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RESUMO

A distribuicao dos vetores da doenca de Chagas e suas potenciais associagdes com humanos e
taxas de infectividade pelo Trypanosoma cruzi permitem identificar regides de maior risco da
doenca, além de favorecer tomadas de decisdes assertivas em saude publica. O trabalho teve
dois objetivos, um deles vinculado a estimar a infectividade de triatomineos por meio da
amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) e, em um segundo momento, avaliar a
distribuicao dos triatomineos encontrados no estado do Parana entre os anos de 2012 a 2021.
Realizando a padronizagdo da técnica de LAMP, com primers idealizados, alvos do gene da
proteina ribossomal L3, foi possivel amplificar amostras de fezes de triatomineos sem
processo de extragdo de DNA. Os primers foram especificos, ndo apresentaram reatividade
cruzada com outros parasitos. Ainda, foi possivel expressar e purificar uma Bst DNA
polimerase funcional, demonstrando que os custos em relagao a técnica por LAMP podem ser
reduzidos. A selecdo dos primers e a regido alvo de amplificagdo sdo inéditas considerando
estudos de amplificagdo por LAMP com o DNA de 7. cruzi. Porém, apesar de promissora, as
amplificacdes apresentaram limitagdes no processo de reproducdo, precisando ser ajustado o
processo de padronizagdo, da técnica de LAMP, as dificuldades de amplificacao podem estar
relacionadas, por exemplo, com a qualidade das amostras ambientais encaminhadas. Ja
aplicando a modelagem de nicho ecologico com os vetores encontrados no Parand, os
mesmos, apresentaram uma alta adequabilidade climatica e paisagistica, principalmente na
regido norte. A espécie Panstrongylus megistus mostrou-se domiciliada no estado do Parana.
Ainda, as amostras apresentaram uma alta taxa de infectividade, em torno de 22,7%, valor
este, que aumentou nos Ultimos anos. Esses achados permitiram avangar um pouco mais sobre
o conhecimento dos elementos relevantes no contexto da doenga de Chagas, como também,
reforgou a necessidade de realizagdo de mais estudos para a proposicao efetiva de métodos
mais sensiveis com baixo custo, que possam ser empregados rapidamente para confirmacao
da infectividade dos barbeiros encontrados nos ambientes peri e intradomiciliar.

Palavras-chaves: vigilancia entomoepidemioldgica; avaliacdo molecular; saude publica.



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 Parand 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 7. 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 Parana, 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 Parana. 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. INTRODUCAO GERAL

A doenca de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana ¢ considerada um agravo de
saude publica negligenciado de elevada prevaléncia, com expressiva morbidade (DIAS et al.,
2016) e mortalidade (MARTINS-MELO et al., 2016). Estima-se que 6 a 7 milhdes de
individuos no mundo apresentem a DC e que aproximadamente 70 milhdes de pessoas vivam
em areas de exposicdo com risco de adquirir a doenca (OMS, 2024).

A DC ¢ causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e ao subgénero Schizotrypanum. O parasito ¢
transmitido por insetos pertencentes a ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia
Triatominae (SCHOFIELD & GALVAO, 2009). Apds o repasto sanguineo, os barbeiros
infectados, ou ndo, defecam sobre o hospedeiro e o agente etioldgico se presente nas fezes e
urina, ¢ transmitido, sendo capaz de penetrar em contato com a pele ou mucosas lesionadas,
podendo levar as diferentes manifestagdes clinicas da doenca (JURBERG et al., 2014;
SCHUSTER & SCHAUB, 2000). Existem trés quadros clinicos da doenga: uma aguda que de
modo geral pode ser aparente ou ndo, passando para uma fase indeterminada e sem sintomas
(70% dos casos), e por fim pode progredir para uma fase cronica, sendo que, a fase cronica
pode ser classificada como cardiaca (20 a 30%) ou digestiva (10%) (BONNEY et al., 2019).

Algumas espécies de triatomineos sdo epidemiologicamente importantes devido as
suas caracteristicas comportamentais, com destaque para o Triatoma infestans que atualmente
¢ uma espécie considerada controlada no Brasil (SILVEIRA & DIAS, 2011). Porém, outras
espécies nativas também sdo consideradas importantes para vigilancia e controle da doenca,
como: Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata, Panstrongylus megistus, Triatoma
maculata e Triatoma sordida (BRASIL, 2024; GURGEL-GONCALVES et al., 2012).

Entre os métodos de controle da doenga de Chagas estdo o monitoramento e a redugao
populacional de triatomineos domiciliados, tanto os comprovadamente envolvidos na
transmissdo do 7. cruzi quanto aqueles suspeitos de desempenharem esse papel (BRASIL,
2024). Essa informacdo depende da identificagdo taxondmica correta e estudos sobre a
biologia, distribuicdo geografica e a capacidade e competéncia vetorial de cada espécie
(GURGEL-GONCALVES et al., 2012).

No Parand, a vigilancia entomologica de triatomineos ocorre por meio do
envolvimento e participacdo da populacdo, essa chamada de vigilancia passiva (SILVA et al.,
2014). As amostras sao encaminhadas para identificacdo e diagndstico por tripanossomatideos

utilizando microscopia Optica que, embora de baixo custo, sdo menos sensiveis que as
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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
parasitologico direto, apresenta dificuldades para diferenciagdo de 7. cruzi que ¢ um
protozoario morfologicamente semelhante ao Trypanosoma rangeli e, dessa forma, pode
haver erros na identificagdo, ocultando informagdes importantes que direcionam a real
situagdo epidemioldgica daquelas espécies de triatomineos em um determinado local
(THEKISOE et al., 2010; HAIDAMAK et al., 2016).

Tendo em vista o descrito acima e dada sua importancia, a tematica da DC foi
visitada sob dois aspectos na presente tese. No primeiro capitulo, foi realizada a avaliagdo
molecular de amostras coletadas em campo, para confirmar a presenca especifica de 7. cruzi,
e para isso, a técnica de LAMP foi padronizada com primers inéditos, sendo testada em
diferentes condi¢des. No segundo capitulo ¢ apresentado um artigo ja publicado na Revista
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, com dados de triatomineos coletados do ano de 2012 a
2021. O trabalho considerou sexo, estagio de vida, positividade e local onde as espécies foram
encontradas e de maneira complementar, avaliou a susceptibilidade de dispersao dos

triatomineos relacionados com camadas de clima e paisagem do estado.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia - cenario da doen¢a de Chagas no Brasil e no mundo

A doenca de Chagas (DC) ¢ uma doenca negligenciada, sendo estimado que
aproximadamente 6 a 7 milhdes de pessoas estejam infectadas e, como consequéncia, cerca de
12.000 pessoas venham a 6bito a cada ano (OMS, 2024). A DC esta presente em 21 paises
endémicos da América Latina e, nos ultimos anos, em paises nao-endémicos tem se
observado um aumento significativo de casos devido a falta de triagem epidemiologica de
imigrantes, tornando-se um problema a nivel 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 Australia e 3,5% dos 156.960 imigrantes que foram para o Canadéd estavam
infectados pelo 7. cruzi. Na Europa, em 2005, com excecao 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 maes imigrantes podem ter infectado seus filhos congenitamente
(SCHUNIS & YADON, 2010).

Em 2020, por meio da Portaria n° 1.061 de 18 de maio de 2020 a notificagdo da
doenca de Chagas cronica (DCC) confirmatoéria foi incluida na Lista Nacional de Doengas de
Notificagdo Compulsoéria e Imediata, pois, até entdo, apenas os casos agudos da doenga eram
notificaveis (BRASIL, 2020). Apesar do grande avango, ainda € necessario estabelecer um
processo de implantagdo das informagdes que estdo sendo gerados pelas unidades
notificadoras, permitindo a criagdo de um banco de dados mais robusto para a DCC.
Espera-se que, de forma mais palpavel, essa nova etapa auxilie em novas tomadas de decisdes
gestoras e politicas, assim como um olhar mais atento a esses pacientes que, até entdo,
pareciam ocultos dentro do Sistema Unico de Saude (SUS).

Stanaway & Roth (2015) relataram alguns desafios na obten¢do de dados
epidemiologicos confidveis da DCC como, extrema heterogeneidade espacial da doenca,
demora entre a infeccdo e a doenga sintomatica, dados de prevaléncia tendenciosos,
reconhecimento completo de mortes atribuiveis a DC, dados limitados sobre as sequelas e
auséncia de dados em paises nao-endémicos. Os autores apontam que, os dados atribuiveis a
DCC podem ser melhorados ao longo dos anos através da estruturacao das notificacoes

cronicas.

2.2 Principais caracteristicas da doenga - desafio da deteccao precoce

A doenca de Chagas (DC) apresenta primeiramente uma fase aguda que na maioria
das vezes ¢ assintomatica. Porém, pacientes que apresentarem alguma sintomatologia
associada nessa fase, podem passar despercebidos, pois apresentam manifestagdes clinicas
gerais, comuns em outras doencas como: febre, dor de cabega, fraqueza intensa e inchago no
rosto e nas pernas e inchaco no local da picada ou local que o parasito tenha feito a
penetragdo, como mucosas ¢ fissuras na pele.

Passada a fase aguda e sem o diagndstico e tratamento oportuno, a grande maioria
das pessoas permanecem em uma fase indeterminada, aproximadamente 70%. Entretanto,
pode ocorrer uma evolugdo da doenga para uma fase cronica, onde 20 a 30% podem
apresentar complicagdes cardiacas e aproximadamente 10% apresentar complicagdes no

sistema digestorio (BONNEY et al., 2019) (Fig. 1).
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Figura 1. Infec¢@o cronica da doenga de Chagas. Fonte: Adaptado de BONNEY et al. (2019).

Individuos crdnicos assintomaticos que porventura venham enfrentar uma condi¢ao
de imunossupressao, como infec¢do por virus da imunodeficiéncia humana (HIV), receptores
de orgdos transplantados, doengas autoimunes, ou em realizagcdo de tratamento oncologico,
podem apresentar reativacdo da doenca de Chagas evoluindo para casos graves devido a
sobrecarga carga parasitaria (BENCHETRIT et al., 2018).

Assim, ¢ fundamental o diagndstico oportuno da doenca na fase aguda, para
favorecer as chances de cura e na fase cronica assintomatica para evitar a progressao de casos
cronicos sintomaticos (ANDRADE et al., 2014).

Esse diagndstico impacta diretamente no tratamento, visto que ha atualmente
disponivel no Brasil duas drogas, sendo que, como primeira linha de escolha ¢ indicado o
benznidazol (BNZ) e alternativamente o nifurtimox (NTF), em casos de rejeicio ou
intolerancia ao BNZ. Como a medicagdao da doenga de Chagas ¢ um insumo unicamente
fornecido via SUS, e sabendo-se que as chances de cura sdo mais garantidas para a fase
aguda, torna-se essencial o diagnostico precoce deste agravo (DIAS et al., 2016; LASCANO
etal.,2020).

Existem diversos relatos de rea¢des adversas aos medicamentos descritos, inclusive
contra indicagdes a depender do nivel do progresso da doenga. Além disso, o fArmaco ndo ¢
indicado em casos de gravidez, uma vez que ndo existem estudos que evidenciam efeitos

potencialmente teratogénicos (FERREIRA et al., 2019).
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Apesar dos diversos estudos em relacdo as vacinas, atualmente ndo existe uma
alternativa para a doenca de Chagas. Pinazo et al, (2024) relatam a dificuldade no
desenvolvimentos desses insumos visto a complexidade do ciclo de vida, estratégias de
escape imunoldgico e diversidade genética do 7. cruzi. Ainda, relata-se a dificuldade de novos
candidatos terapéuticos e biomarcadores para determinar a cura da doenga (PINAZO, et al.
(2024).

Portanto os governos devem implementar politicas publicas que garantam uma
detec¢do precoce da doenca, modos de prevengdo congénita e tratamento oportuno de casos

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

2.3 Diagnostico indireto (sorologico) e direto (parasitoldégico) em humanos

A fase aguda da doenga apresenta alta carga parasitaria, devido a isso, a principal
forma de diagnéstico ¢ por meio do exame parasitoldgico, realizado com auxilio da
microscopia Optica de esfregagos de sangue. Outra op¢do sdo os exames soroldgicos para
diagnostico por IgM. Ja para fase cronica o diagndstico s6 € confirmatorio caso o paciente
apresente duas sorologias positivas com metodologias diferentes para anticorpos do tipo IgG
(DIAS et al., 2016).

Melhorias no processo de diagndstico visando a facilidade de aplicacdo por diversos
profissionais de saide podem interferir nos processo de triagem, oportunidade de diagnostico
e tratamento, demonstrando relevancia da possibilidade de inclusdo de testes rapidos
projetados para serem faceis de utilizar, ndo exigindo uma infraestrutura especializada e
menos procedimentos técnicos (SANTOS et al., 2024).

Pensando nisso, outras formas de diagndstico estdo sendo testadas, como, por
exemplo, os testes rapidos (TRs) de fluxo lateral para deteccdo de antigenos, 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 aprovacdo para aplicacdo no ambito do SUS (SILVA et al.,
2020; MARCHIOL et al., 2023; LOPEZ et al., 2024; SANTOS et al., 2024).

Uma ferramenta molecular que vem sendo amplamente utilizada ¢ a amplificagdo
isotérmica mediada por loop, do inglés loop mediated isothermal amplification (LAMP), uma
vez que ¢ uma técnica mais rapida, sensivel e mais barata, quando comparada a outras
tecnologias. Na LAMP ¢ utilizada uma Bst DNA polimerase que realiza a fungdo de

amplificacdo e deslocamento da fita de DNA, ndo necessitando de alteracdes na temperatura
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para os processos de desnaturagdo, amplificacdo e anelamento. Sendo assim, a reagdo ¢
realizada isotermicamente em torno de 60-65°C por aproximadamente 30-60 minutos. Um
conjunto de 4 primers reconhecem um total de seis sequéncias distintas no DNA alvo. Para
1sso, primeiramente um primer interno contendo sequéncias das fitas sense e antisense do
DNA alvo dao o inicio da amplificacdo. Ocorre entdo a sintese de DNA por meio do
deslocamento de fita subsequente, iniciada por um primer externo, liberando o DNA de fita
simples ja formado e que servird como molde para sintese de DNA por outros primers
internos e externos, o que produz uma estrutura de DNA haste-al¢a. No ciclo subsequente, um
primer interno hibridiza com a al¢a no produto e inicia a sintese de DNA por deslocamento,
produzindo o DNA hibridizado com a alca no produto e inicia a sintese de DNA por
deslocamento, produzindo o DNA haste-alga e um novo DNA haste-al¢ga com uma haste duas
vezes mais longa. Ocorrem sucessivos ciclos com a formagdo de 10° copias do alvo por hora.
Os produtos de amplificagdo podem ser vistos a olho ni1, por colorimetria ou outras técnicas
que vem simplificando o processo de diagnostico molecular (Fig. 2) (NOTOMI et al., 2000).
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Figura 2. Representagdo esquematica do mecanismo de amplificagdo isotérmica mediada por loop (LAMP).
Fonte: Adaptado de NOTOMI et al. (2000).
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Em relagdo aos ganhos, segundo Flores-Chaves et al. (2021) Tcruzi-LAMP custa em
torno de € 7,5, enquanto a qPCR comercial custa € 20,0 por reacdo. A LAMP ¢ vantajosa,
pois ndo precisa de variacdo de temperatura e ndo exige a presenga de termociclador, o que a
torna economicamente viavel e permite a obtencdo de resultados em até 60 minutos. Além
disso, a quantidade de DNA produzido ¢ superior, possibilitando a leitura de resultados
visualmente sem a necessidade de um equipamento (NOTOMI et al., 2000; BESUSCHIO et
al., 2020; ORDONEZ et al., 2020).

Estratégias utilizando o sistema CRISPR/Cas9 também estdo sendo estudadas como
potenciais ferramentas para o desenvolvimento de novos biomarcadores, alvos terapéuticos e
até potenciais vacinas para a doenca de Chagas (TRAJANO-SILVA et al., 2024; MEDEIROS
etal.,2017).

Atualmente a implementa¢dao de novos diagnosticos por meio de técnicas de biologia
molecular estdo sendo incentivadas pelo Ministério da Saude. O Kit Nat Chagas foi o
primeiro teste molecular aprovado pela ANVISA e que esta prevista a implantacao do uso no
SUS (MELO & FERRARI, 2023; MOREIRA et al., 2023). Além disso, recentemente, o TR
Chagas Bio-Manguinhos esta sendo implementado na Bahia, aplicado de forma amostral,
piloto, em uma determinada populacao (SANTOS et al., 2024). Tal fato, traz um novo
conceito e dados sobre a efetividade e a importancia da aplicagdo de testes rapidos e
moleculares para doenga de Chagas.

Como a doenca apresenta uma alta morbidade e altos custos financeiros devido ao
manejo clinico complexo, existe a importancia de um diagndstico precoce oportunizando as
chances de cura na fase aguda. Sabe-se que em torno de $600 milhdes por ano sido custeados
pelo governo por meio da assisténcia médica (MARTINS-MELLO et al., 2016; LEE ef al.,
2013). Pérez-Molina & Molina (2018) relatam a importancia de avancos nos diagnosticos
laboratoriais que permitam a identificacdo oportuna de 7. cruzi, para que o tratamento seja
iniciado o quanto antes, reduzindo assim as taxas de morbidade e mortalidade associadas a

doenca.
2.4 Transmissao vetorial - importancia do estudo dos triatomineos e do parasito
A transmissao do protozoario 7. cruzi pode ocorrer por diversos meios, sendo as mais

comuns pela via oral, congénita, por transfusdo de sangue, transplante de 6rgdos, vetorial

(COURA, 2015; ARAUIJO et al., 2017) e adicionalmente vem sendo discutida possivel



19

transmissdo via sexual (ARAUJO et al., 2017; RIOS et al., 2018; GOMES et al., 2019).
Segundo Bonney et al., (2019) a transmissao vetorial corresponde a aproximadamente 70%
das infecgdes, seguida da transmissdo congénita em torno de 26% e demais modos de

transmissao relacionados em 3% (Fig. 3).
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Figura 3. Modos de Transmissdo da doenga de Chagas. Fonte: Adaptado de BONNEY ef al. (2019).

Os triatomineos (Triatominae, Hemiptera, Reduviidae), conhecidos como barbeiros,
chupdo, chupanga, dentre outros nomes populares, sdo vetores do protozodrio 7. cruzi
(Protozoa, Sarcomastigophora, Kinetoplastida, Trypanosomatidae) que ¢ o causador da
doenga de Chagas (CHAGAS, 1909). Os vetores da doenga de Chagas estdo distribuidos em
cinco tribos e 19 géneros, abrangendo cerca de 158 espécies (PAIVA et al., 2025). No Brasil,
sdo conhecidas até o momento cerca de 64 espécies de triatomineos, destas, 52 apresentam
importancia epidemiolégica (GALVAO et al., 