e sua presenca emareas endémicas para a doenca e 0
encontro de espécies vetores naturalmente infectados pelo T. cruzi.

A distribuicdo dos vetores observada no mapa (figura 2), possibilitou a observacéo da
distribuicdo espacial de areas de risco de infecdo por T. cruzi corroborando com Passos et al.
(2012). Contudo, a dindmica da localizacdo geografica dos insetos vetores (Rodriguero e Gorla
2004), demonstra que as espécies de triatomineos podem mudar a sua distribuicdo com
frequéncia, fazendo com que haja uma rotatividade de areas de risco para a transmissdo da
doenca (Costa et al. 2014, Garza et al. 2014). Fato este que se faz uma das preocupacdes mais
importantes sobre a transmissdo de DC. Esse tipo de estudo permite um importante resgate do
papel da atmosfera socioambiental na producéo e reproducéo da doenca e, em ultima anélise,
mediante seus resultados, permite capacitar os servi¢os de salde para o controle e a vigilancia
da doenca (Passos et al. 2012).

O mapeamento tem sido amplamente aplicado para compreender aspectos
epidemiolégicos sobre o vetor da DC, incluindo a caracterizacao das areas onde ha sua presenca
(Costa et al. 2014, Garza et al. 2014, Medone et al. 2015) e a relagéo entre sua distribuicéo e de
reservatorios (Gurgel-Gongalves et al. 2012, Mendes et al. 2013, Peterson et al. 2002). O que
reforca a importancia dos dados observados no presente estudo. Dessa forma, a disposicao
espacial dos triatomineos reafirma, em algumas propriedades rurais, a presenca do vetor da DC
conforme anteriormente observado pela Secretaria de Vigilancia e Saude local.

Com base no exposto, pode-se concluir que a area rural estudada apresenta potencial
risco de transmissao vetorial de DC, mediante a presenca de triatomineos vetores no ambiente
domiciliar, sendo essa situacdo favorecida pela confirmagéo de infeccdo natural por T. cruzi
nesses insetos e ainda pelo diagnostico de cdes sororreagentes nas areas. Ainda que ndo tenha
sido observada associagéo entre 0s caes sororreagentes e a presenca e infeccao de triatomineos
vetores assim como com caracteristicas inerentes ao cdo ou ao ambiente que vivia, na area

estudada, o ciclo doméstico da doenca é claro e possivel
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Esses resultados ressaltam a importancia do monitoramento e vigilancia epidemioldgica
da doenca, visto que a salde dos animais domésticos, principalmente cdes, pela sua intima
relacdo com os seres humanos, reflete a satde e o nivel de exposi¢do dos moradores locais ao
vetor. Portanto, a compreensdo da maneia pela qual os seres humanos, animais domésticos e
vetores interagem para promover a transmisséo de T. cruzi na &rea estudada ainda é necesséria
e util para direcionar o desenvolvimento de estratégias eficazes de prevencdo e controle da

doenca e, consequentemente, na reducédo da infeccdo humana nas areas avaliadas.
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Quadro 1. Indicadores entomoldgicos em areas em risco de transmissao de doenca de Chagas
no Municipio de Mossoro, Rio Grande do Norte.
ID =_ ndmero de UD positivas _ x 100
namero de casas pesquisadas
TC = numero de ninfas coletadas no intradomiciliox 100
numero de triatomineos coletados no intradomicilio
TA = numero de exemplares capturadosx 100
numero de UD infestadas
ID = Infestacdo domiciliar; TC = Taxa de colonizacdo; TA = Taxa de aglomeracéo.

Tabela 1. Pesquisa de T. cruzi e identificacdo de triatomineos, e pesquisa de anticorpos anti-T.
cruzi em cédes de comunidades rurais do Municipio de Mossord, Rio Grande do Norte.

N° de residéncias

Comunidades infestadas/ Espécies de triatomineos ~ N° de residéncias com
rurais Residéncias com identificadas cées/Residéncias com
triatomineos infectados caes sororreagentes
Assentamento
Sussuarana 6/0 Ninfa 28/6

Triatoma brasiliensis
brasiliensis

Triatoma pseudomaculata

Sitio Umari 2/1 Ninfa 2/0

T. b. brasiliensis

Sitio Sombra -

Grande 0/0 3/0
Assentamento

Melancias 4/1 Ninfa 4/0
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Passagem de

Oiticica

Assentamento

Laginha

Sitio Canto da

Farinha

Assentamento

Lorena

Sitio

Barbadinho

Assentamento

Espinheirinho

0/0

0/0

1/1

3/1

1/1

3/1

T. b. brasiliensis
T. pseudomaculata

Rhodnius nasutus

Ninfa

T. b. brasiliensis

Ninfa

Ninfa
T. b. brasiliensis

Panstrongylyus lutzi

0/0

1/0

1/0

17/1

3/0

32/6
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Assentamento

Passagem de

Pedra 3/0 T. b. brasiliensis 44/12

TOTAL 23/6 135/25

Tabela 2. Locais de captura de espécimes de triatomineos, segundo os moradores rurais, no
Municipio de Mossor6, Rio Grande do Norte.

Espécimes Local de captura
Triatoma brasiliensis brasiliensis Intradomicilar/Peridomiciliar
Triatoma pseudomaculata Intradomicilar/Peridomiciliar

Rhodnius nasutus Intradomiciliar

Panstrongylus lutzi Intradomiciliar

Tabela 3. Associacdo de soropositividade de cdes de area rural endémica para doenca de
Chagas com a presenca e infecdo por T. cruzi em triatomineos.

Cées soropositivos

Variavel Positivo OR 1C95%

p-valor
Negativo (%)

(%)

Presenca do vetor

sim 01 (4,0) 17 (15,6) 0,225
0,029 1,78 0,194
No 24 (96,0) 92 (84,4) 1

Infeccdo por T. cruzi no vetor

Sim 0(0,0) 03 (2,8) - - 1,0
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Nao

25 (100,0)

106 (97,2)

1

OR: Odds ratio; 1C95%: Intervalo de confianca a 95%.

Tabela 4. Associacdo de soropositividade de cdes de &rea rural endémica para doenca de
Chagas vetores e com 0 sexo, a idade, a funcdo, a presenca de abrigo e os contactantes dos cées.

Cées soropositivos

Variavel Positivo (%)  Negativo (%) OR 1C95% p-valor
Sexo
Fémea 15 (60,0) 46 (42,2) 2,05 0,84 —4,98 0,123
Macho 18 (72,0) 86 (78,9) 0688 025-184 0,631
Idade dos caes
Menos de 01 ano 01 (5,6) 09 (10,1) 1,66 0,09-30,08 1,0
01a05 16 (88,9) 65 (73,0) 3,69 0,45-30,07 0,294
Acima de 05 anos 01 (5,6) 15 (16,9) 1
Funcdo dos cdes
Companhia 13 (52,0) 37 (33,9) 2,10 0,87 -5,07 0,146
Vigia 13 (52,0) 67 (61,5) 0,67 0,28 -1,62 0,519
Caca 04 (16,0) 17 (15,6) 1,03 0,31-3,38 1,0
Possui abrigo
Sim 08 (32,0) 25 (22,9) 1,58 0,61- 4,09 0,489
N&o 17 (68,0) 84 (77,1) 1
Presenca de animais domésticos
Sim 22 (88,0) 78 (71,6) 2,91 0,814-10,44 0,147
Nao 03 (12,0) 31 (28,4) 1

Presenca de animais de producgéo
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Sim 13 (52,0 56 (51,4)

N&o 12 (48,0) 53 (48,6)
Presenca de animais silvestres

Sim 03 (12,0) 12 (11,0)

N3o 22 (88,0) 97 (89,0)

1,02 0,43-2,44

1

1,102 0,28-4,24

1

1,0

1,0

OR: Odds ratio; 1C95%: Intervalo de confianca a 95%.
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PM 3 4 5 7 8 9 10 11 12 14 15 16 17

Figura 1. Gel de Agarose 1,5% mostrando as bandas diagnésticas de 166 pb apoés
amplificacédo pela PCR de triatomineos. Os controles negativo e positivo estdo representados
pelos simbolos (-) e (+), respectivamente. As faixas numeradas representam amostras
positivas para presenca de kDNA de Trypanosoma cruzi.

Peso molecular: Marcador.
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Figura 2. Mapeamento das propriedades rurais do Municipio de Mossor0-RN com historico de captura de triatomineos entre os anos 2008 a 2012,
com destaque as propriedades onde houve captura entomologica ativa de triatomineos e infecdo por Trypanosoma cruzi nas mesmas.

UTM WGS 84 . . . .
Zona 24 Sul 5F Triatomincos infectados por Trypanosoma cruzi
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6 CONCLUSAO

Na éarea rural do municipio de Mossor6 com histérico de captura prévia de
triatomineos ainda ha presenca de espécies vetores da DC. Com destaque para a espécie
T. b. brasiliensis como vetor potencial da DC na regido, com aparente adaptabilidade ao
habitat humano tendo sido capturado no intra e peridomicilio.

Os exemplares de triatomineos capturados apresentaram alta taxa de infeccéo
natural por T. cruzi, principalmente para T. b. brasiliensis.

Com relacgéo aos cées, foi observado um numero reduzido de cées sororreagentes
nos testes soroldgicos, quando comparado a outras areas endémicas, sugerindo que 0s
caes domesticos podem ndo ser hospedeiros reservatdrios competentes na regiao, mas que
a presente positividade implica na manutencdo da doenca entre animais presentes em area
domiciliar, o que potencializa o risco de transmissao da doenca para seres humanos.

N&o houve associacdo entre 0s cées soropositivos com a presenca e infeccao de
triatomineos vetores e, tampouco com caracteristicas inerentes ao cdo ou ao ambiente que
vivia.

Com base no exposto pode-se afirmar que o risco da manutenc¢éo do ciclo da DC
é claro e possivel, uma vez que, os vetores e reservatorios domésticos infectados estdo

presentes compartilhando do mesmo ambiente que seres humanos.
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APENDICE 01 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Esclarecimentos
Este é um convite para vocé participar da pesquisa “Doenca de chagas canina e seus vetores:
soroprevaléncia e fatores de risco” que é coordenada pela Profa. Dra. Sthenia Santos Albano
Amora e que segue as recomendacdes da resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde e
suas complementares. Sua participagdo é voluntéria, o que significa que vocé podera desistir a
qualquer momento, retirando seu consentimento, sem que isso lhe traga nenhum prejuizo ou
penalidade.
Essa pesquisa procura contribuir para a prevencéo e controle da doenga de Chagas do municipio
de Mossord, Rio Grande do Norte. Caso decida aceitar o convite, vocé serd submetido (a) ao(s)
seguinte(s) procedimentos: sera aplicado um roteiro estruturado para caracteristicas ambientais e
realizada uma pesquisa entomoldgica. Vocé também sera convidado a participar de uma entrevista
através de um questionario semiestruturado e, sob permissao, sera obtida a amostra de sangue dos
caes da residéncia. Os riscos envolvidos com sua participacdo sdo: medo, desconforto ou
constrangimento, relacionados a aplicacdo do questionario, pesquisa entomoldgica na residéncia,
que serdo minimizados mediante as seguintes providéncias: esclarecimento sobre a finalidade da
pesquisa e necessidade de realizacdo dos procedimentos propostos; garantia de privacidade no
momento da aplicacdo do questionério e do sigilo de identidade pessoal e das informagdes obtidas.
Vocé terd os seguintes beneficios ao participar da pesquisa: ird colaborar e adquirird
conhecimentos sobre a prevencdo e o controle da doenca de Chagas rural em Mossor6, Rio
Grande do Norte.
Todas as informacdes sdo sigilosas e sigilosas e seu nome ndo serd identificado em nenhum
momento. Os dados serdo guardados em local seguro e a divulgacao dos resultados sera feita de
forma a ndo identificar os voluntarios. Se vocé tiver algum gasto que seja devido a sua
participacdo na pesquisa, vocé sera ressarcido, caso solicite.
Em qualguer momento, se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa,
vocé terd direito a indenizagéo.
Vocé ficard com uma clpia desse Termo e toda duvida que duvida que voce tiver a respeito desta
pesquisa, poderd perguntar diretamente para a Profa. Dra. Sthenia Santos Albano Amora, no
endereco abaixo citado ou pelo telefone: (84) 3317-8556.
Duvidas a respeito da ética dessa pesquisa poderdo ser questionadas ao Comité de Etica em
Pesquisa da UERN no endereco abaixo ou pelo telefone: (84) 3315- 2180.
Consentimento Livre e Esclarecido
Declaro que compreendi os objetivos desta pesquisa, como ela serd realizada, os riscos e
beneficios envolvidos e concordo em participar voluntariamente da pesquisa “Doenca de chagas
canina e seus vetores: soroprevaléncia e fatores de risco”.
Participante da pesquisa:

Pesquisador Responsavel:

Sthenia Santos Albano Amora.

Endereco profissional: Av. Francisco Mota, 572, Bairro Costa e Silva, fone: (84) 3317-8556.
Comité de Etica e Pesquisa: Antonio da Silva Neto, s/n — Aeroporto, fone: (84) 3315-2180.
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APENDICE 02 — Ficha de identificacio do c&o

IDENTIFICACAO DO CAO

Ficha n°
Nome: Pelagem
Idade: Sexo: ( ) Macho ( ) Fémea
Local/Comunidade:
Fatores
Funcéo: ( ) Vigia/guarda ( ) Caca ( ) Companhia
Onde dorme:
Presenca de abrigo: ( ) Sim ( ) Néo

Detalhar o abrigo

Contato com outros animais:
( ) Domésticos, quais:

( ) Silvestres, quais:
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Anexo 01 — Parecer de aprovacdo do Comité em Pesquisa da Universidade Estadual do

Rio Grande do Norte.
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DOENCA DE CHAGAS E SEUS VETORES: OCORRENCIA ESPACO-TEMPORAL E
CONHECIMENTO DA POPULACAD

Pesquisador: Sthenia Amora

Area Temitica:

Versao: 3

CAAE: 23070214.2.0000.5284

Instituigio Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO - UFERSA

Patrocinador Principal: Financiaments Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: §88.258
Data da Relatoria: 2Z7/05/2014

Apresentagio do Projeto:

Este trabalho apresenta grande relevancia, uma vez que pretende realizar um trabalho com infuito
preventivo e de controle da transmiss3o da doenca de Chagas no municipio de Mossaord, Rio Grande do
Morte. O trabalho serd desenvolvido em areas urbanas e rurais do municipio de Mossord, a partir de um
levamtamenio de dados realizadoe junto 3 Secretaria de Vigilancia, aonde vem ocomendo casos de DC efou
captura de friatomineos nos ditimos § anos. Fara tanto, serdo mapeadas areas de risco para a dosnga com
base no diagnostico formecido pela Secretaria para realizagio de estudo de indicadores ambientais,
entomoldgicos e busca ativa de tiatomineos nas residéncias para identificacdo taxondmica. Além disso,
sera aplicado um guestiondrio estruturado sos moradores das residéncias visitadas, contendo

perguntas sobre a DC e seus vetores, bem como a coleta de sangue de cies & gatos domiciliados que

possam existir nas residéncias para pesquisa sorologica de anticorpos anti-T. cruzi.

Endersgo: Rua Almino Afonson®. 478

Balrre:  Centro CEP: 59.607-380
UF: RN Municiplo:
Talefone: (54313152145 Fax: (8433152108 E-mall: cep@usm br; refodaeem.br
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Anexo 2 - Parecer de aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais da UFERSA.

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ANIMAIS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Parecer de Projeto Encaminhado A CEUA-UFERSA

Parecer N’ 62/2012 PROCESSO N° 23091.002190/2012-75
Data de Entrada: Aprovado: 26/06/2012

1. Pessoal Responsdvel:
Sthenia Santos Albano Améra

2. Titulo do Projeto:

Epidemiologia e controle da Doenga de Chagas canina e felina no Municipio de
Mossoro, Rio Grande do Norte.

3. Objetivo:
Contribuir para o monitoramento da doen¢a da Chagas canina e felina na cidade de
Mossoré, Rio Grande do Norte.

4. Consideragées:

O protocolo de procedtmentos esta devidamente preenchido e de acordo com as
especificagdes da Comissdo de Etica no Uso Animal da UFERSA - CEUA. O problema em
questdo tem relevancia cientifica. O protocolo experimental estd bem descriminado e
coerente. O numero experimental de animais estd coerente e os procedimentos
experimentais ndo incluem eutandsia ou procedimentos cirtirgicos. Durante o
desenvolvimento da pesquisa, os animais nédo serdo submetidos & estresse ou sofrimento.
Todo o procedimento de coleta de material biolégico e manipulagdo dos animais serd
realizado com acompanhamento técnico especializado e com o uso de material adequado.

5. Parecer final:
FAVORAVEL a aprovagéo do projeto /

) ; /" Mossoré, 26 de Junho de 2012,
/ /4 / 7 i / el

~ Prof. Carlos Campos Camam
Presidente do CE/A

BR 110 — Km 47 — Bairro Pres. Costa e Silva — Caixa Postal 137
CEP 59625-900 — Mossoré — RN — (84) 3315-1769 — Fax (84) 3315-1778
www.esam.br
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