UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

LARISSA FERREIRA FERNANDES

PRESENGA DE DNA HUMANO EM FEZES DE TRIATOMINEOS ENCAMINHADOS
PARA PESQUISA DE Trypanosoma cruzi NO SUL DE MINAS GERAIS

ALFENAS/MG
2025



LARISSA FERREIRA FERNANDES

PRESENGA DE DNA HUMANO EM FEZES DE TRIATOMINEOS ENCAMINHADOS
PARA PESQUISA DE Trypanosoma cruzi NO SUL DE MINAS GERAIS

Projeto apresentado como parte dos requisitos para
aprovagao na disciplina de Trabalho de Concluséo
de Curso Il do curso de Biomedicina da Universidade
Federal de Alfenas— MG, sob a orientacdo do Prof.
Dr. Fabio Antdnio Colombo.

ALFENAS/MG
2025



Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas
Biblioteca Central

Fernandes, Larissa Ferreira .

Presenca de DNA humano em fezes de triatomineos encaminhados para
pesquisa de Trypanosoma cruzi no sul de Minas Gerais / Larissa Ferreira
Fernandes. - Alfenas, MG, 2025.

39f. il -

Orientador(a): Fébio Anténio Colombo.

Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagao em Biomedicina) -
Universidade Federal de Alfenas, Alfenas, MG, 2025.

Bibliografia.

1. Doenca de Chagas. 2. Trypanosoma cruzi. 3. Triatomineos. 4. DNA
humano. 5. Monitoramento epidemioldgico. I. Colombo, Fabio Antonio,
orient. Il. Titulo.

Ficha gerada automaticamente com dados fornecidos pelo autor.




LARISSA FERREIRA FERNANDES

PRESENGA DE DNA HUMANO EM FEZES DE TRIATOMINEOS ENCAMINHADOS

PARA PESQUISA DE Trypanosoma cruzi NO SUL DE MINAS GERAIS

A Banca examinadora abaixo-assinada, aprova o

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado como
parte dos requisitos para aprovagao na disciplina de
Trabalho de Conclusdo de Curso |l do curso de
Biomedicina da Universidade Federal de Alfenas—

MG.

Aprovado em: 15/12/2025

Prof. Dr. Fabio Anténio Colombo

Universidade Federal de Alfenas

Prof 2. Me. Isabella Maria Monteiro de Souza

Universidade Federal de Alfenas

Prof 2. Dr 2. Juliana Barbosa Nunes

Universidade Federal de Alfenas

Assinatura:

Decumento assinado digitalmente

b FABIO ANTONIO COLOMBO
g »l Data: 30/12/2025 13:41:35-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Assinatura:

Assinatura:



7

A minha familia, que é a base que me
mantém de pé; ao meu avd, cujas
lembrancas permanecem vivas e se tornam
luz nos dias mais escuros, e a crianga que
um dia eu fui: hoje seu sonho se realiza, € o
orgulho que vocé sempre quis dar aos seus
pais € real.



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Deus, por me permitir viver esse sonho, e por
amparar minhas escolhas e por me dar for¢a para superar todos os obstaculos.

Ao meu orientador, Fabio, por todas as conversas e ensinamentos que foram
essenciais para me moldar como uma futura profissional.

A minha mae e ao meu pai, que sempre me incentivaram e nunca me
deixaram desistir. S6 nés sabemos o quanto significa eu estar aqui hoje. Todas as
noites sem dormir e todos os momentos dificeis valeram a pena, a menininha
chorona de vocés cresceu. Vocés sdo meu lar e sempre serdo. Esse trabalho é
NOSSO.

Ao meu avd, José, que nao esta fisicamente comigo, mas a quem tive a sorte
de ter por perto durante treze anos, tenho certeza que estaria feliz pela sua “fia”.
Santo Agostinho disse uma vez que "sO sente saudade quem ama e sO deixa
saudade quem foi amor", e eu te amo do tamanho da minha saudade.

A minha av6, Rosa, que me da os abracos mais apertados quando chego em
casa e sempre diz o quanto sente saudade.

A toda a minha familia, que aguarda ansiosamente a minha formatura. Vocés
me acompanharam em todas as fases e tornaram cada uma delas mais leve e mais
feliz. O apoio e as palavras de encorajamento me fortaleceram em todos os
momentos. Ndo tenho palavras para expressar a minha gratiddo. Muito obrigada por
estarem comigo.

Ao meu namorado, que suportou todos os surtos e choros durante o
processo. Vocé me apoiou, ndo me deixou vacilar e me mostrou que a distancia é
apenas um detalhe para quem quer estar perto. Obrigada por ser vocé e por estar
sempre presente.

A familia que eu construi na UNIFAL: vocés ressignificaram o periodo que
passei aqui e foram sinbnimo de casa. Obrigada por serem apoio em todos os
momentos. Levo comigo cada risada e choro compartilhados. Tenho certeza que nao
vamos parar aqui. Sempre vou me lembrar do quanto fui feliz aos vinte anos com
VOCES.

Esse trabalho tem um pedacinho de cada pessoa que eu amo. Palavras de
gratiddo nao sao suficientes para expressar o quanto cada um de vocés foi

importante para o meu crescimento. Mas, ainda assim, obrigada.



RESUMO

A Doenga de Chagas permanece como relevante problema de saude publica nas
Ameéricas, mesmo apos avangos no controle da transmissdo vetorial. Nesse
contexto, a vigilancia entomoldgica continua sendo fundamental, especialmente em
regides onde espécies silvestres e peridomiciliares de triatomineos mantém contato
com populagdes humanas. O presente estudo teve como objetivo avaliar a presenca
de DNA humano em fezes de triatomineos encaminhados para pesquisa de
Trypanosoma cruzi no Sul de Minas Gerais, como indicador do risco de transmissao
vetorial. Foram analisadas 32 amostras de triatomineos coletados em dez
municipios da regido, previamente classificados morfologicamente como
hematoéfagos. A detecgao de T. cruzi e de DNA humano foi realizada por meio da
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), utilizando primers e sondas
especificas. Os resultados demonstraram positividade de 87,5% das amostras para
T. cruzi por gPCR, evidenciando maior sensibilidade da técnica molecular em
relacdo ao exame parasitolégico convencional. A presenca de DNA humano foi
identificada em 37,5% das amostras analisadas, todas também positivas para o
parasito, indicando contato direto entre os vetores e humanos. Todos os insetos
analisados pertenciam a espécie Panstrongylus megistus, reconhecida pela elevada
capacidade de adaptacdo ao ambiente domiciliar. Os achados evidenciam a
manutengao do risco de transmissdo vetorial da Doenga de Chagas na regiao
estudada, reforgando a importancia da vigilancia entomoldgica continua e do
monitoramento molecular como ferramentas estratégicas para a prevengédo e o

controle da doenca.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Trypanosoma cruzi. Triatomineos. DNA

humano. Monitoramento epidemioldgico.



ABSTRACT

Chagas disease remains a relevant public health problem in the Americas, despite
advances in vector control strategies. In this context, entomological surveillance
continues to play a key role, particularly in regions where sylvatic and peridomestic
triatomine species maintain contact with human populations. This study aimed to
evaluate the presence of human DNA in feces of triatomines submitted for
Trypanosoma cruzi investigation in southern Minas Gerais, Brazil, as an indicator of
vectorial transmission risk. A total of 32 triatomine samples collected from ten
municipalities in the study area were analyzed, all previously classified as
hematophagous through morphological identification. Detection of T. cruzi and
human DNA was performed using real-time polymerase chain reaction (qQPCR) with
specific primers and probes. The results revealed a positivity rate of 87.5% for T.
cruzi by qPCR, highlighting the higher sensitivity of molecular methods compared to
conventional parasitological examination. Human DNA was detected in 37.5% of the
analyzed samples, all of which were also positive for the parasite, indicating direct
contact between vectors and humans. All specimens were identified as
Panstrongylus megistus, a species known for its high adaptability to domestic
environments. These findings demonstrate the persistence of vectorial transmission
risk of Chagas disease in the region and reinforce the importance of continuous
entomological surveillance and molecular monitoring as essential tools for disease

prevention and control.

Keywords: Chagas disease. Trypanosoma cruzi. Triatomines. Human DNA.

Epidemiological monitoring.
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1 INTRODUGAO

A Doenga de Chagas, também denominada tripanossomiase americana, €
uma zoonose parasitaria de grande relevancia meédica e social nas Ameéricas.
Descrita pela primeira vez em 1909 por Carlos Chagas, no estado de Minas Gerais,
a enfermidade constitui um marco histérico para a medicina, pois foi a primeira vez
que um pesquisador identificou de forma integral o agente etioldgico (Trypanosoma
cruzi), o vetor (triatomineos) e o hospedeiro humano, além de descrever os aspectos
clinicos e epidemiologicos da infeccdo (CHAGAS, 1909; NEVES, 2016). Desde
entdo, a Doenga de Chagas consolidou-se como um importante problema de saude
publica, atingindo principalmente populagbes em situagdo de vulnerabilidade social,
em areas rurais e periurbanas da América Latina (RASSI JR.; RASSI; MARIN-NETO,
2010).

O T. cruzi é um protozoario flagelado pertencente a ordem Kinetoplastida e a
familia Trypanosomatidae, apresentando ciclo heteroxénico que envolve
hospedeiros vertebrados, geralmente mamiferos, e hospedeiros invertebrados,
representados por insetos hematdfagos da subfamilia Triatominae (COURA, 2014;
LIDANI et al., 2019). Esses insetos, popularmente conhecidos como “barbeiros”,
alimentam-se de sangue de diferentes espécies e atuam como vetores biolégicos do
parasito, eliminando formas tripomastigotas metaciclicas infectantes nas fezes
durante o repasto sanguineo. A penetracdo do parasito pela pele ou mucosas
lesadas constitui o principal mecanismo da transmissao vetorial classica da doenca
(NEVES, 2016).

Atualmente, estima-se que entre 6 e 7 milhdes de pessoas estejam infectadas
pelo T. cruzi no mundo, concentradas majoritariamente na América Latina, onde a
doenca permanece endémica em 21 paises (PEREZ—MOLINA; MOLINA, 2018;
BRASIL, 2024). No Brasil, embora o controle vetorial domiciliar tenha reduzido de
forma significativa a transmissdo associada a Triatoma infestans, a Doenca de
Chagas apresenta mudangas importantes em seu perfil epidemiolégico, com
variagdes regionais nos mecanismos de transmissdo e na manifestac&o clinica da
infeccdo (COURA, 2014; BRASIL, 2021).

Na regido Norte do pais, observa-se o predominio da transmissao oral,
associada principalmente a ingestdo de alimentos contaminados, com destaque para

o0 consumo de acgai e outros produtos regionais manipulados de forma inadequada.
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Essa via tem sido responsavel por surtos de casos agudos, frequentemente
caracterizados por elevada parasitemia e manifestacdes clinicas mais intensas, o
que reforgca a relevancia dessa forma de transmissao no cenario epidemiolégico
atual da doencga (BRASIL, 2024). Em contraste, nas regides Sul e Sudeste, incluindo
o Sul de Minas Gerais, predominam casos cronicos da Doenca de Chagas,
geralmente associados a infec¢gdes agudas ocorridas no passado, muitas vezes de
forma assintomatica ou n&o diagnosticada, refletindo a histéria da transmisséao
vetorial classica nessas areas.

Nesse contexto, a vigilancia entomologica assume papel fundamental na
identificacdo de vetores, no monitoramento da circulacdo do parasito e na preveng¢ao
de novos casos. A analise de fezes de triatomineos coletados em campo constitui
uma das principais ferramentas para a deteccédo de T. cruzi e para a compreensao
das dinamicas de infecgéo vetorial (NEVES, 2016). Aléem disso, a pesquisa de DNA
humano nas fezes desses insetos representa um importante indicador
epidemioldgico, uma vez que evidencia o contato direto entre o vetor e o hospedeiro
humano, permitindo inferir o comportamento alimentar das espécies e o risco
potencial de transmissdo (GOMES et al., 2017; RIBEIRO et al., 2019).

No estado de Minas Gerais, especialmente na regido Sul, ainda s&o
frequentes as notificacbes de triatomineos capturados em domicilios e
peridomicilios, os quais sdo encaminhados para analise em laboratérios de
referéncia em vigilancia entomolégica e diagndstico parasitologico (BRASIL, 2021).
Os triatomineos analisados neste estudo foram encaminhados ao Laboratério de
Parasitologia Clinica da UNIFAL-MG, referéncia da regido macro-sul de Minas
Gerais, responsavel por receber, identificar e investigar insetos coletados pelos
agentes de servicos de saude locais. Esse fluxo de encaminhamento reforca a
importancia do laboratério como ponto estratégico na vigildncia da Doenga de
Chagas, permitindo a detecgao precoce de vetores infectados e a avaliagdo do risco
epidemioldgico regional.

Estudos anteriores realizados na mesma regidao, como o conduzido por Faria
et al. (2021), ja investigaram a infec¢do por T. cruzi em triatomineos em periodos
anteriores, evidenciando a presenga do parasito e a relevancia da vigilancia
continua. A comparacédo dos resultados obtidos no presente estudo com aqueles
descritos por Faria et al. (2021) sugere um aumento nos niveis de infeccao dos

vetores ao longo do tempo, o que pode estar relacionado a fatores ambientais,
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ecologicos e a maior interagdo entre triatomineos, reservatorios silvestres e
populagdes humanas. Esses achados reforcam a necessidade de monitoramento
permanente, mesmo em areas consideradas sob controle da transmissao vetorial
classica.

Dessa forma, a investigacdo da presenca de DNA humano em fezes de
triatomineos coletados e encaminhados para analise no Sul de Minas Gerais
configura-se como um indicador relevante de risco epidemiolégico, uma vez que
evidencia a interagao direta entre o vetor e a populacao local. O presente trabalho
tem como objetivo avaliar a incidéncia de DNA humano em amostras fecais de
triatomineos, contribuindo para o entendimento do comportamento alimentar desses
vetores e para o fortalecimento das ag¢des de vigilancia entomolégica da Doenga de
Chagas na regiao. Os resultados obtidos poderdo subsidiar estratégias de
monitoramento, prevencdo e controle, reforcando a integracdo entre pesquisa

cientifica, saude publica e educacgao sanitaria.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ADOENGCA DE CHAGAS

A Doenga de Chagas foi descrita pela primeira vez em 1909 por Carlos
Chagas, apds a observacgao do parasito T. cruzi no trato digestivo de um triatomineo.
Na época, o sanitarista integrava a equipe de Oswaldo Cruz, médico, bacteriologista
e sanitarista brasileiro, considerado um dos principais responsaveis pela
consolidacdo da medicina experimental e da saude publica no Brasil, além de diretor
do entdo Instituto Soroterapico Federal, localizado no Rio de Janeiro, seu mentor e
diretor, e chefiava os trabalhos de combate a maldria em Minas Gerais. Com a
atengao voltada para insetos hematoéfagos, encontrou nos barbeiros, comuns na
regido, uma espécie de tripanossoma distinta das ja conhecidas. Chagas
encaminhou os barbeiros infectados para o laboratério de Oswaldo Cruz, no Rio de
Janeiro, onde, ao conseguir infectar micos, comprovou que a hipétese teorizada pelo
pesquisador estava correta: a nova espécie de tripanossoma circulava entre o vetor,
mamiferos e, possivelmente, humanos (CHAGAS, 1909). Essa possibilidade foi
confirmada ainda em 1909, a partir do exame de uma crianca que apresentava
sintomas semelhantes aos observados em animais infectados por T. cruzi.
Considerado o primeiro caso clinico da Doenga de Chagas, esse achado possibilitou
a caracterizagcao da fase aguda da enfermidade. Naquele mesmo periodo, Carlos
Chagas conseguiu definir o agente etiologico (T. cruzi), esclarecer os diferentes
aspectos da biologia nos hospedeiros vertebrado e invertebrado, identificar os
reservatorios e descrever 0s principais aspectos da patologia e sintomas
caracteristicos da fase aguda (NEVES, 2016).

Esses achados permitiram ndo apenas a compreensao do ciclo do parasito,
mas também a caracterizacio clinica da infeccdo em humanos, a qual se manifesta
em fases distintas: aguda e cronica. A fase aguda, que dura de quatro a oito
semanas (A PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018), geralmente é assintomatica ou
manifesta sintomas inespecificos, como febre, linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia, pode causar também, cardiomegalia e microtrombose em
decorréncia da alta proliferagao parasitaria. A infec¢ao por transmissao vetorial esta
associada a sinais caracteristicos: a inflamagao no local da inoculagao, denominada

chagoma, pode persistir por semanas. Quando a porta de entrada do parasita € a
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conjuntiva, o hospedeiro vertebrado pode apresentar o sinal de Roman3,
caracterizado por edema palpebral unilateral e do tecido periocular (LIDANI et al.,
2019; RASSI JUNIOR; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Infec¢gdes agudas congénitas
sdo também assintomaticas; entretanto, em surtos de doenca de Chagas por
alimentos, a fase aguda apresenta evolugédo rapida e manifestagdes clinicas mais
graves (HOCHBERG; MONTGOMERY, 2023). Além disso, a infeccdo congénita
pode ocasionar abortamentos, partos prematuros, nascimento de bebés com baixo
peso e natimortalidade (NEVES, 2016). Em geral, a forma aguda grave da doenca
de Chagas é rara, acometendo principalmente criangas e idosos (HOCHBERG,;
MONTGOMERY, 2023). Com o término dessa fase inicial, a infeccédo pode evoluir
para a forma crénica, caracterizada por manifestacdes clinicas tardias e persisténcia
do parasito nos tecidos do hospedeiro.

ApoGs o término da fase aguda, a maioria dos individuos apresenta uma
infeccao assintomatica que pode persistir por anos ou décadas, conhecida como
forma indeterminada ou latente da doenca. Nesta fase, o parasito permanece no
organismo em niveis baixos e o paciente ndo apresenta sinais clinicos aparentes
(MONTGOMERY, 2023). Entretanto, cerca de 30 a 40% dos casos evoluem para a
forma cronica da doenca de Chagas (NEVES, 2016; CUCUNUBA et al., 2024;
NUNES et al.,, 2023; HOCHBERG; MONTGOMERY, 2023). As manifestacdes
clinicas podem se apresentar sob duas formas principais: cardiacas e digestivas,
podendo ocorrer isoladamente ou de maneira concomitante. A cardiomiopatia
chagasica cronica é a forma mais comum e grave, caracterizada principalmente por
insuficiéncia cardiaca congestiva, disturbios do sistema de condugédo, tromboembolia
e cardiomegalia (NEVES, 2016; CUCUNUBA et al., 2024). Essas alteracdes podem
levar a acidente vascular cerebral e morte subita, em decorréncia da substituigdo do
musculo cardiaco por areas de fibrose e pelo exsudato inflamatério. As
manifestagdes clinicas gastrointestinais, embora menos frequentes, também
representam uma forma importante de comprometimento crénico. O
desenvolvimento de megaesdfago e megacolon resulta da destruicdo dos neurdnios
esofagicos e da consequente interrupgdo da motilidade dos érgéos afetados. Os
sintomas mais comuns incluem disfagia, regurgitacéo, tosse e dor retro intestinal. As
complicagbes mais graves estao associadas a constipagao severa, gerando ruptura
do tecido e perfuracao intestinal, o que leva a peritonite e, em casos extremos, ao
obito (NEVES, 2016; HOCHBERG; MONTGOMERY, 2023; GUARNER, 2019).
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2.2 AGENTE ETIOLOGICO

Trypanosoma cruzi, pertence a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae, um grupo de parasitas eucariotos que compartilham um
ancestral comum (JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2020). Trata-se de um parasita
intracelular hemoflagelado, com a capacidade de infectar diversas células do
hospedeiro, especialmente macrégagos, fibroblastos e células epiteliais (LIDANI et
al., 2019). O ciclo biolégico de T. cruzi € heteroxénico, envolvendo um hospedeiro
vertebrado, geralmente mamiferos, e um hospedeiro invertebrado, representado por
hemipteros da Familia Reduviidae e subfamilia Triatominae. Durante esse ciclo, o
parasito apresenta trés formas evolutivas principais (Figura 1) : amastigotas, formas
intracelulares encontradas nos hospedeiros vertebrados; epimastigotas, formas
replicativas presentes no trato digestivo dos hospedeiros invertebrados; e
tripomastigotas, formas extracelulares infectantes para os vertebrados. As
tripomastigotas podem ser classificadas em tripomastigotas sanguineas, originadas
a partir da diferenciagdo das amastigotas nos tecidos do hospedeiro vertebrado e
responsaveis pela disseminagdo sistémica da infeccdo, e tripomastigotas
metaciclicas, derivadas das epimastigotas no intestino do vetor e eliminadas nas
fezes durante o repasto sanguineo, constituindo a forma infectante transmitida ao
hospedeiro humano (LIDANI et al., 2019; COURA, 2014).

Figura 1: Formas evolutivas de T. cruzi. (a) amastigota; (b) tripomastigota sanguinea; (c)

epimastigota.
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Fonte: Atlas de Parasitologia - UNIFAL-MG

A elevada variabilidade genética do T. cruzi reflete sua adaptagdo a multiplos

hospedeiros, vetores e ciclos de transmissdo, constituindo um dos principais
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desafios para a compreensao da epidemiologia e da patogénese da doenga de
Chagas. Atualmente, o parasito € classificado em seis Unidades de Tipagem
Discretas (DTUs), Tcl a TcVI, além do gendtipo TcBat, reconhecidas com base em
marcadores genéticos, moleculares e biolégicos (NIELEBOCK, 2019). Essas DTUs
apresentam distribuicdo geografica e perfis epidemiolégicos distintos, com Tcl
predominando em ciclos silvestres e infecgdes humanas na regido amazodnica,
América Central e norte da América do Sul, enquanto Tcll, TcV e TcVI estdo mais
associados a ciclos domésticos e a formas clinicas graves da doeng¢a no Cone Sul
(NIELEBOCK, 2019). Estudos moleculares demonstram ainda que TcV é
frequentemente identificado no sangue periférico de pacientes crdnicos,
especialmente em individuos oriundos da Bolivia, sendo comum a detec¢ao de
infeccbes mistas envolvendo diferentes DTUs (ABRAS et al., 2017). Além disso,
evidéncias indicam que a distribuicdo das DTUs pode variar conforme o tecido
analisado, uma vez que determinados gendtipos apresentam tropismo tecidual
distinto, o que contribui para a heterogeneidade das manifestagdes clinicas e
dificulta sua identificacdo exclusivamente a partir de amostras sanguineas (ABRAS
et al., 2017; NIELEBOCK, 2019). Dessa forma, a caracterizagao genética das cepas
de T. cruzi € fundamental para o entendimento da dinamica de transmissao, da

patogenicidade e das diferentes apresentagdes clinicas da doenga de Chagas.

2.3 CICLO BIOLOGICO

A infeccdo dos vetores (hospedeiros intermediarios) ocorre durante o
hematofagismo, quando os triatomineos ingerem formas tripomastigotas presentes
na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado (Figura 2). No estdmago do inseto,
essas formas evoluem para esferomastigotas, estruturas arredondadas, e
posteriormente em epimastigotas. No intestino, os esferomastigotas podem se
transformar em epimastigotas curtos, que se multiplicam por divisdo binaria, sendo
responsaveis pela manutengao da infeccao no vetor, ou em epimastigotas longos,
que ndo se multiplicam nem se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos. Na
ampola retal, por¢ao terminal do tubo digestivo, os epimastigotas se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos, forma infectante para o hospedeiro vertebrado, sendo
posteriormente eliminados nas fezes ou na urina do inseto. Durante o processo de

alimentagao, o triatomineo normalmente elimina as fezes contaminadas proximas ao
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local da picada, possibilitando a penetracdo dos parasitos através da pele lesionada
ou de mucosas adjacentes (NEVES, 2016).

Os tripomastigotas metaciclicos que penetram no tecido apdés o repasto
sanguineo interagem com células do sistema fagocitario mononuclear da pele e das
mucosas. Nesses locais, ocorre a transformagcdo dos tripomastigotas em
amastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria. Posteriormente, essas formas
evolutivas se diferenciam novamente em tripomastigotas, rompem a célula
hospedeira e sao liberadas no espaco intersticial. Ao alcangar a corrente sanguinea,
os tripomastigotas podem infectar novos tecidos e érgéos ou serem eliminados pelo
sistema imunoldgico do hospedeiro. E nessa etapa do ciclo que os triatomineos se
infectam ao ingerir sangue contendo parasitos, caracterizando a fase extracelular.
Durante a fase aguda, a carga parasitaria € elevada; contudo, com o avango da
resposta imune, ha redugdo progressiva da parasitemia e transigdo para a forma
cronica (NEVES, 2016).

A interagcdo adequada entre os tripomastigotas de T. cruzi e as células
hospedeiras é essencial para o estabelecimento e a progressao da infecgdo. Esse
processo ocorre em trés etapas principais: adesido do parasito a membrana celular e
reconhecimento mutuo; internalizagdo, que pode ocorrer por fusdo ou invaginagao
da membrana do hospedeiro; e, por fim, a multiplicacao intracelular dos amastigotas
e sua diferenciagdo em tripomastigotas. Quando a célula hospedeira se encontra
repleta de parasitos, ha rompimento e liberagdo do conteudo intracelular no
intersticio (NEVES, 2016). O ciclo intracelular apresenta durag&o variavel, ocorrendo
entre 48 e 72 horas em macrofagos e entre quatro e cinco dias em células nao
fagociticas, refletindo a adaptacdo do T. cruzi aos diferentes tipos celulares do
hospedeiro (NEVES, 2016).
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Figura 2: Ciclo biolégico do T. cruzi
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o Intracellular amastigotes
transform into trypomastigotes,
then burst out of the cell
and enter the bloodstream.

2.4 VETORES

Atualmente, sdo reconhecidas aproximadamente 140 espécies de
triatomineos com potencial para atuar como vetores do T. cruzi, agente etioldgico da
Doenca de Chagas. Esses insetos pertencem a ordem Hemiptera, subordem
Heteroptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae, sendo popularmente
conhecidos como “barbeiros”. Apresentam habitos hematdéfagos e ampla plasticidade
ecoldgica, estando distribuidos predominantemente nas Américas. Entre os géneros
de maior relevancia epidemioldgica destacam-se Panstrongylus, Rhodnius e
Triatoma, que rednem as principais espécies vetoras do parasito (COURA, 2014).
Dentre essas espécies, Triatoma infestans, Panstrongylus megistus, Rhodnius
prolixus, Triatoma dimidiata, Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata,
Triatoma sordida, Triatoma maculata, Panstrongylus geniculatus, Rhodnius
ecuadoriensis e Rhodnius pallescens sao reconhecidas como os vetores de maior
importancia médica nas Américas. O T. infestans destaca-se como o principal vetor
em grande parte da América do Sul, apresentando alta variabilidade genética e
ampla distribuicdo geografica, embora tenha sido eliminado de diversos paises por

meio de programas de controle vetorial (COURA, 2014). No Brasil, o vetor de maior
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relevancia é o Panstrongylus megistus, devido a sua ampla distribuigao territorial,
alta suscetibilidade ao T. cruzi e notavel capacidade de adaptacdo do ambiente
silvestre para o doméstico e peridoméstico (COURA, 2014).

Os insetos da ordem Hemiptera podem apresentar habitos hematéfagos,
predadores ou fitofagos, diferenciando-se principalmente pelo formato do aparelho
bucal (rostro), como demonstrado na Figura 3. Os hematofagos, como os barbeiros
(Triatominae), possuem rostro curto e reto, adaptado a alimentagdo com sangue; 0s
predadores apresentam rostro curto e curvo, utilizado para capturar outros insetos; e
os fitéfagos possuem rostro longo e reto, com aparéncia de quatro segmentos, que
ultrapassa a regido do pescogo e permite a sucgdo de seiva vegetal (REY, 2008;
NEVES 2016). Os triatomineos, popularmente conhecidos como barbeiros por
picarem preferencialmente a face, area geralmente descoberta durante o sono,
realizam hematofagia noturna. Alimentam-se de diversos hospedeiros vertebrados,
variando conforme o ambiente: em areas domiciliares, de humanos, cées e gatos;
em peridomiciliares, de aves e pequenos mamiferos; e, em ambientes silvestres, de
roedores, marsupiais e tatus, que atuam como reservatoérios naturais do parasito. Os
triatomineos podem medir de dois a trés centimetros, apresentam cabecga alongada,
olhos salientes e antenas laterais; o rostro fica dobrado sob a cabecga, sem
ultrapassar o primeiro par de patas (REY, 2008; ARGOLO, 2008).

Figura 3: Comparagao quanto ao rostro de hemipteros. (a) hematéfago, aparelho bucal reto e
curto, ndo ultrapassa o primeiro parte de patas; (b) predador, aparelho bucal curto e curvo; (c)

fitéfago, aparelho bucal reto e longo, ultrapassa o primeiro par de patas.
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Fonte: Adaptado de Atlas iconografico dos Triatomineos do Brasil (2014).

Os barbeiros apresentam desenvolvimento hemimetabolo, ou seja, passam
por metamorfose incompleta, com estagios de ovo, ninfa e adulto, sendo as formas
jovens morfologicamente semelhantes as adultas. Ao longo de sua evolugéo, esses

insetos se adaptaram ao ambiente domiciliar humano e as construgdes
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peridomiciliares, como galinheiros, chiqueiros e tocas de animais, tornando-se
importantes vetores na transmissado do T. cruzi aos seres humanos (ARGOLO et al.,
2008). As fémeas dos triatomineos realizam a oviposi¢ao de forma livre no ambiente,
e, em algumas espécies, 0s ovos apresentam substancias adesivas que permitem
sua fixagdo ao substrato. Essa caracteristica contribui para a manutencdo e
expansao das populagdes, favorecendo a dispersdo e colonizagdo de novos
ambientes (NEVES, 2016).

O exoesqueleto dos triatomineos € dividido em cabeca, térax e abdémen. A
diferenciagdo entre os principais géneros ocorre, principalmente, pela posicdo das
bases das antenas, ou tubérculos anteniferos (Figura 4): no género Panstrongylus,
as bases antenais localizam-se proximas aos olhos e a cabeca é mais curta; em
Rhodnius, situam-se na extremidade anterior da cabecga, que é longa e estreita; e em
Triatoma, encontram-se em posi¢ao intermediaria (ARGOLO et al., 2008; REY,
2008).

Figura 4: Diferentes espécies de triatomineos. (a) Panstrongylus megistus; (b) Rhodnius

pallescens; (c) Triatoma infestans.

a.

Fonte: Colecao de Triatominae - FCFAR - Unesp Araraquara (2020)

Os géneros de maior relevancia apresentam preferéncias ecoldgicas distintas.
O género Rhodnius tende a colonizar habitagdes com telhados de palha, podendo

também ser encontrado em peridomicilios e ecotopos naturais. Panstrongylus possui
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ampla distribuicdo e elevada capacidade de adaptagdo, sendo registrado em
ambientes silvestres, peridomiciliares e domésticos; algumas espécies mantém o
ciclo do T. cruzi em associagdo com tatus, devido a forte relagao ecolégica com
esses mamiferos (REY, 2008). Ja o género Triatoma apresenta habitos
predominantemente domeésticos e peridomésticos, abrigando-se em frestas das
casas durante o dia e saindo a noite para se alimentar de sangue humano ou de
outros animais de sangue quente que se encontrem préximos.

Entre os fatores que influenciam a eficiéncia na transmissédo do T. cruzi aos
humanos, destacam-se o grau de associagao entre vetor e parasito, a capacidade de
colonizacédo domiciliar, o potencial reprodutivo, a quantidade de parasitos eliminados
nas fezes e o intervalo entre a alimentagdo e a defecagao do inseto (REY, 2008;
ARGOLO et al., 2008).

2.5 TRANSMISSAO

A Doenca de Chagas apresenta diferentes mecanismos de transmissao,
sendo o de maior importancia epidemioldgica a via vetorial (NEVES, 2016). Nessa
forma, a infeccdo ocorre pela penetragao de tripomastigotas metaciclicos eliminados
nas fezes dos triatomineos durante o repasto sanguineo. Esse tipo de transmisséo
envolve interagdes complexas entre T. cruzi, vetores e hospedeiros mamiferos, que
sofrem influéncia de fatores como clima, desmatamento, urbanizacéo, dispersao
mediada por humanos, predacdo e comportamento humano. Tais fatores modulam
diretamente a dindmica da transmiss&o vetorial (CUCUNUBA et al., 2024).

A transmissao por transfusées sanguineas constitui 0 segundo mecanismo de
maior relevancia epidemiolégica (NEVES, 2016). Embora a triagem soroldgica
rigorosa de doadores e o controle vetorial domiciliar tenham reduzido
significativamente os casos em paises endémicos da América Latina, essa via de
transmissao permanece particularmente relevante em areas ndo endémicas, em
razao dos fluxos migratérios de individuos infectados e da possibilidade de infecgoes
crénicas assintomaticas ndo diagnosticadas (NEVES, 2016; CUCUNUBA et al.,
2024).

A transmisséao por transplante de érgaos ou medula 6ssea também é possivel,
podendo desencadear formas agudas graves devido a imunossupressdo dos

receptores. Isso ocorre principalmente quando ha falhas na deteccdo de doadores
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infectados, resultados falso-negativos ou quando o transplante de um doador
infectado apresenta maior beneficio que risco ao paciente (NEVES, 2016;
CUCUNUBA et al., 2024).

A transmissao congénita ou vertical acontece quando amastigotas presentes
na mae colonizam a placenta, permitindo a liberagdo de tripomastigotas na
circulacao fetal ou durante o parto. Ha evidéncias de que cargas parasitarias
elevadas na corrente sanguinea materna aumentam o risco de infeccdo fetal
(NEVES, 2016; CUCUNUBA et al., 2024). Esse mecanismo tende a assumir maior
relevancia epidemioldgica a medida que a transmissé&o vetorial é controlada.

Outra forma de transmissdo € a via oral, que ocorre principalmente pela
ingestdo de alimentos contaminados por fezes de triatomineos infectados, com
destaque para produtos regionais como o agai. No Brasil, essa via tem assumido
crescente importancia epidemiologica, especialmente na regido Norte do pais, onde
estd associada a surtos de Doenga de Chagas aguda relacionados ao consumo de
alimentos contaminados durante o processamento artesanal (NEVES, 2016;
BRASIL, 2024; CUCUNUBA et al., 2024). As infeccdes adquiridas por essa via
tendem a apresentar evolugao clinica mais grave, frequentemente com altas taxas
de letalidade, em decorréncia da elevada carga parasitaria inoculada (CUCUNUBA
et al., 2024).

Por fim, a transmissao acidental pode ocorrer quando o sangue de animais,
vetores ou individuos infectados entra em contato com pele lesada ou mucosas,
embora seja considerada rara.

A compreensao dos diferentes mecanismos de transmissdo é fundamental
para interpretar os padrdes de ocorréncia, a distribuicdo geografica e os fatores que

influenciam a manutencao da Doencga de Chagas nas populagdes humanas.

2.6 EPIDEMIOLOGIA

A Doenga de Chagas é endémica em 21 paises da América Latina,
distribuindo-se do sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina e do Chile,
afetando principalmente populacdes rurais e de baixa renda, onde a transmissao
vetorial € predominante (RASSI JR.; RASSI; MARIN-NETO, 2010). No Brasil,
historicamente, a infeccdo esteve associada a transmisséo domiciliar por Triatoma

infestans, espécie cuja eliminagdo do ambiente domiciliar foi certificada pela
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Organizagdo Pan-Americana da Saude em 2006, representando um marco no
controle vetorial do pais (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

Atualmente, observa-se uma mudanga no perfil epidemiolégico, com
predominancia de casos agudos relacionados a transmissao oral, especialmente na
regidao Norte, onde a ingestdo de alimentos contaminados com T. cruzi, como o agai,
€ a principal fonte de infecgdo (BRASIL, 2015; BRASIL, 2024). Entre 2000 e 2013,
cerca de 91% dos casos confirmados de doenca de Chagas aguda ocorreram na
regido Norte, sendo o Para responsavel por aproximadamente 75% dos registros
nacionais (BRASIL, 2015). Esse cenario se mantém nas ultimas décadas, conforme
apontam os boletins epidemiolégicos recentes, com maior concentragdo de surtos
entre os meses de agosto e novembro, coincidindo com o periodo de safra do agai
(BRASIL, 2015; BRASIL, 2024).

A analise do Ministério da Saude (BRASIL, 2024) mostra que, entre 2012 e
2021, a regidao Norte concentrou 85% dos casos agudos notificados, mantendo o
Para como principal foco da transmissdo. A transmissado vetorial extradomiciliar
também foi identificada em alguns estados da Amazdnia Legal, envolvendo espécies
silvestres como Rhodnius pictipes e Panstrongylus geniculatus. Além disso, a
ocorréncia de surtos por via oral vem aumentando, enquanto a transmissao vetorial
classica e transfusional permanecem sob controle devido a vigilancia entomolégica e
a triagem obrigatdéria em bancos de sangue (BRASIL, 2024).

Em contrapartida, nas regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste, predominam
casos crénicos decorrentes de infec¢gdes antigas, refletindo o sucesso dos
programas de controle implementados nas décadas anteriores (RASSI JR.; RASSI;
MARIN-NETO, 2010; BRASIL, 2021). Apesar dos avancgos, a persisténcia de casos
agudos na Amazbnia e o risco de reintrodugdo em areas antes controladas
demonstram a importancia da vigilancia continua e da integragdo entre agdes de
saude, saneamento e educagao sanitaria (BRASIL, 2015; BRASIL, 2024).

2.7 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagndstico da Doenga de Chagas pode ser realizado em qualquer fase da
infeccdo e envolve a analise integrada dos dados clinicos, epidemioldgicos e
laboratoriais do paciente (LIDANI et al., 2019). Na fase aguda, a presenca do

parasito no sangue periférico pode ser detectada por métodos diretos, como o
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esfregaco sanguineo e o exame de gota espessa, sendo este ultimo mais sensivel
por concentrar maior volume de sangue em menor area, embora a observagao
microscoépica seja mais dificultada (NEVES, 2016).

A deteccdo parasitolégica também pode ocorrer por meio de meétodos de
multiplicagdo do parasito, como a hemocultura e o xenodiagnostico. Este ultimo
consiste na alimentagao de triatomineos néo infectados com o sangue do paciente,
seguida da analise para verificar a presenca de infecgdo no vetor, sendo aplicavel
tanto em casos agudos quanto crénicos, entretanto, ndo é utilizado atualmente
(LIDANI et al., 2019; NEVES, 2016).

Nas infec¢des cronicas, o diagnostico baseia-se principalmente em testes
soroldgicos para detecgao de anticorpos especificos (IgG anti-T. cruzi). Entre os
métodos empregados destacam-se a imunofluorescéncia indireta (IFl), que detecta
anticorpos do paciente por meio de uma reacgdo fluorescente observada em
microscopia; a hemaglutinagdo indireta (HAI), que evidencia a reagdo entre
hemacias sensibilizadas com antigenos do parasito e anticorpos especificos do soro;
e 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA), que utiliza antigenos especificos de T. cruzi
para capturar anticorpos presentes na amostra, oferecendo maior sensibilidade e
praticidade diagndstica (NEVES, 2016; LIDANI et al., 2019).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) também é empregada no
diagnostico, apresentando alta sensibilidade por detectar pequenas quantidades de
DNA do parasito na amostra. O PCR em tempo real (QPCR), além de permitir a
detecgao direta, possibilita estimar a intensidade da parasitemia e monitorar a
resposta terapéutica. Diferentemente dos métodos soroldgicos, essa técnica fornece
resultados mais precisos, reduzindo o risco de falsos negativos (NEVES, 2016).
Além dos testes especificos, exames laboratoriais de rotina sdo solicitados para
avaliar o estado clinico geral do paciente e possiveis comprometimentos sistémicos
(LIDANI et al., 2019).

O tratamento da Doengca de Chagas pode ser dividido em terapia
antiparasitaria, direcionada a eliminacédo do T. cruzi, e tratamento sintomatico,
voltado ao controle das manifestagdes clinicas da doenga. No Brasil, o benznidazol é
o farmaco de escolha, apresentando maior eficacia nas formas agudas, congénitas e
nas reativagdes decorrentes de imunossupressédo. No entanto, o tratamento possui
duracao prolongada, podendo chegar a até 90 dias, o que frequentemente leva a

descontinuidade em razdo dos efeitos adversos. Na fase crénica, o manejo
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terapéutico € predominantemente sintomatico, voltado a estabilizagdo clinica e a
prevengdo de complicagdes, podendo incluir intervengdes cirurgicas em casos de
comprometimento cardiaco ou digestivo (NEVES, 2016; LIDANI et al., 2019).

O sucesso terapéutico depende de multiplos fatores, como a fase e a duragao
da infecgdo, idade do paciente, precocidade do diagndstico, comorbidades, métodos
utilizados para avaliacdo da resposta ao tratamento e tempo de acompanhamento
clinico. A suscetibilidade do gendtipo de T. cruzi ao farmaco utilizado também é
determinante para o alcance da cura (NEVES, 2016; LIDANI et al., 2019).
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3 JUSTIFICATIVA

A Doenga de Chagas permanece endémica nas Américas e continua
representando um relevante problema de saude publica, especialmente em funcao
das mudancas nos padroes de transmissdo observadas nas ultimas décadas
(CUCUNUBA et al., 2024; BRASIL, 2024). Embora as ac¢des de controle tenham sido
eficazes na redugdo da transmissao vetorial classica por espécies estritamente
domiciliadas, como Triatoma infestans, a persisténcia de vetores silvestres e
peridomiciliares, a exemplo de Panstrongylus megistus e Triatoma sordida, evidencia
a necessidade de manutengdo da vigilancia entomoldgica, inclusive em regides
consideradas de menor risco historico (BRASIL, 2021).

Nesse contexto, a analise do comportamento alimentar dos triatomineos
assume papel central na avaliagdo do risco epidemiolégico, uma vez que a
identificacdo de fontes sanguineas humanas indica contato direto entre vetor e
hospedeiro, sugerindo processos de intrusdo domiciliar e adaptagdo ao ambiente
antropico. A deteccdo molecular de DNA humano em fezes de triatomineos
configura-se, portanto, como uma abordagem relevante para inferir a frequéncia
dessas interagdes e o potencial de transmissao vetorial, mesmo em areas onde a
transmissao domiciliar classica foi reduzida (GOMES et al., 1998).

No Sul de Minas Gerais, estudos realizados em periodo anterior, como o
conduzido por Faria et al. (2021), demonstraram a circulagdo de T. cruzi em
triatomineos coletados entre 2014 e 2020, evidenciando a persisténcia do risco de
transmissao na regido. Considerando que fatores ambientais, climaticos e sociais
podem modificar a dinamica dos vetores e dos ciclos de transmissdo ao longo do
tempo, torna-se necessaria a atualizagdo desses dados em um contexto
epidemiolégico mais recente (CUCUNUBA et al., 2024).

Dessa forma, o presente estudo justifica-se por atualizar e complementar os
achados de investigagcbes anteriores, ao associar a deteccédo de T. cruzi a pesquisa
de DNA humano em amostras fecais de triatomineos coletados no Sul de Minas
Gerais. Essa abordagem integrada permite uma avaliagdo mais refinada do risco
epidemioldgico regional, contribuindo para o fortalecimento das agdes de vigilancia
entomoldgica e para o direcionamento de estratégias de prevengao e controle da
Doenca de Chagas, alinhadas a realidade local (BRASIL, 2021; FARIA et al., 2021).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar a presenga de DNA humano em fezes de triatomineos
encaminhados para pesquisa de T. cruzi no Sul de Minas Gerais por meio de
gPCR.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar as amostras de fezes de triatomineos previamente
encaminhadas ao laboratério para pesquisa de T. cruzi e catalogadas sob os
critérios de espécie, municipio e data de encaminhamento.

- Conduzir a analise molecular das amostras por qPCR para
deteccdo de T. cruzi e de DNA humano, utilizando protocolos e controles
padronizados.

- Determinar a incidéncia de DNA humano nas amostras
analisadas, indicando a proporcado de triatomineos com contato prévio com
sangue humano, a fim de avaliar a ocorréncia de interagdo entre vetor e
hospedeiro humano e discutir suas possiveis implicagdes epidemiologicas
para o risco de transmissao vetorial na regido.

- Contribuir com dados preliminares que possam subsidiar
estudos futuros sobre o risco de transmissao vetorial da Doenga de Chagas

no Sul de Minas Gerais.
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5 METODOLOGIA

5.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado em dez dos 24 municipios pertencentes a
Superintendéncia Regional de Saude de Alfenas, integrante da regido macro-sul do
estado de Minas Gerais, Brasil. Foram incluidos os municipios de Alfenas,
Arceburgo, Areado, Campestre, Conceigao da Aparecida, Divisa Nova, Guaranésia,
Juruaia, Monte Belo e Pogo Fundo (Figura 5). Esses municipios mantém parceria e
credenciamento junto ao Laboratério de Parasitologia Clinica da UNIFAL - MG,
referéncia regional, para onde sao encaminhados os triatomineos capturados em
acdes de vigilancia entomolégica domiciliar e peridomiciliar, conforme os fluxos

estabelecidos pela rede de vigilancia em saude.

Figura 5: Cidades participantes da Superintendéncia de Saude de Alfenas, no Sul de Minas

Gerais.

Cidades compreendidas no
estudo

Demais cidades da
Superintendéncia de Sadde
de Alfenas

Fonte: Autora

5.2 AMOSTRAGEM

Os triatomineos utilizados no presente trabalho foram coletados por agentes
das equipes de Vigilancia Epidemioldgica dos municipios participantes, vinculados
ao Programa Nacional de Controle da Doenga de Chagas (PCDCh), no periodo de

agosto a novembro de 2025. As investigagbes entomologicas foram realizadas
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predominantemente em areas rurais, abrangendo ambientes domiciliares e
peridomiciliares, embora também tenham sido incluidas areas urbanas.

Ao longo do periodo do estudo, 58 triatomineos foram recebidos pelo
Laboratério de Parasitologia Clinica da Universidade Federal de Alfenas, Minas
Gerais, referéncia regional para a regido macro-sul do Sul de Minas Gerais.
Entretanto, nem todos os insetos foram incluidos nas analises, uma vez que um dos
critérios de inclusdo estabelecidos foi a presenga de conteudo intestinal. Dessa
forma, triatomineos secos ou sem conteudo abdominal suficiente foram excluidos,
considerando que as analises parasitologicas e moleculares realizadas dependiam
diretamente desse material biologico.

Apo6s o recebimento, os insetos incluidos no estudo passaram por analise
morfolégica, sendo identificados e classificados de acordo com os habitos
alimentares e género, de maneira que apenas triatomineos hematéfagos fossem
considerados. O presente trabalho incluiu, ao final, 32 amostras provenientes de

triatomineos coletados em domicilios investigados nos municipios da regiao.

5.3 METODO DIRETO - ANALISE PARASITOLOGICA

A analise direta, ou parasitolégica convencional, por meio de exame
microscoépico do conteudo intestinal dos triatomineos, nao foi realizada pela autora,
sendo conduzida por profissionais do proprio laboratério, conforme a rotina
institucional. A amostra necessaria para a analise foi obtida por meio da compressao
abdominal dos triatomineos, de modo a possibilitar a recuperacao do material fecal.

Para o exame, o conteudo abdominal foi cuidadosamente depositado em uma
ldamina contendo uma gota de solugdo salina, em quantidade suficiente para a
observagcdo microscopica. Em seguida, a preparagédo foi coberta com laminula e
analisada em microscopia 6ptica, com o objetivo de detectar a presenca de formas

tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi.

5.4 METODO INDIRETO - REAGCAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO
REAL (qPCR) COM PRIMERS DE T. cruzi

O DNA foi extraido a partir do material fecal dos triatomineos utilizando o

protocolo de fenol-cloroférmio, conforme previamente adaptado por Gomes et al.
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(1998), envolvendo etapas de lise celular, extragao organica, precipitagao, lavagem e
ressuspensao do DNA.

A presenca de T. cruzi nos triatomineos foi determinada por meio de reagao
de gPCR no sistema TagMan, baseada na atividade da Tag DNA polimerase, que
promove a clivagem da sonda durante a amplificagdo, permitindo a detec¢éo do alvo
em tempo real. A reagdo amplificou um fragmento de 166 pares de bases do DNA
satélite nuclear repetitivo de T. cruzi, utilizando os iniciadores Cruzi 1 e Cruzi 2 e a
sonda Cruzi 3, marcada com FAM (6-carboxifluoresceina) na extremidade 5' e MGB
(minor groove binder) na extremidade 3', molécula responsavel por aumentar a
especificidade, sensibilidade e precisdo da reacdo (PIRON et al., 2007).

As reacbes foram realizadas em volume final de 10 yL, contendo 1 uL de
DNA, 5 uL de TagMan Universal PCR Master Mix 2%, 0,5 yL da mistura de primers e
sonda, além de agua livre de DNase/RNase para completar o volume final. Cada
poco da placa do equipamento recebeu esse volume. Controles positivos e
negativos foram incluidos em todas as reagdes, a fim de monitorar a eficiéncia da
amplificacdo e a auséncia de contaminacdo. As reacgdes foram submetidas a 40
ciclos de amplificacdo, sendo os resultados posteriormente lidos e interpretados

conforme os parametros estabelecidos.

5.5 gPCR PARA DETECTAR SANGUE HUMANO

Para a detecgéo de alimentagao dos triatomineos com sangue humano, foram
utilizados oligonucleotideos especificos para amplificacdo do gene da Ribonuclease
P humana (RNAse P). As sequéncias dos iniciadores utilizados foram RNAse P
forward ( 5’ - AGA TTT GGA CCT GCG AGC G - 3’) e RNAse P reverse (5’ - GAG
CGG CTG TCT CCA CAA GT - 3’), além da sonda RNAse P probe ( 5 - TTC TGA
CCT GAA GGC TCT GCG CG - 3), para amplificagcdo de um fragmento de 120
pares de bases do gene alvo (EDER et al., 1997).

As reacoes foram realizadas seguindo o mesmo protocolo das reagdes de
gPCR descritas anteriormente, com a realizagc&o de 50 ciclos de amplificagdo. Como
controle positivo, foi utilizado DNA extraido de uma amostra de sangue humano,

enquanto agua livre de DNase/RNase foi empregada como controle negativo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de realizagdo do presente trabalho, foram recebidos 58
exemplares para analise, destes 32 insetos, encaminhados por dez cidades da area
de estudo (Quadro 1), foram classificados como hematdéfagos e foi possivel a
extragdo do conteudo intestinal. O restante, 26 exemplares, estavam secos e
impossibilitados de realizar o ensaio. Apds a avaliagdo morfoldgica externa, todos os
triatomineos foram classificados como Panstrongylus megistus. Esse resultado
evidencia a predominéncia da espécie na regido, sendo consistente com as
elevadas taxas de infecgdes naturais associadas a P. megistus e a sua reconhecida
capacidade de adaptacdo e colonizagcdo domiciliar em comparagdo a outras
espécies (FARIA et al., 2021).

Quadro 1: Numero de triatomineos por cidade, Sul de Minas Gerais

Cidade N° de Triatomineos

Alfenas 4
Arceburgo 4

Areado 3
Campestre 6

-

Conceicao da Aparecida

Divisa Nova

Guaranésia

Monte Belo

1
1
Juruaia 4
5
3

Poco Fundo
Total 32

Fonte: Autora

A analise microscopica do conteudo intestinal dos triatomineos resultou em 12
amostras positivas para a pesquisa de T. cruzi (Quadro 2). Por meio da analise

molecular, foram identificados 28 resultados positivos para o DNA do parasito,



31

evidenciando que, em 16 insetos, a infeccao nao foi detectada pelo método
parasitologico convencional, mas pdde ser confirmada pela PCR. Esse contraste
entre os métodos era esperado, uma vez que as técnicas moleculares apresentam
maior sensibilidade, permitindo a detec¢cao e amplificacdo de quantidades minimas
de DNA, inclusive em situagdes de baixa carga parasitaria. Em conjunto, esses
resultados reforcam a maior eficiéncia e aplicabilidade da PCR como ferramenta
complementar a vigilancia entomoldgica e ao controle vetorial.

A presenca de material genético humano foi detectada em 12 amostras, todas
também positivas para T. cruzi, indicando que 37,5% dos triatomineos analisados
(Gréfico 1) tiveram contato direto com sangue humano. Esse achado sugere uma
interacdo efetiva entre os vetores e o ambiente domiciliar, configurando uma
situagao de risco potencial para a transmissédo vetorial da Doenga de Chagas a
populacdo local. Por outro lado, os triatomineos negativos para DNA humano
possivelmente recorreram a outras fontes alimentares, especialmente caes, animais
que favorecem a domiciliacdo dos vetores e desempenham papel relevante no ciclo
de transmissdo da doenga ao atuarem como reservatoérios do parasito. Dessa forma,
triatomineos inicialmente nao infectados podem adquirir T. cruzi durante o repasto
sanguineo, contribuindo para a manutengdo da infecgdo no ambiente domiciliar e
peridomiciliar (FARIA et al., 2021).

Gréfico 1 - Percentual de resultados positivos e negativos para a pesquisa de
DNA humano em conteudo fecal de triatomineos.

positivos

negativos

Fonte: Autora
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Considerando que 87,5% dos triatomineos analisados apresentaram DNA de
T. cruzi (Grafico 2), os resultados indicam a existéncia de um ambiente favoravel a
manutencdo do ciclo de transmissao, no qual a interagdo entre vetores e
hospedeiros domésticos, especialmente caes, pode representar um ponto-chave na
amplificagédo da infecg&o entre os insetos. A associagéo entre altas taxas de infecgéo
vetorial e evidéncias de alimentagdo em humanos reforga que o ciclo de transmissao
vetorial permanece ativo na area de estudo, mesmo em um contexto de controle da
transmissao classica. Assim, os achados evidenciam a necessidade de continuidade
e fortalecimento das medidas de vigilancia entomoldgica e de intervengao, visando a

redugéo do risco de transmissdo da Doenga de Chagas na regido.

Grafico 2 - Percentual de triatomineos positivos para T. cruzi detectados por
gPCR.

negativos T. cruzi

positivos T. cruzi

Fonte: Autora
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Quadro 2: Resultados totais consolidados obtidos apds analise

Inseto Res.ulta'dt-) Resultado. pcr | Resultado pcr Cidade
parasitoldgico Tcruzi DNA humano
48 negativo negativo negativo Juruaia
49 negativo positivo negativo Poco Fundo
51 negativo positivo positivo Monte Belo
51* positivo positivo positivo Monte Belo
53 negativo positivo positivo Poco Fundo
54 negativo positivo negativo Monte Belo
55 positivo positivo positivo Areado
56 negativo positivo negativo Arceburgo
57 negativo negativo negativo Divisa Nova
59 positivo positivo positivo Areado
59* positivo positivo positivo Areado
60 negativo positivo negativo Alfenas
61 negativo positivo negativo Guaranésia
62 negativo positivo positivo Campestre
62* negativo positivo negativo Campestre
63 negativo positivo negativo Campestre
64 positivo positivo negativo Campestre
65 negativo negativo negativo Campestre
66 negativo positivo negativo Juruaia
67 positivo positivo positivo Alfenas
68 positivo positivo positivo Alfenas
68* positivo positivo positivo Alfenas
69 negativo positivo negativo Arceburgo
70 positivo positivo positivo Arceburgo
73 positivo positivo negativo Conceigao da Aparecida
74 negativo negativo negativo Arceburgo
75 positivo positivo negativo Monte Belo
75* positivo positivo positivo Monte Belo
78 negativo positivo negativo Pogo Fundo
79 negativo positivo negativo Juruaia
80 negativo positivo negativo Juruaia
81 negativo positivo negativo Campestre
% Positividade 37,5% 87,5% 37,5% -

Fonte: Autora. *Amostras duplicadas correspondem a diferentes triatomineos encaminhados pelo

mesmo municipio e na mesma data de coleta.
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7 CONCLUSAO

Com a metodologia aplicada, foi possivel processar e realizar a analise
molecular de todas as amostras, permitindo o calculo dos indices de positividade. Os
dados obtidos no presente trabalho demonstram a existéncia de risco de
transmissao vetorial da doenga de Chagas no Sul de Minas Gerais, uma vez que
triatomineos infectados podem se alimentar de humanos com relativa frequéncia,
favorecidos pela adaptacdo e pela proximidade desses insetos ao ambiente
domiciliar e peridomiciliar. Sendo assim, a correta identificagdo do vetor e do agente
etiolégico é fundamental para compreender os padrbes de transmissdao e para
subsidiar agbes de vigilancia epidemioldogica. Os dados apresentados reforgam a
necessidade de estratégias de intervengdo continuas, a fim de impedir a
manutengdo de casos agudos e evitar a reintrodugdo da transmissdo vetorial em
areas previamente controladas.

Como limitagcbes do estudo, destaca-se o periodo relativamente curto de
coleta, o que pode ter restringido o numero de triatomineos analisados e,
consequentemente, a abrangéncia dos resultados. Além disso, a investigagdo das
fontes de alimentacdo dos vetores foi restrita a deteccdo de DNA humano, nao
sendo avaliadas outras possiveis fontes sanguineas, como caes e outros animais
presentes no ambiente domiciliar e peridomiciliar, os quais desempenham papel
relevante na manutengao do ciclo de transmissao do T. cruzi. Dessa forma, estudos
futuros com maior tempo de acompanhamento e inclusdo de multiplas fontes de
alimentagao poderao contribuir para uma compreensdo ainda mais abrangente da

dinamica de transmissao na regiao.
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