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Resumo

A doenga de Chagas aguda (DCA) é endémica na Amazonia Brasileira sendo a via oral a
principal forma de transmissdo com surtos familiares ou multifamiliares. Esta via independe da
colonizagédo de triatomineos no domicilio e a ocorréncia é regular com média de 100 casos/ano e 5%
de Obitos. Apresenta distribuicdo espago-temporal bem definida, colocando a enfermidade como
emergéncia de importéncia em saude publica nos estados do Para, Amapa e Amazonas. A presencga
de mamiferos e triatomineos silvestres, infectados naturalmente com o Trypanosoma cruzi e habitando
distintos ecotopos terrestres e arbéreos, mantém um intenso ciclo enzoético em toda a Amazonia.
Perfis moleculares de linhagens de T. cruzi na regido estdo associados a hospedeiros mamiferos
(incluindo 0 homem), triatomineos, ecétopos e manifestagdes clinicas. Foram estudados quatro surtos
de DCA ocorridos nos Municipios de Barcarena, Belém e Cachoeira do Arari no Estado do Para e em
Santana, no Estado do Amapa e abordados os aspectos epidemioldgicos (parasitologico e soroldgico
manifestagdes clinicas, reservatorios e triatomineos silvestres associados aos surtos). Foi investigado
também em Sao Luis, Estado do Maranhéo, o ciclo domiciliar e silvestre do T. cruzi, porém sem a
ocorréncia de casos de DCA. O estudo incluiu também a genotipagem molecular de T. cruzi pelo gene
de mini-exon dos isolados (homem, mamiferos e triatomineos silvestres) associados aos diferentes
ciclos de transmissdo. O diagndstico parasitolégico foi confirmado em 63 pacientes com a seguinte
sensibilidade nos testes aplicados: 41,3% (26/63) pela gota espessa; 58,7% (37/63) no QBC®; 79,4%
(50/63) no xenodiagnostico e 61,9% (39/63) na hemocultura. A sorologia de 2648 pessoas por
hemaglutinagéo indireta (HAI) foi de 3,05% (81/2648) e imunofluorescéncia indireta IFI apresentaram
respectivamente resultados de e 2,49% (66/2648) para 1gG e 2,37 (63/2648) para IgM. Os resultados
em S&o Luis foram todos negativos. Foram capturados 24 mamiferos, 13 Didelphis marsupialis, 1
Marmosa cinerea, 5 Philander opossum, 3 Metachirus nudicaudatus, 1 Oryzomys macconnelli, 1
Oecomys bicolor e 433 R. rattus. A taxa de infecgé@o para T. cruzi foi de 7,14% (29/404). Um total de
3279 triatomineos foi capturado sendo: Triatoma rubrofasciata (n=3008), com taxa de infec¢éo (TI) de
30.46%, (39/128), Rhodnius robustus (n=137), com Tl de 76% (79/104), R. pictipes (n=94), Tl de 56,9%
(49/86%), E. mucronatus (n=6) e P. geniculatus (n=12) com Tl de 50% e as demais espécies sem
infeccdo R. neglectus (n=5) e P. lignarius (n=6). As palmeiras foram os principais ec6topos dos
triatomineos silvestres. O urucurizeiro (S. martiana) apresentava infestagéo de 47,41% (101/213) dos
triatomineos; o “inajazeiro” (Maximiliana regia) 35,21% (75/213); o “babagueiro” (Orbgnya. speciosa)
5,16% (11/213); o “dendezeiro” (Eleas melanoccoca) 1,87% (4/213) e a “bacabeira” (Oenocarpus
bacaba) 10,32% (22/213). Para a genotipagem foram obtidos 46 isolados de tripanossomas de origem
humana, 31 isolamentos de mamiferos silvestres e 74 amostras de triatomineos. Todos os isolados
foram caracterizados como da linhagem Tcl de T. cruzi. Todos os casos humanos no Para foram
caracterizados como positivos por exame parasitolégico. Nem todos os casos de Santana, Amapa,
apresentaram casos parasitolégicos positivos, pela demora do diagnéstico, mesmo assim estes foram
definidos como DCA. Exames como xenodiagnostico, hemocultura e o QBC® foram mais sensiveis do
que a gota espessa. A sorologia por HAI e IFI (IgG e IgM) tiveram excelente sensibilidade para detectar
os casos agudos em tempos distintos de infeccdo. O achado de mamiferos (D. marsupilais) e
triatomineos silvestres (R. pictipes e P. geniculatus) infectados com consideraveis taxas de infecgéo
para T. cruzi no entorno das residéncias dos pacientes sustentam a importancia destes hospedeiros
associados a transmissdo da DCA. Apesar de na Amazonia circularem varios genotipos de T. cruzi nos
diferentes hospedeiros, neste trabalho foi identificada somente a linhagem TCI de T. cruzi, a mais
predominante na Regido. Em S&o Luis, Maranhdo, embora sem registro de casos de DCA apresenta
um ciclo domiciliar associados ao rato doméstico e o triatomineo da espécie T. rubrofasciata, e um ciclo
silvestre mantido por didelfideos. Nos dois ciclos circulam a linhagem TCI de T. cruzi. Estudos com
marcadores de maior resolu¢do com isolados de T. cruzi regionais podem ajudar a esclarecer os ciclos
de transmissdo, as rotas de contaminacdo e os hospedeiros envolvidos em casos de DCA na
Amazoénia.
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Abstract

The acute Chagas disease (ACD) is endemic in the Brazilian Amazon, and its main
transmission route is oral, throughout family and multi-family outbreaks. This route is independent from
the colonization of triatomine bugs in dwellings and its occurrence is regular, with mean rates of 100
cases per year and a lethality rate of 5%. The disease has a well-defined spatio-temporal distribution,
which makes it a relevant public health concern in the states of Para, Amapa and Amazonas. The
existence of wild mammals and triatomine bugs naturally infected with Trypanosoma cruzi inhabiting
different terrestrial and arboreal ecotopes maintains an intense enzootic cycle all over the Amazon
region. Molecular profiles of T. Cruzi lineages in the region are associated with mammal reservoirs
(including humans), triatomine bugs, ecotopes and clinical manifestations. We analyzed four ACD
outbreaks in the municipalities of Barcarena, Belém and Cachoeira do Arari on Para State, and Santana
on Amapa State, based on epidemiologic features (laboratory, parasitological and serological
diagnoses, clinical manifestations and the reservoirs and wild triatomines related to the outbreaks). We
also investigated the domestic and wild transmission cycles of T. cruzi in S&o Luis on Maranh&o State,
without the occurrence of ACD cases. This study comprised molecular genotyping of T. cruzi on the
mini-exon gene of the isolates associated with both transmission cycles (humans, mammals and wild
triatomine vectors). Parasitological diagnosis was confirmed in 63 patients with the following sensitivity
rates: 41.3% (26/63) for the thick blood film method; 58.7% (37/63) for QBC®; 79.4% (50/63) for
xenodiagnosis; and 61.9% (39/63) for blood culture. The serological diagnosis of 2648 individuals by
indirect hemagglutination assay (IHA) was of 3.05% (81/2648), whereas the results of the indirect
immunofluorescence test (IIF) were 2.49% (66/2648) for IgG and 2.37% (63/2648) for IgM. All tests
carried out in Sao Luis were negative. A total of 24 mammals, 13 Didelphis marsupialis, 1 Marmosa
cinerea, 5 Philander opossum, 3 Metachirus nudicaudatus, 1 Oryzomys macconnelli, 1 Oecomys bicolor
and 433 R. rattus were captured. The infection rate for T. cruzi was of 7.14% (29/404). A total of 3279
triatomine bugs were captured: T. rubrofasciata (n=3008) and infection rate (IR) of 30.46%, (39/128)
and R. robustus (n=137) IR of 76% (79/104), R. pictipes (n=94), IR of 56.9% (49/86%) E. mucronatus
(n=6) and P. geniculatus (n=12) IR of 50% and the other non-infected species R. neglectus (n=5) and P.
lignarius (n=6). Palm trees were the main ecotopes for the wild triatomine bugs. S. martiana was
infested with 47.41% (101/213) of the triatomines; Maximiliana regia, 35,21% (75/213); Orbgnya
speciosa, 5.16% (11/213); Eleas melanoccoca), 1.87% (4/213); and Oenocarpus bacaba, 10.32%
(22/213). Genotyping was carried out using 46 isolates of trypanosomes obtained from humans, 31 from
wild mammals and 74 from samples of triatomine bugs. All isolates were characterized as belonging to
the Tcl lineage. All human cases in Para were characterized as positive by parasitological testing. Not
all the cases in Santana were tested positive because of the delay on diagnosis, but they were defined
as positive. Xenodiagnosis, blood culture and QBC® were more sensitive than the thick blood film.
Serological examinations by IHA and IIF (IgG and IgM) presented an optimal sensitivity to detect acute
cases in different moments of infection. Mammals (D. marsupialis) and wild triatomine bugs (R. pictipes
and P. geniculatus) infected with high infection rates of T. cruzi in the patients’ peridomicile area
account for the importance of these reservoirs in the transmission cycle of the ACD, and are associated
with its transmission. Even though several genotypes of T. cruzi circulate in the Amazon Region, only
the Tcl lineage was identified in the patients, mammals and triatomines investigated in this study. In Séo
Luis, in spite of these having no record of human cases of ACD, it has a domestic cycle associated with
the black rat and the triatomine bugs of the species T. rubrofasciata, as well as a sylvatic cycle
associated with didelphids. The Tcl cycles circulate in both cycles. Studies with isolates of local T. cruzi
using markers with a higher definition might help clarify the transmission cycles, transmission routes and
the reservoirs involved in cases of ACD in the Amazon Region.
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1. INTRODUGAO
1.1. AINFECCAO CHAGASICA NA AMAZONIA BRASILEIRA

Carlos Chagas descreveu em 1909, a enfermidade que mais tarde se tornaria um dos mais
seérios agravos a saude publica nas Américas. Estimava-se que até 1991, data que antecedeu as
campanhas dos paises do Cone Sul para controle do Triatoma infestans, existiam mais de 16 milhdes
de pessoas infectadas pelo Trypanosoma cruzi do México a Argentina, incluindo todos os paises da
América Central, com diferentes prevaléncias (UNDP/WORLD BANK/OMS, 1990). O Brasil detinha até
0 inicio dos anos 90, 40% dos casos de doenca de Chagas: e a area endémica brasileira, com
presenca de vetores epidemiologicamente importantes, estendia-se por mais de 2 milhdes de km?
(Schofield, 1994). Posteriormente, com as iniciativas para o controle de triatomineos domiciliares
implementadas pelos paises do Cone Sul da América do Sul, paises andinos e da América Central,
obteve-se uma reducgéo substancial da transmissao vetorial, apesar de prevaléncias e incidéncias ainda
altas em alguns paises. Atualmente, o nimero de infectados é estimado em cerca de 9 milhdes de
pessoas (Dias et al. 2002ab, 2008), Dias, 2006a; WHO, 2002; Moncayo, 1997, 2003; Schofield et al.,
2006; Coura, 2007; Moncayo & Silveira, 2009).

A dispersdo da doenga de Chagas no Brasil guarda relagdo direta com a presenga das
principais espécies de triatomineos domiciliares: Triatoma infestans (Klug, 1834), Triatoma sordida
(Stal, 1859), Triatoma brasiliensis (Neiva, 1911), Triatoma pseudomaculata (Correa & Espinola, 1964) e
Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835). Esses vetores estdo distribuidos em ambientes naturais
predominantes nas regides Umidas da Mata Atlantica e regides semiaridas do Cerrado e da Caatinga.
Regides semiaridas vém crescendo de maneira exponencial, devido a destrui¢do das matas primarias e
secundarias em areas da Mata Atlantica (Forattini, 1980; Malcolm, 1991; Silveira, 2000; Silveira et al.,
2002; Alves, 2007; Brasileiro, 2009).

Os principais elementos histéricos que podem justificar a domiciliagdo dos triatomineos
apontam para o esgotamento de sistemas ecoldgicos e perda de fertilidade do solo, que somados aos
criticos padrdes sociais, educacionais, habitacionais e nutricionais que caracterizam as condi¢bes de
grande parte da populagéo rural brasileira, contribuiram diretamente para a introdugéo e permanéncia
da doenga de Chagas, resultando em grandes areas endémicas. A Amazénia Brasileira, considerada
até o momento a Ultima fronteira para o processo de endemizacdo da doenga, ja apresenta em
algumas regides a maior parte das caracteristicas envolvidas nesse processo. Como o desmatamento
é seguido de dréstica redugdo da reserva de aves e mamiferos, fonte alimentar de primeira ordem para

os insetos hematofagos, pode facilitar a domiciliagdo dos triatomineos (Monteiro, 2000).
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Um fator adicional da Regido Amazdnica, que pode facilitar o estabelecimento dessa endemia,
é a ampla distribuicdo das espécies de triatomineos da tribo Rhodniini, a mais importante na Regiéo, e
de espécies do género Panstrongylus. Esses triatomineos tém sido encontrados em é&reas de
ocupagdo da Amazonia associados com diversas espécies de mamiferos terrestres e arboricolas em
diferentes ec6topos e nichos ecoldgicos. Algumas espécies ja tém sido apontadas como de potencial
importancia na transmissdo de T. cruzi do ambiente silvestre para o ambiente doméstico.
Panstrongylus geniculatus foi encontrado em areas ribeirinhas da Regido do Marajé no Para
associados com porcos domésticos (Valente V. et al., 1998). Triatoma maculata, apesar de habitar
preferencialmente ninhos de aves, portanto raramente encontrada infectado com T. cruzi, tem sido
reporado em nichos peridomésticos (Luitgards-Moura et al., 2005; Abad-Franch & Monteiro, 2007).

A exploragdo da Regido Amazodnica, desde as culturas de subsisténcia com abertura de
pequenos, porém numerosos, pastos e rogas, até a exploracdo em larga escala para extragéo de
madeira e agro-negdcio, tém promovido o desmatamento das coberturas vegetais originais e 0 avango
do homem sobre o habitat natural (Brasil, 2007). Esta pratica propicia o aparecimento de espagos
abertos, contribuindo para o desaparecimento progressivo dos animais silvestres, o que pode levar a
adaptacdo das espécies nativas de triatomineos ao ambiente humano e a permitir a sobrevivéncia de
espécies importadas de regides com ecotopos semelhantes (Shaw et al., 1969; Forattini, 1980;
Malcolm, 1991; Teixeira et al., 2001).

O controle da doenga de Chagas na Amazénia torna indispensavel um abrangente sistema
de vigildncia que permita a detec¢éo rapida de casos agudos e de qualquer indicio de domiciliagéo
de triatomineos endémicos na Regid@o. As possibilidades de sucesso do processo de colonizagdo
desses triatomineos s&o ainda pouco conhecidas e demandam estudos taxonémicos e
comportamentais das diferentes espécies de triatomineos a fim de investigar quais espécies teriam
maior potencial de se estabelecer nos ambientes peridoméstico e doméstico. Esses estudos poderao
aferir os fatores de riscos para as diferentes espécies, provaveis mecanismos de adaptagdo e
preferéncia por ecotopos € animais que podem servir como fonte de alimentagcdo. Esse
conhecimento é fundamental para que medidas de controle eficientes possam ser implementadas
antes que o processo de domiciliagdo de alguma espécie ocorra na Amazénia (Noireau et al., 2000;
Abad-Franch et al., 2009; Valente S. et al., 2009).

Os primeiros registros de infec¢do pelo T. cruzi na Amazénia Brasileira sdo de Carlos Chagas,
que descreveu a infeccdo em macacos Saimiri sciureus capturados no Estado do Pard (Chagas,
1924a; 1924b). Mais tarde, Ferreira & Deane (1938a) e Deane & Jansen (1939) ndo esta citado na
bibliografia identificaram um protozoério indistinguivel de T. cruzi em diversos mamiferos silvestres e

triatomineos. Rodrigues & Melo (1942) realizariam o primeiro inquérito hemo-parasitoscopico no bairro
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do Aurd, periferia de Belém, com resultados negativos para os 117 individuos examinados. Porém,
esse estudo detectou infec¢do por T. cruzi em um cdo doméstico, além de tamanduas, gambas, tatus,
iraras € morcegos. Em diversos estudos, Deane & Demasceno (1961b) e Deane L (1961a; 1964a;
1964b; 1967) encontraram tripanossomas morfologicamente semelhantes a T. cruzi em marsupiais e
morcegos capturados proximos de Belém e na rodovia Belém-Brasilia. Lainson et al. (1979)
encontraram diversos animais infectados por T. cruzi quando examinaram 1.171 mamiferos de 13
espécies no Para, com as maiores prevaléncias nos marsupiais (Didelphidae), porco-espinho (Coendou
sp.) e outros roedores, tatus (Dasypus novencinctus) e quatis (Nasua nasua).

No final dos anos setenta Miles et al. (1981a; 1981b), Pbvoa et al. (1984) com estudos
utilizando marcadores bioquimicos identificaram trés perfis distintos de T. cruzi, denominados
zimodemas (Z1, Z2 e Z3) que estavam associados com reservatorios, ecotopos e triatomineos. Assim,
0 Z1 fora relacionado com didelfideos de habitats arbéreos e triatomineos do género Rhodnius € o
zimodema 3 associado com tatus em ambientes terrestres e triatomineos do género Panstrongylus.
Estes autores referiram que Z1 e Z3 também infectavam eventualmente o homem na Amazoénia,
enquanto que Z2 era exclusivo de areas endémicas. Numa compilagao dos trabalhos ja realizados na
Regido, Coura et al. (2002b) concluiram que uma diversificada fauna de mamiferos, representadas por
centenas de espécies, atuam na enzootia e compondo diferentes ciclos de transmisséo do T. cruzi.

Apenas recentemente, reservatorios silvestres de T. cruzi na AmazoOnia passaram a ser
estudados com marcadores moleculares, caracterizando um grande numero de isolados de macacos,
marsupiais, roedores e morcegos em trabalhos que publicamos e sdo apresentados nos anexos 1 a 4
desta tese (Marcili et al., 2009a; 2009b; Valente S. et al., 2009; Pinto A et al., 2008).

O primeiro caso de doenca de Chagas na Amazonia ocorreu em 1940, na Guiana Francesa,
quando uma crianga de sete anos foi diagnosticada com a observagéo de formas amastigotas de T.
cruzi em material de pungdo do esterno (Floch & Tasqué, 1941). Nesse pais, outros casos autéctones
seriam registrados com infecgbes subclinicas além de raras infecgdes agudas com historia de cefaleia,
mialgia e febre prolongada (Floch & Camain, 1948).

Para detectar infecgdo chagasica na Regido Amazonica, Deane L (1963; 1964c) realizou as
primeiras pesquisas sorologicas em populagdes do Amapéa e Para, com resultados sempre negativos.
No Para, o trabalho foi realizado em Cachoeira do Arari, Marajo, e foi encontrado um individuo com
sorologia positiva (reagdo de Machado e Guerreiro) sem sinais clinicos e alteragdes
eletrocardiograficas e com exames parasitologicos negativos. Somente em 1968 os primeiros casos
agudos autoctones de doenga de Chagas na Amazonia Brasileira foram descritos na cidade de Belém,
em quatro individuos de uma mesma familia e domicilio (Shaw et al., 1969).
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Até o final da década de 80 foram descritos mais 18 casos agudos: sendo 6 no Paré (Lainson
et al., 1979; Silveira et al., 1979; Dérea et al., 1981; Rodrigues et al., 1985); 9 casos no Amapa
(Lacerda Jr. et al., 1974; Rodrigues et al., 1988); 1 caso no estado do Amazonas (Franga et al., 1980) e
1 caso no Estado do Acre (Barata et al., 1988).

Entre os anos de 1975 e 1980 foi realizado, pela extinta Superintendéncia de Campanha de
Salde Publica (SUCAM) do Ministério da Saude, o Inquérito Sorologico Nacional de Doenga de
Chagas (Camargo et al., 1984). Os percentuais de soro-prevaléncia para a doenga de Chagas
encontrados na Amazoénia Brasileira foram: 0% no Amapa, 0,3% em Roraima, 0,4% em Rond6nia,
0,6% no Pard, 1,9% no Amazonas e 2,4% no Acre. Estes nimeros, alguns considerados elevados,
levantaram hip6teses de reagdes cruzadas com outras doengas, especialmente leishmanioses (Afchain
et al., 1979; Lopes et al., 1981). Outra justificativa atribuia os casos de doenga de Chagas a migrantes
de areas endémicas estabelecidos na Regido que ja chegaram infectados (Pandolfo, 1994).

Inquéritos realizados em Barcelos, Estado do Amazonas, apresentaram indices elevados
(12,5%) de soro-prevaléncia para anticorpos anti-T. cruzi sem, contudo, observacao de formas clinicas
tipicas e confirmagdo por exames parasitologicos (Coura et al., 1994; 1995). Os autores aventaram a
possibilidade de baixa viruléncia e parasitemia das cepas circulantes, proporcionando uma infecgao
subclinica e de dificil detecgéo parasitologica. Posteriormente, os autores admitiram a possibilidade de
resultados falsos positivos e a necessidade de utilizagdo de outras técnicas sorolégicas da doenga de
Chagas nessa Regido. Novos inquéritos realizados nas regides do Médio e Alto Rio Negro com
métodos soroldgicos mais especificos revelaram prevaléncias mais baixas quando as amostras com
positividade foi de 6,3% confirmadas pelo teste de imunofluorescéncia indireta, 7,9% quando
detectadads pelo epi-ELISA e 6,9% pelos antigenos recombinantes CRA e FRA recELISA (Umezawa
et al. 1996; 2004). Outro estudo realizado na mesma Regido mostrou que Trypanosoma rangeli foi
responsavel por infecgdes em trés individuos com manifestagdes subclinicas (Coura et al.,1996).

Portanto, o diagnéstico soroldgico da doenga de Chagas realizado por métodos convencionais
apresenta problemas de sensibilidade e especificidade na Amazonia. Os resultados obtidos séo
conflitantes e, dentre os motivos sugeridos, estdo reagdes cruzadas com T. rangeli (falso positivo) e
baixos titulos de anticorpos (falso negativo), assim, dados soroldgicos da doenga nessa Regido devem
ser analisados com cautela (Camargo et al., 1984; Coura et al., 1995; 2002b; Junqueira, 2005).

A maioria dos casos de doenca de Chagas na Amazébnia foi diagnosticada na fase aguda,
sendo raros 0s casos crénicos comprovados, e pouco se sabe sobre a evolugao clinica dessa doenga
na Regido (Fraiha et al., 1995; Coura et al., 2002a; Valente V. et al., 2002; Dias et al., 2002a; Xavier et
al., 2006). De acordo com Teixeira et al., (2001) para cada caso agudo notificado, podem ser estimados
de 20 a 100 outros casos, 0 que potencializa a gravidade da doenga na Regido.
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Apesar de crescente 0 numero de casos agudos, os relatos dessa fase da doenga s&o
escassos na literatura regional. Assim, Pinto et al. (1993) descreveram um caso agudo pediatrico de
doenga de Chagas em Cachoeira do Arari, com intenso e prolongado quadro febril positivo na gota
espessa para T. cruzi. Posteriormente, Pinto et al. (2001) descreveriam o acometimento de formas
cardiacas graves de fase aguda em Abaetetuba, Para. Sindrome semelhante ocorreria novamente
entre pacientes de um surto em Cameta, também no Para, descrita por Pinto et al. (2004). Nos dois
surtos ocorreram 4 Obitos. Mais recentemente, Pinto et al. (2009), apresentaram o perfil clinico,
sorologico e epidemiolégico de 233 casos de fase aguda que apresentavam uma diversidade de
sintomas e estavam majoritariamente associados aos inumeros surtos regionais, sobretudo, dos estado
do Para e Amapa com caracteristicas de transmisséo pela via oral.

A endemicidade da doenga de Chagas na Regido Amazédnica, foi sugerida inicialmente por
Fraiha et al. (1995). E considerada por Coura (1990; 2007) como endémica e emergente na Regido
devido ao crescimento anual e a regularidade dos casos no nordeste do Para, sudeste do Amapa e
Amazonas, independente da domiciliagdo de vetores triatomineos. O reconhecimento desse quadro
endémico foi corroborado pelo Ministério da Saude atendendo as recomendagdes do Consenso
Brasileiro de Doenga de Chagas, que estabeleceu Programas Estaduais para conhecimento da
epidemiologia, vetores, reservatorios, meios de transmisséo e adogdo de medidas que proporcione
controle e notificagdo da doencga nesses Estados (Valente S. et al., 1999a; Brasil, 2005; Coura et al.,
2002a; Coura, 2007; Dias et al., 2002a; 2007).

Ha registros de pelo menos 363 casos de infec¢do chagasica cronica na Amazonia de acordo
com inquéritos regionais, além de 1.245 individuos com sorologia positiva e historia clinica compativel,
mas sem diagndstico confirmado (comunicagao pessoal, S.A.S. Valente, 2011) e (Coura et al., 1997).
No estado de Ronddnia, apesar da falta de registros oficiais de doenga de Chagas aguda (DCA),
levantamento feito por Drumond & Marcopito (2006) apontaram 3 6bitos por doenga de Chagas no
periodo de 1981 a 1998.

No recente inquérito sorolégico nacional realizado entre 2002 e 2007, sem contar com
amostras do Estado do Para, um total de 102.571 pessoas examinadas, apenas 30 menores
apresentaram sorologia positiva. Porém, esses menores eram oriundos dos estados de Minas Gerais,
Rio Grande do Sul, Bahia, Pernambuco, Ceara, Paraiba e Alagoas, sendo que as maes de 60% das
criancas eram também soropositivas sugerindo transmissao congénita. As pesquisas entomoldgicas
realizadas durante esse inquérito ndo detectaram triatomineos domiciliados, indicando a interrupgao da
transmissao vetorial por triatomineos domiciliares (Dias et al., 2007). Estes dados podriam mascarar a
real situacdo do Estado de maior importéncia na atual transmissdo da DCA no Brasil.
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Portanto, a doenca de Chagas na Regido Amazénica Brasileira vem sendo continuamente
descrita desde os primeiros registros de Shaw et al. (1969). Nos ultimos anos, houve um grande
aumento do nimero de casos na Regido atribuido principalmente aos surtos associados a via oral
(Valente S. et al., 1999b; 2009; Coura et al., 2002b; Xavier et al., 2006; Aguilar et al., 2007).

Na mais recente casuistica da Amazdnia, foram registrados 1.125 casos autoctones até
fevereiro de 2011 — 99,1 % deles diagnosticados em fase aguda — 24 fatais (letalidade de 2,13 %)
(INSTITUTO EVANDRO CHAGAS, fev. 2011 - Dados referentes a Doenga de Chagas, nédo
publicados). A distribuicdo dos casos autdctones regionais por Unidade Federativa € a seguinte: 752
(66,85 %) no Estado do Para, 249 (22,13 %) no Amapa, 72 (6,40 %) no Amazonas, 36 (3,20 %) na Pré-
Amazonia Maranhense e 16 (1,42 %) no Acre (INSTITUTO EVANDRO CHAGAS, 2011). Figura 1.

Doenca de Chagas autoctone
na Amazonia Brasileira
Distribui¢do por UF

Percentual de casos associados
AP 22.13%

aos 162 surtos familiares

249 B Nao Associado Associado

270
AM 6,4% :21/ - 24,2%

MA 32%

AC 1,42%
2 PA 66,84 M¢édia de casos por surto: 5,21

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2011

Figura 1. Distribuicdo dos casos de doenga de Chagas por UF e propor¢do de casos
associados ou nao a transmissao pela via oral.

Até fevereiro de 2011 foram registrados 162 surtos no Brasil, 155 deles no espago amazonico,
125 dos quais s6 no Estado do Para (Figura 2). Dos casos agudos autoctones registrados na
Amazbnia, 75,8 % estavam relacionados a algum surto. A média de casos por surto foi de 5,21
(INSTITUTO EVANDRO CHAGAS, 2011).
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Figura 2. Distribuicdo dos surtos de doenga de Chagas no Brasil, 1965 a 2011. Fonte: Instituto
Evandro Chagas e Secretaria estadual de Saude Publica do Para, 2011.

1.2. ECOEPIDEMIOLOGIA DE VETORES E RESERVATORIOS DE T. CRUZI NA AMAZONIA

1.2.1. Vetores

O principal fator limitante da completa endemizacdo da doenca de Chagas na Regiéo
Amazbnica estd relacionado a auséncia de espécies de triatomineos com grande potencial de
domiciliagdo na fauna regional e a incapacidade, até o momento, de adaptagdo de espécies
procedentes das areas endémicas. Todas as espécies de triatomineos da Amazénia, exceto Triatoma
rubrofasciata (associado com o rato doméstico), sdo de habitos silvestres, essencialmente zodfilos,
com pequena capacidade de dispersdo pelo vo. Eventualmente, adultos de R. pictipes e P.
geniculatus originarios do ciclo enzodtico natural, invadem as casas atraidos pela luz, podendo ao se
alimentar do sangue dos moradores dar origem a casos de DCA (Silveira et al., 2002; Coura et al.,
2002a; Galvao et al., 2003). Embora T. maculata (associado com aves) e P. geniculatus (associado
com porco domestico) tenham sido encontrados muito proximos do domicilio do homem, néo foram
confirmadas a domiciliagdo de nenhuma espécie de triatomineos nesta Regido, apenas a presencga
eventual de triatomineos adultos (Valente V. et al., 1998; Luitgards-Moura et al., 2005).

Os primeiros estudos dos triatomineos na Regido Amazonica Brasileira surgiram com Ferreira

& Deane L (1938b) que encontraram R. pictipes e P. geniculatus. Rodrigues & Melo (1942), em
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trabalhos realizados no bairro do Aurd, cercanias de Belém, infectadas por flagelados do tipo T. cruzi,
porém, ndo detectaram infecgdo em Eratyrus mucronatus e P. rufotuberculatus. Almeida (1971) e
Almeida & Machado (1971) reportaram proximo a Manaus, triatomineos silvestres (R. pictipes, R.
robustus e P. geniculatus) infectados com tripanossomas do tipo T. cruzi.

Posteriormente, trabalhando em matas primarias nos arredores de Belém (Para), e até mesmo
em domicilios de area urbana, Lainson et al. (1979) e Miles et al. (1981b) encontraram exemplares de
diversas espécies de triatomineos, entre elas P. geniculatus, R. pictipes e P. lignarius, infectados com
T. cruzi. Em Tucurui, Sudeste do Para, Mascarenhas (1986) encontraram R. robustus, R. pictipes, P.
geniculatus, P. lignarius e Microtriatoma trinidadensis em varios ecotopos. Exemplares das trés
primeiras espécies revelaram infecgao por tripanossomas semelhante ao T. cruzi. Por outro lado, na
cidade de Manaus (AM) Naiff et al. (1998) observaram vetores silvestres esporadicamente encontrados
em domicilios humanos, muitas vezes infectados por T. cruzi. Entre exemplares adultos das espécies
coletadas, a mais frequente foi R. pictipes, que ocorre durante o ano todo, enquanto P. geniculatus
ocorre principalmente na estagao seca.

P. geniculatus é a espécie silvestre de maior distribuicdo na América do Sul e Central.
Embora as colénias ndo sejam geralmente numerosas, os adultos apresentam taxas elevadas de
infeccdo por T. cruzi e, eventualmente, sdo encontrados no peridomicilio e nos domicilios em areas
rurais e ribeirinhas da Amazonia (Miles et al., 1978; Valente V. et al., 1998). Essa espécie reportada
também no Equador, Peru, Bolivia, Colémbia e na Venezuela, ocorre do Norte ao Sul do Brasil.
Especula-se que P. geniculatus assuma um importante papel substituindo R. prolixus na transmissao
da doenga de Chagas (Carrasco et al., 2005). Valente V. et al. (1998) encontraram col6nias de P.
geniculatus junto com porcos domésticos no peridomicilo na llha de Marajé, evidenciando seu potencial
de colonizagdo do domicilio humano. Essa espécie também foi encontrada em palmeiras de M. regia,
inaja e S. martiana, urucurizeiro e pode estar associada com a transmissdo de doenga de Chagas na
Regido marajoara (Valente V. et al., 1998; Valente S. et al., 2009). Em Roraima foram encontradas
col6nias de T. maculata no peridomicilio e, esporadicamente, em domicilios. Porém, sua preferéncia
alimentar por aves tem evitado a infecgdo com T. cruzi e limitado seu papel na transmissdo da doenga
de Chagas para o homem (Luitgards-Moura et al., 2005; Abad-Franch & Monteiro, 2007).

Os vetores de T. cruzi mais abundantes e dispersos por toda a Amazdnia pertencem ao género
Rhodnius que compreendem espécies exclusivamente silvestres, distribuidas entre os variados
ecotopos e regides da Amazonia, sendo as palmeiras seus ecotopos preferenciais. Das 19 espécies de
triatomineos da Regido, 11 ja foram encontradas infectadas por T. cruzi, sendo potenciais vetores da
doenga de Chagas na Amazdnia (Barret & Guerreiro, 1991; Gaunt & Miles, 2000; Miles et al., 1981b;
Valente V. et al., 1998; Coura et al., 2002a; Teixeira et al., 2001; Abad-Franch et al., 2005).
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Estima-se que as palmeiras existam ha pelo menos 65 milhdes de anos, predominando na
vegetac@o de uma area estimada em 20.000 km2 ao longo da Bacia Amazdnica (Barret & Guerrero,
1991), e sdo abrigos de diversas espécies de triatomineos. R. pictipes e R. robustus com preferéncia
pelas espécies inaja, dendé, babagu e urucurizeiro (Miles et al., 1981b). Na Regiéo do Rio Negro (AM)
a principal espécie é Rhodnius brethesi, que habita exclusivamente palmeiras de piacava, geralmente,
em associa¢do com pequenos répteis e mamiferos (Mascarenhas, 1986; 1987; 1991). A doenca de
Chagas encontrada em Barcelos foi associada, sobretudo, as populagdes que trabalham na extracéo
de piagava, fibra da palmeira Leopoldinia piassaba, frequentemente expostas ao vetor R. brethesi, ali
conhecidos como “piolhos da piagava”. Coura et al. (1994) descreveram num piagabal o ataque de
populagdes humanas por estes triatomineos adultos ja com a proboscida armada para picar, “como se
fosse uma Glossina (mosca tsé-tsé)”.

A presenca de R. robustus tem sido referida em grandes areas da Amazénia, principalmente no
Para, Amazonas e Ronddnia. Palmeiras de Orbgnya speciosa, babagu, constituem ecotopos ideais
para grandes coldnias de R. robustus que vivem com diversas espécies de invertebrados e vertebrados
que servem como fonte alimentar, incluindo lagartos, aves, roedores, gambéas e morcegos. O conjunto
de pequenos répteis, mamiferos, triatomineos e outros invertebrados que habitam as palmeiras da
Amazdnia s@o elementos de grande importéncia para a manutengdo da cadeia tréfica do T. cruzi
(Gaunt & Miles, 2000; Teixeira et al., 2001).

A metodologia de seguimento de mamiferos até seus refugios, desenvolvida por Miles (1976),
permitiu identificar os ecotopos naturais da maioria das espécies de triatomineos da Amazonia
Brasileira: R. pictipes, R. robustus, P. geniculatus, P. lignarius, P. rufotuberculatus, E. mucronatus, M.
trinidadensis e Belminus herreri. Os ecétopos identificados foram: buracos em paus e troncos de
arvores ocadas (E. mucronatus e P. lignarius), pequenas cavidades em arvores altas (P. lignarius e R.
paraensis), buracos profundos no ch@o da mata (P. geniculatus) e folhas dobradas em ninhos de
animais instalados na coroa de palmeiras inaja (Maximiliana regia), mucaja (Acrocromia sclerocarpa) e
babagu (Orbygnia phallerata) (R. robustus, R. pictipes e M. trinidadensis). Esses ecotopos foram
confirmados em trabalhos subsequentes de Miles et al. (1981b; 1986). O método tem sido util no
estudo da eco-epidemiologia do T. cruzi., permitindo inclusive a descricdo de uma nova espécie de
triatomineo, Rhodnius paraensis (Sherlock et al., 1977).

Rhodnius milesi foi a Ultima espécie de triatomineo na Amazénia Brasileira, o (Valente V. et al.,
2001), e encontrada em grandes coldnias na copa de palmeiras M. regia (inaja) no Municipio de
Bragancga, Para. Moradores tém relatado que, eventualmente, adultos famintos entram nos domicilios

atraidos pela luz e tentam alimentar-se no homem e em animais domésticos. O ciclo evolutivo, a
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associagdo com mamiferos silvestres e a infecgdo natural com a linhagem TCI de T. cruzi foram
estudados preliminarmente por Silva et al. (2005).

Achados de R. prolixus nos Estados do Amazonas, Para e Rio de Janeiro, classificados de
acordo com a taxonomia tradicional (Galvao et al., 2003), tém sido questionados quando comparados
com marcadores moleculares devido a grande semelhanca desta espécie com R. robustus (Monteiro et
al., 2003; Miles et al., 2003).

A transmissdo da doenga de Chagas por vetores silvestres, em zonas rurais e peri-urbanas da
Amazbnia, tem sido predominantemente relacionada com R. robustus, R. pictipes e P. geniculatus, que
invadem os domicilios sem coloniza-los, geralmente atraidos pela luz (Dias et al., 2002a; 2002b; Coura
et al., 2002b; Carrasco et al., 2005). Onde ha triatomineos infectados préximos dos domicilios,
geralmente devido a falta de alimento no ambiente natural causada pelo desmatamento de florestas
primarias, ha maior risco de invasdo dos domicilios por triatomineos, colonizagdo, e risco de
transmissdo doméstica da doenga de Chagas (Noireau et al., 1995; 2005; Galvao et al., 2003).

Considerando que 11 espécies de triatomineos ja foram encontradas infectadas naturalmente
pelo T. cruzi na Amazonia, o potencial de transmissao vetorial € grande. As espécies mais envolvidas
na transmissao para o0 homem séo as do género Rhodnius, porque s&o as mais abundantes na Regido
e vivem em palmeiras ao lado das habitagdes cujas palmas servem como cobertura de moradias, as
fibras utilizadas para confec¢do de utensilios domésticos e os frutos séo consumidos frescos pela
populagéo e por animais domésticos locais (Abad-Franch & Monteiro, 2007; 2010).

A domiciliagédo dos vetores da doenca de Chagas depende fundamentalmente da agéo do
homem sobre 0 ambiente natural, que pode levar ao deslocamento dos triatomineos de seus ecotopos
silvestres para residéncias humanas. Na Amazonia, a domiciliagdo desses vetores ainda nao ocorreu
devido a relativa preservagdo ambiental. Entretanto, alguns estados como Para, Rondénia e Acre
sofreram grandes transformagdes nas ultimas décadas, com uma faixa representativa da floresta
substituida por pastagens e agricultura (Alves, 2007; Brasileiro, 2009; Briceno-Leon, 2009). As
pastagens foram invadidas por palmeirais (babagu), o nicho preferido dos triatomineos e embora
nestes estados tenha havido desmatamento de extensivas areas e grande migragdo humana de areas
endémicas do Sul e Nordeste do Brasil, ndo ocorreu domiciliagdo de triatomineos nativos, nem
introducdo de espécies aloctones. Provavelmente, os triatomineos se mantém em seus ecotopos
devido as condigbes muito favoraveis existentes nas palmeiras locais (babagu) que apresentam um
ecossistema muito rico e diversificado, com diversas e abundantes fontes alimentares (Teixeira et al.,
2001; Abad-Franch & Monteiro, 2007; Coura, 2007; Abad-Franch et al., 2010). Entretanto, em outras
areas da Amazédnia as palmeiras estdo sendo eliminadas com a floresta. Portanto, o risco de futura

adaptagao de espécies introduzidas em areas muito degradadas da Amazonia é bastante consideravel
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e deve ser monitorado, principalmente nas areas colonizadas por migrantes de areas endémicas
(Aratjo et al., 2009).

Valente V. et al. (2004) investigando casos agudos de doenga de Chagas no municipio de
Abaetetuba, no Para, observaram que o desmatamento tem contribuido para o avango de algumas
espécies de triatomineos. Em trabalhos de campo realizados nestes locais as espécies mais coletadas
na mata vizinha das moradias e coletadas pelos moradores foram R. pictipes e P. geniculatus, com
taxas de infecgéo para tripanossomas de 57,77% e 61,5% respectivamente.

A domiciliagdo de triatomineos nas regides endémicas da doenga de Chagas foi possivel
devido a degradacao da paisagem natural, redugéo das fontes alimentares originais e a facilidade de
adaptacdo de algumas espécies a novos ambientes e fontes de alimentagdo. R. prolixus e T.
infestans foram introduzidos pelo homem em areas onde ndo ocorriam e se estabeleceram com
grande sucesso (Schofield, 1988; 2000; Schofield et al., 1999; Coura, 2007). Dentre os triatomineos
existentes na Amazdnia brasileira, até o momento somente T. rubrofasciata foi introduzido pelo
homem. Porém, essa espécie se adapta a ambientes urbanos restritos e infestados de ratos
domésticos, animais pelos quais tém marcada preferéncia alimentar. Deane M (1947), Lainson et al.
(1979) e Valente S et al. (1987) encontraram colonias de T. rubrofasciata no bairro da Cidade Velha em
Belém, infectados com Trypanosoma conorrhini, mas ndo com T. cruzi, vivendo nos domicilios
humanos associados ao rato doméstico. Por outro lado, Valente S et al. (1995) e Marcili et al. (2009a)
analisaram as amostras isoladas dessa espécie em bairros de Sdo Luis, estado do Maranhdo e os
isolados genotipados foram caracterizados como T. cruzi Tcl participando no ciclo doméstico entre
ratos domésticos e T. rubrofasciata.

Apesar dos avangos significativos (Gaunt & Miles, 2000; Monteiro et al. 2000; 2001; Abad-
Franch et al. 2005; 2009; 2010), ainda se conhece pouco sobre as espécies de triatomineos e sua
distribuicdo na Amazonia, as associagdes com ecdtopos como as espécies de palmeiras, os fatores de
dispersdo e aquelas que mais faciimente seriam adaptaveis a ecdtopos artificiais e, assim, mais
importantes na transmissao da infecgdo para o homem, etc. Além dos estudos morfolégicos realizados
com diversas espécies regionais, os estudos moleculares e filogeograficos de triatomineos da
Amazbnia se restringem a R. robustus, que se mostrou um complexo de populagdes geneticamente
distintas (Monteiro et al., 2003). Estudo em andamento tem demonstrado que R. pictipes também
compreende um complexo de populagbes geneticamente distintas e separadas geograficamente
(Abad-Franch et al., 2009).

Segundo Araujo et al. (2009) a Amazdnia € hoje uma nova fronteira para a doenga de
Chagas e uma preocupacéo adicional diante das dificuldades de qualquer intervengédo para controle
vetorial. A maioria dos casos de doenga de Chagas nessa Regido tem sido associada a surtos de
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infeccdo oral Beltrdo et al. (2009), sem domiciliagdo vetorial. A presenga de triatomineos
contaminando alimentos com formas infectantes de T. cruzi parece ser a principal fonte de infec¢éo
nos surtos de DCA (Pinto et al., 2001; 2004; Valente S. et al., 2006; 2009; Pinto et al., 2009; Marcili, et
al., (2009a). Por outro lado, R. brethesi tem sido considerado importante na transmisséo vetorial da
doenga de Chagas na Regido do Rio Negro, Amazonas, onde a doenga ndo tem sido associadas a
surtos de infecgéo oral, mas sim a atividade de extragdo da piagava (Coura et al., 2002b) e Coura,
2007; Junqueira et al., 2005).

Combater a doenca de Chagas na Regido prescinde de um eficiente sistema de VE. E
fundamental que os agentes de salde sejam capazes de reconhecer os triatomineos regionais e
seus ecotopos naturais, detectar e acompanhar a aproximagéo de espécies silvestre ao domicilio do
homem, verificar as taxas de infecgdo por T. cruzi e intervir com medidas de controle, inclusive a
aplicacdo de inseticidas quando necessario (Villela et al., 2007; Brasil, 2009). Estudos taxonémicos,
biolégicos, de distribuicdo e de disperséo, preferéncias alimentares e de ecdtopos dos triatomineos
necessitam ser continuados e aprofundados (Noireau et al., 2000; Abad-Franch et al., 2009).

O Brasil foi considerado livre da transmisséo da doenga de Chagas por triatomineos
domiciliares, sobretudo pelo T. infestans. Esse éxito foi alcangado com a iniciativa dos Paises do Cone
Sul que possibilitou a aplica¢do sistematica de inseticidas de ag&o residual que levou o Brasil a receber
a certificagdo de interrupcdo da transmissao vetorial tradicional (Silveira, 2002; Dias, 2006). As
atengdes se voltam agora para as espécies de triatomineos de importancia secundaria e silvestres.
Apesar dos registros de invasdes esporadicas de domicilios, é dificil especular quais espécies
poderiam ser mais facilmente adaptadas ao domicilio devido a escassez dos estudos especificos sobre
esse tema. As espécies candidatas a adaptacdo seriam aquelas ja descritas no interior de domicilios.
P. rufotuberculatus foi encontrado colonizando domicilios na Bolivia (Noireau et al. 1994; Dujardin et al.,
1998). E. mucronatus foi encontrado em domicilios no Peru e Bolivia (Valencia-Telleria, 1990; Noireau
et al. 1995). Rhodnius stali foi descrito colonizando domicilios na Bolivia (Tibayrenc & Le Pont, 1984).
Na Venezuela, P. geniculatus tem sido associados a casos humanos e divide com R. prolixus a
importancia na transmissdo vetorial da doenca de Chagas (Carrasco et al. 2005); T. rubrovaria tem
sido encontrado no peridomicilio na Argentina e Uruguai e pode vir a ser epidemiologicamente
importante no Sul do Brasil (Martins et al., 2008). Triatoma vitticeps comum na Mata Atlantica do
Sudeste do Brasil apresenta altas taxas de infec¢do no peridomicilio de areas rurais no Espirito
Santo (dos Santos et al. 2005) e em Minas Gerais (Souza et al. 2008) e devido a grande proximidade
com aglomerados humanos, tem sido encontrado em residéncias. Amostras de tripanossomas

isoladas desta espécie coletadas no Estado do Rio de Janeiro foram caracterizados molecularmente
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como T. cruzi (Santos-Mallet et al., 2008). Mais recentemente, Dib et al. (2009) referiram que Eratyrus

cuspidatus estaria incriminado com a transmisséo de casos de DCA no Norte da Colémbia.

1.2.2. Reservatorios, ciclos e vias de transmissao de T. cruzi na Amazonia

A infeccdo por T. cruzi € originalmente uma zoonose e 0 parasito apresenta um grande nimero
de espécies hospedeiras, que sdo mamiferos de praticamente todas as ordens, com mais de 180
espécies de animais silvestres ja descritas infectadas, principalmente espécies das Ordens Marsupialia,
Rodentia, Chiroptera, Primata, Carnivora, Xenarthra e Artiodactyla. Com exce¢do dos mamiferos
marinhos das ordens Sirenia e Cetacea, todos os mamiferos podem ser infectados por T. cruzi. No
ciclo silvestre, a transmiss@o é mantida por mamiferos e triatomineos que habitam diferentes ec6topos
representados por palmeiras, fendas em arvores e rochas, buracos no solo e abrigos de animais. Os
principais ciclos de transmissdo vetorial de T. cruzi sdo. a) exclusivamente silvestre; b)
predominantemente silvestre raramente envolvendo o homem de forma acidental; b) doméstico, que
envolve 0 homem, animais domésticos e silvestres do peridomicilio e triatomineos domiciliados; c)
peridoméstico, com a sobreposi¢do dos ciclos silvestre e domiciliar (Miles et al., 1979, 2003, 2009;
Schoffield, 2000; Gaunt & Miles, 2000; Abad-Franch et al., 2010).

A infeccdo humana € encontrada do México ao Chile e Argentina nos mais diversos ambientes
altiplanos andinos; florestas Amazobnica e Atlantica; cerrado; caatinga, etc. Como enzootia a
tripanossomiase americana é mais amplamente distribuida do que a infecgdo humana, estendendo-se
do Sul dos Estados Unidos até a Patag6nia, e transmitida por uma maior diversidade de triatomineos
(Coura et al., 2002a; Miles et al., 2003;). Na Amazénia Brasileira, T. cruzi circula exclusivamente no
ambiente silvestre, apesar da transmissdo frequentemente ocorrer no ambiente doméstico,
predominantemente por via oral com a ingestdo de polpas de frutas contaminadas, ou vetorial por
triatomineos atraidos pela luz (Miles et al., 1981b; 2003; Valente S et al., 1999 a,b; Coura et al., 2002a,
2007; Dias et al., 2002a; Aguilar et al., 2007; Valente S et al., 2009).

A infecgdo por T. cruzi na Amazodnia é uma enzoootia altamente prevalente. Chagas
(1924a) foi o primeiro a identificar esse protozoario em macacos Chrysothrix sciureus capturados no
Para. Deane L et al. (1970) comprovaram que 63% de macacos do Estado do Amazonas
apresentavam tripanossomas. Outros estudos confirmaram as altas taxas de infeccdo destes animais
na Amazoénia (Zicardi et al., 2000, 2005; Maia da Silva et al., 2008). Estudo com macacos em cativeiro
na Amazonia revelou animais infectados com T. cruzi da linhagem TCI, enquanto macacos da Mata

Atlantica foram encontrados infectados com as linhagens TCl e TCII (Lisboa, et. al., 2006a).
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Marsupiais do género Didelphis s&o as espécies que apresentam as maiores prevaléncias de
infec¢do por T. cruzi em toda a América Central e do Sul, inclusive na Regido Amazonica. Esses
animais estdo associados a linhagem TCI, transmitida por espécies de Rhodnius em eco6topos
arbdreos, especialmente palmeiras. Marsupiais do género Monodelphis também foram encontrados
infectados por T. cruzi na Amazonia, porém, nesses animais predomina zimodema 3 (linhagem TCllc =
Tclll), que é transmitida por P. geniculatus (Pdvoa et al.,1984; Yeo et al., 2005).

As vias vetorial, transfusional, oral e transplacentaria sdo as mais importantes formas de
transmissdo da doenca de Chagas. A via vetorial é a forma classica de transmisséo, e ocorre com a
contaminagdo com fezes de triatomineos infectados. O sucesso dessa via depende de contato
duradouro do hospedeiro com os vetores (Silveira, 2000; Silveira et al., 2002; Coura, 2007). A via
transfusional, devido ao eficiente sistema de triagem de doadores nos bancos de sangue, sofreu
reducao significativa no Brasil (Dias et al. 2008). Por outro lado, a via transfusional vem assumindo
importancia nos Estados Unidos e na Europa pela crescente imigragdo de latinos de paises
endémicos e a falta de controles especificos nos bancos de sangue (Click Lambert et al., 2008; Kjos
et al., 2008). A via congénita tem sido associada a casos de DCA na Argentina e Bolivia que criaram
programas para seguimento desses pacientes (Gurtler et al. 2003; Torrico et al., 2004, 2005).

1.2.2.1. Transmissao vetorial

A principal forma de transmisséo nas regides endémicas € a vetorial, sobretudo em areas de
alta densidade de triatomineos domiciliares antropofilicas (T. infestans, T. dimidiata, T. braziliensis, T.
sordida, R. prolixus e P. megistus) que infestam domicilios na América do Sul e Central. No Brasil, apds
a interrupcdo da transmissé@o vetorial, o encontro de triatomineos em domicilios nas antigas areas
endémicas € um evento cada vez mais raro, e quando ocorre se da por espécies secundarias ou
silvestres, até 0 momento, sem grande relevancia na transmisséo (Silveira, 2002; Dias et al., 2008).

Na Regido Amazonica a transmissédo vetorial tem sido responsabilizada por aproximadamente
um quarto dos casos de doenga de Chagas aguda nos Estados do Para e Amapa, associados
principalmente a R. pictipes e P. geniculatus, espécies que tem forte atragdo pela luz e adultos podem
ser encontrados em domicilios (Naiff et al., 1998; Valente V et al., 1998; Coura et al. 2002a; Aguilar et
al., 2007; Abad-Franch, et al., 2009). Na Regido do Alto e Médio Rio Negro, R. brethesi é a espécie
epidemiologicamente importante e a infecgdo tem caracteristicas profissionais, afetando familias que
vivem em acampamentos durante o periodo da extragdo da piacava e sdo atacadas por esses
triatomineos (Coura et al., 1994; 1999; 2002a).



31

Além da transmissdo de T. cruzi pela contaminagdo com formas metaciclicas presentes nas
fezes dos triatomineos, tripomastigotas metaciclicos também se desenvolvem na glandula anal de
gambas, sendo eliminados junto com a secrecédo dessas glandulas, dispensando o inseto vetor (Deane
M et al., 1984; Jansen et al., 1999). Esse mecanismo tem sido considerado importante na manutengéo
do ciclo silvestre e, eventualmente, na transmissdo da doenga de Chagas para o0 homem. Gambas
vivem no peridomicilio, em forros de residéncias de areas rurais e nas periferias das cidades, invadindo
as casas a procura de alimentos durante a noite quando podem contaminar alimentos que acabam
causando infec¢do humana (Lainson et al. 1979; Miles et al., 2003; Shikanai-Yasuda, 1991; Valente S
etal., 1999ab, 2006, 2009).

1.2.2.2. Transmissao oral

A transmissdo de T. cruzi no ciclo enzodtico ocorre, principalmente, por via oral, entre
mamiferos que se alimentam ocasionalmente de triatomineos infectados que, por sua vez, se
alimentam do sangue desses animais. No trabalho original de Chagas (1909) a infecgdo de saguis
Callitrix penicilatta com triatomineos infectados com T. cruzi foi atribuida a ingestdo dos insetos. Ainda
no ciclo natural, a predagédo entre mamiferos deve colaborar para a transmisséo do parasito. Um
mecanismo alternativo de transmissao para outros animais e para 0 homem é a ingest&o de carne crua
ou mal cozida (Amunarriz et al., 1991; Valente S et al., 1999b; 2009; Aguilar & Yépez,1995; Roque et
al., 2008). Porém, um estudo recente de Roellig et al. (2008) mostrou que guaxinins ndo se infectam
com T. cruzi por ingestéo de formas de tripomastigotas do sangue.

A transmissdo da infeccdo chagasica por via oral para o homem vem ocorrendo com
frequéncia nas regides nordeste (Shikanai-Yasuda et al. 1991; Dias et al. 2008), sul (Coura, 1966;
Steindel et al. 2008) e principalmente na Regido norte, (Pinto A et. al., 1999; 2001; 2004; 2008; 2009;
Valente S et al., 2001; 2002; 2005; 2009; Coura et al., 2002a; Aguilar et al., 2007). Essa via assumiu
grande importancia nos Ultimos anos, constituindo atualmente a mais importante forma de transmisséo
da doenga de Chagas (Coura, 2006) agora que o Brasil recebeu a certificacdo de interrupg¢do da
transmissao vetorial (Dias, 2006a), merecendo portanto um programa especifico para o seu controle.

Os primeiros registros oficiais sobre a transmissao experimental de T. cruzi pela via oral foram
realizados na Argentina por Natan-Larrier (1921), Brumpt (1931), Kofoid & Donat (1933) e Cardoso
(1933) em mamiferos que se infectaram com fezes de triatomineos. Posteriormente, outros autores
discutiram a possibilidade de contaminagéo acidental de alimentos com T. cruzi (Vergani, 1952; Diaz
Ungria, 1968). Mayer (1961) e Diaz Ungria (1964; 1967a) observaram que animais experimentais

podem se infectar por alimentos contaminados com T. cruzi. A transmiss&o deste parasito pela via oral
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de diferentes hospedeiros com diversos vetores foi bastante estudada (Rickmann, 1966; Gomesa,
1966; Diaz Ungria, 1969; Diaz Ungria & Soto Bracho, 1970; Diaz Ungria & Zeuss 1971; Davis, Russel &
Adams 1980, Lainson et al., 1980).

Estudos de infeccao experimental por T. cruzi pela via oral em camundongos descreveram a
rota das formas tripomastigotas metaciclicas inoculadas oralmente, que escapam da agdo do suco
gastrico protegendo-se na camada de mucina e atravessando a mucosa gastrica. A infeccao de
células da parede do estdbmago ocorre via ativacdo de sinais nas células hospedeiras
desencadeadas por diferentes moléculas de superficie dos parasitos. A invasao de cepas distintas de
T. cruzi nas células depende de diferentes glicoproteinas de superficie (gp82, gp30, gp90) e
apresenta variados niveis de invasdo. Algumas cepas levam a uma exacerbagao da infec¢do quando
camundongos séo infectados pela via oral. Infecgdes com isolados da linhagem TCI, os mais comuns
nos casos humanos da Amazénia, desencadearam infecgdes mais graves comparadas a infecgdes
por via intra-peritonial (Cortez et al., 2006; Covarrubias et al., 2007; Yoshida et al., 2006; 2008).

Os primeiros registros de infecg@o humana pela via oral foram registrados na Argentina quando
Mazza (1936) descreveu um caso pediatrico, por ingestdo de leite materno infectado por T. cruzi.
Levantamento historico sobre doenga de Chagas oral organizado por Storino & Jorg (1994) destacam
dois episodios de fase aguda no Chaco argentino. Um caso relatado pela mde de uma crianga que
disse ter o filho adoecido ap6s a ingestdo de remédio caseiro contendo sangue fresco de tatu. O
segundo caso foi referido num individuo que adoeceu ap6s ter ingerido diariamente carne crua de
animais silvestres (pacas, tatus e gambas) durante uma cagada (Mazza & Schurman, 1930; Mazza et
al. 1931). Ainda Mazza, et. al. (1936) e Talice (1964) na Argentina, aventaram a possibilidade de
infecg&o oral pelo T. cruzi quando investigaram casos clinicos cuja transmisséo vetorial ou transfusional
haviam sido descartadas. Carpintero (1978) identificou que entre 1000 pessoas com infeccdo
chagasica comprovada, um ter¢o ndo tinha nenhum contato com triatomineos, ou com sangue
transfundido, porém, ingeriam carne de animais silvestres quase cruas seguindo costumes tribais.

No Equador, Amunarriz et al. (1991) e Aguilar & Yépez (1995) relataram estudos sorolégicos
entre nativos quichuas da Amazénia equatoriana com indices de infecgéo por T. cruzi de 6,03%. Nessa
Regido, a ingestdo de carne de animais silvestres, importante fonte alimentar, pode ser a via
responsavel por doenga entre os indios. Na Colémbia, Rodriguez et al. (1992) descreveram um surto
com manifestagdes cardiacas compativeis sorologicamente com DCA em Tibu, Norte de Santander,
entre 6 militares e a ingestdo de carne de animais silvestres durante trabalhos na selva foi a justificativa
da infecg@o. Nesse pais, Carceres et al. (1999) detectaram 3 6bitos com sindrome cardiaca, num grupo
de 13 pessoas no Departamento de Magdalena, confirmados sorologica e histologicamente. Na
auséncia de triatomineos nas investigagdes epidemioldgicas efetuadas, especulou-se a possibilidade
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da infec¢do por via oral pelo consumo de vinho de palma regional. Na Venezuela foi detectado um
surto com 103 casos sendo 44 confirmados parasitologicamente em uma escola na periferia de
Caracas. Posteriormente no estudo soroldgico realizado pelo menos 1000 pessoas expostas. Todos 0s
pacientes apresentavam sintomas agudos classicos como febre prolongada com calafrios, cefaleia,
mialgias, artralgias, arritmias, edema generalizado, eritema cuténeo, hepatomegalia e sintomas
neurolégicos (Promed News, 2007; Miles, 2010, De Noya et al., 2010).

No Brasil, fora da Amazénia, de acordo com levantamento historico da doenga de Chagas
associada a via oral realizado por Valente S et al., 2011 — dados ndo publicados), podem ser
contabilizados apenas 7 surtos, com um total de 112 casos agudos, entre 1965 a 2006 (Tabela 1). O
primeiro surto foi registrado em Teutdnia (RS), com 17 pessoas (6 6bitos) com fase aguda confirmada
por sorologia e xenodiagndstico, além de autdpsia. Suspeitou-se, sem confirmagéo, que a ingestdo de
alimento servido numa escola local seria a causa da infecgao (Silva N et al., 1968). O segundo surto
ocorreu na localidade de Riacho de Santana (BA), com um total de 20 casos registrados por Barrett et
al. (1980) sem precisar os alimentos que estariam envolvidos. Outro surto de DCA ocorreu em 1986,
em Catolé do Rocha na Paraiba, acometendo um grupo de 26 pessoas, um o6bito foi confirmado por
autopsia e os demais pacientes apresentaram sorologia, xenodiagnéstico e hemocultura positivos.
Sugeriu-se que a ingestdo de caldo-de-cana contaminado com T. cruzi seria a responsavel pela
infeccdo (Shikanai-Yasuda et al., 1991). Os isolados foram identificados com da linhagem TCl tipica do
ciclo silvestre do T. cruzi (Teixeira et al., 2006a).

Um surto de doenga de Chagas aguda foi detectado em Santa Catarina em 2005, com 24
pessoas confirmadas por diagnéstico laboratorial. Cinco pacientes evoluiram para ébito. Os pacientes
detectados relataram consumo de caldo de cana e foi associada a participagéo de triatomineos
carreados com os feixes de cana para as maquinas de extrair o suco. Os isolados de T. cruzi desses
pacientes foram genotipados como TCII (Steindel et al., 2008). Recentemente, trés surtos Brasil,
(2009) foram descritos fora da Amazonia: um surto em Redengao (CE) com oito casos agudos, e
dois surtos na Bahia, um no municipio de Ibipitanga com 6 casos e outro em Macaubas. Nesse
ultimo surto, Dias et al. (2008) concluiram que a transmissdo estaria associada com a ingestdo de
agua contaminada com fezes de triatomineos. Em 2009 um surto no municipio de Axixa do Tocantins
(TO) foi relatado em quatro pessoas de um grupo familiar sem a presenga de triatomineos no
domicilio, a hipétese de transmissao ficou em suspei¢do do consumo de palmitos extraidos e de uma

palmeira regional (Oliveira et al., 2011).
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Tabela 1. Surtos de doencga de Chagas fora da Amazonia Brasileira, 1967-2008"

UF MUNICIPIO ANO  N°.CASOS REFERENCIA

RS Teutonia 1967 17 Coura, 1966

BA Riacho de Santana 1979 20 Barrett et al., 1979

PB Catolé do Rocha 1991 26 Shikanay-Yasuda et al., 1991
SC Navegantes 2005 24 Steindel et al., 2008

CE Redencgéo 2006 8 Relato SVS no site:

http://www.saude.ce.gov.br/internet/publicaco
es/notastecnicas/nota_tecnica_chagas.pdf

BA Macaubas 2006 7 Relato SVS - Dias et al., (2008b)
BA Ibipitanga 2006 6 Relato SVS

TO Axixa do Tocantins 2009 4 Relato SVS - (Oliveira et al 2011).
TOTAL 112

Fonte: Ministério da Saude, Brasil, Instituto Evandro Chagas 2011.
1.3. SURTOS DE DOENCA DE CHAGAS NA AMAZONIA BRASILEIRA

O primeiro surto de doenga de Chagas aguda (DCA) na Amazonia e 0 segundo surto do Brasil,
foi descrito em Belém (PA), acometendo 4 pessoas de uma mesma familia e domicilio. Nas
investigacbes realizadas sugeriu-se a transmissdo por alimento contaminado com fezes de
triatomineos silvestres (Shaw et al., 1969). A hipétese de transmiss@o oral foi posteriormente
demonstrada experimentalmente (Lainson et al., 1980).

Ap0s a descri¢do deste primeiro surto ocorrido em Belém (PA), novos surtos regionais s6 foram
relatados quase vinte anos depois. Porém, diversos casos nao publicados podem ser compilados e
representados na série historica apresentada na figura 3, tabela 2. Um surto com 3 casos de DCA foi
registrado em 1982 no bairro da Pedreira em Belém, caracterizado soroldgica e parasitologicamente,
com um paciente tendo evoluido para 6bito. Outros surtos ocorreram no Para, 3 casos em Belém
(1983) e 5 casos em Cameta (1988). Os pacientes diagnosticados nesses surtos, que nunca se
ausentarem do Estado, nem haviam sido submetidos a transfusdo de sangue, exibiam quadro tipico de
DCA com sintomas gerais e febre de 45 dias (Instituto Evandro Chagas, dados nao publicados).

Rodrigues et al. (1988) descreveram dois surtos, um com seis e outro com dois casos agudos
simultaneos, ocorridos em Macapa (AP). Os pacientes apresentaram febre prolongada, edema de
membros inferiores e mal estar geral. Os casos foram caracterizados sorologicamente, com deteccédo
de IgM, e parasitologicamente (2 pacientes). Os autores suspeitaram da transmiss&o oral e/ou vetorial.
Entre 1989 e 1993, 3 surtos ocorreram em Belém: no bairro da Pedreira com 3 casos (Souza et al.
1989); no distrito de Icoaraci com 4 pessoas de uma mesma familia (Crescente et al. 1992) e no

municipio de Afua com 4 casos (Valente S et al., 1993). Os pacientes apresentaram exames
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sorologicos e parasitologicos positivos e sintomas como febre de mais de 40 dias, eritema cuténeo,
edema generalizado, miocardiopatia e cefaleia. Investigacdes realizadas no local, detectaram a
presenca de vetores (R. pictipes, R. robustus e P. geniculatus) e reservatorios silvestres (D. marsupialis
e P. opossum) infectados com T. cruzi muito préximos aos domicilios das pessoas infectadas. Apesar
do relato dos pacientes informando o encontro eventual destes triatomineos nos domicilios, os

investigadores ndo conseguiram concluir como a infecgao ocorreu.

SERIE HISTORICA E DISTRIBUICAO ANUAL DE 1125 CASOS DE DOENCA
DE CHAGAS AGUDA NA AMAZONIA BRASILEIRA ENTRE 1968 - 2011

- wm B

3 84 88 89 91 92 93 94 95 96 97 98 99 00 01 02 03 04 05 06 O7 08 09 10 11

Fonte: SV S-Instituto Evandro Chagas, Secretaria de Saide Publica do Para, Abril 2011

Figura 3. Série histérica da DCA na Amazonia Brasileira, 1968 a 2011

Em Rio Branco (AC), Viana et al. (1994) relataram DCA entre 3 irmaos que exibiam febre alta,
edema generalizado, miocardiopatia e evolugdo rapida para dbito de um menor. Os autores néo
conseguiram definir a forma de transmissdo, mesmo encontrando no peridomicilio triatomineos
silvestres infectados com T. cruzi. Segundo a mae, era habito das criangas a ingestdo de frutos de
urucuri, palmeira Attalea phalerata existente no quintal da casa na qual foram coletados 48 triatomineos
(R. pictipes) infectados com T. cruzi. A hiptese de infecg@o foi que as criangas tenham ingerido frutos
contaminados com fezes dos triatomineos.

Valente S et al. (1997a) descreveram no Para um surto em Viseu e outro em Belém, com 2 e 4
casos de DCA respectivamente, todos autdctones e sem relacdo de transmissdo vetorial ou
transfusional. Em Viseu foram coletadas coldnias de R. pictipes infectados com T. cruzi em palmeiras
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de ingja (Maximiliana regia). Os pacientes eram jovens com quadro febril prolongado e edema
generalizado. Um surto de DCA com 17 pessoas infectadas foi registrado no municipio de Mazagéo,
Estado do Amapa. Triatomineos silvestres, R. pictipes e R. robustus presentes nas cercanias, foram
atraidos pela luz, cairam na méaquina de extrair 0 suco de agai, e as pessoas se infectaram com a
ingestdo desse suco (Valente S et al., 1997b; 2009). O envolvimento do agai na transmissao oral de
casos de DCA tem sido associado com novos surtos entre os anos de 1998 e 2001 no Para (Belém,
Abaetetuba, Bagre e Cametd) e Amapa (Santana) com um total de 21 casos com sintomas que
variaram de febre a insuficiéncia cardiaca, com registro de dois 6bitos. No municipio de Abaetetuba, foi
encontrado um P. geniculatus infectado com tripanossomas indistinguiveis de T. cruzi em uma
embarcagdo que transportava frutos de agai procedentes de ilhas da Regi&o.

Em todos estes surtos, a sintomatologia clinica compativel e 0s exames parasitolégicos e
sorologicos positivos para T. cruzi confirmaram os casos de DCA. As investigagcdes epidemiologicas
afastaram as possibilidades de transmissao vetorial ou transfusional, e foi proposta a ingestao de agai
na transmiss&o (Valente V et al., 1998a; Valente S et al.,1999b, 2000; Pinto A et al., 1999: Pantoja et
al., 2000). Dois surtos foram registrados em Santarém, o primeiro com 13 casos foi descrito por Valente
S et al. (2001) e a transmiss&o associada com a ingestdo de suco de bacaba preparado de maneira
idéntica ao agai. Um novo surto, em 2006, na localidade de Mojui dos Campos, envolveu 21 pessoas,
novamente 0s autores sugerem a participagao do suco da bacaba na transmisséo (Crespo et al., 2007).

Em 2000, foram detectados 13 casos no Amapa (7 em Macapa e 6 em Santana) e 17 no Para,
todos em bairros centrais de Belém sem nenhuma associagéo vetorial, todos relacionados com a
contaminagao pela via oral e novamente associados ao de acai contaminado (Valente S et al., 2001;
Valente V et al., 2002).

Na macrorregido do Marajé, entre 2001 e 2002, foram registrados 10 casos de DCA, sendo que
cinco ocorreram isoladamente e ndo foram caracterizados como surtos. No municipio de Ponta de
Pedras ocorreu um surto com 5 casos e na localidade foi realizado um amplo trabalho sorolégico e
epidemioldgico. Todos os pacientes apresentaram quadro agudo de febre prolongada, cefaleia, edema
de membros inferiores, calafrios e eritema cutdneo de manifestagéo variavel (Valente V et al., 2002).
Nesse local, foram dissecadas 17 palmeiras do género Orbgnya e, pelo menos, 60% delas estavam
infestadas de triatomineos silvestres, R. robustus, R. pictipes e P. geniculatus. De 86 insetos coletados,
27 apresentaram T. cruzi nas fezes. Dos animais silvestres coletados, num total de 15 animais (5
Didelphis marsupialis, 4 Marmosa cinerea, 4 Proechimys guyanensis e 2 Marmosa murina), 5 (33,3%)

apresentaram infecgéo por T. cruzi.



37

Tabela 2. Surtos de doenga de Chagas na Amazénia Brasileira de 1968 a 20111

UF MUNICIPIO ANO N°. DE SURTOS  N°. DE CASOS/SURTO
AC AC - Rio Branco 1993 02 03
Feijo 2010 01 06
AP Macapéa 1974-2009 15 76
Mazagao 1996 01 17
Santana 1999-2010 06 42
AM Tefé 2004 01 09
Coari 2007 01 25
PA Abaetetuba 1998-2010 19 149
Afua 1992-2010 03 13
Ananindeua 2003-2010 09 38
Bagre 1999 02 16
Barcarena 2002-2010 08 29
Belém 1968-2010 48 184
Capanema 2009 1 2
Castanhal 2009 02 14
Curralinho 2009 02 22
Breves 2003-2010 06 58
C. do Arari 1992-2006 02 16
Cameta 1988-2010 4 14
|garapé-miri 2002 01 16
Pa - muana 2004 01 04
Ponta de Pedras 2001-2010 03 18
Portel 2009 03 18
Santarém 1999-2006 02 31
S. J. de Pirabas 2003 01 03
S. S. Boa Vista 2004-2010 03 15
Vizeu 1996 01 03
MA Sao Luis 1985 01 02
Bacurituba 1985 01 02
TOTAL 149 845

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2011. Citados parcialmente em Valente et al., (1999 a,b, 2006;2009); Pinto et al., (2004;

2008).

Em 2004, um surto no municipio de Tefé, o primeiro do Estado do Amazonas, acometeu 9

pessoas com febre intensa, edema de membros inferiores e do rosto sendo que um dos pacientes

apresentou um quadro de meningoencefalite. Especulou-se a transmisséo pela via oral, embora sem

que se definisse o tipo de alimento ingerido (Borborema et al., 2005; Lacerda et al., 2005).
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O periodo entre 2003 a 2006 elevou-se o registro do numero de surtos de DCA detectados nos
Estados do Para e Amapa. Estes casos se concentravam especialmente no nordeste e oeste do Para e
a bacia do Marajo, além do sudeste do Estado do Amapé (Figura 4) e foi justificado pela melhoria no
diagndstico e no sistema de vigilancia e notificagdo de casos, produto de parceria entre as Secretarias
de Saude, a Secretaria de Vigildncia em Saude e o Instituto Evandro Chagas (Brasil, 2005).

Um Programa Estadual para Controle da doenga de Chagas no Para (PDCH-PA) foi
estabelecido em 2006 com objetivo implantar medidas para estruturagdo do PDCH-PA e visavam
acbes como: estratégias de vigilancia epidemioldgica nas agdes basicas de salde; notificagdo de
casos; capacitacdo de pessoal; referéncias para diagnéstico laboratorial e tratamento; investigacéo
epidemiologica dos casos elou surtos; apoio as instituicdes de pesquisas nas investigacbes e de
reservatérios e vetores do T. cruzi; agdes de vigilancia sanitaria de possiveis alimentos envolvidos na
transmissao de casos de DCA.

Dos objetivos do PDCH-PA, as agdes de vigilancia sanitaria dos alimentos envolvidos na
transmissédo de casos de DCA, seriam aquelas que permitiriam interromper a transmissao dos casos e
surtos envolvendo o principal alimento associado: o agai. Durante os anos de ag¢des, 0 PDCH-PA e
seus parceiros (SMSs, ONGs, Escolas, Instituicdes de Pesquisa e Agentes de Vigilancia Sanitaria)
empreenderam junto aos agentes de saude e populagdo em geral palestras, seminrios, aulas,
distribuicdo de folderes e cartilhas com informagdes sobre DC no sentido de alertar sobre a
transmissdo da doenga por alimentos. Estes instrumentos de informagdes, entretanto, néo conseguiram
interromper a transmissdo dos casos de origem alimentar; ao contrario, com uma vigildncia e
notificagéo mais eficientes os registros oficiais tiveram um importante incremento nos ultimos trés anos.

Com a adogédo deste PDCH-PA, entre os anos de 2006 a 2011 foram registrados somente no
Estado do Para, 634 casos agudos de DCA (com 12 &bitos reconhecidos) distribuidos em 53
municipios. Somente em Belém e Abaetetuba, somaram respectivamente, 133 casos (6 surtos) e 106
casos (5 surtos). Esta exploséo de casos de DCA coincidiu com uma iniciativa governamental de
fomento ao agronegdcio e que incentivou pequenos e médios agricultores no plantio de novos agaizais
em 86 municipios do nordeste do Estado do Para. As campanhas de treinamento e vigilancia sanitaria
deste programa tém caminhado razoavelmente nas maiores cidades do estado, mas € lenta, ou mesmo

ausente, fora dos grandes centros urbanos e os casos de DCA continuam acontecendo.
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*Quadro 1. Municipios dos Estados do Para, Amapa, Amazonas e Acre com registro de casos de
doencga de Chagas aguda, 1968 - 2011.

1. Ananindeua (PA)

32. Cachoeira do Arari (PA)

63. Marapanim (PA)

94. Ipixuna do Para (PA)

2. Belém (PA)

33. Chaves (PA)

64. S. Luzia do Para (PA)

95. Medicilandia (PA)

3. Benevides (PA)

34. Muané (PA)

65. Santarém Novo (PA)

96. Novo Repartimento (PA)

4.S. Barbara do Para (PA)

35. Ponta de Pedras (PA)

66. Me do Rio (PA)

97. Obidos (PA)

5. Acara (PA)

36.S. S. da Boa Vista (PA)

67.S. M. do Para (PA)

98. Oriximing (PA)

6. Bujaru (PA)

37. Anajas (PA)

68. Tailandia (PA)

99. Ourém (PA)

7. Colares (PA)

38. Bagre (PA)

69. Salvaterra (PA)

100. Ourilandia do Norte (PA)

8. Concoérdia do Para (PA)

39. Breves (PA)

70. S. Cruz do Arari (PA)

101. Parauapebas (PA)

9. S. Isabel do Para (PA)

40. Curralinho (PA)

71. Soure (PA)

102. Amapé (AP)

10. S. Antonio do Taua (PA)

41. Gurupa (PA)

72. Alenquer (PA)

103. Macapa (AP)

11. Vigia (PA)

42. Melgaco (PA)

73. Curua (PA)

104. Mazag@o (AP)

12. Castanhal (PA)

43 Portel (PA)

74. Jacareacanga (PA)

105. Oiapoque (AP)

13. Gurupa (PA)

44, Almeirim (PA)

75. Monte Alegre (PA)

106. Santana (AP)

14. Magalh@es Barata (PA)

45. Prainha (PA)

76. Anapu (PA)

107. Anama (AM)

15. S. Dom. Capim

46. Santarém (PA)

77. Brasil Novo (PA

108. Barcelos (AM)

16. S. Fco. do Paré (PA)

47. Altamira (PA)

)
78. Sem. J. Porfirio (PA)

109. Carauari (AM)

17. Braganga (PA)

48. Pacaja (PA)

79. Vitoria do Xingu (PA)

110. Coari (AM)

18. Capanema (PA)

49. Porto de Moz (PA)

80. Breu Branco (PA)

111. Iranduba (AM)

19. Salindpolis (PA)

50. Uruara (PA)

81. Eldorado dos Carajas (PA)

112. Manacapuru (AM)

20. S.J. de Pirabas (PA)

51. Maraba (PA)

82. ltupiranga (PA)

113. Manaus (AM)

21. Tracuateua (PA)

52. Tucurui (PA)

83. Nova Ipixuna (PA)

114. Maraa

22. Viseu (PA)

53. Conceicdo do Araguaia (PA)

84. S. D. do Araguaia (PA)

115. S. P. de Olivenca

23. Irtuia (PA)

54. Baido (PA)

85. S. J. do Araguaia (PA)

116. Tabatinga (AM)

24. N. Esperanca Piria (PA)

55. Cameta (PA)

86. Santana do Araguaia (PA)

117. Tefé (AM)

25. Paragominas (PA)

56. Limoeiro do Ajuru (PA)

87.S.F. do Xingu (PA)

118. Feijo (AC)

26. S. Miguel do Guama (PA)

57. Mocajuba (PA)

88. Terra Alta (PA)

119. Placido de Castro (AC)

27. Abaetetuba (PA)

58. Qeiras do Para (PA)

89. Augusto Correa (PA)

120. Rio Branco (AC)

28. Barcarena (PA)

59. S. Caetano de Odivelas (PA)

90. Bonito (PA)

29. lgarape-Miri (PA)

60. Tome Agu (PA)

91. Capitdo Pogo (PA)

30. Moju (PA)

61. Igarapé Agu (PA)

92. Dom Eliseu (PA)

31. Afua (PA)

62. Inhangapi (PA)

93. Garrafao do Norte (PA)

121. Sena Madureira (AC)
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1.4. DIVERSIDADE GENETICA DE ISOLADOS DE T. CRUZI

A espécie T. cruzi € constituida por uma variedade de populagdes que circulam em mamiferos
silvestres e domeésticos, além do homem, transmitidos por diversas espécies de triatomineos que
habitam diferentes ecotopos. Esta variabilidade confere ao T. cruzi distintos padrdes biolégicos em
vertebrados e triatomineos, patoldgicos (viruléncia, mortalidade, invasividade tissular), clinicos
(manifestagbes cardiacas e digestiva com presenca ou ndo das megassindromes), imunolégicas,
bioquimicas e moleculares (Miles et al., 2003; Buscaglia & Di Noia, 2003; Devera et al., 2003; Teixeira
et al., 2006; Coura et al., 2007; Miles et al., 2009).

Inicialmente o perfil de caracteristicas morfobioldgicas permitiu agrupar os isolados de T. cruzi
em biodemas avaliando-se a viruléncia, mortalidade e tropismo de isolados inoculados em
camundongos. Isolados de T. cruzi da Amazonia induzem, em geral, baixas parasitemia e mortalidade
nas fases aguda e crénica (Andrade et al., 1974; Devera et al., 2003; Yoshida et al., 2008). Entretanto,
um Unico isolado do Acre analisado por esses parametros, aparentemente de um caso autdctone, se
mostrou virulento e letal para camundongo (Barata et al., 1988).

Isolados de T. cruzi de diferentes hospedeiros e regides geograficas sdo, atualmente,
distribuidos em seis linhagens ou DTUs I-VI (Zingales et al., 2009). As analises iniciais de polimorfismo
de T. cruzi baseada em isoenzimas revelaram 3 grupos que foram denominados zimodemas Z1, Z2 e
Z3 (Miles et al., 1977; 1978, 2009; Tibayrenc et al., 1995). Posteriormente, estes grupos foram
redefinidos com marcadores dos genes ribossémicos e de mini-exon (ou spliced leader) que revelaram
duas linhagens principais: T. cruzi | (TCI) e T. cruzi Il (TCIl), que correspondem aos zimodemas Z1 e
Z2, respectivamente, revelando também a presenca de linhagens hibridas (Souto et al. 1996; Zingales
et al., 1998; An6nimo, 1999). Esta metodologia permitiu ainda separar T. cruzi de isolados de T. rangeli
(Fernandes et al., 2001).A linhagem Z3 (Miles et al. 1977; 1978) ndo foi agrupada nas duas linhagens
estabelecidas, mas foi posteriormente definida por marcadores do gene de mini-exon (Fernandes et al.
1998) e subdividida em dois subgrupos, Z3A e Z3B, baseado em polimorfismo de ITSrDNA (Santos et
al., 2002; Mendonca et al., 2002). Os subgrupos Z3A e Z3B foram definidos como linhagens TClIc e
TClla e correspondem atualmente as DTUS Ill e IV (Zingales et al., 2009).

A utilizagdo dos gene de mini-exon para distinguir genotipicamente tripanossomatideos veio
trazer avangos no conhecimento das linhagens de T. cruzi. Segundo Agabian (1990) os genes de mini-
exon também conhecidos como spliced leader (SL), participam do processo pés-traducional chamado
trans-splicing, que resulta na adi¢do de sequéncias de 39 nucleotideos, denominadas “spliced-leader”

ou mini-exon, na extremidade 5' de todos 0s mMRNAs maduros dos Kinetoplastida.
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Sua organizagao composta por regides com distintos graus de conservagao, os genes SL tém
utilidade taxondmica e de diagndstico. Cada unidade de repeticdo do gene SL pode ser dividida em 3
partes: um exon altamente conservado de 39 nucleotideos; um intron de 50-100 nucleotideos
moderadamente conservado, e uma regido intergénica espagadora que apresenta variagdes de
tamanho e de sequéncia entre espécies de tripanossomatideos e linhagens de tripanossomas (Figura
5). Existem cerca de 200 copias do gene SL repetidas in tandem no genoma dos tripanossomatideos

que séo, assim, um bom alvo para diagnéstico (Agabian, 1990; Donelson & Zeng, 1990; Davis, 1996).

Unidade de repeticao

mRegiéo /espac;adora Exon | Intron et //espagadora

L +39 +100
Regido transcrita

Figura 5. Diagrama representativo da unidade repetitiva do gene de mini-exon ou Spliced Leader

Analise das sequéncias do gene SL de inimeros tripanossomatideos apresentou regides com
distintos graus de conservagéo entre géneros e espécies. Porém, essas sequéncias sao Uteis somente
para inferir graus de relacionamento genético entre espécies muito relacionadas, para analise de
variabilidade genética e como alvo para diagnostico de tripanossomatideos, uma vez que sdo muito
variaveis para permitir alinhamentos confiaveis entre organismos de espécies distintas (Fernandes et
al.,1998; Serrano et al., 1999b,c; Gibson et al., 2000; Ventura et al., 2001; Maia da Silva et al., 2007).

Sequéncias do gene SL vém sendo utilizadas na identificacdo de distintos géneros da familia
Trypanosomatidae. A heterogeneidade de sequéncias de introns e regides intergénicas tem sido Util
também na caracterizacdo de espécies de Leishmania (Hassan et al. 1993; Fernandes et al. 1994;
Harris et al. 1998), Endotrypanum (Fernandes et al., 1993) Crithidia (Fernandes et al. 1997) e
Phytomonas (Teixeira et al., 1996; Serrano et al., 1999a,b). Estas sequéncias permitem também a
identificacdo de tripanossomas africanos (Sturm et al., 1998; Ventura et al., 2001) e linhagens de T.
rangeli (Maia da Silva et al., 2007).

Posteriormente, estudos baseados em RAPD - Random Amplification of Polymorphic DNA -
(Brisse et al. 2000a,b), sequéncias de SSU rRNA (Brisse et al. 2001) e um grande numero de loci para
isoenzimas (Breniere et al. 2003) estabeleceram 5 linhagens (TClla-e): TCllb e TClle no ciclo
doméstico na Argentina, Bolivia, Brasil e Chile; TCIld no ciclo doméstico do Chile e Bolivia; TClla no
ciclo silvestre da Amazoénia e TCllc, ciclos silvestres da Amazdnia, Nordeste e Sul do Brasil, Argentina
e Paraguai (Barrett et al. 1980; Miles et al. 1981a; Pévoa et al. 1984; Gaunt & Miles, 2000; Yeo et al.
2005; Fernandes et al. 1998, 1999a,b; Zingales et al. 1999; Freitas et al. 2006; Ceballos et al. 2006;
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Toma et al. 2007; Cardinal et al. 2008; Aleixo et al. 2008; Marcili et al. 2009a,b; Miles et al. 2009).
Machado & Ayala, 2001; Llewellyn et al. 2009a,b) e diversos genes ndo nomeados, foram avaliados
(Sturm et al., 2003; Brisse et al., 2003; Westenberger et al., 2005, 2006). Analises de microssatélites
e do gene citocromo oxidase Il indicaram que TCllc deve ser a terceira linhagem (TCIIl) ancestral
que participa da geragéo de hibridos (Freitas et al., 2006). Essa linhagem foi descrita em amostras
do ciclo silvestre da Amazbnia Brasileira associada a ecotopos terrestres, mamiferos Dasypus
novencinctus, Monodelphis e triatomineos da espécie P. geniculatus (Miles et al., 2009).

A linhagem Tcl, circula nos ambientes silvestre e doméstico com ampla distribuicdo geogréfica,
no Sul dos USA, México e em todos os paises das Américas Central e do Sul (Miles et al., 2003). Até
entdo, ndo foi proposta a subdivisdo dessa linhagem, apesar de estudos recentes terem revelado
grande polimorfismo de isolados Tcl de diferentes regides, ciclos de transmissdo e hospedeiros
vertebrados e triatomineos (Salazar et al., 2006; O'Connor et al., 2007; Herrera C et al., 2007; Llewellyn
et al., 2009a; Miles et al., 2009).

Com marcadores de ITS-RFLP e RAPD Luna-Marin et al. (2009) caracterizaram amostras de
TC1 isoladas do ciclo domeéstico no Departamento de Santander, Coldmbia que apresentaram
elevado polimorfismos e variabilidade, supondo que populagdes de Tc1 neste ciclo séo heterogéneas
e compostas de diferentes clones. Por outro lado, Lala et al. (2009) observaram padrdes distintos de
diversidade biologica e genética entre amostras isoladas do homem, animais silvestres e triatomineos
oriundos do estado do Parand, Brasil quando submetidos a inoculagdo em animais experimentais e a
acao do benzonidazol.

A associagd@o das diferentes formas clinicas e da mortalidade da doenca de Chagas com
origem geografica € bem conhecida. Miles et al. (1981a) especulavam se amostras isoladas de T. cruzi
no Brasil e na Venezuela eram muito diferentes, e que formas clinicas poderiam desenvolver. A maioria
dos isolados de pacientes com manifestagbes severas (miocardites e megassindromes) pertence a
linhagem TCII, proveniente de areas endémicas do Cone Sul (Chile, Argentina, Bolivia, Brasil - exceto
Amazbnia), e transmitida por triatomineos domiciliados, principalmente T. infestans) (Baptista et al.,
2006; Manoel-Caetano & Silva, 2007, Manoel-Caetano, et al., 2008; D'Avila et al., 2009).

A linhagem Tcl apresenta baixa prevaléncia nos casos humanos de doenga de Chagas nos
paises do Cone Sul, e predominante no México, Panama, Colémbia e Venezuela. A maioria destes
paises também mantém esta linhagem no ciclo silvestre no México (Bosseno et al. 2009) e Guatemala
(Pennington et al. 2009) com ocorréncia de casos humanos ligados a esta linhagem. Casos graves de
doenga de Chagas, apesar da auséncia de megassindromes, s&o comuns nesses paises com isolados
de Tcl (Afez et al. 2004, Sanches-Guillen et al. 2006; Mejia-Jaramillo et al. 2009 a,b), assim como na
Colémbia e Equador, onde predominam Tcl e Z3 (Garzon et al. 2002; Monroy et al., 2003; Mantilla et
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al., 2010). Pelo menos um caso crénico grave de infeccdo por TCI, provavelmente uma infecgao oral,
foi confirmado em paciente do nordeste do Brasil (Teixeira et al., 2006). R. prolixus é o vetor mais
importante de TCl na Venezuela e Colémbia, habitando os ambientes silvestre e domiciliar,
favorecendo assim a justaposig@o dos dois ciclos de transmissé@o (Miles et al., 1981a,b; 2003). Tcl
também predomina no ambiente silvestre e nos casos humanos da Amazdnia Brasileira, onde é
transmitido por diversas espécies do género Rhodnius (Valente S et al., 2009, Marcili et al., 2009 a,b).

Por outro lado, as linhagens TClic (TCIIl) e TClla (TCIV), apesar de relatos de raros casos
humanos no Para, Amazonas e Minas Gerais (Miles et al. 1981a; Fernandes et al. 1999a; Freitas et al.
2006; Marcilli et al , 2009a,b) sdo praticamente exclusivas do ciclo de transmissao silvestre. A antiga
denominagdo de Z3 agrupando essas duas linhagens se deve a padrdes indistinguiveis nas
genotipagens baseadas no gene de mini-exon (Fernandes et al., 1998, 2001; Lisboa et al., 2004, 2008,
Herrera et al., 2007, Santos-Mallet et al., 2008). Isolados humanos caracterizados como Z3 foram
descritos na Regido Amazonica (Aguilar et al. 2007). Valente S et al. (2009) encontraram Z3 entre os
isolados de um surto ocorrido em Mazagdo, Amapa, juntamente com Tcl e T. rangel.

Estudos baseados em novos marcadores que permitem separar TCIIl de TCIV, evitando assim
a classificagdo inadequada como Z3, confirmaram que a linhagem TCIII ocorre no Brasil, Argentina e
Paraguai, infectando mamiferos terrestres, especialmente tatus (Barrett et al., 1980; Miles et al., 1981a;
Povoa et al., 1984; Gaunt & Miles, 2000; Yeo et al., 2005; Ceballos et al., 2006; Llewellyn et al., 2009b;
Miles et al., 2009). Essa linhagem tem sido encontrada em cdes domésticos no Paraguai (Barnabé et
al. 2001), Argentina (Cardinal et al. 2008) e Brasil (Umezawa et al., 2009). Triatomineos de habitos
domésticos e terrestres, como T. infestans, e de habitos silvestres, P. geniculatus e T. rubrovaria, séo
as espécies descritas infectadas com TCIIl (Martins et al., (2008).

N&o sdo claras as relagdes eco-epidemioldgicas entre reservatérios, vetores e ecétopos no
ciclo de transmissdo da linhagem TClla (TclV). Essa linhagem foi descrita em tatus e marsupiais do
género Monodelphis caracterizados por zimodemas (Miles et al. 1981 a), mas néo foram ratificados
com marcadores moleculares. Isolados de R. brethesi e humanos da Amazénia Brasileira foram
confirmados como Z3B = TCIV (Mendonga et al., 2002). Diversos estudos detectaram TClla em caes
domésticos e guaxinins na América do Norte (USA) (Barnabé et al., 2001; Roellig et al., 2009).

Diferentes hipoteses baseadas em inferéncias filogenéticas foram formuladas a fim de explicar
a evolugéo intra-especifica de T. cruzi. De acordo com os ec6topos dos triatomineos e na associagao
destes com determinados mamiferos foi proposta a seguinte historia evolutiva para as linhagens de T.
cruzi (Gaunt & Miles 2000; Yeo et al., 2005; Miles et al., 2009): Tcl esta associado com marsupiais
(género Didelphis) e triatomineos (genéro Rhodnius) de ecdtopos arboreos, enquanto as linhagens TCl
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e Z3 estdo associadas com triatomineos dos géneros Triatoma e Panstrongylus (que habitam buracos

e fendas de rochas) e vertebrados de habitos terrestres (tatus e Monodelphis).

1.4.1. Linhagens de T. cruzi e associagdo com formas clinicas da doenga de Chagas na

Amazonia

Na Amazénia Brasileira, onde apenas Tcl e Z3 foram detectados casos em humanos (Miles et
al. 1986; Fernandes et al. 2001; Coura et al. 2002a; Junqueira et al. 2005; Valente S et al. 2009), é
significativa a prevaléncia de individuos sorologicamente positivos e assintomaticos (Coura et al.,
2002b; Pinto A et al., 2009). Apesar do pequeno numero de casos cronicos estudados, baixa morbi-
mortalidade da doenca de Chagas tem sido observada na Amazénia quando comparada com o Cone
Sul (Coura et al., 2002a; Miles et al., 2003). Recentemente, foram descritos casos autoctones no
Estado do Amazonas com cardiopatia chagésica cronica (Vinas Albajar et al., 2003; Xavier et al., 2006).

Entretanto, os casos agudos de doenga de Chagas estudados na Amazonia Brasileira diferiram
bastante, com quadros clinicos tipicos de exuberancia sintomatica aguda, mas de prognostico benigno,
(Rodrigues et al. 1988; Fraiha Neto et al. 1995; Valente S et al. 2000, Pinto A et al. 2001), ou incluindo
casos graves com evolugdo para morte como referidos em estudos de Pinto A et al. (2004) quando
foram descritos nos municipios de Abaetetuba, Cametd e Igarapé Miri (PA), 4 casos de
comprometimento cardiaco grave de doenga de Chagas aguda com exame parasitologico positivo para
T. cruzi, cujos pacientes apresentavam febre subita, mialgia, dispnéia e sinais de parada cardiaca.
Apesar do tratamento, trés pacientes evoluiram rapidamente para dbito. Foi sugerida a realizagéo de
estudos mais detalhados a fim de se identificar o perfil genético dos isolados circulantes na Regido e,
assim, uma associa¢ao com a gravidade dos casos que se apresentaram.

A idéia equivocada de que a doenga de Chagas é benigna na Amazénia pode influenciar nas
condutas de prevencdo e tratamento nas Regides onde predominam TCI e Z3 haja vista o registro de
casos graves de abdémen agudo com intenso quadro hemorragico (Pinto A et al. 2001) e com
sindrome cardiacas severas (Pinto A et al. 2004) evoluiram para 6bito dos pacientes em poucos dias.

Em estudo mais abrangente realizados com Pinto A et al. (2009) foram descritos sintomas e
sinais clinicos de 233 pacientes da Amazénia. Os sinais mais comuns nos pacientes com DCA foram
febre (100%), cefaléia (92,3%), mialgia (84,1%), palidez (67%), dispnéia (58,4%), edema de membros
inferiores (57,9%), edema de face (57,5%) dor abdominal (44,2%), miocardite (39,9%) e exantema
(27%). O eletrocardiograma mostrou alteragdes de repolarizagdo ventricular em 38,5% dos casos,
baixa voltagem de QRS em 15,4% e desvio de SAQRS em 11,5%, extra-sistoles ventriculares em

5,8%, bradicardia em 5,8% e taquicardia em 5,8%, bloqueio de ramo direito em 4,8% e fibrilagéo atrial
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em 4,8%. No ecocardiograma a alteragdo mais importante foi o derrame pericardico em 46,2% dos
casos. Treze (5,6%) pacientes evoluiram para o 6bito, 10 (76,9%) dos quais por comprometimento
cardiovascular, dois por complicagdes de origem digestiva e um de causa mal definida.

Com o aumento de casos de infeccdo humana diagnosticada com TCl e Z3 na Amazbnia
brasileira, novas abordagens clinicas devem ser adotadas para monitoramento dos pacientes que

permitam verificar a severidade ou ndo dos sintomas.
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2. JUSTIFICATIVA

A doenga de Chagas na Regido Amazénica é considerada atualmente motivo de crescente
preocupacao nos ultimos anos. A infecgéo por T. cruzi do homem, animais silvestres e triatomineos tem
sido descrita em todos os paises da bacia amazdnica, onde ocorre com alta prevaléncia e ampla
dispersdo como enzootia silvestre (Dias et al., 2002a,b; 2007; Coura et al., 2002a,b, 2007, Aguilar et
al., 2007, Marcili et al., 2009a, Miles et al., 2009). Mais de 1.125 casos de doenga de Chagas ja foram
descritos, principalmente de doenca aguda na Amazénia Ocidental nos Estados do Para, Amapa,
Amazonas e Acre (Instituto Evandro Chagas, 2011 — Dados néo publicados). O aumento do numero de
casos na Regido se deu devido a melhor vigilancia, maior conhecimento dos sintomas da fase aguda,
busca ativa de pacientes sintomaticos e inquéritos soro-epidemioldgicos (Valente et al., 2009; Pinto A
et al. 2009, Beltrdo et al., 2009).

Os relatos recentes sobre doenga de Chagas na Amazonia Brasileira tém servido de alerta a
comunidade cientifica para o perigo de infec¢do oral e de domiciliagdo de triatomineos silvestres em
regides que comegam a ser povoadas. Além dos casos de infecgéo oral, diversos fatores tais como
crescimento da populagéo, introdugdo de novas atividades profissionais, desmatamento e drastica
reducdo dos animais silvestres e de seus ecdtopos podem levar a colonizagdo de triatomineos e a
focos endémicos da enfermidade na Regiéo (Teixeira et al. 2001; Coura et al. 1990, 1999; 2002a,b;
Miles et al. 2003; Rojas et al., 2005; Barbosa, 2006, Brasil, 2009). Provavelmente, o nimero reduzido
de individuos e de domicilios e a inexisténcia de vetores domiciliares tém impedido a domiciliagdo da
doenga (Abad-Franch et al., 2010).

Apesar de evidéncias de crescente importancia a doenga de Chagas tem recebido pouca
atengd@o, sendo ainda muito limitado o conhecimento dos vetores, ciclos biologicos, vias de
transmissao, diversidade genética dos isolados, formas clinicas da doenca, resposta ao tratamento e
outras caracteristicas que aparentam ser muito particulares na Amazénia. Embora seja uma enzootia,
tanto em areas colonizadas, como em areas de floresta preservada, é inquestionavel o aumento do
numero de casos da doenga na regido, com diversas evidéncias de elementos favordveis a sua
expansdo e estabelecimento como endemia humana (Dias et al., 2002a,b; Coura et al., 2002a; Aguilar
et al., 2007; Pinto et al., 2009).

Enquanto o ciclo domiciliar foi bem estudado nas areas endémicas, pouco se conhece sobre a
estrutura populacional e polimorfismo genético dos isolados de T. cruzi do ciclo silvestre. A relacéo
preferencial de determinados genétipos de T. cruzi com os ciclos de transmissao antroponéticos ou
silvestre, assim como associagdes de gendtipos com espécies de mamiferos e de triatomineos sédo

aspectos muito interessantes da evolugao de T. cruzi que podem ser investigados na Amazénia.
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O estudo de um grande numero de isolados representativos da extensa variabilidade
ecogeografica, de diversas espécies de mamiferos e vetores, e de pacientes com diferentes formas
clinicas € indispensavel para uma melhor compreenséo da histoéria evolutiva e do relacionamento do T.
cruzi com seus hospedeiros vertebrados e invertebrados. Embora ainda pouco estudado,
especialmente na Regido Amazénica, os trabalhos realizados apontam para uma grande complexidade
do ciclo silvestre de T. cruzi (Jansen et al., 1999; Fernandes et al., 1999a,b; Pinho et al., 2000; Lisboa
et al., 2006; Herrera L et al., 2004; Herrera C et al., 2007, Roque et al., 2008).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Realizar estudos epidemiolégicos dos ciclos de transmissao de linhagens de T. cruzi no Para
e Amapa, utilizando métodos parasitoldgicos, sorolégicos e molecular na caracterizagao de isolados
humanos, mamiferos e triatomineos silvestres nos Estados do Para e Amapéa (com presenga de de
surtos de doenca de Chagas) e na ilha de S&o Luis, Estado do Maranhdo (com auséncia de casos

humanos).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Diagnosticar casos de DCA ocorridos em surtos nos municipios de Barcarena, Belém e
Cachoeira do Arari, Estado do Para, e Santana, Estado do Amap3;

e Avaliar a soroprevaléncia para anticorpos anti-T. cruzi nas comunidades associadas aos surtos
e de comunidades sem casos de DCA, mas que mantém ciclo ativo de T. cruzi doméstico em
Sé&o Luis, Maranhao;

e Realizar levantamentos de triatomineos e mamiferos silvestres e/ou domésticos infectados e
identificar a taxa de infec¢éo para tripanossomas;

e Isolar T. cruzi de pacientes com sintomatologia compativel com DCA, de mamiferos e
triatomineos silvestres e/ou domésticos nas areas selecionadas para estudo;

e Estudar o ciclo dos isolados de triapnossomatideos em Sdo Luis em ambiente doméstico e
silvestre;

o Genotipar os isolados de tripanossoams obtidos em humanos, animais e triatomineos;

e Caracterizar os ecétopos de triatomineos e ciclos de transmissdo analisando associagoes entre

gendtipos de tripanossomas e hospedeiros vertebrados e invertebrados.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. DESCRIGAO DOS MUNICIPIOS OU LOCALIDADES E DURAGAO DOS ESTUDOS

A base de coletas que norteou os estudos foi realizada nos municipios de Barcarena,
Belém e Cachoeira do Arari no Estado do Para, em Santana no Estado do Amapa entre os
anos de 2000 e 2007 (Figura 6) e em Sé&o Luis no Estado do Maranhdo entre os anos de
1998 a 2005 (Figura 7).

4.1.1. Municipio de Barcarena - Para

Os dados sobre o municipio de Barcarena foram coletados no site elaborado pelo Governo do
Estado do Para, (Para, 2006).

4.1.1.1. Localizac&o, populacdo e economia

O municipio de Barcarena pertence a mesorregido Metropolitana de Belém e a microrregido de
Belém com distancia em linha reta de 30 km e acesso por via fluvial e rodoviaria. Compreende area de
1.316,2 Km2, e uma extensa faixa (Norte e Oeste) limitada pela Baia do Marajo. A sede municipal tem
as seguintes coordenadas geograficas: 01° 30’ 24 “de latitude Sul e 48° 37’ 12” de longitude a Oeste de
Greenwich. Os limites s&o: Ao Norte Baia de Guajara e Municipio de Belém, ao Sul Municipios de Moju
e Abaetetuba, a Leste - Baia de Guajara e Municipio de Acara e a Oeste Baia do Marajo. A populagéo
em 2007 era de 102.015 habitantes. As principais atividades econdmicas do municipio s&o: minério,

comércio, extragdo de madeira, pesca, pecuaria e turismo.

4.1.1.2. Clima, vegetagao e hidrologia

O clima de Barcarena faz parte do clima quente equatorial umido, com temperatura média
anual entre 29 e 31° C com chuvas abundantes, acima de 2.500 mm ano que ocorrem no primeiro
semestre e menos intensamente no segundo semestre.

A cobertura vegetal primitiva de Floresta Densa dos baixos platds Paréd/Maranh&o foi quase
totalmente substituida pelo pasto e pelo plantio de culturas de subsisténcia em areas de regeneracgao
de Floresta Secundaria. Ao longo das margens dos rios e igarapés preponderam as Florestas Ciliares e
de varzeas nos trechos sob influéncia de inundagdes, ocorrendo, também, a siriuba (mangue branco), e
florestas de varzeas margeando os grandes rios € as llhas do Municipio que sao derrubadas para o
extrativismo de madeira. As palmeiras mais comuns sdo: Euterpe oleracea (agai), Mauritia flexuosa

(buriti), Maximiliana regia (inaja) e Oenocarpus bataua (bacaba).
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Uma pequena faixa de mata do tipo campina é descrita na llha Trambioca, caracterizada como
uma area aberta, coberta com vegetagdo herbécea e ciporacea do tipo mata de cipd. O solo é do tipo
arenoso com depressdes que facilitam a formag&o de cole¢bes de agua e a vegetagdo € muito

semelhante as areas de igapo.

4.1.1.3. Fauna de mamiferos e de triatomineos descritas

A partir de um caso agudo de DCA em Barcarena por Valente S et al. (1989) foi realizado nos
anos 90 pelo IEC apoiado pela ALBRAS um amplo estudo no municipio que identificou reservatérios e
vetores silvestres do T. cruzi nas localidades Area de Preservacdo Ambiental (Azul, Laranjal e
Eucalipto 86), Nucleo Urbano e Alojamentéo, Cafezal, Carnapijé e Araquigaua em Barcarena.

Valente S et al. (1992) observaram palmeiras (Maximiliana regia - Inaja), Schelea martiana -
Urucuri e Eleas melanoccoca - Dendé do Para) em matas secundarias proximas do Nucleo Urbano e
Alojamentdo e também e em matas primarias de area rural das comunidade Cafezal, Carnapijé e
Araquicaua infestadas com triatomineos dos géneros Rhodnius, Panstrongylus, Microtriatoma e
Eratyrus e marsupiais, roedores e tamanduas com diferentes taxas de infec¢do para T. cruzi. Na
pesquisa soroldgica realizada nas comunidades ndo apresentaram resultados relevantes.

Na ocasid@o os autores recomendaram providéncias para controle vetorial junto as autoridades
sanitarias locais que incluiam vigilancia entomoldgica e epidemiolégica, educacdo sanitaria e

investigacao e acompanhamento de casos febris de origem desconhecida.

4.1.2. Municipio de Belém - Para
Os dados sobre o municipio de Belém foram coletados no site elaborado pelo Governo do
Estado do Para (Para, 2006).

4.1.2.1. Localizag&o, populagéo e economia

O municipio de Belém, (figura 6), pertence a mesorregi@o Metropolitana de Belém e a
microrregido Belém; A sede Municipal tem as seguintes coordenadas geograficas: 01°027°20” de latitude
e 40°30'15” de longitude a Oeste de Greenwich. Limita-se ao norte a Baia do Marajo, a leste Municipios
de Ananindeua, Santo Antdnio do Taua e Santa Barbara, ao Sul Municipio de Acara e a Oeste a Baia
do Guajara e Baia do Marajé em uma érea territorial de 1.319,70 km2. A popula¢do do municipio era
estimada pelo IBGE (2005) em 1.405.871 habitantes. A economia do municipio € impulsionada pela

industria, comércio, pesca e turismo.
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4.1.2.2. Clima, vegetac&o, hidrologia e fauna

O clima é quente e Umido com precipitagdo média anual alcangando os 2.834 mm. A
temperatura média € de 25°C, em fevereiro e 26°C, em novembro. Estd na zona climatica Afi
(classificacao de Koppen), que coincide com o clima de floresta tropical, permanentemente umido, com
auséncia de estacao fria, e temperatura do més menos quente, acima de 18°C.

A cobertura vegetal do Municipio compde-se de Florestas Secundarias ou capoeiras que
substituiram a antiga Floresta Densa dos baixos platés, da qual alguns testemunhos ainda s&o
encontrados em Mosqueiro, Caratateua e areas adjacentes. A vegetagdo dos mangues e siriubais
acompanham as porgoes fluviais e semilitoraneas do setor estuarino, enquanto a Floresta Ombréfila
(que gosta de agua) domina os tratos marginais dos cursos d’agua e as baixadas, onde prevalecem
formacbes herbaceas, subarbustivas e arbustivas.

A alteracdo da cobertura vegetal observada utilizando imagens LANDSAT - TM, do ano de
1986, era de 54,73%. A situacédo torna-se preocupante, ao se levar em consideragdo o tamanho do
pequeno Municipio, a velocidade do desmatamento, a crescente ocupagao urbana, € a dilapidagéo das
florestas remanescentes, restando florestas pobres, com fungdes e estruturas alteradas. S&o muito
restritas as areas de matas preservadas em Belém, porém com presenca de ponta de matas do tipo
capoeira ainda séo vistas na periferia da cidade e de la procedem achados eventuais de triatomineos
atraidos pela luz e da presencga de roedores e marsupiais de acordo com trabalhos ja realizados no
municipio (Lainson et al., 1979, Miles et al., 1981a,b).

Os principais acidentes geograficos do Municipio sdo: as baias de Marajo, ao norte e Guajara,
a oeste. Nesta ultima desagua o rio Guama que em conjunto, contribui para a conformagéo peninsular
do Municipio. Na baia de Guajard desaguam os igarapés, Bacuri, Val-de-Cées, Una e o furo do
Maguari que separa a llha de Caratateua (Outeiro) do continente. Em frente a baia do Marajo, situa-se
a ilha de Mosqueiro, onde toda sua orla, a noroeste, € constituida por praias, como: Chapéu Virado,
Farol, Ariramba, Murubira e muitas outras. Esta llha é separada do continente através da baia do Sol e
pelo furo das Marinhas. Entre as ilhas de Mosqueiro e Caratateua, encontra-se a baia de Santo
Antbnio, onde desaguam os rios Pratiquara e Mari-Mari.

No rio Guama, desembocam os igarapés Tucunduba e Agua Preta. Este faz limite natural com
Ananindeua, a sudeste. Na foz do Guama4, aparecem trés grandes ilhas que s&o: Cumbd, do Marinheiro
e Grande ou Paulo Cunha.

O rio Guama e as bacias de Guajara e Maraj6 séo acidentes geograficos importantes na sua
conformagao, e as ilhas mais importantes sdo: Grande, llhinha, Marinheiro, Cambu, Patos, Barra,

Jararaca, Urubuoca, Nova Paqueta, Jutuba, Croinha, Cotijuba, Mosqueiro, Caratateua, Papagaio,
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Camuaru, Conceigédo e Maruim.

O Museu Paraense “Emilio Goeldi” e o Bosque “Rodrigues Alves” conservam espécies da flora
e fauna paraense. E necessaria a preservacdo do ecossistema remanescente dos mananciais do
Utinga e as praias de Icoaraci, Outeiro (ou Caratateua), Mosqueiro e Cotijuba. A topografia do
Municipio é pouco varidvel e baixa, atingindo 25 metros na ilha de Mosqueiro, ponto de altitude
maxima. Na &rea urbana da cidade de Belém, grandes areas estdo abaixo da cota de 4 metros,
sofrendo influéncia das marés altas e tendo dificuldade no escoamento das aguas da chuva. S&o as

Chamadas “baixadas de Belém”.

4.1.3. Municipio de Cachoeira do Arari — Para
4.1.3.1. Localizagao, populagéo e economia

Os dados do municipio de Cachoeira do Arari foram coletados no site elaborado pelo Governo
do Estado do Paré (Para, 2006).

O municipio de Cachoeira do Arari pertence a mesorregido do Maraj6 e a microrregiao do Arari.
A sede municipal tem as seguintes coordenadas geogréficas: 01° 00’ 36” de latitude sul e 48°57°36” de
longitude a Oeste de Greenwich. Seus limites s&o: Ao norte: Municipios de Chaves e Soure; a leste:
Municipio de Ponta de Pedras; ao sul Municipios de Salvaterra e Baia do Maraj6 e a oeste Municipios
de Ponta de Pedras e Santa Cruz do Arari. A populagédo do Municipio era estimada em 17.127
habitantes de acordo com o IBGE (2005) e a area territorial do municipio € de 3.102,10 km2. As

principais atividades econdmicas do Arquipélago s&o: extragdo de madeira, pesca, pecuaria e turismo.

4.1.3.2. Clima, vegetacg&o, hidrologia e fauna

O clima equatorial umido: temperatura média em torno de 27°C, minima de 18°C e maxima de
36°C, umidade elevada e alta pluviosidade nos seis primeiros meses do ano. O relevo é plano e a sede
do municipio é o ponto mais alto da ilha. A principal paisagem geografica do Municipio é o rio Arari, que
delimita territérios com demais municipios da Regi&o.

Predominam no municipio vegetagé@o de floresta densa de Terra Firme, Campos Cerrados,
Campos Altos e Baixos com extensas faixas florestais dominadas pelas palmeiras de Orbygnia sp
(babagu); Maximiliana regia (inajé); Astrocaryum vulgarae (tucuma) e Mauritia flexuosa (buriti), este
cenario sofre com queimadas e explora¢do de madeira comprometendo flora e fauna regionais.

Nas faixas do Rio Arari que incluem os municipios de Soure e Salvaterra em regides proximas
ao litoral, apesar de cercada por agua, na estagao chuvosa as aguas do mar crescem e se misturam

com as aguas doces do Arari deixando-as salobra e imprépria para o consumo. Por outro lado, durante
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a época de seca, grandes faixas de terra secam e ha escassez de agua para consumo das
comunidades ribeirinhas e os moradores precisam deslocar-se para lugares distantes a fim de
conseguir agua potavel.

Os lagos do municipio possibilitam a formacdo de extensas cole¢bes de agua estagnadas
impréprias para 0 consumo humano, mas propicios para manutencdo de criadouros de mosquitos
(Anopholes intermedius, Anopholes aquasalis, Anopholes oswaldoi, Culex portesi, Coquellettidia
venezuelensis) transmissores de doengas Mascarenhas et. al., (2001).

Estudos sobre a fauna da mesorregido do Maraj6 realizado por Mascarenhas et. al. (2001)
identificou uma rica e diversificada biodiversidade composta por marsupiais, D. marsupialis (mucura) e
Philander opossum, Dasypus novemcinctus (tatu galinha), Mazama gouazoubira (veado fuboca),
Tamandua tetradactyla (tamandua colete) e Sciurus sp. (quatipuru), Bradypus tridactylus (preguica
comum), Ciclopes tridactyllus (tamanduai), Choloepus didactylus (preguica real), Procyon cancrivorus
(guaxinin), Nasua nasua (coati), Eira barbara (irara) e Cerdocyon thous (raposa), macacos Cebus
apella (macaco prego), Saimiri sciureus (macaco de cheiro) e Saguinus midas niger (macaco sagui)

além de uma diversificada fauna de aves e répteis.

4.1.4. Municipio de Santana - Amapa

Os dados do municipio de Macapa foram compilados a partir do trabalho de Rodrigues (2004).

4.1.4.1. Localizagdo, populacdo e economia

Santana esta no sudeste do Estado do Amapa e € o segundo municipio mais populoso do
Amapa, com 101.864 habitantes com dados do IBGE (2005) e area de 1.599,70 km?2 fazendo limites
com Macapa, Mazagéo e Porto Grande. A sede do municipio é na ilha de Santana e as localidades
principais sdo o lgarapé da Fortaleza e Igarapé do Lago. A populagdo da sede do municipio foi
estimada segundo o IBGE (2005) em 92.190 habitantes. A economia do municipio baseia-se na
pecuaria, atividade pesqueira, extragdo da madeira e agai, industria de cerdmica, palmito, refrigerante e
reciclagem de papel.

4.1.4.2. Clima, vegetac&o, hidrologia e fauna

O clima da ilha esta dentro da zona climatica tropical chuvosa é do tipo equatorial Umido e a
temperatura entre 27°C a 35°C, com estagao chuvosa de janeiro a junho e seca de julho a dezembro e
precipitagdo anual entre 1.415 mm e 1.835 mm. A vegetacdo é formada por campos naturais

inundaveis, regides de varzea e florestas primarias e secundarias que cedem espago para a pecuaria.
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A llha possui vasta rede hidrogréafica representada pelo Rio Amazonas e seus afluentes de rios,
lagos e igarapés que ndo sofrem influéncia de salinidade do mar. A fauna silvestre remanescente é
representada por um reduzido numero de espécies, algumas ja em extingdo como a anta, o veado
vermelho, a onga pintada e o gato maracaja. Entre as espécies ainda existentes na ilha, mas que se
encontram ameagados de extingdo, estdo a capivara, o tamandué colete, tatu bola, cutias, porco
espinho, bando de macacos, vérias espécies de marsupiais, roedores, répteis, morcegos e uma
diversificada fauna de aves que tem ninhais em ilhas proximas a Santana. A maioria destes animais,
com excegao dos morcegos, € cagada pelos moradores que 0s consomem como alimentos.

Santana é o segundo municipio do estado com numeros de ocorréncia de casos agudos de
doenga de Chagas aguda no Estado somando até 2008, cento e sessenta e cinco casos, a maioria
deles através de surtos, como o que ocorreu na comunidade do Igarapé da Fortaleza um grupo de 25
pessoas com o envolvimento de consumo do agai na transmissdo. Estudos preliminares encontraram
no entorno da comunidade a presenga de triatomineos e reservatorios silvestres infectados com T.

cruzi que estariam associados na transmisséo (Valente V et al., 1998; Valente S et al., 2005).

4.1.5. Municipio de Séao Luis - Maranhao

Os dados do municipio de S&o Luis foram coletados no site elaborado pelo Governo do Estado
do Maranhao Maranhao, (2009).

4.1.5.1. Localizagdo, populacdo, saude e histdrico

Séo Luis é a capital do Estado do Maranh&o e tem localizagdo geografica com Latitude S
2°31’Longitude W 44°16°. Area da unidade territorial de 827 km? e altitude de 24 metros. O limite do
territorio de S&o Luis comega na foz do rio Jaguarema, na area do Aragagi e termina na Baia do
Arraial, no limite com S&o José de Ribamar. O municipio ocupa mais da metade da ilha (57%) e
apresenta clima tropical quente e semi-umido da Zona Equatorial com duas estagdes distintas, o
inverno chuvoso de janeiro a junho, com média pluviométrica de 1953 mm, e o verdo quente e seco de
julho a dezembro. A temperatura média anual varia de 23°C a 33°C. A populagdo € estimada em
870.028 habitantes (IBGE, 2005).

4.1.5.2. Clima, vegetagao, hidrologia e fauna

O clima regional alterna periodo de fortes chuvas, com areas de extenso alagamento, e de
campos em sua por¢ao norte-ocidental, em face da cobertura vegetal de floresta Umida tropical, esta
Regido recebeu a denominacdo geopolitica de pré-Amazdnia e éreas de cerrado, caatingas e
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chapaddes que seguem em dire¢do ao estado do Piaui. Em todos os modelos de relevo ha uma franca
predominéncia de palmeiras de babagu cujas palmas e Oleo se constitui importante atividade
extrativista. A hidrologia regional converge os rios genuinamente maranhenses como o Mearin,
Pindaré, Itaperucu e Mundin.

Na Ilha de S&o Luis o relevo predominante apresenta elevagdes de até 15 m acima do nivel do
mar e em alguns bairros de area baixa entrecortados por igarapés que sofrem com a influéncia das
marés. Nas areas ndo inundadas a vegetacdo predominante é composta por palmeiras e arvores
frutiferas nos quintais que circundam as habitagdes. As casas s@o de construgbes precarias e com
presenca nos quintais da criagdo de animais domésticos. A menos de 3 km destas residéncias ainda ha
uma faixa consideravel de manguezais ja completamente poluidos de onde os moradores ainda
coletam caranguejos e mexilhes para consumo alimentar.

A fauna de mamiferos predominante nos bairros estudados € praticamente inexistente, mas na
area do batalh&o do Ministério do Exercito situado no Bairro de Jodo Paulo, ha uma pequena ponta de
mata de capoeira e vegetagdo de varzea com gramineas, além da presenga de palmeiras de agai e
buriti. Os militares entrevistados relatam a presenga de marsupiais (D. marsupialis e P. opossum) e
excepcionalmente o encontro de saguis (Saguinus bicolor e Saguinus niger). Referem ainda presenga
de Iguana iguana (camaledo) e passaros de variadas espécies e que apesar do policiamento,
moradores entram clandestinamente na area para cagar e pescar € sdo reprimidos pelos militares.

H& 10 km a sudoeste do centro urbano de S&o Luis entre a margem direita do Rio Bacanga e a
Regido do Maracana existe o Parque Estadual do Bacanga com uma area de 3.075 hectares, que
preserva o ambiente de Floresta Amazdnica e protege os mananciais que abastecem a cidade.
Apresenta relevo plano e ambiente costeiros, influenciado pelas marés nas areas de manguezais,
colinas e vales. A vegetacdo é de mata priméria alta e secundaria com mata de capoeira e arvores
frutiferas. Nesta reserva foram coletados Proechimys guyanensis, Didelphis marsupialis, sendo que 3
deles foi possivel isolar tripanossomos. Foi registrada a presenga de preguicas, gato macacaja,
esquilos, iraras, coatis, cotias, raposas, macacos, tamanduas, porco espinho, e varias espécies de
aves, anfibios e répteis.

Dados da Fundagao Nacional de Saude referem desde 1977 a infestagdo de casas em Sao
Luis pelo Triatoma rubrofasciata, De Geer, (1773) infectados com Tripanossoma sp, € do achado de
triatomineos silvestres, R. pictipes € Rhodnius neglectus principalmente, com altas taxas de infeccao
para tripanossomas (Macario-Rebelo et. al., 1999). Mais tarde, Valente, et. al. (1995) caracterizados

como T. cruzi e associaram o achado dos triatomineos com ratos domésticos, também infectados.
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4.2. APRESENTAGAO DOS SURTOS DE DOENGA DE CHAGAS NOS ESTADOS DO PARA
E AMAPA SELECIONADOS E DOS ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS NO ESTADO DO MARANHAO

Dos diversos surtos detectados nos Ultimos anos, para um estudo mais aprofundado nessa
tese, foram selecionados quatro surtos, trés no estado do Para, municipios de Barcarena, Belém e
Cachoeira do Arari, todos com 12 casos em cada surto e um no Amapa, municipio de Santana com 27
casos, com um total de 63 casos nos quatro surtos. As datas dos surtos foram as seguintes: Barcarena
entre os dias 18/09/2006 a 01/10/2006; Belém entre os dias 04/07/2003 a 11/08/2003; Cachoeira do
Arari entre os dias 06 e 30/08/2006 e Santana entre os dias 04 e 19/12/2004.

Esses quatro surtos foram selecionados para caracterizagdo nesse estudo pelos seguintes
motivos: a) todos apresentaram mais de 10 casos de DCA, com diversificadas formas clinicas; b) ha
uma clara separagao espacial entre os surtos; ¢) ocorreram em regides separadas onde outros surtos
ja haviam sido descritos; d) as regides onde esses municipios se encontram apresentam altos indices
demograficos e sofreram alteragdes ambientais importantes; e) sdo separadas por significativa
distancia geografica e rios; e) os surtos foram associados a infec¢éo pela via oral de acordo com a
investigacao epidemioldgica realizada; e) foi possivel fazer um estudo entomoldgico e dos reservatérios

dos locais de ocorréncia dos surtos, exceto o de Belém ocorrido num bairro central.

4.2.1. Surto de Barcarena, Para

O surto ocorreu em outubro de 2006 na localidade de Vila do Conde municipio de Barcarena
(latitude 01° 33’ 56.4”, longitude 48° 45’ 55.4”) e acometeu um grupo de 12 pessoas que trabalhavam
e/ou freqlientavam um posto de saude local apresentado quadro de sindrome febril aguda prolongada,
em alguns casos acompanhados de exantema.

As 12 pessoas tinham relagéo espago-temporal de proximidade, sendo 5 pertencentes a um
grupo de profissionais da salde que trabalhavam juntas no Posto de Saude da Familia (PSF) local e
outras eram conhecidas ou moravam em casas vizinhas ao Posto. A faixa etaria do grupo variava entre
15 e 70 anos. Os pacientes adoeceram entre os dias 18/09/2006 a 01/10/2006. O paciente indice foi
senhora LPL de 40 a, que trabalha no PSF de Vila dos Cabanos e procurou um hospital local com
diagnostico inicial de dengue classico recebendo medicagéo sintomatica.

Dirigiu-se ao IEC e em consulta revelou que desde o dia 18/09 teve febre alta entre 38 e 40°C,
calafrios, cefaleia, mialgia e dor nas articulagdes. Apresentou ainda eritema difuso em todo o corpo e
nodoso nos membros inferiores nos 12 primeiros dias de doenca. Informou que outros colegas de
trabalho exibiam sintomas semelhantes, estes mais tarde foram encaminhados para o IEC que
confirmou os 12 casos como DCA através de exames sorologicos e parasitoldgicos especificos. Os
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pacientes ndo exibiram porta de entrada, ndo se ausentaram do estado nem do municipio ha pelo
menos 40 dias, ndo se submeteram a transfusdes, nem mencionaram a presenca de triatomineos em
seus domicilios. O acometimento cardiaco foi evidente em um paciente que manifestou pericardite
observada ao eco-cardiograma sem outros sinais clinicos importantes de acometimento cardiaco.
Apesar de um dos pacientes relatar palpitagdes e lipotimia, ndo foram detectadas alteragdes
importantes no eletrocardiograma de repouso, realizado em todos durante a fase aguda.

Uma das pacientes néo trabalhava no hospital, mas teria visitado uma amiga agente de saude
que a convidou para o almogo. Especulou-se que a doenga teria sido adquirida pela ingestédo de um
suco de agai consumido em comum pelo grupo de pacientes, mas ndo recordam precisamente a data.
Uma ampla pesquisa sorolégica foi realizada na localidade para busca de outros casos associados ao

surto. Os pacientes foram tratados com medicacédo especifica e sdo acompanhados pelo IEC.

4.2.2. Surto de Belém, Para
O surto ocorreu entre os dias 04/07/2003 a 11/08/2003 no Bairro do Telégrafo Regiéo central

de Belém com localizagdo geografica 01° 27"20” de latitude Sul e 48°30"15”, acometeu 12 pessoas,

sendo que 9 pertenciam a 4 familias distintas e moravam na mesma rua, e outras 3 de distintas familias
que ndo se conheciam e moravam em uma rua préxima. O paciente indice foi o Sr. AFC 57a., que
procurou consultorio de rede privada apresentando historia de febre acompanhada de calafrios e
duragdo de 10 dias que cedia com antitérmicos, cefaleia, mialgia, artralgia, edema de membros
inferiores e exantema. Posteriormente, outros 2 familiares (esposa e filha) exibiram os mesmos
sintomas e procuraram atendimento médico. Um paciente jovem apresentou quadro de miocardiopatia
bem visivel no eco-cardiograma sem nenhuma outra disfungdo cardiaca, apesar de dois pacientes
apresentarem dispnéia e outro que se queixava de dor precordial.

Simultaneamente, 3 familias com dois componentes cada uma e 3 pacientes, aqui
caracterizados como avulsos, procuraram diferentes servicos de saude e foram encaminhados ao |EC
que confirmou os 12 casos como DCA através de exames sorol6gicos e parasitologicos especificos.

Na investigagéo foi observado vinculo multifamiliar e relagéo espago temporal entre a maioria
dos pacientes e nao foi observada relagdo laboral entre os mesmos. Nenhum dos pacientes
apresentava porta de entrada, ndo se ausentaram do estado nem do municipio nos 2 meses anteriores,
ndo se submeteram a transfusdes, nem mencionaram a presenca de triatomineos em seus domicilios.
Os pacientes tinham em comum o consumo diario de agai adquirido de um mesmo fornecedor. N&o foi
possivel estabelecer um dia provavel de infec¢do. Uma ampla pesquisa sorolégica foi realizada no

bairro para busca de outros casos associados ao surto. Os pacientes foram tratados no IEC.
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4.2.3. Surto de Cachoeira de Arari, Para

O periodo de adoecimento das pessoas neste surto foi entre os entre os dias 06 e 30/08/2006
acometendo um grupo de 12 pessoas de uma coldnia de pescadores que moravam no Rio Urubuquara,
localidade do Igarapé do Mata Fome, Municipio de Cachoeira do Arari, PA. Eram componentes de duas
familias que passaram os meses de agosto e meados de setembro no Igarapé do Mata Fome para
exploragéo e coleta de frutos de acai. A faixa etéria dos pacientes estava entre os limites de 2 a 52
anos de idade e todos os que estavam nessa localidade adoeceram. O paciente indice foi 0 menor
MDT 10 a, que apresentava sintomas de febre elevada, dor abdominal, cefaleia intensa, edema de face
e de membros inferiores, calafrios, mialgia, artralgia, eritema cutaneo e palidez cutdnea mucosa.

De maneira semelhante ao surto de Barcarena, os pacientes de Cachoeira do Arari também
nao exibiram porta de entrada, ndo se ausentaram do estado nem do municipio ha pelo menos 40 dias,
e também néo se submeteram a transfusdes. Os familiares relatam o consumo diério de agai e
informaram ainda que a noite esses insetos voavam atraidos pela luz de lampides utilizados para
iluminacdo e tentavam se alimentar nas pessoas que se abrigavam em domicilios de construgao
precarias. Seguindo o mesmo protocolo utilizado em Barcarena, também foi realizada em Cachoeira do
Arari uma ampla pesquisa sorolégica em comunidades ao logo do Rio Urubuquara para se dimensionar

a extensao do surto.

4.2.4. Surto de Santana, Amapa

O IEC foi acionado pela Secretaria Estadual de Saide do Amapa em janeiro de 2005 para
auxiliar na investigacdo de surto febril com acometimento cardiaco em um grupo de moradores da
Comunidade lgarapé da Fortaleza, distante a 18 km do centro de Macapa. Nas investigagdes foram
identificados 27 casos de DCA caracterizados clinica e laboratorialmente que pertenciam a 8 familias
distintas, sugerindo tratar-se de surto, similar com outros ja ocorridos no Estado. Os pacientes
apresentaram, no inicio da doenca entre os dias 04 a 19/12/2004 quadro febril com calafrios, mialgia,
artralgia, cefaléia e comprometimento cardiaco que se manifestou, sobretudo nos mais jovens. A faixa
etaria dos pacientes ficou entre 1 e 31 anos. Apds passarem por varios servicos médicos na suspeita
de maléria uma I&mina em gota espessa apresentou positivo para DCA. Os pacientes apés o
diagndstico foram tratados com medicacdo especifica e acompanhados pelo IEC. A suspeita da
transmissao coletiva foi investigada por técnicos da SMS local e pelo |EC sugerindo a transmissao teria

ocorrido pela ingestéo de agai consumido de um fornecedor comum.
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Em todos os surtos identificados (Barcarena, Belém, Cachoeira do Arari no Paré e Santana no
Amapa) realizou-se estudos soro-parasitoldgico para pesquisa de doenca de Chagas entre parentes
diretos, vizinhos e contatos dos pacientes e posteriormente num grupo maior da comunidade
consistindo de pesquisa sorologica hemaglutinagao indireta (HAI) e imunofluorescéncia indireta (IF- 1gG
e IgM) qualitativas para triagem e IF quantitativa para teste confirmagdo, e parasitologicas (Gota
espessa, QBC, xenodiagndstico e hemocultura).

Foi realizado ainda um estudo epidemioldgico e demogeogréfico na area (entomoldgico e de

captura de mamiferos silvestres) que possibilitasse a identificagdo da forma de transmissao.

4.2.5. Visitas as areas de estudo

Os estudos foram realizados entre os anos de 1995 e 2007, com duas excursdes
anuais aos municipios descritos permanecendo-se um periodo entre 12 e 21 dias. A equipe
foi composta por trés profissionais para as coletas de animais e triatomineos. As secretarias
de saude locais visitaram as residéncias para coleta de sangue e anamnese da populagédo
envolvida. Quando detectado um caso agudo de doenga de Chagas, esses eram
encaminhados por meio de procedimentos de Tratamento Fora de Domicilio (TFD) para

complementacao de diagndstico e tratamento especifico no Instituto Evandro Chagas.

4.3. ESTUDO DOS TRIATOMINEOS

4.3.1. Coleta de triatomineos em domicilios e anexos por busca ativa
A pesquisa foi realizada em residéncias € no peridomicilio com coletas diurna e noturna entre
19:00 e 23:00 hs. Os espécimes foram coletados manualmente, com auxilio de pingas, sem uso de

desalojantes quimicos e acondicionados em frascos individuais, rotulados e identificados (Figura 8).

4.3.2. Coleta de triatomineos silvestres
4.3.2.1. Em palmeiras

Foram seguidas as técnicas descritas por Miles et al. (1981b) e de Noireau et al. (1999) em
arvores com copa larga e presenca de ninhos e reflugios de animais e selecionadas proximas de
domicilios. O ch&o foi limpo e preparado com a cobertura de plastico branco para dissecacdo. Os
instrumentos para corte e dissecagdo da palmeira foram motosserra e para a dissecgao, ter¢ados,
luvas e pingas. Os insetos capturados foram acondicionados em frascos plasticos com tampa

perfurada, permitindo ventilagdo adequada. Os frascos foram rotulados com o nome da palmeira, local
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e data e transportados para o laboratério. Os exemplares coletados foram acondicionados em frascos

individuais, rotulados com todos os dados de identificagao.
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Figura 8. Triatomineos capturados na palmeira M. flexuousa (miriti) e em armadilhas de luz

4.3.2.2. Com armadilha de luz

A armadilha de luz utilizada (Figura 8) foi 0 modelo Pennsylvania Trap, descrito por Sontwood
(1978). Basicamente, é constituida de uma fonte luminosa, ld&mpada fluorescente de 20 W/ 120 volts,
guarnecida por trés laminas metélicas verticais de aproximadamente 20 por 100 cm, pendentes de uma
cobertura plana quadrada e metélica, radialmente dispostas de modo a formar trés angulos de 90° em
torno da lampada. Na borda inferior as laminas levam a abertura de um funil, em cujo vértice inferior se
dispde um saco de pano coletor dos espécimes atraidos pela luz. A armadilha luminosa é suspensa por

corda de nailon em arvores mais altas que as palmeiras (cerca de 20 m acima do nivel do solo). A fonte

- ol
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de luz sera alimentada por gerador e/ou bateria automotiva, de 19:00 as 22:00 h, durante 10 dias
consecutivos por excursao.
4.4. ESTUDOS DE ANIMAIS SILVESTRES

Todos os trabalhos com animais silvestres foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal do IEC Anexo 5 e as coletas autorizadas pelo IBAMA. Anexo 6. Os
mamiferos silvestres foram capturados com armadilhas de Tomahawk, medindo 50x20x19 cm
(comprimento, altura e largura) para animais de peso médio de 2 kg, tendo como isca
banana, abacaxi ou espiga de milho (Figura 9). Os animais capturados (Figura 10) foram
imobilizados e sedados com fenobarbital sédico (Sagatal®, RHODIA, 10 mg/ml, diluidos a
1:20 ml em soro fisiolégico), aplicando-se entre 0,5 e 1 ml por via intraperitoneal. Os animais
foram entdo, submetidos a puncé@o venosa ou pungéo cardiaca e a amostra de sangue obtida
utilizada para semeadura em meios de cultivo bifasico (3 tubos por animal), exame
parasitoldgico a fresco, esfregaco e gota espessa. Em seguida, os animais foram submetidos
a xenodiagnostico com duas caixas contendo cinco ninfas de terceiro estadio de R. prolixus
ou T. infestans, mantidos em col6nias no insetario do IEC, para cada animal. Essas caixas,
identificadas com os dados relativos ao animal e a espécie de triatomineo, eram presas ao
animal por no minimo 20 min., tempo necessario para que 0s insetos completassem o
repasto sanguineo. Os animais capturados foram identificados no IEC baseando-se na chave
taxondmica de PETERSON & PINE (1982).

Figura 9. Armadilha de Tomahawk e captura de mamiferos silvestres
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arsupialis com aparelho para seguimento e

- ura” 10. Mamifero silvestre, D. m
capturado em trabalhos de campo.
4.5. ESTUDOS DA POPULACAO HUMANA

O protocolo com os procedimentos adotados na pesquisa com seres humanos foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IEC (Anexo 7). Foram também discutidos com a
propria comunidade-alvo os objetivos do trabalho (figura 11) e a necessidade de assinatura de Termo
de Adesédo individual (Anexo 8) a coleta de sangue e a prestacdo de informagdes.

Figura 11. Conversa com as comunidades sobre os objetivos do trabalho
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4.5.1. Identificagao de casos agudos de doenga de Chagas e tratamento dos pacientes

Pacientes com suspeita de DCA foram encaminhados pelo SUS ou rede médica particular dos
municipios estudados e avaliados pelo Ambulatério de Doenga de Chagas do IEC com coleta de
informacdes clinicas e epidemioldgicas em fichas apropriadas (Anexo 9) para caracterizagdo dos casos

como isolados ou de um surto. Aqueles casos confirmados receberam tratamento especifico.

4.5.2. Coleta de material

As coletas de sangue (10 a 15 ml) foram realizadas por pungéo venosa e em papel de filtro por
puncdo digital nos menores de 5 anos. Toda a coleta foi realizada com material descartavel, (seringas,

agulhas e lancetas).

4.5.3. Exames parasitologicos

45.3.1. Pesquisa de T. cruzi em gota espessa e pelo método de concentragdo QBC® System
Quantitative Buffy Coat

Confecgdo de lamina pela gota espessa com coloragdo pelo Giemsa e examinada em
microscopia Otica com objetiva de 40X. Para o teste de QBC® foram utilizados 4 capilares por paciente
seguindo os procedimentos apresentados pelo fabricante e examinadas na faixa de leitura

recomendada. Nos dois testes foram examinados no minimo 500 campos por 3 técnicos.

4.5.3.2. Hemocultura e xenodiagndstico artificial

Os meios utilizados foram o bifasico de Hoffs (4 tubos por paciente) com semeio de 500 ul de
sangue por tubo e quando os parasitos alcangavam crescimentos eram transferidos para meios
liquidos RPMI 1640 e/ou meio LIT para crescimento exponencial. A leitura dos meios ocorria entre 20 a
25 dias e persistindo negativagao por 90 dias eram descartados. Preparagéo e constituicdo dos meios
sdo descritos no Anexo 10.

Um volume entre 10 e 15 ml de sangue com anticoagulante heparina sodica foi distribuido em
um cilindro de vidro revestido com uma membrana de borracha que permitia a alimentagéo de ninfas de
triatomineos. O sistema era aquecido por um banho-maria que mantinha os cilindros aquecidos numa
temperatura entre 37 e 39°C, para estimular a alimentagéo dos triatomineos. As espécies de Rhodnius

prolixus, Triatoma infestans e Panstrongylus megistus foram utilizadas na alimentagéo com 20 ninfas
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de 5° estagio e em jejum de 60 dias, por paciente. As espécies foram mantidas no insetario do IEC e 0

exame do conteudo intestinal dos triatomineos foi feito com 30 e 60 dias apds a alimentacéo.

4.5.4. Definicao de amostragem e pesquisa sorolégica

Definiu-se a amostragem nas populagdes através de célculos estatisticos dos Softwares Stat
Calc verséo 4.0 e Epi Info 5.0 que consideram a relagéo entre 0 numero de casos na populagéo e o
impacto do agravo nos grupos afetados de acordo com o tamanho da comunidade com a aplicagéo da
formula para calculo de populagéo infinita:

N= (1,96)2.p.9/L? cuja razdo 1, 962 é a probabilidade de distribuicdo normal do evento; p:
probabilidade do evento existir; g: probabilidade do evento n&o existir (1-p); L: erro aceitavel de 2%. A
repercussao dos casos agudos nas comunidades elevou o numero de amostragem minima pela
procura espontanea de pessoas para coleta de material. Na area rural de Cachoeira do Arari, 0s casos
de DCA ocorreram em comunidades pequenas (entre 200 a 500 habitantes) e a amostragem foi

sempre acima da recomendada pelos calculos estatisticos como apresentados na tabela 3

Tabela 3. 'Estudo sorolégico para doenga de Chagas nos municipios de Barcarena, Belém,
Cachoeira do Arari (PA), Santana (AP) e S&o Luis (MA) entre os anos de 2003 e 2007.

% de
Municipio POP'_I?(?E Ne de Pop. infectados Pop. Estudada " PoP
Municipio  casos Local estudada
na pop. local
Barcarena (PA) 102.015 12 1630 0,73 1230 75,46
Belém 1.437.000 12 2188 0,54 436 19,92
C. do Arari (PA) 117127 12 680 1,76 546 80,29
Santana (AP) 100.924 27 676 3,99 436 64,49
Séo Luis (MA) 870.028 - 3298 0,18 1336 40,5
Total 2.627,094 63 8472 0,74 3984 47,02

Triagem sorologica por hemaglutinagéo indireta e imunofluorescéncia indireta (IFI) qualitativo (1/40), confirmagéo por
IFl quantitativa e exames parasitologicos e clinicos complementares.

Nos estudos soroldgicos foram adotadas as orientagbes dispostas no Manual de Normas
Técnicas do MS/FNS que preconiza dois testes qualitativos de diferentes principios (BRASIL, 1994).
Utilizamos a hemaglutinagdo indireta — HAI (IgG)- (kit Hemacruzi 96, Ref. 35.066, Biomérieux) e a
imunofluorescéncia indireta (IFl) como teste padréo ouro de confirmacao - (kit Imunocruzi, Biomérieux

ref. 35051) com titulagdo de soros para a pesquisa de IgG e IgM anti-T. cruzi.
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As dilui¢bes utilizadas nos dois testes foram de 1:20 até 1:1.280, e aceitaveis como
soros reagentes, o cut off de 1:40 para os dois testes seguindo orientagdo do fabricante. Os

procedimentos dos testes soroldgicos encontram-se descritos nos Anexos 11 e 12.

4.6. IDENTIFICAQAO E ISOLAMENTO DE TRIPANOSSOMAS
4.6.1. Triatomineos

A identificagdo dos triatomineos obedeceu aos critérios taxondémicos de Lent & Wygodzinski
(1979) e foi realizado no IEC. Os espécimes capturados foram levados para o laboratério, um tergo
deles sendo destinados a formagédo de colbnias para estudos futuros e os restantes desinfectados
individualmente em solugdo de Hibitane® (ICI) (Anexo 13). Em seguida, submetidos & compressao do
abdome para retirada do conteudo da ampola retal, que foi diluido em uma solugéo mista (Anexo 12) e
examinado entre [&mina e laminula, com objetiva 40x, para pesquisa de flagelados semelhantes a T.
cruzi. Quando positivo, 0 material foi semeado em (6 tubos) de meio bifasico de cultura de Hoff’s
(DIFCO, Laboratories USA) e as culturas positivas transferidas para meio monofasico (RPMI 1640,
Roswelt Park Memorial Institute - Divisdo de Antigenos, GIBCO Laboratories USA) e/ou LIT (Liver
Infusion Tryptose) para crescimento, identificagao e obtengdo de extratos para caracterizagdo dos
parasitos. Os mesmos triatomineos foram depois dissecados e, do material obtido, preparados

esfregacos em l&minas e corados por Giemsa para identificagéo.

4.6.2. Mamiferos e humanos

Isolados de T. cruzi foram obtidos do sangue de mamiferos silvestres por pung&o intracardiaca,
cultura direta do sangue e/ou apds xenodiagnéstico e inoculagao intraperitoneal em camundongos -
com subsequente hemocultura em meio bifasico e/ou em meio monofésico (Anexo 9). Nos humanos o
isolamento foi realizado com coleta de sangue por pungdo venosa e seguindo os procedimentos
adotados por Miles, (1993): o sangue dos vertebrados foi diluido em salina fisiologica estéril,
examinado em microscopia 6tica para se detectar a presenca de tripanossomase 0,1 ml semeado em

cabine estéril nos meios citados para leitura com 3 semanas.

4.7. CRIOPRESERVAGAO DE TRIPANOSSOMAS.

Formas epimastigotas com crescimento de 1X108 parasitos por mm3 contados em camara de
Newbauer foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Roswelt Park Memorial Institute - Divisdo de

Antigenos) e/ou LIT na proporgéo de 1,8 ml do meio para 0,2 ml de glicerol em ampolas de poliestireno
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apropriadas. Apds homogeneizagdo passam por 48 hs em temperatura de -20°C, uma semana em

temperatura de -70°C e finalmente crio preservadas em nitrogénio liquido (Miles, 1993).

4.8. CARACTERIZAGAO GENOTIPICA DOS ISOLADOS DE TRIPANOSSOMAS

4.8.1. Cultura e preparagao de massa celular de tripanossomas.

Apos descongelamento, os parasitos foram cultivados em tubos de ensaio de poliestireno
estéreis e descartaveis com parede chata onde se acrescentava 0,1 ml de sobrenadante de cultura em
2 ml de meio de cultura RPMI 1640 e/ou LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado a
55°C. Quando os cultivos in vitro apresentarem crescimento exponencial de 1X106 parasitos por mm?3
contados em camara de Newbauer (7 a 10 dias), o meio foi transferido para garrafas de cultura de 25
ml com 0 mesmo meio para a produgao de massa parasitaria. O cultivo foi realizado em 100 ml de meio

suplementado com 5% de soro fetal bovino inativo, a 28°C, por 7 a 10 dias.

4.8.2. Extragao de DNA gendémico

Os parasitos foram sedimentados por centrifugacéo a 4.000 rpm por 10 minutos, lavados duas
vezes com tampao fosfato-salino (PBS) pH 7,4 nas mesmas condigdes de centrifugacédo e o sedimento
ressuspenso em tampao de lise contendo 50 mM de Tris-HCI pH 8,0; 50 mM de NaCl; 50 mM de EDTA
e 1% de SDS. Proteinase K (Sigma) foi adicionada numa concentragdo final de 100 ug/ml e a
suspensdo incubada a 56°C por duas horas. O DNA foi purificado com extragdes com fenol,
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e com cloroférmio, todas em volumes iguais. Finalmente, o
DNA foi precipitado com 2,5 volumes de etanol absoluto e 0,1 volume de acetato de sddio 3,0 M pH
5,2. A solugdo assim obtida foi centrifugada a 13.000 rpm por 15 minutos e o sedimento lavado com
etanol a 70%. O DNA assim extraido foi seco a temperatura ambiente e diluido em tampao TE (10 mM
Tris-HCI pH 7,5; 1mM EDTA pH 8,0). A esta solugéo foram acrescentados 10ug/ml de RNAse e apds
duas horas feita nova extragao fendlica e precipitagdo do DNA que foi guardado a -20°C até seu uso. A
integridade do DNA extraido foi verificada por corrida em gel de agarose a 0,8% em TBE (0,09 M Tris-
borato; 0,002 M EDTA pH 8,0). Alternativamente utilizou-se também para a extragdo o kit da
AMERSHAM PRODUTO 27-5237-01 obedecendo-se ao protocolo do fabricante.

4.8.3. Identificagao e genotipagem dos isolados de Trypanosoma sp.

A identificacdo e genotipagem dos isolados foram realizadas por meio da Reag¢do em Cadeia

da Polimerase (PCR-multiplex), segundo Fernandes et al. (2001). Esta reacdo amplifica
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especificamente uma parte do espagador ndo transcrito do gene de mini-exon que varia com as
espécies de Trypanosoma (T. cruzi x T. rangeli) e com as linhagens de T. cruzi. Os fragmentos gerados
variando entre 100 e 250 pares de bases. Os primeres ou iniciadores utilizados nas reages de PCR
apresentam as seguintes sequéncias:

TCI: (200 pb)  (5-ACACTTTCTGGCGCTGATCG)

TCII: (250 pb) (5-TTGCTCGCACACTCGGCTGCAT)

Z3: (150 pb)  (5-CCGCGCACAACCCCTATAAAAATG)

TR: (100 pb)  (5-CCTATTGTGATCCCCATCTTCG)

EXON: (5-TACCAATATAGTACAGAACTG)

A reacdo € constituida por 100 pmol de cada iniciador, 150 uM de dNTPs, num tampéo de 10

mM de Tris-HCI (pH 8,3), 1,5 mM de MgCl,, 25 mM de KClI, 0,1 mg/mL de albumina bovina e 2,5 U de
TagDNA Polimerase. Aproximadamente 10 ng de DNA gendmico foram acrescentados e as reagdes
realizadas num volume final de 50 uL com agua Tipo I. O perfil térmico consistiu de um passo inicial de
5 minutos a 95°C, seguidos de 34 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 30 segundos a
72°C, com uma extensao final de 10 minutos a 72°C.

Em cada reagédo de PCR foram utilizadas como controle as seguintes cepas de referéncia: TC1
X10 Clone 1, TC2 Cepa Y, Z3 Esmeraldo Clone 1 e T. rangeli R1625. As cepas de referéncia usadas
foram fornecidas e caracterizadas pelo Laboratorio de Doenga de Chagas do Instituto Evandro Chagas
(Miles et al 1981a,b; Fernandes et al 1998, 2001).

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, a 100 volts
por 1 hora. Apds a eletroforese o DNA foi revelado com brometo de etidio e visualizado sob luz
ultravioleta. Para controle do tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado um marcador molecular

de 50 pares de base.
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5. RESULTADOS
5.1. SURTOS E CASOS DE DCA IDENTIFICADOS E ESTUDADOS

As informagbes clinico-epidemiodgicas dos surtos de DCA estudados em municipios do Para e

Amapa encontram-se sumarizadas no Quadro 3.

5.1.1. Surto de Barcarena

Na distribuicdo dos casos de DCA por sexo o surto acometeu 3 (25%) homens 9 mulheres
b). Tabela 4.
(75%). Tabela 4

Tabela 4. Distribuicao de casos de DCA por sexo no surto de Vila do Conde, Barcarena, PA — 2006

Sexo Quantidade %
Masculino 3 25
Feminino 9 75

Total 12 100




Quadro 2. Informagées clinico-epidemiodgicas dos surtos de DCA estudados em municipios do Para e Amapa.

Caracteristicas dos surtos de DCA por Municipio

Municipios Barcarena Belém C. do Arari Santana
Perfil Clinico-Epidemiolégico
Periodos de adoecimento 28/09 a 01/10/06 04/07 a 11/08/06 06/08 a 30/08/06 04/12 a 19/12/04
N° de pessoas atingidas 12 12 12 27
Provavel via de transmisséo Oral Oral Oral Oral
Casos/populacdo local 12/1630 1212188 12/680 27676
Sexo
Masculino 3 5 5 14
Feminino 9 7 7 13
Idade
01-10 1 1 2 9
11-20 1 1 5 9
21-30 2 0 3 8
31-40 4 3 0 1
41-50 1 2 1 0
51-70 3 5 1 0
Sinais e sintomas
Febre 12 12 12 27
Cefaléia 12 6 1 18
Mialgias 12 5 1 20
Edema de face 9 12
Palidez 9 6 6 17
Dor abdominal 8 1 5 16
Dispnéia 7 2 7 13
Edema de MMII 7 3 1 12
Exantema 5 1 5
Hepatomegalia 5 2 2
Palpitagbes 4
Esplenomegalia 4
Adenomegalia 2 1
Edema generalizado 2 3
Cardite 1 11
|ctericia 1
Tosse 1 1 2
Lipotimia 1
Astenia 6
Calafrio 4
Anorexia 2
Artralgia 2 19
Diarréia 2 1
Eritema difuso doloroso 2
Vomito 2 2
Dor epigastrica 1
Dor precordial 1
Qdinofagia 1
Dor lombar 1
Edema bipalpebral 1
Miocardiopatia 1
Nodolos eritematosos 1 1
Nodulagbes dolorosas de MMII 2
Dados laboratoriais
GE 6 9 6 4
QBC 1 10 11 11
Xenodiagostico 11 12 1 16
Hemocultura 10 10 10 11
HAI 12 12 12 27
IFl-lgG 12 12 12 21
IFl-lgM 12 1 12 27

72
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Quanto a distribuicao dos casos por faixa etaria os casos de DCA acometeram pessoas entre 7
e 70 anos (um paciente em cada uma das idades) com maior predominéncia de ocorréncia entre 37 e
47 anos (3 casos) e 7 casos distribuidos nas demais faixas etarias como vistos na Tabela 5.

Tabela 5. Distribuicao de casos de DCA por faixa etaria surto de Vila do Conde Barcarena, PA - 2006

Faixa etaria Quantidade %
7-17 2 17
18- 27 2 17
28-37 1 8
38 - 47 3 25
48 - 57 2 17
58 -70 2 17
Total 12 100

Os pacientes apresentaram adoecimento entre os dias 28 de setembro e 01/10/2006, com um
maior numero de pacientes (4) doentes no dia 01/10 a distribuigdo pode ser visualizada na Tabela 6..

Tabela 6. Distribui¢do dos casos de acordo com os dias e
meses no surto de DCA em Vila do Conde, Barcarena, PA — 2006

Dias e Meses Quantidade %
18 Set. 1 8
21 Set. 2 17
22 Set. 2 17
23 Set. 1 8
25 Set. 1 8
28 Set. 2 17
1 Out. 3 25
Total 12 100

Os pacientes deste surto apresentaram uma exuberancia de sintomas em que todos
apresentaram febre, cefaleia e mialgia. Nove pacientes apresentaram edema de face e palidez, oito dor
abdominal, sete tiveram dispnéia e edema de membros inferiores, cinco apresentaram exantema e
hepatomegalia; quatro apresentaram palpitagdes e esplenomegalia demais sintomas como cardite,

ictericia, tosse e lipotimia acometeu um paciente Tabela 7.



Tabela 7. Frequéncia dos sinais e sintomas observados no
surto de DCA em Vila do Conde, Barcarena, PA — 2006

Sinais e Sintomas

Frequéncia

Febre

Cefaleia
Mialgias
Edema de face
Palidez

Dor abdominal
Dispnéia
Edema de MMII
Exantema
Hepatomegalia
Palpitacoes
Esplenomegalia
Adenomegalia
Edema generalizado
Cardite

Ictericia

Tosse
Lipotimia

12
12
12

©
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Os resultados dos exames parasitologicos apresentaram sensibilidade de 91,7% (11/12) cada

para QBC e xenodiagndstico, enquanto que na hemocultura a positividade foi de 83,3% (10/12) e na

gota espessa a positividade foi de 50% (6/12). Para os exames soroldgicos houve uma positividade de
100% (12/12) para todos os testes aplicados (HAI, IFIgG e IFIgM). (Tabela 85).

Tabela 8. Resultados exames laboratoriais observados no surto de DCA em Vila do Conde,
Barcarena, PA — 2006

Exames realizados (n=12) Positivo Negativo %Positivo
GE 6 6 50
QBC 11 1 91,7
XENO 11 1 91,7
HEMO 10 2 83,3
HAI 12 0 100
IFlgG 12 0 100
IFigM 12 0 100




75

5.1.2. Surto de Belém
No grupo de Belém a distribuigdo dos casos de DCA por sexo o surto acometeu 5 mulheres

(42%) homens e 7 homens (58%). Tabela 9.
Tabela 9. Distribuigao de casos de DCA por sexo surto de Belém, PA — 2003

Sexo Quantidade %
Feminino 5 42
Masculino 7 58
Total 12 100

Por outro lado, a distribuicdo dos casos de DCA por faixa etaria no surto de Belém a doenca
acometeu um grupo que apresentava idade entre 5 e 60 anos, com predominancia na faixa entre 30 e
39 anos, conforme se visualiza na Tabela 10.

Tabela 10. Distribuicdo de casos de DCA por faixa etaria surto de Belém, PA — 2003
Faixa etaria Quantidade
05-09 1
10-19
20-29
30-39

40-59
60 >
Total 12

=N W B~ -

O adoecimento dos pacientes ocorreu entre os dias 4/7/2006 e 11/8/2006, com maior numero
de pacientes (3) doentes no dia 11/8. A distribuigdo pode ser visualizada na Tabela 11.

Tabela 11. Distribuicao dos casos de acordo com os dias € meses no
surto de DCA em Belém, PA - 2003

Data Quantidade
4 Jul. 1

13 Jul.
22 Jul.
24 Jul.
27 Jul.
29 Jul.
6 Ago.
11 Ago.

Total 12

WN DN




76

Os pacientes deste surto apresentaram sintomatologia associada, sobretudo, com febre em
todos os pacientes, além de outros sintomas importantes como cefaleia e palidez em seis pacientes e
mialgia em cinco. Calafrios ocorreram em 4 pacientes. Os demais sintomas ocorreram com uma menor
frequéncia. (Tabela 12).

Tabela 12. Frequéncia dos sinais e sintomas observados no surto de DCA de Belém, PA - 2003

Sintomas observados Frequéncia %
Febre 12 100
Astenia 6 50
Cefaleia 6 50
Palidez 6 50
Mialgia ) 42
Calafrio 4 33
Edema de MI 3 25
Anorexia 2 17
Artralgia 2 17
Diarréia 2 17
Dispnéia 2 17
Eritema difuso doloroso 2 17
V6mito 2 17
Exantema dos Ml 1 8
Dor epigéstrica 1 8
Dor precordial 1 8
Dor abdominal 1 8
Odinofagia 1 8
Dor lombar 1 8
Edema bi palpebral 1 8
Miocardiopatia 1 8
Nodulos eritematosos 1 8
Tosse seca 1 8

Em relagéo aos resultados dos exames parasitologicos apresentaram positividade de 83,33%
(10/12) para QBC e hemocultura, 100% (12/12) para o xenodiagnéstico e 75%, (9/12) para a gota
espessa. Para 0s exames sorologicos houve uma positividade de 100% (12/12) para HAI e IFIgG e de
91,66% (11/12) para IFIgM. (Tabela 13).



77

Tabela 13. Resultados exames laboratoriais observados no surto de DCA em Belém, PA — 2003

Exames realizados (n=12) Positivo Negativo
GE 9 3
QBC 10 2
XENO 12 0
HEMO 10 2
HAI 12 0
IFlgG 12 0
IFigM 11 1

5.1.3. Surto de Cachoeira do Arari
No surto de Cachoeira do Arari a distribuicdo dos casos de DCA por surto foi a seguinte: 5

acometendo pessoas do sexo feminino e 7 do sexo masculino. (Tabela 14).

Tabela 14. Distribuicao de casos de DCA por sexo surto de Cachoeira do Arari, PA — 2006

Sexo Quantidade %
Feminino 5 42
Masculino 7 58
Total 12 100

A faixa etaria dos pacientes deste surto variou entre 1 a 59 anos sem predominéncia em
nenhuma delas. (Tabela 15).

Tabela 15. Distribuicdo de casos de DCA por faixa etaria surto Cachoeira do Arari, PA — 2006

Faixa etaria Quantidade
01-09 1
10 - 14 3
15-19 3
20-29 3
30-59 2

Total 12
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O adoecimento das pessoas neste surto ocorreu entre os dias entre os dias 18/09/06 e

01/10/06. O maior numero de pessoas, seis no total adoeceram entre os dias 19 e 21/09/06. Num Unico

dia 01;10/2006 3 pessoas iniciaram os sintomas e procuraram o Ambulatério do IEC para atendimento.

(Tabela 16).

Tabela 16. Distribuicao dos casos de acordo com os dias € meses no

surto de DCA em Cachoeira do Arari, PA - 2006

Dias e Meses Quantidade

06 Ago.B 1
11 Ago. 2

17 Ago. 2

18 Ago. 1

20 Ago. 1
24 Ago. 2

30 Ago. 3
Total 12

Os principais sintomas observados durante este surto foram: febre (em 12 pacientes), cefaleia

e mialgia (em 11), dispnéia (em 7) e palidez (em 6).Demais sintomas apresentados na tabela abaixo se

distribuiram em menor intensidade entre os pacientes. (Tabela 17).

Tabela 17. Frequéncia dos sinais e sintomas observados no surto de Cachoeira do Arari, PA - 2006

Sinais e Sintomas Frequéncia %

Febre 12 100
Cefaleia 1 91,6
Mialgia 11 91,6
Dispnéia 7 58,3
Palidez 6 50

Dor abdominal 5 41,6
Hepatomegalia 2 16,7
Tosse seca 2 16,7
Edema de Ml 1 8,3
Nodulos eritematosos 1 8,3
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Nos exames parasitoldgicos aplicados nos pacientes deste surto as maiores taxas de
positividade foram o QBC e o xenodiagnostico que apresentaram 91,7% (11/12). A hemocultura foi
positiva em 83,3% (10/12) dos pacientes e a gota espessa em 50% (6/12). Para os exames soroldgicos
HAI, IFIgG e IFIgM todas foram 100% positivas. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 18.

Tabela 18. Resultados exames laboratoriais observados no surto de DCA
em Cachoeira do Arari, PA — 2006

Exames realizados (n=12) Positivo  Negativo %Positivo
GE 6 6 50
QBC 11 1 91,7
XENO 11 1 91,7
HEMO 10 2 83,3
HAI 12 0 100
IFIgG 12 0 100
IFigM 12 0 100

5.1.4. Surto de Santana, (AP)
O surto de Santana foi 0 que acometeu 0 maior nimero de pessoas estudadas neste trabalho.

Treze foram do sexo feminino e 14 do sexo masculino como vistos na Tabela 19.

Tabela 19. Distribuicao de casos de DCA por sexo no
surto de Igarapé da Fortaleza, Santana, AP — 2004

SEXO Quantidade %
Feminino 13 46
Masculino 14 54

Total 27 100
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Este surto teve uma caracteristica diferente dos demais surtos quanto a faixa etaria. A doenca
ocorreu num grupo de pessoas jovens. Somente entre a faixa de 1 a 18 anos foram dezenove

pacientes e na faixa de 19 a 31 anos a donga acometeu 8 pessoas. (Tabela 20).

Tabela 20. Distribuicao de casos de DCA por faixa etaria no
surto de Igarapé da Fortaleza, Santana, AP — 2004

Faixa etaria Quantidade %
1-5 4 15
6-11 7 26
12-18 8 30
19-24 2 7
25 - 31 6 22
Total 27 100

O periodo de adoecimento neste grupo de pessoas também foi diferente. Aqui ocorreu um
agrupamento de pacientes num espago bem curto de tempo como 4 a 19/12/2004, sendo que no dia
8/12/2004 foi aquele em que mais os pacientes se queixaram dos primeiros sintomas e procuraram

Postos de Saude local para atendimento. (Tabela 21.

Tabela 21. Distribuicdo dos casos de acordo com os dias e meses no
surto de Igarapé do Fortaleza, Santana, AP — 2004

Dias e Meses Quantidade
4 Dez. 1
6 Dez. 1
7 Dez. 1
10 Dez. 3
11 Dez. 2
13 Dez. 8
14 Dez. 1
15 Dez. 5
16 Dez. 4
19 Dez. 1

Total 27
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A febre foi o principal sintoma aparecendo em todos os 27 pacientes. Mialgis, artralgias,
cefaleia e palidez ocorreram respectivamente entre 20, 19, 18 e 17 pacientes. Dor abdominal, dispnéia,
edema de face e de membros inferiores ocorreram também eentre 40 e 50% dos pacientes. Outros
sintomas ocorrentes s@o apresentados na tabela abaixo. (Tabela 22).

Tabela 22. Frequéncia dos sinais e sintomas observados no
surto de Igarapé do Fortaleza, Santana, AP — 2004

Sinais e Sintomas Frequéncia %
Febre 27 100,00
Mialgias 20 74,07
Artralgia 19 70,37
Cefaleia 18 66,66
Palidez 17 62,96
Dor abdominal 16 59,25
Dispnéia 13 48,14
Edema de face 12 44,44
Edema de MMII 12 44,44
Cardite 11 40,74
Exantema 5 18,51
Edema generalizado 3 11,11
Hepatomegalia 2 7,40
Vomitos 2 7,40
Nodulagdes Dolorosas MMII 2 7,40
Diarréia 1 3,70
Adenomegalia 1 3,70

O perfil dos exames parasitolégicos observados nos pacientes deste surto revelou que o
xenodiagnéstico apresentou a maior positividade 59,3% (16/27); a hemocultura apresentou positividade
de 40,8% (11/27) e a gota espessa 14,9% (4/27). Quanto aos exames sorolégicos HAI, IFIgG e IFigM

todas foram 100% positivas. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 23.



82

Tabela 23. Resultados exames laboratoriais observados no surto de DCA
em Igarapé do Fortaleza, Santana, AP - 2004

Exames realizados (n=27) Positivo Negativo %Positivo %Negativo
GE 4 23 14,9 85,1
QBC 5 22 18,5 81,5
XENO 16 11 59,3 40,7
HEMO 11 16 40,8 59,2
HAI 27 0 100 0
IFlgG 27 0 100 0
IFigM 27 0 100 0

5.2. PESQUISA PARASITOLOGICA DE T. CRUZI NOS PACIENTES, PARENTES, VIZINHOS E
CONTATOS ASSOCIADOS AOS SURTOS

Durante as investigagdes dos surtos de DC selecionados, a pesquisa de T. cruzi no sangue foi
realizada pelos métodos de gota espessa, QBC®, xenodiagndstico e hemocultura. Foram examinados
151 individuos, incluindo aqueles que apresentavam indicagéo clinica (n=63) e seus familiares diretos
e/ou vizinhos com possivel associagdo com o0s surtos. Todos os individuos que eram pacientes dos
surtos (63/151 — 41,72%) apresentaram um ou mais testes parasitolégicos positivos. (Tabela 24).

Tabela 24. Porcentual de positividade de testes parasitologicos aplicados ao diagndstico de 63 pacientes
com DCA em Belém, Barcarena e Cachoeira do Arari (PA) e em Santana (AP) — 2003 - 2007.

BARCARENA BELEM C.DO ARARI SANTANA

EXAMES Net2 Ne2 Net2 Neg7  TOTALI%
GE 6 8 8 4 26/41,26
QBC 11 9 12 5 37/58,73
Xeno 11 12 11 16 50/79,36
Hemo 10 9 9 11 39/61,90

Quando comparados, os resultados dos 4 testes parasitologicos aplicados nos 63 pacientes
com sintomatologia clinica de doenca de Chagas aguda apresentaram diferentes niveis de
sensibilidade: 41,3% (26/63) no exame de gota espessa; 58,7% (37/63) no QBC®; 79,4% (50/63) no
xenodiagnéstico e 61,9% (39/63) na hemocultura (Tabela 25).
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Tabela 25. Pesquisa parasitolégica em surtos de doenga de Chagas em comunidades dos municipios de

Barcarena, Belém,Cachoeira do Arari (PA) e Santana (AP) com ocorréncia de surtos de DCA, 2004 — 2007.

Pop. :GE QBC 4Xeno SHemo
Municipio Ne Casos

Estudada +(%) +(%) +(%) +(%)
Barcarena 52 12 6(50) 11(91,7) 11(91,7) 10(83,3)
Belém 46 12 8(67) 9(75) 12(100) 9(75)
C. do Arari 26 12 8(66,7) 12(100) 11(91,7) 9(75)
Santana 27 27 4(14,81) 5(18,5) 16(59,2) 11(40,74)
Total 151 63 26(41,3) 37(58,7) 50(79,4) 39(61,9)

'Familiares diretos e/ou vizinhos com possivel associagdo com o surtos; 2Gota espessa; 3Quantitative
Buffy Coat; 4Xenodiagnostico; SHemocultura.

5.3. ESTUDO SOROLOGICO DAS POPULAGOES ASSOCIADAS AOS SURTOS

A pesquisa sorolégica abrangeu uma amostragem de 2.648 pessoas nos quatro municipios
estudados. Os resultados alcangados pelo teste de triagem por hemaglutinagdo indireta (HAI)
identificaram inicialmente 3,05% (81/2648) dos individuos sorologicamente reagentes. Posteriormente,
quando as amostras passaram pelos testes de confirmacdo de IFI quantitativa, para a pesquisa de
anticorpos anti-T. cruzi, a positividade foi de 2,49% (66/2.648) para IgG e 2,37 (63/2.648) para IgM. Os
resultados detalhados dos estudos soroldgicos realizados por municipio encontram-se na tabela 26.
Para estabelecer um caso positivo utilizamos os critérios estabelecidos no Consenso Brasileiro de
Doenga de Chagas: exame parasitologico positivo e/ou duas técnicas sorologicas de diferentes
principios com IgM positivo e clinica compativel de fase aguda (BRASIL, 2005).

Tabela 26. 'Pesquisa soroldgica para anticorpos anti-Trypanosoma cruzi em comunidades dos municipios de
Barcarena, Cachoeira do Arari e Santana com ocorréncia de surtos de DCA, 2004 - 2007.

Municipio Pop. IBGE Casos  ‘Pop.Locall ~ Amos.Calc/  °HAI “IF-19G °IF-1gM
Municipio () % infectados ~ Estudada Exa/+(%) Exa/+(%) Exal+(%)
Barcarena  102.015 12 1630 (0,73)  93/1230 1230/16 (1,3)  1230/11(0,9)  1230/12(0,97)
Belém 1.437.000 12 2188 ((0,54) 196/436 436/14 (3,21)  436/12 (2,75)  436/12 (2,75)
C.doArari  117.127 12 680 (1,76) 65/546 546/19 (35)  546/12(2,19)  546/12 (2,19)
Santana 100.924 27 676 (3,99) 88/436 436/32 (73)  436/28 (6,42)  436/27 (6,19)
Total 1.757.066 63 5174(1,21) 44212648 2648/81(3,05)  2648/66(2,49)  2648/63(2,37)

Triagem por hemaglutinaco indireta e imunofluorescéncia indireta (IF1) qualitativo (1/40), confirmac&o por IFI quantitativa e
exames complementares; 2Amostragem nas comunidades com possivel associagdo com o surtos; *Hemaglutinacao
Indireta; 4imunofluorescéncia Indireta globulina G; Simunofluorescéncia Indireta globulina M.
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Né&o foi observado nenhum teste sorolégico ou parasitoldgico positivo nas populagdes humanas

das areas estudadas em S&o Luis, Maranh3o.

5.4. ESTUDO DE RESERVATORIOS
5.4.1. Captura e identificagao de mamiferos

A fim de investigar os reservatoérios e ciclos enzoéticos de transmissdo de T. cruzi
nos locais de ocorréncia dos surtos selecionados no Para e Amapa foram realizadas
capturas de animais do peridomicilio e silvestres entre os anos de 2004 e 2007 no periodo
mais proximo da ocorréncia dos surtos, com excec¢do do surto de Belém, ocorrido em area
urbana e sem possibilidades de captura. No ambiente silvestre foram capturados 24
mamiferos, 22 da ordem Didelphimorpha (Marsupialia) (3 espécies) e 2 da ordem Rodentia
(trés espécies). Da Ordem Didelphimorpha foram capturados 13 exemplares de Didelphis
marsupialis, 5 Philander opossum, trés Metachirus nudicaudatus e 1 de Marmosa cinerea. Da
Ordem Rodentia, foram capturados 1 Oryzomys macconnelli, 1 Oecomys bicolor e 433 R.
rattus (estes capturados em ambiente doméstico). (Tabela 27).

A distribuicdo de captura por localidade foi a seguinte: em Barcarena foram
capturados 16 animais, Cachoeira do Arari 4, em Santana 4 e em S&o Luis (onde nao teve

surto de doenga de Chagas) foram capturados 451 animais.

5.4.2. Exames parasitolégicos

Tabela 27. Mamiferos capturados e taxa de infec¢do para Trypanosoma cruzi nos
Municipios de Barcarena e C. do Arari (PA), Santana (AP) e So Luis (MA), 2004 — 2007.

Localidades Barcarena C. do Arari Santana Sio Luis

Espécies Cap/Exa  Pos(%) Cap/Exa Pos(%) Cap/Exa Pos(%) Cap/Exa  Pos(%)

Didelphimorpha

D. marsupialis 9/9 5(55,5) 4/4 4(100) 11 1(100) 9/9 4(44,4)
P. opossum 4/4 0(0/0) - — - — — —
M. nudicaudatus 3/3 1(33,3) - - - - - -
M. cinerea — - - - 11 1(100)

Rodentia

0. macconnelli — — - 11 1(100) - -
0. bicolor — — — — 11 1(100) — —
R. rattus — — — — - — 442/373  11(2,9)

Total 16116  6(37,5)  4/4 4(100) 414 4(100) 451/382  15(3,9)
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Um total de 475 animais foi capturado, e a taxa global de infecgéo foi de 7,14%
(29/406). Em Séo Luis, localidade que nao ocorreu surto de doenca de Chagas, foi coletada
em domicilios e seus anexos apenas a espécie R. rattus com um total de 442 capturados e
uma taxa de infecgdo de 2,9% (11/373). Em ambiente silvestre foram coletados 9 exemplares
de D. marsupialis todos positivos para pesquisa de tripanossomatideos (Tabela 28).

Os resultadps dos testes parasitolégicos aplicados nos estudos parasitologicos
animais foi a seguinte:

Gota espessa: A taxa de positividade foi de 2,21% (9/406). Quando se examinou a
espécie D. marsupilais separadamente obteve-se 22,72% (5/22) de positividade com
infecgéo para tripanossomatideos.

QBC®: a positividade geral apresentada foi de 5,15% (21/406). Entre os mamiferos, a
principal taxa de infecgdo com tripanossomas identificada foi de 63,63% (14/22) em D.

marsupialis (7/13).

Xenodiagnéstico: a taxa de infecgdo geral neste método foi de 5,65% (23/406)
enquanto que a positividade entre as espécies foi de 81,8% (18/22) dos D. marsupialis e
100% (1/1) da M. cinerea, O. macconnelli e Oecomys bicolor (1 exemplar de cada).

Hemocultura: com esta metodologia a taxa geral de infeccdo para

tripanossomatideos foi de 68,1% (15/22) para D. marsupialis; M. cinerea, O. macconnelli e
0. bicolor 100% (3/3) e M. nudicaudatus 33,3% (1/3).

Tabela 28. Presenca de Trypanosoma cruzi em mamiferos silvestres coletados nos
Municipios de Barcarena e C. do Arari (PA), Santana (AP) e S&o Luis (MA), 2004 — 2007.

Hospedeiro Neanimais  Gota espessa QBC® Xenodiagnéstico ~ Hemocultura
Cap/Exa  Pos %Pos Pos %Pos Pos %Pos Pos  %Pos
Didelphimorpha
D. marsupialis 22/22 05 22,72 14 633 18 81,8 15 68,1
M. cinerea 01/01 0 0 0 0 01 100 01 100
P. opossum 05/05 0 0 0 0 01 20 01 20
M. nudicaudatus 03/03 0 0 0 0 01 33,3 01 33,3
Rodentia
0. macconnelli 01/01 0 0 0 0 01 100 01 100
0. bicolor 01/01 0 0 0 0 01 100 01 100
R. rattus 442/373 4 1,07 7 1,87 6 1,6 5 1,34
Total de animais 475/406 9 2,21 21 515 23 5,65 25 6,14
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5.5. LEVANTAMENTO DE TRIATOMINEOS NOS LOCAIS DOS SURTOS

5.5.1. Estudo com triatomineos em palmeiras, armadilhas de luz e outros ecétopos
Foram capturados nas localidades estudadas 3.279 triatomineos distribuidos nas

espécies: T. rubrofasciata (n=3.008) (unica espécie domiciliar coletada em S&o Luis (MA)

sendo que somente 128 exemplares tiveram condigdes de examinar e observada taxa de

infeccdo de 30,46%, (39/128) e as silvestres R. robustus (n=137), R. pictipes (n=94), E.

mucronatus (n=6), R. neglectus (n=5) P. geniculatus (n=12) e P. lignarius (n=6).

5.5.1.1. Triatomineos coletados em palmeiras

Foram examinadas 115 palmeiras de 5 espécies diferentes. O urucurizeiro, Schelea
martiana, representou 36,52% (42/115) das examinadas; babagu, Orbgnya speciosa, 20,85%
(24/115); inajazeiro, Maximiliana regia, 18,26% (21/115); dendézeiro, Elaeis melanoccoca,
13,91% (16/115) e bacabeira, Oenocarpus bacaba, 10,43% (12/115) (Tabela 29).

A taxa de infestagcdo de triatomineos nas 5 espécies de palmeiras foi de 54,76%
(23/42) na S. martiana; 66,66% (16/24) na O. speciosa; 76,19% (9/16) para M. regia; 56,25%
(9/16) para E. melanoccoca; e 50% (6/12) para O. bacaba.

As palmeiras regionais (Figura 4, Tabela 29) foram os principais ecotopos das 6 espécies de
triatomineos silvestres capturadas. O urucurizeiro (S. martiana) apresentava infestagéo de 47,41%
(101/213) dos triatomineos; o inajazeiro (M. regia) 35,21% (75/213); o babagueiro (O. speciosa) 5,16%
(11/213); o dendezeiro (E. melanoccoca) 1,87% (4/213) e a bacabeira (O. bacaba) 10,32% (22/213).

Tabela 29. Palmeiras regionais examinadas com presenga de triatomineos nos municipios de
Barcarena, Cachoeira do Arari (PA), Santana (AP) e S&o Luis (MA) periodo de 2004 a 2007.

ESPECIE DE Triatomineos coletados
Exal% Pos/% . y
PALMEIRA E.muc P.gen P.lig R.neg R.pic R.rob 1Total (%)
S. martiana
o 42/36,52 23/54,76 6 — 1 — 41 53 101 (47,41)
(Urucurizeiro)
M. regia
o 24//20,85  16/66,66 - 2 - 27 46 75(35,21)
(Inajazeiro)
0. speciosa
_ - 5 - 6 11 (5,16
(Babagueiro) 2111826 16/76,19 (5,16)
E. melanoccoca 4 4(1,87)
(Dendezeiro) 16/13,91  9/56,25 — — — ’
0. bacaba
. 12/10,43 6/50 - — - 10 12 22 (10,32)
(Bacabeira)
Total Geral 115 70/60,86 6 2 2 5 78 121 214(100)

E. muc: Eratyrus mucronatus; P.gen: Panstrongylus geniculatus; P. lig: Panstrongylus lignarius; R. neg:
Rhodnius neglectus; R. pic: Rhodnius pictipes; R. rob: Rhodnius robustus.
Total valido somente para as espécies de triatomineos coletados.
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O numero de triatomineos silvestres coletados em ordem decrescente nos municipios
de Cachoeira do Arari, Barcarena e Santana foi respectivamente, 154, 62 e 50.

5.5.1.2. Triatomineos capturados em armadilhas de luz

Um total de 255 triatomineos silvestres de cinco espécies foi capturado nas
armadilhas luminosas nos municipios de Barcarena e Cachoeira do Arari e Santana: R.
robustus 53,72% (137/255) R. pictipes 38,86% (94/255), P. geniculatus 4,7% (12/255), P.
lignarius e E. mucronatus 2,35% em cada (6/255).

Vinte e cinco triatomineos das espécies R. pictipes e R. robustus foram coletados por
moradores em comunidades dos municipios de Barcarena, Cachoeira do Arari e Santana em
diferentes ecétopos, inclusive insetos adultos no peridomicilio e dentro das casas.(Tabela
30)

Tabela 30. Triatomineos capturados com armadilha de luz e taxa de infeccdo para T. cruzi
nos municipios de Barcarena e C. do Arari (PA) e Santana (AP) entre 2004 e 2007

Localidades Barcarena C. do Arari Santana Total
Espécies Cap/Exa Pos(%) Cap/Exa Pos(%) Cap/Exa Pos(%)  Cap/Exa Pos(%)
E. mucronatus 2/2 1(50) 4/0 0(0) - - 6/2 1(50)
P. lignarius 4/0 - 11 0(0) 1 - 6/1 0(0)
P. geniculatus 12/2 1(50) - - - - 1212 1(50)
R. pictipes 14/14 7(50) 30/27 24(88,8)  49/45 18(40) 94/86 49(56.9)
R. robustus 28/26  17(65,3)  111/78 62(79,4) - - 1371104  79(76,0)
Total 60/44 26(59) 146/106  86(81,1) 50/45 18(40) 255/195  130(67,0)

5.6. PESQUISA DE TRIPANOSSOMATIDEOS EM TRIATOMINEOS

A taxa de infecgdo global para pesquisa de tripanossomatideos no conteudo intestinal
dos triatomineos silvestres foi de 67% (130/195). Entre as espécies silvestres a taxa de
infeccdo foi de 76% para R. robustus (79/104) e 56,9% para R. pictipes (49/86). E.
mucronatus e P. geniculatus tiveram os mesmos indices de infeccdo, 50% (1/2) e 0% (0/1).

A distribuicdo dos indices de infec¢do entre os municipios trabalhados foi de 59%
(26/44) em Barcarena; 81,1% (86/106) em Cachoeira do Arari e 40% (18/45) em Santana.
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5.7. ISOLAMENTO EM CULTURA DE TRIPANOSSOMATIDEOS DOS CASOS HUMANOS, DE
ANIMAIS E DE TRIATOMINEOS

Foram obtidos 46 isolados de tripanossomas de origem humana sendo 5 de Barcarena (PA),
12 de Belém, 12 de Cachoeira do Arari (PA) e 17 de Santana (AP). Ndo ocorreu isolamento de
humanos em S&o Luis (MA)., Tabela 31.

Das amostras de mamiferos foi possivel obter 29 isolamentos nas seguintes espécies: 14 de
Didelphis marsupialis, 9 R. rattus, 2 M. nudicaudatus,1 M. cinerea, 1 de P. opossum, 1 O. bicolor e 1 O.
macconnelli. A origem dos isolamentos apresentou a seguinte distribuicdo geografica: 17 mamiferos
em Séo Luis, 7 em Barcarena, 4 mamiferos em Santana (AP) e 3 em Cachoeira do Arari.

Dos triatomineos foi isolado um total de 74 amostras a partir das seguintes procedéncias: 35 de

Cachoeira do Arari, 26 de S&o Luis, 7 amostras de Barcarena e 6 de Santana.

5.8. GENOTIPAGEM DOS ISOLADOS DE T. CRUZI

Na genotipagem do gene de mini-exon, todos os isolados (homem, animais e triatomineos)
apresentaram o perfil de T. cruzi | (TCI) como descritos nas figuras 12 e 13 e Quadro 2.
Tabela 31. Isolados de tripanossomatideos obtidos durantes os estudos em Barcarena

e Cachoeira do arari (Para), Santana (Amapa) e Sao Luis (Maranhao) 2004 — 2007.

. HOMEM MAMIFEROS TRIATOMINEOS
MUNICIPIO
Isol./Pos.IT. cruzi Isol./Pos.volT. cruzi Isol./Pos.IT. cruzi
Santana (AP) 17127/TCl 4/4/TCI 6/18/TCI
Belém 12/12/TCl - -
C. do Arari (PA) 12/12/TCl 3/4/TCl 35/86/TCl
Barcarena (PA) 5/12/TCl 7116/TCl 7126/TCl
Sao Luis (MA) - 15122 26/39/TCl

Total 46/51/TCI 29/46/TCI 74/1169/TCl
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Figura 12. Marcador com 50 pb. Genotipagem pelo gene de mini-exon de isolados de humanos;
Padrbes de T. cruzi: TCI, TCIl e Z3; Isolados de Barcarena - Bar 5514, 5579, 5106, 5849 e 1591;
Isolados de Belém - Bel 833, 834, 835, 836, 837, 838 e 839; Isolados de Cachoeira do Arari — CAr 897,
1390, 1391, 1396, 1397, 1398 e 1408; Isolados de Santana — San 811, 971, 972, 973, 974, 975 e 976.

Bar 1564
Bar 1565
Bar 1566
Bar 15671
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CAr 1363
CAr 1384
CAr 1674
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Figura 13. Marcador com 50 pb. Genotipagem pelo gene de mini-exon de isolados de humanos;
Padrdes de T. cruzi: TCI, TCIl e Z3; Isolados de Barcarena - Bar 1564, 1565, 1566, 1571, 1573, 1578,
634; Isolados de Cachoeira do Arari — CAr 1358, 1363, 1364, 1574, 1575 e 1576; Isolados de Santana
- San 1073, 1074, 1081, 1075, 1637, 1632; Isolados de S&o Luis — Slu 829, 904, 848,849, 905,906 e
907.



90

Quadro 3. Isolamento e caracterizagdo de tripanossomatideos pelo gene de mini-exon obtidos nos
estudos em Barcarena, Belém e Cachoeira do Arari (pard), Santana (Amapd) e Sao Luis (Maranh&o)

2004 - 2007.
Isolados Trycc/TCC Hospedeiro Origem geografica | Tipagem

T. cruzi 833 833 Homem Bélem (PA) TCI
T. cruzi 834 834 Homem Bélem (PA) TCI
T. cruzi 835 835 Homem Bélem (PA) TCI
T. cruzi 836 836 Homem Bélem (PA) TC|
T. cruzi 837 837 Homem Bélem (PA) TCI
T. cruzi 838 838 Homem Bélem (PA) TCI
T. cruzi 839 839 Homem Bélem (PA) TCI
T. cruzi 840 840 Homem Belém (PA) TC |
T. cruzi 841 841 Homem Bélem (PA) TC |
T. cruzi 842 842 Homem Bélem (PA) TC |
T. cruzi 843 843 Homem Bélem (PA) TC |
T. cruzig11 811 Homem Santana (AP) TCI
T. cruzi DRS 971 Homem Santana (AP) TCI
T. cruzi LPSP 972 Homem Santana (AP) TCI
T. cruzi MPR 973 Homem Santana (AP) TCI
T. cruzi JSP 974 Homem Santana (AP) TC|
T. cruzi XE6838/3 975 Homem Santana (AP) TC |
T. cruzi XE6835/3 976 Homem Santana (AP) TC |
T. cruzi XE6834/3 977 Homem Santana (AP) TC |
T. cruzi XE6823/3 978 Homem Santana (AP) TC |
T. cruzi XE 6821/4 979 Homem Santana (AP) TC |
T. cruzi RAR 1071 Homem Santana (AP) TCI
T. cruzi GRS 1072 Homem Santana (AP) TCI
T. cruzi812 812 Homem Santana (AP) TC|
RBS 3081 5202 1435 Homem Santana (AP) TC|
T. cruzi JSA 1086 Homem Santana (AP) TC |
T. cruzi BUG5306 1073 R. pictipes Santana (AP) TC |
T. cruzi BUG5319 1074 | R. pictipes Santana (AP) TCI
T. cruzi BUG5326 1081 R. pictipes Santana (AP) TCI
T. cruzi BUG5305 1083 | R. pictipes Santana (AP) TCI
T. cruzi BUG5311 1084 R. pictipes Santana (AP) TCI
T. cruzi BUG5300 1085 R. pictipes Santana (AP) TC|
T. cruzi B:5975 1075 P. opossum Santana (AP) TC|
IGF 01 1637 | O. bicolor Santana (AP) TC |
IOF 02 1632 | M. cinerea Santana (AP) TCI
SIMA 03 1620 | O. macconnelli Santana (AP) TC |
5514 1577 Homem Barcarena (PA) TC |
5779 XE: 7511 1582  |Homem Barcarena (PA) TCI
5106 1583  |Homem Barcarena (PA) TCI
5649 1589  |Homem Barcarena (PA) TCI
14844 1591 Homem Barcarena (PA) TC|
BARC1 1564 R. pictipes Barcarena (PA) TCI
BARC2 1565 R. pictipes Barcarena (PA) TC|
BARC3 1566 R. pictipes Barcarena (PA) TC |
BARC4 1567 R. pictipes Barcarena (PA) TC |
BARC8 1569 R. pictipes Barcarena (PA) TC |
BARC9 1570 R. robustus Barcarena (PA) TC |
BARC5 1568 R. robustus Barcarena (PA) TC |




N

BAR1 1571 D. marsupialis Barcarena (PA) TC |
BARG6 1573 D. marsupialis Barcarena (PA) TC |
BAR4 1578 | D. marsupialis Barcarena (PA) TCI
BAR3 1579 | D. marsupialis Barcarena (PA) TCI
ARA1 1592 | D. marsupialis Barcarena (PA) TCI
BAR2 1572 M. nudicaudatus Barcarena (PA) TC|
B 5302 CRIO 2701 1423 M. nudicaudatus Barcarena (PA) TCI
ISD 147333 1390 Homem Cachoeira do Arari (PA) | TC |
IMD 14728 1391 Homem Cachoeira do Arari (PA) | TC |
XE: 7389 14723 1396 Homem Cachoeira do Arari (PA) | TC |
XE: 7402 14780 1397 Homem Cachoeira do Arari (PA) | TC |
ISD 14732 1398 Homem Cachoeira do Arari (PA) | TC |
XE: 7390 PARDC 14727 1408 Homem Cachoeira do Arari (PA) | TC |
RMA 5620 14730 1409 Homem Cachoeira do Arari (PA) | TC |
MGSD 5617 14729 1410 Homem Cachoeira do Arari (PA) | TC |
MDT 5623 14782 1411 Homem Cachoeira do Arari (PA) |TC |
MDT PARDC 14783 1436 |Homem Cachoeira do Arari (PA) |TC |
XE 7392 PARDC 14729 1454 Homem Cachoeira do Arari (PA) |TC |
XE 7391 5650 1507 Homem Cachoeira do Arari (PA) | TC |
MF9 1358 R. picitpes Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5833 1363 R. picitpes Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5872 1364 R. picitpes Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5873/3 1360  |R. picitpes Cachoeira do Arari (PA) | TCI
Bug 5810/3 1366 R. picitpes Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5904/3 1368 R. picitpes Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5909 1370 R. picitpes Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5910/3 1371 R. picitpes Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5906/3 1379 R. picitpes Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5814/15/3 1383 R. picitpes Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5905/3 1378 R. picitpes Cachoeira do Arari (PA) | TC |
MF6 1359 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5844/3 1361 R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC
Bug 5917/18/19/3 1362 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) |TC |
Bug 5902/3 1365 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) |TC |
Bug 5878/3 1367 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5916/3 1369 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) |TC |
Bug 5912/3 1372 R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5837/3 1373 R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5908/3 1374 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5915/3 1375 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5855/3 1376 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5850/3 1377 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) |TC |
Bug 5907/3 1380 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) |TC |
Bug 5834/35/3 1381 R. robustus Cachoeira do Arari (PA) |TC |
Bug 5859/60/3 1382 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) |TC |
Bug 5781/82/3 1384 R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5826/27/3 1388 R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5914/4 1393 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5838/3 1394 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
MF6 1395 R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
Bug 5877/3 1399 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
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PA 528 1403 R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
PA 519 1404 R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
MF7 1357 | R. robustus Cachoeira do Arari (PA) | TC |
AR2 1574 | D. marsupialis Cachoeira do Arari (PA) | TC |
AR3 1575 D. marsupialis Cachoeira do Arari (PA) | TC |
ARS 1576 D. marsupialis Cachoeira do Arari (PA) | TC |
T. cruzi829 829 R. rattus Sao Luiz (MA) TCI
T. cruzi 904 904 R. rattus Séo Luiz (MA) TC|
T. cruzi 848 848 R. rattus Séo Luiz (MA) TC|
T. cruzi 849 849 R. rattus Séo Luiz (MA) TC |
T. cruzi 850 850 R. rattus Séo Luiz (MA) TC |
T. cruzi 914 914 R. rattus Sé&o Luiz (MA) TC |
T. cruzi B 5024 958 R. rattus Sé&o Luiz (MA) TC |
T. cruzi B 5108 963 R. rattus Sao Luiz (MA) TCI
T.cruzi B5109 964 R. rattus Séo Luiz (MA) TC|
T. cruzi830 830 D. marsupialis Séo Luiz (MA) TC I
T. cruzi831 831 D. marsupialis Séo Luiz (MA) TCI
T. cruzi832 832 D. marsupialis Séo Luiz (MA) TCI
T. cruzi 903 903 D. marsupialis Sao Luiz (MA) TCI
SL, MA2 1604 | D. marsupialis Séo Luiz (MA) TCI
ARG 1605  |D. marsupialis Sao Luiz (MA) TCI
B6872 1606 | D. marsupialis Séo Luiz (MA) TCI
ARA 5 1622 | D. marsupialis Sao Luiz (MA) TCI
SL-MA1 1627 | D. marsupialis Séo Luiz (MA) TC I
T. cruzi846 846 R. neglectus Séo Luiz (MA) TC I
T. cruzi847 847 R. neglectus Séo Luiz (MA) TC I
Bug SL04 1625 R. robustus Séo Luiz (MA) TC |
Bug SL0S 1628 R. robustus Séo Luiz (MA) TC |
Bug SL 01 1666 R. robustus Sé&o Luiz (MA) TC |
T. cruzi 905 905 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TCI
T. cruzi 906 906 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TCI
T. cruzi 907 907 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TC|
T. cruzi 908 908 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TCI
T. cruzi 912 912 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TC |
T. cruzi 913 913 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TC|
T. cruzi 915 915 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TC |
T. cruzi 916 916 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TC |
T. cruzi 917 917 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TCI
T. cruzi 918 918 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TCI
T. cruzi 919 919 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TC|
T. cruzi 927 927 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TC|
T. cruzi bug 7645 951 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TC|
T. cruzi bug 8314 952 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TCI
T. cruzi bug 8316 953 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TCI
T. cruzi bug 8375 954 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TC |
T. cruzi bug 8431 955 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TC |
T. cruzi 9241 957 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TCI
T. cruzi bug 7493 960 T. rubrofasciata Sé&o Luiz (MA) TC |
T. cruzi bug 10258 961 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TCI
T. cruzi bug 8412 962 T. rubrofasciata Séo Luiz (MA) TC|
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6. DISCUSSAO

A doenga de Chagas ja é considerada endémica e emergente na Amazdnia devido ao grande
numero de casos autdctones descritos nos ultimos 10 anos (Coura, 1990; Coura et al., 2007). Na
dinédmica de transmissdo da enfermidade na Regido participam apenas reservatérios e vetores
silvestres, além de precarias praticas de preparacdo de polpa de frutas frescas, majoritariamente acai,
sendo a via oral a principal fonte de transmisséo (Valente S et al., 2009, Miles et al., 2009, Miles, 2010).

Segundo informagdes do Instituto Evandro Chagas, (2011 — dados n&o publicados), ja foram
registrados 1125 casos agudos na Regido e a ocorréncia coletiva através de surtos de DCA associadas
a transmissao pela via oral, estaria associada a 75% dos casos agudos. Estes casos vém ocorrendo
regularmente, sobretudo em regides urbanas e rurais de municipios do nordeste do Estado do Paré e
nos municipios de Santana e Macapa, sudeste do Estado do Amapa.

Desde que foram descritos os primeiros casos de DCA pela via oral na Amazénia (Shaw et al.
1969) o numero de casos registrados da doenga cresceu muito (Pinto A et al. 2008, 2009) e esta via
tem se tornado nos ultimos cinco anos o principal mecanismo de transmissdo da doenga de Chagas no
Brasil, notadamente na Regido Norte (Aguillar et al., 2007; Coura et al., 2007).

A ocorréncia de surtos de DCA fora da Amazénia Brasileira foi esporadicamente registrada em
dois surtos: no sul do Brasil, um em Teuténia (RS) Coura (1966); Silva N (1968) sem definicdo do
alimento envolvido na transmissdo, e em 2005 em Navegantes (SC) incriminando o caldo de cana
contaminado com triatomineos triturados como fonte de parasitos (Brasil, 2005, Steindel et al., 2008).
Mais tarde, ocorreram surtos na Regido Nordeste, nos estados da Paraiba, associado novamente a
ingestao de caldo de cana contaminado com fezes de triatomineos (Shykanay-Yasuda et al. 1991), na
Bahia e no Ceara (dados n&o publicados) e no Tocantins (Oliveira et al. 2011). Nestes surtos ndo foram
evidenciados os alimentos envolvidos na transmiss&o. Por outro lado, os surtos de DCA vém ocorrendo
regularmente na Amazonia Brasileira hd mais de 10 anos entre os meses de agosto e novembro em
regides bem definida, e quase sempre associada ao agai, alimento largamente consumido fresco na
Regido (Valente S 2008; Valente S et al., 2009, Nobrega et al., 2009).

Apesar de frequentes, os surtos de DCA na Amazlnia apresentam estudos escassos e
fragmentados sobre os reais mecanismos de transmissdo, o papel dos reservatorios e vetores
envolvidos, as linhagens e genodtipos de T. cruzi predominantes e o perfil clinico, parasitologico e
imunolégico dos pacientes (Beltréo, et al., 2009; Miles, et al., 2009; Valente S et al., 2009).

No primeiro surto da Amazonia, ocorrido em Belém, Shaw et al. (1969), todos os pacientes
exibiram exames parasitolégicos e soroldgicos positivos e sintomas gerais como febre, cefaleia, mialgia

e artralgia. Os investigadores néo encontraram triatomineos no domicilio dessas pessoas, nem outra
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provavel fonte de infeccédo, e especularam sobre uma sopa que teria sido servida e ali poderia ser a
fonte comum de infecgdo. Posteriormente, nos surtos e casos que se sucederam nas décadas
seguintes, os pacientes apresentavam um perfil clinico e laboratorial muito semelhante (Valente S et
al., 2003; 2004; 2006; 2009; Pinto A et al., 2004; 2008; 2009). Porém, as investigacdes epidemiologicas
desses casos e surtos permaneciam sempre pontuais € na maioria das vezes inconclusivas.

O trabalho desenvolvido durante essa tese estudou as populagdes humanas, os reservatérios,
os vetores silvestres e o perfil genotipico de isolados de T. cruzi em trés surtos ocorridos no Estado do
Para e um no Estado do Amapa. No Estado do Maranh&o, que ndo apresentou casos humanos, foi
detectada a presenga de triatomineos e mamiferos infectados no domicilio humano. Os surtos do Para
ocorreram em municipios do nordeste do Para e o0 do Amapa em Santana no sudeste do Estado. Todos
estes municipios (do Pard e Amapa) estdo inseridos no estuario da Bacia do Marajé, Regido que
também se caracteriza como a maior produtora de agai da Amazdnia e concentra grande parte da
casuistica de DCA na Regi&o (Pinto A et al., 2008, Valente S et al., 2006; 2009).

6.1. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO, SINTOMATOLOGIA E DADOS GERAIS DOS SURTOS
ESTUDADOS

Atualmente o diagndstico da DCA na Amazbnia segue as propostas estabelecidas nos
Consensos Brasileiros de Doenga de Chagas (Brasil, 2005). No passado, dependiam da estrutura
disponivel nos Estados, dos recursos e tipos de estudos realizados, com isso gerando casuisticas e
soroprevaléncias muito distintas. Quando realizaram estudos soroldgicos na Regido de Barcelos no
Estado do Amazonas, Coura et al. (1997) apresentaram uma prevaléncia inicial de 13,2% de
positividade para anticorpos anti-T. cruzi entre 886 amostras analisadas por IFl e ELISA. Mais tarde,
submetendo estas mesmas amostras com marcadores mais especificos, o indice foi reduzido para
6,8% Coura et al., (1999). A soroprevaléncia foi observada entre ribeirinhos que viviam da exploragéo
da fibra da piagava e constantemente eram atacados por triatomineos (Rhodnius brethesi) que vivem
nestas palmeiras Coura et al., (1994; 1995; 2002a). E embora tenha sido detectada a infeccdo
chagasica em alguns pacientes, a presenga de casos e/ou surtos de doenca de Chagas aguda nesses
estudos nunca foi registrada.

Os surtos estudados nos municipios do Estado do Para (Barcarena, Belém e Cachoeira de
Arari) foram muito semelhantes entre si, mas com diferengas daquele registrado em pacientes de
Santana no Estado do Amapa, sobretudo no que tange ao numero de pacientes acometidos, s6 em
Santana foram 27 pacientes. No que se refere a ocorréncia entre sexos, 0s homens foram os mais

acometidos nos surtos de Belém, Cachoeira do Arari (58% cada) e Santana (54%), e as mulheres no
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surto de Barcarena 75% (9/12). A faixa etaria dos pacientes néo foi concordante entre os quatro surtos,
mas o surto de Santana acometeu principalmente criancas e jovens entre 6 e 18 anos 55,55% (15/27).
A distribuicao temporal dos casos de DCA apontou que estes aconteceram entre os meses de
julho a dezembro, e, em concordancia com os achados de Pinto et al. (2008) e Valente S (2008) que
estudando ampla casuistica nos Estados do Para e Amapa observaram que a maioria dos casos
agudos na Regido coincidem com o periodo do verdo amazdnico (junho a novembro), caindo
substancialmente no periodo chuvoso (Janeiro a maio). Mesmo nas areas endémicas, historicamente,
a maioria dos casos de DCA foi observada na estagdo seca, quando os triatomineos teriam uma
atividade vetorial mais intensa (Laranja et al., 1956, Dias 1982). Em nossa Regido, a elevada umidade
e intenso periodo de chuvas no inverno amazénico dificulta a dispersdo do véo dos insetos. Esta
dispersao, no entanto é facilitada no verdo quando a umidade é mais baixa, e estimulada pelas
queimadas para estabelecimento de rogas e exploragcdo de madeira. Provavelmente, estes fatores
afugentam as fontes alimentares dos triatomineos de seus ecétopos e os triatomineos adultos voam
em busca de alimento e invadem casas atraidos pela luz, como comprovaram os estudos de Naiff et al.
(1998) e Castro et al. (2010) realizados em Manaus e por Abad-Franch et. al. (2007; 2009) no Equador.
Estudos sobre a fase aguda da doenga de Chagas ndo sdo frequentes, mesmo nas areas
endémicas. Afiez et al. (1999) trabalhando em regides endémicas da Venezuela analisaram 59 casos
agudos com pacientes exibindo febre, mialgia, cefaleia, tosse e sintomas gerais. Um total de 13,55%
dos pacientes exibiu algum tipo de sintomatologia cardiaca, os casos assintomaticos foram 9 (15,25%),
mas todos com sorologia positiva. Quando foram aplicados os testes parasitolégicos, esses pacientes

revelaram positividade para xenodiagnostico (61%), hemocultura (53%) e gota espessa (34%).

Nesse trabalho, foram examinadas 151 pessoas de quatro surtos em municipios do Para e
Amapa, foram identificados 63 pacientes parasitologicamente positivos para T. cruzi e nenhum deles
exibiram sinais de porta de entrada (sinais de picada e edemas do parasito). Os principais sintomas
apresentados pelos pacientes foram: febre 100% (63/63); mialgia 76,19% (48/63); cefaleia 74,60%
(47/63); palidez 60,31% (38/63); dor abdominal 47,61% (30/63); dispnéia 46,03% (29/63); edema de
membros 34,92% (22/62); artralgia e edema de face 33,33% (21/63). No surto de Santana (AP), 17
pacientes apresentavam sindrome cardiaca, a queixa inicial com cardite, derrame pericardico, e

aumento da area cardiaca (dados nao apresentados nesta tese).

Em trabalhos apresentadod com Pinto et al. (2008), examinamos 233 pacientes em fase aguda
na Amazénia Brasileira (Para, Amapa e Maranh&o) e observamos que o mais frequente encontro
ecocardiografico foi o derrame pericardico. Miles et al., (2009) especulam que o derrame pericardio

pode explicar a cardiomiopatia associada a baixa parasitemia periférica e ser um aspecto até entao
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negligenciados da patogénese da doenca de Chagas. Esta premissa de baixa parasitemia periférica,

entretanto, ndo corresponde aos dados de parasitemia que obtivemos nesta tese.

A sintomatologia observada nesta casuistica e reportada por Pinto et al. (2008) e os exames
parasitologicos e sorologicos observados foram muito semelhantes com os estudos apresentados
nesta tese. Foi observada concordancia com os resultados obtidos por Afiez et al. (1999) na
Venezuela, porém, nossos resultados dos exames parasitologicos foram bem mais sensiveis. No nosso
trabalho, a carga parasitaria elevada pode ser um indicativo importante da exuberancia dos sintomas
exibidos pelos pacientes considerando que o xenodiagndstico apresentou positividade de 79,36%
(50/63); a hemocultura 61,90% (39/63); QBC 58,73% (37/63) e a gota espessa 41,26% (26/63).

Valente S (2008) analisou seis surtos no Pard em 97 pacientes com rica sintomatologia
representada por febre, calafrio, adenopatia, cefaleia, eritema nodoso, mialgia, artralgia, eritema
cutaneo e sintomas gerais. Um total de 95 pacientes (97,93%) apresentou exames soroldgicos e
parasitologicos positivos, novamente revelando a presenga de elevada carga parasitaria na circulagao
periférica facilitada, talvez, pela transmissao oral, quando os pacientes infectados nos surtos podem
ingerir uma grande quantidade de tripanossomas. Em um estudo no Municipio de Mazagao, Estado do
Amapa, realizado com Valente S et al. (2009), foi descrito um surto de 17 casos agudos com grande
semelhanga com os dados aqui expostos. O surto ocorreu em uma comunidade fechada e a populagao
estudada nunca se ausentara do municipio; ndo foram encontrados triatomineos colonizando os
domicilios, mas capturamos consideraveis numeros desses insetos em palmeiras regionais muito
proximas das casas dos ribeirinhos. Com estes dados foi possivel estabelecer com evidéncias
epidemioldgicas bem claras o envolvimento de triatomineos silvestres atraidos pela luz que,
acidentalmente, caiam dentro de uma maquina de extracdo de polpa de agai, sendo triturados juntos
com esses frutos contaminados, assim, as pessoas que consumiram 0 Suco.

Em recente estudo sobre um dos maiores surtos de DCA que se tem conhecimento ocorrido
em Chacao, periferia de Caracas, Venezuela, De Noya et al. (2010) confirmaram a infecgdo em 103
dos 1.000 individuos expostos. Dos infectados, 75% eram sintomaticos, 20,3% necessitaram de
internagdo hospitalar, 59% apresentaram alteragdes cardiologicas, uma crianga morreu, e a
parasitemia (gota espessa e exame a fresco) foi detectada em 44. Estes sdo semelhantes com aqueles
que obtivemos nos nossos achados parasitoldgicos em surtos nos estados do Para e Amapa.

As caracteristicas clinicas registradas em Chacao também assemelham-se com nossos
estudos em ordem de importéncia com o registro de febre, artralgia, edema de face, dor abdominal e
dispnéia. Em Chacao, por se tratar de uma populagéo de escolares, a taxa de infecgao foi maior entre

criangas mais novas, ao contrario de nossos achados, que ocorreram principalmente em adultos.
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Estudos em Chacao concluiram ter sido um unico surto, que teria ocorrido pela ingestao de suco de
goiaba, que acometeu essa populagdo urbana, resultando em uma emergéncia de saude publica sem

precedentes. O pronto diagndstico e tratamento evitou uma maior letalidade no surto.

6.2. ESTUDOS SOROLOGICOS REALIZADOS

Na pesquisa soroldgica realizada nas comunidades associadas aos surtos aqui estudados, em
uma amostragem de 2648 pessoas nas quais aplicamos o teste de triagem HAI se detectou 3,05%
(81/2648) de individuos reagentes. Quando os testes de IFI (padrao ouro) para pesquisa de IgG anti-T.
cruzi foram utilizados nestas amostras, o nimero de reagentes caiu para 2,49% (66/2648). De 2,37%
(63/2648) de positivos para anticorpos IgM anti-T. cruzi todos os testes sorolégicos dos pacientes
apresentaram resultados positivos, alguns sem uma correspondéncia parasitolégica imediata,
sobretudo naqueles de Santana que foram diagnosticados muito tardiamente e os picos parasitémicos
foram perdidos. No entanto, os testes soroldgicos se revelaram eficientes marcadores e os resultados
sdo corroborados com os achados que realizamos com Pinto et al. (2008) entre pacientes de fase
aguda no Paré e Amapé que apresentaram titulos positivos para IgM 86,7% (202/233) e 1gG e 94,8%
221/233), com dilui¢des de soro entre 1/40 a 1/1280.

Nesta tese, seguiu-se a metodologia proposta por Gutierrez et al., (2004), e considerando as
limitacdes de especificidade da HAI, devido a elevada sensibilidade, esse método foi muito Util para a
triagem de pacientes. Por outro lado, a IFI para anticorpos 1gG e IgM (Frank et al., 2003; Umezawa et
al., 2004), apesar de ser uma técnica de maior dificuldade operacional, € considerada o padrao ouro e
serviu plenamente para confirmagao do diagnéstico dos pacientes da Amazonia.

Os testes sorologicos aplicados nas comunidades em S&o Luis foram todos negativos, apesar
do ciclo domiciliar do T. cruzi estar presente, circulando entre ratos e T. rubrofasciata. Este fato
corrobora a grande preferéncia que o vetor envolvido, T. rubrofasciata tém pelo sangue de R. rattus
Braga et al., (1999).

Nosso grupo, estabelecido desde 1992, estruturou uma base sélida para o diagndstico,
tratamento e seguimento de pacientes com doenga de Chagas aguda. Nossa casuistica ja reune um
contingente de pelo menos 800 pacientes atendidos. Algumas questbes sobre a futura evolugéo
desses pacientes merecem as seguintes reflexdes: Qual o verdadeiro prognéstico dos quase 800 casos
agudos tratados? Qual o real tamanho do universo de infectados que ndo foram diagnosticados e
podem ser doentes crénicos? Os tratados foram realmente curados? Evoluirdo para fase crénica?

Quais manifestagdes poderéo apresentar?
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Questdes que talvez este grupo ndo tenha ainda tido a oportunidade de responder
completamente. Estamos criando bases para que junto com outros grupos venha a perseguir e, quem
sabe, responder nos proximos anos. Um aspecto importante da doenga de Chagas na Amazénia é a
possibilidade da doenca fora da atual area de maior ocorréncia, no nordeste do Para, em regides onde
0 acesso as pessoas € muito dificil e 0 acompanhamento se tornaria inviavel.

A emergéncia de numerosos casos agudos e algumas dificuldades que podem ser encontradas
para o diagnéstico da DCA na Amazoénia Brasileira preconiza utilizar testes rapidos e mais eficientes,
alguns ja em avaliagéo (Sabino et al., 2010). Além disso, ha a necessidade de ferramentas que possam
identificar pacientes curados logo ap6s o tratamento especifico e, ainda mais dificil, estabelecer um
marcador de prognéstico para os casos tratados. Esforgos para a padronizacgao de testes e a melhoria
da sensibilidade e especificidade dos antigenos para detecc¢do de anticorpos para T. cruzi tem sido
empregado por varios centros de diagndstico (Gomes et al., 2009). Os testes sob avaliagéo incluem um
ensaio de PCR com resultados promissores utilizado como teste confirmatério na fase aguda e crénica
da doenca (Ramirez et al. 2009), e foi motivo de um encontro recente visando estabelecer um

protocolo comum para aplicagdo do teste (Schijman et al., 2011).

6.3. ESTUDOS DE RESERVATORIOS

Todas as ordens de mamiferos (Arthiodactyla, Carnivora, Chiroptera Didelphiamorphia,
Primata, Rodentia e Xenarthra), com exceg¢éo dos marinhos, séo reservatorios do T. cruzi, e compde
um mosaico de interagdes no ciclo silvestre, do qual faz parte ecotopos terrestres (buracos no chéo e
em pedras) e arboreos (buracos em arvores, bromélias e copas de palmeiras) em florestas primarias,
secundarias e de capoeiras, regides andinas e charcos, serrados, caatingas, campos abertos naturais e
abertos pelo homem, florestas tropicais da Amazénia e Mata Atlantica da América do Sul, e florestas da
América Central e do Norte (Coura et al., 2002b; Miles et al., 2003; Yeo et al., 2005).

Como enzootia o ciclo de T. cruzi é conhecido desde o trabalho pioneiro de Carlos Chagas,
(1924 a,b) realizado no Estado do Para, quando encontrou tripanossomas no sangue de macacos
Chrysothrix sciureus. Deane L et al. (1961b; 1964a,b; 1967), trabalhando no Para e Amap4, detectaram
diferentes taxas de infecgdo por T. cruzi para tripanossomatideos em roedores, morcegos e marsupiais.
Um importante marco nos estudos com animais silvestres foi estabelecido por Miles et al. (1976),
quando foi apresentado um inovador meio de seguimento de mamiferos até seus ninhos, assim
identificando os ecdtopos de varias espécies de mamiferos associadas ao ciclo de transmissdo do T.
cruzi. Esta metodologia aplicada em diferentes regides do Brasil permitiu esclarecer também a

associagao dos mamiferos com triatomineos silvestres (Miles et al., 1981a,b; Pdvoa et al., 1984).
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Apesar da presenga predominante do T. cruzi no ciclo silvestre na Amazénia estudado em
varios momentos, Miles et al. (1978; 1981a; 1986; 2003), Valente S et al. (1999b), Coura et al. (2002a),
DIAS et al. (2002a), achados de mamiferos domésticos como o porco na Regido do Marajo, e animais
sinantrépicos como os marsupiais infectados, Valente V et al. (1998), Luitgards-Moura et al. (2005)
permitem vislumbrar a aproximagao do T. cruzi do domicilio do homem.

N&o se conhece precisamente como se da a participacdo dos mamiferos silvestres na
transmissdo da doenga de Chagas. Sabe-se que na natureza, mamiferos e triatomineos dividem o
mesmo ecotopo e o ciclo do T. cruzi entre eles se da pelo fato dos mamiferos também serem
insetivoros e assim comerem os triatomineos infectados com T. cruzi (Coura, 1997). Os didelfideos
podem também transmitir acidentalmente formas tripomastigotas infectantes para o homem eliminadas
nas secregdes anais (Deane et al., 1984; Lenzi 1984; Naiff et al., 1987; Jansen et al., 1999). Outra
forma seria a ingestdo de carne destes mamiferos sem o devido cozimento, fato observado entre tribo
de indios do Equador (Amunarriz et al., 1991). Rotas pouco esclarecidas de contaminagao pelo T. cruzi
seriam as responsaveis em manter o0s ciclos de transmissdo dos surtos de doenga de Chagas que vém
ocorrendo no Brasil, principalmente na Regido Norte e associados ao consumo de alimentos
contaminados com formas viaveis de T. cruzi (Shikanai-Yasuda et al., 1991; Miles et al., 2003; Valente
S et al., 1999a; 2006; 2009, Steindel et al., 2008; Bastos et al., 2010; Monteiro W et al., 2010).

Neste trabalho, a captura de animais silvestres durante os estudos dos surtos de DCA somou
24 mamiferos silvestres (treze exemplares de D. marsupialis, 1 M. cinerea, 5 Philander opossum, 3
Metachirus nudicaudatus, 1 Oryzomys macconnelli e 1 Oecomys bicolor). Esse pequeno numero de
animais capturados e a maioria de D. marsupialis se deveu pelo fato das coletas se concentrarem em
locais muito préximos de comunidades populosas e com areas de matas reduzidas. A taxa geral de
infeccdo dos animais coletados neste trabalho foi de 7,14% (29 positivos entre 406 examinados) e foi
semelhante com os resultados obtidos por Lainson et al. (1979), Miles et al. (1981a,b) e Valente S
(2008) examinando animais coletados durante estudos na Regido quando obtiveram taxa de infec¢éo
entre 8,3 % e 12%, sendo que estes autores trabalharam em area mais preservada e nés enfrentamos
ainda o efeito das marés em &rea de varzea.

Em Sao Luis, Maranhao, onde néo ocorreram casos de doenca de Chagas, foram coletados no
ambiente doméstico 433 espécimes de R. rattus muito numerosos nos locais por conta das condi¢des
das habitagdes e do sistema de coleta de lixo, ambos precarios. Também se coletou 9 exemplares de
D. marsupialis em uma area de preservagao ambiental a 2 km dos domicilios.

D. marsupialis e R. rattus séo considerados animais sinantrépicos carreando infec¢ao por T.
cruzi entre a mata e o domicilio humano Miles et al. (2003); Yeo et al. (2005); Pinto C et al. 2006),

possibilitando a contaminagéo de alimentos e a ocorréncia de casos e/ou surtos de doenga de Chagas.
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Habitos culturais, e até mesmo necessidade de alimentagdo, levam populagdes ribeirinhas a
consumirem muitos desses animais criando, assim, novas opgdes de transmissdo do T. cruzi e do
surgimento de casos agudos de DC na Regido, independente da coloniza¢do de triatomineos no
domicilio humano (Valente S et al., 2006).

Os achados de Sao Luis oferecem um contraponto interessante. O mamifero doméstico e
peridomético R. rattus, coletados nos quintais e dentro dos domicilios, apresentou 2,9% (11/373) de
infeccdo. Esse animal mantém com o T. rubrofasciata um ciclo doméstico de T. cruzi, sem casos de
infeccdo humana. Proximos das areas de captura dos ratos foram coletados D. marsupialis também
infectados com T. cruzi. Achados semelhantes foram observados por Herrera et al (1997) quando
examinou roedores nas localidades de Colinas de Bello Monte, no Vale de Caracas na Venezuela.
Nesse local, R. rattus apresentou infecgdo para 16,66% dos animais examinados. Na localidade de
Lojas da Provincia de Guayas, no sudeste do Equador, Pinto C et al. (2006) trabalhando em habitacbes
rurais e urbanas encontrou varias espécies de marsupiais e roedores, entre as quais R. rattus com
18,3% de infecgdo para T. cruzi, demonstrando que esse animal é um hospedeiro importante para
manter o ciclo doméstico em algumas localidades do Equador. Os trabalhos na Venezuela e Equador
ndo associaram os mamiferos com triatomineos, mas em ambos os paises a presenca do R. prolixus é
significante, sendo esse o vetor mais importante, capaz de transmitir T. cruzi entre 0 homem e animais
de diferentes espécies (Galvéo et al., 2003).

Em analogia com os nossos resultados em S&o Luis, provavelmente os didelfideos
sinantrépicos vindo infectados das matas trouxeram o T. cruzi para o0 ambiente doméstico e o ciclo se
mantém agora com ratos e T. rubrofasciata infectados. Mais recentemente, em trabalho realizado na
Provincia de Loja, Equador, por Ocafia-Mayorga et al. (2010) caracterizou genétipos de T. cruzi
utilizando marcadores de microsatélites, responsabilizando mamiferos sinantrépicos como D.
marsupialis € R. rattus infectados como pontes entre os ciclos de transmiss&o silvestre e doméstico.
Esses animais mantinham estreitas relagdes, e até permutas de nichos, com espécies de triatomineos
locais nos distintos ciclos. Estas mudangas de atores (triatomineos e mamiferos) entre os ciclos s&o
reflexos diretos de mudangas ambientais provocados pela atividade humana.

Estudos mais atualizados e globalizados sobre a participacdo de tripanossomatideos em
mamiferos na Regido sdo escassos. Os ciclos de transmissao, os habitos e habitats e a diversidade
genética dos isolados tem sido estudados de maneira pontual por Miles et al. (1986); Coura (2007);
Marcili et al. (2009a,b); Fernandes et al. (2001); Maia da Silva et al. (2008) e precisam avangar sobre

novas fronteiras da Amazonia.
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6.4. ESTUDOS DE TRIATOMINEOS

Triatomineos silvestres séo distribuidos em toda a Amazénia e segundo Galvéao et al. (2003)
foram contabilizados até o0 momento 21 espécies. Entretanto, estudos mais recentes indicam que o
numero de espécies pode chegar a 27, se forem consideradas algumas subespécies renomeadas e
distribuidas na Regido Abad-Franch & Monteiro (2007); Aguilar et al., (2007). Estas espécies habitam
variados ecdtopos como buracos no chdo (P. geniculattus), buracos em arvores (P. lignarius e E.
mucronatus), bromélias (algumas espécies de Rhodnius), tocas de animais (espécies dos géneros
Panstrongylus e Rhodnius) e principalmente em dezenas de espécies de palmeiras (espécies do
género Rhodnius e algumas do género Panstrongylus) que se distribuem por toda a Regiao.

Algumas destas espécies tém habitos muito diversificados assim, populagdes de P. geniculatus
tém comportamento recluso vivendo em buracos no chdo com tatus Miles at al. (1981a), enquanto
outras populagdes da mesma espécie sdo extremamente versateis habitando palmeiras, invadem o
domicilio Naiff et al. (1998) e j& foram encontrados até co-habitando com porco doméstico na Regido
do Marajo, estado do Para VALENTE V et al., (1998). Outra espécie muito eclética € o R. pictipes que
na Amazoénia, mesmo habitando palmeiras de grande importancia regional como de urucuri, inaja,
dendé, bacaba e babagus, os adultos voam, eventualmente, para dentro dos domicilios atraidos pela
luz e, assim, tém sido associados com casos de doencga de Chagas Lainson et al., (1979); Valente S et
al., (2006); Miles et al 2009). Ha ainda que se registrar a presenca do R. prolixus que habita tanto
palmeiras de diversas espécies, como o domicilio humano na Venezuela, Colémbia e paises da
América Central Gaunt & Miles (2000); Abad-Franch et al., (2005).

Enquanto isso, espécies altamente seletivas como o R. brethesi, encontrada exclusivamente na
palmeira Leopoldinia piassaba, da qual se extrai a fibra de piagava para fabricagédo de vassouras, €
uma espécie agressiva e foi relatada atacando o homem no municipio de Barcelos, Estado do
Amazonas Coura et al., (1994; 1995; 2002a); Mascarenhas et al., (1991). Outras espécies reclusas
pertencem ao género Cavernicola, cujas espécies habitam cavernas e sao associadas com morcegos,
sem relatos de importéncia na transmissdo da DC Lent & Wigodzinsky, (1979).

Neste trabalho, durante o estudo com triatomineos no entorno das localidades onde
ocorreram os surtos de doenca de Chagas foram capturados as seguintes espécies: R.
robustus (n=137), R. pictipes (n=94), E. mucronatus (n=6), R. neglectus (n=5) P. geniculatus
(n=12) e P. lignarius (n=6). Em S&o Luis (MA), no ambiente doméstico sem casos de doenca
de Chagas, a Unica espécie capturada foi T. rubrofasciata (n=3008), sendo que somente 128

exemplares puderam ser examinados e foi observada taxa de infec¢do de 30.46% (39/128).
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As palmeiras foram os principais ecotopos das seis espécies de triatomineos silvestres
capturadas. O urucurizeiro (S. martiana) apresentava infestagao de 47,41% (101/213); o inajazeiro (M.
regia) 35,21% (75/213); o babagueiro (O. speciosa) 5,16% (11/213); o dendezeiro (E. melanoccoca)
1,87% (4/213) e a bacabeira (O. bacaba) 10,32% (22/213). A importancia econdémica dessas palmeiras
para as comunidades ribeirinhas é inquestionavel: as palmas sao utilizadas para cobertura de casas, as
fibras servem para confecgdo de utensilios domésticos e os frutos consumidos como sucos, mingaus e
geléias, além de utilizados como ragé@o para animais como porcos domésticos. Assim, para evitar a
derrubada destas arvores, adotamos a captura utilizando armadilhas de fita adesiva preconizada por
Noireau et al. (1999) e dissecamos um numero bem reduzido de palmeiras.

A presenca de muitas palmeiras no peridomicilio com indices altos de infestagéo triatominica
pode atuar como uma importante fonte de dispersao das espécies de Rhodnius na América Latina e até
na Amazénia Romafia et al., (1999); Fitzpatrick, et al., (2008); Gurgel-Gongalves et al., (2008); Abad-
Franch et al., (2010); Calzada et al., (2010). A construgdo de casas muito proximas das matas, em
contato direto com estes ecotopos de triatomineos, implica em visitas constantes destes insetos
infectados aos moradores que s&o picados e, eventualmente, contraem a doenga de Chagas, Coura et
al., 2002a; Miles et al., (2003); Valente V et al., (2009); Marcili et al., (2009a).

Além de coletas em palmeiras, foram também capturados 42 exemplares de triatomineos em
armadilhas luminosas instaladas proximas das casas dos pacientes: Rhodnius pictipes 23,80% (10/42),
21,42% (9/42), E. mucronatus 14,28% (6/42) e P. lignarius com 11,90% (5/42). Os resultados apontam
para um importante indicador entomoldgico, que deve ser considerado e intensivamente investigado,
para que se faga um diagnostico preciso das possiveis espécies de triatomineos envolvidas na
transmissao esporadica e nos surtos de doencga de Chagas.

Sobre a utilizagdo de armadilhas luminosas para coleta de triatomineos, Castro et al. (2010)
trabalhando em matas na periferia de Manaus, Estado do Amazonas, fizeram capturas durante um ano
e obtiveram resultados bem semelhantes aos nossos quando coletaram 75 exemplares de 10 espécies,
sendo que as mais prevalentes foram: P. geniculatus (38), E. mucronatus (17), P. lignarius (9) e R.
robustus (5). Segundo aqueles autores, o periodo de maior captura, que concordou com 0S N0SS0S
achados de triatomineos e ocorréncia de casos de DCA, também se concentrou na estagdo seca do
verdo amazobnico entre 0os meses de junho e novembro, com o maior pico em outubro que é
classicamente 0 més de maior casuistica da DCA nos estados do Para e Amapa como ja descrevemos
anteriormente (Pinto A et al., (2008), Valente S et al., 2008, 2009).

O tropismo dos triatomineos pela luz elevaria as chances de contaminagdo acidental e
aumento dos casos de DCA na Amazénia, fato que ja vem sendo observado Coura et al., 2002a; Miles
et al., 2003; e pelos trabalhos que realizamos com Valente S et al., (2009). Diversos estudos ja
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realizados tanto no campo, Noireau & Dujardin (2001); Zeledén, et al. (2001); Carbajal de la Fuente et
al. 2007), quanto em experimentos laboratoriais, Minoli & Lazzari (2006), tem indicado que os
triatomineos apresentam mecanismos de disperséo e atra¢do tais como correntes de ar favoraveis,
atragdo pela luz; emissdo de gas carbOnico, radiacdo e odores humanos. Todos esses fatores
desempenham importante papel na invasao de domicilio por triatomineos silvestres adultos, Minoli &
Lazzari (2006). Por conseguinte, a prevencao eficaz da doenga de Chagas na Amazénia exige grande

vigilancia entomoldgica e a integragao das préticas atuais de vigilancia epidemiolégica.

6.5. ISOLAMENTO E DIVERSIDADE GENETICA DE TRYPANOSOMA CRUZI

E extensa a variabilidade genotipica de isolados de T. cruzi e esta heterogeneidade se deve a
uma diversificada composi¢do de isolados procedentes dos ciclos silvestre e doméstico, dos quais
participam triatomineos e mamiferos de distintas espécies e o proprio homem. A apresentagéo de
perfis distintos quando se utilizam diferentes metodologias na caracterizagdo dos isolados de T. cruzi
indica uma grande variabilidade das propriedades ecogeograficas, biopatoldgicas, imunoldgicas,
bioquimicas, farmacolégicas e de manifestacdes de formas clinicas Brener & Gazzinelli, (1997);
Fernandes et al., (1998); Marcili et al., (2009a,b); Miles et al., 2003; 2009; 2010).

Os primeiros marcadores bioquimicos para a caracterizagdo de isolados de T. cruzi foram
propostos por Miles et al. (1977; 1981a,b; 1986). Esses estudos estabeleceram trés padrbes
isoenzimaticos de T. cruzi denominados de zimodemas (Z1, Z2 e Z3). Na ocasido em que estes
padrdes foram estabelecidos, Z1 e Z3 estavam associados somente ao ciclo silvestre, incluindo
eventualmente o homem, e Z2 presente no ciclo doméstico relacionado a doenga de Chagas aguda e
cronica e manifestacdes cronicas cardiacas e digestivas.

Esta metodologia foi utilizada por diversos autores durante muitos anos. Steindel et al. (1995)
analisando isolados de triatomineos e animais silvestres observaram a predominéncia de Z1, além de
perfis mistos de Z1+Z2, em ambiente de mata primaria no Estado de Santa Catarina. Romanha &
Brener, (1988) utilizaram esta metodologia em isolados humanos de T. cruzi em Minas Gerais,
caracterizando como Z2 todos os isolados. Em Honduras, Acosta et. al. (1991) diferenciaram T. cruzi
de T. rangeli a partir da caracterizagdo bioquimica de isoenzimas.

Mais tarde, uma metodologia mais simples e eficiente, baseada no gene de mini-exon e
ribossémico foi utilizada para distinguir genotipicamente isolados de T. cruzi. Uma série de estudos
realizados com essa metodologia, possibilitou ampliar os conhecimentos sobre a diversidade de
linhagens de T. cruzi. Os trabalhos de Souto et al. (1996), Fernandes et al. (1998) e Zingales et al.

(1998) confirmaram os achados isoenzimaticos. Considerando os biodemas, zimodemas e o0s



104

marcadores de mini-exon e ribossémico, a antiga denominagdo foi renomeada em uma reunido
internacional de especialistas (Anénimo, 1999): Z1 passou a TC1, Z2 a TCII, enquanto que né&o houve
mudanca na denominag&o de Z3 devido a falta de dados. A linhagem Z3 Miles et al. (1977; 1978) ndo
foi agrupada nas novas linhagens estabelecidas, mas foi, posteriormente, definida por marcadores do
gene de mini-exon Fernandes et al. (1998) e subdividida em dois subgrupos, Z3A e Z3B, baseado em
polimorfismo de ITSrDNA Santos et al., (2002); Mendonga et al., 2002).

Marcadores moleculares, como RAPD (Brisse et al., 2000a,b), sequéncias do gene SSUrDNA
(Brisse et al., 2001) e anélises de elevados locis enzimaticos (Breniere et al., 2003) reuniram Z3 com
TCII e revelaram extensa variabilidade da linhagem TCII, que foi reagrupada em 5 linhagens (TClla-e):
TCllb e TClle (sitio antroponético do Argentina, Bolivia, Brasil e Chile); TCIld (sitio antroponético da
Bolivia e Chile), TClla (sitios silvestres na Amazonia e TCllc (ambiente silvestre da Amazonia, Nordeste
do Brasil, Paraguai e Argentina) (Barrett et al., 1980; Miles et al., 1981a; Povoa et al., 1984; Gaunt &
Miles, 2000; Yeo e tal., 2005; Fernandes etal., 1998a,b; Zingales et al., 1999; Freitas et al., 2006;
Ceballos et al., 2006; Cardinal et al., 2008). As linhagens TClla seria o sub grupo Z3B e TClic
corresponderia a Z3A, baseados em polimorfismo de ITSrDNA (Mendonga et al., 2002). O
agrupamento de isolados de T: cruzi nessas linhagens vem sendo confirmado a partir das analises de
distintos genes nucleares e mitocondriais (Brisse et al., 2003; Sturm et al., 2003; Westenberger et al.,
2005, 2006; Cariotipagem (Henriksson et al., 2002; Pedroso et al., 2003, 2007; Branche et al., 2006),
polimorfismo de loci de microssatélite (Machado e Ayala, 2001; Freitas et al., 2006).

Uma recente mudancga na denominacao intra-especifica de T. cruzi foi aprovada e formalmente
recomendada por Zingales et al. (2009), sendo esta nomenclatura amplamente utilizada pela
comunidade cientifica. Diante dos avangos nos marcadores moleculares para caracterizagdo de
isolados de T. cruzi procedentes de triatomineos e mamiferos de distintas regides geogréficas,
atualmente os isolados sé@o agrupados em seis linhagens ou DTUs I-VI (Discret Taxonomic Units). DTU
| correspondente a linhagem Tcl, DTUII a linhagem Tcllb. As linhagens Tclld e Tclle que s&o hibridas
correspondem as DTUs V e VI, respectivamente. As linhagens Tclla e Tcllc foram reclassificadas como
DTU IV e lll, respectivamente.

O T. cruzi apresenta variados, complexos e desconhecidos ciclos de transmisséo na Amazénia
em que participam centenas de mamiferos, dezenas de triatomineos silvestres e recentemente com
maior presenca, 0 homem. Estes hospedeiros estéo infectados com linhagens distintas de T. cruzi em
ciclos diferenciados conforme os nichos ecologicos e ecdtopos. Apesar dos estudos ja realizados na
Regi&o, hospedeiros silvestres e ciclos de transmissdo destas linhagens ndo estdo completamente
esclarecidos Miles et al., (1981a); Gaunt & Miles, (2000); Coura et al., (2002a).
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Este trabalho caracterizou pelo gene de mini-exon 151 isolados de T. cruzi (46 isolados do
homem, 31 de outros mamiferos e 74 de triatomineos) associados aos surtos. Todos esses isolados
exibiram perfil da linhagem Tcl, que é a linhagem amplamente predominante na Amazénia Brasileira.

A distribuicdo geografica de Tcl é ampla e alcanca desde a América do Norte até o sul da
América do sul, sendo a mais prevalente na Regido Amazédnica Miles et. al., (1981b), Valente S (2008);
Valente S et al., 2009). Inicialmente, quando ainda classificada como ZI e associada apenas ao ciclo
silvestre, pensava-se que a infecgdo que esta linhagem apresentasse carater benigno, raramente
evoluindo para manifestagdes cronicas (digestiva e cardiaca). Na verdade, manifestagbes graves da
doenga por esta linhagem j& havia sido proposta para casos de DCA em Goiénia e Sdo Paulo quando
roedores silvestres carreavam ambas as linhagens Tcl e Tcll, para dentro das casas (Luquetti et al.
1986). Nesta Regido endémica para DC, habitam espécies de triatomineos domésticos e silvestres que
re-invadem o domicilio mantendo ciclos ativos de transmisséo da doenca de Chagas Miles et al.,
(1981b); Afiez et al., (2004); Samudio et al., (2007); Fitzpatrick et al., (2008).

Venezuela e paises endémicos do Noroeste da América do Sul e América Central, casos de
DCA por Tcl com cardiomiopatia tém sido associada com doenga grave, incluindo meningoencefalite
(Afiez et al 2004;. Burgos et al 2008). Por outro lado, a concepgdo de que megaoesdfago e o
megacolon sdo raros nessa Regido, assim como na Amazonia Brasileira, ainda permanece (Sanchez-
Guillen Mdel et al., 2006). Somente estudos clinicos de seguimento, que ora realizamos no Para e
Amapa a médio e longo prazo, podem esclarecer estas duvidas.

Estudos mostraram que TCllc é uma linhagem que também pode ser encontrada na Amazénia
Brasileira, reportada em varias espécies de mamiferos, especialmente espécies terrestres como tatus
(Dasypus novencinctus) e Monodelphis e, raramente em humanos e mamiferos peri-domésticos. Nessa
Regiéo, essa linhagem foi associada com P. geniculatus Miles et al., (1981a); Pévoa et al., (1984);
Fernandes et al., (2001); Coura et al., (2002a). Nao obstante, em outras regides como o Nordeste do
Brasil, e sul da América do Sul a linhagem Tcllc é comum em triatomineos terrestres como P.
geniculatus, Triatoma infestans e Triatoma rubrovaria Barrett et al., (1980); Miles et al., (1981a);
Barnabé et al., (2001); Yeo et al., (2005); Cardinal et al., (2008); Martins et al., (2008).

A linhagem Tcllc (Tclll) ainda seja pouco conhecida no ciclo de transmissdo doméstico, € uma
linhagem que vem sendo bastante estudada. Isolados dessa linhagem s&o amplamente dispersos
numa extensa area geografica que vai do Norte da América do Sul a Argentina, com ciclos de
transmissdo preferencialmente relacionados com tatu da espécie Dasypus novemcinctus e, mais
raramente,outros animais terrestres como o tatu Euphractus sexcinctus, Monodelphis brevicaudata e
roedores terrestres (Yeo et al., 2005; Marcili et al., 2009b). As espécies de vetores triatomineos

implicados, néo séo bem conhecidas, mas sdo provavelmente triatomineos terrestres como P. megistus
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e T. infestans. As analises de sequéncias de ITS rDNA e de microssatélites revelou estrutura espacial
da populagéo de Tclll (Marcili et al., 2009a,b; Llewellyn et al., 2009b). No Brasil, os isolados de Tclll da
Amazonia diferiam dos isolados dessa mesma linhagem do Nordeste/Sudeste e da Regido Sul (Marcili
et al., 2009a). Tclll raramente causa doenga de Chagas humana, mas tem sido frequentemente
registrado em caes domésticos (Chapman et al., 1984; Cardinal et al., 2008; Marcili et al., 2009b),
contribuindo como um agente importande para a emergéncia da doenga, facilitando transmisséo entre
os ciclos silvestre e doméstico.

O perfil genotipico dos isolados caracterizados neste trabalho concorda com os estudos de
Valente S (2008) e com trabalhos que realizamos durante o desenvolvimento desta tese Valente S et
al. (2009), Marcili et al., (2009a,b), quanto a confirmagao da prevaléncia da linhagem Tcl de T. cruzi em
isolados humanos, de mamiferos e triatomineos silvestres na Amazénia. Entretanto, também
encontramos alguns casos esporadicos de Z3, Tcllc e Tclla que sdo as linhagens descritas até o
momento na Regido Amazonica Miles et al., 1978; 1981a; Pévoa et al., (1984).

Recentemente, um numero maior de isolados foi genotipado e assim, Valente S (2008)
estudando 97 isolados de seis surtos (sendo 48 de humanos) do Para € Amapa encontrou pela
genotipagem pelo gene de mini-exon, Tcl como linhagem predominante, porém quando examinadas
por RAPD estes apresentaram intenso grau de polimorfismo. Quando nés caracterizamos pelo gene de
mini-exon isolados de outro surto com 17 pessoas que adoeceram em Mazagdo no Amapa em
colaboragdo com Valente S et al. (2009), observamos que havia a predominancia de genétipos de Tcl,
além de linhagem Z3 e amostras mistas de Z3+T. rangeli identificadas em humanos, mamiferos e
triatomineos silvestres, sugerindo talvez fontes distintas de infec¢do. Por outro lado, um surto estudado
no Municipio de Coari, estado do Amazonas por Monteiro et al., (2010) caracterizaram pelo gene de
mini-exon 25 isolados humanos o sequenciamento revelou que todos os isolados apresentaram perfis
da linhagem TCIII/Z3 de T. cruzi sugerindo uma unica fonte de infecgdo. Nos dois surtos, entretanto, os
autores garantem a origem silvestre das fontes de infecgéo. Infelizmente, em todos esses trabalho néo
foram utilizadas ferramentas capazes de identificar dentre os isolados Z3, aqueles pertencentes as
linhagens Tclll ou TclV, ja que os métodos utilzados nao discriminam essas linhagens.

Apesar dos surtos de DCA pela via oral ocorrerem na Amazonia Brasileira desde 1968, Shaw
et al., (1969) os estudos sobre o(s) mecanismo(s) de transmisséo, alimento(s) reservatorios e vetores
envolvidos sdo escassos. Os primeiros isolados humanos CANI-IV foram identificados por MLEE como
Z3, somente dois isolados humanos (CAN lIl e JJ) foram confirmados como TClla (=DTU V) usando
distintos marcadores moleculares (Marcili et al., 2009a; Miles et al., 2009).

Marcili et al. (2009a,b) caracterizaram isolados do homem, de macacos e de triatomineos do

género Rhodnius como linhagens Tcl e Tclla (=DTUIV), estes gendtipos participando de ciclos de
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transmissdo sobretudo, em ecotopos arboreos, associados ou nao a transmiss@o pela via oral na
Amazbnia Brasileira. Nesse estudo evidenciou-se que TclV é uma linhagem homogénea e claramente
separada das demais linhagens de T. cruzi quando analisadas por sequenciamento de genes
ribossdmico e de citocromo b. Essa linhagem foi reportada em macacos silvestres e triatomineos da
espécie R. robustus capturados em nossa areas de estudo na Amazonia Brasileira.

Dos distintos ciclos de transmissao de T. cruzi participam diferentes lihagens e genétipos, em
associagdes com diversos hospedeiros e vetores. Ainda assim, os reservatérios mamiferos naturais de
TCIV, por exemplo, ndo séo bem conhecidos na Amazonia Brasileira. Esta linhagem foi registrada em
Dasypus, Monodelphis e Panstrongylus pela analise de zimodema Miles et al., (1981a); Povoa et al.,
(1984); Gaunt & Miles (2000); Yeo et al., (2005), e raras ocorréncias em humanos, exceto as cepas
CANI-IV, CAN IIl e JJ foram confirmados como TClla. Os vetores desta linhagem permanecem
desconhecidos e o Unico relato esta confinado ao nordeste do Estado do Amazonas é o R. brethesi
Fernandes et al. (1998; 2001); Coura et al. (2002a); Mendonca et al. (2002); Pedroso et al. (2007), e
talvez o P. geniculatus Miles et al. (1981a); Gaunt & Miles, (2000), triatomineo de larga distribui¢ao.

Os resultados de genotipagem de T. cruzi apresentados neste estudo confirmam unicamente a
presenca de Tcl em isolados de pacientes dos surtos estudados em Barcarena, Belém e Cachoeira do
Arari no Para e Santana no Estado do Amapa, assim como nos mamiferos e triatomineos silvestres a
eles associados. Estes achados corroboram outros estudos regionais que descreveram Tcl como a
linhagem mais comum encontrada também em macacos silvestres S. bicolor em trabalhos descritos por
Maia da Silva et al. (2008). Nesse trabalho, além de Tcl, identificamos a linhagem TClla em 5 dos 21
isolados examinados de Saguinus bicolor. Esta linhagem até entdo ndo havia sido descrita em primatas
silvestres no Brasil, ndo obstante a linhagem ter sido reportada em dois isolados de primatas silvestres
da Bolivia e Venezuela (Westenberger et al., 2006).

E importante o papel de mamiferos silvestres como macacos na epizootia do T. cruzi. Estudos
realizados revelaram nestes animais infec¢éo entre 10.3% a 46% por métodos parasitoldgicos ou
sorologia respectivamente Ziccardi & Lourengo-de-Oliveira (1997); Lisboa et al., (2006). Estes animais
apresentam quadro de DCA, mas a doenca neles é pouco estudada Miles et al., (1979); Monteiro R et
al., (2010). Nao se conhece 0 mecanismo de infeccdo destes animais, mas nos estudos que
realizamos (Maia da Silva et al., (2008), sugerimos que a via oral seja importante devido aos habitos
insetivoros dos macacos da Amazonia.

Em trabalhos anteriores (Marcili et al. 2009a,b) caracterizaram molecular e
ecogeograficamente, mostrando que Tcl e TClla participa do ciclo de T. cruzi entre primatas silvestres,
sendo veiculados por R. robustus e R. brethesi na Amazoénia brasileira.
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Novos estudos sobre genétipos de T. cruzi em reservatérios silvestres e triatomineos na
Regido devem ser encorajados e poderiam explicar melhor a distribuicéo de isolados de TClla e sua
sobreposicdo entre variados ciclos compartilhando vetores e mamiferos em ecétopos diferentes. A
plasticidade apresentada pelo T. cruzi em multiplos ciclos de transmissdo com hospedeiros e ecotopos
variados contribui para a ocorréncia de casos e surtos e sdo fatores decisivos para a emergéncia da
doenga de Chagas na Amazénia Brasileira.

Estudos baseados em polimorfismos dos genes SSU rRNA e citocromo b revelaram isolados
de TClla e Tcl em primatas e em casos humanos de DCA associados com infecgao oral (Marcili et al.,
2009a,b), mostrando que isolados humanos s@o semelhantes aqueles de primatas silvestres e de
triatomineos do género Rhodnius, indicando vetores comuns para essas linhagens na Amazodnia.
Entretanto, resultados desta tese e dados de nosso grupo com 176 amostras de isolados de surtos
ocorridos na AmazoOnia foram genotipados somente como Tcl, o que demonstra claramente o
predominio desta linhagem na Regido.

Embora os casos de DCA autoctones de nossos estudos tenha sido todos caracterizados como
Tcl, os pacientes dos quais foram obtidos apresentam manifestagdes clinicas variadas, intensas ou
nao, sendo os sintomas principais: febre, calafrios, cefaleia, palidez, mialgia, artralgia, eritema cutaneo,
dispnéia e mio cardiopatia com aumento de area cardiaca, importante e intenso derrame pericardico.
Histdria clinica semelhante foi referida em trabalhos realizados com Pinto et al., (2009) quando
acompanhamos 233 casos agudos nos Estados do Para e Amapa.

Eventualmente, casos muito graves de rapida evolugdo para ébito tém sido descritos e,
aparentemente, tem aumentado na Regido, como mostrados em estudos realizados com Pinto et al.,
(2004), além dos trabalhos de Xavier et al., (2006); Aguilar et al., 2007). Sintomatologia semelhante a
da Amazénia, mas, sobretudo, com miocardite, também ¢é referida em outros paises como México,
Panama, Venezuela e Colémbia em que a linhagem Tcl € predominante ou a Unica, levando a crer que
Tcl, apesar de ndo estar associado as megasindromes, pode desencadear a casos de gravidade muito
severa Miles et al., (1981b, 2003); Afiez et al., (2004); Ruiz-Sanchez et al., (2005); Samudio et al.,
(2007). Esta comprovacgdo nos obriga a uma rigorosa investigacao e seguimento dos casos de DCA na
Amazbnia, como temos realizado a partir dos estudos em colaboragdo com Pinto et al., (2010),
objetivando um progndstico favoravel destes pacientes. Por outro lado, os casos crénicos da Regido
sdo raros, Valente V et al. (1997) relataram um caso de megacélon chagasico autéctone do Estado do
Para. Mais tarde, a genotipagem do isolado de T. cruzi deste paciente (dados ndo publicados) foi
confirmada como Tcl. Outros casos de DC caracterizados na fase crénica néo foram genotipados
Vinas-Albajar et al. (2003); Xavier et al. (2006); Aguilar et al. (2007) impossibilitado fazer associagdes
entre linhagens especificas de T. cruzi, vias de transmisséo e hospedeiros (Coura, 2007).
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A utilizagdo de marcadores de microsatélites vem sendo aplicada em estudos de polimorfismo
intralinhagens de T. cruzi, sobretudo populagoes de Tcl que apresenta elevado polimorfismo. Ocafia-
Mayorga et al. (2010) trabalharam na Provincia de Loja no sul do Equador com marcadores de
microsateélites para 10 loci, caracterizando isolados de triatomineos, mamiferos e do homem que
participam do ciclo de transmissao silvestre, peridoméstico e doméstico. O estudo concluiu que dois
diferentes grupos de Tcl circulavam independentemente entre os distintos ciclos de transmisséo, com
evidéncias de dispersdo antropogénica de parasitos entre as comunidades e de recombinagao entre
gendtipos distintos de Tcl. Esta informagéo é de grande utilidade para o concepgédo de programas de
controle no sul do Equador e em outras localidades de grande prevaléncia de T. cruzi Tcl.

Herrera et al. (2007) e Cura et. al. (2010) estudaram gendtipos de T. cruzi Tcl de diferentes
ciclos de transmissdao na América Central e do Norte com base em sequéncias do espagador
intergénico do gene SL. Esses estudos definiram haplétipos distintos de Tcl (la-Id) associados a
diferentes ciclos de transmisséo: Tc la domésticos do sul e norte da América do Sul e silvestres na
América Central e do Norte. Tc Ib foi encontrado em todos os ciclos de transmissdo da Colémbia. Tc Id
foi identificado em todos os ciclos de transmissdo da Argentina e da Colémbia, incluindo pacientes com
miocardiopatia chagasica, amostras silvestres brasileiras e casos humanos da Guiana Francesa,
Panama e Venezuela. Tc le reuniu cinco amostras de T. infestans doméstico do norte da Argentina,
nove amostras silvestres de Mepraia spinolai e Mepraia gajardoi e dois pacientes chagéasicos do Chile e
um da Bolivia, com um paciente de reativagéo chagasica. Infec¢des mistas por Tc la+Tc Id, Tc la + Tc
le e Tc Id + Tc le foram detectados em fezes de vetor e isolados de amostras humanas.

Em recente trabalho, Tomasini et al. (2011) também utilizando microsatélites e sequenciamento
da Regido intergénica do gene SL (SL-IR) mostraram que populagdes de Tcl de distribuigéo geografica
limitada na provincia do Chaco (Argentina) podem ser diferenciadas em oito genétipos agrupados em
quatro grupos. Um deles foi classificado dentro do haplétipo anteriormente descrito como la e outro
como le. Considerando a presenga de alinhamentos ambiguos na Regiéo de microsatélites de SL-IR e
plimorpfismo de cépias do IR-SL, que podem afetar a topologia da arvore e as relagdes entre 0s
grupos, a analises de populagéo de Tcl baseada nesse metodologia foi questionada pelos autores,
uma vez que pode induzir em equivocos de inferéncia filogenética.

Estudos em andamento sugerem uma relevante diversidade genética entre isolados Tcl da
Amazbnia Brasileira, Llewellyn et al. (2009b) analisaram isolados Tcl por microssatélite dentro de um
unico hospedeiro reservatério com nove marcadores polimorficos microssatélites em 211 clones de oito
mamiferos de trés diferentes focos silvestres na América do Sul. Este trabalho, somado ao de Miles
(2009) revelam a fascinante diversidade genética desta linhagaem de T. cruzi na Amazonia e devem

nortear as pesquisas sobre sua interagdo com os ciclos de transmisséo envolvendo o homem.
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Diante dos estudos realizados e dos resultados apresentados observa-se que a linhagem Tcl é
de fato a mais prevalente nos casos humanos de DCA da Amazonia brasileira, sendo também muito
prevalente em animais silvestres, especialmente didelfideos e macacos, e especies de Rhodnius sp.
Entretanto, estudos futuros utilizando outros marcadores (microssatélites e haplétipos) que
caracterizam genotipos intra-linhagens de Tcl poderdo esclarecer os ciclos de T. Cruzi na Regido.
Acreditamos que os resultados obtidos com isolados de T. cruzi na Regido deu uma grande
contribuicao ao conhecimento das linhagens que circulam nesse ambiente, distribuicdo, associa¢éo
com hospedeiros e ecotopos, infecgdo no homem e relagdo com a morbimortalidade da DC, em

conjunto, esses dados sé@o de grande importancia para os estudos da doenga na Amazonia.
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7. CONCLUSOES

Basead nas eco-epidemioldgicas e molecular nas localidades selecionadas para estudos é

possivel concluir que:

Todos os casos humanos no Estado do Para foram caracterizados como positivos por exame
parasitolégico. Nem todos os casos de Santana, Amapa, apresentaram casos parasitologicos
positivos, face a demora do diagnédstico. Todos os casos nos dois estados foram definidos
como DCA.

Exames indiretos como xenodiagnéstico € hemocultura e o de concentragdo, QBC®, foram
Uteis para detectar tripanossomas do que a gota espessa.

A sorologia por HAI e IFI (IgG e IgM) foi eficiente para detectar os casos agudos nos dois
estados, mesmo considerando-se tempos distintos para detec¢do de anticorpos durante o
curso da infecg&o.

A participacdo de mamiferos silvestres infectados no entorno da residéncia dos pacientes
sustenta a importéncia dos animais, sobretudo de D. marsupialis, com consideraveis taxas de
infeccdo para T. cruzi.

Triatomineos de seis espécies infectadas, principalmente R. pictipes e P. geniculatus tém
importancia na transmiss&o da doenga de Chagas aguda e estdo associados a transmissao.
Apesar de na Amazénia circularem varios genotipos de T. cruzi, nos pacientes, mamiferos e
triatomineos silvestres deste trabalho foi identificada somente a linhagem TCI de T. cruzi, a
mais predominante na Regiéo.

Em S&o Luis, Estado do Maranhao, apesar de n&o ter registro de casos humanos de doencga
de Chagas, apresenta um ciclo domiciliar associados a rato doméstico e o triatomineo da
espécie T. rubrofasciata, e um ciclo silvestre mantido por didelfideos. Nos dois ciclos circulam a
linhagem TCl de T. cruzi.

Estudos com marcadores de maior resolugdo com isolados de T. cruzi regionais podem ajudar
a esclarecer os ciclos de transmisséo, as rotas de contaminagao e os hospedeiros envolvidos
em caos de DCA na Amazoénia.
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ANEXO 5

Aprovagéo do CEPAN

Parecer de Aprovagdo N° 001 §f2008fCEPAN/IEC!SVSfMS
Registro CEPAN - N° 002/2008

Ananindeua/PA, 12 de setembro de 2008.

Projeto: “Epidemiologia e caracterizagio molecular de isolados de frypanosoma cruzi
do Pard, Amapi e Maranhdo”.

Pesquisador Responsavel: ~ VERA DA COSTA VALENTE

Conforme decisdo do Comité de Etica em Pesquisa com Animais-CEPAN
do Instituto Evandro Chagas, cientificamos que o projeto acima foi aprovado.

Recomendamos ao coordenador responsavel que mantenha atualizados todos
os documentos pertinentes ao projeto.

Os relatérios parciais deverdo ser encaminhados a este CEPAN, anualmente,

a partir do inicio do projeto.

Atenciosamente,
\ | v R . \
//}?\\) ﬁr « jbf'l G -(.:)".w 10&_ }“/'l] Are .
NELSON ANTONIO BAILAO RIBEIRO
Coordenador do CEPAN/IEC

AV ALMIRANTE BARROSO, 492 — BAIRRO: MARCO - CEP: 66080-000 - BELEM-PA - C.N.P.J.. 26 980.350/0489-09 FONE: (091) 246-8422 — FAX.
(091)664659RODOVIA BR 316 — KM 07, SN° - BAIRRO - LEVILANDIA — CEP: 67.030-000 - ANANINDEUA-PA — FONE: (091) 214-2000
Thatp-iwww iec.pa.gov.br
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Anexo 6
Autorizacdo do IBAMA
MINISTERIO 0O MEIQ AMBIENTE E DA AMAZONIA LEGAL | F .i y
INSTITUTO BRASILEIRC DO MEIQ AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS

DIRETORIA DE FAUNA E RECURS0S PESQUEIRDS T

LICENCA PARA CAPTURA / COLETA TRANSPORTE / EXPOSICAO
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0017 f 1995 Centro de Referéneia em 1995 a 30/12/2005 02018.002971/91-12.
Pesguisa- 900035
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I 1R:1SPORTE DE ANIMAIS SILVESTRES/MATERIAL ZDQLOGICO M sTrTuicRo clEnTIFICA

COLETA E TRANSPORTE DE MATERIAL BOTANICO (PESQUISA CIENTIFICA) W resquisapor
L-=] TRANSPORTE DE PRODUTOS E SUBPRODUTOS DA FAUNA =] exposmoriconcurso
=] ExtposIgho E/0U CONCURSO DE ANIMAIS SILVESTRES (=] crispouro COMERCIAL E
(=] MANUTENGAD DE ANIMAIS EM CATIVEIRO (=] criapouro ciEnTiFico 5
-] outros: L] ouTros: CADASTRADO
FAVORECIDOS: S

NOME:Pesquisadores:Sebastido Aldo da Silva valente, Vera da costa Valente,

INSTITUICAGY ENDEREGC: Instituto Evandro Chagas — IEC/ MS - Av. Almirante Barroso N° 492 — MARCO- BELEM/PA — CEP:
66.090-000.

RESPONSAVEL PELA ATIVIDADE: Os favorecidos.

TRANSPORTADOR: Os favorecidos,

MEIO DE TRANSPORTE: Terrestre/ Fluvial Aéreo.

PROCEDENCIA/LOCAL DE COLETA /CAPTURA:AREAS DEINFLUENCIA DO PROJETO.
DESTIMNO: Institurto Evandro Chagas - VSWY/MS.

QUANTIDADE / TIPO NOME CIENTIFICO. | NOME COMUM
Amaostras de sangue, fezes, bidpsias Ordem marsuplalia. Flor, fruto e ramas de flora
de pele, e alguns exemplares dos Cdam mﬁ’ Fauna silvestre endémica da
grupos solicitados Mmc o sdariata regido do projeto.
Crdem camivors
Oaglram primates
| Triafominecs

« OBSERVAGCOES E CONDICIONANTES:
1. O uso desta licenca & de caréter pessoal e intransferivel,

2. 0 manejo de espécimes vivos para coleta do matenal biolégico acima referido deve observar o cumprimento das demais regulamentacies
vigentes concernentes a atividade;

3. Ao térming da valdade desta licenca, o responsdvel pela atividade deverd apresentar ao lbama relatdro de atividades e cdpla das
publicagdes resultantes dos trabalhos decomentes do uso dos espécimes-objeto desta licenca,

Cabe ao lbama e aos pesquisadores favorecidos o direito de tornar pdblico os dades resultantes das atividades aqui licenciadas, respeitados os

rirsites de propriedads intelactiel

LOCAL E DATA DE EMISSAD AUTORIDADE EXPEDIDORA {ASSINATURA E CARIMBLU)
Belém (PA), 30 de dezembro de 20085,

MOD. 09,008 18 VLA - INTERESSADO 19 VIA - IBAMA [ PROCESSO
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MS - SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE

_INSTITUTO
EVANDRO

Parecer de Aprovacio n* 0012/2008
Protocolo CEP/IEC - N° 005/08
CAAE: 0005.0.072.000-07 *

Ananindeua/PA, 23 de abril de 2008.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM HUMANOS

“Epidemiologia e caracterizagdo molecular de isolados de Trypanosoma cruzi do
Projeto: Pard, Amapa e Maranhdo”.

Pesquisador Responsavel: ~ VERA DA COSTA VALENTE

Conforme decisdo do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Evandro
Chagas/SVS/MS, em sua reunido ordindria realizada em 22/04/2008, cientificamos que o
referido projeto de pesquisa foi considerado aprovado.

Recomenda-se ao coordenador que mantenha atualizados todos os documentos
pertinentes ao projeto, inclusive, as fichas preenchidas do Termo de Consentimento Livre ¢
Esclarecido.

Este CEP se incumbira dos procedimentos de acompanhamento preconizados
pela Resolugdo 196/96 e suas complementares, do Conselho Nacional de Saide/Ministério
da Saude.

Relatério Final - devera ser elaborado um consolidado, incluindo os resultados
finais da pesquisa, em um prazo maximo de 60 (sessenta) dias, apos a finalizagdo da mesma.

/17 /| /
MANDI— L DO C \RMU PI— RE Iih\ OARE S
Coordenador do CEP/IEC

AV ALMIRANTE BARROSO, 492 - BAIRRO: MARCO ~- CEP 66090-000 - BELEM-PA - C N.P.J.. 26.989,350/0489-09 FONE (091) 246-6422 — FAX (091) 266-4669
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ANEXO 8
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Protocolo de Pesquisa:

TRYPANOSOMA CRUZI LINHAGEM TCI: EPIDEMIOLOGIA E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE
ISOLADOS DO PARA, AMAPA E MARANHAO.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo contém
todas as informag@es necessarias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboracdo neste estudo serd

de muita importancia para nds, mas se desistir a qualquer momento, isso ndao causara nenhum prejuizo a vocé.

Eu, (nOme € ProfiSSE0) ..o residente e
OMICHIAAO N ..ottt ettt ettt sttt s b e st st et e s e et e se st est st e st st et ese st ass st e st ssestesssbe e atesnans ,RG
.................................................. , einscrito no CPF/MF .........cccccooveeesvveeeesseeeeeen. NAScido(@) em _ /
__ |, abaixo assinado(a), concordo de livre e esponténea vontade em participar como voluntario(a)

do projeto TRYPANOSOMA CRUZI LINHAGEM TCI: EPIDEMIOLOGIA E CARACTERIZAGAO MOLECULAR
DE ISOLADOS DO PARA, AMAPA E MARANHAO.
Declaro que obtive todas as informagdes necessarias, bem como todos os eventuais esclarecimentos quanto as
davidas por mim apresentadas.

Objetivo geral
Realizar um estudo epidemiolégico dos ciclos de transmissédo da linhagem TCl de T. cruzi, utilizando
métodos parasitologicos, soroldgicos e moleculares na caracterizagdo de isolados humanos, de
triatomineos e de reservatérios no Para e Amapé (surtos de doenga de Chagas) e na llha de Sao

Luis no Maranh&o (auséncias de casos humanos de DC).

1.5.2. Objetivos especificos
e Estudo epidemiologico dos surtos de doenga de Chagas ocorrido nos municipios de Barcarena e
Cachoeira do Arari (Pard) e Santana (Amapd) e tentativa de esclarecer o ciclo de transmissao;
e Avaliagdo epidemioldgica do ciclo de transmisséo de T. cruzi na ilha de S&o Luis, Maranh&o;
e Avaliar a soro-prevaléncia para anticorpos anti- T. cruzi nas comunidades estudadas
o Analisar as formas clinicas apresentadas pelos pacientes;

e Isolar T. cruzi de pacientes (hemoculturas e/ou xenodiagnéstico);
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Genotipar os isolados e analisar a variabilidade genética entre os isolados de T. cruzi;
Inferir relagoes filogenéticas entre os isolados obtidos e outros da Regido Amazénica e de outras

regioes.

Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo, pois faz parte de comunidades onde ocorreu ou

tem indicadores epidemioldgicos que possibilitam a ocorréncia de casos agudos de doenca de Chagas. Vocé

esta doando uma aliquota de seu sangue para que possamos realizar os testes de diagnosticos adequados

como 0s exames parasitolégicos e soroldgicos.

Estou ciente que:

)

Vi)
viI)

vill)

O estudo se faz necessario para que se desenvolvam diagnosticos precoces para a doenga de Chagas
de fase aguda.

Essa coleta de sangue sera feita exclusivamente para este estudo e em nada influenciard a minha
saude; ndo vai me causar nenhum problema, exceto o pequeno incdmodo no momento da coleta para a
coleta de sangue (introdugao da agulha para retirada do sangue). Os riscos da retirada de sangue s&o
eventualmente um pequeno hematoma local (rouxiddo), algum desconforto e, raramente, tontura. Todo
o material utilizado é estéril, atdxico e descartavel. Nos casos positivos 0 material sera guardado na
soroteca do Instituto Evandro Chagas para futuros estudos.

Foram coletados 10 ml de sangue. Posso ser reconvocado para novas doagdes, caso necessario.
Quando detectado um caso agudo de doenga de Chagas receberei todo o tratamento especifico e
acompanhamento da doenga gratuitamente.

Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragédo neste estudo no momento em que
desejar, sem necessidade de qualquer explicacao.

A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo @ minha satde ou bem estar fisico.

Os resultados obtidos durante este trabalho foram mantidos em sigilo, mas concordo que sejam
divulgados em publicagdes cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam mencionados.

Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final desta pesquisa

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Este estudo visa um maior conhecimento sobre a doenga de Chagas na Regi&o visando elaborar estratégias

mais eficientes de controle. E provavel que o voluntario em questdo nio seja beneficiario direto destes

avangos.

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto Evandro Chagas na Coordenagao do Dr.

Manoel do Carmo Pereira Soares, Instituto Evandro Chagas. Rodovia BR 316, Km7 s/n. Bairro Levilandia,
Ananindeua, PA. CEP 67.030-070. Fone 91-3214-22237.
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Quaisquer duvidas, que possam ocorrer com relacdo a esse estudo, poderéo ser contatados:

Dr. Vera da Costa Valente — Laboratério de Doenga de Chagas - Instituto Evandro Chagas. Rodovia BR 316,
Km?7 s/n. Bairro Levilandia, Ananindeua, PA. CEP 67.030-070. Fone 91-3214-2107.

Belém, de de 200__.

() VOIUNTAFIO oottt

Testemunha 1 :
Nome / RG / Telefone
Testemunha 2 :
Nome / RG / Telefone

Coordenador:
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Ficha Epidemioldgica

EXO9

SEPAR - LABORATORIO DE DOENGCA DE CHAGAS

FICHA EPIDEMIOLOGICA
M. N*/CAMPO:

Nome: Idade: Sexo: Data / /
Naturalidade: Profissao:
Enderego: Telefone:
Procedéncia da requisigao: .
Instituigao: Medico: Telefone:
Residéncias anteriores:
Periodo: Municipio/Cidade-Estado:
Material a examinar:
sangue [] Soro il LCR ] Tecido ] Outros [

Resultado:

Data: / f/

Exame a realizar:
Sorologia: D
Hemocultura D
Xenodiagnéstico D
Exame a fresco I:I

Exame apés coloragao [ |

Histoérico Clinico

Febre 37 - 38,5°C [_]
Astenia D

Edema generalizado El
Hepato-esplenomegalia I:I

Chagoma de inoculagio

] sim
Nao []

Ja fez algum exame para doenga de Chagas?
Historico epidemiolégico

Possui antecedentes / chagasicos?
sim []
sim []

Reside ou residiu em que tipo de casa?

Sim I:!

Ja encontrou alguma vez dentro ou préximio de casa?

Sim I:I

Sim {:]
Nao D
Nao |:|

Ja recebeu sangue?

Ja doou sangue?

Madeira [ ]

Coberta com

Nao []

Sim

Conhece "barbeiros"?

Ja foi picado por "barbeiro”?
Ha quanto tempo?

Préximo da residéncia existe algum tipo de mata?
Palmeiras [_] Mata fechada [_|
Costuma(va) acampar com frequéncia ou morou(va) em fazendas?

Sim D

Paca

Come(u) carne de caga com frequéncia?

] Mucura [] Cotia []

Tatd

Sinal de Romafia [_]

Enfartamento ganglionar I:l

|:| Nao

Quantas vezes
Quantas vezes

Nao []
sim []

O

Nauseas El

Dores musculares [ ]

]

O

Miocardia aguda

Qual?

Quais? Pai [] Mmze []  Outros O

Em que periodo

Em que periodo

Barro [_]
Telha []

Nao [:]

Quantas vezes?

AlvenarlaD
palha I:I Cavaco D

]

Nao []
Serrado [_]
sim []
Nao []
Macaco [ ]

Qutros D
Nao []

Poucas vezes D

Veado r___'

Aves

I:]

Observacgbes:
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ANEXO 10

Meio bifasico - (DIFCO)

O meio agar-sangue bifasico foi predominantemente usado no isolamento primario e cultivo de
estoques, e apresentava a seguinte composigéo:

Difco bacto agar-sangue base, 14g.

BBL tripticase peptona, 5g.

Oxoid L 28 agar purificado, 3g.

Cloreto de sodio (ANALAR), 6g.

Agua destilada, 1.000 ml.

Sangue inativado de coelho, 0,5 ml por tubo.

Visando evitar a contaminag&o de culturas para isolamento primario de T. cruzi durante os trabalhos de
campo, foram utilizados tubos de sistema a vacuo (BDH), a inoculagdo sendo feita através da tampa,
conforme preconizado por MILES (1993).

Meio monofasico - RPMI 1640 (GIBCO)

Este meio requer os seguintes componentes: RPMI 1640 (Gibco, BRL, Paisley, Scotland)
suplementado com 0,5% (w/v) tripticase (BBL), 0,5% (w/v) HEPES, 0,03M hemin, 10% (v/v) SBF
inativado, 2 mM de glutamato de sddio, 2 mM de piruvato de sodio e antibidticos. Preparadas como
segue: solucdo de ftripticase estéril concentrada 100X (0,175 g/ml autoclavada), HEPES (1M,
esterilizada a filtro) e HEMIN (2,5 mg/ml em 0,01M NaOH, autoclavado). Adicionar 2,8 ml de tripticase,
2 ml de HEPES e 0,8 ml para cada 100 ml de solug&o estoque de RPMI 1640, junto com 10 ml de SBF,
1 ml de 200 mM de glutamato de sédio, 200 mM de piruvato de sodio (com penicilina, estreptomicina,
concentragao final 250 Ul/ml e 250 ug/ml, respectivamente). As solugdes de glutamina, piruvato e
antibioticos € esterilizada em filtro, antes da adigdo. Para acondicionar os meios, foram utilizados
frascos plasticos de 50 ml, descartaveis (Falcon, USA). A adi¢do de 5-fluorocytosine (100 ug/ml) e

gentamicina (100 pg/ml) foi utilizada para evitar o crescimento de fungos e bactérias (MILES, 1993).

Meio monofasico de LIT Liver Infusion Tryptose
Solugéo 1: Infuso de Figado
Liver infusion broth (LIB) marca DIFCO. Preparar solu¢éo a 10% em &gua bidestilada e autoclavar a

120°C por 20 minutos. Aliquotar e estocar a 4°C.

SOLUCAO 2: 4X SAIS

Preparar solugao de hemina:
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Adicionar 5 ml de &gua bidestilada em um tubo pléstico de 50 ml. Adicionar 5 ml de trietanolamina
(Sigma 1377). Homogenizar a solugdo com pipeta, observando a total retirada da trietanolamina.
Adicionar 250 mg de hemina (Sigma H2250). Agitar em vortex até a completa dissolugéo (pode levar
algum tempo).

Preparar em um copo de Becker:

Aprox. 2 litros

NaCl 409
KCI 4q
NazHPO4 anidro 80g
Triptose 20g
Solugdo hemina solubilizada 10 ml

Podendo aquecer a agua para a dissolugao (+30°C), acrescentar 0s sais um a um e agitar até a
completa dissolugdo. Adicionar a solu¢do de hemina ainda em agitagdo. Acertar o pH para 7.4 com
acido fosforico ou hidroxido de sddio. Evitar a utilizagdo de acido cloridrico.

Completar o volume para 2,5 litros (fazé-lo em proveta graduada) e agitar até a homogenizagéo.
Aliquotar em garrafas de 500 ml e autoclavar a 120°C por 20 minutos.

SOLUCAOQ 3: GLUCOSE 40%

Preparar solugéo de glucose a 40% em &gua bidestilada e autoclavar a 120°C por 20 minutos. Estocar
a4eC

PREPARO DO LIT:
Solugéo 1 25 ml
Solugéo 2 125 ml
Solugédo 3 5ml
Soro bovino fetal estéril 50 ml
Agua bidestilada estéril Completar p/ 500 ml
Antibiéticos:
Penicilina 100 unidades/ml
Estreptomicina 100 pug/ml
Gentamicina 10 mgl/l

ATENCAO: Nao adicionar Fungizona ou Nistatina.
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ANEXO 11
Descri¢do da técnica de hemaglutinagao
Este método utiliza heméacias de aves estabilizadas e sensibilizadas com antigenos totais de
Trypanosoma cruzi (antigenos sollveis), que sdo aglutinadas quando colocadas em contato com
diluigdes de soros de pacientes chagéasicos.
Amostra: Soro obtido a partir de pungao venosa ou de coleta digital em tubos capilares. Ndo utilizar
plasma, nem amostras contaminadas, turvas ou hemolisadas.
Procedimentos
A - Teste Qualitativo - Para triagem de amostras:
Usar uma cavidade por amostra, incluindo os controles positivo e negativo, a cada série de testes.
1) Em tubos de ensaio, diluir a 1/40 as amostras a ensaiar e os soros controle (R3 e R4) em diluente de
soros R2A; Ex.: 10 ul da amostra + 0,4ml de R2A;
2) Transferir 50 pl da diluicdo de cada amostra e dos soros controle R3 e R4 para as cavidades
respectivas da microplaca;
3) Homogeneizar bem a suspensao de hemécias (R1), por agitagdo delicada do frasco, e adicionar 25
ul a cada cavidade;
4) Para perfeita homogeneizagao, imprimir a placa vibragdo mecanica, batendo com os dedos nas
bordas, seguidamente por 3 a 4 minutos. Deixa-la em repouso por 1 hora, a temperatura ambiente
(cerca de 250C, em local isento de vibragdes);
5) Leitura - efetuada ao final da incubagéo.
Interpretagédo
REACAO POSITIVA: Véu uniforme de heméacias recobrindo toda a cavidade, podendo estar, as vezes,
parcialmente retraido nas bordas.
REACAO FRACAMENTE POSITIVA: Véu pouco nitido, apresentando pequeno depésito de hemacias
no fundo da cavidade.
REACAO NEGATIVA: Botdo compacto de hemacias no fundo da cavidade.
Obs.: O titulo do soro positivo (R3) devera ser confirmado por ensaio quantitativo, conforme descrito no
esquema geral do teste quantitativo.
Em algumas populagdes, com certa frequéncia os soros apresentam aglutininas naturais da classe IgM
que podem causar aglutinacéo inespecifica. A adicdo de 2-mercaptoetanol (2ME) as diluigdes de soros

aqui indicadas, inativa anticorpos IgM e afasta essa interferéncia.
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ANEXO 12
TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA DOENCA DE CHAGAS
Procedimento:
1. Separar as laminas ja fixadas com antigeno de T. cruzi, secar em estufa a 37°C, por 5 minutos,
dentro de uma cadmara Umida. Marcar as amostras com os nimeros dos soros respectivos, em cada
fileira de orificios da lamina.
2. Preparo das diluicdes em PBS: no primeiro orificio da placa colocar 200 ul de PBS; nos demais, 100
ul. Retirar do primeiro orificio 20 ul de PBS e desprezar. Em seguida, colocar 20 ul do soro a ser
testado no primeiro orificio e agitar bem, usando a micropipeta.
3. Retirar 100 ul da primeira diluigdo e colocar no orificio seguinte, agitar e retirar 100 ul e assim
proceder, sucessivamente, nos orificios restantes. Deixar os 100 ul no ultimo orificio. Colocar 20 ul de
PBS nas laminas onde esta fixado o antigeno e deixar em repouso durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Retirar o PBS com a pipeta e substituir pelas dilui¢gdes nos orificios. Geralmente se usam as
seguintes diluicbes: 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640 e 1:1280. Em seguida, levar as laminas
Umidas a estufa a 37°C, onde devem permanecer por 30 minutos.
4. Retira-las, em seguida, lava-las com jatos suaves de PBS e imergi-las nesse mesmo tampé&o por 10
minutos. Retirar e lavar com jatos suaves de agua destilada, e imergi-las em &gua destilada, por mais
cinco minutos.
5. Retirar as laminas da agua destilada, seca-las e colocar 10 ul do conjugado preparado com anti-lgG
ou anti-IgM e Azul de Evans. Levar em cdmara Umida para estufa a 37°C, durante 30 minutos.
6. Retirar as laminas da estufa, lavar com jatos de PBS e imergi-las em PBS por 10 minutos. Secar as

l&minas, montar com glicerina e observar em microscopio apropriado para imunofluorescéncia.
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ANEXO 13

Solugoes utilizadas na desinfecgao das fezes de triatomineos, antes da semeadura em meios de

cultura:

. Solugéo de Hibitane® (ICl):

Gluconato de clorohexedine a 5%, um sache de 10 ml diluido em 1 litro de agua destilada.

o Solugao Mista:

Composta de Solugédo 1 (bicloreto de mercurio - HgCl2 0,025 g, cloreto de sodio - NaCl 0,65 g, HCI
concentrado 0,125 ml, etanol absoluto 25 ml e agua destilada 75 ml) e Solugdo 2 (antibioticos:
penicilina 5.000.000 Ul, gentamicina 40 mg/ml; e fungicida: 5-fluorcitosina 1mg/ml, diluida em agua

destilada e protegida da agao da luz).



