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RESUMO

Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doencga de Chagas, tem sido detectado em
triatomineos no Distrito Federal (DF), principalmente em Panstrongylus megistus,
Atualmente, 6 linhagens de T. cruzi sdo reconhecidas (Tcl-TcVI) as quais estédo
relacionadas com a localidades, hospedeiros e com diferentes ciclos de transmissao.
O presente estudo teve como objetivo analisar as linhagens de T. cruzi que ocorrem
em triatomineos coletados no DF. Os insetos foram obtidos por colaboradores da
Diretoria de Vigilancia Ambiental (DIVAL) capturados nos anos de 2012 a 2014, em
nove Regibes Administrativas do DF. ApoOs a identificacdo dos triatomineos, o
conteudo retal foi analisado por microscopia Optica para deteccdo de
tripanossomatideos. O DNA de todos triatomineos foi extraido de amostras de
intestino para realizacdo de PCR, utilizando os primers D75/D76. As amostras
positivas foram selecionadas para confirmacdo em qPCR, usando TCZ1/TCZ2. Para
a identificacdo das linhagens de T. cruzi foi realizada uma PCR, utilizando GPI-
L/GPI-R. Os produtos da PCR foram eluidos do gel de agarose, purificados e
enviados para o sequenciamento. Foram analisados 260 triatomineos, 238 P.
megistus e 22 Triatoma pseudomaculata. A microscopia Optica revelou 32
espécimes de P. megistus positivos para tripanossomatideos (13,4%) e nenhum de
T. pseudomaculata. A PCR revelou 87 espécimes de P. megistus positivos para T.
cruzi (36,5%) e 5 de T. pseudomaculata (22%), confirmados pela gPCR. A analise
das sequéncias obtidas na PCR GPI de P. megistus revelou que as amostras
apresentaram 99-100% de identidade com sequéncias de Tcl (n=2) e Tcll (n=6)
disponiveis no GenBank. A linhagem Tcl j& havia sido registrada no DF, porém Tcll
foi registrada pela primeira vez. A deteccdo de Tcll em ninfa coletada no
intradomicilio indica ciclos de transmissdo domésticos reforcando a necessidade de
uma vigilancia continuada com participacdo comunitaria para prevencdo da

transmissao da doenca de Chagas no DF.

Palavras-chaves: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; Unidade discreta de

tipificacdo; Triatomineos.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease, has been detected in
triatomines in the Federal District of Brazil (DF), mainly Panstrongylus megistus.
Currently, 6 T. cruzi lineages are recognized (Tcl-TcVI), which are related to
locations, hosts and with different transmission cycles. This study aimed to analyze
the T. cruzi lineages that occur in triatomines collected in DF. The insects were
obtained by employees of Environmental Surveillance Directory (DIVAL) and
captured between 2012-2014, in nine administrative regions of DF. After identification
of the insects, the rectal contents were analyzed by optical microscopy for
trypanosomes detection. The DNA of all triatomines was extracted from intestine
samples for PCR using the primers D75/D76. Positive samples were selected for
confirmation in qPCR, using TCZ1/TCZ2. ldentification of T. cruzi lineages was
carried out by PCR, using GPI-L/GPI-R. PCR products were eluted from the agarose
gel, purified and sent for sequencing. 260 triatomines were analyzed, 238 P.
megistus and 22 Triatoma pseudomaculata. The optical microscopy revealed 32
specimens of P. megistus infected by trypanosomatids (13,4%) and none of T.
pseudomaculata. PCR revealed T. cruzi in 87 specimens of P. megistus (36,5%) and
in 5 specimens of T. pseudomaculata (22%), confirmed by gPCR. Sequence analysis
of GPI PCR products of P. megistus revealed that the samples had 99-100% identity
with sequences from Tcl (n = 2) and Tcll (n = 6) available in GenBank. The Tcl
lineage had already been recorded in the DF, however TCII was first recorded. Tcll
detection in a nymph collected inside a house suggests domestic transmission cycles
reinforcing the need for continued vigilance with community participation to prevent

the transmission of Chagas disease in DF.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; Discrete typing unit; Triatomine.
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1. INTRODUCAO

1.1.Doenca de Chagas

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana foi descoberta por Carlos
Chagas em Lassance, Minas Gerais, em 1909. O agente etiolégico da doenca,
Trypanosoma cruzi, é transmitido principalmente por triatomineos hematéfagos da
familia Reduviidae e subfamilia Triatominae (LENT & WYGODZINSKY, 1979). A
doenca de Chagas é uma infec¢éo crénica e potencialmente fatal sendo considerada
uma das infeccdes parasitarias de maior importancia na Ameérica Latina levando a
Obito pessoas com idade entre 30 a 50 anos, principalmente por causa das
manifestacées patolégicas de cardiopatia chagasica (COURA e VINAS, 2010).

A principal via transmissdo do T.cruzi € por meio das fezes contendo o
parasito eliminadas por triatomineos infectados sobre a pele do hospedeiro, durante
0 repasto sanguineo. A picada do vetor provoca coceira no local, o que facilita a
entrada do tripanossomatideo. A deposicdo dessas fezes do vetor pode ocorrer
sobre a mucosa dos olhos, nariz, boca, ferida e corte na pele. No entanto, existem
outras vias de transmissdo como: transfusdo de sangue, transmissao vertical via
placenta, transmissao oral, transplante de 6rgédos, manejo de animais infectados, via
sexual (ferimentos, esperma, liquido menstrual) e acidentes em laboratérios (DIAS et
al., 2011).

A doenca de Chagas € uma das patologias de mais ampla distribuicdo no
continente americano. Sem vacina e tratamento antiparasitario eficaz para curar a
fase crénica da infec¢do, a principal estratégia de controle é a prevencdo da
transmissdo vetorial, a partir da reducdo e/ou eliminacdo de triatomineos
domiciliados utilizando inseticidas e vigilancia entomoldgica, com participacao
comunitaria (COURA e VINAS, 2010). Em 1990, aproximadamente 16 a 18 milhdes
de pessoas estavam infectadas com T. cruzi na América Latina. Em meados de
2005, esse numero foi reduzido para 9,8 milhdes e o nimero de mortes também
diminuiu de maneira drastica, fato que demonstra o sucesso das campanhas de
controle vetorial (SCHOFIELD et al., 2006). Entre 1975 a 1983, houve a
implementagdo do Programa Nacional de Controle da Doenca de Chagas no Brasil
(SILVEIRA et al., 1984). Nessa época foram registrados aproximadamente 100.000
novos casos por ano (CAMARGO et al., 1984). No ano de 1991, o Brasil ingressou

na Iniciativa do Cone Sul, um consércio internacional com o objetivo de reduzir a
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transmissdo vetorial da doenca. Apos 10 anos, houve uma reducdo de 94% da
incidéncia da doenca (WHO, 2002).

Atualmente, estima-se que existam cerca de 4,6 milhdes de pessoas
infectadas no Brasil (MARTINS-MELO et al.,, 2014) e 8 a 10 milhées no mundo,
principalmente, na América Latina (COURA e VINAS, 2010).

1.2. Triatomineos

1.2.1. Triatomineos no Brasil

A distribuicdo dos vetores de T. cruzi no continente americano estende-se
desde os Estados Unidos até Argentina e Chile, sendo no total, 22 paises
endémicos para a doenca de Chagas (COURA e VINAS, 2010). A distribui¢cdo dos
vetores no Brasil foi revisada no estudo de Gurgel-Gongalves et al. (2012). Das 148
espécies recentes e duas espécies fosseis conhecidas (GALVAO e PAULA, 2014),
62 ocorrem no Brasil (63%). O maior numero de espécies foi encontrado na Bahia
(25), seguido por Mato Grosso (18), Para, Tocantins e Minas Gerais (15) e Rio
Grande do Sul (11). Essas 62 espécies foram agrupadas por biomas, assim notou-
se que a maioria delas estéo distribuidas em &reas abertas no Cerrado e Caatinga.
As espécies Panstrongylus geniculatus e Panstrongylus megistus mostraram ampla
distribuicdo geografica e as espécies Rhodnius neglectus, Triatoma costalimai e

Triatoma sordida ocorreram principalmente no Cerrado no Brasil Central (Figura 1).
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Figura 1: Distribuicdo geogréfica das espécies Panstrongylus geniculatus (a),
Panstrongylus megistus (b), Rhodnius neglectus (c), Triatoma costalimai (d) e
Triatoma sordida (e) no Brasil (Fonte: GURGEL-GONCALVES et al., 2012).

De acordo com 0s mapas acima, as areas mais favoraveis para a ocorréncia
destas espécies estdo concentradas no Cerrado e Caatinga, na diagonal de areas
abertas do leste da América do Sul.

A maior parte do territério brasileiro apresenta ocorréncia de alguma espécie
de triatomineo, de tal forma que ha o potencial risco da transmissao de T. cruzi em
praticamente todo o Brasil, embora algumas areas possuam um risco maior do que
as outras (GURGEL-GONCALVES et al., 2012, VINHAES et al. 2014).

1.2.2. Triatomineos no Distrito Federal

Os registros de ocorréncia dos triatomineos no Distrito Federal (DF)
comecgaram com um trabalho realizado pela Fundagcéo Nacional de Saude (Funasa)
- Ministério da Saude (MS), através de acOes de controle das infestacdes

domiciliares e peridomiciliares. A vigilancia entomolégica no DF teve inicio na
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década de 1980 com a instalacdo de Postos de Informag8es de Triatomineos (PITs),
0s quais tinham como objetivos informar, divulgar e atender as denuncias, além de,
encaminhar os barbeiros para exames laboratoriais e realizar borrifacdes nas casas
positivas.

De acordo com um inquérito sorologico, havia um nimero estimado de 71.736
soropositivos, mesmo o DF ndo sendo uma area endémica quando comparado aos
outros estados (GURGEL-GONCALVES et al., 2004).

ApoOs a descentralizacdo das acdes de saude da Funasa, em 1999, as
atividades de controle e vigilancia de triatomineos comecaram a ser realizadas pela
Diretoria de Vigilancia Ambiental (DIVAL) da Secretaria de Estado de Saude do
Distrito Federal (SES-DF). Durante este periodo, as espécies registradas no DF
foram P. megistus, P. geniculatus, P. diasi, R. neglectus, T. pseudomaculata e T.
sordida (MAEDA et al., 2012).

1.3. Trypanosoma cruzi
O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado que pode ser diferenciado

de acordo com o seu tamanho, forma e posicionamento do cinetoplasto e flagelo. De
acordo com o ciclo biologico e a fase do desenvolvimento (Figura 2):

e Amastigota (A): a forma é circular, sem flagelo livre, com nucleo grande
e cinetoplasto bem visivel ao lado do ndcleo. Esta forma € intracelular e se multiplica
por divisdo binaria nos tecidos do hospedeiro vertebrado.

¢ Epimastigota (B): forma fusiforme com cinetoplasto e bolso flagelar na
parte anterior e justaposta ao nucleo. Esta forma possui flagelo e membrana
ondulante, sendo encontrada apenas no vetor (tubo digestivo) e ndo € infectante
para os vertebrados.

e Tripomastigota (C): forma fusiforme, fina e delgada, com cinetoplasto e
bolso flagelar na parte posterior e distante do nucleo. Esta forma apresenta flagelo e
membrana ondulante ao longo da extensdo do parasito. Pode ser encontrada no
hospedeiro vertebrado (tripomastigotas sanguineos), sendo abundante na fase
aguda da doenca de Chagas e no reto dos triatomineos (tripomastigota metaciclico)

sendo esta a fase infectante para os vertebrados (UFRGS, 2015).
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(B) (©€)
Figura 2: Formas encontradas no ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi:

Amastigota (A), Epimastigota (B) e Tripomastigota (C).

De acordo com Herrera (2014), o T. cruzi circula em trés ambientes: a)
silvestre: envolve as populacdes silvestres de triatomineos e mamiferos; b)
peridoméstico: ocorre em estruturas artificiais que cercam habitacdes humanas,
onde as populagBes de vetores associados aos animais domésticos e sinantropicos
vivem; e ¢) domeéstico: ocorre em habitacdes humanas e envolve triatomineos que

vivem dentro de casa, além de reservatérios domésticos (céo e gato).

1.3.1. Ciclo de vida

O ciclo de vida do T. cruzi (Figura 3) se inicia com o triatomineo infectado
alimentando-se de sangue do vertebrado e eliminando pelas fezes tripomastigotas
metaciclicos proximos ao local da picada, os quais entram no hospedeiro através da
ferida ou das mucosas. Entdo, inicia-se o ciclo de vida no hospedeiro com os
tripomastigotas invadindo células, onde se diferenciam em amastigotas (forma
intracelular), os quais se multiplicam por divisdo bindria e se diferenciam em
tripomastigotas, esses sao liberados na corrente sanguinea. Os tripomastigotas
infectam células e se diferenciam em amastigotas em novos locais de infec¢éo (ciclo
infectante continuo). Os tripomastigotas ndo se replicam na corrente sanguinea. O
ciclo no barbeiro se inicia quando 0 mesmo pica um hospedeiro vertebrado infectado
com tripomastigotas, os quais sdo ingeridos pelo triatomineo e transformados em
epimastigotas no intestino. Entdo, os parasitos se multiplicam e se diferenciam em
tripomastigotas 0s quais passam por um processo de metaciclogénese modificando-
se em tripomastigotas metaciclicos, a forma infectante (CDC, 2015), habitando a

porcao posterior do intestino (ampola retal) sendo eliminados nas fezes.
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Figura 3: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. i: estagio infectante; d: fase de
diagnéstico. As fases 2, 3 e 4 representam o ciclo no hospedeiro vertebrado e as

fases 1, 5, 6, 7 e 8 o ciclo no triatomineo (Fonte: Modificado de CDC, Atlanta).

1.3.2. Linhagens de T. cruzi

A diversidade biol6gica e bioquimica das cepas de T. cruzi tem sido
reconhecida, juntamente com a sua complexidade eco epidemiolégica. Ao longo dos
anos, diversos estudos tém caracterizado a estrutura populacional de T. cruzi,
visando definir o nimero de subgrupos relevantes, os quais receberam diversas
nomenclaturas, por exemplo: zimodemas, biodemas, linhagens, clados, unidades
discretas de tipificacdo (DTUs) e haplétipos (ZINGALES et al., 2009).

A diversidade genética foi amplamente demonstrada por diversos grupos de
pesquisa, utilizando diferentes estratégias bioldgicas, bioquimicas e moleculares,
visando diferentes marcadores genéticos. Os DTUs séo definidos como os conjuntos
gue sao identificaveis por meio de marcadores genéticos comuns, moleculares ou
imunoladgicos (TIBAYRENC, 1998).

As populacdes de T. cruzi foram classificadas em 3 Zimodemas: Z1, Z2 e Z3
em razao dos perfis isoenzimaticos, o que levou a subdivisdo em até 43 DTUs
(TIBAYRENC, 1998). No entanto, em 2009, as cepas de T. cruzi foram designadas
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apenas em seis DTUs, como Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e TcVI (ZINGALES et al.,
20009).

Os DTUs séo distribuidos geograficamente da seguinte forma (Figura 4): Tcl
o principal agente da doenca de Chagas ao norte da Amazonia. Tcll, TcV e TcVI séo
0s principais agentes da doenca na regido do Cone Sul. Até agora, Tclll e TclV
infectam, esporadicamente, os seres humanos. TclV tem gendétipos divergentes na

América do Sul e América do Norte.
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Figura 4: Distribuicdo geografica dos DTUs. (Fonte: Who, how, what and

where?, Box 1: Trypanosoma cruzi strains, Revista Nature).

A variacdo genética da regido ndo transcrita do gene espacador mini-exon foi
anteriormente proposta para discriminar Tcl, Tcll e TclV. Além disso, entre 0os genes
de manutencao, a isomerase de glicose-6-fosfato (GPI), um gene nuclear de cépia
Gnica, apresentou um polimorfismo de sequéncia que € valioso para a
caracterizacdo de DTUs (BRENIERE et al., 2012).

O grupo Tcl pode estar associado com ciclos silvestre e domeéstico. A infecgéo
humana com Tcl estd concentrada no norte da América do Sul e Central e esta
associado com cardiomiopatia chagasica (ZINGALES et al., 2012). De acordo com o

estudo de Breniere et al. (2012), Tcl € prevalente em diferentes ciclos silvestres e
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responsavel pela maioria das infecgbes humanas na Bacia Amazo6nica e nos paises
ao norte. Esse grupo esta associado a marsupiais e triatomineos silvestres. Além
disso, alguns estudos tem mostrado que Tcl apresenta marcante variabilidade
genética nas Américas, podendo ser diferenciado em Tcla a Tcle (CURA et al,
2010).

Os grupos Tcll, V e VI estdo principalmente associados aos ciclos domésticos
e prevalentes em infecgdes humanas nos paises do Cone Sul (BRENIERE et al.
2012). O grupo Tcll é encontrado predominantemente nas regides sul e central da
América do Sul e esta associado a manifestagfes cardiacas e podem desenvolver
megaesdfago e megacolon concomitantemente. Pode estar associado
principalmente com ciclo doméstico. Os grupos TcV e TcVI estdo associados ao sul
e centro da América do Sul e sdo genotipos hibridos, cujos antepassados sdo do
Tcll e Tclll (ZINGALES et al., 2012).

Finalmente, os grupos Tclll e IV sdo mais raramente amostrados em toda a
area endémica e parecem estar mais relacionados aos ciclos silvestres, com poucos
relatos de infeccdo humana (BRENIERE et al., 2012). Tclll é geralmente associado
com o ciclo silvestre no Brasil e paises adjacentes, sendo as infec¢des humanas
documentadas raras. E também isolado, ocasionalmente, de cides domésticos. O
grupo TclV ocorre com mais frequéncia em seres humanos. Cinco novos isolados de
TclV de primatas e oito de Rhodnius brethesi na bacia amazonica foram
recuperados, confirmando que TclV pode ter um eco6topo arbéreo (ZINGALES et al.,
2012).

No Brasil, a deteccdo de T. cruzi em triatomineos tem sido realizada pelos
servicos de saude por meio da microscopia Optica (MO), observando as formas
flageladas em amostras fecais (SILVEIRA e DIAS, 2011). Além disso, também é
possivel diferenciar morfologicamente epimastigotas de T. cruzi e T. rangeli em
amostras de fezes de triatomineos coradas com Giemsa (CUBA-CUBA, 1998).
Entretanto, alguns estudos tém mostrado baixa sensibilidade da microscopia 6ptica
para deteccéo de T. cruzi e outros tripanossomatideos em triatomineos (SCHIJMAN
et al., 2006; PIZARRO et al., 2007). Outros métodos, como a Reac¢ao de Polimerase
em Cadeia (PCR) tem sido usado para a deteccdo de tripanossomatideos em
triatomineos, a qual amplifica sequéncias especificas dos parasitos, sendo

considerada uma técnica mais sensivel. Com a inovacdo tecnoldgica, surgiu uma
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técnica mais rapida e precisa, apresentando capacidade de gerar resultados
guantitativos, a chamada PCR em tempo real (QPCR).
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2. JUSTIFICATIVA

A caracterizacdo molecular dos parasitos isolados de triatomineos permite
conhecimento das inter-relacdes entre ciclos silvestres e domésticos e a distribuicdo
das diferentes linhagens de T. cruzi no Distrito Federal. Em ambos os ciclos, as
relagbes entre T. cruzi e os triatomineos sédo multifatoriais e bastante complexas. O
protozoario T. cruzi ndo € uma espécie homogénea, ou seja, € composta por uma
diversidade de subgrupos com diferentes propriedades clinicas e bioldgicas que
podem resultar em uma variedade de tropismos e infecgcbes mistas nos humanos,
reservatorios e triatomineos. Dessa forma, a correta e especifica identificacdo de
infeccbes mistas em isolados de T. cruzi, procedentes de populacdes silvestres e
domiciliadas de triatomineos podera contribuir na separacdo dos diferentes grupos
de T. cruzi, assim como determinar padrdes de infeccBes, conforme as diferentes
procedéncias dos triatomineos analisados. Por fim, os resultados obtidos fornecerdo
informagdes fundamentais a respeito das diferentes linhagens de T. cruzi que sao
importantes para as diferentes formas clinicas nos humanos. O conhecimento da
circulacado desses subgrupos de T. cruzi € de extrema importancia para o manejo
clinico e tratamento desse grande contingente populacional, tendo em vista a

existéncia dos diferentes tipos de tropismos em humanos ja relatados na literatura.
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3. OBJETIVOS

Analisar a ocorréncia de T. cruzi em triatomineos coletados no Distrito Federal
(DF) — Brasil, no periodo de 2012 a 2014.

3.1. Objetivos especificos
e Determinar a taxa de infeccdo natural nas espécies capturadas no DF;
e Caracterizar molecularmente os diferentes grupos de T. cruzi (DTUS) que
circulam em triatomineos no DF;
e Detectar os DTUs em adultos e ninfas de triatomineos, conforme os ciclos de

transmissao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Area de estudo

O Distrito Federal esta localizado na regido Centro-Oeste, ocupando o centro
do Brasil e o centro-leste do Estado de Goias em uma das areas mais elevadas da
regido, o Planalto Central. Encontra-se em um patamar elevado (1000m acima do
nivel do mar) e € marcado por um planalto de topografias suaves.

O principal bioma do DF € o cerrado e sua vegetacdo apresenta algumas
caracteristicas peculiares: € marcada por pequenos arbustos, arvores com troncos
retorcidos, raizes profundas, cascas grossas e folhas recobertas de pelugem. Mas,
ainda é possivel diferenciar algumas variac6es conhecidas como cerraddes, campos
limpos, campos sujos e matas secas. Além disso, fitofisionomias Umidas como
matas de galeria, veredas e campos Umidos compfem o mosaico de paisagens
encontradas no Distrito Federal (RIBEIRO e WALTER, 1998).

O clima predominante € conhecido como Tropical de Altitude, mas existem
autores que afirmam que também pode ser definido como Tropical Semiumido, com
verdo umido e chuvoso e inverno seco e frio. A precipitacdo média anual é de 1.545
milimetros, com uma estacéo seca (precipitacdo <100 mm) de maio a setembro e
uma estacdo chuvosa de outubro a abril, e as temperaturas médias anuais variam
20 a 21°C.

A hidrografia € composta pelos rios Descoberto, Maranhdo, Paranoa, Preto,
Sdo Bartolomeu e Sobradinho. No entanto, o rio Paranoa foi represado para a
construcdo do Lago Paranoa, com cerca de 40 quildmetros quadrados de extensao,
com o objetivo de aumentar a quantidade de agua disponivel.

O DF consiste em um territério auténomo, dividido em 31 Regibes
Administrativas (RAs) (Figura 5).


http://www.alunosonline.com.br/geografia/cerrado.html
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e Sobradinho I

#Brazlandia

ePlanaltina

530 Sebastido

eSanta Maria

Figura 5: Regibes administrativas do Distrito Federal. (Disponivel em:
<http://professormarcianodantas.blogspot.com.br/2015/04/o-distrito-federal.html>.

Acesso em: 30 de maio de 2015).

4.2.0Obtencé&o dos insetos

Os triatomineos foram obtidos por colaboradores da Diretoria de Vigilancia
Ambiental (DIVAL-DF) capturados nos anos de 2012 a 2014, em nove Regides
Administrativas (RAs) do DF: Aguas Claras, Asa Sul, Gama, Lago Norte, Paranoa,
Park Way, Planaltina, Taguatinga e Vicente Pires. Posteriormente, 0s triatomineos
foram enviados para o Laboratério de Parasitologia Médica e Biologia de Vetores da
Universidade de Brasilia, Campus Darcy Ribeiro. Todos os triatomineos capturados
foram identificados usando a chave de Lent e Wydogzinsky (1979) e separados por

estagio de desenvolvimento e estado de conservacao.

4.3.Microscopia Optica
As fezes dos triatomineos coletados foram examinadas por meio de
compressdo abdominal com auxilio de pingas. Uma gota de solucdo salina foi
adicionada a amostra de fezes, e posteriormente, homogeneizada para observacao
microscoépica (aumento de 400x) de formas flageladas do parasito. Apés o exame a
fresco, as laminas foram coradas usando Giemsa e analisadas novamente por

microscopia oOptica no aumento de 1000x para determinar o diagndstico
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parasitolégico especifico (CUBA-CUBA, 1998). O fluxo do material estudado esta

representado no organograma a seguir, conforme mostra a figura 6:

/ Exame parasitologico \

PCR 24aS
#
— defezes _(MO).e RNA D75/76
extragcdo do intestino e
DNA ‘
Tcl |[*™ gPCR TCZ1/2
Tcll |
Tclll | Sequenciamento e ‘
Analise de Sequéncias ) PCR GPI-L/R
Telv |« no Genbank/Blastn
TcV |
\ TcVI | /

Figura 6: Organograma dos métodos utilizados para deteccdo de

tripanossomatideos em triatomineos coletados no Distrito Federal.

4.4.Extracdo de DNA
O DNA foi extraido de amostras de intestino de todos triatomineos, os quais
foram armazenados em eppendorf de 1,5mL com 1,0mL da solucdo de 1x PBS.
Para a extracdo de DNA de amostras foi utilizado o protocolo Tissue&cells genomic

Prep Mini Spin do Kit da GE Healthcare, seguindo todas as instru¢des do fabricante.

4.5.PCR
Apbs a extracdo de DNA, foi realizado o método de PCR touch-down,
utilizando os primers especificos para a amplificagdo de DNA 24sa ribossomal
(rDNA), sendo eles: D75 — GCAGATCTTGGTTGGCGTAG (posicao 01-20) e D76 —
GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT (posigao 279-298), amplificando em torno de 250pb

(SCHIJMAN et al.,2006). Esses iniciadores sdo capazes de discriminar varios tipos
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de tripanossomatideos que ocorrem em triatomineos, como Blastocrithidia, T. cruzi e
T. rangeli.

O protocolo inicia-se com a desnaturacéao inicial de 3 minutos a 94°C seguido
de quatro rodadas com 3 ciclos cada uma, compostas por 1 minuto de desnaturacao
a 94°C, 1 min de anelamento em 60, 58, 56 e 54°C da primeira a quarta rodada e
mais 1 minuto de extensao a 72°C, completando as quatro rodadas. A quinta rodada
consiste em 35 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94°C, 1 minuto de anelamento
a 52°C e 1 minuto de extenséo a 72°C. A rodada final é de extenséo por 10 minutos
a 72°C e terminam os ciclos da PCR permanecendo por 4°C. A reacdo de
amplificagéo foi realizada com um volume final de 25uL das seguintes condi¢des
padronizadas: 1x de tampéao, 1,5uM de MgCl,, 0,2uM de dNTPs, 2uM primers D75 e
D76, 1,5U Taq Polimerase, 5uL de DNA (20ng de DNA) e agua MiliQ. Os produtos
desta primeira PCR foram colocados em gel de agarose 2,0% com brometo de
etideo e em seguida, visualizados por meio de um transluminador de ultravioleta
(UV).

A analise molecular, gPCR, foi realizada com os primers TCZ1 (5™
CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT-3") e TCZzZ2 (5-
CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3') (MOSER et al.,, 1989), pois amplificam
uma regido microssatélite de DNA em 188pb. A reacédo foi realizada num volume de
20uL, com 10pL da mistura de Sybr® Green, 0,4uL de cada primers e 2uL da
amostra de DNA (2 ng/uL). As amostras foram amplificadas num termociclador ABI
Prism 7500 (Applied Biosystems) com as seguintes condi¢cdes: 50°C durante 10
minutos, 95°C durante 10 minutos e 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos, 57°C
durante 1 min e 72 ° C durante 30 segundos. Os resultados foram analisados com o
Gene Amp 7500 Sequence Detector System® Software (Applied Biosystems)
mostrando fluorescéncia versus numero de ciclos.

Para a identificacdo das linhagens de T. cruzi foi realizada uma PCR com
base em 652pb do fragmento de cépia Unica de gene nuclear de glucose-6-fosfato-
isomerase (GPI) (BRENIERE et al., 2012). A PCR foi realizada utilizando os
seguintes primers: GPI-L - 5-CGCCATGTTGT-GAATATTGG-3’ (na posicdo 591 do
gene) e GPI-R - §-TTCCATTGCTTTCCATGTCA-3’ (na posicao 1246). O ciclo de
amplificacdo segue com as condi¢des: 94°C durante 3 min; 94°C durante 1 min,
58°C durante 1 min, 72°C durante 1 min (35 ciclos); 74°C durante 5 min e terminam

os ciclos permanecendo por 4°C. A reacao da amplificacao foi realizada num volume
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final de 25uL, contendo 1x de tampéao, 1,5uM MgCl,, 0,2uM dNTP’s, 2uM uM de
primers, 1,5UTaq Polimerase Platinum, 3uL de DNA (20ng de DNA) e agua MiliQ.
Os produtos desta PCR foram colocados em gel de agarose 1,0% com brometo de
etideo e em seguida, visualizados por meio de um transluminador de UV. Em
seguida, as amostras foram re-amplificadas nas mesmas condi¢des descritas acima,
utilizando os iniciadores GPI-L e GPI-R para o sequenciamento.

Os controles positivos usados nas reacdes de PCR foram obtidos a partir de
culturas de T. cruzi (cepa Berenice) e dgua destilada e uma amostra negativa foi
utilizada para os controles negativos de triatomineos provenientes de colbnias de

Dipetalogaster maxima do Nucleo de Medicina Tropical, na Universidade de Brasilia.

4.6.Sequenciamento

Os produtos da reamplificacdo da PCR foram eluidos do gel de agarose e
purificados por meio do protocolo do Kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kit GE Healthcare, e posteriormente, enviados para 0 sequenciamento na
Universidade de Sao Paulo (USP) para identificacdo das linhagens genéticas de T.
cruzi. As sequéncias obtidas foram editadas usando o software Genious e
comparadas com o banco de dados depositado no GenBank, usando o algoritmo
BLASTN/NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST).
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5. RESULTADOS

No total, foram coletados e analisados 260 triatomineos, sendo 238
Panstrongylus megistus e 22 Triatoma pseudomaculata (Figura 7), capturados nos
anos de 2012 a 2014, nas nove RAs do DF.

Figura 7: Espécies de triatomineos detectadas durante a pesquisa no Distrito

Federal: Panstrongylus megistus (A) e Triatoma pseudomaculata (B).

No geral, dos 260 triatomineos coletados, 156 eram adultos, sendo 97 fémeas
e 59 machos, e o restante foi composto por 101 ninfas de estagios I-V. Dentre os
238 triatomineos da espécie P. megistus, 47 foram capturados no intradomicilio, 190
no peridomicilio e 1 sem identificacdo do local de captura. Essa espécie foi
encontrada nas RAs do Paranoa, Park Way, Gama, Planaltina, Aguas Claras,
Vicente Pires, Taguatinga, Lago Norte e Asa Sul. A maioria foi na RA do Paranoa
com 173 triatomineos capturados. Os 22 triatomineos da espécie T.
pseudomaculata, 21 foram capturados no intradomicilio e apenas 1 sem
identificacdo do local de captura. Essa espécie foi encontrada nas RAs do Paranoé e

Planaltina, sendo esta ultima com 19 triatomineos capturados (Tabela 1).



29

Tabela 1: Distribuicdo de Panstrongylus megistus e Triatoma pseudomaculata conforme estagio de desenvolvimento,

ecotopos e estado de conservacao, no periodo de 2012 a 2014, no Distrito Federal, Brasil.

Adultos Ninfas
Espécie Machos Fémeas I Il [ Y V SF  Intradomicilio Peridomicilio Sk Vivo  Morto
P. megistus (n=238) 53 94 - 3 10 22 53 3 47 190 1 58 179
T. pseudomaculata (n=22) 6 3 - - 6 - 7 - 21 - 1 - 21
TOTAL 156 101 68 190 2 58 200

*Sl = Sem ldentificacdo
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Por meio da microscopia Optica pode-se observar 32 espécimes de P.
megistus positivos para flagelados morfologicamente similares a T. cruzi, resultando
em uma taxa de infeccdo de 13,4%. Todos os insetos T. pseudomaculata estavam
negativos para tripanossomatideos (Figura 8 e Tabela 2).

A partir da PCR D75/D76 observou-se 87 espécimes de P. megistus positivos
para T. cruzi com taxa de infeccdo de 36,5%, os quais foram confirmados pela PCR
em tempo real. Para T. pseudomaculata, a PCR revelou 5 triatomineos positivos
para T. cruzi, com taxa de infeccdo de 22%, e esses também foram confirmados
pela qPCR (Figura 9 e Tabela 2).

Figura 8: Amostras positivas para Trypanosoma cruzi de microscopia optica
com aumento de 1000X e corado com Giemsa. A: forma epimastigota e B: forma

tripomastigota.
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B CN 1 2 3 4 TR TC M

270-290pb

240pb

Figura 9: Amostras confirmadas por meio de PCR usando os primers
D75/D76, especifico para tripanossomatideos. M: marcador molecular; B: branco;
CN: controle negativo; 1 e 3 amostras positivas de Blastocrithidia sp. (~250pb); 2
amostra mista para Trypanosoma cruzi e Blastocrithidia sp.; 4 amostra positiva de
Trypanosoma cruzi; TR: Trypanosoma rangeli; TC: Cultura de Trypanosoma cruzi da

cepa Berenice.

Tabela 2: Comparacédo da taxa de infeccdo natural segundo microscopia Optica e
PCR nas espécies Panstrongylus megistus e Triatoma pseudomaculata, capturadas
no Distrito Federal entre 2012 e 2014.

Métodos de P. megistus T. pseudomaculata
Diagnostico (n=238) (n=22)
Positivos Taxa de Positivos Taxa de
infeccao (%) infecgéo (%)
MO 32 13,4 0 -
PCR 87 36,5 5 22%

Do total de 92 triatomineos positivos para T. cruzi na PCR utilizando D75/76,
uma amostra de cada unidade domiciliar foi selecionada para a realizacdo da PCR
usando os primers GPI-L e GPI-R, especifica para linhagens de T. cruzi (Figura 10).
Dentre as oito amostras positivas nesta PCR, duas amostras apresentaram 99-100%
de identidade com sequéncia de Tcl e seis amostras com sequéncia de Tcll

disponiveis no GenBank (Tabela 3).
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Figura 10: Amostras confirmadas por meio de PCR usando os primers GPI-L

e GPI-R, especifico para linhagens de Trypanosoma cruzi. M: marcador molecular;

B: branco; CN: controle negativo; 1 a 4 amostras positivas de Trypanosoma cruzi;

TC: Cultura de Trypanosoma cruzi da cepa Berenice.

Tabela 3: Linhagens de Trypanosoma cruzi detectadas em Panstrongylus megistus

e Triatoma pseudomaculata usando os primers GPI-L e GPI-R.

Numero Espécie Local 'Blastn Numero de Identidade
acesso

199/13 P. megistus Paranoa Tcll (Tul8cl2) gbJAY484477.1  619/622 (99%)

369/12 P. megistus Asa Sul Tcll (Tul8cl2)  gbJAY484477.1  625/627(99%)

377/11  T. pseudomaculata Planaltina Tcll (Tul8cl2) gbJAY484477.1  593/595(99%)
169 P. megistus Park Way Tcll (Tul8cl2) gbJAY484477.1 625/625(100%)
173 T. pseudomaculata Planaltina Tcll (Tul8cl2) gbJ|AY484477.1 626/626(100%)
Sal P. megistus Vicente Pires Tcll (Tul8cl2) gbJAY484477.1 629/629(100%)
75 P. megistus Park Way  Tcl (OPS21clll) gb|AY484472.1 626/626(100%)

375/12 P. megistus Aguas Claras  Tcl (OPS21cl11) gb|AY484472.1 626/626(100%)

1: Basic Local Alignment Search Tool.

Um dos espécimes infectados por Tcl foi capturado em apartamento no 12°

andar da RA Aguas Claras e o outro em um galinheiro na RA Park Way. Os

espécimes infectados por Tcll foram capturados em galinheiro (RA Paranod) e no

interior de casas nas RAs Asa Sul, Vicente Pires e Planaltina, neste ultimo caso os

espécimes eram ninfas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/40737780?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JG1630UE01R
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6. DISCUSSAO

As linhagens genéticas identificadas nas amostras positivas foram Tcl,
previamente registrada em mamiferos silvestres no DF (GURGEL-GONCALVES et
al., 2004) e Tcll que foi registrado pela primeira vez na regido. A linhagem Tcl esta
associada com ciclos silvestres e domésticos, sendo responsavel pela maioria das
infeccbes humanas ao norte da América do Sul (ZINGALES et al., 2012).
Geralmente, ocorrendo em marsupiais e triatomineos silvestres (BRENIERE et al.,
2012). Tcl ja foi registrado no marsupial Didelphis albiventris nas matas de galeria do
DF (GURGEL-GONCALVES et al.,, 2004). A deteccdo dessa linhagem em P.
megistus sugere que a mesma € mantida em ciclos enzodticos. O grupo Tcll esta
associado, principalmente, ao ciclo doméstico e prevalente em infec¢des humanas
(BRENIERE et al., 2012), sendo encontrado nas regibes sul e central da América do
Sul. Neste estudo, foi registrado a linhagem genética de Tcll em ninfa de estagio V
de T. pseudomaculata capturada no intradomicilio na RA Planaltina, sugerindo ciclos
de transmiss@o domésticos e potencial risco de infecgdo humana.

A espécie P. megistus mostrou uma taxa de infeccdo natural de 13,4% e
36,5% por meio da microscopia optica e PCR, respectivamente. Essa espécie foi a
mais capturada no DF no periodo analisado (2012-2014), corroborando com o0s
resultados obtidos por MAEDA et al. (2012) que analisou a ocorréncia dessa espécie
entre 2002 e 2010.

As taxas de infeccéo natural de P. megistus por T. cruzi no presente trabalho
foram similares ou maiores que as descritas na literatura (DIAS et al., 2000; VILLELA
et al.,, 2009; MAEDA et al.,, 2012). Espécimes de P. megistus vivem em ocos de
arvores onde geralmente se alimentam de marsupiais do género Didelphis
(CARCAVALLO et al., 1998). No DF, a espécie D. albiventris € muito frequente e
estudos anteriores mostraram altas taxas de infecgdo desses marsupiais por T. cruzi
em matas de galeria (GURGEL-GONCALVES et al., 2004), o que poderia explicar as
altas taxas de infeccao de P. megistus.

O presente estudo ainda mostrou frequente invasdo de adultos de P.
megistus em casas e a presenca de colonias no peridomicilio, ilustrando importante
comportamento sinantropico e diferentes graus de adaptacdo ao ambiente
domeéstico. No Rio Grande do Sul ocorre principalmente em ecotopos silvestres

(BEDIN et al., 2009) ao contrario das regides sudeste e nordeste, onde colbnias de
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P. megistus sao frequentemente encontradas no intradomicilio e peridomicilio (DIAS
et al., 2000; VILLELA et al., 2009). Na regidao Centro-Oeste, particularmente no
estado de Goias, P. megistus € menos frequente que T. sordida e R. neglectus
(PEREIRA et al., 2013) o que difere da situacéo encontrada no DF. Provavelmente a
presenca das matas de galeria proximas as habitacdes humanas, cenério frequente
no DF, possa influenciar uma maior ocorréncia dessa espécie neste distrito,
particularmente nas RAs do Paranoa e Park Way, onde a maioria dos espécimes
foram capturadas.

A presenca de T. pseudomaculata em unidades domiciliares também era
esperada considerando que essa foi a terceira espécie mais capturada entre 2002 e
2010 no DF (MAEDA et al., 2012). Esses autores detectaram uma colbnia dessa
espécie dentro de uma casa em Planaltina, indicando seu potencial de domiciliacéo.
Apesar de T. pseudomaculata ser mais frequente no peridomicilio, a colonizacdo em
domicilios tem sido observada sugerindo a adaptacao dessa espécie neste ambiente
(ASSIS et al., 2009).

Outro aspecto foi a detecgéo da infec¢ao natural de T. pseudomaculata por T.
cruzi pela primeira vez no DF, com taxa de 22% por meio da técnica de PCR.
Interessante ressaltar que esse resultado foi obtido somente quando os métodos
moleculares foram aplicados. Esse resultado € relevante considerando que alguns
espécimes infectados foram detectados no interior das casas ilustrando o potencial
de transmissao de T. cruzi para os moradores da localidade.

De acordo com o estudo de Schijman (2006), a infeccdo por
tripanossomatideos em triatomineos é detectada tradicionalmente por meio da
microscopia optica. Entretanto, a eficacia desse método depende de varios fatores
como: i) condicao do inseto examinado, sendo improvavel o encontro de flagelados
em insetos mortos e secos, ii) qualidade das coloragdes das laminas com amostras
de fezes, iii) experiéncia do examinador na diferenciacéo entre T. cruzi, T. rangeli e
outros tripanossomatideos (CUBA-CUBA, 1998; SCHIJMAN et al., 2006). Portanto, a
PCR seria um método promissor para detectar a infecgdo dos triatomineos por
tripanossomatideos.

A PCR que utiliza os primers D75 e D76 amplifica DNA 24sa ribossomal
(rDNA). Esses iniciadores podem ser utilizados em uma uUnica PCR e discriminar
varios tipos de tripanossomatideos que ocorrem em triatomineos, como T.cruzi e T.

rangeli. Portanto, tais técnicas servem para diferenciar eficientemente
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tripanossomatideos em amostras de fezes de triatomineos. Notou-se que o numero
de positivos aumentou, demonstrando que a analise molecular é uma ferramenta util
e promissora, 0 que esta de acordo com o trabalho de Schijman et al. (2006).
Nossos resultados indicaram que a técnica de microscopia Optica atualmente
utilizada para realizacdo da pesquisa de T. cruzi necessita ser aprimorada por meio
da dissecacdo do intestino com posterior maceracdo e pesquisa de T. cruzi em
triatomineos.

As amostras positivas para T. cruzi foram confirmadas por meio da PCR em
tempo real (CURA et al., 2015) utilizando os primers TCZ1 e TCZ2, que amplificam
uma regido microssatélite de DNA. Esses iniciadores sdo especificos para T. cruzi,
dessa forma foram utilizados na qPCR para confirmarem se as amostras estavam
verdadeiramente positivas.

A GPI é uma enzima importante envolvida na glicélise e sequéncias do gene
GPI séo especificas para cada DTU (BROUTIN et al., 2006). As amostras foram
enviadas para o sequenciamento e apresentaram 99-100% de identidade com
sequéncias de Tcl e Tcll. Essas amostras foram selecionadas de cada unidade
domiciliar, portanto, sugere-se que o0s demais triatomineos que circulavam na
mesma unidade domiciliar sejam da mesma linhagem de T. cruzi identificada.

O estudo apresentou algumas limitagbes, tais como: i) recebimento de
amostras de triatomineos mortos, danificados e sem identificacdo correta e precisa
na sua procedéncia; ii) a PCR € sujeita de contaminacdo e pode exigir grande
namero de reacdes; iii) os primers GPI-L/GPI-R ndo amplificaram algumas amostras
e outras nao funcionaram quando enviadas para 0 sequenciamento.

Recomenda-se para futuras pesquisas a utilizacdo da PCR multiplex em
tempo real utilizando TagMan (MTQ-PCR), a qual identifica os seis DTUs em uma ou
duas reacbes de amplificacdo com sensibilidade adequada para analisar amostras
biolégicas distintas. Essa andlise molecular reduz a contaminacao e é passivel de
guantificacdo e automacédo (CURA et al., 2015). Também recomenda-se manter uma
vigilancia continuada com participagdo comunitaria, a fim de monitorar a colonizacao
e/ou invasdo de triatomineos no ambiente domeéstico, e consequentemente,

prevenindo novos casos de transmisséo da doenca de Chagas no DF.
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7. CONCLUSOES

- P. megistus foi a espécie com maior taxa de infeccdo por T. cruzi no DF,
guando comparado a T. pseudomaculata.

- Na espécie T. pseudomaculata foi identificada a linhagem genética Tcll,
enquanto que em P. megistus foram caracterizadas Tcl e Tcll, sendo esta ultima
registrada pela primeira vez no DF.

- A deteccdo de Tcll em ninfa coletada no intradomicilio indica ciclos de

transmissédo domésticos, evidenciando o risco de infecgdo humana.
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