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RESUMO

INTRODUCAO: A Tripanossomiase americana, mais conhecida como doenca de
Chagas, em homenagem ao seu descobridor o médico Carlos Chagas, esta entre as cinco
endemias mais importantes da América Latina. Essa enfermidade é causada pelo
protozoério flagelado, Trypanosoma cruzi e tradicionalmente transmitida ao homem,
por meio das fezes contaminadas de insetos vetores pertencentes a subfamilia
Triatominae, conhecidos como barbeiros. O Xenodiagnéstico é um método usado como
exame parasitologico complemetar no diagnostico dessa doenca. No procedimento se
usa triatomineos como meio bioldgico de cultura para a deteccdo da infeccdo pelo T.
cruzi. Estudos sugerem que a xenopositividade possa estar associada com a maior ou
menos susceptibilidade da espécie de triatomineos. OBJETIVO: Avaliar a
susceptibilidade de duas espécies de triatomineos (Rhodnius prolixus e Triatoma
maculata) a infeccdo pelo T. cruzi usadas durante o xenodiagnéstico de portadores da
doenca de Chagas. METODOS: Foram acompanhados dois grupos de 20 ninfas de 3a
estadio, das espécies, criadas em laboratdrio, usadas no xenodiagndstico de 16
portadores da doenca de chagas. As ninfas foram pesadas antes e ap6s o repasto
sanguineo e as fezes observadas em laminas, através do exame a fresco, em leituras,
realizadas em intervalos de 15, 60, 90, 180 dias pds o xenodiagndstico.
RESULTADOS: Foi observado que Rh. prolixus ingeriu maior quantidade de sangue,
(média de 0,199¢g) do que e T. maculata (0,143), com uma diferenca de 0,056. A média
do peso Rh. prolixus antes do repasto foi de 0,033g e ap6s foi de 0,232g enquanto T.
maculata antes foi de 0,068g e ap6s foi 0,211g. Ndo houve positividade para infeccao
por T. cruzi nas duas espécies apos as analises de 496 laminas nos quatro intervalos de
tempo estabelecidos. CONCLUSAO: Pelo método de exame direto a fresco néo foi
observado a presenca de infeccdo por T. cruzi nas espécies observadas durante 180 dias
ap6s o xenodiagndstico. Observa-se, no entanto, que Rh. prolixus ingeriu maior
quantidade de sangue do que T. maculata, o que indica a necessidade de investigacao de
infeccdo por metodologias mais sensiveis antes de inferir auséncia de parasitemia em
portadores ou que as espécies nao sdo susceptiveis a infeccdo por Trypanosoma cruzi.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Xenodiagndstico, Susceptibilidade.



ABSTRACT

INTRODUCTION: American trypanosomiasis, better known as Chagas disease, in
honor of its discoverer, physician Carlos Chagas, is among the five most important
endemic diseases in Latin America. This disease is caused by the flagellate protozoan,
Trypanosoma cruzi, and is traditionally transmitted to humans through the contaminated
feces of vector insects belonging to the subfamily Triatominae, known as barbeiros.
Xenodiagnosis is a method used as a parasitological examination to complement the
diagnosis of this disease. The procedure uses triatomines as a biological culture medium
for the detection of T. cruzi infection. Studies suggest that xenopositivity may be
associated with greater or lesser susceptibility of the triatomine species. OBJECTIVE:
To evaluate the susceptibility of two species of triatomines (Rhodnius prolixus and
Triatoma maculata) to T. cruzi infection used during the xenodiagnosis of patients with
Chagas' disease. METHODS: Two groups of 20 nymphs of the 3rd stage of the species,
created in the laboratory, used in the xenodiagnosis of 16 carriers of Chagas' disease
were followed up. The nymphs were weighed before and after the blood meal and the
feces were observed on slides, through the fresh examination, in readings, performed at
intervals of 15, 60, 90, 180 days after the xenodiagnosis. RESULTS: It was observed
that Rh. prolixus ingested a greater amount of blood (mean of 0.199g) than T. maculata
(0.143), with a difference of 0.056. The average Rh weight. prolixus before the meal
was 0.033g and after it was 0.232g while T. maculata before it was 0.068g and after it
was 0.211g. There was no positivity for T. cruzi infection in the two species after the
analysis of 496 slides in the four established time intervals. CONCLUSION: The
presence of infection by T. cruzi in the species observed during 180 days after
xenodiagnosis was not observed using the direct fresh examination method. It is
observed, however, that Rh. prolixus ingested a greater amount of blood than T.
maculata, which indicates the need for investigation of infection by more sensitive
methodologies before inferring the absence of parasitemia in carriers or that the species

IS not susceptible to infection by Trypanosoma cruzi.

Keywords: Chagas disease, Xenodiagnosis, Susceptibility.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

A Tripanosomiase americana, mais conhecida como doenca de Chagas, em
homenagem ao médico e pesquisador brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas
(1897-1934), que a descreveu pela primeira vez a mais de 100 anos (CHAGAS, 1909), é
originaria do continente americano, estd entre as cinco mais importantes endemias da
América Latina (OMS, 2019).

E caracterizada como uma antropozoonose por ser causada pelo protozoario
flagelado, Trypanosoma cruzi Chagas, 1909, que realiza primariamente um ciclo
bioldgico silvestre em mais de 100 espécies de mamiferos (COURA, 2009) podendo ser
transmitida ao homem por meio das fezes contaminadas de insetos vetores pertencentes
a subfamilia Triatominae. O ciclo da antropozoonose teve inicio com a domiciliacdo dos
triatomineos vetores em consequéncia do desmatamento e construcdo de habitacdes
proximas a florestas, o que permitiu a circulagdo do T. cruzi ndo somente entre animais
silvestres, mas também entre animais domesticos e 0 homem (COURA, 2015) dentre o0s
animais silvestres mais relevantes estdo os tatus, gambas, primatas ndo humanos,
morcegos, entre outros (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

1.2 Aspectos epidemioldgicos

Essa enfermidade possui uma ampla distribuicdo no continente Americano,
ocorrendo predominantemente em areas rurais e em desenvolvimento. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima que aproximadamente 120 milhdes de
pessoas estejam em risco de contrair a doenga, e que aproximadamente 6 a 7 milhdes de
pessoas estejam infectadas em todo o mundo. No Brasil séo estimados 1,15 milhdes de
individuos chagasicos e 25 milhGes de pessoa moram em area de risco de infeccéo
(WHO, 2015). a maior prevaléncia da DC foi relatada na Bolivia (6,75-15,4%),
Paraguai (0,69-9,3%) e Panama (0,01-9,02%), e o numero total de casos no Brasil (0,8-
1,30%), México (0,5-6,8%) e Argentina (4,13-8,2%), juntos, respondem por quase 60%
de todas as pessoas infectadas com pelo T. cruzi na América Latina (STRASEN, 2014).

Com o objetivo de interromper a transmissao da infecgdo pela eliminacdo dos

insetos vetores domésticos, foram realizadas varias iniciativas multinacionais
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coordenadas pela Organizacdo Pan-Americana de Saude. Os governos dos seis paises
do Cone Sul (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai) lancaram em 1991
uma ambiciosa iniciativa para controlar a doenga de Chagas por meio da eliminacao do
vetor epidemiologicamente mais relevante, Triatoma infestans, e em larga escala
triagem de doadores de sangue. O programa alcangou um sucesso notavel, com a
transmissao interrompida em vastas areas das regides anteriormente endémicas. Bem
mais de 2 milhdes de casas rurais foram pulverizadas para eliminar o T. infestans, e o
programa apresentou taxas de retorno econémico significativas, além dos beneficios
médicos e sociais (SCHOFIELD, et al., 2006).

Mesmo tendo sido reduzida a prevaléncia, incidéncia e mortalidade, a
tripanossomiase americana ainda € uma doenca tropical negligenciada de grande
importancia, permanecendo endémica em 21 paises das Américas, afetando
aproximadamente 6 milhGes de pessoas, com incidéncia anual de 30 mil casos novos na
regido, ocasionando em média, 14.000 mortes por ano e 8.000 recém-nascidos
infectados durante a gestacdo. Estima-se que cerca de 70 milhdes de pessoas vivem em

areas de exposi¢do e correm o risco de contrair a doenca. (OMS, 2019).

1.3 Transmissao

Os mecanismos de transmissdo da infeccdo chagasica podem ser divididos em
dois grupos: O primeiro, por meio de triatomineos vetores (transmissdo vetorial
classica), transfusdo sanguinea, transmissdo oral (mais frequente entre os animais no
ciclo silvestre) e transmissdo placentario. O segundo grupo por acidentes de laboratorio,
manejo de animais infectados, transplantes de 6rgdos e transmissdo sexual (COURA,
2009; SHIKANAI-YASUDA, 2012).

A ocorréncia da forma de transmissdo classica da doenca (vetorial) depende de
trés fatores basicos: a presenca do T. cruzi, a presenca de triatomineos domiciliados, a
presenca de hospedeiros humanos e outros animais vivendo no ambiente domiciliar.
Esse tipo de transmissdo ocorre em cerca de 80% das infecgdes e esta diretamente
relacionado a fatores humanos e sdcios econdmicos, tais como a qualidade da habitac&o,
a acdo do ser humano sobre o ambiente e as migra¢6es humanas (MONCAYO, 1999;
SHIKANAI-YASUDA, 2012).
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A principal diferenca clinica entre as descri¢Ges de area endémica do passado e a
Regido Amazonica (transmissdo predominante por via oral) é a apresentacdo clinica de
elevada morbidade, ressaltando a caracteristica epidemiolégica regional no que se refere
a ocorréncia da transmissdo muito mais eficaz que a via vetorial. (SHIKANAI-
YASUDA, 2012).

1.4 Manifestacao clinica

A doenca de Chagas apresenta manifestacGes clinicas bifasicas, composta por
uma fase aguda que geralmente € clinicamente inaparente e uma fase cronica, que por
sua evolugdo com diferentes perfis de morbimortalidade nas formas cardiaca, digestiva
ou cardiodigestiva, tem um grande impacto econdmico principalmente por elevados
gastos com tratamento, licenca saude e 6bitos. Apés a fase aguda, geralmente benigna e
inaparente, segue-se uma fase clinica conhecida como “indeterminada” ou “inaparente”,
na qual associam-se auséncia de sintomatologia clinica com sorologia positiva. Apds
vinte a trinta anos, cerca de 20% dos individuos infectados desenvolvem a fase cronica,
sintomatica, com diferentes formas clinicas: cardiaca, digestiva ou neuroldgica
(MONCAYO, 1999; ARAUJO-JORGE, 2000).

1.5 Diagnostico

1.5.1 Diagnostico da DC na fase aguda

O diagndstico etioldgico da doenca de Chagas na fase aguda e na fase cronica é
realizado pela deteccdo do parasito através de métodos parasitolégicos (diretos ou
indiretos) e pela presenca de anticorpos no soro, através de testes soroldgicos, sendo 0s
mais utilizados a Imunofluorescéncia indireta (IFI), hemaglutinacdo indireta (HAI)
e enzyme-linked  immunosorbent  assay (ELISA).  Testes  utilizando técnicas
biomoleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), sdo indicados quando
os testes soroldgicos apresentam resultado indeterminado ou apds o tratamento
antiparasitario. (PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ; MULLER, 1990).
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1.5.2 Diagnostico na fase cronica

Na fase crénica da doenca de Chagas, os métodos parasitologicos de
enriquecimento/multiplicacdo, hemocultural e xenodiagndstico (CERISOLA, 1974)
apresentam comprovadamente baixa sensibilidade, o que implica a auséncia de valor
diagnostico quando o resultado for negativo. Quando apresentam resultados positivos,
possuem utilidade principalmente no controle do tratamento especifico ou nos casos ndo
usuais, quando a sorologia apresenta resultados inconclusivos. (LUQUETTI; RASSI,
2000).

1.5.3 Xenodiagnostico

O Xenodiagnostico € um procedimento em que o inseto vetor € utilizado como
meio bioldgico de cultura para a deteccdo da infecgdo pelo T. cruzi em humanos e em
outros mamiferos. Foi introduzido por Brumpt, em 1914, é um dos exames
parasitologicos aplicados a forma cronica da doenca de Chagas, e nas ultimas décadas
vem sendo adaptado e testado com variada espécies de triatomineos vetores buscando-
se a espécie mais adequada para este tipo de analise. E considerado como padrdo no
diagnostico, principalmente, quando as provas soroldgicas sdo inconclusivas em
pacientes imunodeprimidos e no controle pos-terapéutico. (PERLOWAGORA-
SZUMLEWICZ; MULLER, 1990).

Em experimentos sobre a importancia do Xenodiagnostico no estudo da DC, o
XD indireto é o mais recomendavel, de acordo com (DIAS, 1945). Ele descreveu a
técnica do XD aplicada a DC, onde relata que a primeira condicdo para o emprego
rigoroso do XD € a garantia da pureza dos insetos utilizados, estes deveriam vir de

laboratorios de isentos de qualquer tipo de infeccdo por flagelados (CASTRO, 2000).

1.6 Trypanosoma cruzi

O T. cruzi pertence a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae Kent,
1880. Na natureza pode ser encontrado em diferentes populacdes de hospedeiros
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vertebrados tais como seres humanos, animais silvestres e animais domésticos e nos
invertebrados (insetos vetores). O T. cruzi possui variagfes morfoldgicas e funcionais,
alternando entre estagios que sofrem divisdo binaria e as formas ndo replicativas e
infectantes. Como formas replicativas estdo incluidas os epimastigotas presentes no
tubo digestivo do inseto vetor e amastigotas observados no interior das células de
mamiferos. As formas ndo replicativas e infectantes, os tripomastigotas metaciclicos,
sdo encontrados nas fezes e urina do inseto vetor e os tripomastigotas circulantes no
sangue de mamiferos (AZAMBUJA, P.; GARCIA, 2017).

1.7 Ciclo de vida biolégico do Trypanosoma cruzi

O ciclo de vida do T. cruzi é complexo e inclui a infeccdo do hospedeiro
vertebrado e a transmissdo por insetos vetores, durante seu ciclo digenético ele passa
por 4 estagios morfoldgicos: epimastigota e tripomastigota metaciclico no hospedeiro
invertebrado, o inseto triatomineo conhecido popularmente como barbeiro. Amastigota
e tripomastigota sanguineo no hospedeiro mamifero, e essas fases diferem
morfologicamente pela disposicdo do flagelo e pela localizacdo do cinetoplasto que é
uma estrutura desses protozoarios localizada em uma mitocondria gigante com DNA
proprio. A fase epimastigota se destaca pela sua multiplicacdo no intestino do vetor,
apresenta um flagelo que parte do cinetoplasto. O tripanossomo metaciclico é a fase de
diferenciacdo e localizacdo do epimastigota na parte distal do intestino do vetor, é a
forma infecciosa. Amastigota, a forma de replicacdo intracelular, é de forma
arredondada na morfologia com um flagelo dentro do parasita. O tripomastigota é uma
fase de diferenciacdo, ele infecta novas células e € ingerido pelo vetor transmissor no
sangue do hospedeiro vertebrado (GONZALEZ, 2014).

Apb6s a picada, o parasita é liberado junto com as fezes, na forma de
tripomastigota metaciclica, e entra no hospedeiro por meio da lesdo causada durante a
picada do barbeiro ou através de mucosa. Uma vez na corrente sanguinea, as
tripomastigotas séo capazes de penetrar em uma ampla variedade de tipos de células. No
interior das células, os parasitas se transformam em formas amastigotas, que passam por
varios ciclos de divisdo, multiplicando-se por fissdo binaria a cada 10 horas. Os
amastigotas se diferenciam e se tornam tripomastigotas que sdo liberados pela lise

celular, entram na corrente sanguinea e iniciam o préximo ciclo de infeccdo, pois
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podem infectar outras células e se tornar amastigotas intracelulares (GONZALEZ,
2014).

1.8 Triatomineos vetores

Os vetores da doenca de Chagas sdo insetos hematdfagos, amplamente
distribuidos nas Américas, desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina, onde 150
espécies sdo conhecidas e considerados potenciais vetores da doenca de Chagas.
Entretanto, somente cerca de 20 espécies pertencentes aos géneros Rhodnius, Triatoma
e Panstrongylus tém sido capazes de colonizar habitacdes humanas (DIAS, 2001), e
estdo envolvidas na transmissdo natural da infeccdo pelo T. cruzi, tanto intervindo
diretamente em sua veiculacdo no ambiente domiciliar ou participando na manutengéo
da enzootia chagasica (CARCAVALLO, et al., 1997).

Sdo insetos da ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, e
se caracterizam por reunir caracteristicas morfoldgicas (rostro tri segmentados,
retilineos, diferente de hemipteros fitofagos e predadores) ndo presentes em outros
reduviideos, associadas ao habito picador-sugador (LENT, 1979). A subfamilia
Triatominae é composta atualmente por 150 espécies e duas espécies fosseis,
distribuidas em cinco tribos e 18 géneros (GALVAO, et al., 2003)

Rhodnius prolixus Stal, 1859 é um dos vetores mais importantes para o T. cruzi
devido a sua antropofilia, rapido ciclo de desenvolvimento, grande densidade, intensa
dispersdo passiva e alta susceptibilidade & infeccdo e transmissdo do T. cruzi. E o
principal vetor da Colémbia, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela, de onde
se acredita ter se disseminado para os paises da América Central, com exce¢do do
Panama e da Costa Rica. Assim, esse vetor atinge paises andinos, amazénicos e centro-
americanos, R. prolixus é considerado um nativo da Colombia e Venezuela, onde € o
principal vetor de T. cruzi, ocorrendo originalmente em palmeiras, com adaptagéo a
habitagcdes humanas (COURA, 2015).

Triatoma maculata (Erickson, 1848) ocupa areas no Brasil, nas Guianas, nas

Antilhas Holandesas, no Suriname e na Venezuela. Na Venezuela, ap6s R. prolixus , T.
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maculata é o vetor doméstico mais importante. No Brasil, T. maculata foi encontrado
em galinheiros em areas peridomésticas e esporadicamente em residéncias no estado de
Roraima, na Amazonia brasileira. Assim, esta espécie é um vetor potencial para T. cruzi
(LUITGARDS-MOURA, et al.,2005)

FIGURA 1- Imagem de um exemplar adulto de Rhodnius prolixus Stal, 1859

Fonte: Acervo Pessoal

FIGURA 2- Imagem de um exemplar adulto de Triatoma maculata (Erickson,
1848) Fonte: Acervo pessoal

1.9 Ciclo de vida biologico dos Triatomineos

Os triatomineos possuem desenvolvimento hemimetabolo, ou seja, o ciclo de vida
de ovo a adulto passa por cinco fases imaturas, sdo chamadas de ninfas que se

assemelham aos adultos. Para seu desenvolvimento, tanto macho, quanto a fémea
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(imaturos e adultos), necessitam de sangue, fato este que os levou a estabelecer relac6es
com 0s seus hospedeiros vertebrados, incluindo os seres humanos. Algumas espécies
defecam durante ou ap0s a alimentacao e outras defecam, longe do local da succao. Este
comportamento pode classificar as diferentes espécies como “boas ou mas”
transmissoras da doenga, uma vez que as formas infectantes de T. cruzi sdo expelidas
nas fezes dos insetos infectados (LAZZARI, 2014).

1.10 Doenca de Chagas na Amazonia

Nos ultimos anos, tem sido registrado um nimero crescente de casos de doenca
de Chagas aguda na Amazonia com caracteristicas sub-regionais particulares, onde o
ciclo de transmissdo ocorre em ambientes silvestres onde o T. cruzi circula entre vetores
e reservatorios silvestres (BARBOSA, et al., 2015).

De acordo com o Ministério da Saude, entre 2005 a 2010, foram notificados
mais de 1.000 casos agudos de doenca de Chagas e destes 879 (87%) ocorreram nos
estados que compdem a Amazoénia Legal, e os estados brasileiros com o maior nimero
de casos registrados foram: Par4, Amapa e Amazonas (MINISTERIO DA SAUDE,
2013). Em 2020, foram confirmados 146 casos de DCA no Brasil, com uma letalidade
de 2% (3/146). A regido Norte apresentou a maior taxa de incidéncia da doenga com
138 casos, no amazonas a taxa de incidéncia foi de 0,12. (MINISTERIO DA SAUDE,
2021).

Devido a necessidade de identificar e tratar adequadamente casos positivos na
FMT-HVD, diferentes metodologias sdo utilizadas no diagnéstico de rotina: 1) cultura
do Trypanosoma cruzi, 2) xenodiagndstico e 3) mapeamento da reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) do T. cruzi isolado de humanos, vetores e reservatérios.

1.11 FMT-HVD

A Fundagdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado é considerado
centro de referéncia nacional e mundial para o tratamento de enfermidades tropicais.
Destinada a desempenhar trés fungdes basicas: Prestar assisténcia a satde, desenvolver
pesquisa cientifica, contribuir para a formacdo dos recursos humanos nas areas de

doengas tropicais.
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Também tem em suas instalagdes, um ambulatorio com 14 consultdrios médicos,
laboratorios de analises clinicas automatizado, servigcos de hemoterapia,
radiodiagnostico e ultra-sonografia, e presta assisténcia no atendimento, diagnostico e
tratamento dos pacientes chagasicos agudos ou cronicos oriundos da demanda
espontanea ou de outros servicos do estado do Amazonas. Desenvolve suas atividades
através da Diretoria de Ensino, Pesquisa e Controle de Endemias e demais. Faz um
servico terciario especializado em doencas infecciosas e parasitarias como a Doenca de
Chagas, localizado em Manaus, de referéncia nesta area para o Estado do Amazonas,

Brasil.

1.11.1 Centro de Entomologia médica

O Centro de Entomologia médica € um laboratério da Fundacdo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado-FMT-HVD que cria insetos vetores de doencas
como a malaria, dengue, febre amarela urbana e silvestre, e entre elas, a doenca de
chagas. O insetario de triatomineos da FMT/HVD, conta atualmente com cinco espécies
de triatomineos. A coldnia € mantida para a realizacdo do xenodiagndstico, na rotina do
ambulatorio, tanto em casos agudos, como em cronicos, realizado ao longo dos Gltimos
vinte anos, sem, entretanto, avaliar capacidade de hematdfaga e a susceptibilidade das

especies que compdem a colonia.

2. JUSTIFICATIVA

A identificacdo e tratar adequado de casos da doenca de chagas, é feita por
diferentes metodologias e entre elas exames parasitologicos. Na fase crnica da doenca
testes soroldgicos sdo utilizados, mas nem sempre sdao sensiveis, resultando em testes
falso-positivos e falso-negativos, necessitando de confirmacdo por meio de exames
parasitologicos complementares. O Xenodiagnéstico € um procedimento em que
barbeiros sdo utilizados como meio bioldgico de cultura para a deteccdo da infeccao
pelo T. cruzi em mamiferos. Estudos sugerem que a xenopositividade em pacientes
crbnicos, possa também esta associada com a espécie de triatomineo empregada nos
exames. Dentro desta premissa torna-se relevante a avaliagédo da susceptibilidade de
triatomineos criados em laboratorio, a infeccdo pelo Trypanosma cruzi contribuindo
dessa maneira, no diagndstico e informacdes para o controle pds- terapéutico da doenca

de Chagas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a susceptibilidade de Rhodnius prolixus e Triatoma maculata a infeccdo pelo T.

cruzi apds submisséo ao xenodiagnostico de pacientes com Doenca de Chagas.

3.2 Especificos
Quantificar o sangue ingerida por Rhodnius prolixus e Triatoma maculata ap6s o
xenodiagndstico;

Estimar a taxa de infeccdo pelo T. cruzi em Rhodnius prolixus e Triatoma maculata

apos submissdo ao xenodiagndstico de pacientes com Doenca de Chagas.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacdo da Area de estudo

A presente pesquisa foi realizada no Centro de Entomologia Médica da Fundacéo
de Medicina Tropical- Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT/HVD/AM), localizada na
Av. Pedro Teixeira, s/n- Dom Pedro, Manaus — AM, 69040-000.

4.2 Caracterizacgéo do tipo de estudo

Estudo do tipo descritivo transversal, onde foi avaliada a susceptibilidade de
Rhodnius prolixus e Triatoma maculata a infeccdo pelo T. cruzi por meio de
Xenodiagnostico.

4.2.1 Aspectos Eticos

O presente trabalho faz parte de um dos objetivos do projeto “Triatomineos do

estado do Amazonas: Distribuigdo espacial bioecologia e importancia epidemioldgica”.
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4.3 Procedimentos

Os triatomineos utilizados neste trabalho sdo oriundos de col6nias estabelecidas
no insetario de triatomineos do Centro de entomologia médica da Fundacdo de
Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT/HVD/AM).

4.3.1 Triatomineos e Xenodiagndstico

O xenodiagnostico direto foi realizado de acordo com o Procedimento
Operacional Padrdo (POP) seguido pelo centro de entomologia da FMT/HVD/AM. Para
as observacdes propostas neste trabalho foram acompanhados grupos de 20 ninfas de
cada espécie (Rhodnius prolixus e Triatoma maculata) no 32 estadio utilizadas no
xenodiagndstico de 16 pacientes com doenca de chagas realizados nos anos de 2019 e
2020, 2021. As ninfas estavam em jejum de 30 dias. As ninfas foram pesadas, em uma

balanca de precisao, antes e apos do xenodiagndstico.

Para o xenodiagnostico de cada paciente, foram utilizados 2 recipientes de
criacdo (com identificacdo do paciente e data), cada um com 20 ninfas de cada espécie,
estes foram fixado na superficie da face poéstero-lateral de cada braco do paciente,
possivel chagasico crénico ou agudo, por um tempo de 30 minutos. Em seguida foi
verificado se todas as ninfas fizeram o repasto. As ninfas foram mantidas em seus

recipientes de criacdo até o tempo ideal para a primeira leitura do xenodiagndstico.

Foram realizadas cinco leituras para as duas espécies em estudo, com um
intervalo de tempo de 15, 60, 90, 180 dias respectivamente apds o repasto sanguineo.
Em cada leitura foram utilizadas 5 ninfas de cada espécie e cada ninfa foi observada
individualmente.

As fezes, urina e/ou o0s intestinos dos triatomineos, foram obtidos por método de
compressdo abdominal ou dissec¢éo e colocados em solucgéo fisiolégica em uma lamina
e laminula, e examinados em microscopio Optico em aumento de 40x para a analise
quanto a presenca de formas Epimastigotas e Tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi.
Foi diariamente observado e registrado a taxa de mortalidade e sobrevivéncia das

ninfas, bem como mudanca de estadio.
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4.4 Coleta e Analises de dados

Os dados foram tabulados em planilhas e as varidveis estudadas foram submetidas a
testes de normalidade para definir o tipo de estatistica a ser realizada, paramétricos ou
ndo paramétricos. O intervalo de confiangca foi de 95%(a=0,05). Os dados gerados
foram plotados em planilha de Excel e analisados pelo Programa Bioestat verséo 5.0 for
Windows.

5. RESULTADOS

De um total de 16 pacientes portadores da Doenca de Chagas Cronica, que realizaram o
xenodiagnostico, foram observadas e analisadas as fezes dos triatomineos através de microscopia
Optica, em 496 laminas (107 l&minas de exames realizados a partir de abril 2019, e 389 em
2020 até agosto de 2021).

Quantificacdo do sangue ingerida por Rhodnius prolixus e Triatoma maculata apds

0 xenodiagnostico

A quantidade de sangue ingerida por Rh. prolixus mostrou-se maior em relacao a
quantidade de sangue ingerida pela espécie T. maculata. A média do peso da espécie T.
maculata antes do repasto sanguineo foi de 0,068g e ap6s o repasto foi 0,211g, com um
aumento de 0,143g. A média do peso antes do repasto sanguineo de Rh. prolixus foi de

0,033g e apds o repasto foi de 0,232g com um aumento de 0,199g (Figura 3).
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FIGURA 3: Peso de Triatoma maculata e Rhodnius prolixus antes e ap6s o repasto

sanguineo

Taxa de infeccdo pelo T. cruzi em Rhodnius prolixus e Triatoma maculata apos

submissdo ao xenodiagnostico de pacientes com Doenca de Chagas

Apbs 14+16 dias ap6s 0 xenodiagndstico todos os triatomineos sobreviventes fizeram
muda do 3° para o 4° estadio ninfal. Apdés 180 dias a mortalidade observada em T.
maculata foi de 23,5% e em Rh. prolixus de 15%. N&o foi observado Trypanosoma
cruzi ou outro flagelado nas fezes das duas espécies de triatomineos avaliados (Tabela
1).

Tabela 1 - Descricdo da leitura do contetdo intestinal de T. maculata e Rh. prolixus

apos o repasto sanguineo em pacientes portadores de doenca de Chagas cronica

15 dias Negativo Negativo
60 dias Negativo Negativo
90 dias Negativo Negativo

180 dias Negativo Negativo
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6. DISCUSSAO

Nesse estudo se apresenta o resultado de observagOes sobre a susceptibilidade de
duas espécies de triatomineos utilizados no exame parasitologico complementar para
diagnostico da doenca de Chagas crénica, uma doenca considerada ausente na
Amazonia durante muito tempo, e cujo aumento no numero de casos tem crescido nas
ultimas décadas. Em 2020, foram confirmados 146 casos de DCA no Brasil, com uma
letalidade de 2% (3/146). A regido Norte apresentou a maior taxa de incidéncia da
doenca com 138 casos, e no amazonas a taxa de incidéncia foi de 0,12 (MINISTERIO
DA SAUDE, 2021). Esses dados estdo associados principalmente aos surtos de
transmissdo por via oral ocasionados pelo consumo de sucos dos frutos de palmeiras
sem a regulamentacgdo sanitaria, como o acai (Euterpe oleraceae) e pataué (Oenocarpus
bataua). Nessa fase ocorre alta parasitemia e a vigilancia da maléria tem sido uma
ferramenta importante no diagnéstico da doenca, através do exame da gota espessa
(Monteiro et al., 2021).

Entretanto, a fase cronica da doenca de chagas € caracterizada por baixos niveis de
parasitas circulantes no sangue e titulos altos de anticorpos especificos contra antigenos,
sendo muito importante e necessario o uso de métodos complementares como é 0 caso
do xenodiagnostico, tendo como alvo a busca do parasita T. cruzi e assim auxiliar no
controle pos-terapéutico, particularmente de pessoas que se manifestaram com a doenca
aguda, fizeram tratamento mas ndo houve desfecho clinico. Apds vinte a trinta anos,
cerca de 20% dos individuos infectados desenvolvem a fase crénica, sintomatica, com
diferentes formas clinicas: cardiaca, digestiva ou neuroldgica (MONCAYO, 1999;
ARAUJO-JORGE, 2000). No Brasil foram registradas 29.003 requisices de exames
para DC em 2020, 33,7% (9.777) foram da regido Norte (MINISTERIO DA SAUDE,
2021).

Na busca do triatomineo mais adequado ao xenodiagnostico, diversos trabalhos
tém sido feitos, avaliando a suscetibilidade dos triatomineos ao T. cruzi, demonstrando
as vezes, resultados antagénicos da relagdo bioldgica triatomineo-Trypanosoma
(SILVA.LG. et al., 1993) através das variaveis: estadio ninfal, capacidade de ingerir
sangue, localidade dos triatomineos e das cepas de T. cruzi. Dentro desta premissa o
presente trabalho buscou avaliar a susceptibilidade de Rhodnius prolixus e Triatoma

maculata a infeccdo pelo Trypanosma cruzi em pacientes com DCC para melhor
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padronizacdo. A presenca de palmeiras, como por exemplo Euterpe oleraceae e
Oenocarpus bataua, poder ser determinante ambiental de infestagdo. Pois sdo ecétopos
naturais de triatomineos silvestres e, muitas vezes, estdo proximas de habitacdes
humanas, podendo constituir um risco para a populacéo residente (RICARDO-SILVA
etal., 2012).

O xenodiagnostico € considerado positivo, quando ha o encontro de pelo menos
uma forma de tripomastigota no contetdo intestinal do inseto. O resultado negativo nas
observacGes do conteddo intestinal dos triatomineos, pode caracterizar auséncia de
parasitemia nos pacientes, ou que as espécies submetidas ao xenodiagndstico ndo sao
susceptiveis a infeccdo pelo parasito. Com a metodologia utilizada, esse resultado ja era
esperado uma vez que na fase crénica da doenca de chagas, ha baixos niveis de parasitas
circulantes. No entanto, atualmente existem ferramenta mais sensiveis que ao serem
utilizadas, aumentam a possibilidade de deteccdo do DNA do T. cruzi no contetdo
intestinal de triatomineos utilizados no xenodiagndstico como por exemplo a PCR
(Santana et al., 2014). Lamentavelmente é uma metodologia ainda ndo utilizada na
rotina dos servicos de saude, particularmente na Amazo6nia onde a estruturacdo desses
servicos ainda ndo estd estabelecida. Resultados negativos podem gerar uma
interpretacdo equivocada da condicdo de saude das pessoas portadoras de chagas,
diferentes dos resultados positivos, que podem ser uteis principalmente para evidenciar
desfecho e avaliar a eficacia do tratamento especifico.

Nesse contexto, seria de grande relevancia a implantacdo de uma metodologia
mais sensivel para o diagndstico complementar dos pacientes acompanhados no

ambulatério, onde s&o solicitados rotineiramente o xenodiagnostico.

7. CONCLUSAO

Entre as duas espécies observadas, Rh. prolixus ingeriu maior quantidade de sangue;

Né&o se observou infeccdo das duas espécies pelo T. cruzi
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