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RESUMO

A doenca de Chagas é uma zoonose parasitaria negligenciada causada pelo protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi, que infecta uma larga variedade de mamiferos silvestres e
domésticos, tendo como vetores varias espécies de triatomineos. Estudos realizados no Brasil
tém apontado o cdo doméstico como animal sentinela na epidemiologia da doenca, sobretudo
em areas rurais. Ainda que o Estado do Maranh&o ndo seja considerado, atualmente, uma area
endémica para a doenca de Chagas, na capital Sdo Luis existe comprovadamente um ciclo
domiciliar associado ao rato doméstico e um ciclo silvestre mantido por didelfideos. No entanto,
ha poucos estudos direcionados a infeccdo por T. cruzi em cdes domiciliados em ambiente
urbano. Dessa forma, objetivou-se investigar a ocorréncia de T. cruzi em cées domiciliados da
area Itaqui Bacanga, Sao Luis, Maranhdo, por meio de técnicas parasitoldgicas, soroldgicas e
moleculares. Foram coletadas 330 amostras sanguineas de cdes e aplicados questionarios
estruturados aos responsaveis, para obtencdo de dados epidemioldgicos e fatores de risco. A
partir das amostras colhidas, foram realizadas reagdes de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
ensaio imunenzimatico (ELISA) para o diagndstico sorologico e reacdes em cadeia da
polimerase (PCR), para a detecgdo molecular. Foi aplicado teste exato de Fisher ara calculo
estatistico das variaveis estudadas. Dos 330 animais amostrados, 20 (6,0%) animais foram
reativos para ambos os testes sorologicos. Na PCR, foram detectadas 58 (17,5%) amostras
positivas, e destas, 4 (0,51%) tiveram similaridade com T. cruzi. Estes resultados demonstram
a presenca de cées infectados e expostos ao T. cruzi na area ltaqui Bacanga, podendo ser
considerados animais sentinelas para a doenca de Chagas, nesse momento. O papel
epidemiologico desses animais nessa regido ainda deve ser elucidado por meio de estudos
posteriores com o0s demais elementos da cadeia epidemiolégica da doenca.

Palavras-chaves: Doenca de Chagas. Hospedeiro doméstico. Sentinela. Sorologia. PCR.



ABSTRACT

Chagas disease is a neglected parasitic zoonosis caused by the flagellated protozoan
Trypanosoma cruzi, which infects a wide variety of wild and domestic mammals, having
various triatomine species as vectors. Studies conducted in Brazil have pointed the domestic
dog as sentinel animal in the epidemiology of the disease, especially in rural areas. Although
the state of Maranhéo is not currently considered an endemic area for Chagas disease, in the
capital Sdo Luis there is a proven home cycle associated with the domestic rat and a wild cycle
maintained by didelfidae. However, there are few studies directed to T. cruzi infection in dogs
domiciled in an urban environment. Thus, the objective was to investigate the occurrence of T.
cruzi in dogs domiciled in the Itaqui Bacanga area, S@o Luis, Maranhdo, through
parasitological, serological and molecular techniques. A total of 330 dog blood samples were
collected and structured questionnaires were administered to the guardians to obtain
epidemiological data and risk factors. From the collected samples, fresh blood smear slides,
indirect immunofluorescence (IFAT) reactions were made for serological diagnosis and
polymerase chain reactions (PCR) for molecular detection. The data from the questionnaires
were tabulated in a database. Of the 330 animals sampled, 141 (42.7%) animals were reactive
in the IFAT. In PCR, 55 (16.6%) positive samples were identified, and so far, no forms of T.
cruzi were found in blood smears. These results infer dogs' contact with tripanosome. However,
it is considered the possibility of co-infection and / or cross-reactions with other
trypanosomatids, especially Leishmania spp., because the study area is endemic for
leishmaniasis. However, the serological diagnosis is expected to be closed with the ELISA test
and the identification of T. cruzi by genetic sequencing to elucidate the presence of the parasite
in the region and in the sampled animals.

Key-words: Chagas disease. Domestic host. Sentinel. Serology. PCR.
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1 Introdugéo

As doencas tropicais negligenciadas sdo um grupo diversificado de doencas
transmissiveis que prevalecem em condicBes tropicais e subtropicais em 149 paises. Estas
enfermidades afetam mais de um bilhdo de pessoas e oneram em bilhdes de délares as
economias em desenvolvimento todos os anos. As populacdes que vivem em situacdo de
pobreza, sem saneamento adequado e em contato proximo com agentes infecciosos e animais
domésticos sdo as mais afetadas (WHO, 2019). Nesse contexto, encontra-se a tripanossomiase
americana, também conhecida como doenca de Chagas (DC), zoonose parasitaria causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi (REY, 2017).

T. cruzi parasita uma larga variedade de mamiferos silvestres e domesticos, incluindo o
homem, além de ser uma espécie genotipicamente heterogénea, dividida em linhagens que
ocorrem em diferentes biomas e hospedeiros (ZINGALES et al., 2012). Ha trés ciclos
epidemiologicos que garantem a circulacdo do parasita nos diferentes ecossistemas: (i) ciclo
silvestre, onde a transmiss@o ocorre entre triatomineos e mamiferos silvestres no seu habitat
natural; (ii) ciclo doméstico, em que 0s animais domésticos e 0 proprio homem constituem as
fontes de infeccdo, atuando como reservatorios (MACEDO et al., 2004); e (iii) ciclo
peridoméstico, que envolve mamiferos domésticos e triatomineos silvestres atraidos as
habitacdes pela luz e alimentos disponiveis (FERNANDES et al., 1994; SCHOFIELD et al.,
1999). No entanto, segundo Dias et. al. (2008), o ciclo doméstico apresenta-se como de maior
importancia epidemioldgica na transmissao do parasita por permitir a manutencao da infeccao
chagasica em humanos.

Ainda gue o estado do Maranhdo ndo seja considerado, atualmente, uma area endémica
para a DC, na capital Sdo Luis existe comprovadamente um ciclo domiciliar associado ao rato
doméstico e o triatomineo da espécie Triatoma rubrofasciata, e um ciclo silvestre mantido por
didelfideos (VALENTE, 2011). Em animais, ha poucos estudos que relatam a circulagdo ativa
do parasita no estado, como Costa et al. (2015), que encontraram T. cruzi e T. cruzi marinkellei

em mamiferos da ordem Didelphimorphia e Chiroptera. Em triatomineos, Costa et al. (2003) e
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Gurgel-Gongalves et al. (2012) mostraram que estes desempenham um papel importante na
manutencgdo da circulacdo enzodtica de T. cruzi e Trypanosoma rangeli no estado.

Os cdes domésticos destacam-se como hospedeiros importantes de T. cruzi e estdo
diretamente relacionados com a maioria dos casos de infeccdo humana (GURTLER;
CARDINAL 2015; MENDES et al., 2013; UMEZAWA et al., 2009). Além disso, tém sido
apontados como hospedeiros que fazem ligacdo entre os ciclos de transmissdo doméstico e
silvestre de T. cruzi e sdo Uteis como animais sentinelas em areas endémicas (ROQUE;
JANSEN, 2008; RAMIREZ et al., 2013; XAVIER et al., 2014). Dessa forma, o conhecimento
da ocorréncia de infeccdo por T. cruzi nesses animais pode auxiliar no direcionamento de a¢oes
de educacéo e vigilancia ainda antes do aparecimento de casos humanos (ROQUE; JANSEN,
2014).

Como supracitado, ha poucos estudos direcionados a investigagdo da ocorréncia de
infeccdo por T. cruzi, em cées de area urbana, a exemplo da area Itaqui Bacanga, situada na
cidade de S&o Luis, Maranhdo. Esta area apresenta condi¢fes que favorecem a manutencédo de
ciclos de transmisséo de T. cruzi como areas de mata, com palmeiras e agaizeiros, acumulo de
lixo e matéria organica, degradacdo ambiental, residéncias de baixo padrdo e de construcao
inacabada. Moradores da regido relatam a presenca de triatomineos, além da presenca de
animais sinantropicos.

Recentemente, um individuo morador de um bairro localizado nessa area, foi
diagnosticado por meio de teste parasitolégico com presenca do parasito, possivelmente
estando na fase crénica. Esse individuo reside em um local proximo a areas recém-desmatadas
e também proximo a areas com vegetacdo. Além disso, moradores da regido relatam ver os
insetos vetores da doenca no interior das habitacdes, além da presenca de animais domeésticos
e animais sinantrépicos, como 0s roedores, que sdo potenciais reservatérios do parasito. Estas
informacGes demonstram situacdo favoravel a manutencdo da transmisséo de T. cruzi, incitando
a necessidade de conhecimento de prevaléncia e incidéncia mais precisas e atuais da doenca.

Diante do exposto, considerando a importancia epidemiolégica do cdo em ambiente
doméstico, é necessario 0 monitoramento desses animais a fim de identificar precocemente o
surgimento da infeccdo pelo T. cruzi, ainda que seja nessa area nao endémica. Dessa forma, a
pesquisa que originou esta dissertacdo teve como objetivo geral investigar a infeccdo natural
por T. cruzi em cdes domiciliados da area Itaqui-Bacanga, Sdo Luis, Maranhdo, e como
objetivos especificos (i) pesquisar anticorpos anti-T. cruzi, por meio de testes soroldgicos; (ii)

verificar os fatores de risco relacionados a infecgdo por T. cruzi, em cées domiciliados da area
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Itaqui Bacanga; (iii) detectar material genético e identificar T. cruzi, por meio de ferramentas

moleculares.

2 Revisdo de Literatura

2.1 Género Trypanosoma

Os parasitas do género Trypanosoma sdo encontrados nos hospedeiros vertebrados sob
a forma tripomastigota e amastigota. Devido a sua grande variabilidade, tém sido agrupados
pelas caracteristicas de seus hospedeiros vertebrados: tripanossomas de peixes, anfibios,
répteis, aves e mamiferos. Em relacdo aos tripanossomos de mamiferos, diferentes subgéneros
foram criados e incluidos em duas se¢Oes: Salivaria e Stercoraria (HOARE, 1972; MOLINARO
et al., 2012). Hoare (1972), classificou os tripanosomas de acordo com critérios que envolvem
a combinacdo de fatores como: niamero de hospedeiros vertebrados e invertebrados envolvidos
no ciclo, origem geografica, aspectos morfoldgicos, ciclo biolégico, patogenia, caracteristicas
bioguimicas e fisiologicas.

Os tripanossomas agrupados na Secdo Salivaria sdo de origem africana, possuem a
caracteristica de se desenvolverem na porcdo anterior do hospedeiro invertebrado e séo
transmitidos por inoculacdo, através da picada de moscas do género Glossina (transmissdo
inoculativa). Nesta Secdo estdo incluidos quatro subgéneros: Dutonella, Nannomonas,
Trypanozoon e Pycnomonas (HOARE, 1972; MOLINARO et al., 2012). Somente no género
Trypanozoon sdo encontradas espécies que completam seu desenvolvimento nas glandulas
salivares. Todas as demais espécies da secdo se desenvolvem exclusivamente ou na probdscide,
como é o caso de Trypanosoma vivax, ou na probdscide e intestino da mosca (Trypanosoma
congolense). Porém, ha duas espécies que sdo transmitidas apenas de forma mecanica:
Trypanosoma evansi e Trypanosoma equiperdum (HAMILTON et al., 2007; HOARE, 1972;
SIMPSON et al., 2006; STEVENS et al., 2001).

Na Secdo Stercoraria estdo reunidos os tripanossomas que se desenvolvem na por¢ao
posterior do tubo digestivo do hospedeiro invertebrado, onde as formas infectantes que sao
eliminadas pelas fezes, penetram em solucdo de continuidade e mucosas do hospedeiro
vertebrado, infectando-o (transmissdo contaminativa). Nessa se¢do, foram incluidos trés
subgéneros: Megatrypanum, Herpetosoma e Schizotrypanum. A maioria das espécies destes
subgéneros ndo infecta 0 homem, e ndo sdo patogénicas para seus hospedeiros vertebrados

(HOARE, 1972), exceto T. cruzi (Schizotrypanum) e raros casos de infeccdo humana por



18

Trypanosoma lewisi (Herpetosoma) (SARAPHATAN et al., 2007; VERMA et al., 2011;
BHARODIYA et al., 2018).

2.2 Trypanosoma cruzi

Protozoéario hemoflagelado, digenético e pertencente a Ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae, Género Trypanosoma, Secdo Stercoraria, Subgénero Schizotrypanum
(HOARE, 1972; VOTYPKA et al., 2015), T. cruzi (CHAGAS, 1909) é o agente etiologico da
doenca de Chagas. Esta espécie esta amplamente distribuida na natureza, porém, sé é
encontrada no continente americano, ocorrendo desde o sul dos Estados Unidos a até o sul da
Argentina e Chile (LLEWELLYN, et al., 2009).

T. cruzi parasita cerca de 150 espécies de mamiferos e é capaz de colonizar quase todos
os tecidos de seus hospedeiros (JANSEN et al.,, 2010). Aléem de sua multiplicidade de
hospedeiros, € uma espécie genotipicamente heterogénea, com diferentes linhagens genéticas,
tendo sua classificacdo recorrentemente modificada. Atualmente, estd dividida em sete
unidades discretas de tipagem (DTUs), de Tcl a TcVI, e TcBat (ZINGALES et al., 2012; LIMA
et al., 2014; MARCILI et al., 2009). Estas subpopulacdes estdo relacionadas aos niveis de
parasitemia, tropismo celular, patogenicidade, interacdo com células e resposta imune do
hospedeiro (ZINGALES et al., 2009; ZINGALES et al., 2012; LIMA et al., 2015).

Todas as DTUs sé@o capazes de manifestar clinicamente a DC, porém as unidades Tcll
e TcV sdo aparentemente consideradas as mais patogénicas, promovendo sintomatologia
cardiaca e digestiva (ZINGALES et al., 2011). O gendtipo Tcl é comumente representado pela
cepa G, possuindo alta infectividade em analises in vitro, ndo induzindo infec¢do patente em
experimentacdo in vivo. Os gendtipos Tcll e TcVI, exemplificados respectivamente pelas cepas
Y e CL Brener, possuem maior infectividade in vivo (ZINGALES et al., 2012; MAGALHAES
et al., 2015).

De acordo com as observacdes de Carlos Chagas, em seus primeiros estudos com o
parasita, fixado e corado pelo corante de Giemsa, T. cruzi possui as seguintes estruturas na sua
morfologia geral: nacleo, cinetoplasto (localizado préximo ao flagelo) e um flagelo livre. O
protozoario possui trés formas evolutivas (HOARE; WALLACE, 1966; BRENER, 1973;
BOURGUIGNON et al., 2006), identificadas morfologicamente por microscopia Optica, pela
posicdo do cinetoplasto em relacdo ao ndcleo da célula e pelo surgimento de flagelo:
amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas (BRENER, 1997; HOARE, 1972), estas ultimas

com duas nomenclaturas, tripomastigotas sanguineas e tripomastigotas metaciclicas.
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As formas amastigotas tém formato arredondado ou ovoide, ndo apresentam flagelo
livre e ndo possuem membrana ondulante. As epimastigotas tém formato fusiforme, com flagelo
livre, cinetoplasto anterior ao nucleo e membrana ondulante pouco desenvolvida (MOLINARO
et al., 2015; MARTINS et al., 2012). As formas tripomastigotas metacilicas apresentam um
nlcleo grande e central e um cinetoplasto posicionado na regido posterior terminal. O flagelo é
mais curto, emergindo do corpusculo basal proximo ao cinetoplasto, e a membrana ondulante
é geralmente estreita. Nas tripomastigotas sanguineas, o flagelo é longo (representando em
média um terco do comprimento do protozoério), emerge do corpusculo basal proximo ao
cinetoplasto e a membrana ondulante € estreita (REY, 2008; SIQUEIRA-BATISTA, 2007,
ALVARENGA; BRONFEN, 1997).

O cinetoplasto é uma estrutura exclusiva dos protozoarios da ordem Kinetoplastida e
contém altas concentracdes do DNA cinetoplastico ou kKDNA. Diferente das outras ordens de
eucariotos, que apresentam cerca de 1% do DNA celular nas mitocondrias, T. cruzi pode
concentrar entre 16 a 30% do material genético total no cinetoplasto (DIAS; MACEDO, 2005).
Nos tripanosomatideos, esse KDNA é composto de aproximadamente 50 cdpias de maxicirculos
e de 5.000 a 20.000 minicirculos por rede, e estes representam 95% das moléculas que
compdem o DNA cinetoplastico, equivalente a 10.000 a 30.000 unidades, de acordo com as
espécies e linhagens de tripanossomatideos (JUNQUEIRA; DEGRAVE; BRANDAO, 2005;
MARTINS et al., 2012).

2.2.1 Ciclo evolutivo

A transmissdo de T. cruzi estabeleceu-se primariamente em ambiente silvestre,
infectando naturalmente os hospedeiros mamiferos, sobretudo marsupiais, roedores e primatas,
e tendo como vetores o0s triatomineos silvestres. Porém, este ciclo foi se remodelando a partir
da ocupacdo de areas florestais pelo ser humano e animais domésticos, bem como da
domiciliacdo dos insetos hematdfagos, modificando a cadeia epidemiolégica do T. cruzi
(ZINGALES, 2011; TARTAROTTI et. al., 2004).

O ciclo evolutivo de T. cruzi é heteroxeno, que envolve hospedeiros vertebrados,
incluindo mais de 180 espécies de mamiferos, e invertebrados, os triatomineos. O parasita
possui quatro estagios de desenvolvimento, sendo dois replicativos: epimastigota e amastigota
no inseto e vertebrado, respectivamente; e dois infectivos ndo replicativos: tripomastigota
metaciclica e tripomastigota sanguinea no inseto e vertebrado, respectivamente (DVORAK;
HYDE, 1973; HYDE; DVORAK, 1973).
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Os triatomineos ndo infectados realizam o repasto sanguineo sob os hospedeiros
mamiferos infectados com as formas tripomastigotas sanguineas do parasita. No trato digestivo
dos triatomineos, ocorre a diferenciacdo das tripomastigotas em epimastigotas e,
posteriormente, em tripomastigotas metaciclicas na porcao final do intestino, sendo eliminadas
nas fezes e urina do inseto (ROQUE; JANSEN, 2014). Todo o processo desde a ingestdo das
tripomastigotas sanguineas pelos triatomineos até a liberacdo das tripomastigotas metaciclicas
nas fezes pode levar de 20 a 45 dias. No entanto, considera-se que ha vérias cepas que podem
apresentar diferencas nos padroes de crescimento e diferenciacdo celular, dependendo da
espécie de triatomineo envolvida na infeccdo (MOLINARO et al., 2012).

Nos hospedeiros vertebrados, as tripomastigotas metaciclicas sdo depositadas na pele
dos hospedeiros mamiferos, durante a defecacdo do inseto ao realizar repasto sanguineo. Por
meio da solucdo de continuidade originada da picada, essas formas atravessam as barreiras do
sistema imune inato, penetram principalmente nas células do sistema mononuclear fagocitario,
nas quais diferenciam-se em amastigotas, que por sua vez, diferenciam-se em formas
tripomastigotas. Estas ultimas rompem as celulas hospedeiras e alcangam a corrente sanguinea,
condicdo em que sdo chamadas de tripomastigotas sanguineas, com a possibilidade de penetrar
em novas células ou serem ingeridas pelos triatomineos ao realizarem um novo repasto
(MARTINS et al., 2012; TYLER; ENGMAN, 2001).

2.2.2 Hospedeiros vertebrados

Os hospedeiros vertebrados de T. cruzi sdo mamiferos de diversas ordens:
Didelphimorphia, Xenarthra, Chiroptera, Rodentia, Lagomorpha, Artiodactyla, Carnivora e
Primates (REY, 2008). Estes hospedeiros apresentam diferencas na sua importancia como fonte
de infeccdo para o triatomineo vetor e uma mesma espécie de mamifero pode desempenhar
distintos papéis na manutencdo do parasita em diferentes localidades (ROQUE; JANSEN,
2014).

Em ambiente silvestre, foram descritas espécies entre marsupiais, xenartros, morcegos,
carnivoros, lagomorfos, roedores e primatas ndo humanos. No Brasil, atencdo especial é
conferida aos quirépteros e 0s marsupiais, pois sdo 0s mamiferos que tém apresentado a maior
diversidade de gendtipos e taxas de infec¢do de T. cruzi, além de outras espécies do género
Trypanosoma spp. (JANSEN et al., 2018).

Os morcegos sdo comumente encontrados infectados por T. cruzi, dentre outros
tripanosomatideos (PINTO et al., 1986; LISBOA et al., 2008; ARGIBAY et al., 2016; HODO
et al., 2016; COSTA et al. 2018, DARIO et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2018), ainda que
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tenha sido demonstrado que esses animais sdo considerados resistentes aos diferentes gendtipos
de T. cruzi (JANSEN et al., 2018). Estes mamiferos voadores sdo considerados importantes
reservatorios do parasita, dadas abundancia e alta dispersdo em determinadas areas, e facil
adaptacdo ao domicilio humano (ROQUE; JANSEN, 2014). As espécies dos géneros Artibeus,
Carollia e Phillostomus (Phyllostomidae) tém as maiores taxas de infeccdo com espécies de
Trypanosoma, incluindo T. cruzi (JANSEN et al., 2018). Apesar de ter sido demonstrada
recentemente a presenca do parasita na glandula salivar de uma espécie de morcego
hematdfago, no Peru, ndo ha evidéncias que possam ser transmissores diretos de T. cruzi a
outros hospedeiros vertebrados (VILLENA et. al, 2018).

Os marsupiais do género Didelphis, em destaque as espécies D. marsupialis (gamba-
comum) e D. albiventris (gamba-de-orelha-branca), representam os mamiferos silvestres com
a maior frequéncia de infeccdo natural por T. cruzi, em diferentes biomas que se encontram
(JANSEN et al., 2018). Particularmente, esses animais mantém dois ciclos de multiplicacéo do
T. cruzi: o parasita se multiplica tanto na forma epimastigota na luz das glandulas perianais,
como na forma amastigota intracelular em diversos tecidos. Dessa forma, os didelfideos podem
atuar como reservatorio e vetor do T. cruzi ao mesmo tempo (DEANE et al. 1964; ROQUE;
JANSEN, 2014).

Dentre os mamiferos, os roedores sdo 0s principais alvos de predacédo, o que possibilita
a transmissdo oral do parasita. Sua importancia epidemiologica fica evidente se considerarmos
gque muitas espécies, embora silvestres, frequentemente se aproximam e podem colonizar o
ambiente peridomiciliar. A maioria dos relatos de infeccdo por T. cruzi em roedores ocorrem
em Rattus rattus (rato domestico), espécie sinantropica abundante na maioria das cidades
brasileiras (ROQUE; JANSEN, 2014). Roedores cavimorfos, Thrichomys sp., ja foram
encontrados infectados, todos com sorologia positiva, em uma area de surto de doenca de
Chagas Aguda por via oral no Ceard (ROQUE; JANSEN, 2008; COSTA et al., 2018). Entre 0s
animais domesticos, destacam-se 0s cdes e 0s gatos, além de porcos, caprinos e equinos que
também podem ser infectados pelo T. cruzi (DEANE, 1964; NOIREAU et al., 2009; JIMENEZ-
COELLO et al., 2012; ENRIQUEZ et al., 2014; COMEAUX et al., 2016; VIETTRI et al.,
2018).

2.2.3 Hospedeiros invertebrados
Os hospedeiros invertebrados de T. cruzi sdo os insetos hematéfagos da subfamilia
Triatominae (Hemiptera : Reduviidae), chamados de triatomineos. A subfamilia Triatominae

divide-se em cinco tribos, incluindo 18 géneros e 148 espécies. A maioria destas ocorre apenas
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na regido neotropical e algumas poucas podem ser encontradas nos Estados Unidos, centro-sul
da Africa, sudeste da Asia e norte da Australia (JUBERG et al., 2014).

Panstrongylus sp., Triatoma sp., e Rhodnius s&o 0s géneros de triatomineos que mais se
destacam como vetores de T. cruzi no Brasil (BRASIL, 2017a; GALVAO, 2014). Dentre as 68
espécies de ocorréncia no territdrio brasileiro, 13 sdo de importancia epidemioldgica: P.
geniculatus, P. lutzi, P. megistus, R. nasutus, R. neglectus, R. robustus, T. maculata, T.
pseudomaculata, T. infestans, T. rubrovaria, T. brasiliensis, T. sordida e T. vitticeps (BRASIL,
2019). Na Regido Nordeste, trés espécies sdo as mais importantes para a saude publica:
Panstrongylus megistus (GALVAO, 2009. 2014; GURGEL-GONCALVES et al., 2012; LIMA
et al., 2012; FIDALDO et al., 2018), Triatoma brasiliensis e Triatoma pseudomaculata
(BRASIL, 2017a; COSTA et al., 2018; FIDALGO et al., 2018; DAFLON-TEIXEIRA et al.,
2019).

2.3 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas estabeleceu-se como uma zoonose ha cerca de 200 a 300 anos,
como resultado do desmatamento provocado pela expansao da agricultura e agropecuéria, que
promoveu a adaptacdo de insetos silvestres ao ambiente doméstico, na procura de nova fonte
alimentar (ZINGALES et al., 2012). S&o estimados 6 a 7 milhdes de pessoas infectadas, sendo
a maioria na América Latina e, no mundo, sdo 100 milhdes de pessoas vivendo em areas
endémicas (WHO, 2018; MASSAD, 2008). A doenca continua a ser um dos maiores problemas
de satde publica, causando incapacidade em individuos infectados e mais de 10.000 Obitos por
ano (WHO, 2018).

A distribuicdo espacial da doenca é limitada primariamente ao continente americano em
virtude da distribuicdo de mais de 140 espécies do inseto vetor, dai ser também denominada
“tripanossomiase americana”. Entretanto, sdo registrados casos em paises nao endémicos por
outros mecanismos de transmisséo, devido a transmissdo ndo vetorial incluindo transfuséo
sanguinea, transplante de 6rgdos e infeccdo congénita (SCHMUNIS, 2007 GASCON; BERN;
PINAZOA, 2010; KLEIN; HURWITZ; DURVASULA, 2012).

A transmissdo da DC pode ocorrer de diferentes formas (COURA, 2015; BRASIL,
2017b; PINHEIRO et al., 2017): (i) contato com fezes/e ou urina de triatomineos infectados;
(i) ingestdo de alimentos contaminados com parasitas provenientes de triatomineos infectados;
(iii) via materno-fetal; (iv) transfusdo de sangue ou transplante de 6rgdos; (v) acidentes
laboratoriais, pelo contato da pele ferida ou de mucosas com material contaminado; (vi)

transmissdo sexual. Considerando o potencial das mucosas para a transmisséo, inclui-se
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também a via sexual como teoricamente possivel, tendo sido demostrada a transmissdo em
modelos animais e possibilidade de transmissdo em populagdo humana (ARAUJO et al., 2017;
RIOS et al., 2018).

No Brasil, atualmente predominam os casos cronicos decorrentes de infecgfes por via
vetorial ocorridas nas décadas que antecederam o controle do Triatoma infestans (cerca de 2
milhGes de casos). Entretanto, nos ultimos anos, a ocorréncia de casos e surtos de doenga de
Chagas aguda (DCA) vem sendo observada em diversos estados brasileiros, especialmente na
regido Amazonica, geralmente estdo associados a transmissao oral pela ingestdo de alimentos
contaminados com fezes de triatomineos (FUJITA; NASCIMENTO; ANDRADE-JUNIOR,
2019; FIGUEIRA et al., 2019).

2.3.1 Doenga de Chagas no Maranhdo

Até a década de 70, ndo havia sido notificado nenhum caso da doenga de Chagas no
estado do Maranhdo, entretanto, a partir de um inquérito soroldgico nacional, aplicado entre
1975 e 1980, como parte do Programa de Controle da Doenca de Chagas (PCDCH), do
Ministério da Saude, foi constatada uma prevaléncia de infeccdo de 0,1% (CAMARGO et
al.,1984). Os primeiros casos autoctones foram descritos, em 1975, detectados em trés
individuos provenientes da Ilha de S&o Luis e um da Baixada Maranhense (SILVA et al.,1985).

A transmissdo do parasito no estado é predominantemente vetorial, no ambiente
silvestre e peridomiciliar (CUTRIM et al., 2010). Dados de comparacdo de notificacdo da
doenca no Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN) e na Fundacao Nacional
de Saude (FUNASA), entre os anos de 2007 e 2011, constataram problemas em relacdo a
vigilancia epidemiolégica da doenca (RODRIGUES et al., 2013). Informacdes contidas no
SINAN, em relacdo a DCA, demonstram que do ano de 2007 ao ano de 2018, sessenta e um
casos foram notificados e confirmados nos seguintes municipios: Barra do Corda (3), Bequimao
(1), Caxias (2), Coelho Neto (1), Icatu (1), Imperatriz (1), Pedro do Rosario (20), Pinheiro (4),
Porto Franco (1), Rosario (1), Sdo Luis (2), Santa Rita (1), Sdo Roberto (5), Séo Vicente Ferrer
(1), Turiagu (4), Turilandia (11), Tutdia (1) e Zé Doca (1) (BRASIL, 2019).

2.4 T. cruzi em cdes: prevaléncias de infeccdo, doenca e diagnostico
Os cdes e gatos sdo 0s animais domeésticos que representam alguns dos primeiros
hospedeiros de T. cruzi estudados por Carlos Chagas. Estudos demonstram a possibilidade

desses animais atuarem como importantes reservatérios do parasita, mas, assim como acontece
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com as demais ordens de mamiferos, sua importancia no ciclo de transmissao varia de uma
regido para outra (ROQUE; JANSEN, 2014). Os cdes domesticos tém sido comumente
apontados com fonte alimentar para vetores de triatomineos. Na regido do Chaco Argentino,
caes e gatos sdao importantes na epidemiologia de T. cruzi e sdo altamente infectantes para os
vetores (GULTLER et al., 2015).

De maneira geral, a infeccdo por T. cruzi em cées esta distribuida no continente
americano, tendo sido relatada com mais frequéncia em paises da América Central e na América
do Sul (ENRIQUEZ et al. 2013, 2019; CHIKWETO et al., 2014; SALDANA et al., 2015;
ZAMORA-LEDESMA et al., 2016; ORTIZ et al., 2016; CURTIS-ROBLES et al., 2017, 2018;
GALAVIZ-SILVA et al., 2017; ARCE-FONSECA et al., 2017; MEJIA et al., 2018; TAHIR et
al., 2018; PORFIRIO et al., 2018; ELMAYAN et al., 2019; BONILLA et al., 2019). Em relacéo
as DTUs, todas ja foram identificadas em cdes (ROELLIG et al., 2008; CARDINAL, et al.,
2008; RAMIREZ et al., 2013). No Brasil, ha ocorréncias de infecgdo canina por T. cruzi em
todas as regides geograficas, em pelo menos um estado, em ambiente rural, urbano, domiciliar
e peridomiciliar (XAVIER et al., 2012; LECA-JUNIOR et al., 2013; MENDES et al., 2013;
MORAIS et al., 2013; FERNANDES et al., 2016; PEREZ et al., 2016; BRASIL et al., 2018;
SOUZA et al., 2018).

A espécie canina é a Unica capaz de desenvolver alteracGes patologicas cronicas
semelhantes aquelas detectadas em humanos, 0 que permite que sobrevivam varios anos
albergando o protozoario (BARR et al., 1995; GURTLER et al., 2007; SANTANA et al., 2012).
Normalmente os cdes se infectam por via oral devido ao habito de lamber a leséo, ou pela
ingestédo dos insetos vetores (GURTLER et al., 2009).

Nesses animais, a doenca se manifesta primariamente com uma cardiomiopatia que se
desenvolve em decorréncia do dano causado pelo parasita as células do miocardio ou reagdes
imunomediadas. A fase aguda caracteriza-se por miocardite ou encefalite em cdes jovens, e a
fase crbnica, por cardiomiopatia dilatada em cées senis (TILLEY; SMITH, 2003; NELSON;
COUTO, 2006). As manifestacdes clinicas mais graves, em fase aguda, podem estar associadas
a via de infeccdo, considerando a carga parasitaria presente, como € o caso da via oral,
semelhante ao que ocorre em humanos (QUIJANO-HERNANDEZ et al., 2012; ARAUJO, et
al., 2013). Na fase crbnica, o animal apresenta fraqueza, intolerancia a exercicios, sincope e
morte stbita (TILLEY; SMITH, 2003; NELSON; COUTO, 2006).

O diagnostico baseia-se no exame clinico e laboratorial, com a pesquisa do parasita no
sangue, além de diagnostico soroldgico e molecular. Tanto na fase aguda quanto na crénica,

deve-se realizar investigacdo epidemiolégica (USSUI; SILVA, 2008). Os testes mais utilizados
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no Brasil para o diagnostico de DC em cées, s@o 0s testes soroldgicos, frequentemente RIFI e
ELISA. A problemética desses testes é a possibilidade de reagbGes cruzadas com outros
tripanossomatideos, sobretudo com espécies de Leishmania spp. (considerando a endemicidade
de leishmanioses no pais), ou mesmo com outros tripanossomas (MATOS et al., 2015;
CABALERRO et al., 2007).

Ainda que a importancia dos cdes na epidemiologia da transmissdo do T. cruzi ja tenha
sido evidenciada em diferentes regifes do continente americano, ndo ha testes soroldgicos
comerciais para o diagnostico da infeccdo chagasica nesses animais. No entanto, recentemente,
foi desenvolvido um ensaio sorolégico imunoenzimatico utilizando matrizes antigénicas
quiméricas. Nesta metodologia, a deteccdo de anticorpos IgG anti-T. cruzi em soros de cédes
infectados mostrou-se uma ferramenta promissora para diagndstico veterinario e estudos
epidemiologicos (LEONY et al., 2019).

Algumas estratégias de deteccdo do KDNA de T. cruzi por meio de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) tém sido empregadas. Dentre elas, a utilizacdo dos primers 121 e 122, os
quais amplificam um fragmento de 330pb dos minicirculos que compdem o KDNA (BRITTO
etal., 1995; WINCKER, et al.,1994). Os autores consideraram que, ao utilizar esses iniciadores,
houve maior sensibilidade da PCR quando comparada aos testes parasitoldgicos convencionais
(WINCKER et al., 1994; BRITTO et al., 1995; GOMES et al. 1999). A alta sensibilidade do
kDNA para detectar infeccGes por T. cruzi em cdes naturalmente infectados apoia sua aplicacao
como uma ferramenta de diagndstico complementar a sorologia e pode substituir o uso de
xenodiagnostico ou hemocultura (ENRIQUEZ et al., 2013).
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RESUMO

A doenca de Chagas é uma zoonose parasitaria negligenciada causada pelo protozoério
flagelado Trypanosoma cruzi, que infecta uma larga variedade de mamiferos silvestres e
domésticos, tendo como vetores varias espécies de triatomineos. Estudos realizados no Brasil
tém apontado o cdo doméstico como animal sentinela na epidemiologia da doenca, sobretudo
em areas rurais. Ainda que o Estado do Maranh&o ndo seja considerado, atualmente, uma area
endémica para a doenca de Chagas, na capital Sdo Luis existe comprovadamente um ciclo
domiciliar associado ao rato doméstico e um ciclo silvestre mantido por didelfideos. No entanto,
h& poucos estudos direcionados a infeccdo por T. cruzi em cdes domiciliados em ambiente
urbano. Dessa forma, objetivou-se investigar a ocorréncia de T. cruzi em cées domiciliados da
area Itaqui Bacanga, S&o Luis, Maranhdo, por meio de técnicas parasitologicas, sorolédgicas e
moleculares. Foram coletadas 330 amostras sanguineas de cdes e aplicados questionarios
estruturados aos responsaveis, para obtencdo de dados epidemioldgicos e fatores de risco. A
partir das amostras colhidas, foram realizadas reac6es de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
ensaio imunoenzimatico (ELISA) para o diagnéstico sorologico e reacbes em cadeia da
polimerase (PCR), para a deteccdo molecular. Foi aplicado teste exato de Fisher ara calculo
estatistico das variaveis estudadas. Dos 330 animais amostrados, 20 (6,0%) animais foram
reativos para ambos os testes soroldgicos. Na PCR, foram detectadas 58 (17,5%) amostras
positivas, e destas, 4 (0,51%) tiveram similaridade com T. cruzi. Estes resultados demonstram
a presenca de cées infectados e expostos ao T. cruzi na area ltaqui Bacanga, podendo ser
considerados animais sentinelas para a doenca de Chagas, nesse momento. O papel
epidemiologico desses animais nessa regido ainda deve ser elucidado por meio de estudos
posteriores com os demais elementos da cadeia epidemioldgica da doenca.

Palavras chave: doenca de Chagas, hospedeiro doméstico, sentinela, sorologia, PCR.
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ABSTRACT

Chagas' disease is a neglected parasitic zoonosis caused by the flagellated protozoan
Trypanosoma cruzi, which infects a wide variety of wild and domestic mammals, with vectors
of several species of triatomines. Studies carried out in Brazil have identified the domestic dog
as a sentinel animal in the epidemiology of the disease, especially in rural areas. Although the
State of Maranh&o is not currently considered an endemic area for Chagas disease, in the capital
Sdo Luis there is a proven home cycle associated with the domestic rat and a wild cycle
maintained by didelfids. However, there are few studies targeting T. cruzi infection in dogs
living in an urban environment. Thus, the objective was to investigate the occurrence of T. cruzi
in dogs domiciled in the Itaqui Bacanga area, Sdo Luis, Maranh&o, using parasitological,
serological and molecular techniques. 330 blood samples were collected from dogs and
structured questionnaires were applied to those responsible for obtaining epidemiological data
and risk factors. From the samples collected, indirect immunofluorescence reactions (RIFI) and
an immunosorbent assay (ELISA) were performed for serological diagnosis and polymerase
chain reactions (PCR) for molecular detection. Fisher's exact test was applied for the statistical
calculation of the studied variables. Of the 330 animals sampled, 20 (6.0%) were reactive for
both serological tests. In PCR, 58 (17.5%) positive samples were detected, and of these, 4
(0.51%) were similar to T. cruzi. These results demonstrate the presence of dogs infected and
exposed to T. cruzi in the Itaqui Bacanga area, which can be considered sentinel animals for
Chagas disease at that time. The epidemiological role of these animals in this region has yet to
be elucidated through further studies with the other elements of the disease's epidemiological
chain.

Keywords: Chagas disease, domestic host, sentinel, serology, PCR.
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1. Introducéo

A tripanossomiase americana, também conhecida como doenca de Chagas (DC), é uma
zoonose parasitaria causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, que € transmitido por insetos
reduvideos da subfamilia Triatominae (Rey, 2017). A DC encontra-se distribuida
mundialmente, principalmente nos paises da América Latina, constituindo um dos maiores
problemas de satde publica, por causar incapacidade em individuos infectados e mais de 10.000
6bitos por ano, sendo considerada uma doenca tropical negligenciada, de acordo com a
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) (WHO, 2018).

T. cruzi parasita uma larga variedade de mamiferos silvestres e domésticos, incluindo o
homem, além de ser uma espécie genotipicamente heterogénea, dividida em linhagens que
ocorrem em diferentes biomas e hospedeiros (Zingales et al., 2011). Estas linhagens
correspondem as sete unidades discretas de tipagem (DTUSs), as quais sdo Tcl a TcVI, e TcBat
(Zingales et al., 2012; Lima et al., 2014; Marcili et al., 2009). Dentre os ciclos epidemiologicos
que garantem a circulacdo do parasita nos diferentes ecossistemas, o doméstico, que envolve
triatomineos no intra e peridomicilio, animais domesticos e o proprio homem, apresenta-se
como de maior importancia epidemiolégica na transmissdao do parasita por permitir a
manutencdo da infeccdo em humanos (Macedo et al., 2004; Dias et al., 2008).

No Brasil, atualmente predominam os casos crénicos de doenca de Chagas decorrentes
de infec¢bes por via vetorial ocorridas nas décadas que antecederam o controle do Triatoma
infestans (cerca de 2 milhdes de casos). Entretanto, nos ultimos anos, a ocorréncia de casos e
surtos de doenca de Chagas aguda (DCA) vem sendo observada em estados brasileiros,
especialmente na regido Amazodnica, e geralmente estdo associados a transmissdo oral pela
ingestdo de alimentos contaminados com fezes e/ou urina dos triatomineos (Figueira et al.,

2019).
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No estado do Maranh@o, nos ultimos dez anos, foram notificados 61 casos de DCA, sendo
em sua maioria por transmissao oral (Brasil, 2019). H& poucos estudos que relatam a circulacéo
ativa do parasita no estado. Nesse sentido, ja foram detectados mamiferos da ordem
Didelphimorphia e Chiroptera infectados com T. cruzi e T. cruzi marinkellei (Costa et al., 2015).
Costa et al. (2003) e Gurgel-Gongalves et al. (2012) demostraram que 0s triatomineos
desempenham um papel importante na manutencao da circulacdo enzooética de T. cruzi e de
Trypanosoma rangeli no estado. Na capital Sdo Luis ja foi comprovada a existéncia de um ciclo
doméstico associado ao rato doméstico e ao triatomineo da espécie Triatoma rubrofasciata,
bem como um ciclo silvestre mantido por didelfideos (Valente, 2011).

Em ambiente domeéstico, os caes destacam-se como importantes hospedeiros de T. cruzi
e estdo diretamente relacionados com a maioria dos casos de infeccdo humana (Umezawa et
al., 2009; Mendes et al., 2013; Gurtler; Cardinal, 2015). Além disso, ja foram apontados como
hospedeiros que fazem ligacdo entre os ciclos de transmissdo domeéstico e silvestre do parasita,
sendo Uteis como animais sentinelas em areas endémicas (Roque; Jansen, 2008; Ramirez et al.,
2013; Xavier et al., 2014). Desta forma, o conhecimento da ocorréncia de infec¢do canina por
T. cruzi pode auxiliar no direcionamento de a¢fes de educacdo e vigilancia ainda previamente
ao aparecimento de casos humanos (Roque; Jansen, 2014).

A éarea Itaqui Bacanga, situada na cidade de Séo Luis, caracteriza-se por ser uma regido
de pequenos e grandes bairros, sendo em sua maioria, de periferia, apresentando areas de mata,
com palmeiras e acaizeiros, acumulo de lixo e matéria organica, degradacdo ambiental,
residéncias de baixo padrdo e de construcdo inacabada. Estas condi¢Ges constituem, dentre
outras, fatores determinantes para a transmissao e manutencao de T. cruzi, (WHO, 2012; Dias,
2013; Coura; Vinds; Junqueira., 2014).

Diante do exposto, é evidente a importancia epidemiolégica do cdo em ambiente

doméstico, sendo necessario 0 monitoramento destes animais com o objetivo de identificar
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precocemente o surgimento da doenca de Chagas humana. Assim, o presente estudo buscou
investigar a infeccdo natural de cdes por T. cruzi em na area Itaqui Bacanga, Séo Luis,

Maranh3o.

2. Material e Métodos
2.1 Aspectos legais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentagdo Animal (protocolo
09/2018) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Maranh&o, Brasil,

seguindo os Principios Eticos em Experimentacdo Animal e submetido a Plataforma Brasil.

2.2 Local do estudo

A pesquisa foi realizada entre os meses de novembro de 2018 e abril de 2019, em trés
bairros localizados na area Itaqui-Bacanga (Figura 1), a saber: Anjo da Guarda, Vila Sdo Luis
e Fumacé. Estes bairros situam-se Oeste de Sao Luis, entre o Rio Bacanga (a Leste), 0 Oceano
Atlantico (ao Norte) e a Baia de Sdo Marcos (ao Oeste). Ao Sul, limita-se com povoados e

distritos da Zona Rural de S&o Luis (Santos, 2012).

2.3 Tipologia do estudo e amostragem

O universo amostral foi composto por cdes domiciliados, machos e fémeas, com idade
acima de 6 meses, exceto fémeas com gestacdo avancada e animais errantes. Cada cdo foi
considerado um evento independente, mesmo quando morava ha mesma casa.

A definicdo do tamanho da amostra foi feita com base na amostragem aleatéria simples
de uma populacdo finita e com prevaléncia prévia (Thursfield, 2004). Para este estudo foi
considerada uma prevaléncia de 50%, dada a auséncia de dados de prevaléncia da DC na

populacdo canina da area de estudo (Thursfield, 2004). O calculo da amostragem foi realizado
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usando um intervalo de confianca de 95% e margem de erro aceitavel de 5%. A populacdo
canina foi estimada em 2.035, o que representa uma populacdo de cdes 1/10 habitantes,
considerando que a populacdo humana da &rea amostrada é cerca de 20.355 individuos, de
acordo com dados da Secretaria Municipal de Saide. Dessa forma, ap6s o ajuste do tamanho
da amostragem, o nimero ideal de caninos obtido foi de 323, sendo arredondado para 330

animais.

2.3 Coleta de amostras sanguineas

As coletas eram realizadas de casa em casa, com abordagem e explanagéo do objetivo da
pesquisa ao responsavel pelo(s) animal(is). Apos a autorizagdo por meio da assinatura de Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), os cées foram submetidos a contencao fisica,
seguida de antissepsia local com alcool a 70%. Em seguida, foram coletados 5 mL de sangue,
em média, por puncdo das veias cefélica, jugular ou safena. Visando obter dados referentes a
aspectos epidemioldgicos, concomitante a coleta do sangue, foi aplicado aos responsaveis pelos
animais um questionario estruturado com questdes abertas e fechadas.

As amostras foram armazenadas em tubos sem anticoagulantes e, paralelamente, em
microtubos tipo eppendorf contendo etanol absoluto (98%), devidamente identificados,
transportados até o laboratorio, sob refrigeracao a 4°C, em caixa isotérmica. Para obtencdo do
soro, as amostras em tubos sem anticoagulantes foram submetidas a centrifugacéo a 3.000 rpm
durante 15 minutos, e posteriormente armazenadas em microtubos estéreis tipo eppendorf, 0s
quais foram armazenados -20 °C, até a realizacdo dos testes soroldgicos. As amostras em etanol

absoluto foram estocadas a -20 °C até a realizacdo da analise molecular.

4.4 Analises laboratoriais

4.4.1 Diagnéstico sorolégico de Trypanosoma cruzi
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As reagdes de imunofluorescéncia indireta (RIFIs) foram realizadas conforme a técnica
descrita por Camargo & Rebonato et al. (1969). O antigeno foi preparado com formas
epimastigotas de T. cruzi (cepas F90 e Y88), cedido pelo Instituto Osvaldo Cruz, Rio de Janeiro,
Brazil. O ponto de corte da reacdo foi de 1:40, sendo realizadas titulagdes seriadas na razéo de
2. A leitura das laminas foi realizada em microscépio de imunofluorescéncia na objetiva de 40x
de aumento, ap6s preparacdo de cada lamina com glicerina tamponada e laminula. A
positividade da reacdo implicou na observacao da fluorescéncia verde dos parasitas, comparada
as amostras de controle positivo e negativo.

Os testes de ELISA foram realizados utilizando quatro antigenos recombinantes
quiméricos do T. cruzi para a deteccdo de anticorpos IgG especificos: IBMP-8.1, IBMP-8.2,
IBMP-8.3 e IBMP-8.4. Tratam-se de moléculas multi-epitopo formadas por regibes
conservadas e repetitivas do parasita unidas por espacadores que permitem que a estrutura
proteica seja linearizada. Esta etapa do estudo foi realizada em colaboracdo com a equipe do
Dr. Fred Santos, do Laboratério Avancado de Saude Publica (LASP), no Instituto Gongalo
Moniz (Fiocruz/Bahia). Os genes sintéticos responsaveis pela expressao das moléculas IBMP
foram subclonados no vetor pET28a e expressos em Escherichia coli BL21-Star (ThermoFisher
Scientific). A expressao foi induzida com 0,5 puM de IPTG (isopropil B-D-1-
tiogalactopirandsido) e as proteinas soltveis purificadas por cromatografia de troca idnica e de
afinidade. Em seguida, os antigenos foram quantificados por fluorometria (Qubit,
ThermoFisher Scientific). Detalhes sobre a obtencdo e sequéncia das moléculas podem ser
obtidas em Santos et al., 2016. A sensibilizacdo das microplacas, bem como as etapas de
realizacdo dos imunoensaios no formato ELISA indireto foram realizados segundo a técnica
descrita por Leony et al. (2019). Cada amostra recebeu um codigo identificador no laboratorio
para garantir uma analise cega. A analise de classe latente (LCA) foi adotada para definicéo do

perfil soroldgico das amostras submetidas aos testes de ELISA, conforme descrito por Santos
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et al. (2018). De acordo com este tipo de analise, uma amostra é definida como positiva caso
tenha resultado positivo (indice de reatividade > 1,0) em duas ou mais moléculas. Por outro
lado, amostras com resultado positivo somente em uma das moléculas ou negativo em todas

elas foram consideradas negativas (Santos et al., 2018).

4.4.2 Extragdo de DNA gendmico

Para a extragdo de DNA gendmico (gDNA), foram retiradas aproximadamente 20mg de
sangue armazenado nos microtubos com etanol absoluto, transferindo-se para um novo
microtubo estéril. Neste, foi realizada lavagem com 500uL de PBS pH 7,2, e apds centrifugagéo
a 12.000xg durante 10 minutos a temperatura ambiente, descartou-se o sobrenadante. Em
seguida, foi realizada a extracdo de gDNA utilizando o kit PureLink™ Genomic DNA Minikit
(Invitrogen®, Carlsbad, USA), de acordo com o protocolo recomendado pela fabricante. Apds
a extracdo, procedeu-se a eletroforese em gel de agarose a 1% a fim de verificar a qualidade do

acido nucléico.

4.4.3 ReacOes em Cadeia da Polimerase (PCRS)

Fragmentos de DNA foram amplificados por PCR, utilizando o par de iniciadores Tc121
(5'-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3; onde K = T ou G) e Tcl22 (5'-
GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3"), os quais permitem amplificar fragmentos de
330pb de KDNA de T. cruzi (Sturm et al., 1989; Telleria et al., 2006). A escolha deste alvo foi
proposital, uma vez que esta regido se encontra repetida quatro vezes por molécula circular e
estas estdo presentes em cerca de 10.000 cépias por célula (Degrave et al., 1988; Sturm et al.,
1989). Estas sequéncias de nucleotideos apresentam a caracteristica de se ligarem em um trecho
das quatro regibes constantes dos minicirculos de T. cruzi e promoverem amplificacdo em

direcdo a regido variavel (Sturm et al., 1989). Os produtos da PCR foram homogeneizados com
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2uL de loading buffer e em seguida foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de

agarose a 1,5% corado com Safe Blue (Invitrogen®).

4.4.3 Purificacéo e sequenciamento

Os amplicons foram purificados em colunas GFX ™ dos kits de DNA PCR e Gel Band
Purification (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) e submetidos a reacbes de
sequenciamento de Sanger, com o kit terminador ABI PRISM ® BigDye v. 3.1 ™ (Perkin-
Elmer® - Applied Biosystems ®, Foster, CA, EUA), de acordo com as especificacdes do
fabricante, e sequenciado em sequenciador automatico ABI PRISM®-310 Genetic Analyzer
(Perkin-Elmer® - Applied Biosystems®, Foster, CA, EUA). As sequéncias obtidas foram

comparadas com sequéncias depositadas no GenBank para verificar similaridade com T. cruzi.

4.5 Analise estatistica

Os resultados foram analisados através de tabelas de contingéncias com as diferentes
variaveis. A comparacao dos dados foi feita pelo teste exato de Fisher. As diferencas foram
consideradas significativas para valores de p <0,05. Para os testes estatisticos foi utilizado o

programa computacional Epilnfo versdo 6 de 1993 e versao 3.4.3 de 2007.

5. Resultados
5.1 Caracterizacdo dos animais e residéncias amostrados

Dos 330 cées, 165 (50,0%) eram fémeas e 165 (50,0%) eram machos, 76 (23,0%) tinham
de 6 meses a 1 ano de idade e 254 (77,0%) tinham idade acima de 1 ano. Quanto a livre
circulacdo, 127 cées (38,4%) tinham acesso a rua e 203 (61,5%) ndo tinham. 66,4% (n=219)
dos cées conviviam com outros animais, sendo 0s gatos e as aves (principalmente galinhas) os

mais comuns.
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Em relacdo as condi¢des das residéncias dos animais, 301 (91,2%) eram de alvenaria com
reboco e 29 (8,7%) eram de alvenaria sem reboco. Em 253 (76,6%) tinham acimulo de matéria
orgénica como plantas e lixo no domicilio, 277 (83,9%) no peridomicilio, 223 (67,5%) em
ambos os ambientes e 54 (16,3%) s6 no peridomicilio. Em 182 (55,1%) tinham somente
residéncias ao redor, em 143 (43,3%) havia area de mata e em 5 (1,5%) havia terreno baldio.
Animais sinantrépicos no domicilio ou peridomicilio, principalmente os ratos e marsupiais,

foram relatados em 270 (81,8%) casas.

5.2 Diagnostico soroldgico

A RIFI detectou 105 cées reativos para 1gG anti-T. cruzi, demonstrando um percentual de
soropositividade de 42,7%. As amostras positivas apresentaram 0s seguintes titulos de
anticorpos: 1:40 (32/105); 1:80 (31/105); 1:160 (21/105); 1:320 (5/105); 1:640 (8/105); 1:1280
(4/105); 1:2560 (2/105) e 1:5120 (2/105).

Considerando os resultados obtidos nos testes de ELISA e na analise de classe latente, foi
verificada soropositividade para 46 amostras (13,9%). Deste quantitativo, 24 (54,1%) amostras
foram positivas em duas moléculas, 7 (15,2%) em trés moléculas e 15 (32,6%) mostraram-se
reativas para todas elas. Em relacdo as amostras negativas, foi observado que 236 amostras nao
reagiram para todas as moléculas analisadas, enquanto que 48 amostras foram reativas somente
para uma das quatro moléculas quiméricas. Uma vez que estes antigenos ja foram validados
usando a anélise de classe latente (Santos et al., 2018), nosso grupo resolveu optar pelo uso da
LCA como padrdo-ouro a ser adotado em nosso estudo. Desta forma, a RIFI apresentou
sensibilidade de 43,5% (1C95% 30,2-57,8%), especificidade de 70,1% (IC95% 64,5-75,1%) e
acuracia de 66,4% (1C95% 61,1-71,2%).

Combinando os resultados de sorologia, 20 (6,0%) amostras foram positivas em ambos

0s testes (Tabela 1).
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5.3 Diagndstico molecular
Por meio da Reacdo em Cadeira de Polimerase, foi observada amplificacdo de fragmentos
de 330pb de KDNA de T. cruzi em 58 (17,5%) amostras. Apds sequenciamento, trés (6,8%)

amostras mostraram similaridade com T. cruzi.

5.4 Analise estatistica

A anélise univariada ndo revelou diferencas significativas para as variaveis estudadas.

6. Discussao

A infeccdo natural por T. cruzi em cdes encontra-se amplamente distribuida pelo
continente americano (Enriquez et al., 2013, 2019; Chikweto et al., 2014; Saldafa et al., 2015;
Zamora-Ledesma et al., 2016; Ortiz et al., 2016; Curtis-Robles et al., 2017, 2018;; Galaviz-
Silva et al., 2017; Arce-Fonseca et al., 2017; Mejia et al., 2018; Tahir et al., 2018; Porfirio et
al., 2018; Elmayan et al., 2019; Bonilla et al., 2019). No Brasil, ha relatos de infeccdo canina
em pelo menos um estado de cada regido geogréafica, em diferentes ambientes e ecotopos, com
taxas de prevaléncias variadas (Xavier et al., 2012; Leca-Junior et al., 2013; Mendes et al.,
2013; Morais et al., 2013; Fernandes et al., 2016; Perez et al., 2016; Brasil et al., 2018; Souza
et al., 2018).

Ensaios sorolégicos para a deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi geralmente sao utilizados
em pesquisas de triagem. Em nosso estudo, por meio do diagnostico soroldgico para T. cruzi,
obteve-se soroprevaléncia de 6,0% (20/330) em cédes domiciliados na cidade de Sdo Luis,
Maranhdo. Em dois estados vizinhos, também da regido Nordeste, ja foram encontradas
prevaléncias proximas: no Piaui, 7,7% em cdes de area periurbana (Perez et al., 2016) e no

Tocantins (Morais et al., 2013), 4,5% em cdes de area rural. De semelhante modo, na Paraiba,
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Mendes et al. (2013) e Fernandes et al. (2016), encontraram prevaléncias 4,0% e 7,9% dos cées
avaliados por sorologia, respectivamente.

Por outro lado, na mesma regido geogréfica, ha dados de soroprevaléncias acima de 10%.
No estado do Rio Grande do Norte, endémico para doenca de Chagas, Freitas et al. (2018) e
Araljo-Neto et al. (2019) avaliaram, por meio de sorologia, caes que viviam em ambiente rural
de localidades distintas, e obtiveram 11% e 40% de positividade, respectivamente. No estado
do Ceard, 22% dos cdes de municipios periurbanos eram soropositivos para T. cruzi (Lima et
al., 2012). No estudo realizado por Roque et al. (2013), em uma area de alto risco de transmisséo
para a doenca de Chagas no Para, encontrou-se prevaléncia de 30,8%.

Em areas endémicas para doenca de Chagas, € natural que haja cdes que atuem como
reservatorios domésticos infectados com T. cruzi. Contudo, ja foram encontrados cdes com
sorologia (3,9%) e PCR (0,6%) positivos na Guiana Francesa, pais de baixo risco de surgimento
da doenca (Tahir et al., 2018), assim como a area do presente estudo.

A area Itaqui Bacanga é uma microrregido da cidade de S&o Luis que apresenta
caracteristicas urbanas e rurais, porém, os cdes amostrados no presente estudo séo oriundos de
bairros urbanizados. Cées que habitam ambientes rurais tendem a ter contato mais préximo com
triatomineos e/ou animais silvestres naturalmente infectados, aumentando a probabilidade de
adquirir a infeccdo. No entanto, é interessante observar que em um estudo realizado por Lucheis
et al. (2005), os cdes da zona urbana apresentaram maiores taxas de infeccao por Trypanosoma
spp. do que cdes da zona rural, resultados esses determinados pela hemocultura e PCR. Nesse
mesmo trabalho, ndo foram encontrados espécimes de triatomineos em nenhum dos ecétopos.

T. cruzi é um parasita de multiplos hospedeiros que estabelece padres de interacdo
peculiares e dindmicos com cada uma de suas centenas de espécies hospedeiras, as quais
desempenham papéis diferentes na rede de transmissao de parasitas dos diferentes habitats e

biomas em que ocorre (Jansen et al., 2018). Considerando a caracteristica da area onde 0s
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animais foram amostrados nos trabalhos supracitados, nota-se que tanto em ambientes urbanos
e rurais, ha indicios de circulacéo de T. cruzi.

Em nosso estudo, a analise estatistica ndo apontou diferencas significativas (p<0,05) entre
0s animais positivos e as varaveis avaliadas como fatores de risco (Tabela 1), assim como fora
encontrado por Almeida et al. (2013) no Paréa e Freitas et al. (2013) no Rio Grande do Norte.
No entanto, o contato com outros animais ja foi associado a soropositividade para T. cruzi em
caes amostrados em inquéritos soroldgicos realizados no Brasil (Mendes et al., 2013; Fernandes
et al., 2016).

Embora nenhuma das variaveis tenham sido identificadas como fatores de risco para a
ocorréncia de T. cruzi neste estudo, em 43,3% das casas onde 0s cées viviam, o peridomicilio
era composto de area de mata, com arvores frutiferas e acumulo de matéria organica, com
presenca de ratos domésticos e morcegos, aléem de contato com outros animais, incluindo aves.
Esse cenario torna-se apto ao estabelecimento de um ciclo peridoméstico de T. cruzi, com
envolvimento de pequenos mamiferos sinantrépicos, animais domesticos e vetores
triatomineos. Diante disso, é necessario averiguar a ocorréncia do parasita nesses individuos,
para melhor entendimento da epidemiologia do parasita nessa regiao.

Os resultados do diagnostico sorolégico permitem inferir que os cdes foram expostos ao
T. cruzi. Como a regido do presente estudo ndo é endémica para doenca de Chagas, esses
animais podem ser considerados hospedeiros sentinelas, pois mostraram infeccédo
sorologicamente detectavel e podem indicar que esta ocorrendo transmissao do T. cruzi no local
(Brasil, 2009; Xavier et al., 2012).

Devido a capacidade de detectar pequenas quantidades de DNA especifico, a PCR € uma
técnica altamente sensivel para deteccdo de DNA de T. cruzi em cdes naturalmente infectados
e, dessa forma, aplica-se como uma ferramenta de diagnéstico complementar a sorologia

(Gomes et al., 1999; Enriquez et al., 2013). No diagnostico molecular por PCR, 16,6% (55/330)
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foram positivas e dentre estas, trés tiveram similaridade com T. cruzi. Em algumas (X)
amostras, por meio da eletroforese, foi observado mais de uma banda de amplicon acima de
330pb, e em alguns (X) dos produtos sequenciados, houve similaridade apenas com parte das
sequéncias de oligonucleotideos do KDNA do parasita. Isto sugere a deteccdo de DNA de outros
tripanosomas que infectam cées no Brasil, como Trypanosoma evansi, Trypanosoma caninum
e Trypanosoma rangeli (Stevens et al., 1989; Franke et al., 1994; Colpo et al., 2005; Francisco
et al., 2007; Porfirio et al., 2018; Figueras et al., 2019; Bilheiro et al., 2019 Pinto et al., 2010;
Madeira et al., 2014; Oliveira et al., 2015; Lucheis et al., 2005).

A amplificagédo da regido variavel do minicirculo de kDNA, com o uso dos iniciadores
Tc 121 e Tc122, produz bandas na altura de 330pb e permite a deteccdo do equivalente a um
milésimo de uma Unica célula do parasita (Sturm et al., 1989; Avila et al., 1991). Porém, em
relacdo ao T. rangeli, Sturm et al. (1989) afirma que este triapanosoma pode ser amplificado
com 0s mesmos pares de iniciadores utilizados para o KDNA do T. cruzi, resultando em um
produto de 760 pb e bandas adicionais que variam de 300 a 450 pb. Isto ocorre devido a
igualdade na sequéncia de bases nitrogenadas de sitios especificos de anelamento dos
iniciadores, comuns ao T. cruzi e T. rangeli, dificultando assim a analise de infecc¢Ges Unicas e
mistas (Sturm et al., 1989).

Assim como neste estudo, baixos nimeros de deteccdo molecular de T. cruzi em caes
foram obtidas por outros autores na regido Nordeste. Leca-Junior et al. (2013), detectaram 2
(n=272) cées domiciliados de zona rural da Bahia. Neste mesmo estado, de 392 cdes de area
urbana, em dois foi observada detec¢do de DNA de T. cruzi. Por outro lado, percentuais muito
superiores foram registrados por Porfirio et al. (2015) (50%; 31/62) em cdes amostrados
oriundos de assentamentos rurais no Mato Grosso do Sul, e por Aradjo-Neto et al. (2019)

(42,5%; 17/40) em cdes de municipios rurais no Rio Grande do Norte.
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Neste estudo, todas as amostras positivas no diagnostico molecular foram negativas no
diagndstico soroldgico. Isto pode ser explicado a partir do entendimento a do curso da doenca
nesses animais. Em cées, a parasitemia ocorre dentro de duas a quatro semanas apds a primeira
infeccdo, com anticorpos anti-T. cruzi detectaveis em 15 dias a 4 semanas pds-infec¢cdo, como
demonstrado em estudos experimentais (Andrade et al., 1997; Barr et al., 1991; Veloso et al.,
2008; Machado et al., 2001; Barr et al., 2005; Barbabosa-Pliego et al., 2009).

A auséncia de anticorpos indicadores de fase cronica aliado a presenca de material
genético de T. cruzi encontrada em trés amostras deste estudo, reflete infeccBes agudas e
evidencia a presenca do parasita em sangue periférico, e dessa forma, podem atuar como fonte
de infecgdo para 0s vetores nesse momento. Embora os animais silvestres, como gambas e
varias espécies de roedores, constituam o elo entre o ambiente peridomiciliar e domiciliar, 0s
caes sdao apontados como principal fonte para triatomineos domiciliados (Roque et al. 2013,
Gurtler; Cardinal 2015).

Os cdes podem infectar-se pela ingestdo de triatomineos infectados, pelo contato com
fezes dos vetores com tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi ou, eventualmente, por infeccédo
congeénita (Estrada-Franco et al., 2006; Travi et al., 2018). No que refere a proximidade de cées
com triatomineos, na llha de S&o Luis, dez espécies ja foram encontradas associadas as
habitacbes das areas urbanas e periurbanas: Panstrongylus geniculatus, Panstrongylus
lignarius, Rhodnius nasutus, Rhodnius neglectus, Rhodnius pictipes, Rhodnius robustus e
Triatoma rubrofasciata (Rébelo et al., 1998).

Estudo realizado por Brazil et al. (1985) detectou infeccdo natural por T. cruzi em 19,7%
dos triatomineos examinados, sobretudo em bairros da regido do Bacanga e Centro da capital.
Aquela época, 0s pesquisadores sinalizaram a presenca de triatomineos silvestres, como R.
pictipes com alto indice de infecgdo natural e apontaram para a probabilidade de domiciliagdo

desses insetos ao longo do tempo (Brazil et al., 1985). Dessa forma, € possivel que os cédes
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amostrados na regido estdo ou estiveram em proximidade com os vetores, apesar da auséncia
de registros atuais de triatomineos infectados na area Itaqui Bacanga (ou em S&o Luis).

Os cédes cumprem os atributos desejaveis como sentinelas naturais e, as vezes sdo um
ponto de entrada de cepas silvestres de parasitas, a exemplo de T. cruzi, pois geralmente nao
sdo monitorados, nem o seu contato com ambiente rural é restringido, e além disso, mantém
contato intimo com humanos (Gurtler; Cardinal, 2015). No Meéxico, Estrada-Franco et al.
(2006) demonstraram que cées infectados aumentam o risco de transmissdo dentro de
habitacdes humanas, havendo correlacéo direta de soropositividade entre humanos e caes, onde
ha vetores domiciliados. Na Venezuela, as maiores taxas de soropositividade para caes (84%)
foram relacionadas a domicilios habitados por pessoas soropositivas (20%) e infestacdo
frequente de triatomineos em ambiente fechado (70%) (Crisante et al., 2006). Por outro lado,
estudos no sudoeste dos Estados Unidos demonstraram que a infeccdo por T. cruzi em cées €
altamente prevalente em regifes onde a infecgdo humana € praticamente inexistente (Kjos et al.
2008, Curtis-Robles et al. 2017), sinalizando a possibilidade desses animais estarem atuando
como barreiras para a infeccdo humana.

Este € um estudo pioneiro que investigou a presenca de cées infectados com T. cruzi na
cidade de S&o Luis, Maranhd@o e confirmou que ha ocorréncia de T. cruzi em caes nessa area
ndo endémica. Os dados aqui obtidos prenunciam que novos estudos sejam conduzidos, no
sentido de averiguar a ocorréncia do parasita nos elementos que constituem a cadeia
epidemiologica da doenca de Chagas. Além disso, a evidéncia de cdes infectados numa area
onde nunca foi registrada doenca de Chagas canina sinaliza/recomenda aos clinicos veterinarios
que realizem o diagnostico diferencial quando do aparecimento de cdes com sintomatologia
clinica compativel, a fim de fornecer cuidados veterinarios adequados e dessa forma, em

conjunto com outras acdes, melhorar vigilancia e diagndstico da doenca de Chagas.
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Tabela 1. Analise univariada (teste exato de Fisher) para a associacdo entre variaveis

independentes e os resultados soroldgicos para diagnostico da presenca de Trypanosoma cruzi

em cdes domésticos na cidade de Sdo Luis, Maranhdo.

Variavel Categoria Positivo/exposto % Negativo/exposto % Valor de p

Macho 14/165 8,48  151/165 91,52

Sexo 0,104
Fémea 6/165 3,63  159/165 96,37
Sim 7/127 5,51  120/127 94,49

Acesso a rua 0,816
Néo 13/203 6,40  190/203 93,60

Tipo de Alvenaria 19/301 6,31 282/301 93,69 L 000
Moradia & 4r 1/29 344 28/29 96,56
Convivéncia  Sim 14/219 6,39  205/219 93,61

com outros 0,811
animais Né&o 6/111 540  105/111 94,60
Matéria Presenca 18/307 5,86  289/307 94,14

organcia no 0,639
peridomicilio  Auséncia 2/23 8,69  21/23 91,31

Area de mata Sim 10/143 6,09  133/143 93,01 0,643
aoredor iz 10/187 534  177/187 94,66
Presencade  Sim 19/270 7,03  251/270 92,97

animais 0,142
sinantrépicos  Ndo 1/60 1,60  59/60 98,40
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APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a),

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar da pesquisa intitulada "Estudo dos
hospedeiros domésticos e silvestres de Leishmania infantum chagasi e Trypanosoma cruzi
em area de ocorréncia de Leishmaniose e Doenca de Chagas no Estado do Maranhdo,
Brasil", sob responsabilidade da Profa. Dra. Andréa Pereira da Costa e Mestrandas Ana Vitoria
Verde Oliveira Rocha e Thaliane Franga Costa. Este estudo tem como objetivo verificar a
ocorréncia dos agentes causadores da Leishmaniose Visceral e Doenca de Chagas em animais
domésticos e silvestres no bairro Anjo da Guarda, a fim de conhecer a situacdo das doencas
citadas nesta regiéo.

Sua participacdo € voluntaria e consiste em responder a um questionario
epidemiologico; permitir a instalacdo de armadilhas no terreno da sua residéncia, para captura
de animais silvestres, e; autorizar a colheita de sangue dos animais domésticos de sua tutoria.
Sua participacdo terd como beneficio a realizacdo de exames diagndsticos da Leishmaniose
Visceral e da Doenca de Chagas no(s) seu(s) animal(is), sendo os resultados disponibilizados
para seu conhecimento. Ainda, vocé estara contribuindo indiretamente para a producdo de
conhecimento cientifico.

Vocé ndo tera nenhuma despesa e ndo recebera nenhuma remuneracdo. Os resultados
da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade ndo serd divulgada, sendo
guardada em sigilo.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Eu, , declaro que fui
devidamente informado (a) sobre os objetivos e procedimentos do projeto de pesquisa de
responsabilidade da Profa. Dra. Andréa Pereira da Costa e Mestrandas Ana Vitoria Verde
Oliveira Rocha e Thaliane Franca Costa pesquisadores e sobre a importancia da minha
colaboracdo. Por isto, consinto em participar desta pesquisa, sabendo que ndo terei henhum
gasto e remuneragao.

Data: / /

Assinatura do participante

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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APENDICE 2

QUESTIONARIO

I. ASPECTOS PESSOAIS (Responsavel pelo domicilio)
1. Nome: 2. ldade: 3.Sexo: ()M ()F

4. End:
nO

5. Escolaridade:

() Analfabeto () Fundamental incompleto () Fund. Completo ( ) Médio
incompleto
() Médio completo () Superior incompleto () Superior completo

Il. ASPECTOS AMBIENTIAS

1. Tipo de moradia: ( ) Alvenaria c/ reboco; ( ) Alvenaria s/ reboco; () Madeira

2. Area peri-domicilar: () Somente residéncias; ( ) Terreno baldio ( ) Area de mata

Qutros:
Lixo de Arvores Outros
mat. frutiferas
Organicas
Domicilio
Peri-domicilio

3. Cria algum tipo de animal na casa ou no terreno? (Marcar no espaco a quantidade de
animais de cada espécie)
( )Néocria ( )Cédo ( )Gato ( )Porco ( )Aves ( )Coelho ( )Jabuti
() Outro

4. No caso dos cées e gatos, eles tém acesso ao quintal da casa e/ou a rua?
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Animal 1

Animal 2

Animal 3

Animal 4 Animal 5

Ao quintal

A rua

N&o saem da casa

5. Observa a presenca de outros animais no quintal?

() Nenhum () Mucura

() Outro

(

) Rato

(

) Morcego

(

) Camaleéo
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