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RESUMO 
 

A distribuição dos vetores da doença de Chagas e suas potenciais associações com humanos e 
taxas de infectividade pelo Trypanosoma cruzi permitem identificar regiões de maior risco da 
doença, além de favorecer tomadas de decisões assertivas em saúde pública. O trabalho teve 
dois objetivos, um deles vinculado a estimar a infectividade de triatomíneos por meio da 
amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) e, em um segundo momento, avaliar a 
distribuição dos triatomíneos encontrados no estado do Paraná entre os anos de 2012 a 2021. 
Realizando a padronização da técnica de LAMP, com primers idealizados, alvos do gene da 
proteína ribossomal L3, foi possível amplificar amostras de fezes de triatomíneos sem 
processo de extração de DNA. Os primers foram específicos, não apresentaram reatividade 
cruzada com outros parasitos. Ainda, foi possível expressar e purificar uma Bst DNA 
polimerase funcional, demonstrando que os custos em relação a técnica por LAMP podem ser 
reduzidos. A seleção dos primers e a região alvo de amplificação são inéditas considerando 
estudos de amplificação por LAMP com o DNA de T. cruzi. Porém, apesar de promissora, as 
amplificações apresentaram limitações no processo de reprodução, precisando ser ajustado o 
processo de padronização, da técnica de  LAMP, as dificuldades de amplificação podem estar 
relacionadas, por exemplo, com a qualidade das amostras ambientais encaminhadas. Já 
aplicando a modelagem de nicho ecológico com os vetores encontrados no Paraná, os 
mesmos, apresentaram uma alta adequabilidade climática e paisagística, principalmente na 
região norte. A espécie Panstrongylus megistus mostrou-se domiciliada no estado do Paraná. 
Ainda, as amostras apresentaram uma alta taxa de infectividade, em torno de 22,7%, valor 
este, que aumentou nos últimos anos. Esses achados permitiram avançar um pouco mais sobre 
o conhecimento dos elementos relevantes no contexto da doença de Chagas, como também, 
reforçou a necessidade de realização de mais estudos para a proposição efetiva de métodos 
mais sensíveis com baixo custo, que possam ser empregados rapidamente para confirmação 
da infectividade dos barbeiros encontrados nos ambientes peri e intradomiciliar.     
 
Palavras-chaves: vigilância entomoepidemiológica; avaliação molecular; saúde pública. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   



 

ABSTRACT 
 

The distribution of Chagas disease vectors and their potential associations with humans and 
infectivity rates by Trypanosoma cruzi allow the identification of regions at higher risk of the 
disease, in addition to favoring assertive decision-making in public health. The study had two 
objectives, one of which was linked to estimating the infectivity of triatomines through 
loop-mediated amplification (LAMP) and, secondly, to evaluate the distribution of triatomines 
found in the state of Paraná between 2012 and 2021. By standardizing the LAMP technique, 
with idealized primers targeting the ribosomal protein L3 gene, it was possible to amplify 
triatomine fecal samples without a DNA extraction process. The primers were specific and 
did not show cross-reactivity with other parasites. Furthermore, it was possible to express and 
purify a functional Bst DNA polymerase, demonstrating that costs in relation to the LAMP 
technique can be reduced. The selection of primers and the target region for amplification are 
unprecedented considering LAMP amplification studies with T. cruzi DNA. However, despite 
being promising, the amplifications presented limitations in the reproduction process, 
requiring adjustments to the standardization process of the LAMP technique. The 
amplification difficulties may be related, for example, to the quality of the environmental 
samples sent. Applying ecological niche modeling to the vectors found in Paraná, they 
showed high climatic and landscape suitability, especially in the northern region. The species 
Panstrongylus megistus was shown to be domiciled in the state of Paraná. Furthermore, the 
samples presented a high infectivity rate, around 22.7%, a value that has increased in recent 
years. These findings allowed us to advance a little further in our knowledge of the relevant 
elements in the context of Chagas disease, as well as reinforcing the need to carry out further 
studies to effectively propose more sensitive, low-cost methods that can be quickly used to 
confirm the infectivity of barber bugs found in peri- and intra-household environments. 
 
Keywords: entomoepidemiological surveillance; molecular evaluation; public health. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 
 A doença de Chagas (DC) ou tripanossomíase americana é considerada um agravo de 

saúde pública negligenciado de elevada prevalência, com expressiva morbidade (DIAS et al., 

2016) e mortalidade (MARTINS-MELO et al., 2016). Estima-se que 6 a 7 milhões de 

indivíduos no mundo apresentem a DC e que aproximadamente 70 milhões de pessoas vivam 

em áreas de exposição com risco de adquirir a doença (OMS, 2024).  

 A DC é causada pelo protozoário flagelado Trypanosoma cruzi, da ordem 

Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e ao subgênero Schizotrypanum. O parasito é 

transmitido por insetos pertencentes à ordem Hemiptera, família Reduviidae e subfamília 

Triatominae (SCHOFIELD & GALVÃO, 2009). Após o repasto sanguíneo, os barbeiros 

infectados, ou não, defecam sobre o hospedeiro e o agente etiológico se presente nas fezes e 

urina, é transmitido, sendo capaz de penetrar em contato com a pele ou mucosas lesionadas, 

podendo levar às diferentes manifestações clínicas da doença (JURBERG et al., 2014; 

SCHUSTER & SCHAUB, 2000). Existem três quadros clínicos da doença: uma aguda que de 

modo geral pode ser aparente ou não, passando para uma fase indeterminada e sem sintomas 

(70% dos casos), e por fim pode progredir para uma fase crônica, sendo que, a fase crônica 

pode ser classificada como cardíaca (20 a 30%) ou digestiva (10%) (BONNEY et al., 2019).  

Algumas espécies de triatomíneos são epidemiologicamente importantes devido às 

suas características comportamentais, com destaque para o Triatoma infestans que atualmente 

é uma espécie considerada controlada no Brasil (SILVEIRA & DIAS, 2011). Porém, outras 

espécies nativas também são consideradas importantes para vigilância e controle da doença, 

como: Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata, Panstrongylus megistus, Triatoma 

maculata e Triatoma sordida (BRASIL, 2024; GURGEL-GONÇALVES et al., 2012).  

Entre os métodos de controle da doença de Chagas estão o monitoramento e a redução 

populacional de triatomíneos domiciliados, tanto os comprovadamente envolvidos na 

transmissão do T. cruzi quanto aqueles suspeitos de desempenharem esse papel (BRASIL, 

2024). Essa informação depende da identificação taxonômica correta e estudos sobre a 

biologia, distribuição geográfica e a capacidade e competência vetorial de cada espécie 

(GURGEL-GONÇALVES et al., 2012).  

No Paraná, a vigilância entomológica de triatomíneos ocorre por meio do 

envolvimento e participação da população, essa chamada de vigilância passiva (SILVA et al., 

2014). As amostras são encaminhadas para identificação e diagnóstico por tripanossomatídeos 

utilizando microscopia óptica que, embora de baixo custo, são menos sensíveis que as 

   



13 
 

técnicas  moleculares (THEKISOE et al., 2010; HAIDAMAK et al., 2016; RIVERO et al., 

2017; MINUZZI-SOUZA et al., 2018, BESUSCHIO et al., 2020). Ainda, o exame 

parasitológico direto, apresenta dificuldades para diferenciação de T. cruzi que é um 

protozoário morfologicamente semelhante ao Trypanosoma rangeli e, dessa forma, pode 

haver erros na identificação, ocultando informações importantes que direcionam a real 

situação epidemiológica daquelas espécies de triatomíneos em um determinado local 

(THEKISOE et al., 2010; HAIDAMAK et al., 2016).  

 Tendo em vista o descrito acima e dada sua importância, a temática da DC foi 

visitada sob dois aspectos na presente tese. No primeiro capítulo, foi realizada a avaliação 

molecular de amostras coletadas em campo, para confirmar a presença específica de T. cruzi, 

e para isso, a técnica de LAMP foi padronizada com primers inéditos, sendo testada em 

diferentes condições. No segundo capítulo é apresentado um artigo já publicado na Revista 

Memórias do Instituto Oswaldo Cruz, com dados de triatomíneos coletados do ano de 2012 a 

2021. O trabalho considerou sexo, estágio de vida, positividade e local onde as espécies foram 

encontradas e de maneira complementar, avaliou a  susceptibilidade de dispersão dos 

triatomíneos relacionados com camadas de clima e paisagem do estado.   

 
2 REVISÃO DA LITERATURA 

 
2.1 Epidemiologia - cenário da doença de Chagas no Brasil e no mundo 

 
 A doença de Chagas (DC) é uma doença negligenciada, sendo estimado que 

aproximadamente 6 a 7 milhões de pessoas estejam infectadas e, como consequência, cerca de 

12.000 pessoas venham a óbito a cada ano (OMS, 2024). A DC está presente em 21 países 

endêmicos da América Latina e, nos últimos anos, em países não-endêmicos tem se 

observado um aumento significativo de casos devido a falta de triagem epidemiológica de 

imigrantes, tornando-se um problema a nível global  (SCHUNIS & YADON, 2010; 

CONNERS et al., 2016).  Os Estados Unidos da América (EUA), por exemplo, apresentam a 

quinta maior carga global da DC com aproximadamente 350.000 pessoas infectadas (LANE 

& RIBEIRO-RODRIGUES, 2024). Estima-se que, em 2006, 3,8% dos 80.522 imigrantes que 

foram para a Austrália e 3,5% dos 156.960 imigrantes que foram para o Canadá estavam 

infectados pelo T. cruzi. Na Europa, em 2005, com exceção da Espanha, estimou-se que, 2,9% 

dos 483.074 imigrantes estavam infectados pelo parasito; na Espanha dos 1.678.711 

imigrantes 5,2% estavam potencialmente infectados, além disso estima-se que 24 a 92 
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recém-nascidos de mães imigrantes podem ter infectado seus filhos congenitamente 

(SCHUNIS & YADON, 2010).  

  Em 2020, por meio da Portaria nº 1.061 de 18 de maio de 2020 a notificação da 

doença de Chagas crônica (DCC) confirmatória foi incluída na Lista Nacional de Doenças de 

Notificação Compulsória e Imediata, pois, até então, apenas os casos agudos da doença eram 

notificáveis (BRASIL, 2020). Apesar do grande avanço, ainda é necessário estabelecer um 

processo de implantação das informações que estão sendo gerados pelas unidades 

notificadoras, permitindo a criação de um banco de dados mais robusto para a DCC. 

Espera-se que, de forma mais palpável, essa nova etapa auxilie em novas tomadas de decisões 

gestoras e políticas, assim como um olhar mais atento a esses pacientes que, até então, 

pareciam ocultos dentro do Sistema Único de Saúde (SUS).  

 Stanaway & Roth (2015) relataram alguns desafios na obtenção de dados 

epidemiológicos confiáveis da DCC como, extrema heterogeneidade espacial da doença, 

demora entre a infecção e a doença sintomática, dados de prevalência tendenciosos, 

reconhecimento completo de mortes atribuíveis a DC, dados limitados sobre as sequelas e 

ausência de dados em países não-endêmicos. Os autores apontam que, os dados atribuíveis a 

DCC podem ser melhorados ao longo dos anos através da estruturação das notificações 

crônicas.   

 

2.2 Principais características da doença - desafio da detecção precoce  

 

 A doença de Chagas (DC) apresenta primeiramente uma fase aguda que na maioria 

das vezes é assintomática. Porém, pacientes que apresentarem alguma sintomatologia 

associada nessa fase, podem passar despercebidos, pois apresentam manifestações clínicas 

gerais, comuns em outras doenças como: febre, dor de cabeça, fraqueza intensa e inchaço no 

rosto e nas pernas e inchaço no local da picada ou local que o parasito tenha feito a 

penetração, como mucosas e fissuras na pele.  

 Passada a fase aguda e sem o diagnóstico e tratamento oportuno, a grande maioria 

das pessoas permanecem em uma fase indeterminada, aproximadamente 70%. Entretanto, 

pode ocorrer uma evolução da doença para uma fase crônica, onde 20 a 30% podem 

apresentar complicações cardíacas e aproximadamente 10% apresentar complicações no 

sistema digestório (BONNEY et al., 2019) (Fig. 1). 
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Figura 1. Infecção crônica da doença de Chagas. Fonte: Adaptado de BONNEY et al. (2019).  
 
 Indivíduos crônicos assintomáticos que porventura venham enfrentar uma condição 

de imunossupressão, como infecção por vírus da imunodeficiência humana (HIV), receptores 

de órgãos transplantados, doenças autoimunes, ou em realização de tratamento oncológico, 

podem apresentar reativação da doença de Chagas evoluindo para casos graves devido a 

sobrecarga carga parasitária (BENCHETRIT et al., 2018).  

 Assim, é fundamental o diagnóstico oportuno da doença na fase aguda, para 

favorecer as chances de cura e na fase crônica assintomática para evitar a progressão de casos 

crônicos sintomáticos (ANDRADE et al., 2014). 

 Esse diagnóstico impacta diretamente no tratamento, visto que há atualmente 

disponível no Brasil duas drogas, sendo que, como primeira linha de escolha é indicado o 

benznidazol (BNZ) e alternativamente o nifurtimox (NTF), em casos de rejeição ou 

intolerância ao BNZ. Como a medicação da doença de Chagas é um insumo unicamente 

fornecido via SUS, e sabendo-se que as chances de cura são mais garantidas para a fase 

aguda, torna-se essencial o diagnóstico precoce deste agravo (DIAS et al., 2016; LASCANO 

et al., 2020).   

 Existem diversos relatos de reações adversas aos medicamentos descritos, inclusive 

contra indicações a depender do nível do progresso da doença. Além disso, o fármaco não é 

indicado em casos de gravidez, uma vez que não existem estudos que evidenciam efeitos 

potencialmente teratogênicos (FERREIRA et al., 2019).  
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Apesar dos diversos estudos em relação às vacinas, atualmente não existe uma 

alternativa para a doença de Chagas. Pinazo et al., (2024) relatam a dificuldade no 

desenvolvimentos desses insumos visto a complexidade do ciclo de vida, estratégias de 

escape imunológico e diversidade genética do T. cruzi. Ainda, relata-se a dificuldade de novos 

candidatos terapêuticos e biomarcadores para determinar a cura da doença (PINAZO, et al. 

(2024). 

 Portanto os governos devem implementar políticas públicas que garantam uma 

detecção precoce da doença, modos de prevenção congênita e tratamento oportuno de casos 

agudos e crônicos  (SCHUNIS & YADON, 2010; LASCANO et al., 2020).  

 

2.3 Diagnóstico indireto (sorológico) e direto (parasitológico) em humanos 

 

 A fase aguda da doença apresenta alta carga parasitária, devido a isso, a principal 

forma de diagnóstico é por meio do exame parasitológico, realizado com auxílio da  

microscopia óptica de esfregaços de sangue. Outra opção são os exames sorológicos para 

diagnóstico por IgM. Já para fase crônica o diagnóstico só é confirmatório caso o paciente 

apresente duas sorologias positivas com metodologias diferentes para anticorpos do tipo IgG 

(DIAS et al., 2016).  

 Melhorias no processo de diagnóstico visando a facilidade de aplicação por diversos 

profissionais de saúde podem interferir nos processo de triagem, oportunidade de diagnóstico 

e tratamento, demonstrando relevância da possibilidade de inclusão de testes rápidos 

projetados para serem fáceis de utilizar, não exigindo uma infraestrutura especializada e 

menos procedimentos técnicos (SANTOS et al., 2024). 

 Pensando nisso, outras formas de diagnóstico estão sendo testadas, como, por 

exemplo, os testes rápidos (TRs) de fluxo lateral para detecção de antígenos, visto que essas 

ferramentas de triagem diminuem a necessidade de uma infraestrutura e profissionais 

especializados e aumentam o acesso ao tratamento oportuno. Porém, ainda existe muita 

demora em todo o processo de aprovação para aplicação no âmbito do SUS (SILVA et al., 

2020; MARCHIOL et al., 2023; LÓPEZ et al., 2024; SANTOS et al., 2024).  

 Uma ferramenta molecular que vem sendo amplamente utilizada é a amplificação 

isotérmica mediada por loop, do inglês loop mediated isothermal amplification (LAMP), uma 

vez que é uma técnica mais rápida, sensível e mais barata, quando comparada a outras 

tecnologias. Na LAMP é utilizada uma Bst DNA polimerase que realiza a função de 

amplificação e deslocamento da fita de DNA, não necessitando de alterações na temperatura 
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para os processos de desnaturação, amplificação e anelamento. Sendo assim, a reação é 

realizada isotermicamente em torno de 60-65ºC por aproximadamente 30-60 minutos. Um 

conjunto de 4 primers reconhecem um total de seis sequências distintas no DNA alvo. Para 

isso, primeiramente um primer interno contendo sequências das fitas sense e antisense do 

DNA alvo dão o início da amplificação. Ocorre então a síntese de DNA por meio do 

deslocamento de fita subsequente, iniciada por um primer externo, liberando o DNA de fita 

simples já formado e que servirá como molde para síntese de DNA por outros primers 

internos e externos, o que produz uma estrutura de DNA haste-alça. No ciclo subsequente, um 

primer interno hibridiza com a alça no produto e inicia a síntese de DNA por deslocamento, 

produzindo o DNA hibridizado com a alça no produto e inicia a síntese de DNA por 

deslocamento, produzindo o DNA haste-alça e um novo DNA haste-alça com uma haste duas 

vezes mais longa. Ocorrem sucessivos ciclos com a formação de 109  cópias do alvo por hora. 

Os produtos de amplificação podem ser vistos a olho nú, por colorimetria ou outras técnicas 

que vem simplificando o processo de diagnóstico molecular (Fig. 2) (NOTOMI et al., 2000).  

 
 
Figura 2. Representação esquemática do mecanismo de amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP). 
Fonte: Adaptado de NOTOMI et al. (2000).   
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Em relação aos ganhos, segundo Flores-Chaves et al. (2021) Tcruzi-LAMP custa em 

torno de € 7,5, enquanto a qPCR comercial custa € 20,0 por reação. A LAMP é vantajosa, 

pois não precisa de variação de temperatura e não exige a presença de termociclador, o que a 

torna economicamente viável e permite a obtenção de resultados em até 60 minutos. Além 

disso, a quantidade de DNA produzido é superior, possibilitando a leitura de resultados 

visualmente sem a necessidade de um equipamento (NOTOMI et al., 2000; BESUSCHIO et 

al., 2020; ORDÓNEZ et al., 2020).  

Estratégias utilizando o sistema CRISPR/Cas9 também estão sendo estudadas como 

potenciais ferramentas para o desenvolvimento de novos biomarcadores, alvos terapêuticos e 

até potenciais vacinas para a doença de Chagas (TRAJANO-SILVA et al., 2024; MEDEIROS 

et al., 2017).  

Atualmente a implementação de novos diagnósticos por meio de técnicas de biologia 

molecular estão sendo incentivadas pelo Ministério da Saúde. O Kit Nat Chagas foi o 

primeiro teste molecular aprovado pela ANVISA e que está prevista a implantação do uso no 

SUS (MELO & FERRARI, 2023; MOREIRA et al., 2023). Além disso, recentemente, o TR 

Chagas Bio-Manguinhos está sendo implementado na Bahia, aplicado de forma amostral, 

piloto, em uma determinada população (SANTOS et al., 2024). Tal fato, traz um novo 

conceito e dados sobre a efetividade e a importância da aplicação de testes rápidos e 

moleculares para doença de Chagas.  

 Como a doença apresenta uma alta morbidade e altos custos financeiros devido ao 

manejo clínico complexo, existe a importância de um diagnóstico precoce oportunizando as 

chances de cura na fase aguda. Sabe-se que em torno de $600 milhões por ano são custeados 

pelo governo por meio da assistência médica (MARTINS-MELLO et al., 2016; LEE et al., 

2013). Pérez-Molina & Molina (2018) relatam a importância de avanços nos diagnósticos 

laboratoriais que permitam a identificação oportuna de T. cruzi, para que o tratamento seja 

iniciado o quanto antes, reduzindo assim as taxas de morbidade e mortalidade associadas à 

doença.  

 

2.4 Transmissão vetorial - importância do estudo dos triatomíneos e do parasito  

 

 A transmissão do protozoário T. cruzi pode ocorrer por diversos meios, sendo as mais 

comuns pela via oral, congênita, por transfusão de sangue, transplante de órgãos, vetorial 

(COURA, 2015; ARAÚJO et al., 2017) e adicionalmente vem sendo discutida possível 
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transmissão via sexual (ARAÚJO et al., 2017; RIOS et al., 2018; GOMES et al., 2019). 

Segundo Bonney et al., (2019) a transmissão vetorial corresponde a aproximadamente 70% 

das infecções, seguida da transmissão congênita em torno de 26% e demais modos de 

transmissão relacionados em 3% (Fig. 3). 

 
 
Figura 3. Modos de Transmissão da doença de Chagas. Fonte: Adaptado de BONNEY et al. (2019).  

 

 Os triatomíneos (Triatominae, Hemiptera, Reduviidae), conhecidos como barbeiros, 

chupão, chupança, dentre outros nomes populares, são vetores do protozoário T. cruzi 

(Protozoa, Sarcomastigophora, Kinetoplastida, Trypanosomatidae) que é o causador da 

doença de Chagas (CHAGAS, 1909). Os vetores da doença de Chagas estão distribuídos em 

cinco tribos e 19 gêneros, abrangendo cerca de 158 espécies (PAIVA et al., 2025). No Brasil, 

são conhecidas até o momento cerca de 64 espécies de triatomíneos, destas, 52 apresentam 

importância epidemiológica (GALVÃO et al., 2024; PAIVA et al., 2025). Os principais 

gêneros de triatomíneos vinculados à transmissão de Chagas são Panstrongylus, Rhodnius e 

Triatoma (JURBERG et al., 2014).  

 A principal espécie vinculada a transmissão vetorial da doença de Chagas nas 

Américas do Sul e em especial no Brasil ocorreu pelo T. infestans. Natural da Bolívia, esta 
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espécie foi introduzida na Argentina, Chile, Paraguai, Uruguai e no Brasil, tornando-se um 

problema de saúde pública. Somente em 2006, o Brasil conseguiu controlar essa espécie de 

característica extremamente domiciliar, por meio do intenso trabalho de vigilância e controle 

químico. Contudo, atualmente, existem ainda focos residuais nos estados da Bahia e Rio 

Grande do Sul (COURA & DIAS, 2009; DIAS et al., 2002; SILVEIRA & DIAS, 2011; 

GURGEL-GONÇALVES et al., 2012; COSTA et al., 2021; PAIVA et al., 2025). Ainda assim, 

algumas espécies de triatomíneos são epidemiologicamente importantes devido às suas 

características comportamentais, em especial, por serem consideradas espécies com potencial 

de domiciliação, como: Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata, P. megistus, T. 

maculata e T. sordida. É importante reforçar que, com o controle do T. infestans, os nichos 

ecológicos desocupados por ele estão sendo ocupados pelas espécies nativas (BRASIL, 2024; 

GURGEL-GONÇALVES et al., 2012).  

No estado do Paraná, há registros da ocorrência de 9 espécies: P. megistus, T. sordida, 

Rhodnius neglectus, Panstrongylus geniculatus, Rhodnius domesticus, P. tibiamaculatus, 

Cavernicola pilosa, Microtriatoma borbai e Psammolestes tertius (GALVÃO et al., 2003, 

GURGEL-GONÇALVES et al., 2012; FERRO E SILVA et al., 2018; VIVAS et al., 2021; 

PAIVA et al., 2025). Porém, as mais encontradas são P. megistus, seguida por P. geniculatus, 

T. sordida, R. neglectus e P. tibiamaculatus. Esses registros são, em sua maioria, realizados 

por uma vigilância passiva, ou seja, quando um morador encontra o triatomíneo em sua 

residência e o encaminha para a vigilância entomológica do município para notificação. A 

maioria dos insetos é encontrada no intradomicílio já na forma adulta (TROVO et al., 2024). 

Após o encaminhamento dessas amostras as mesmas são analisadas quanto à infectividade e  

taxonomia dando início aos fluxos de vigilância entomológica estabelecidos no Paraná 

(PARANÁ, 2024). 

A taxa de infecção de triatomíneos por T. cruzi, nos últimos anos (2012 a 2021), foi de 

22,7%, os quais foram encontrados distribuídos por todas as regiões do estado do Paraná 

(TROVO et al., 2024). Comparando com outros estados, o Paraná apresenta uma alta taxa de 

infectividade das amostras. O Rio Grande do Norte apresentou 0,8% de infectividade em 

dados analisados de 2009 a 2012 (BARRETO et al., 2019). Já em Pernambuco a taxa de 

infectividade foi de 2% entre os anos de 2012 a 2017 (SILVA et al., 2021). Quando 

comparado com o estado de São Paulo, em um estudo realizado em 2010 a 2012, a 

infectividade das amostras se apresentaram em torno de 3,4% (SILVA et al., 2014), entretanto 

entre os anos de 2013 a 2017 a taxa de infectividade aumentou, ficando similar com a do 

Paraná com 26,5%  (SILVA, 2019).    
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Um dos métodos de controle da doença ainda está baseado no monitoramento por 

meio da vigilância e da redução populacional de triatomíneos domiciliados, tanto os 

comprovadamente envolvidos na transmissão do T. cruzi quanto aqueles suspeitos de 

desempenharem esse papel. A análise das amostras é realizada pela identificação taxonômica 

e estudos sobre biologia, distribuição geográfica e a capacidade e competência vetorial de 

cada espécie. Além destes, o comprometimento da população e educação em saúde, são 

fatores fundamentais para o programa de vigilância da doença de Chagas (BRASIL, 2024; 

GURGEL-GONÇALVES et al., 2012). Nesse caminho, de controle vetorial baseado no 

monitoramento e na redução populacional, a vigilância entomológica pode contribuir na 

identificação precoce de situações relacionadas à transmissão vetorial, impedindo a 

colonização de domicílios, além de monitoramento do comportamento dessas espécies ao 

longo dos anos (SILVEIRA & DIAS, 2011).  

Visando esses pontos, no Paraná a vigilância da doença de Chagas é estabelecida, 

principalmente, por uma vigilância entomológica, a qual considera dois fluxos importantes: 

(i) primeiro, a identificação de cada espécie coletada, visto que, a depender da espécie, é 

preconizado o desenvolvimento das ações e atividades de controle, como busca ativa por 

colônias e borrifação de inseticida e (ii) em paralelo é realizada análise da infectividade dos 

insetos encaminhados (PARANÁ, 2024). Esses fluxos de vigilância entomológica da doença 

de Chagas no estado do Paraná estão descritos em Nota Orientativa nº13/2024 - 

CVIA/DAV/SESA.   

Quando pensamos no primeiro fluxo citado, podemos relacionar a identificação das 

espécies notificadas combinadas com estudos de distribuição geográfica e de nichos 

ecológicos para determinar e correlacionar com o risco de transmissão da doença de Chagas 

em uma determinada área ou região em que o vetor esteja presente (TOWNSEND, 2006; 

GURGEL-GONÇALVES et al., 2012). Com a modelagem de nicho ecológico (ENM) é 

possível inferir áreas potenciais de ocorrência, utilizando algoritmos matemáticos para 

relacionar esses dados com variáveis   ambientais. Essa abordagem tem sido usada para várias 

doenças, como hantavírus e leishmaniose visceral (MUYLAERT et al., 2019; KUHLS et al., 

2021) e também para doença de Chagas em diferentes regiões, pois é significativa para 

entender os requisitos ambientais e a distribuição geográfica dos vetores, levando a uma 

melhor compreensão dos aspectos epidemiológicos da doença (COSTA & PETERSON, 

2012). Costa et al. (2002) utilizaram pela primeira vez a metodologia de ENM para analisar 

espécies brasileiras de triatomíneos. Outros autores já relataram o uso desta importante 
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ferramenta (COSTA et al., 2002; GURGEL-GONÇALVES & CUBA, 2009; COSTA et al., 

2014; FERRO E SILVA et al., 2018; TROVO et al., 2024).   

Já no segundo fluxo, que está relacionado com a análise parasitológica de insetos, o 

resultados das amostras direcionam ações de prevenção, visto que, quando positivas, é 

recomendado que sejam realizadas as sorologias dos moradores da residência onde foram 

encontrados os vetores positivos (PARANÁ, 2024). A avaliação do conteúdo intestinal é 

realizada atualmente por microscopia óptica que, embora de baixo custo, tem como uma 

desvantagem a necessidade de encaminhamento dos triatomíneos vivos até o local de 

identificação. Além disso, as técnicas por microscopia óptica são menos sensíveis que as 

técnicas de biologia molecular (THEKISOE et al., 2010; HAIDAMAK et al., 2016; RIVERO 

et al., 2017; MINUZZI-SOUZA et al., 2018, BESUSCHIO et al., 2020). Ainda, o exame 

parasitológico direto, apresenta dificuldades para diferenciação de T. cruzi que é um 

protozoário morfologicamente semelhante ao T. rangeli, que não é patogênico (STOCO et al., 

2024), e, dessa forma, pode haver erros na identificação, levando a um falso-positivo para a 

DC e ocultando informações importantes que direcionam a real situação epidemiológica 

daquelas espécies de triatomíneos (THEKISOE et al., 2010; HAIDAMAK et al., 2016). 

Demonstrando a necessidade de melhoramento da avaliação da infectividade de insetos.  

A utilização da técnica de LAMP para analisar amostras de fezes de triatomíneos já foi 

avaliada, pensando em melhorar o diagnóstico das amostras de campo. Thekisoe et al. (2010) 

e Lorocca et al. (2024) demonstraram essa possibilidade de aplicação, porém um número 

maior de amostras em situações reais de campo e sob condições variáveis ainda precisam ser 

consideradas. Outros autores vêm utilizando a técnica de LAMP para diagnóstico de 

parasitos, como para detecção de cistos de Giardia duodenalis e Schistosoma mansoni a partir 

de amostras de fezes (PLUTZER & KARANIS, 2009; FERNÁNDEZ-SOTO et al., 2014). 

 Não obstante, explorando as técnicas de biologia molecular, para análise 

parasitológica, existe a possibilidade de determinar o genótipo das espécies de Trypanosoma, 

permitindo investigar os aspectos ecoepidemiológicos das doenças e os genótipos de T. cruzi 

determinados por marcadores bioquímicos e moleculares das DTUs (unidades discretas de 

tipagem) (ZINGALES et al., 2012; GUHL, 2017). As diferentes DTUs parecem estar 

associadas a diferentes ciclos biológicos de transmissão (doméstico ou silvestre) e apresentar 

certo tropismo tecidual, estando presente em diferentes regiões geográficas (Fig. 4) (GUHL, 

2017).  
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Figura 4. Distribuição geográficas das unidades de tipagem discretas (UTDs) do Trypanosoma cruzi (Tc) e sua 
associação com a patogênese humana e os ciclos domésticos e silvestres. Fonte: Guhl (2017).  
 

2.5 Desafios das secretarias de saúde para vigilância entomológica da doença de Chagas  

 

Em 1976, no Brasil, por meio da Superintendência de Campanhas de Saúde Pública 

(SUCAM),  deu-se início ao Programa de Controle da Doença de Chagas (PCDCh). No final 

da década de 1990, ocorreu a descentralização do SUS, de modo que, a responsabilidade da 

maioria das ações de vigilância em todo Brasil fossem realizadas pelos estados e municípios, 

e com isso, apesar da abrangência de responsabilidades, deu-se também o enfraquecimento de 

algumas atividades e programas (OLIVEIRA et al., 2024).  

Com o processo de enfraquecimento do PCDCh perdeu-se algumas ações que antes 

eram executadas com frequência, como por exemplo, a fase preparatória que incluía o 

reconhecimento geográfico das áreas rurais com interesse na vigilância da doença, 

mapeamento de localidades e unidades domiciliares, as quais determinavam áreas de risco 

(SILVEIRA & DIAS, 2011). Ainda, observa-se a descontinuidade de ações e a ausência de 

prioridade nas atividades desenvolvidas (VILLELA et al., 2007, 2009).  

Além disso, em 2006, foi anunciado o controle do principal vetor da doença de 

Chagas, a espécie T. infestans, estabelecendo a “falsa ideia” de erradicação da doença e 

levando a uma posterior falta de vigilância para ela (SILVEIRA & DIAS, 2011). Com isso, 

tem-se também o enfraquecimento do conhecimento da população sobre a doença, resultado 

em subnotificações de triatomíneos (SILVA et al., 2014). Em 2023, em um estudo realizado 

em municípios endêmicos para doença de Chagas no norte de Minas Gerais (MG) e no Vale 
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do Jequitinhonha, a vigilância da doença e Chagas foi avaliada apresentando poucos 

municípios com uma equipe estruturada e poucos registros de atividades relacionados com a 

vigilância do programa (RAFAEL et al., 2023). Cabe ressaltar ainda, que existe desigualdade 

de prestação de serviços em diferentes municípios, influenciando diretamente nos resultados 

da vigilância do agravo (OLIVEIRA et al., 2024).  

SILVA et al. (2014) relatam a importância de se estabelecer um processo de 

descentralização de serviços para que fique de responsabilidade do gestor municipal as ações 

de vigilância e controle e de responsabilidade estadual o acompanhamento dos municípios, 

por meio do gerenciamento dos sistemas de informações, acompanhamento de casos e análise 

de indicadores, definindo áreas de risco com intervenções por meio de capacitações e o 

fortalecimento da vigilância. 

Ainda, pensando nas dificuldades abordadas no próprio estado do Paraná, nota-se a 

diversidade das amostras encaminhadas, sendo que muitas acabam chegando sem viabilidade 

para análise de infectividade por microscopia óptica e também a falta de um sistema de 

informação, afetando a análise de dados (TROVO et al., 2024). No estado da Bahia foi 

possível verificar que a vigilância entomológica realizada pelo método convencional por 

microscopia óptica apresentou uma sensibilidade muito inferior, quando comparada com a 

biologia molecular realizada por PCR (HAIDAMAK et al., 2016). 

Pensando nessas e outras fragilidades sabemos que, analisar os dados entomológicos 

gerados para controle e vigilância de vetores podem servir como indicadores de risco, 

ajudando nas tomadas de decisões locais, reforçando, ainda, a questão de medidas de 

prevenção, sendo assim, melhorar esse processo é de extrema relevância (RIBEIRO-JR et al., 

2021). 

 

3 JUSTIFICATIVA 

 

Como mencionado anteriormente, a doença de Chagas apresenta uma ocorrência 

significativa, resultando em um elevado número de óbitos anualmente. Trata-se de uma 

condição que ainda enfrenta muitos desafios, seja no diagnóstico, no tratamento, na avaliação 

do vetor ou na implementação de políticas públicas eficazes que possam trazer benefícios a 

médio e curto prazo. 

Nesse contexto, as informações sobre os vetores da doença de Chagas são essenciais 

para orientar decisões públicas. A qualidade e a discussão de todo o processo de vigilância, 

desde a coleta até o diagnóstico parasitológico, precisam ser consideradas. É crucial que (i) a 
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população conheça o vetor para facilitar a coleta; (ii) os triatomíneos sejam examinados 

rapidamente para que as amostras se mantenham preservadas; e (iii) o processo de 

descentralização atue como uma alternativa para melhorar os fluxos dos serviços públicos. 

A realização de estudos que promovam a melhoria da vigilância da doença de Chagas 

é de grande importância. Alinhado a essa demanda, este trabalho teve como objetivo 

contribuir em dois momentos distintos. Primeiramente, buscou-se a implementação de uma 

técnica molecular, como a amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) que possa, no 

futuro, constituir um diagnóstico point of care, visando à descentralização dos serviços. A 

escolha da técnica de LAMP é baseada em fornecer algumas vantagens quando comparada 

com outras ferramentas diagnósticas como a especificidade, ser mais sensível, viável 

financeiramente, rápida e possibilidade de ser simplificada no momento das escolhas da 

visualização de resultados.  

Em segundo lugar, foi realizada uma avaliação das regiões do estado do Paraná 

relevantes para a dispersão dos vetores da doença. Essas informações, combinadas com as 

notificações feitas pela população, podem auxiliar na compreensão das características 

dispersão do vetor, que são fundamentais no contexto da doença de Chagas. 

 

4 OBJETIVO GERAL 

 
Realizar a vigilância entomológica de triatomíneos do estado do Paraná por meio da 

análise da distribuição espacial de cada espécie e identificação da infecção natural de babeiros 

por Trypanosoma cruzi por meio da técnica de LAMP. 

 

4.1 Objetivos específicos 
 

 

● Desenhar primers específicos para Trypanosoma cruzi para utilização por LAMP; 

● Padronizar a técnica de LAMP para vigilância entomológica de tripanossomatídeos do 

Paraná;  

● Avaliar a aplicabilidade da LAMP em amostras provenientes de campo; 

● Georreferenciar as notificações de triatomíneos encontradas pela vigilância passiva no 

estado do Paraná entre os anos de 2012 a 2021;  

● Determinar a frequência de infecção natural encontrada em triatomíneos do estado do 

Paraná de 2012 a 2021; 
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● Relacionar as notificações de triatomíneos com o bioma, de forma descrever a 

adequabilidade de cada espécie em cada região do Estado. 

● Realizar ações de educação em saúde utilizando o material desenvolvido ao longo do 

projeto, com a finalidade de ampliar o conhecimento da população sobre a vigilância 

da doença de Chagas. 
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CAPÍTULO 1. IDENTIFICAÇÃO DE Trypanosoma cruzi EM AMOSTRAS DE  
TRIATOMÍNEOS PELO EMPREGO DA AMPLIFICAÇÃO ISOTÉRMICA 
MEDIADA POR LOOP (LAMP): DESAFIOS E PERSPECTIVAS 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

A doença de Chagas (DC) ou Tripanossomíase Americana é considerada um agravo de 

saúde pública negligenciado, de elevada prevalência, com expressiva morbidade (DIAS et al., 

2016) e mortalidade (MARTINS-MELO et al., 2016). Estima-se que 6 a 7 milhões de 

indivíduos no mundo apresentem a DC, com risco de 70 milhões de pessoas poderem contrair 

a doença (OMS, 2024). 

A DC é causada pelo protozoário flagelado Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909), o 

qual pode ser transmitido por insetos pertencentes à ordem Hemiptera, família Reduviidae e 

subfamília Triatominae (SCHOFIELD; GALVÃO, 2009). Esses insetos são hematófagos, 

necessitando da ingestão de sangue para o seu desenvolvimento (JURBERG et al., 2014). Os 

triatomíneos (barbeiros) infectados fazem o repasto sanguíneo enquanto, ao mesmo tempo, 

defecam e urinam sobre o hospedeiro. Nas fezes e urina pode ser encontrado o agente 

etiológico capaz de entrar em contato com a pele lesionada ou mucosas e como consequência 

levando ao desenvolvimento da doença (SCHUSTER; SCHAUB, 2000). A DC apresenta uma 

fase aguda que pode ter manifestações clínicas aparentes ou não e, se não tratada, estabelecer  

uma fase chamada indeterminada (70% dos casos), a doença pode também progredir para uma 

fase crônica cardíaca (20 a 30%) ou digestiva (10%) (BONNEY et al., 2019). 

A análise parasitológica dos triatomíneos fazem parte dos procedimentos 

recomendados pelo Ministério da Saúde, em fluxos de vigilância do agravo, essas taxas de 

infectividade servem de indicadores para monitorar a doença (BRASIL, 2012). No Paraná, a 

vigilância de triatomíneos ocorre por meio do envolvimento e participação da população, essa 

chamada de vigilância passiva (SILVA et al., 2014;  TROVO et al., 2024). As amostras são 

analisadas quanto à infectividade por tripanossomatídeos, dando continuidade com fluxos de 

vigilância entomológica com a busca ativa de insetos e a aplicação de inseticidas e 

epidemiológica com a vigilância e acompanhamento do paciente, quando necessário 

(PARANÁ, 2024;  TROVO et al., 2024). 

A avaliação do conteúdo intestinal do inseto realizada com o auxílio da microscopia 

óptica para busca de tripanossomatídeos, embora de baixo custo, tem como uma desvantagem 

a necessidade de encaminhamento dos triatomíneos vivos até o local de identificação. Além 

disso, a técnica por microscopia se torna menos sensível que as técnicas de biologia molecular 
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(THEKISOE et al., 2010; HAIDAMAK et al., 2016). Ainda, o exame parasitológico direto, 

apresenta dificuldades para diferenciação de T. cruzi que é um protozoário morfologicamente 

semelhante ao Trypanosoma rangeli e, dessa forma, pode apresentar erros na identificação e 

ocultar informações importantes que direcionam a real situação epidemiológica daqueles 

triatomíneos infectados (THEKISOE et al., 2010; HAIDAMAK et al., 2016, NAVES et al., 

2017). A técnica da amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) já foi avaliada por 

Thekisoe et al. (2010) e Lorocca et al. (2024) para diagnosticar T. cruzi. Porém, um número 

maior de amostras sob condições variáveis ainda precisam ser  pesquisadas.  

Diante das fragilidades na metodologia atualmente utilizada e ao custo de técnica 

como a reação em cadeia da polimerase (PCR), o objetivo do trabalho foi avaliar a 

aplicabilidade da amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) em amostras reais 

coletadas a campo. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Aspectos éticos da pesquisa 

 

O trabalho passou pela aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais 

CEUA/SESA-CPPI, via solicitação pelo E-protocolo 18.222.537-1 (ANEXO 1) e as coletas 

foram devidamente autorizadas pelo SISBIO sob o número: 95034 (ANEXO 2). 
 

2.2 Identificação taxonômica e análise de infectividade pelo método parasitológico direto 
 

Os triatomíneos foram obtidos de coletas realizadas de forma rotineira dentro do 

serviço da Secretaria da Saúde do Estado do Paraná (SESA/PR) conforme descrito por Trovo 

et al. (2024). A identificação taxonômica de triatomíneos foi realizada de acordo com a chave 

dicotômica proposta por Lent & Wygodzinsky (1979) e Jurberg et al. (2014). 

A análise de infectividade foi realizada pelo método convencional, exame direto a 

fresco do conteúdo intestinal. As amostras, ainda vivas, foram submersas em solução White 

(0,25 g HgCl2, 6,50 g de NaCl, 1,25 mL de HCl, 250 mL de etanol 95% e 750 mL de água), 

por 1 hora. Após esterilização, foi realizada a dissecação do inseto, com cortes realizados 

lateralmente nos conexivos e abertura do abdômen, retirando todo o trato digestivo (intestino 

médio anterior, intestino médio posterior e reto) que foi cuidadosamente removido com pinça 

e colocado em meio de cultivo (Fig. 1B). Ainda, parte do conteúdo de dissecação do inseto 
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como as excretas (fezes e urina), foram depositadas sobre uma lâmina com solução fisiológica 

de NaCl a 0,9% e sobrepostas por uma lamínula (20 x 20 mm). Os campos foram observados 

por microscopia com aumento de 400X utilizando um microscópio Olympus. Além disso, foi 

realizada a análise da infectividade das amostras pela coloração com método adaptado de 

Walker (BRASIL, 2005). Para isso, as fezes foram depositadas sobre solução salina de NaCl 

0,9% e foi realizado um esfregaço sobre lâminas. Após a secagem,  as amostras foram fixadas 

com álcool metílico e coradas com Giemsa por cerca de 20 minutos. Posteriormente, o 

esfregaço foi lavado com água tamponada e foi seco em temperatura ambiente para análise 

por microscopia óptica com óleo de imersão em aumento de 1000X (Fig. 1). 

  
 
Figura 1. Análise de infectividade. (A) Procedimento de compressão abdominal do inseto para coleta de fezes e 
urina em solução salina. (B) Dissecação de inseto com corte pelos conexivos. (C) Observação microscópica 
(1000x) de fezes e urina de triatomíneo por microscopia óptica, após coloração por Giemsa. Observação de 
formas similares a de Trypanosoma. Foto: autora (2025).   
 

Para as amostras de fezes positivas, as formas epi e tripomastigotas de 

tripanossomatídeos foram cultivadas a 28°C, em meio LIT (Liver Infusion Triptose) 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 100 unidade/mL de penicilina e 100 

μg/mL de estreptomicina (JORGE & CASTRO, 2000; RODRIGUES et al., 2016). Amostras 

isoladas foram utilizadas para os experimentos. Como controle positivo, foram utilizadas 

como referência a cepa DM28 e, como controle negativo, amostras de fezes e urina de 

triatomíneos, comprovadamente não infectados, foram cedidas gentilmente pelo Prof. Dr. 

João Aristeu da Rosa do Departamento de Ciências Biológicas, Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade Estadual Paulista - Araraquara/São Paulo.  

 

2.3 Extração de Ácido Desoxirribonucleico (DNA) 

 

Os isolados cultivados em meio LIT e as fezes de triatomíneos, foram submetidos a 

extração de DNA por dois métodos: 
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1 - Clorofórmio-álcool isoamílico - utilizando uma câmara de neubauer os trofozoítos 

(tripomastigotas e epimastigotas) foram normalizados para a quantidade 1x109  e 

centrifugados a 5.000 rpm por 5 minutos. O pellet foi ressuspendido em 750 μL de tampão de 

lise (100 mM de NaCl; 10 mM de Tris-HCl; 25 mM de EDTA; 0,5% de SDS; 70 μg/mL de 

RNAse; 32 μL/reação de proteinase K) em banho maria a 50ºC por 3 horas com leves 

homogeneizações a cada 30 minutos. A amostra foi resfriada por 5 minutos, após os quais 

foram adicionados 750 μL de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1), homogeneizados 

levemente  por 10 minutos. Em seguida, a amostra foi centrifugada por 20 minutos a 10.000 

g. e a fase aquosa, a qual apresenta a fração de DNA, foi recuperada. Esse processo foi 

repetido, contudo, a amostra foi centrifugada a 10.000 g por 30 minutos. A fase aquosa foi 

novamente recuperada, ressuspendida com o dobro do volume recuperado com etanol 

absoluto gelado e 10% de acetato de sódio (2M) e armazenada à -20ºC overnight. No dia 

seguinte, a amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e foi adicionado 1 mL de álcool 70%, centrifugando logo em seguida por 14.000 

rpm por 5 minutos. Os resíduos de etanol restantes foram evaporados em temperatura 

ambiente e o pellet foi ressuspendido em 100 μL de H2ODPEC. A dosagem de DNA foi 

verificada por nanodrop e a qualidade do material genético por revelação em gel de agarose 

1%. 

2 - Kit comercial - Invitrogen ™ by life technologies Genomic DNA Kits for 

purification of genomic Catalog number  K 1820-0 - utilizando uma câmara de neubauer os 

trofozoítos (tripomastigotas e epimastigotas) foram normalizados para a quantidade de 1x109 

e centrifugados a 5.000 rpm por 5 minutos. O pellet foi ressuspendido em 180 μL do Genomic 

Digestion Buffer e 20 μL de proteinase K P/N46-7603. O tubo foi incubado a 55ºC por 45 

minutos. Após, 20 μL de RNAse A foram adicionados, a amostra foi incubada a temperatura 

ambiente por 2 minutos e centrifugada por 5 minutos por 10.000 rpm para remover as 

partículas. Foram adicionados 200 μL de Purilink ™ - Genomic Lysis/Binding Buffer, o qual 

foi homogeneizado com o uso do vortex. Em seguida, 200 μL de álcool absoluto foram 

acrescentados e vortexados por 5 segundos. Após, adicionou-se 640 μL do lisado em uma 

coluna do kit e centrifugou-se a 10.000 g por 1 minuto. Posteriormente, foram adicionados 

500 μL de genomic Wash Buffer 1,  centrifugados a 10.000 g por 1 minuto e 500 μL do 

genomic Wash Buffer 2 centrifugados a 10.000 g por 3 minutos. Por fim, o DNA foi eluído da 

coluna, por meio da adição de 100 μL de genomic Elution Buffer Purilink ™, durante 1 

minuto a temperatura ambiente e da centrifugação a 10.000 g por 1 minuto. A dosagem de 
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DNA foi verificada por nanodrop e a qualidade do material genético por revelação em gel de 

agarose 1%. 

 

2.4 Desenho dos primers 

 

Com o auxílio do uso dos softwares CLUSTAL, BLAST e a ferramenta NEB®LAMP 

Primer Desing Tool 1.0.2, foram desenhados 4 primers para uso na técnica de LAMP e 2 

primers para PCR (Quadro 1 - Resultados; APÊNDICE I). Para idealização dos primers de 

LAMP foram aplicados filtros para regiões codificadoras maiores de 450 pb e com maior 

número de cópias por genoma da cepa Dm28c de T. cruzi (versão 2018) disponível do banco 

de dados TriTrypDB (www.tritrypdb.org) e que apresentassem divergência em relação a T. 

rangeli (Tripanossoma não patogênico que pode também estar presente em amostras no inseto 

vetor). Os softwares CLUSTAL, BLAST, TriTrypDB e a ferramenta NEB®LAMP Primer 

Desing Tool 1.0.2 foram utilizados para análises dos alinhamentos das sequências entre T. 

cruzi e T. rangeli e para ajudar na escolha dos primers. 

Os iniciadores para PCR (Quadro 2 - Resultados) tiveram como alvo a mesma região 

genômica escolhida para os primers de LAMP. Porém, foram desenhamos de forma que 

permitissem a amplificação tanto da espécie de T. cruzi como a de T. rangeli, com o objetivo 

de, em alguns momentos, serem utilizados para comparar com a técnica de LAMP e 

confirmar também que a ausência de amplificação em processos de LAMP não significavam a 

presença de T. rangeli.  

Outro conjunto de primers referência descritos por Thekisoe et al. (2010) foram 

utilizados para verificar a amplificação dos primers sugeridos (Quadro 1).  
 
Quadro 1. Primers para realização dos métodos de amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) utilizados 
como referência descritos por Thekisoe et al. (2010).  
 

18S 
Primers 
para LAMP Sequência 
Tc_2_FIP CGTGAGTTGAGGGAAGGCATGAGTTGTTGGCAGACTTCGGT 
Tc_2_BIP GCATCCAGGAATGAAGGAGGGTTCGTCTTGGTGCGGTCTA 
Tc_2_F3 CCGTGTGGCACTGTTTGT 
Tc_2_B3 TGAAGAATGCCTTCGCTGT 

 
Obs: F3 e B3 primers externos forward e backward, FIP e BIP primers internos forward e backward, For primer 
forward e Rv primer reverse. 
 

2.5 Detecção dos parasitos por amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) 
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A amplificação foi realizada a 65°C por 60 minutos com volume final de 10 μL 

contendo 10x ThermoPol Buffer (BioLab® Inc.), 1,4 mM de dNTPs, 1,5 a 8 mM de MgSO4 

(BioLab® Inc.), 350 U/mL da Bst DNA polymerase (BioLab® Inc.) ou 0,4 μL da Bst in house 

e 1μL da amostra alvo. Diferentes concentrações de DNA, extraídos conforme descrito no 

item 2.3, foram testadas (1; 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 ng/μL), assim como diferentes quantidades de 

parasitos (10.000; 1.000; 100 e 10 parasitos/reação), visando estabelecer condições 

otimizadas, como ganho de sensibilidade. Espécies de Leishmania amazonensis, Leishmania 

guyanensis, Leishmania infantum e T. rangeli foram testadas para avaliar a especificidade do 

método. Fezes de triatomíneos, positivas e negativas, com extração de DNA e sem o processo 

de extração (puras aquecidas a 80ºC por 10 minutos) foram testadas, diluídas (1:10; 1:25; 

1:50; 1:100) em 1M de EDTA pH 8,0. 

Outro conjunto de primers descritos por Thekisoe et al. (2010) também foram 

utilizados como controle positivo para verificar a amplificação dos primers sugeridos (Quadro 

2).  

Após a amplificação, o produto foi submetido à eletroforese em gel de agarose (2%) e 

sob uma corrente de 100V, por 1 hora. A visualização dos amplicons foi realizada utilizando a 

adição de brometo de etídio que pode ser observada em transiluminador. 
 

2.6 Detecção dos parasitos por reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

Para PCR foi realizada a extração e purificação do DNA pelo método 

fenol-clorofórmio e por kit comercial, conforme mencionado no item 2.3, quantificação por 

espectrofotômetro e armazenamento a -20°C. Os primers para PCR foram desenhados 

utilizando o mesmo alvo que os idealizados por LAMP, região genômica da proteína 

ribossômica L3, porém idealizados para realizar tanto a amplificação das espécies de T. cruzi 

como as de T. rangeli. Sendo assim, o conjunto de primers foi utilizado com o objetivo de, em 

alguns momentos, comparar com a técnica de LAMP e também para confirmar que a não 

amplificação de T. cruzi por LAMP não era realizada pela presença da espécie de T. rangeli.  

A reação de amplificação ocorreu em 35 ciclos, tendo ciclos de desnaturação a 95°C, 

anelamento dos primers a 58°C e ciclos de extensão a 72ºC, a reação ocorreu com 1x PCR 

Buffer (Invitrogen), 0,2 mM de dNTPs, 1,6 mM de Mg Cl2 (Invitrogen), 1 unidade de taq 

polimerase (Invitrogen) e 1μL da amostra alvo, obtendo o volume final de 25 μL por reação. 

   



33 
 

Após amplificação, o produto foi submetido à eletroforese em gel de agarose a 1% para 

visualização das bandas (1.140 pb). 

 

2.7 DNA polimerase Bst in house     

 

Como alternativa ao emprego da Bst comercial, foi realizada a produção e purificação 

da enzima segundo o protocolo descrito por Yi Ma et al. (2016) para utilização na técnica de 

LAMP. Para isso, a bactéria E. coli BL21 foi transformada com o plasmídeo 

pET21a-Bst-LF-H6, contendo o gene codificante da enzima Bst. A indução da expressão 

ocorreu pela adição de 1 mM de IPTG à cultura (OD600), a qual foi incubada por 6 horas à 

37ºC. Em seguida, 400 mL da cultura foram centrifugados a 5000 g por 30 minutos e o pellet 

ressuspenso em solução de lise para sonicação de 15 pulsos (400 W, 1 segundo com intervalo 

de 3 segundos, sob gelo). O lisado foi centrifugado (11000 g, à 4ºC por 30 minutos) e o 

sobrenadante foi purificado usando uma coluna de afinidade Ni Sepharose (His TrapTM excel 

de 1 mL), a qual foi eluída com 80% de imidazol (400 mM). A amostra purificada foi 

dialisada em solução buffer (10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 0,1 mM EDTA, pH 7,0) e 

resolvida em gel de poliacrilamida (12%) com dodecilsulfato de sódio (SDS-PAGE). Para 

visualização das bandas e avaliação da pureza, as frações foram coradas por Coomassie Blue e 

analisadas quanto a presença do inserto de histina por Western Blotting (WB). Para isso, as 

amostras foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, por cerca de 6 horas  (24V) 

e 1 hora (45V). Em seguida, a membrana foi incubada com solução de bloqueio (1 hora, 

37ºC), com IgG murina anti-histidina tag (1:1000) e anti-mouse HRP (1:4000). A revelação se 

deu pela adição de orto-fenilenodiamina (OPD). A  atividade polimerasica dessa proteína foi 

avaliada em comparação com a enzima comercial Bst DNA Polymerase, Large Frafment - 

M0275S New England BioLabs®Inc.  

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Educação em Saúde - Desenvolvimento de Tecnologias Educativas 

  

Durante o período do doutorado de 2021 a 2025 foram produzidos, junto a SESA, 

materiais para auxiliar na promoção de educação em saúde como a atualização da Nota 

Orientativa nº 13/2024 - CVIA/DAV/SESA (PARANÁ, 2024) que trata sobre o 

encaminhamento de amostras para vigilância entomológica, a atualização das plaquinhas de 
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PITs e produção do livreto em quadrinhos para educação infantil, os materiais de educação em 

saúde estão em processo de licitação via processo administrativo da SESA (ANEXOS III a 

V).  

 

3.2 Análise taxonômica e parasitológica direta por microscopia óptica  

 

 No período de análise de 2021 a 2024 foram encaminhadas 201 amostras, destas  

foram identificados 16% (n= 32) exemplares que eram fitófagos, 13% (n= 26) predadores e 

71% (n= 143) triatomíneos (Fig. 2A). Em relação às espécies de triatomíneos identificados 

90% (n= 128) eram Panstrongylus megistus, 4% (n= 6) Panstrongylus tibiamaculata, 3% (n= 

5) Triatoma sordida e 3% (n= 4)  eram Panstrongylus geniculatus (Fig. 2B).  

Quando analisada a qualidade dessas amostras para análise parasitológica por 

microscopia, apenas 26% (n= 42) dos triatomíneos estavam vivos, já os outros 71% (n= 101) 

chegaram mortos (Fig. 2C). Das amostras vivas, 24 estavam positivas e 18 estavam negativas.   

As amostras que estavam mortas foram classificadas em boas ou ruins (boas quando o 

intestino ainda estava presente, estando “fresco/mole”). As amostras boas, porém já mortas, 

foi possível observar o parasito T. cruzi em 27% (n= 6) exemplares de 22 amostras. Por fim 

78% (n= 79) amostras estavam mortas e inviáveis para serem analisadas por microscopia 

óptica. 

 
Figura 2. Análise taxonômica e parasitológica 2021 a 2024 de triatomíneos coletados no Paraná. (A) insetos 
coletados: triatomíneos, fitófagos e predadores. (B) triatomíneos identificados a nível de espécie (C) qualidade 
das amostras encaminhadas para microscopia óptica.   
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3.3 Indução e purificação da Bst polimerase in house 

  

 Uma Bst polimerase in house foi induzida e expressa, em sistema heterólogo, sendo 

possível observar a purificação da enzima com tamanho esperado de 66 KDa em um gel 

corado por Coomassie blue, após a transferência por Western bloting (WB) em membrana de 

nitrocelulose corada por ponceau e com após revelação utilizando um anticorpo anti-histidina 

(Fig. 3). Testes para verificar a funcionalidade da enzima foram realizados em ensaios por 

LAMP. 

 
 
Figura 3. Análise da indução e purificação da Bst polimerase in house. (A) Gel 12% SDS-PAGE corado por 
Coomassie Blue; (B) ponceau e (C) transferidas e verificadas por Western Blotting (WB) com anti-histidina. (1) 
Extrato de Escherichia coli; (2) Extrato de Escherichia coli após a indução; (3) flow through; (4, 5 e 6) Bst in 
house ~ 66 KDa.  

3.4 Desenho dos primers 

Com o auxílio do uso dos softwares CLUSTAL, BLAST e a ferramenta NEB®LAMP 

Primer Desing Tool 1.0.2, foram desenhados 4 primers para uso na técnica de LAMP e 2 

primers para PCR.  

O gene selecionado para criar a sequência de primers tanto para técnica de LAMP 

quanto para PCR foi o gene codificante para a proteína ribossômica L3 (ID: C4B63_7241) de 

1.287 pb. O gene C4B63_7241 apresentou 16 segmentos de alinhamento com 85% 

(1121/1255) de identidade com T. rangeli e e-value = 0.0. Porém, a sequência de primers para 

LAMP foi pensada para apresentar divergência em relação ao T. rangeli, já a sequência de 

primers para PCR foi idealizada de forma que permitisse a amplificação tanto da espécie de T. 

cruzi como a de T. rangeli, com o objetivo de, em alguns momentos, ser comparado com a 

técnica de LAMP e confirmar que a ausência de amplificação em processos de LAMP não 

significavam a presença de T. rangeli. O Quadro 2 apresenta a sequência dos primers 

utilizados.  
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Quadro 2. Primers para realização dos métodos de amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) e reação 
em cadeia da polimerase (PCR).  
 

Proteína ribossomal L3 
Primers 
para LAMP Tamanho Tm 

GC 
(%) Sequência 

Tc_2_FIP 41 75 61 TCG***C***C******GTA**CG****CACA***A**T** 
Tc_2_BIP 37 73 59 A**A***TG**G**C*C*GTTC**TGGG*C*A***** 
Tc_2_F3 16 52 63 ****C***C***G**CA 
Tc_2_B3 16 54 69 G***G*T**C**G*G* 

Proteína ribossomal L3 
Primers 
para PCR Tamanho Tm 

GC 
(%) Sequência 

Tc_For 21 66 71 *C***C*C****A*C***** 
Tc_Rv 25 64 56 ***T***CTT***TTG***CG***G 

 
Obs: F3 e B3 primers externos forward e backward, FIP e BIP primers internos forward e backward, For primer 
forward e Rv primer reverse. *Algumas bases nitrogenadas foram ocultadas para aquisição de patente.  
 
3.5 Amplificação: sensibilidade e especificidade locais 

 

Primeiramente, a técnica de PCR foi empregada para avaliar a qualidade de 

amplificação do DNA por PCR. Para isso, isolados de T. cruzi de material genético extraído e 

purificado, foram testados com os primers desenhados para PCR que tinham como alvo o 

gene da proteína ribossômica L3 e também foram utilizados primers controle (primers 

validados por outro estudo) (Fig. 4). Dessa forma, foi possível observar que houve 

amplificação de DNA o que sugere que o material genético extraído possui uma boa 

qualidade e pode ser utilizado também na técnica de LAMP.  

  
 
Figura 4. Verificação do DNA extraído de Trypanosoma cruzi por PCR. 1. padrão de pares de base (pb) - 1 kb 
DNA (SM0313) 250 a 10.000 bp; 2 - 3.  branco utilizando primer para o alvo da proteína ribossômica L3 e outro 
primer padrão (controle); 4 - 5. amplificação por PCR para o gene ribossomal L3 e outro primer (controle 
positivo).  
 

Após avaliação por PCR, foi realizada a amplificação do DNA pela metodologia de 

LAMP utilizando os primers desenhados que tiveram como alvo o gene da proteína 

ribossômica L3 e os primers desenhados por Thekisoe et al., (2010) que possuem como alvo a 
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proteína 18S, como controle positivo (Fig. 5A). Assim, foram observados amplicons em 

ambas as condições, indicando que o primer desenhado é funcional. Ademais, para verificar a 

sensibilidade do teste, a LAMP foi realizada utilizando a polimerase produzida e diferentes 

concentrações de DNA (1 a 0,01 ng/μL) e número de parasitos (10.000 a 10 parasitos/reação) 

observando a formação de amplicons com até 0,5 ng/μL de DNA e até 10 parasitos/reação 

(Fig. 5B e C).  

 
 
Figura 5. Amplificação por amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP). (A) 1. branco utilizando primer 
Thekisoe et al. (2010); 2. amplificação por LAMP utilizando primers Thekisoe et al. (2010); 3. branco utilizando 
primers para proteína ribossômica L3; 4. amplificação com primer para proteína ribossômica L3. (B) 1. branco 
utilizando polimerase Bst in house e primers para proteína ribossômica L3; 2 - 6. amplificação de 1; 0,5; 0,1; 
0,05; 0,01 ng/μL de DNA de T. cruzi. (C) 1. branco com polimerase Bst in house e primer para proteína 
ribossômica L3; 1- 5. amplificação do DNA de Trypanosoma cruzi com 10.000; 1.000; 100 e 10 
parasitos/reação.  
 

Com a confirmação e a verificação da amplificação por LAMP com Bst in house e 

DNA de T. cruzi extraído, utilizando os primers que tiveram como alvo a proteína ribossomal 

L3, amostras de fezes de triatomíneos foram avaliadas. Assim, foi possível observar bandas 

apenas em fezes as quais foram diluídas, mesmo na  presença (contaminação artificial) de 1 

ng de DNA (Fig. 6A), tal fato sugere que componentes das fezes podem interferir na 

amplificação do material genético, precisando ser diluídos. Testes posteriores foram 

realizados com fezes de triatomíneos diluídos 25 vezes em tampão Tris e foi possível a 

detecção de amplificação (Fig. 6B). Controles negativos, de fezes sabidamente negativas, das 

espécies P. megistus e R. neglectus, foram incluídos no estudo para confirmação da 

especificidade da amplificação (Fig. 6C).  

 
 
Figura 6. Amplificação de fezes de triatomíneos por amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP). (A) 1. 
branco com polimerase Bst in house e primer para proteína ribossômica L3; 2. amplificação com 1 ng de DNA 
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extraído de Trypanosoma cruzi; 3. amplificação com 1 ng de DNA extraído de Trypanosoma cruzi e fezes de 
triatomíneo naturalmente infectado diluído (1:100); 4. amplificação com 1 ng de DNA extraído de Trypanosoma 
cruzi e fezes de triatomíneo naturalmente infectado diluído (1:10);  5. amplificação com 1 ng de DNA extraído 
de Trypanosoma cruzi e fezes de triatomíneo naturalmente infectado diluído (1 μL). (B) 1. branco com 
polimerase Bst in house e primer para proteína ribossômica L3; 2. amplificação com 1 ng de DNA extraído de 
Trypanosoma cruzi; 3. amplificação com 1 ng de DNA extraído de Trypanosoma cruzi e fezes de triatomíneo 
naturalmente infectado diluído (1:10; 1:25; 1:50; 1:100). (C) 1. branco com polimerase Bst in house e primers 
para proteína ribossômica L3; 2. fezes de Panstrongylus megistus naturalmente infectado; 3. fezes de 
Panstrongylus megistus não infectado; 4. fezes de Rhodnius neglectus não infectado.  
 

Por fim, a fim de detectar se os primers desenhados, que tinham como alvo o DNA da 

região ribossômica L3, anelavam com o DNA de outros parasitos, foi realizada uma LAMP 

utilizando DNA de L. amazonenses, L. infantum, L. guyanensis e T. rangeli. Os quais foram 

negativos por essa técnica (Fig. 7A), contudo por PCR a amplificação ocorreu com DNA de 

T. cruzi e T. rangeli (Fig. 7B). 

 
 
Figura 7. Reatividade cruzada. (A) 1. branco com polimerase Bst in house e primers para proteína ribossômica 
L3; 2. Trypanosoma cruzi  (10 ng/μL); 3.  Leishmania amazonensis (10 ng/μL); 4. Leishmania guyanensis  (10 
ng/μL); 5. Leishmania infantum  (10 ng/μL); 6. Trypanosoma rangeli  (10 ng/μL). (B) 1. padrão de pares de base 
(pb) - 1 kb DNA (SM0313) 250 a 10.000 bp; 2. branco; 3. Trypanosoma cruzi (50 ng/μL); 4 - 6.  Trypanosoma 
rangeli  (5 a 500 ng/μL); 7. Leishmania guyanensis  (50 ng/μL); 8. Leishmania infantum  (50 ng/μL).  
 

3.6 Limitações  

  

Após verificar a amplificação do DNA por LAMP em diferentes condições, foram 

realizados novos processos de amplificação em diferentes amostras de fezes de triatomíneos 

naturalmente infectados e sem a extração de DNA para confirmar a efetividade do método. 

Entretanto, a ferramenta se demonstrou instável tanto para os primers que tinham como alvo o 

gene da proteína ribossomal L3 (Fig. 8A) quanto para os primers utilizados como controle, 

gene alvo 18S, uma vez que não houve amplificação em condições que anteriormente foram 

positivas. Por PCR, a amplificação de fezes de barbeiro também não ocorreu (Fig. 8B).   

Foram testadas duas amostras de fezes de barbeiros previamente positivadas por 

microscopia óptica. No entanto, diante da ocorrência de resultados divergentes, a 

amplificação com outras amostras fecais, sob diferentes condições, foi suspensa 
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temporariamente, a fim de revisar e validar os procedimentos anteriores de padronização da 

técnica.  

Para verificar a positividade na amplificação com o DNA isolado de fezes 

naturalmente infectada por T. cruzi, foi realizada a extração do material genético. Dessa 

forma, pode-se observar que ocorreu  amplificação de DNA nas amostras que estavam 

diluídas 10, 25 e 50 vezes e com o processo de extração de DNA realizado por Kit. Isso 

sugere que alguns componentes presentes nas fezes podem ter interferido na amplificação, 

mesmo com a presença do DNA alvo (Fig. 8C).  

A fim de investigar se os primers desenhados influenciavam nas instabilidades 

observadas nas amplificações, duplas de primers de LAMP foram combinadas em 

amplificações por PCR. Assim, pode-se observar que as combinações F3 e B3, FIP e BIP, 

reverse e FIP, reverse e F3, F3 e BIP e forward e reverse foram funcionais (Fig. 8D), 

demonstrando que os primers são bons candidatos para processos de amplificações e que a 

não amplificação apresentada anteriormente na LAMP provavelmente não possui relação com 

os primers utilizados. 

 
 
Figura 8. Análise da LAMP e suas limitações. (A) 1. branco; 2. 10.000 parasitos de Trypanosoma cruzi; 3. 1.000 
parasitos de Trypanosoma cruzi; 4. 100 parasitos de Trypanosoma cruzi; 5 - 7 fezes de barbeiro naturalmente 
infectado (1:25); 8. fezes de barbeiro negativo (1:25), utilizando os primers para o gene ribossomal L3. (B) 
padrão de pares de base (pb) - 1 kb DNA (SM0313) 250 a 10.000 bp; 2. branco; 3. 10.000 parasitos de 
Trypanosoma cruzi; 4. 1.000 parasitos de Trypanosoma cruzi; 5 . 100 parasitos de Trypanosoma cruzi; 6.  fezes 
de barbeiro naturalmente infectado (1:25); 7. fezes de barbeiro negativo (1:25),  utilizando os primers para o 
gene ribossomal L3. (C) 1. padrão de pares de base (pb) - 1 kb DNA (SM0313) 250 a 10.000 bp; 2. branco; 3. 
controle positivo com DNA extraído de DM28; 4 - 7 fezes de de triatomíneo, após utilização de kit de extração 
de DNA (1:0; 1:10, 1:25 e 1:50); 8 - 10 fezes de triatomíneo naturalmente infectado (1:10; 1:25 e 1:50). (D) 1. 
padrão de pares de base (pb) - 1 kb DNA (SM0313) 250 a 10.000 bp; 2, 4, 6, 8, 10 -12. brancos; 3. amplificação 
com o par de primers F3 e B3; 5. FIP e BIP; 7. reverso e FIP; 9. reverso e F3; 11. F3 e BIP; 13.  forward e 
reverso. 
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 Novos processos de extração de DNA de fezes de triatomíneos, utilizando kit 

comercial, foram realizados e observamos que a amplificação ocorreu apenas por PCR após 

extração de DNA (Fig. 9C). Não ocorreu amplificação por LAMP mesmo realizando a 

extração de DNA (Fig. 9B), sendo que é observado DNA de forma íntegra após extração (Fig. 

9A).  

 
 
Figura 9. Extração e purificação de DNA para amplificação. (A) Produto de extração de DNA por Kit. 1. padrão 
de pares de base (pb) - 1 kb DNA (SM0313) 250 a 10.000 bp; 2 e 3. amostra positiva de fezes de barbeiro com 
Trypanosoma cruzi nº 28/2025; 4 e 5. amostra positiva de fezes de barbeiro com Trypanosoma cruzi nº35/2025; 
6 e 7. amostra positiva de fezes de barbeiro com Trypanosoma cruzi nº40/2025; 8 e 9. amostra positiva de fezes 
de barbeiro com Trypanosoma cruzi nº42/2025; 10 e 11. amostra positiva de fezes de barbeiro com Trypanosoma 
cruzi nº51/2025; (B) amplificação por LAMP 1. branco; 2, 3, 4, 5, e 6. amostras de fezes de barbeiros positivos 
para Trypanosoma cruzi nº 28, 35, 40, 42 e 51/2025; 7, 8, 9, 10 e 11 .amostras de fezes de barbeiros positivos 
para Trypanosoma cruzi após extração de DNA nº 28, 35, 40, 42 e 51/2025; (C) 1. padrão de pares de base (pb) - 
1 kb DNA (SM0313) 250 a 10.000 bp; 2. branco;  2, 3, 4, 5, e 6. amostras de fezes de barbeiros positivos para 
Trypanosoma cruzi nº 28, 35, 40, 42 e 51/2025; 7, 8, 9, 10 e 11. amostras de fezes de barbeiros positivos para 
Trypanosoma cruzi após extração de DNA nº 28, 35, 40, 42 e 51/2025. 
 

4 DISCUSSÃO  

 

 No estado do Paraná, as amostras de triatomíneos são conduzidas por uma vigilância 

passiva, onde os insetos encontrados pela população são encaminhadas para vigilância do 

município e estes para vigilância do estado do Paraná, para identificação e exame 

parasitológico. Devido à essa extensa locomoção, muitas amostras já chegam mortas e, 

consequentemente, inviáveis para diagnóstico oportuno por microscopia (PARANÁ, 2024; 

TROVO et al., 2024). Ademais, com a diversificação das condições de tempo e 

acondicionamento das amostras ocorre uma dificuldade nos processos de padronização de 

metodologias para diagnóstico. Tal fato é um problema, pois os resultados de infectividade 
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das amostras são de extrema importância, visto que o resultado do diagnóstico influencia nos 

fluxos de vigilância estabelecidos no programa da DC.  

Nesta rede (Fig. 10) estabelecida dentro do sistema de saúde, existem algumas 

fragilidades, como a demora no encaminhamento das amostras, a inviabilidade de algumas 

análises (relacionadas a qualidade amostral) e a diversidade estrutural e técnica entre os 

municípios. Mais da metade das amostras de triatomíneos encaminhadas no estado do Paraná 

(71%) chegam inviáveis para análise por microscopia, dificultando a confirmação de insetos 

infectados. Dessa forma, é necessário estabelecer melhorias na rede para descentralizar o 

atendimento e assegurar qualidade na resposta à população. 

 
 
Figura 10. Fluxo da vigilância entomológica da doença de Chagas no estado do Paraná. 1. Vigilância passiva por 
demanda da população; 2. Vigilância ambiental municipal e estadual regional; 3. Vigilância estadual central. A. 
Principais dificuldades encontradas: demora e padronização. B. Fluxos de vigilância que são iniciados por meio 
dos resultados: busca ativa, borrifação, sorologia de moradores e educação em saúde. 
 

A fim de melhorar o fluxo de trabalho na vigilância, principalmente no enfoque 

parasitológico, foi realizada uma busca por novos métodos de diagnóstico que poderiam ser 

implementados no sistema. Assim, foram desenhados primers e a técnica de LAMP foi 

escolhida, uma vez que existe uma importância significativa em garantir a realização da taxa 

de infecção em triatomíneos por T. cruzi pois é um forte indicador para avaliar a biologia das 

espécies, determinar a real situação da taxa de infecção, conhecer o potencial de transmissão 

vetorial por espécies e o risco de transmissão da DC em determinadas regiões (PARANÁ, 

2024; TROVO et al., 2024). 

O gene da proteína ribossomal L3 escolhido como alvo e a seleção de primers é o 

primeiro a ser sugerido para amplificação por LAMP com o DNA de T. cruzi, quadro 2, sendo 
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possível observar o seu funcionamento, figura 5A. Outros trabalhos utilizaram como alvos o 

gene de sequência repetitiva de DNA satélite, RNA ribossomal 18S, DNA 18S e o gene HSP 

70, bem como, o uso de diferentes primers (THEKISOE et al., 2010; BESUSCHIO et al., 

2020; ORDÓÑESZ et al., 2020; LORROCCA et al., 2024; GUARNIZO et al., 2025). 

Quando avaliado o limite de detecção do método (Fig. 5B e C) este foi de 0,5 ng/μL e 

10 parasitos/reação, uma sensibilidade menor que a apresentada em outros trabalhos. Rivero 

et al. (2017) mostraram um limite de detecção de 50 parasitos/mL em amostras de sangue de 

recém nascidos; Besuschio et al. (2017) e Besuschio et al. (2020) detectaram 1x 10-2 fg/μL em 

amostras de sangue humano; Thekisoe et al. (2007) detectou 1 fg de DNA de Trypanosoma; 

Ordóñez et al. (2020) obtiveram uma sensibilidade de 5 fg das cepas CL Brener e 50 fg de 

cepas DM28, demonstrando variações de detecção entre diferentes genótipos; 

Muñoz-Calderón et al. (2022) apresentaram amplificação com 0,5 parasitos equivalentes/mL 

em amostras de sangue de pacientes tratados com Benznidazol, em ambos os métodos de 

LAMP e qPCR; e Guarnizo et al. (2025) constataram 0,07 parasitos por reação, utilizando o 

gene alvo HSP70.  

No presente estudo, com a utilização dos primers desenhados, observou-se que é 

possível a amplificação em amostras de fezes sem necessidade de prévia extração (Fig. 6A e 

B) e a utilização de controles negativos (fezes de triatomíneo sem T. cruzi) que não 

apresentaram inespecificidade (Fig. 6C), assim como demonstrado por Lorocca et al. (2024). 

Existem dois trabalhos que relatam a utilização da técnica de LAMP para avaliar amostras 

ambientais de fezes de triatomíneos, Thekisoe et al. (2010) com detecção de 100 fg de 

parasitos e Lorocca et al. (2024) com apenas 1 epimastigota de dedicação e 1 fg de DNA. É 

importante pontuar que Thekisoe et al. (2010) utilizaram extração de DNA para amplificação 

e que a LAMP apresentou melhor desempenho do que a PCR. Por outro lado, Lorocca et al. 

(2024) trabalharam apenas com uma espécie de triatomíneo e não forneceram informações 

precisas sobre as condições das amostras analisadas, como estágio das amostras, tempo de 

vida, se estavam ou não ingurgitadas, sexo, etc. Estas situações podem interferir nos processos 

de diagnósticos reais encontrados em processo de coleta de campo. 

Apesar de ser possível observar no presente estudo a amplificação de nucleotídeos de 

T. cruzi presentes em fezes de barbeiros sem a extração de DNA, os ensaios não se mostraram 

reprodutivos. Algumas impurezas podem estar interferindo nesses resultados, sendo assim, 

devem ser realizados alguns procedimentos que melhorem a conservação e preservação das 

amostras. Tal fato possibilitaria o processo de amplificação sem necessidade de uma extração 

convencional, mas para isso, um número maior de amostras ainda precisaria ser avaliada para 

   



43 
 

determinação de quais são as reais limitações dos primers aqui apresentados. Outros grupos já 

registraram o uso da técnica de LAMP para detecção de outros parasitos como Giardia 

duodenalis e Schistosoma mansoni apresentando uma técnica reprodutível, rápida e 

específica. Porém, os dois trabalhos também utilizaram a extração e purificação de DNA 

(PLUTZER & KARANIS, 2009; FERNÁNDEZ-SOTO et al., 2014). 

Analisar amostras sem o processo de extração de DNA são interessantes para 

diagnósticos mais rápidos e para implementação de uma rede descentralizada, diminuindo, 

assim, os custos, a complexidade dos métodos diagnósticos e também a necessidade de 

profissionais capacitados. Desde 1993, Britto et al. (1993) já demonstravam a possibilidade 

de amplificação de DNA apenas com o processo de fervura para romper a rede de KDNA. 

Wehrendt et al. (2020), tentaram otimizar a técnica de LAMP através da utilização de um 

processo de extração de DNA mais barato, por PrintrLab, assim como testado com sucesso 

por Panozo et al. (2024). Já Longhi et al. (2023), avaliaram a detecção de DNA em sangue 

seco utilizando cartões FTA, e obtiveram por esse método uma detecção de 5 a 20 parasitos 

mL. Thekisoe et al. (2008) ao avaliarem a estabilidade da técnica de LAMP e diferentes 

preparações de DNA alvo, utilizando sangue fresco, observaram que o desempenho da técnica 

foi prejudicado sem a extração de DNA, relatando uma diminuição do rompimento das 

ligações da fita dupla de DNA. Os autores ainda discutem a necessidade de melhorias em 

procedimentos que aumentem a praticidade de extração e purificação, pensando em técnicas 

que se aplicam em campo. 

A forma de coleta, armazenamento e qualidade de DNA para ser processado são 

muitos relevantes para determinar se a ferramenta a ser utilizada é viável para aplicação real 

em atividades com amostras coletadas no campo. Abras et al. (2018) relataram a importância 

da extração de DNA como um exemplo de determinação na qualidade de análise de amostras 

para diagnóstico por biologia molecular.  

Ainda para tornar o diagnóstico menos oneroso e rápido, Hayashida et al. (2015) 

desenvolveram adaptações para técnica de LAMP pensando em aplicá-las em laboratórios que 

apresentam poucos recursos, como reagentes de LAMP secos e estabilizados em um único 

tubo com trealose como crioprotetor e lise do DNA com detergente.  

Thekisoe et al. (2008) ao avaliarem a estabilidade da técnica de LAMP e diferentes 

preparações de DNA alvo, utilizando sangue fresco, observaram que o desempenho da técnica 

foi prejudicado sem a extração de DNA, relatando uma diminuição do rompimento das 

ligações da fita dupla de DNA. Os autores ainda discutem a necessidade de melhorias em  
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procedimentos que aumentem a praticidade de extração e purificação, pensando em técnicas 

que se aplicam em campo. 

No presente trabalho, também foi possível observar interferência de componentes das 

fezes na amplificação do DNA por LAMP, uma vez que houve amplicons somente em 

amostras diluídas pelo menos 25 vezes. Isso pode ocorrer devido a diversos fatores como 

discutido por Nwe et al. (2024) que descreveram que apesar da LAMP ser mais resiste à 

contaminantes em relação a PCR, componentes presentes nas excretas, como ureia, IgG, sais 

biliares (Jevtusevskaja et al., 2017) e cloreto de cálcio podem inibir a amplificação. Isso é 

importante, pois as condições intestinais dos barbeiros são muito variadas. Logo  após a 

alimentação, o pH pode estar em torno de 8,3 e, após 96 h, em torno de 6,2. Diferenças de 

osmolaridade também já foram observadas, variando de 300 até 750 mosmol/kg H2O. Além 

disso, componentes como sulfato e fosfato estão em grande quantidade em insetos não 

alimentados, e, até 10 dias após alimentação, componentes como carbonato, cloreto, cálcio e 

sódio estão presentes (KOLLIEN et al., 2001). Isso pode explicar a grande variação na 

amplificação do DNA observada em amostras naturalmente infectadas. 

Quanto à especificidade dos primers escolhidos não ocorreu a amplificação frente a 

outros parasitos de interesse L. amazonensis, L. infantum, L. guyanensis e T. rangeli (Fig. 7A) 

na técnica de LAMP. Contudo, quando os primers foram utilizados para PCR nas mesmas 

amostras de interesse, houve amplificação de DNA (Fig. 7B). O T. rangeli, apesar de não 

patogênico ao ser humano, pode estar presente em barbeiros, apresentando uma distribuição 

geográfica semelhante a do T. cruzi, o que dificulta a identificação precisa, devido à 

similaridade morfológica no momento da análise (THEKISOE et al., 2010; HAIDAMAK et 

al., 2016; GUHL & VALLEJO 2003, NAVES et al., 2017). Os demais parasitos, apesar de 

não estarem presentes em barbeiros, apresentam homologia com o DNA de T. cruzi. Logo, é 

importante verificar a possibilidade de reação cruzada, a fim de avaliar a aplicabilidade destes 

primers em amostras de sangue de humanos (RIVERO et al., 2017). Entretanto outros 

parasitos e microrganismos de interesse devem ser incluídos em estudos futuros, visto que, a 

microbiota intestinal dos triatomíneos já foi descrita como sendo variável mesmo em 

indivíduos da mesma espécie e um aumento de bactérias intestinais pode interferir na 

quantidade de T. cruzi (SCHAUB, 2024).  

Ainda no contexto de reações cruzadas, Rivero et al. (2017)  apresentaram resultados 

consistentes em 100% das amostras testadas com sangue de recém nascidos, em ambas as 

técnicas de LAMP e PCR. No entanto, detectou também a presença de L. brasiliensis. 

Besuschio et al. (2017) apresentaram resultados coerentes quando comparadas às ferramentas 
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de LAMP e qPCR e não detectaram DNA de Leishmania sp., Trypanosoma brucei sp., T. 

rangeli e Plasmodium falciparum. Thekisoe et al. (2010) desenharam primers para detecção 

de T. rangeli em fezes de barbeiros. Já Flores-Chavez et al. (2021) utilizaram um kit de 

LAMP e avaliaram a reação cruzada do teste com amostras de pacientes com malária e 

leishmaniose, e não observaram positividade nestes casos. Ordóñez et al. (2020) avaliaram 

para diversos trematódeos (Schistosoma sp., Fasciola hepatica, dentre outros), cestóides 

(Taenia sp.), nematóides (Ascaris suum, dentre outros), e protozoários (Giardia intestinalis, 

Cryptosporidium parvum, Entamoeba histolytica, Plasmodium sp. e Leishmania sp.) não 

apresentando reação cruzada entre estes parasitos. 

Com o objetivo de compreender a não reprodutibilidade de amplificação das amostras 

testadas, foram realizadas diversas variações de condição, entre elas (dados não mostrados): 

(i) variação da enzima polimerase Bst, foram utilizadas a enzima in house e duas comerciais, 

(ii) diferentes lotes de primers, assim como a utilização de primers controle, (iii) variações de 

lotes de MgSO4, buffer e DNTPs, (iv) diferentes amostras de DNA, sendo elas isoladas em 

cultivo de fezes de barbeiros e cepa padrão, (v) diferentes amostras de fezes de barbeiro com 

datas diferentes, sob condições diferentes de coletas sendo positivas e negativas por 

microscopia, testados por diferentes métodos de extração de DNA (kit comercial e/ou fenol 

clorofórmio). Porém, mesmo realizando essas variações, houve instabilidade da metodologia 

de LAMP (Fig. 8). Para verificar a integridade do DNA utilizado, foi realizada uma PCR com 

DNA extraído de fezes. Dessa forma, foi possível observar a amplificação do material 

genético, demonstrando que o DNA está presente nas amostras testadas e que ajustes 

precisam ser realizados para viabilização da amplificação pelo método de LAMP (Fig. 9). 

Além disso, quando realizado a combinação dos primers desenhados para LAMP em uma 

PCR, observou-se que ocorre amplificação (Fig. 8D). Bem como, quando utilizados primers 

controle (região alvo 18S de Thekisoe et al., 2010) a amplificação também pareceu instável 

sob essas mesmas condições. Sendo assim, os primers desenhados neste trabalho  são 

funcionais e eficientes, mas ainda é necessário o ajuste das condições. 

Por fim, a análise molecular se destaca como uma ferramenta que pode  aprimorar o 

diagnóstico de parasitos em amostras de fezes de triatomíneos, além de ser descrita como um 

método mais sensível e específico. Ademais, tem potencial para diagnóstico em casos 

precoces de infecções congênitas, transfusionais e orais e também é útil para o monitoramento 

de tratamento e reativação em casos crônicos da DC. Apesar disso, o uso simultâneo de testes 

sorológicos e moleculares é recomendado para melhorar o prognóstico da doença 

(HAIDAMAK et al., 2016; SCHIJMAN, 2018, PASCUAL-VÁZQUEZ et al., 2023) .  
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Em 2022 a ANVISA aprovou o primeiro kit molecular para detecção laboratorial 

qualitativa de DNA total extraído de amostras de sangue para T. cruzi. O Kit NAT Chagas - 

IBMP [Instituto de Biologia Molecular do Paraná e IOC/Fiocruz (Instituto Oswaldo Cruz)], 

que é capaz de detectar um décimo do DNA do parasito em amostra, demonstrando que o 

teste possui alta sensibilidade, entretanto, o processo demanda aproximadamente de 4 a 5 

horas (MELO & FERRARI, 2023; MOREIRA et al., 2023). Essa ferramenta vem despertando 

o interesse por parte dos órgãos públicos os quais visam aplicar o diagnóstico molecular para 

a DC em todo o Brasil. 

A técnica de LAMP apresenta algumas vantagens, como obtenção de resultados em 

até 60 minutos, maior sensibilidade e menor custo, pois para reação não é necessário a 

variação de temperatura, o que elimina a necessidade de um termociclador e a quantidade de 

DNA produzido é superior, possibilitando a leitura de resultados visualmente sem a 

necessidade de um equipamento (NOTOMI et al., 2000; NOTOMI et al., 2015; 

HAYASHUDA et al., 2015; BESUSCHIO et al., 2017; BESUSCHIO et al., 2020; 

ORDÓNEZ et al., 2020). Flores-Chavez et al. (2021), compararam as técnicas de LAMP e 

PCR e observaram que Tcruzi LAMP apresentou um custo de € 7,5 em comparação a qPCR, 

que tem um custo médio de € 20 por reação. Guarnizo et al. (2025) relataram que a técnica de 

LAMP é doze vezes mais barata que qPCR. A fim de reduzir mais os custos  da LAMP, neste 

trabalho foi demonstrado a expressão de uma polimerase Bst in house, que se apresentou 

funcional em reações de amplificação de DNA com dois conjuntos de primers diferentes, um 

deles tendo como alvo o gene da proteína ribossomal L3 e o gene 18S, sugerido por Thekisoe 

et al., (2010). 

Atualmente existe um protótipo da técnica de LAMP em formato de Kit T.cruzi 

-LAMP disponível pela Eiken, Tóquio, Japão, que apresenta uma alta sensibilidade e 

especificidade, para detectar T. cruzi em amostras de sangue humano, onde os resultados 

podem ser visualizados, sem a necessidade de equipamentos (BESUSCHIO et al., 2017; 

BESUSCHIO et al., 2020). Porém, o teste ainda utiliza o método de extração de DNA. Na 

Espanha, são utilizados testes sorológicos e biologia molecular por PCR para diagnosticar 

transmissão congênita e, em 2021, foi realizado a validação de um kit de LAMP com a 

mesma finalidade de aplicação, o qual demonstrou um bom desempenho e é atualmente 

comercializado (FLORES-CHAVEZ et al., 2021). 
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5 CONCLUSÕES 

 

Uma polimerase Bst in house foi expressa, purificada e apresentou funcionalidade nas 

reações de amplificação. Os primers desenhados para amplificação do gene de interesse da 

proteína ribossômica L3, em ensaios de LAMP, são funcionais quando utilizados em amostras 

de DNA extraído com até 0,5 ng de DNA e 10 parasitos por reação e amostras de fezes 

naturalmente infectadas de triatomíneos na diluição de 1:25. Não ocorreu reação cruzada entre 

os diferentes parasitos testados (L. amazonensis, L. infantum, L. guyanensis e T. rangeli). 

Porém, é de extrema importância a inclusão de novos parasitos de interesse e o aumento do 

número de amostras, sob diversas condições de campo, coleta e armazenamento, pois existem 

variáveis que podem intervir nos resultados de análise DNA de T. cruzi, incluindo o processo 

de extração e purificação de DNA. 

 

6 CONSIDERAÇÕES 

 

Deve ser realizada a ampliação das variáveis e condições de análises para favorecer 

um método mais sensível e fidedigno de diagnóstico da infecção por tripanossomatídeos em 

amostras reais de campo, o que possibilitaria melhorar a informação de indicadores 

entomoepidemiológicos que poderão ser utilizados para tomada de decisões em fluxos de 

vigilância ambiental e epidemiológico.  
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CAPÍTULO 2. THE RISK OF VECTOR TRANSMISSION OF Trypanosoma cruzi 
REMAINS HIGH IN THE STATE OF PARANÁ 
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7 CONSIDERAÇÕES 
 

● O trabalho permitirá aprimoramentos nas políticas públicas; 

● Um olhar mais atento e direcionado para as áreas que apresentam alta adequabilidade 

devem ser explorados; 

● É fundamental melhorar e incentivar o esclarecimento da população para que um 

número maior de amostras cheguem de forma viável para análise parasitológica; 

● Um olhar mais atento em diferentes etapas do processo de vigilância que vão desde a 

coleta, identificação e análise da infectividade devem ser incluídos; 

● A utilização de cálculos para determinar a taxa do aparecimento de amostras, 

determinando a domiciliação ou reinfestação de triatomíneos por residência ainda é 

inviável no estado Paraná, visto que,  o controle das fichas de notificação ainda são 

manuais/físicos, permitindo muitos erros de processo, impedindo um controle mais 

preciso das buscas ativas por residência. O processo de notificação deve ser melhorado 

para melhorar a qualidade dos dados.   
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APÊNDICE I  
 

Alinhamento dos primers pelo software CLUSTAL 

 
Figura 1. Alinhamento dos primers, pelo software CLUSTAL, utilizados em reação em cadeia da polimerase 
(PCR) e amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP), tendo como alvo a proteína ribossomal L3, para 
avaliar a similaridade entre Tripanosoma cruzi e Tripanosoma rangeli.  
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ANEXO I  

 

Aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais/Secretaria estadual da Saúde/Centro de 
Produção e Pesquisa de Imunobiológicos - CEUA/SESA/CPPI 
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ANEXO II  

 

Autorização de coletas pelo Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade 

(SISBIO) 
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ANEXO I  

 

Placa para o Programa de Controle da Doença de Chagas - Postos de Informação de 
Triatomíneos (PIT) 
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ANEXO IV 

 

Livreto sobre Doença de Chagas para Educação infantil 
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ANEXO V 

 

NOTA ORIENTATIVA Nº 13/2024 - CVIA/DAV/SESA  
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