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RESUMO

As tripanosomoses sdo doencas causadas por parasitos digenéticos do género Trypanosoma,
cujo ciclo vital envolve dois hospedeiros — um animal vertebrado considerado hospedeiro
definitivo e, diferentes invertebrados hemat6fagos representando os hospedeiros invertebrados
ou vetores. Dentre as tripanosomoses, destaca-se a doenca de Chagas, zoonose causada pelo
Trypanosoma cruzi, considerada de grande importancia médico-veterinaria por afetar o bem-
estar do homem e dos animais, sendo, o cdo vitima da doenca e Unica espécie animal capaz de
desenvolver alteracdes patoldgicas cronicas. O objetivo do estudo foi identificar as espécies
de triatomineos prevalentes na regido, verificar a presenca do T. cruzi e de material genético
canino no conteldo intestinal dos insetos, verificar o envolvimento do cdo na manutencao do
ciclo bioldgico destes vetores e de sua distribuicdo espacial na regido em estudo. Os
hemipteros hemat6fagos foram identificados quanto ao género e a espécie e submetidos ao
exame parasitolégico do contetdo intestinal. As espécies de tripanosomatideos foram
caracterizadas pela identificacdo do DNA nuclear do parasito. Para a identificacdo da fonte
alimentar dos triatomineos, foi pesquisada a GAPDH (Proteina Gliceraldeido-3-Fosfato
Desidrogenase) de cao e a B globulina humana. Foi realizado também, o exame molecular de
DNA de T. cruzi em cdes dos locais com triatomineos positivos para este protozoario. Apenas
Panstrongylus megistus foi identificado como vetor. Das 474 amostras de fezes de
triatomineos examinadas, em 48 (10,12%) foram encontrados, na microscopia, protozoarios
flagelados morfologicamente semelhantes ao T. cruzi e em 77 (16,24%) foi encontrado
material genético compativel com T. cruzi. Dessas 77 amostras, foi possivel identificar a fonte
alimentar dos triatomineos, sendo 13 (12%) com a presenca de DNA de sangue canino. N&o
foi detectado material genético do T.cruzi nos cdes examinados. A distribuicdo espacial dos
triatomineos, juntamente com a identificacdo de sangue canino, confirma que os cdes podem
estar envolvidos no ciclo biologico desses insetos. Esses dados contribuem para o
estabelecimento de acbes répidas de vigilancia epidemioldgica que impecam ou que
minimizem o risco de animais de companhia, domésticos, silvestres e também de o homem se

infectarem pelo agente etioldgico da doenca de Chagas.

Palavras chaves: Doenca de Chagas. Trypanosoma cruzi. Hemipteros. Cao



ABSTRACT

Trypanosomes are diseases caused by digenetic parasites of the Trypanosoma gender, whose
life cycle involves two hosts - a vertebrate animal considered a definitive host, and different
hematophagous invertebrates representing the invertebrate hosts or vectors. Among the
trypanosomes, Chagas' disease, a zoonosis caused by Trypanosoma cruzi, is considered of
great veterinary medical importance because it affects the welfare of man and animals, being,
the dog also victim of the disease and unique animal species capable of developing chronic
pathological changes similar to human The aim of the study was to identify the triatomine
species prevalent in the region, to verify the presence of T. cruzi and canine genetic material
in the intestinal contents of the insects, to verify the involvement of the dog in the
maintenance of the biological cycle of these vectors and their spatial distribution in the region
in study. The hematophagous hemiptera were identified as to genus and species and submitted
to parasitological examination of the intestinal contents. The species of trypanosomatids were
characterized by the identification of the nuclear DNA of the parasite. For the identification of
the food source of the triatomines GAPDH (Glyceraldehyde Protein-3-Phosphate
Dehydrogenase) dog were investigated. In this way, the triatomines of the species
Panstrongylus megistus were identified as vectors.Only Panstrongylus megistus was
identified as vector. Of the 474 triatomic feces samples examined, 48 (10.12%) were found in
microscopy, flagellate protozoa morphologically similar to T. cruzi, and 77 (16.24%) genetic
material was found compatible with T. cruzi. Of these 77 samples, it was possible to identify
the food source of the triatomines, 13 (12%) with the presence of canine blood DNA. No
T.cruzi genetic material was detected in the dogs examined. The spatial distribution of
triatomines, together with the identification of canine blood, confirms that dogs may be
involved in the biological cycle of these insects. These data contribute to the establishment of
rapid epidemiological surveillance actions that prevent or minimize the risk of pets, domestic
animals, wild animals and also humans becoming infected by the etiologic agent of Chagas'

disease

Key words: Chagas’ disease, Trypanosoma cruzi. Hemiptera. Dog
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Tripanosomoses sdo doencas causadas por protozoarios flagelados do género
Trypanosoma, parasitas digenéticos que envolvem dois hospedeiros no ciclo vital — um
vertebrado considerado hospedeiro definitivo e outro constituido por diferentes invertebrados
hematofagos representando os hospedeiros intermediarios ou vetores. Possuem distribucéo
cosmopolita e importancia médico-veterinaria e econdmica na Asia, Africa e América Latina,
afetando o bem-estar humano e animal, a producdo pecuéria e o desenvolvimento
agropecuério (SILVA et al., 2007).

Dentre as tripanosomoses que atingem o homem e os animais de companhia destaca-se
a doenca de Chagas, zoonose decorrente da infeccdo pelo protozoario denominado
Trypanosoma cruzi, incluido na familia Trypanosomatidae, classe Mastigophora, ordem
Kinetoplastida, subfilo Mastigophora e filo Sarcomastigophora (NEVES et al., 2011).

Recebe esse nome em homenagem ao pesquisador brasileiro Carlos Chagas que, em
1909, relatou tanto o agente etiologico, seus transmissores, reservatotrios, aspetos
epidemioldgicos, etiopatogénicos e o conjunto de caracteristicas clinicas que caracterizam a
doenca. E também conhecida como tripanosomose americana pelo fato de a América do Sul, a
América Central e algumas areas da América do Norte serem consideradas areas endémicas
da doenca embora, atualmente, esteja sendo detectada em outros continentes (MOTA et al.,
2014).

Vale mencionar que a doenca de Chagas é considerada uma das moléstias de mais
ampla distribui¢do no continente americano, estendendo-se desde 0 Texas nos Estados Unidos
até a extremidade dos paises do cone sul (SILVEIRA, 2009), com a estimativa de prevaléncia
de 16 a 18 milhGes de infectados (DIAS, 2011) e de aproximadamente 100 milhdes de
individuos sob o risco de infeccdo (ZETUN et al., 2014).

No Brasil, até a década de 1930 era considerada predominantemente rural. A partir
dessa época, em decorréncia do éxodo rural, houve a migracdo de individuos chagésicos para
as cidades em busca de melhores condigOes de trabalho e de vida. Dessa forma, ocorreu a
urbanizacgédo da doenca, principalmente, na periferia dos grandes centros.

Estima-se a existéncia de dois a trés milhdes de infectados no Brasil, sendo Minas
Gerais considerado um dos estados com maior prevaléncia da doenca. Aualmente, a regido
amazonica tem sido reconhecida como uma antroopozoonose emergente (SILVA et al.,
2010).
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Estudos mostram que o T. cruzi apresenta populagdes com comportamentos
heterogéneos nos ciclos domésticos e silvestres. J4 na década de sessenta, era utilizada a
expressdo ‘“‘complexo cruzi’, embasada nas variagdes morfoldgicas, imunoldgicas e de
viruléncia, para melhor compreender os diferentes padrdes comportamentais regionais da
doenca. Esse fato estd hoje esclarecido por se conhecer que o T. cruzi é uma espécie
heterogénea composta de vérias subpopulagdes que circulam entre diferentes hospedeiros
vertebrados, domésticos e silvestres e em hospedeiros invertebrados (SANTANA et al.,
2012).

Por outro lado, como enfermidade enzodtica a tripanosomose americana tem uma
difusdo mais ampla do que a infecgdo humana. Tem sido detectada em diferentes espécies de
animais de companhia, domésticos e selvagens incluindo caes, gatos, roedores e marsupiais
(SCHIMUNIS, 2000). Dentre os animais de companhia, cdes e gatos tm importancia
epidemioldgica no processo de infecgdo por vetores, no entanto, nas moradias, 0 homem e o
cdo sdo aproximadamente trés vezes mais infectados do que os gatos, sendo o cdo, a Unica
espécie animal capaz de desenvolver as alteracbes patologicas cronicas da doenca
semelhantes a do homem, deixando clara sua importancia como principal reservatorio
domeéstico do parasito (SANTANA et al., 2012).

No ambiente silvestre, mamiferos terrestres e arboricolas tém sido encontrados
naturalmente infectados pelo T. cruzi em areas endémicas para a doenca de Chagas. Esse fato
vem justificando uma recomendacao de atencao especial aos animais silvestres capazes de se
aproximarem das moradias humanas como gambas e roedores, fato que muitas vezes é
facilitado pelo proprio homem que tanto lhes retira o alimento e o abrigo quando altera o0 meio
ambiente ou facilita o encontro de comida com o armazenamento de grdos em construcoes
rusticas. Esses animais tanto podem levar o parasito para o domicilio e peridomicilio humano,
como também, auxiliar na dispersdo dos triatomineos que podem ser carreados em suas
pelagens para outros locais (ZETUN et al., 2014).

Outras especies do género Trypanosoma, como o T. theileri, T. equiperdum, T. evansi
e T. vivax, podem infectar bovinos, sendo as duas Ultimas consideradas de importancia
veterinaria. No entanto, torna-se importante salientar que T. theileri, T. equiperdum, T. evansi
e T. vivax ndo sdo transmitidos aos seus hospedeiros por triatomineos, mas por moscas da
familia tabanidae (ABRAO et al., 2009)

O T. cruzi pode ser transmitido ao homem por diferentes formas, destacando-se a
transmissao por triatomineos infectados (ALMEIDA et al., 2009). E, ainda hoje, a doenca de

Chagas é considerada como um problema de salde publica grave em diversos paises da
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América Latina, pela possibilidade da domicializacdo dos triatomineos, deslocados de seus
ecotopos silvestres pela alteracdo do meio ambiente (BARBOSA et al., 2012).

Nesse contexto, & mister salientar que 0 municipio de Alfenas esta localizado em uma
regido geografica que sofreu um grande impacto ambiental com as obras da barragem da
hidrelétrica de Furnas que tiveram inicio em fevereiro de 1957 e foram concluidas em janeiro
de 1963, com o represamento das dguas do Rio Grande e de seus afluentes.

Além disso, a regido € caracterizada pela vocacdo agropecudria, que exigiu o
desmatamento de extensas areas para o plantio das lavouras de café, de cana-de-aglcar e de
laranja. Isso propicia uma intensa corrente migratoria nas épocas das safras agricolas e, por
constituir em importante referéncia para o ensino superior, também ¢ fator de atracdo de
pessoas de diferentes regiGes geograficas do pais, inclusive de areas endémicas para
importantes doencas parasitarias como a doenca de Chagas e a esquistossomose.

Dessa forma, ha que se considerar que as caracteristicas fisiograficas do municipio,
aliadas as modificacbes ambientais em curso podem contribuir para alterar a dindmica
populacional dos artropodes - dentre eles os triatomineos, podendo em decorréncia, colocar
em risco a populacdo humana local ou migrante no sentido de contrair doencas veiculadas por
esses insetos.

Torna-se entdo importante enfatizar os relatos de Almeida (2009), ao evidenciar que o
controle vetorial € o ponto chave para minimizar a transmissao da doenga, ja que vacinas ou
tratamento eficaz para a fase cronica da infeccdo, apesar de incansaveis esfor¢os, ainda estdo
por ser desenvolvidos. O intimo contato dos insetos vetores infectados pelo T. cruzi, com 0s
seres humanos e com animais é propiciado, principalmente, pela precariedade das moradias
nas areas rurais e até mesmo urbanas, o que cria condi¢des favoraveis a infestacdo das casas
pelos triatomineos.

Assim, a abordagem multidisciplinar sobre os vetores da doenca de Chagas vem
ocupando um papel de destaque para um melhor direcionamento das medidas de controle bem
como, para uma precisa avaliacdo dos riscos de transmissdo do T. cruzi ao homem, aos
animais de companhia, domésticos e silvestres em uma determinada regido geografica. Nesse
contexto, faz-se necessario o estudo dos possiveis vetores do protozoario em uma determinada
regido, na qual se pretende estabelecer medidas de controle e de vigilancia da doenca de
Chagas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A doenca de Chagas ou tripanosomose americana € causada pelo protozoario
denominado T. cruzi, transmitido a0 homem e aos animais, principalmente, por hemipteros
hematdfagos dos géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius, denominados triatomineos e

2 [13 2 (13 2 (13

conhecidos popularmente por "barbeiros”, “chupdes”, “chupangas”, “procotos”, “bicimo”,
“fincdes” ou “vum-vum” (NEVES et al., 2011).

Apo6s a infeccdo pelo T. cruzi, tem inicio a fase aguda da doenca. Nessa fase os
infectados podem ser assintomaticos ou apresentar sinais e sintomas da doenca como febre,
mal-estar, astenia, anorexia, cefaleia, linfadenopatia, hepato e esplenomegalia, alteracdes
cardiacas e neurologicas, podendo apresentar, também, o sinal de Romafia e 0 chagoma de
inoculacdo. Na fase crénica, alguns individuos podem apresentar uma fase assintomaética da
doenca que é chamada indeterminada. Entretanto, outros infectados podem desenvolver a
forma cardiaca da doenca, denominada miocardiopatia chagasica ou, a forma digestiva que
envolve o comprometimento do esdfago e do cdélon, caracterizando respectivamente 0s
quadros clinicos de megaes6fago e de megacolon (NEVES et al., 2011).

Considerando-se 0s graves comprometimentos que a doenga pode provocar no
organismo humano, torna-se importante enfatizar o impacto causado no estado de salde e na
qualidade de vida do individuo infectado, tornando a doenga uma relevante causa de morbi-
mortalidade na populacdo populacdo humana (MOTA et al., 2014).

Revisando os aspectos epidemioldgicos nota-se que desde a sua descoberta a doenca
de Chagas e considerada uma endemia predominantemente rural. Entretanto, nos ultimos
anos, devido as migragfes humanas para &reas urbanas, a doenca também passou a ser
considerada uma endemia urbana e um problema mundial, com notificacdo em paises onde
antes ndo ocorria como Espanha, Estados Unidos, Canada e Australia (World Health
Organization, 2007; PIRON et al., 2008).

Confirmando essa problematica, Coura; Vifias (2010), relataram que a disseminacgao
do T. cruzi para diversas regides do mundo devido & migracdo populacional constitui um
alerta para a possibilidade do agravo se tornar questdo de satde publica em regiées do mundo
consideradas indenes e, de acordo com Mota et al., (2014), ndo preparadas para a prevencao e
para o controle da transmisséo transfusional e vertical do parasito, consideradas as principais

vias de infecgdo em paises onde ndo ha o ciclo natural da doenga.



19

A transmissdo do T. cruzi ao homem pode ocorrer por diferentes mecanismos: pelo
vetor (CHAGAS, 1909); por transplante de 6rgdos (SHIKANAI-YASSUDA et al., 1990); por
ingestdo de triatomineos infectados e por canibalismo entre diferentes espécies animais e em
acidentes em laboratorios (REICHE; JANCKEVICIUS, 1997); de forma congénita
(MORETTI et al., 2005); por transfusdo de sangue (ALMEIDA et al., 2009); por via oral
(CAVALCANTI et al. 2009) por meio da ingestdo do suco da cana de aglcar ou da pasta de
acai contaminados pelo T. cruzi. A transmisséo vetorial ainda considerada a mais importante,
podendo ocorrer ciclos domésticos, peridoméstico e silvestre (ALMEIDA et al., 2009).

O ciclo de transmissdo vetorial domestico é considerado o de maior importancia
epidemioldgica, podendo haver a transmissdo do parasito ao homem, além de cdes, gatos e
cobaias em alguns paises. No ciclo silvestre, os vetores podem contaminar roedores,
marsupiais como gambas e outros animais silvestres. O ciclo peridoméstico é considerado um
possivel elo entre os ciclos doméstico e silvestre pois envolve mamiferos como roedores
domésticos, marsupiais, caes e gatos que tem livre acesso as residéncias e, ainda, vetores
silvestres que podem invadir as residéncias atraidos pela luz e por alimento (ZETUN et al.,
2014).

Os vetores do T. cruzi séo insetos hematdfagos incluidos na subfamilia Triatominae,
familia Reduvidae, subordem Heteroptera, ordem Hemiptera, classe Insecta e filo Arthropoda.
A transmissdo vetorial do T. cruzi ao homem e aos animais ocorre pelo contato com as fezes
contaminadas dos triatomineos que, ao picarem o0s vertebrados, em geral defecam ap6s o
repasto sanguineo, eliminando formas tripomastigotas metaciclicas, que penetram pelo
orificio da picada ou por solucéo de continuidade deixada pelo ato de cogar (NEVES et al.,
2011).

Silveira; Feitosa; Borges (1984) consideram que dentre as mais de 120 espécies de
triatomineos existentes em diferentes paises do mundo cerca de 42 espécies ja foram
identificadas no Brasil. Dentre estas, 30 possiveis de serem detectadas em ambiente
domeéstico, das quais 4 consideradas potenciais transmissoras do T. cruzi ao homem: Triatoma
infestans; Panstrongylus megistus, Triatoma pseudomaculata e Triatoma sordida.

Entretanto, em 2006, foi certificada pela Organizacdo Panamericana de Satde (OPAS)
e pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a eliminacdo da transmissdo vetorial pelo T.
infestans em todos os estados do Brasil, fato que contribuiu para a reducdo no nimero de
criancas infectadas, pelo controle da contaminagéo pelo T. cruzi nos bancos de sangue bem
como, pela diminuicdo da prevaléncia da doenca entre os doadores de sangue (DIAS, 2006;
MINISTERIO DA SAUDE, 2009).
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Mas, devido as alteracBes ambientais, outras espécies de triatomineos de importancia
secundaria passaram a ser capturadas nos peridomicilios e nos domicilos humanos (PAULA
et al., 2010). Atualmente, espécies como o T. rubrovaria, no Rio Grande do Sul, e Rhodnius
neglectus em Goias, tém sido encontradas no domicilio. O T. vitticeps no Rio de Janeiro e no
Espirito Santo e o P. lutzi no Ceard e em Pernambuco merecem atencdo pelas altas taxas de
infeccdo natural. R. nasutus tem sido frequentemente capturado no peridomicilio do nordeste
brasileiro, nos estados do Ceard e do Rio Grande do Norte. Na amazonia, as espécies mais
frequentes sao R. pictipes, R. robustus, P. geniculatus, P. lignarius e T. maculata. As espécies
do género Rhodnius encontram-se associadas a palmeiras enquanto as espécies dos géneros
Triatoma e Panstrongylus vivem, preferencialmente, em associagdo com hospedeiros
terrestres, e ao longo de seu processo evolutivo, adaptaram-se aos domicilios humanos e as
construcdes no peridomicilio, como galinheiros, chiqueiros e tocas de outros animais,
tornando-se importantes na transmisséo da doenca ao homem (ARGOLO et al., 2008;
BRASIL, 2009; GONCALVES et al., 2012).

Outro fato que merece ser destacado é que as fémeas de triatomineos depositam seus
ovos livremente no ambiente e que os ovos de algumas espécies possuem substancias
adesivas fazendo com que fiqguem aderidos ao substrato que os apoiam. Essa é uma
caracteristica importante, uma vez que ovos aderidos a penas de aves, folhas de plantas,
materiais utilizados em constru¢es podem ser transportados a longas distancias, favorecendo
0 processo de dispersdo e de colonizacdo dos triatomineos em novos ambientes como
domicilios e peridomicilios humanos (NEVES et al., 2011).

Considerando a possibilidade de deslocamento dos triatomineos para outras regiGes
geograficas, por meio de objetos e, que a formagdo de novas col6nias esta condicionada a
fatores como a vegetacdo, o clima e, a umidade e, é importante relatar que todos os
municipios que compBem a SRS/Alfenas sofreram grande impacto ambiental com o
represamento de rios e a formacdo do Lago de Furnas. S&o municipios localizados na
mesoregido sul/sudoeste de Minas Gerais, fazendo parte da bacia do Rio Grande, ocupando
uma érea total de 9.790,433 Km? (IBGE, 2015). Esta 4rea é caracterizada como uma zona de
transicdo entre cerrado e Mata Atlantica, o que proporciona uma grande diversidade de
paisagens, de relevo e de vegetagdo, onde consequentemente a pressdo sobre a fauna e a flora
foram influenciados por inimeros fatores, como a atividade agropecudria, exploracdo de
InsSumos vegetais e minerais e a expansdo urbana. Fato que provocou, ao longo do tempo,
alteracbes considerdveis na cobertura vegetal original, em toda a dindmica do ecossistema,

ocupacdo do solo e, consequentemente, na alteracdo do ciclo silvestre dos triatomineos e a
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aproximacao desses insetos dos domicilios e peridomcilios humanos em busca de alimento e

abrigo.

Esses municipios estdo localizados na mesorregido sul/sudoeste de Minas Gerais,
fazendo parte da bacia do Rio Grande, cuja populacdo estimada é de 463.395 habitantes,
segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), (IBGE, 2015). De acordo
com o projeto Banco de Dados Geomorfol6gicos do Brasil (Topodata) (2009), que oferece o
Modelo Digital de Elevacdo (MDE) e suas derivagdes locais basicas em cobertura nacional,
podem-se extrair as cotas minimas e maximas aproximadas de altitudes dos municipios que
compdem a regido de abrangéncia da SRS/Alfenas. Essa regido se insere num conjunto
geomorfoldgico dindmico influenciado estruturalmente pela depressdo da Bacia do Parang,
pelo conjunto da Serra da Canastra e pelo encaixe do Lago de Furnas.

O clima predominante na regido que abrange os municipios da SRS/Alfenas, com base
na classificacdo de Kdppen-Geiger feita em 1928, é o Clima Temperado Chuvoso Quente,
com variacdo média de temperatura nos meses mais frios do ano entre -3° C e 18° C e
estacdes de inverno e verdo bem definidas (SA JUNIOR, 2009).

A vegetacdo na é caracterizada como uma zona de transi¢do entre cerrado e mata
Atlantica, o que proporciona uma grande diversidade de paisagens, de relevo e de vegetacao,
onde consequentemente a pressdo sobre a fauna e a flora foi influenciada por inimeros
fatores, como a atividade agropecuaria, a exploracdo de insumos vegetais € minerais e
expansdo urbana. Esse fato provocou, ao longo do tempo, alteracBes consideraveis na
cobertura vegetal original, em toda a dindmica do ecossistema, na ocupacdo do solo e,
consequentemente, na alteracdo do ciclo silvestre dos triatomineos e na aproximacao desses

insetos dos domicilios e peridomilios humanos em busca de alimento e abrigo.

2.1 Trypanosoma rangeli

E um tripanosomatideo que apresenta ampla distribuicdo geografica nas Américas
Central e do Sul, sendo encontrado também no Brasil. Infecta hemipteros hematéfagos, o
homem e diferentes espécies de mamiferos. Ndo é considerado patogénico para 0s
hospedeiros vertebrados, sendo capaz de causar baixa parasitemia e de curta duracéo,
existindo controvérsias quanto a sua reproducdo no organismo hospedeiro NEVES et al.,
2011).
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O fato de ocorrer, em uma mesma regido geografica, a presenca simultanea de T. cruzi
e de T. rangeli possibilita a existéncia de infec¢fes Unicas ou mistas. Além disso, o fato de ser
um protozoario morfologicamente semelhante ao T. cruzi que ndo pode ser distinguido pelo
exame parasitoldgico direto dificulta o diagndstico morfologico diferencial das espécies.
Nesse sentido, € recomendada para facilitar o diagnostico diferencial, a utilizacdo de
metodologias como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (VALLEJO et al., 2015).

2.2 Aspectos biogeogréficos e distibuicdo geografica dos triatomineos no Brasil

Os triatomineos podem ser encontrados em todo o territorio brasileiro, em ambientes
silvestres naturais ou alterados e, considerados potencialmente capazes de colonizar
facilmente peridomicilios e domicilios humanos e de se alimentarem do sangue de animais
domeésticos, de companhia e do homem (FIGUEIREDO; SILVA; BOLOGNEZ, 2007).

Fatores relacionados a relevo, clima, vegetacdo e solo podem influenciar a incidéncia
desses insetos em determinadas regides. Torna-se necessario mencionar que, Forattini et al
(1974) ja& relatavam que a sinantropia dos triatomineos associada & acdo antropica,
responsavel por intensas alteracdes ambientais principalmente relacionadas a destruicdo e/ou
a alteracdo da cobertura vegetal primitiva influencia a domiciliacdo dos triatomineos e facilita
a transmissao do T. cruzi aos animais e ao homem. Também, Mendes; Lima (2011) relatam
gue, mesmo em regides cuja vegetacdo nativa foi reduzida pela agricultura e pela pecuaéria,
ainda ocorrem populacdes de triatomineos silvestres capazes de colonizar peri e
intradomicilios, sendo que o T. cruzi, ainda que com baixa incidéncia, persiste nesses locais
como enzootia silvestre.

Na regido amazonica, caracterizada pela floresta Umida tropical, umbrosa, com alta
pluviosidade e crescente acéo antrépica ha grande dispersdo da fauna triatominica associada a
degradacdo do ambiente natural e ao deslocamento dos triatomineos do ambiente silvestre
(AGUILAR et al., 2007; MASSARO; REZENDE; CAMARGO. 2008). Nessa regido, a
invasdo das moradias humanas e de locais de armazenamento e de processamento de
alimentos por triatomineos adultos é considerada a principal forma de transmissdo do T. cruzi
ao homem e aos animais. Esse fato, que caracteriza surtos da doenca de Chagas por
transmissdo oral em grupos familiares e comunitarios (BELTRAO et al., 2009; MILES,
2010).
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Ao longo dos anos, estudos como os de Clark (1935) e de Alarcon (1980) mostraram a
sensibilidade dos triatomineos frente a pequenas alteragdes da temperatura ambiente e da
umidade, fato também relatado por Zeledon; Rabinovich (1981) como a causa mais
importante que influencia na distribuicdo gegrafica desses vetores. Wigglesworth; Gillet
(1934) observaram que triatomineos sdo capazes de perceber as alteracBes térmicas e que essa
percepcdo é um dos principais fatores que determinam o encontro de hospedeiros como
potenciais fontes alimentares. Esse fato foi comprovado por Friend ; Smith (1985) que
mostraram que o comportamento alimentar dos triatomineos pode ser estimulado por objetos
aquecidos.

E importante relatar que em casos de densidades elevadas de triatomineos adultos em
uma estrutura populacional, ha a dispersdo destes para hébitats articifiais como galinheiros,
tocas de animais oe outros, ocorrendo a colonizacdo desses locais. Esse fato é observado
principalmente no periodo de outubro a dezembro para P. megistus ( CARCAVALHO et al.,
1997).

Dessa forma, fica clara a necessidade do conhecimento dos fatores que interferem na
ocorréncia e na distribuicdo de triatomineos no territério brasileiro, como os descritos acima,
para o estabelecimento de medidas de controle e de vigilancia epidemioldgica que possam
evitar a incidéncia desses insetos e a colonizagdo de tocas de animais e de domicilios
humanos, o que pode ser facilitado, por meio de programas que envolvam a participacao da
populacdo e a participacdo de equipes de vigilancia ambiental de municipios e dos estados

federativos, acGes que minimizem a transmissao vetorial do T. cruzi (DIAS et al., 2016).

2.3 Doenga de Chagas como zoonose

O T. cruzi pode infectar tanto 0 homem como animais de companhia, domésticos e
silvestres, fato que requer atencdo dentre as medidas profilaticas para se evitar o risco de
adoecer.Existe o relato na literatura de cerca de 200 espécies de mamiferos ja encontrados
infectados pelo T. cruzi incluindo marsupiais como marsupiais (Didelphis sp, Philander sp,
Marmosa sp) roedores (Nectomys sp, Neotoma sp, Akodan sp, Rattus sp, Proechymis sp)
carnivoros (Procyon sp, Tayra sp, Urocyon sp) e primatas (Saimiri sp, Aotus sp, Leontocebus
sp, Cebus sp). Porém, dentre as espécies de animais anteriormente citadas, ndo sdo todas
consideradas reservatorios para o T. cruzi, sendo considerada de maior importancia

epidemioldgica a infeccdo de mamiferos que podem circular entre os ambientes domésticos



24

ou peridomésticos como o céo e 0 gato ou se aproximar das moradias humanas como o rato e
0 gambé. Espécies animais de sangue frio e aves sdo refratarios a infeccdo pelo T. cruzi, mas
considerados relevantes na epidemiologia da doenca de Chagas por servirem como fonte
alimentar para triatomineos (MINISTERIO DA SAUDE, 1998; CIDEIM, 1994; NOBREGA
et al., 2009).

2.3.1 Doenca de Chagas no céo

Dentre os animais de companhia, possiveis de infeccdo pelo T. cruzi, que circulam
livremente nas moradias humanas, os cdes sdo descritos como o reservatorio mais importante
e sentinela da infecgdo por T. cruzi, por terem sidos expostos ao ciclo de transmisséo,
comprovando a ocorréncia da infecgcdo no local, sendo que o cdo € a Unica espécie capaz de
desenvolver alteracdes cronicas semelhantes as observadas no homem, além de apresentar as
formas aguda, indeterminada e cronica da doenca (SOUZA et al., 2008).

A infeccdo pode ocorrer quando triatomineos infectados picam o animal e defecam
contaminando o local da picada ou por via oral, quando o cdo ingere triatomineos ou tecidos
de reservatorios silvestres infectados com o T. cruzi (SANTANA, et al., 2012) e, ainda, por
via transplacentaria e pela amamentacdo (PAVARINI, 2009).

As manifestacfes agudas da doenca sdo caracterizadas por infeccdo generalizada, com
lesBes no miocardio e no sistema nervoso central, podendo ser observada também anorexia,
linfadenopatia generalizada, diarreia, miocardite e até mesmo a morte subita decorrente de
arritmia grave. A fase cronica inicia de oito a trinta e seis meses apés a infeccdo inicial e o
animal pode manter-se assintomatico ou apresentar distarbios no ritmo cardiaco (SANTANA,
etal., 2012).

Torna-se importante enfatizar que os cdes podem atuar como reservatorios
intradomiciliares ou peridomiciliares do T. cruzi, o que é considerado como um fator de risco
significante para outros animais e para a populagdo humana (ALMEIDA et al., (2013). A
pesquisa da doenca de Chagas nesses animais representa uma forma de se detectar o risco
imediato para as pessoas que mantém contato com os animais de serem infectadas pelo
protozoario, reforcando-se assim, o papel do médico veterinario no bem-estar humano, animal
e na saude publica (PAVARINI, 2009).

Portanto, a presenca de infeccdo natural no animal reabre a questdo da importancia do

cdo na epidemiologia da doenga de Chagas e sugere um alerta aos veterinarios para a
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existéncia dessa enfermidade. Esse fato confirmado por Diniz (2016) ao relatar a identificacdo
de triatomineos infectados pelo T. cruzi no zooldgico de Brasilia no viveiro de micos, a
possibilidade da contaminagdo do homem pelas fezes do “barbeiro”, pelo sangue ou saliva

dos macacos e a evidéncia de caes contaminados na regiao.

2.3.2 Infeccdo de animais de producédo por tripanosomatideos

Na América do Sul, as tripanossomoses em animais de producdo sdo causadas pelos
protozoarios Trypanosoma theileri, Trypanosoma equiperdum, Trypanosoma evansi e
Trypanosoma vivax, sendo os trés ultimos considerados os de maior importancia veterinaria
por serem mais patogénicos (ABRAO et al., 2009).

Segundo Perry et al. (2002), as tripanossomoses estdo incluidas entre as vinte doencas
mais importantes de acordo com o impacto socioecondémico na regido onde ocorrem, sendo
que febre aftosa, antrax, ectoparasitoses, fascioloses, entre outras doencas, estdo na mesma
relacdo. Ainda de acordo com 0s mesmos autores, as tripanossomoses estdo entre as dez
zoonoses mais importantes junto com a tuberculose bovina, bruceloses, cisticercose,
leptospirose, entre outras.

No Brasil, ja foram detectadas formas sanguineas do T. theileri em gado naturalmente
infectado nos estados de S&o Paulo, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Para e Rio Grande
do Sul. Esse protozoario tem como vetor moscas hematdfagas da familia Tabanidae e a
tripanosomose ndo esta relacionada a nenhum processo patogénico, apenas tem sido associada
com linfocitose nos animais infectados (BOSE et al., 1987; MARTINS; LEITE; DOYLE,
2008).

A tripanosomose causada pelo T. equiperdum é conhecida como dourine. E
considerada erradicada em varios paises, sendo atualmente endémica em algumas regifes
geograficas da Africa e da Asia, incluindo a Russia. Ocasionalmente surtos da doenca s&o
relatados em outras areas, incluindo a Europa ou ocorrer em regides onde animais nao séo
submetidos ao diagnostico. Acomete cavalos, jumentos e mulas, 0s quais parecem constituir
reservatorios naturais do parasito. Zebras, cachorros e ratos podem ser infectados
experimentalmente. E caracterizada por edema da genitalia, placas cutineas e sinais
neuroldgicos. A transmissdo do parasito ocorre diretamente de equino para equino — 0S

parasitos presentes no fluido seminal e nas membranas mucosas da genitalia do animal doador
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sdo transferidos de um animal para o outro durante o coito, ndo existindo evidéncia da
participacdo de vetores na transmissdo. (BRUN; HECKER; LUN, 1998; _ , 2009).

T. evansi afeta principalmente equinos embora possa atingir também cées, cabras,
capivaras, bovinos e bufalos. E caracterizada por febre intermitente, anemia normocitica e
normocrémica, leucocitose com linfocitose, conjuntivite, edema de membros e das partes
ventrais do corpo, perda de pelos, emagrecimento progressivo, inapeténcia e, ocasionalmente,
hemorragias na cadmara anterior do olho. Na fase cronica da doenca a fraqueza é progressiva,
as membranas mucosas tornam-se palidas, alguns animais apresentam ictericia, nodulos
linfaticos superficiais entumecidos e incoordenacdo motora com paralisia dos membros
posteriores causando claudicacdo, o que leva a denominacao popular da doenga de “mal das
cadeiras” no Brasil, “murrina” no Panama e “surra” em paises Asiaticos (SILVA et al., 2010).
Pode ser transmitido por moscas da familia Tabanidae e Stomoxidae e, também por morcegos
hematdfagos e carrapatos (SILVA, et al., 2007).

No Brasil, o T. evansi infecta cavalos, principalmente no Pantanal, onde a doenca tem
importancia econémica devido ao grande numero de equinos na regido (RODRIGUES et al.,
2009).

T. vivax infecta bovinos, ovinos e caprinos, sendo prevalente nas regides Norte e
Central (Pantanal) do Brasil. Os sinais clinicos incluem perda progressiva de peso, queda de
fertilidade e de producdo de carne, aborto, agalaxia e, eventualmente, morte. Também deve
ser considerado um causador de danos reprodutivos em bovinos e ovinos. Nos machos, as
alteracdes acarretam perda de libido, retardamento da puberdade e ma qualidade do sémen.
Nas fémeas, podem ocorrer anestro temporario ou permanente, ciclos estrais anormais, morte
fetal, distocia, abortamento, morte neonatal, além de efeitos patogénicos no feto e no recém-
nascido (BATISTA et al., 2008; ABRAO et al., 2009). Na Asia e na Africa é transmitido por
moscas tsé-tsé (Glossina spp.) enquanto na América do Sul e Central e no Caribe é
transmitido por outras moscas hematdfagas (CARVALHO et al., 2008).

Na Ameérica do Sul, estudos sobre a ocorréncia de T. vivax vinham sendo realizados
principalmente em areas endémicas, como no Pantanal e regido norte do Brasil (CADIOLI et
al., 2012). Entretanto, no periodo de setembro a outubro de 2008, foi feito primeiro relato da
ocorréncia de T. vivax em um rebanho leiteiro de Minas Gerais. Na época na qual ocorreu o
surto os impactos econémicos da doenca no rebanho foram calculados com base em mortes
diretas, abortos, natimortos e queda no ganho de peso e na producdo de leite, além dos gastos
com drogas tripanomicidas (CARVALHO et al., 2008). Ainda em 2008, houve a descri¢do de

um surto envolvendo o T. vivax no municipio de Lins — SP, na auséncia de tabanideos e com
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grande presenca de Haematobia irritans (mosca dos chifres) e de Stomoxys calcitrans (mosca
dos estabulos) Os Animais acometidos apresentaram febre, ictericia, diminuicdo da producéo
de leite, perda de peso, diarreia profusa, abortos, anemia, leucocitose e hiperfibrigenemia.
Foram registrados 31 Obitos de vacas e bezerros em 1.080 bovinos no total. Trés vacas
apresentaram sintomatologia nervosa, como dismetria, ataxia e fraqueza muscular, além de
ptialismo, aumento de linfonodos e edema submandibular. (CADIOLI et al., 2012).

Nesse contexto e considerando a importancia médico-veterinaria das tripanosomoses,
pensamos que o conhecimento do da fauna triatominae dos municipios sob a jurisdicdo da
Superintendéncia Regional de Salude de Alfenas (SRS/Alfenas) e de sua fonte alimentar, além
da caracterizacdo de outros condicionantes epidemioldgicos envolvendo a determinacéo
especifica do protozoario flagelado identificado no conteudo intestinal dos triatomineos pelo
exame parasitoldgico dos exemplares examinados, proporciona mais um elo de fortalecimento
na luta pelo controle de vetores de diferentes doengas, entre estas a doenga de Chagas,
contribuindo para a promocéo de salde da populagdo humana, para a sanidade e para 0 bem-

estar animal em Alfenas e na regiao.
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3 OBJETIVO GERAL

Identificar as espécies de triatomineos prevalentes na regido, verificar a presenca do T.
cruzi e de material genético canino no contetdo intestinal dos insetos, verificar o
envolvimento do cdo na manutencdo do ciclo bioldgico desses vetores e sua distribuicdo

espacial na regido em estudo.

3.1 Objetivos especificos

Classificar os hemipteros quanto ao habito alimentar em hemato6fagos, fitéfagos ou
predadores.

Identificar morfologicamente os triatomineos/vetores quanto ao género e, se possivel,
a espécie.

Realizar o exame parasitoldgico do contetdo intestinal (fezes) dos triatomineos para a
pesquisa de protozoarios flagelados com morfologia semelhante ao T. cruzi.

Pesquisar o DNA do T. cruzi no conteldo intestinal dos triatomineos.

Pesquisar 0 DNA do cdo em amostras do contedo intestinal de triatomineos para
identificacdo da fonte alimentar.

Realizar o diagnéstico molecular da doenca de Chagas em cdes nos locais de
triatomineos positivos para T. cruzi.

Representar espacialmente as zonas de riscos bioldgicos para o estabelecimento de
focos de transmissdo do T. cruzi na area em estudo a partir dos dados da presenca de

triatomineos infectados.
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4 CAPITULO 1 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E FONTE ALIMENTAR DE
TRIATOMINEOS E O PAPEL DO CAO COMO POSSIVEL FONTE DE INFECCAO

DO Trypanosoma cruzi

O presente artigo encontra-se de acordo com as normas de submissdo exigidas
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Resumo

As tripanosomoses sdo doencas causadas por parasitos digenéticos do género Trypanosoma,
cujo ciclo vital envolve dois hospedeiros — um animal vertebrado considerado hospedeiro
definitivo e, diferentes invertebrados hematdfagos representando os hospedeiros invertebrados
ou vetores. Dentre as tripanosomoses, destaca-se a doenca de Chagas, zoonose causada pelo
Trypanosoma cruzi, considerada de grande importancia médico-veterinaria por afetar o bem-
estar do homem e dos animais sendo, o cdo vitima da doenca e Unica espécie animal capaz de
desenvolver alteracGes patoldgicas cronicas. O objetivo do estudo foi identificar as espécies
de triatomineos prevalentes na regido; verificar a presenca do T. cruzi e de material genético
canino no conteddo intestinal dos insetos; verificar o envolvimento do cdo na manutencdo do
ciclo bioldgico desses vetores e sua distribuicdo espacial na regido em estudo. Os hemipteros
hematofagos foram identificados quanto ao género e a espécie e submetidos ao exame
parasitolégico do contetdo intestinal. As espécies de tripanosomatideos foram caracterizadas
pela identificagdo do DNA nuclear do parasito. Para a identificagcdo da fonte alimentar dos
triatomineos foi pesquisado a GAPDH (Proteina Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase) de
céo e a P globulina humana. Foi realizado também o exame molecular de DNA de T. cruzi em
caes dos locais com triatomineos positivos para este protozoario. Apenas Panstrongylus
megistus foi identificado como vetor. Das 474 amostras de fezes de triatomineos examinadas,
em 48 (10,12%) foram encontrados, na microscopia, protozoarios flagelados
morfologicamente semelhantes ao T. cruzi e, em 77 (16,24%) foi encontrado material
genético compativel com T. cruzi. Dessas 77 amostras, foi possivel identificar a fonte
alimentar dos triatomineos, sendo 13 (12%) com a presenca de DNA de sangue canino. Nao
foi detectado material genético do T.cruzi nos cdes examinados. A distribuicdo espacial dos
triatomineos, juntamente com a identificacdo de sangue canino, confirma que os cdes podem
estar envolvidos no ciclo biologico desses insetos. Esses dados contribuem para o
estabelecimento de agGes rapidas de vigilancia epidemiologica que impegam ou minimizem o
risco de animais de companhia, domésticos, silvestres e também do homem se infectarem pelo

agente etiolégico da doenca de Chagas.

Palavras chave: Doenca de Chagas. Trypanosoma cruzi. Hemipteros.
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Abstract

Trypanosomes are diseases caused by digenetic parasites of the Trypanosoma gender, whose
life cycle involves two hosts - a vertebrate animal considered a definitive host, and different
hematophagous invertebrates representing the invertebrate hosts or vectors. Among the
trypanosomes, Chagas' disease, a zoonosis caused by Trypanosoma cruzi, is considered of
great veterinary medical importance because it affects the welfare of man and animals, being,
the dog also victim of the disease and unique animal species capable of developing chronic
pathological changes similar to human The aim of the study was to identify the triatomine
species prevalent in the region, to verify the presence of T. cruzi and canine genetic material
in the intestinal contents of the insects, to verify the involvement of the dog in the
maintenance of the biological cycle of these vectors and their spatial distribution in the region
in study. The hematophagous hemiptera were identified as to genus and species and submitted
to parasitological examination of the intestinal contents. The species of trypanosomatids were
characterized by the identification of the nuclear DNA of the parasite. For the identification of
the food source of the triatomines GAPDH (Glyceraldehyde Protein-3-Phosphate
Dehydrogenase) dog were investigated. In this way, the triatomines of the species
Panstrongylus megistus were identified as vectors.. Only Panstrongylus megistus was
identified as vector. Of the 474 triatomic feces samples examined, 48 (10.12%) were found in
microscopy, flagellate protozoa morphologically similar to T. cruzi, and 77 (16.24%) genetic
material was found compatible with T. cruzi. Of these 77 samples, it was possible to identify
the food source of the triatomines, 13 (12%) with the presence of canine blood DNA. No
T.cruzi genetic material was detected in the dogs examined. The spatial distribution of
triatomines, together with the identification of canine blood, confirms that dogs may be
involved in the biological cycle of these insects. These data contribute to the establishment of
rapid epidemiological surveillance actions that prevent or minimize the risk of pets, domestic
animals, wild animals and also humans becoming infected by the etiologic agent of Chagas'

disease

Key words: Chagas’ disease, Trypanosoma cruzi. Hemiptera. Dog
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Introducéo

Dentre as tripanosomoses que atingem o homem e os animais de companhia destaca-se
a doenca de Chagas, zoonose decorrente da infeccdo pelo protozoario denominado
Trypanosoma cruzi .

Como enfermidade enzodtica a tripanosomose americana tem uma difusdo mais ampla
do que a infeccdo humana. Tem sido detectada em diferentes espécies de animais de
companhia, domésticos e selvagens, incluindo cées, gatos, roedores e marsupiais . Dentre os
animais de companhia, cées e gatos tém importancia epidemioldgica no processo de infeccédo
por vetores, no entanto, nas moradias, 0 homem e o cdo sdo aproximadamente trés vezes mais
infectados do que os gatos @, sendo o cdo, a Unica espécie animal capaz de desenvolver as
alteracdes patoldgicas cronicas da doenca semelhantes a do homem, deixando clara sua
importancia como principal reservatério doméstico do parasito .

No ambiente silvestre, mamiferos terrestres e arboricolas tém sido encontrados
naturalmente infectados pelo T. cruzi em areas endémicas da doenca de Chagas. Esse fato
vem justificando uma recomendacéo de atencdo especial aos animais silvestres capazes de
aproximarem das moradias humanas como gambas e roedores. Esse evento, muitas vezes, é
facilitado pelo proprio homem que tanto lhes retira o alimento e o abrigo quando altera 0 meio
ambiente ou facilita o encontro de comida com o armazenamento de grdos em construcoes
rusticas. Esses animais podem levar o parasito para o domicilio e para o peridomicilio
humano, como também, auxiliar a dispersdo dos triatomineos que podem ser carreados em
suas pelagens para outros locais ©.

Nesse contexto, € mister salientar que o municipio de Alfenas esta localizado em uma
regido geografica que sofreu um grande impacto ambiental com as obras da barragem da
hidrelétrica de Furnas que tiveram inicio em fevereiro de 1957 e foram concluidas em janeiro

de 1963, com o represamento das dguas do Rio Grande e de seus afluentes. Além disso, a



33

regido é caracterizada pela vocagdo agropecudria, que exigiu o desmatamento de extensas
areas para o plantio das lavouras de café, de cana-de-agucar e de laranja. Isso propicia uma
intensa corrente migratoria nas épocas das safras agricolas e, por constituir uma importante
referéncia para o ensino superior, também ¢ fator de atracdo de pessoas de diferentes regides
geograficas do pais, inclusive de areas endémicas para importantes doencas parasitarias como
a doenca de Chagas e a esquistossomose.

Dessa forma, hd que considerar que as caracteristicas fisiograficas do municipio,
aliadas as modificacbes ambientais em curso podem contribuir para alterar a dindmica
populacional dos artropodes - dentre estes os triatomineos - podendo, em decorréncia, colocar
em risco a populacdo humana local ou migrante no sentido de contrair doencas veiculadas por
esses insetos.

Sendo assim, o objetivo do estudo foi identificar as espécies de triatomineos
prevalentes na regido, verificar a presenca do T. cruzi e de material genético canino no
contetdo intestinal dos insetos, verificar o envolvimento do cdo na manutengdo do ciclo

bioldgico desses vetores e em sua distribuicdo espacial na regido em estudo.
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Metodologia

Local de estudo

O estudo foi realizado em municipios sob a jurisdicdo da Superintendéncia Regional
de Saude de Alfenas (SRS/Alfenas), que é uma Instituicdo Publica Estadual que compde a
Secretaria de Estado da Saude de Minas Gerais, a qual assessora, acompanha e monitora as
acOes de salde desenvolvidas em vinte e seis municipios: Alfenas; Alterosa; Arceburgo;
Areado; Bandeira do Sul; Botelhos; Campos Gerais; Campo do Meio; Cabo Verde;
Carvalhopolis; Conceicdo da Aparecida; Carmo do Rio Claro; Campestre; Divisa Nova;
Fama; Guaranésia; Guaxupé; Juruaia; Machado; Monte Belo; Muzambinho; Nova Resende;

Paraguacu; Poco Fundo; Sdo Pedro da Unido e Serrania (Figura 1),

Identificacdo e exame parasitoldgico dos triatomineos

O esudo foi realizado no periodo de julho de 2014 a julho de 2016. Os triatomineos
foram capturados in loco pelos agentes de endemias dos municipios, que atuam junto ao
Programa de Controle da Doenca de Chagas (PCDCh) ©. Foram acondicionados em frascos
de polietileno e entregues nas Secretarias Municipais de Salde, aos cuidados do Servico de
Vigilancia em Saude que os encaminham a SRS/Alfenas. Por meio dos servigos de vigilancia
epidemioldgica os insetos foram entregues no laboratério de Parasitologia Clinica da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), acompanhados de uma ficha com os dados
do local de captura, para identificacdo e exames.

No laboratorio, os insetos foram classificados quanto ao habito alimentar em
hemipteros hematdfagos, predadores ou filéfagos. Os hematdfagos (triatomineos) foram
identificados pela analise das suas caracteristicas morfologicas, quanto ao estadio evolutivo,
ao género e, se possivel, quanto a espécie . Apés a caracterizacdo morfoldgica foram

submetidos ao exame parasitologico do contetido do tubo digestivo (fezes) para a pesquisa de
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protozoarios flagelados com morfologia semelhante ao T. cruzi, pela técnica de compresséo
abdominal. Com as fezes obtidas foram confeccionados esfregagcos em solucdo salina a 0,85%

estéril para exame direto a fresco e posterior coloracdo pelo método de Giemsa.

Exame molecular do conteudo intestinal dos triatomineos

As amostras de fezes foram processadas conforme o protocolo basico de extracdo de
DNA descrito por Sambrook, Fritsch e Maniatis ®. Resumidamente, as amostras foram
maceradas e dissolvidas em tampéo de lise (Tris-HCI, 10 mM, pH 8.0; EDTA 10mM; SDS,
0,5%; N-laurilsarcozil, 0,01%; proteinase K, 100mg/mL) e incubadas em banho-maria a 56°C
de uma a quatro horas, até a lise completa do material. O DNA foi extraido pelo protocolo
fenol/cloroférmio/isoamil e precipitado com isopropanol. O DNA precipitado foi entdo lavado
com etanol a 70% e centrifugado a 10.000g por 10 minutos. O sedimento foi dissolvido em
agua pura. As amostras de DNA foram quantificadas no espectofotdmetro Nanodrop ND2000
(ThermoScientific) e suas concentragdes corrigidas para 250ng/pl.

A identificacdo molecular do T. cruzi foi realizada pela reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real (qPCR), utilizando-se sondas de hidrélise do tipo TagMan,
duplamente marcadas. As sequéncias dos iniciadores foram baseadas em regides do mini-
circulo do KDNA do parasito. As sequéncias foram constituidas pelos iniciadores Tc32F (5'-
TTT GGG AGG GGC GTT CA-3") e Tcl48R (5-ATA TTA CAC CAA CCC CAA TCG
AA-3"), e pelas sondas Tc71PA-LNA (cepa Tipo I e cepa tipo II) (5°’-FAM-CAT "C"TC
A"C"C "C"GT A"C"A TT-BHQ-3") e Tc71PC-LNA (cepa tipo I): (5’-VIC CAT "C"TC
"C"C"C" CGT ACA TT-BHQ-3") ®. As reacdes foram realizadas em um ABI 7500 Real
Time PCR System (AppliedBiosystems), em um volume final de 20uL por reagdo. O volume
de 3uL. de DNA (amostras ou controles) foi adicionado a um reagente contendo 10 pL de 2X

TagMan Universal PCR Master Mix (NoAmpliErase UNG). Foram ainda adicionados 0,8 pL.
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dos marcadores Tc32F e Tc148R na concentragdo de 10uM, e 0,4 uL. da sonda Tc71PA-LNA
na concentracao de SuM e 0,2 pL. Tc71PC-LNA, na concentracdo de SuM. A cada ciclo de
amplificacdo, foram incluidos dois controles negativos; - um contendo apenas agua pura e
outro, com DNA extraido de amostra sabidamente negativa para T. cruz; e um controle
positivo. A primeira etapa ocorreu em um ciclo inicial de 50°C por 2 minutos para melhor
atividade da AmpliErase UNG. A segunda etapa foi um ciclo a 95°C por 10 minutos,
seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e a 60°C por 1minuto.

Para verificar se os triatomineos se alimentaram de sangue humano, foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores para a caracterizagdo molecular da B globulina humana no
conteudo ingerido pelos triatomineos. Foram utilizados os oligonucleotideos 1 (5' ACC ACC
AAC TTC ATC CAC GTT CAC C3")e B2 (5' CTT CTG ACA CAA CTG TGT TCA CTA
GC 3'), que amplificam uma sequéncia de 140 pares de bases do gene da 3 globulina humana.
As amplificacdes foram realizadas utilizando-se um termociclador GeneAmp PCR System
9700 (AppliedBiosystems) e consistiam em um ciclo inicial de desnaturacdo de 5 minutos a
95°C; uma segunda etapa com 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto; anelamento a
62°C por 1 minuto e extensdo, a 72°C por 1 minuto. Apés essa etapa, 0 processo foi
finalizado por um ciclo final de extensdo por 10 minutos a 72° C. Cada reacdo foi
acompanhada pela adicdo de um controle positivo a partir de DNA extraido de sangue
humano, e um controle negativo, contendo apenas agua pura %,

Para verificar o envolvimento do cdo na manutencédo do ciclo de desenvolvimento dos
triatomineos na regido em estudo, foram utilizados marcadores moleculares que amplificam
regides especificas, a gliceraldeido 3- fosfato desidrogenase (GAPDH) canina (5’AGG CTG
AGA ACG GGA AAC TT3' e 5’ATT AAG TTG GGG CAG GGA CT3’), que amplifica um

fragmento de 911pb ™.
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Exame molecular para pesquisa de DNA de T. cruzi no sangue periférico de caes

Foram coletados 5mL de sangue da veia cefélica dos cdes das localidades com
triatomineos, cujo exame molecular confirmou a presenca do T. cruzi no contetdo intestinal.

As amostras sanguineas foram processadas conforme protocolo basico de extracdo de
DNA descrito por Sambrook, Fritsch e Maniatis ®. Resumidamente, as amostras foram
dissolvidas em tampao de lise (Tris-HCI, 10 mM, pH 8.0; EDTA 10mM; SDS, 0,5%; N-
laurilsarcozil, 0,01%; proteinase K, 100mg/mL) e incubadas em banho-maria a 56°C de uma a
quatro horas, até a lise completa do material. O DNA foi extraido pelo protocolo
fenol/cloroférmio/isoamil e precipitado com isopropanol. O DNA precipitado foi entdo lavado
com etanol a 70% e centrifugado a 10.000g por 10 minutos. O sedimento foi dissolvido em
agua pura. As amostras de DNA foram quantificadas no espectofotdmetro Nanodrop ND2000
(ThermoScientific) e suas concentragdes, corrigidas para 250ng/pl.

A identificacdo molecular do T. cruzi foi realizada pela reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (qPCR) utilizando-se sondas de hidrdlise do tipo TagMan,

conforme protocolo descrito anteriormente.

Processamento dos dados de geotecnologia

Apols da obtencdo de todos os dados, estes foram utilizados para a elaboracdo de
mapas, por meio das técnicas de geoprocessamento, que determinaram as areas onde ha risco
de transmissédo do T. cruzi para o0 homem, para animais de companhia, domésticos e silvestres.

Para a elaboracdo dos mapas foram utilizadas imagens multiespectrais do satélite
Landsat — 8 de 03/08/2014 e modelos digitais de elevacdo (MDE) provenientes da Shuttle
Radar Topography Mission (SRTM). As imagens foram obtidas do catalogo de imagens do
Earth Explorer do Servico Geologico dos Estados Unidos (USGS). O MDE foi obtido do

Banco de Dados Geomorfométricos do Brasil (Topodata), no endereco eletronico
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www.dsr.inpe.br/topodata. Os softwares utilizados para o geoprocessamento dos dados foram:

0 ArcGis 10.2.2, o llwis 3.4 e 0 QGis 2.8.1.
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Resultados e discusséo

No periodo de julho de 2014 a julho de 2016, foram recebidos dos municipios que
compdem a SRS/Alfenas 572 hemipteros, os quais, de acordo com a classificacdo alimentar,
foram identificados como 560 (97,90%) hematdfagos, 2 (0,34%) fitofagos e 10 (1,75%)
predadores (Figura 2).

Todos os 560 hematdfagos (triatomineos) foram identificados como Panstrongylus
megistus, dos quais, 474 (84,64%) foram submetidos ao exame parasitologico.

No Brasil, P. megistus foi a espécie mais encontrada, em estudo realizado no periodo
de 2007 a 2011, em analise de ocorréncia de triatomineos domiciliados, do qual participaram
aproximadamente 2275 municipios, localizados em regifes ndo amazonicas. Os resultados
obtidos, assim como o0s obtidos na regido estudada, mostraram que 0S municipios que
apresentaram maior niimero de vetores estavam localizados na regido Nordeste do pais 2.

Barbosa e colaboradores ¥ encontraram, no periodo de 2008 a 2009, dentre 136
insetos identificados em municipios do Estado de S&o Paulo, gerenciados administrativamente
pelos departamentos regionais de salde de Botucatu, Sorocaba, Campinas, Sdo Jodo da Boa
Vista, Barretos, Franca e Ribeirdo Preto, a maior porcentagem de P. megistus, seguida por
Triatoma sordida, R. neglectus e P. geniculata.

Torna-se interessante comentar que P. megistus também foi a espécie prevalente em
Monte Carmelo-MG em pesquisas realizadas por Fernandes e Costa ™. Mas que, Oliveira,
Palmeira e Barbosa ‘*® mostraram que no periodo de 2008 a 2012 foram capturados 1.896
exemplares de triatomineos nos municipios de Curimatal e de Seridd — PA, quando
verificaram a presenca de P. megistus e de outros géneros e espécies de triatomineos como P.
lutzi, Rhodnius nasutus, R. neglectus, Triatoma brasiliensis, T. melanocephala e T.
pseudomaculata. E que, no Estado de Sao Paulo, em estudo realizado com a andlise dos

resultados de atividades desenvolvidas pela Superintendéncia de Controle de Endemias
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(Sucen), no periodo de 2010 a 2012, foram capturados exemplares de Triatoma sordida e de
de P. megistus representando 78,9% e 15,6%, respectivamente, das espécies de triatomineos
coletadas ®®. Esses resultados, embora também mostrassem a presenca do P. megistus,
diferem dos obtidos no estudo, o que pode ser explicado por terem sido realizados em
diferentes regiGes geograficas do Brasil que, provavelmente, apresentam caracteristicas
biogeogréaficas diferentes da regido estudada.

Na figura 3, verifica-se a distribuicdo dos exemplares de P. megistus quanto ao estadio
evolutivo. Observa-se que 328 (58,57%) exemplares correspondiam a esse estadio ninfal e
que 146 (26,07%) exemplares eram adultos. A captura de maior nimero de ninfas pode ser
explicada pelas diretrizes do PCDCh ©, pois, a presenca dos triatomineos nesse estadio
evolutivo indica que existe a colonizagdo do local, enquanto a presenca de triatomineos
adultos pode ocorrer pela atracdo pela luz ou pelo transporte por meio de objetos para outros
locais, iniciando-se entéo, a formagdo de uma nova coldnia. E valido notar que 86 (15,35%)
exemplares estavam secos e sem condicdes para 0 exame parasitolégico a fresco do contetdo
intestinal e posterior coloracdo pelo Método de Giemsa, fato que pode ter ocorrido pelo tempo
que ocorreu desde 0 momento da captura do triatomineo no municipio e seu transporte até a
SRS/Alfenas e ao laboratério para a realizacdo dos exames.

Revisando a literatura, observa-se que propor¢oes diferentes de estadios evolutivos de
triatomineos foram obtidos em estudo realizado em area rural do municipio de Diamantina-

MG por Dias e colaboradores *”

quando foram encontrados 381 exemplares adultos de P.
megistus e 95 ninfas. Entretanto, resultados semelhantes aos do estudo realizado foram
obtidos por Barbosa e colaboradores *® nos municipios de Barretos, Franca e Ribeirdo Preto
— SP, nos anos de 2008 e 2009, quando foram capturados 136 exemplares de triatomineos,

sendo 72,7% representados por ninfas.
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No quadro 1 pode-se notar que 33 (5,89%) ninfas apresentavam flagelados
morfologicamente semelhantes ao T. cruzi no contetdo intestinal e 295 (52,67%) nao
apresentavam. No mesmo quadro, verifica-se que 15 (2,67%) dos exemplares adultos
mostraram protozoarios flagelados com morfologia semelhante ao T. cruzi e 131 (23,89%)
estavam negativos para este protozoario.

Assim como no presente estudo, o monitoramento da infeccdo por T. cruzi em
triatomineos foi realizado por Cominetti e colaboradores ®® no Estado de Mato Grosso do
Sul. Esses autores encontraram 58 (11,3%) espécimes positivos para flagelados com
morfologia semelhante ao T. cruzi na microscopia, entre 515 exemplares examinados,
percentual compativel com o obtido nos municipios estudados. Porém, em 2012 foram
observados por Fernandes e Costa ¥ 119 (52%) insetos positivos em Monte Carmelo-MG,
mostrando um indice mais elevado de infeccdo do que o encontrado nos municipios do
presente estudo.

Entretanto, resultados observados por Oliveira; Palmeira; Barbosa *® em municipios
paraibanos revelaram apenas dois espécimes infectados para flagelados morfologicamente
semelhantes ao T. cruzi, tanto nos esfregacos a fresco como coradose, os obtidos por Silveira
e colaboradores %, no sudoeste da Bahia, tiveram 26 (0,29%) positivos para protozoérios
flagelados e, por Barbosa e colaboradores *® mostraram todos os 136 exemplares de
triatomineos negativos para T. cruzi no Estado de Sdo Paulo

Ainda, observando-se resultados expostos no quadro 1, verifica-se que no municipio
de Muzambinho foram capturados 82 (14,54%) triatomineos e, em Juruaia, 81 (14,46%),
sendo esses municipios geograficamente proximos, o que pode ser observado na
representacdo da area de estudo mostrada na figura 1. Nota-se, no mesmo quadro e ha mesma

figura, que no municipio de Carmo do Rio Claro foram encontrados 58 (10,3%) triatomineos
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e em Guaranésia 57 (10,1%). Entretanto, esses municipios ficam geograficamente distantes
entre si e também distantes dos municipios de Muzambinho e de Juruaia.

Na Figura 4, observa-se a comparacao entre os resultados dos exames parasitologicos a
fresco que mostraram 48 (10,12%) triatomineos, independentes do estadio evolutivo, com
flagelados morfologicamente semelhantes ao T. cruzi no conteldo intestinal e 77 (16,24%)
que apresentaram comprovadamente o T. cruzi pela gPCR. A diferenca entre os resultados se
deve ao fato de que, no exame parasitoldgico, podem ser visualizados tripanosomatideos
morfologicamente semelhantes ao T. cruzi - como o T. rangeli, espécie ndo detectada pelo
primer especifico para T. cruzi utilizado na gPCR. O fato de tripanosomatideos serem
morfologicamente indistinguiveis na microscopia foi relatado por Cominett e colaboradores
(18 quando realizaram o monitoramento da infeccdo pelo T. cruzi, utilizando PCR e
microscopia, em triatomineos coletados em municipios do Estado de Mato Grosso do Sul. Ja
havia também sido comentado por Pizarro e colaboradores ©®® que mostraram maior
sensibilidade e especificidade da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) do que a microscopia
em infeccbes do Triatoma infestans pelo T. cruzi em estudo realizado em Chuquisaca,
Bolivia.

Nota-se, também, na figura 4, que o municipio de Juruaia apresentou 0 maior nimero
de triatomineos infectados pelo T. cruzi na qPCR com 26 reacdes positivas, 0 que
correspondeu a quinze localidades (fazendas). Seguem-se os municipios de Carmo do Rio
Claro com 17 gPCR positivas correspondendo a seis localidades e, de Guaranésia com 10
reacOes positivas em trés localidades, sendo, importante relatar que todas as localidades
pesquisadas eram de areas rurais desses municipios.

Seguindo os objetivos propostos, foi verificado, utilizando-se a gPCR, se o0s

triatomineos infectados pelo T. cruzi se alimentaram de sangue canino ou humano.
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A Figura 5 mostra os resultados dos exames, realizados pela qPCR, positivos para a
GAPDH (cédo). Observa-se que, no municipio de Guaranésia, 7 (46%) dos triatomineos se
alimentaram com sangue canino. Nessa figura, observa-se também que 4 (27%) dos
triatomineos em Juruaia, 3 (2%) em Nova Resende e 1 (7%) em Poco Fundo se alimentaram
de sangue de cao.

Na Figura 6, verifica-se a proporcédo de triatomineos que apresentaram GAPDH (céo) e
B globulina humana. Nesta, pode ser observado que 13(12%) exemplares se apresentaram
positivos para GAPDH (cdo), 2 (2%) se apresentaram positivos tanto para GAPDH (c&o)
como para B globulina humana, sendo importante relatar que 13 (12%) dos triatomineos
apresentaram [ globulina humana no contetido intestinal. Esses resultados mostram a
importancia da determinacdo da fonte alimentar dos triatomineos e do papel do cdo no ciclo
bioldgico do T. cruzi, que, circulando no peridomicilio e no domicilio humano, constitui uma
ferramenta significativa para a vigilancia dos vetores deste protozoario. Valendo a pena
ressaltar que fica demonstrado o risco bioldgico de infeccdo de animais de companhia e
também do homem pelo T. cruzi.

E importante notar também nos resultados mostrados na mesma figura, que os 83
(73%) dos contetdos intestinais de triatomineos capturados no periodo estudado ndo foram
reativos pela qPCR, nem para a  globulina humana nem para GAPDH (c&o), existindo a
possibilidade de os triatomineos examinados terem utilizado outras fontes alimentares como
sangue de bovinos, de caprinos, de aves ou de outros animais, as quais ndo foram testadas
neste estudo.

Torna-se interessante relatar que, em revisdo bibliografica, foram encontrados relatos
sobre a determinagdo da fonte alimentar de triatomineos utilizando-se a reagdo da precipitina
e ndo a PCR ou a qPCR. Rodrigues e colaboradores ®Y mostraram a reatividade para sangue

humano em exemplares de P. megistus capturados na regido de Campinas-SP, fato que pode
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ser comparado com os resultados obtidos. Lorosa e colaboradores ®? em pesquisas feitas no
Rio Grande do Sul mostraram que 19,2% dos triatomineos se alimentaram do sangue de aves;
15,4%, de humano; 10,2%, de roedores e 2,6%, de Gambd, enquanto, Barbosa **, em estudo
sobre a doencga de Chagas no Estado de S&o Paulo, a partir de indicadores entomolégicos e
epidemiolégicos do PCDCh desenvolvidos pela SUCEN, observou que, em exemplares de P.
megistus, espécie que correspondeu a 15,6% dentre as outras coletadas, encontrou sangue de
marsupiais e de roedores, sendo que apenas trés insetos foram reativos para sangue humano.
Porém, em nenhum desses estudos foi pesquisada a ingestdo de sangue canino pelos
triatomineos.

Na Figura 7, pode-se observar a dispersdo dos triatomineos infectados pelo T. cruzi e
de triatomineos positivos para GAPDH canina nos municipios estudados. Dos vinte e seis
municipios que compdem a SRS/Alfenas, quatorze apresentaram localidades (fazendas/sitios),
em zona rural, com triatomineos infectados pelo T. cruzi: Alfenas; Alterosa; Botelhos; Cabo
Verde; Carmo do Rio Claro; Conceicdo da Aparecida; Divisa Nova; Guaranésia; Guaxupé;
Jurudia; Machado; Nova Resende; Poco Fundo e Sao Pedro da Unido.

Nos municipios descritos anteriormente, foram realizadas visitas por medicos
veterinarios acompanhados de agentes de endemias para a colheita de amostra sanguinea dos
cdes para a pesquisa de material genético do T. cruzi. No entanto, em cinco localidades, ndo
existiam cdes. Nas localidades onde o cdo estava presente, situadas nos municipios de
Guaranésia, Juruadia, Nova Resende e Pogo Fundo, todos os proprietarios dos animais
concordaram com a colheita da amostra sanguinea e com a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A).

Nesses municipios, existiam seis localidades com cdes, sendo que em uma delas -
localizada no municipio de Juruaia, existiam dois animais, totalizando nove amostras que

foram processadas para a realizagdo da gPCR. Todas as amostras sanguineas colhidas e



45

submetidas a pesquisa de material genético do T. cruzi estavam negativas, mostrando que
nenhum céo apresentava a doenca de Chagas.

Resultados diferentes dos obtidos, mas utilizando de outras metodologias para o
diagnostico da doencga de Chagas, mostraram cées infectados pelo T. cruzi como os descritos
por Crisante e colaboradores ©“® na Venezuela - com os testes de aglutinacdo direta,
imunoflorescéncia indireta (RIFI) e Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e, por
Saldafia e colaboradores ¥ no Panama - utilizando o teste rapido (Trypanosoma cruzi Detect
™) e ELISA.

Pesquisas realizadas no Brasil, para verificar a infec¢do pelo T. cruzi em cées, também
revelaram animais positivos testados pela Imunofluorescéncia Indireta e ELISA, como as
realizadas por Souza e colaboradores > em uma comunidade Quilombo do municipio de
Jaraguari-MS, por Mendes e colaboradores ®® com os testes de hemaglutinacdo indireta, RIFI
e ELISA no municipio de Patos no semiarido paraibano. Entretanto, dentre a bibliografia
consultada, somente Almeida e colaboradores " mostraram a infecgdo natural pelo T. cruzi
de um cdo em Cuiab4-MT pela PCR.

Analisando os dados descritos e expostos nas figuras, observa-se que, dentre 0s
municipios onde foram encontrados triatomineos infectados pelo T. cruzi destaca-se Juruaia o
qual, também mostrou a presenca de material genético de cdo — GAPDH canina - no contetdo
intestinal desses insetos. Esse fato deixa claro que o céo participa do ciclo biolégico dos
triatomineos na regido em estudo, servindo ndo s6 como fonte alimentar, mas podendo se
infectar pelo T. cruzi.

A distribuicdo geografica da fauna triatominica foi identificada por Dias e
colaboradores ®® no Estado de Sergipe, por Oliveira e colaboradores ™ na Paraiba e por
Silva e colaboradores ®® no Estado de S&o Paulo, sendo que a vigilancia de ecorregides

(30)

positivas para triatomineos foi estudada por Abad-Franh e colaboradores **”. Silveira e
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colaboradores Y mostraram a dispersdo de vetores da doenca de Chagas no sudoeste da
Bahia enquanto, Silva e colaboradores ©? estudaram a importancia da distribuicdo de
triatomineos em Pernambuco.

Embora, as pesquisas anteriormente mencionadas, tenham sido realizadas em regides
geograficas diferentes do Brasil, todas mostraram a presenca dos vetores do T. cruzi em
municipios estudados, o que se assemelha aos resultados obtidos e confirmam que havendo a
presenca do triatomineo e uma fonte alimentar proxima, existe a possibilidade da transmissao
do T. cruzi, afetando o bem-estar e a sanidade de animais de companhia, domésticos e

silvestres.
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Concluséo

A espécie de triatomineo prevalente nos municipios que compdem a SRS/Alfenas € o
Panstrongylus megistus, espécie autoctone, capaz de colonizar tocas de animais e domiciios
humanos e de infectar pelo T. cruzi. O protozoario flagelado observado no exame
parasitologico, foi confirmado pela gPCR, como sendo o T. cruzi presente em conteudo
intestinal de triatomineos capturados em quatorze municipios. Foi possivel a identificacdo de
material genético compativel com DNA canino em algumas amostras de contetdo intestinal
de triatomineos, o que comprova a participacdo de cdes como fonte de alimentacdo desses
insetos, embora ndo tenha sido detectado material genético do T. cruzi nos cées examinados.
A distribuicdo espacial dos triatomineos na regido do estudo, juntamente com a identificacdo
de sangue canino, confirma que os cdes podem estar envolvidos no ciclo biologico desses
insetos. Esses dados podem contribuir com a Vigilancia Epidemioldgica da SRS/Alfenas e
dos municipios sob a sua jurisdicdo, para o estabelecimento de ac¢Ges rapidas que impecam ou
minimizem o risco de animais de companhia, domésticos, silvestres e do homem se

infectarem pelo agente etiolégico da doenca de Chagas.
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Figura 1. Municipios sob a jurisidicdo da SRS/Alfenas, com destaque na cor cinza para o
municipio de Alfenas (sede da SRS/Alfenas), no periodo de julho de 2014 a julho de 2016.

04

_,:ﬂ |
|
05 12 {
o2 . 10

03 Y

14 - Y

01 15 13 y

1

{— 26

20

19

23
22

Projecha: Universal Trasversa der Mercatar/UTH
Datum: SIRGAS 2000 - Zona 235
Elaborado por. Douglas Teles Diniz - 2017

01 Arceburgo; 02 Guaranésia; 03 Guaxupe; 04 S&o Pedro da Unido; 05 Juruaia; 06 Nova
Resende; 07 Conceicdo da Aparecida; 08 Carmo do Rio Claro; 09 Campo do Meio; 10
Campos Gerais; 11 Alfenas; 12 Alterosa; 13 Areado; 14 Monte Belo; 15 Muzambinho; 16
Cabo Verde; 17 Divisa Nova; 18 Botelhos; 19 Bandeira do Sul; 20 Campestre; 21 Serrania;
22 Poco Fundo; 23 Carvalhdpolis; 24 Machado; 25 Paraguagu; 26 Fama.
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Figura 2. Classificacdo dos hemipteros, recebidos dos municipios que compdem a
SRS/Alfenas, quanto ao hébito alimentar, no periodo de julho de 2014 a julho de 2016.
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Figura 3. Numero e porcentagem de ninfas e adultos de triatomineos capturados nos
municipios sob a jurisdigdo da SRS/Alfenas, no periodo de julho de 2014 a julho de 2016.
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Quadro 1. Estadios evolutivos dos triatomineos (P. megistus) capturados nos municipios sob a
jurisdicdo da SRS/Alfenas e presenca de protozoarios flagelados morfologicamente

semelhantes ao T. cruzi, no periodo de julho de 2014 a julho de 2016.

Ninfa Adulto Seco Total
Positivo* Negativo Positivo* Negativo
N° % N° % N° % N° % N° % N° %
Alfenas - 1-0,17 1-0,17 6-1,07 9-1,60 17 -3,03
Alterosa - - - 2-0,35 1-0,17 3-0,53
Areado - - - 1-0,17 - 1-0,17
Arceburgo - 8-142 - 4-0,71 4-0,71 16 -2,85
Bandeira do Sul - - - - - -
Botelhos - 4-0,71 - 4-0,71 1-0,17 9-1,60
Cabo Verde - 21 - 11 10 42
Campestre - - - 3-0,53 - 3-0,53
Campo do Meio - - - - - -
Campos Gerais - 1-0,17 - 2-0,35 - 3-0,53
Carmo do Rio Claro 5-0,89 24 1-017 19-3,39 9-1,60 58 -10,3
Carvalhdpolis - - - - - -
Conceicdo Aparecida 1-0,17 16 - 2,85 3-0,53 20 - 3,57 6-1,07 46 - 8,21
Divisa Nova - 1-0,17 - 20,35 7-1,25 10-1,78
Fama 3-0,53 15-2,67 - 2-0,35 - 20-3,57
Guaranésia - 47 -8, 39 1-0,17 8-142 1-0,17 57 -10,1
Guaxupé - - 1-0,17 2-0,35 61,07 9-1,60
Jurudia 2-0,35 48 - 8,57 4-0,71 9-1,60 18-3,21 81-14,46
Machado - - 1-0,17 1-0,17 - 2-0,35
Monte Belo 1-0,17 8-1,42 2-0,35 6-1,07 2-0,35 19-33
Muzambinho 13-2,32 35-6,25 1-0,17 30-5,35 3-0,53 82-14,54
Nova Resende 4-0,71 18-3,21 2-0,35 12-2,14 2-0,35 38-6,78
Paraguagu - 30,53 - 2-0,35 1-0,35 6-1,07
Poco Fundo - 19-3,39 - - 8-1,42 274,82
Séo Pedro da Unido 5-0,89 42-75 1-0,17 4-0,71 3-0,53 55 -9,82
Serrania - - - 1-0,17 1-0,17 2-0,35
TOTAL 33-5,89 295 -52,67 15-2,67 131-23,39 86 - 15,35 560

* Presenca de protozoarios flagelados morfologicamente semelhantes ao T. cruzi
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Figura 4. Exame parasitologico e gPCR dos conteudos intestinais de triatomineos capturados

b a jurisdicdo da SRS/Alfenas, no periodo de julho de 2014 a julho de 2016.
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Figura 5. Amostras positivas para GAPDH (c&o) de triatomineos capturados em municipios
sob a jurisdi¢do da SRS/Alfenas, no periodo de julho de 2014 a julho de 2016.

1;7%

7;46%

/ t Guaranésia
= Juruaia

% Nova Resende

3:20%_— S

\

= Poco Fundo




59

Figura 6. Triatomineos positivos para GAPDH (c&o), B-globulina humana, GAPDH (céo) +
globulina humana e outras fontes alimentares, capturados nos municipios sob a jurisdicdo da

SRS/Alfenas, no periodo de julho de 2014 a julho de 2016.
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Figura 7. Municipios sob a jurisdicio da SRS/Alfenas (nomeados numericamente);
municipios que apresentaram triatomineos infectados pelo T. cruzi representados na cor cinza;
positivos para GAPDH canina - marcados com triangulos e, positivos para GAPDH canina +

B-globulina humana — marcados com bolas, no periodo de julho de 2014 a julho de 2016.
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Cabo Verde; 17 Divisa Nova; 18 Botelhos; 19 Bandeira do Sul; 20 Campestre; 21 Serrania;
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5 CAPITULO 2 - DISPERSAO GEOGRAFICA DE TRIATOMINEOS EM
MUNICIPIOS QUE COMPOEM A SUPERINTENDENCIA REGIONAL DE SAUDE
DE ALFENAS, NO PERIODO DE 2000 A 2014

O presente artigo encontra-se de acordo com as normas de submisséo exigidas

pelo periddico Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo.
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Resumo

A doenca de Chagas é causada pelo protozoario denominado Trypanosoma cruzi,
transmitido ao homem e aos animais, principalmente, por hemipteros hematdfagos,
conhecidos popularmente por barbeiros. Considerando que a colonizagdo do domicilio é fator
de risco para a transmissdo de T. cruzi ao homem e aos animais, é necessario identificar as
areas vulneraveis de transmissdao do protozoario. O objetivo do estudo foi conhecer as
espécies de triatomineos prevalentes na regido e pesquisar protozoarios flagelados
morfologicamente semelhantes ao T. cruzi em fezes dos triatomineos nos municipios sob a
jurisdicdo da Superintendéncia Regional de Saude de Alfenas. Foi feita a revisdo dos registros
dos resultados obtidos no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2014, arquivados no
laboratério da disciplina Parasitologia Clinica da Universidade Federal de Alfenas. Os
hemipteros hematdfagos foram submetidos ao exame parasitolégico do contetdo do tubo
digestivo (fezes) pela técnica de compressdo abdominal, para a pesquisa de protozoarios
flagelados com morfologia semelhante ao T. cruzi nos exames parasitologicos. Dentre 0s
hematofagos identificados, 7842 (99,94%) foram caracterizados como Panstrongylus
megistus, 1 (0,01%) a P. diasi e 3 (0,03%) a Rhodnius neglectus. Quanto ao estadio evolutivo
4914 (62,66%) eram ninfas e 2359 (30,08%) adultos. Dentre ninfas e adultos,
respectivamente, 293 (3,75%) e 274 (3,50%) apresentaram protozoarios flagelados
morfologicamente semelhantes ao T. cruzi. Os resultados mostraram que existem condicGes
favoraveis para que ocorra o ciclo bioldgico do T. cruzi na regido, sendo que o processo de
captura, de identificacdo e de exame dos triatomineos tera maior efetividade na vigilancia
entomoldgica, em especial, no que dia respeito ao comportamento e controle vetorial nos
municipios estudados.

Palavras chave: Doenca de Chagas. Epidemiologia. Hemipteros.
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Abstract

Chagas' disease is caused by the protozoan called Trypanosoma cruzi, transmitted to
man and animals mainly by hematophagous hemiptera of the genera Triatoma, Panstrongylus
and Rhodnius, popularly known by barbers. Considering that colonization of the home is a
risk factor for the transmission of T. cruzi to humans and companion animals, domestic and
wild, it is necessary to identify the vulnerable areas of transmission of the protozoan. The
objective of the study was to know the triatomine species prevalent in the region and to
investigate flagellate protozoa morphologically similar to T. cruzi in feces of the triatomines
captured by the health agents of the municipalities under the jurisdiction of the Regional
Health Superintendence of Alfenas (SRS / Alfenas). Of the 7874 hemiptera received, 7846
(96.64%) were identified as hematophages, 24 (0.39%) as predators and 4 (0.05%) as
phytophagous. Among the hematophages identified, 7842 (99,94%) belong to Genus
Panstrongylus and megistus species, 1 (0.01%) to P. diasi and 3 (0.03%) to Rhodnius
neglectus. As for the evolutionary stage 4937 (62.92%) were nymphs and 2363 (30.11%)
adults e 546 (6,95%) exemplares estavam secos e ndo foi feita a distincdo do estadio
evolutivo. It can be concluded that P. megistus is the predominant T. cruzi vector in the
studied municipalities. In this way, the capture and vector identification process will be more
effective in entomological surveillance because the results suggest that the development cycle
of the parasite remains in the region.

Key words: Chagas disease. Epidemiology. Hemiptera.
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Introducéo

Atualmente, no Brasil, os esforcos relacionados ao controle vetorial do Trypanosoma
cruzi, agente etolégico da doenca de Chagas, sdo concentrados na vigilancia epidemioldgica,
com o objetivo de manter livres de transmissdo as regides ja controladas, impedindo a
colonizagéo do peridomicilio e a domiciliacio dos triatomineos .

Considerando que a colonizacdo do domicilio é fator de risco para a transmissao de T.
cruzi ao homem, aos animais de companhia e silvestres, € necessario identificar as areas
vulneraveis de transmissdo do protozoario a partir da correta identificacdo dos insetos
transmissores capturados e da identificacéo do local da infestacéo .

O T. cruzi pode ser transmitido ao homem por diferentes formas, destacando-se a
transmissao por triatomineos infectados. Ainda hoje, a doenca de Chagas é considerada como
um problema de salde publica grave em diversos paises da América Latina, deslocados de
seus ec6topos silvestres pela alteracdo do meio ambiente ©.

Nesse contexto, é mister salientar que 0s municipios que compdem a Superintendéncia
Regional de Saude de Alfenas (SRSAlfenas) estdo localizados em uma regido geografica que
sofreu um grande impacto ambiental com as obras da barragem da hidrelétrica de Furnas.
Além disso, a regido é caracterizada pela vocacdo agropecudria, que exigiu o desmatamento
de extensas areas para o plantio das lavouras de café, de cana-de-acUcar e de laranja. 1sso
propicia uma intensa corrente migratoria nas épocas das safras agricolas e, por constituir em
importante referéncia para o ensino superior, também ¢é fator de atracdo de pessoas de

diferentes regides geograficas do pais.
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Objetivo

Conhecer as espécies de vetores do Trypanosoma cruzi prevalentes na regido,
pesquisar protozoarios flagelados com morfologia semelhante a este protozoario em fezes dos
triatomineos em municipios sob a jurisdicdo da Superintendéncia Regional de Salde de

Alfenas (SRS/Alfenas), bem como verificar a distribuicdo geografica desses hemipteros na

regido em estudo.
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Metodologia

Revisdo dos registros dos resultados obtidos com a identificacdo de hemipteros,
realizada no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2014, arquivados no laboratério da
disciplina Parasitologia Clinica da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG).

Os hemipteros foram capturados por agentes de endemias dos vinte e seis municipios
gue compdem a Superintendéncia Regional de Saude de Alfenas (SRS/Alfenas): Alfenas;
Alterosa; Arceburgo; Areado; Bandeira do Sul; Botelho; Campos Gerais; Campo do Meio;
Cabo Verde; Carvalhdpolis; Conceicdo da Aparecida; Carmo do Rio Claro; Campestre;
Divisa Nova; Fama; Guaranésia; Guaxupé; Juruaia; Machado; Monte Belo; Muzambinho;
Nova Resende; Paraguacu; Poco Fundo; Séo Pedro da Unido e Serrania (Figura 1), sendo, a
SRS/Alfenas uma Instituicdo Publica Estadual que comp@e a Secretaria de Estado da Saude
de Minas Gerais que assessora, acompanha e monitora as acdes de salde desenvolvidas nos
municipios sob sua jurisdicao.

Os insetos foram capturados por agentes de endemias dos municipios, segundo as
diretrizes do Programa de Controle da Doenca de Chagas (PCDCh), implantado em nivel
nacional em 1975 por Vilela e colaboradores . Foram acondicionados em frascos de
polietileno e entregues nas Secretarias Municipais de Saude. Por meio dos servigos de
vigilancia epidemiol6gica destas secretarias, os insetos foram enviados a SRS/Alfenas que
providenciou o encaminhamento ao laboratério da disciplina Parasitologia Clinica da
UNIFAL-MG.

No laboratério, os insetos foram classificados quanto ao habito alimentar em
hemipteros hematdfagos, predadores ou filéfagos. Os hematdfagos (triatomineos) foram
identificados, pela analise das suas caracteristicas morfoldgicas, quanto ao estadio evolutivo e
ao género, segundo Lent e Wygodzinsky ©. Apés a caracterizagdo morfologica, foram

submetidos ao exame parasitoldgico do contetdo do tubo digestivo (fezes) pela técnica de
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compressdo abdominal, para a pesquisa de protozoarios flagelados com morfologia
semelhante ao T. cruzi.

Com as fezes obtidas foram confeccionados esfregacos em solucdo salina estéril a
0,85% para exame direto a fresco e posterior coloragdo pelo método de Giemsa ©.

Com os resultados obtidos, foi feita a distribuicdo geografica dos triatomineos e dos infectados
por protozoarios morfologicamente semelhantes ao T. cruzi nos municipios de abrangéncia da

SRS/Alfenas.
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Resultados e Discussao

No periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2014, foram recebidos 7874 hemipteros.
Destes, 7846 (96,64%) foram identificados como hemat6fagos; 24 (0,39%), como predadores
e 4 (0,05%), como fitéfagos (Figura 2).

Dentre os hemat6fagos, 7842 (99,94%) pertenciam ao género Panstrongylus e a
espécie megistus, 1 (0,01%), a P. diasi e 3 (0,03%), a Rhodnius neglectus (Figura 3).

E importante comentar que P. megistus, de acordo com Gurgel-Gongalves e
colaboradores ", ¢ uma espécie de triatomineo que pode ser encontrada em todo o pais em
regides de Mata Atlantica, em areas Umidas do Cerrado e da Caatinga, em Estados da Regido
Sul e Sudeste, em ambientes silvestres ou artificiais, com capacidade de domiciliagéo,
representando a espécie com maior importancia epidemioldgica.

Foi a espécie mais encontrada, no periodo de 2007 a 2011, em 2275 municipios,
participantes de um estudo em nivel nacional, para verificar a dispersdo geografica de
triatomineos em regido ndo amazonica ®, fato que se assemelha aos resultados encontrados.
Ja Barbosa e colaboradores © encontraram, dentre 230 insetos identificados em municipios
das regides central e nordeste do Estado de Sdo Paulo, coordenados administrativamente pelos
departamentos regionais de salde de Ribeirdo Preto, Franca, Barretos, Sdo Jodo da Boa Vista,
Campinas, Sorocaba, e Botucatu, a maior porcentagem (90,4%) de exemplares pertencentes
ao Triatoma sordida, seguido por P. megistus correspondendo a 9,6%, diferindo dos
resultados encontrados na regido em estudo.

Vale salientar que P. megistus também foi a espécie prevalente em Monte Carmelo-
MG em pesquisas realizadas por Fernandes e Costa %, fato que pode ser comparado aos
resultados obtidos. Entretanto, Oliveira, Palmeira e Barbosa ™ mostraram que foram
capturados 1.896 exemplares de triatomineos, no periodo de 2008 a 2012, nos municipios de

Curimatau e de Serid6—PA, e sendo encontrados diferentes géneros e espécies de triatomineos
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como Panstrongylus lutzi; P. megistus; Rhodnius nasutus; R. neglectus; Triatoma
brasiliensis; T. melanocephala e T. pseudomaculata. No estado de Sao Paulo, Silva e
colaboradores @ | no periodo de 2010 a 2012, dentre 136 insetos capturados, exemplares de
Triatoma sordida corresponderam a 90,4% e de P. megistus, a 9,6%. Espécies diferentes das
encontradas nos municipios estudados, com excecdo do P. megistus e do R. neglectus, cuja
diferenca pode ser explicada pelo fato de os estudos terem sido realizados em diferentes
regides geograficas do Brasil.

Na tabela 1, pode ser observado que, no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de
2014 foram recebidos dos municipios que compdem a SRS/Alfenas 7842 exemplares de P.
megistus. Destes, 4914 (62,66%) correspondiam a ninfas e 2359 (4,02%), a triatomineos
adultos, quando é feita a somatdria desses estadios evolutivos independentes da infec¢cdo por
protozoarios flagelados morfologicamente semelhantes ao T. cruzi. A explicacdo para 0 maior
namero de ninfas em relacdo ao ndmero de exemplares adultos decorre das diretrizes do
PCDCh @. A qual, a captura de ninfas é prioritdria nesse programa, pois sua presenca
caracteriza a formacao de col6nias no local, enquanto os adultos sdo capazes de deslocar mais
em relacdo as ninfas e, dessa forma, se encontrarem condi¢Ges adequadas de abrigo e de
alimentacdo, comecarem a formar uma nova colonia.

Resultados obtidos com maior nimero de ninfas do que de adultos foram tambem
obtidos por Barbosa e colaboradores © nos municipios de Barretos, Franca e Ribeirdo Preto —
SP, nos anos de 2008 e 2009, quando foram capturados 136 triatomineos, dentre os quais 99
eram ninfas. Entretanto, o estudo realizado em Diamantina-MG por Dias e colaboradores
mostrou que dentre 381 exemplares adultos de P. megistus, 95 ninfas foram capturadas mas
com a participagdo comunitaria, 0 que ndo ocorreu na regido estudada onde os triatomineos

foram capturados por agentes de endemias e, ndo, pela populacéo.



70

Também na tabela 1, pode-se verificar que 293 (3,75%) ninfas e 274 (3,50%) adultos
estavam positivos para protozoarios flagelados com morfologia semelhante ao T. cruzi no
conteddo intestinal e que 4621 (59,10%) ninfas e 2085 (26,67%) ndo mostraram esse
protozoario. Observa-se na mesma tabela, que dentre os triatomineos recebidos, 546 (6,98%)
estavam secos e sem condi¢cfes para 0 exame parasitologico do conteudo intestinal, ndo sendo
catalogado o estadio evolutivo dos exemplares, o que pode ter acontecido pelo tempo
decorrido entre o tempo de envio dos insetos pelos municipios e o recebimento no laboratério
para a realizacdo do exame parasitolégico.

A figura 4 mostra a somatdria de ninfas e adultos positivos (567 — 7,23%), ou seja, que
apresentaram protozoarios morfologicamente semelhantes ao T. cruzi, de triatomineos
negativos (6706 — 85,51%), independentemente do estadio evolutivo e de exemplares secos
(546 — 6,98%).

Indice maior de infeccdo e bem diferente do que o encontrado na regido em estudo foi
mostrado, em 2012, por Fernandes e Costa ®® com 119 (52%) insetos positivos em Monte
Carmelo-MG e por Cominett e colaboradores ¥, em estudo realizado em Mato Grosso do
Sul, com 58 (11,3%) espécimes positivos para flagelados com morfologia semelhante ao T.
cruzi em um total de 515 triatomineos capturados.

Entretanto, estudos mostrando um menor percentual de exemplares positivos em
relacdo aos obtidos foram observados por Oliveira, Palmeira e Barbosa ™ em municipios
paraibanos cujos exames microscopicos revelaram apenas dois espécimes infectados para
flagelados morfologicamente semelhantes ao T. cruzi, tanto nos esfregagos a fresco como
corados. E também por Silveira e colaboradores , no sudoeste da Bahia, que obtiveram 26
(0,29%) positivos e, por Barbosa e colaboradores @ que notaram que todos os 136 exemplares

de triatomineos capturados em municipios do Estado de Sdo Paulo estavam negativos.
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Voltando a observar a tabela 1, é possivel notar que os municipios de Alfenas, Nova
Resende e Sdo Pedro da Unido apresentaram as taxas mais elevadas de triatomineos enviados
para exame correspondendo, respectivamente, a 1113 (14,18%), 873 (11,12%) e 667 (8,5%)
exemplares. Considerando o nimero de triatomineos que estavam infectados por protozoarios
morfologicamente semelhantes ao T. cruzi, é possivel verificar que no municipio de Séo
Pedro da Unido foram capturados 58 (0,73%) exemplares. Observando as taxas de ninfas
infectadas, seguem o0s municipios de Muzambinho com 38 (0,48%) e de Nova Resende com
30 (0,38%). Quando se verifica 0 nimero de exemplares adultos de triatomineos que
apresentaram as taxas de infeccdo mais elevadas, verifica-se que 0s municipios de Nova
Resende 38 (0,48%), Monte Belo 35 (0,445) e Muzambinho 24 (0,30%) apresentaram 0S
maiores nUmeros e percentuais.

Analisando a figura 5, que mostra o numero de triatomineos recebidos por ano, é
possivel verificar que em 2003 foi encontrada a maior porcentagem de triatomineos enviados
pelos municipios, com 1019 exemplares identificados e examinados microscopicamente. E
importante salientar que exemplares de triatomineos foram recebidos para exame em todo o
periodo estudado. Um fator que contribuiu para essa demanda foi a resposta adequada ao
servicos de epidemiologia da SRS/Alfenas e dos municipios sob sua jurisdicdo. Mas, é
preciso deixar claro que essa demanda ndo pode ser associada a decisdes politicas dos
municipios que possam ter interferido no desenvolvimento das atividades inerentes ao
programa de controle de vetores da doenga de Chagas.

A demanda de triatomineos para identificacdo especifica e para exame parasitolégico,
em todos 0s anos da pesquisa, também foi observada por Oliveira, Palmeira e Barbosa ‘% em
estudo realizado no periodo de 2008 a 2012 em municipios sob administracdo da Geréncia
Regional de Saude do Curimatal e Serido Paraibanos e também demonstrada por Fernandes e

Costa no municipio de Monte Carmelo-MG no periodo de 2005 a 2009 .
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A Figura 6 mostra a distribuicdo geografica dos triatomineos. e também a de
infectados por protozoarios flagelados com morfologia compativel ao T. cruzi nos municipios
estudados. Nessa figura, é possivel verificar que esses hemipteros foram encontrados, mesmo
com apenas 01 (0,01%) exemplar como no municipio de Bandeira do Sul, em toda a area de
abrangéncia da SRS/Alfenas. Na referida figura é também observado que somente em Campo
do Meio ndo foi encontrado nenhum exemplar infectado por protozoéarios flagelados, no
periodo estudado.

A distribuicdo geografica de triatomineos foi também pesquisada em diferentes
estados brasileiros, mostrando espécies de triatomineos diferentes das encontradas na regiao
do estudo. Dias, Dantas e Dantas *® em municipios do Estado de Sergipe, encontraram além
de P. megistus e R. neglectus, espécies de T. brasiliensis; T. sordida; T. melanocephala; T.
pseudomaculata; T. tibiamaculata e P. lutzi. Silveira e colaboradores “® mostraram a
dispersdo de vetores do T. cruzi no Sudoeste da Bahia onde encontraram T. sordida; P.
geniculatus; T. infestans; T. pseudomaculata; P. lutzi; T. melanocephala; T. vitticeps, e R.
Neglectus. Silva e colaboradores " estudaram a importancia da distribuicdo de triatomineos
em Pernambuco, encontrando P. megistus; P. lutzi; T. brasiliensis; T. pseudomaculata, T.
petrochiae e T. melanocephala. Ja na regido Sudeste, pesquisas realizadas por Silva e
colaboradores @ em municipios do Estado de S&o Paulo no perfodo de 2010 a 2012,
coletaram exemplares de T. sordida; P. megistus; R. neglectus e de T. tibiamaculata e,
Fernandes e Costa ®? verificaram a presenca de triatomineos em Monte Carmelo-MG,
mostrando espécies de P. megistus; P. diasi; T. sordida; R. neglectus e de P. genicula.

Embora, as pesquisas anteriormente mencionadas, tenham sido realizadas em
diferentes regides geograficas do Brasil, todas mostraram a presenga dos vetores do T. cruzi

nos municipios estudados, assim como os resultados obtidos na jurisdi¢cdo da SRS/Alfenas.
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Conclusao

Pode-se concluir que P. megistus € o vetor do T. cruzi predominante nos municipios
estudados.

Os resultados observados mostram que existem condi¢des favoraveis para que ocorra o
ciclo de desenvolvimento do T. cruzi na regido, com a possibilidade de transmissao para o
homem, para animais de companhia, domésticos e silvestres.

Fica clara a importancia de os servicos de vigilancia epidemiologica exercerem a
atividade de sentinela em relacdo ao controle e profilaxia da doenca de Chagas na regido
estudada.

Dessa forma, o processo de captura e identificacdo de triatomineos, seguida da
pesquisa de flagelados e a confirmacdo do T. cruzi, terd maior efetividade na vigilancia
entomoldgica, em especial, no que diz respeito ao comportamento e ao controle vetorial nos

municipios.
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Figura 1. Municipios sob a jurisdi¢do da SRS/Alfenas no periodo de janeiro de 2000 a
dezembro de 2014.
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Figura 2. Classificacdo dos hemipteros recebidos dos municipios que compdem a

SRS/Alfenas quanto ao habito alimentar, no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2014.
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Figura 3. Distribuicdo quanto ao género e espécie de triatomineos capturados em municipios
que compdem a SRS/Alfenas, no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2014.
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Tabela 1. Estadios evolutivos e presenca de protozoarios flagelados morfologicamente

semelhante ao T. cruzi capturados em municipios que compdem a SRS/Alfenas.

Panstrongylus megistus

Triatomineos com contetido intestinal examinado

Triatomineos com
conte(do intestinal

ndo examinado

(seco)
Ninfa Adulto

Municipios Positivo  Negativo ~ Positivo  Negativo Total

(N:%)  (N%)  (N°%)  (N°%) (N"2%) )
Alfenas - 682; 8,72 4; 0,05 224; 2,86 203; 2,60 1113; 14,23
Alterosa 11;0,14 412; 5,27 9; 012 142; 1,82 43; 0,55 617; 7,89
Areado 13;0,17 128; 1,64 5; 0,06 53; 0,68 9;0,12 208; 2,66
Arceburgo 1,0,01 35; 0,45 5; 0,06 38; 0,49 15; 0,19 94; 1,20
gjlnde'ra o 490 : : : i 1;0,01
Botelhos - 50; 0,64 6; 0,08 61;0,78 29; 0,37 146; 1,87
Cabo Verde - 44; 0,56 6; 0,08 51; 0,65 7; 0,09 108; 1,38
Campestre 10; 0,13 102; 1,30 - 32;041 3;0,04 147; 1,88
campo do : : . 16; 0,20 i 16; 0,20
822‘;’505 - 9:0,12 5,006  13;0,17 1;0,01 28; 0,36
g?;go dORIO 16000 304389 19,024  128; 1,64 31; 0,40 498; 6,37
Carvalhopolis  11;0,14  50;064 2,003 15,019 20,03 80; 1,02
iggf:c'fgg 15:0,19  277:354  20:026  200; 2,56 36: 0,46 548: 7,01
Divisa Nova 2;0,03 30; 0,38 15; 0,19 65; 0,83 8;0,10 120; 1,53
Fama - 30; 0,38 2;0,03 43; 0,55 4; 0,05 79; 1,01
Guaranésia 11;0,14 241; 3,08 15; 0,19 150; 1,92 5; 0,06 422; 5,40
Guaxupé 4; 0,05 27; 0,35 12; 0,15 68; 0,87 4; 0,05 115; 1,47
Jurudia 11;0,14 209; 2,67 17; 0,22 82; 1,05 6; 0,08 325; 4,16
Machado 15; 0,19 38; 0,49 1;0,01 20; 0,26 14; 0,18 88;1,13
Monte Belo 1;0,01 119;1,52 35; 0,45 105; 1,34 46; 0,59 306; 3,91
Muzambinho  38; 0,49 263; 3,36 24;0,31  149;1,91 20; 0,26 494; 6,32
Nova Resende  30; 0,38 692; 8,85 38; 0,49 98; 1,25 15; 0,19 873; 11,17
Paraguagu 2;0,03 90; 1,15 13; 0,17 23; 0,29 10; 0,13 138; 1,76
Pogo Fundo 29; 0,37 352; 4,50 6; 0,08 121; 1,55 16; 0,20 524; 6,70
ploPediodd  sgi074 420,537 13,017 166,212 10; 0,13 667; 8,53
Serrania 14;0,18 17; 0,22 2;0,03 22;0,28 9;0,12 64; 0,82
Total 293; 3,75 4621;59,10 274;3,50 2085; 26,67 546; 6,98 7819; 100,00
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Figura 4. Triatomineos positivos (com protozoarios flagelados com morfologia semelhante ao
T. cruzi), negativos e secos, capturados nos municipios que compdem a SRS/Alfenas, no

periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2014.
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Figura 5. Triatomineos recebidos, por ano de estudo, dos municipios que compdem a
SRS/Alfenas, no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2014.
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Figura 6.

Distribuicdo geogréfica de triatomineos

com  protozoArios
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flagelados

morfologicamente semelhantes ao T. cruzi, em municipios sob a jurisdicdo da SRS/Alfenas,

no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2014.
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ANEXO A - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E FONTE ALIMENTAR DE
TRIATOMINEOS E O PAPEL DO CAO COMO POSSIVEL FONTE DE INFECCAO

DO Trypanosoma cruzi

O projeto em questdo visa conhecer as espécies de vetores do T. cruzi prevalentes nos
municipios que compdem a Superintendéncia Regional de Saude de Alfenas e sua fonte
alimentar, verificando o envolvimento do cdo na manutencdo do ciclo vital destes vetores,
assim como verificar a infecgdo desses insetos por tripanosomatideos e sua distribuicao
espacial na regido em estudo. Para tanto, serdo colhidas amostras de sangue venoso de caes,
por um médico veterinario, nas localidades com triatomineos com protozoarios flagelados
com morfologia semelhante ao T. cruzi no conteddo intestinal dectado no exame
parasitoldgico e positivos para T. cruzi pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real.

A identificacdo dos animais serd feita por meio de codigos e 0s resultados dos exames

sera notificado ao proprietario. Os resultados obtidos serdo publicados em revistas cientificas.

Tendo sido informado pela leitura das instrucdes acima e ciente de que minha recusa
em nada me afetard, declaro meu consentimento para a coleta da amostra sanguinea do (s) cdo

(es) de minha propriedade.

Nome do proprietéario do animal:

Nome/idade do animal:

1. Idade:
2. Idade:
3. Idade:
Municipio:
Localidade:

Cadigo da localidade:

Data: / /

Assinatura do proprietario do animal Assinatura do pesquisador responsavel
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ANEXO B - NORMAS DA REVISTA DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
MEDICINA TROPICAL

Escopo

A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical é um periddico oficial da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, multidisciplinar, com acesso aberto (Licenca
Creative Commons - CC-BY - http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), que publica
pesquisas originais relacionadas a doencas tropicais, medicina preventiva, salde publica,
doencas infecciosas e assuntos relacionados. A preferéncia para publicacdo sera dada a artigos
que relatem pesquisas e observacles originais. A Revista possui um sistema de revisdo por
pares, para a aceitacdo de artigos, e sua periodicidade é bimestral. A Revista de Sociedade

Brasileira de Medicina Tropical € publicada em inglés.

Politica de avaliacéo

Os manuscritos submetidos com vistas a publicacdo na Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical sdo avaliados inicialmente pelos profissionais da secretaria
quanto a adequacdo as normas. Em seguida, sdo encaminhados para, no minimo, dois
revisores para avaliacdo e emissdo de parecer fundamentado (revisdo por pares), 0s quais,
oportunamente, serdo utilizados pelos editores para decidir sobre a aceitacdo, ou ndo, do
mesmo. Em caso de divergéncia de opinido entre os revisores, 0 manuscrito sera enviado para
um terceiro relator para fundamentar a decisdo editorial final, de acordo com o workflow do
processo de submissdo da Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical (disponivel

online em http://www.scielo.br/revistas/rsbomt/iinstruc.htm#005).

O contato com o escritorio editorial pode ser estabelecido no enderego abaixo:

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
Av. Getulio Gurarita s/n

Caixa Postal: 118,

CEP: 38001-970

Uberaba, Minas Gerais, Brasil
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Tel: 55 34 3318-5287
Fax: 55 34 3318-5279
e-mail: rsbmt@rsbmt.uftm.edu.br

http://www.scielo.br/rsbmt

N&o hé taxa para submissdo e avaliacdo de artigos.

Tipos de manuscrito

A Revista convida a publicacdo Artigos Originais, Artigos de Revisdo e Minirrevisoes,
Editoriais, Comunicacdes Breves, Relatos de Casos, Relatorios Técnicos, Imagens em
Doencas Infecciosas, Cartas e NUmeros Especiais.

Artigos Originais: devem relatar pesquisas originais que ndo tenham sido publicadas
ou consideradas para publicacdo em outros periddicos. O limite de palavras é de 3.500
(excluindo resumo, titulo e referéncias). O manuscrito deve conter resumo estruturado com
até 250 palavras, com os tdpicos Introducdo, Métodos, Resultados e ConclusGes. O
Manuscrito deve ser organizado incluindo os seguintes topicos: Titulo, Titulo Corrente,
Resumo Estruturado, Palavras-Chaves (maximo de cinco), Texto do Manuscrito (Introducéo,
Métodos, Resultados, Discussdo), Conflito de Interesses, Lista de Referéncias e Titulo das
Figuras/Legendas. Um total de cinco ilustracdes (tabelas e figuras) é permitido.

Artigos de Revisdo: devem ser uma andlise critica de avangos recentes e ndo apenas
revisdo da literatura, geralmente a convite do editor. Artigos de Reviséo tém o limite de 3.500
palavras (excluindo resumo, titulo e referéncias). Devem ter resumo com até 250 palavras
(ndo estruturado). Cinco ilustracdes sdo permitidas (tabelas e figuras). S&o publicadas também
minirrevisdes. Minirrevisdes ttm no maximo 3.000 palavras (excluindo resumo, titulo e
referéncias). Devem ter resumo (ndo estruturado) com até 200 palavras, trés ilustragcdes
(tabelas e figuras) e maximo de 3.000 palavras. O Manuscrito deve ser organizado incluindo
0s seguintes topicos: Titulo, Titulo Corrente, Resumo nédo estruturado, Palavras-Chaves
(maximo de cinco), Texto do Manuscrito, Conflito de Interesses, Lista de Referéncias e Titulo

das Figuras/Legendas.

Editoriais: usualmente, escritos a convite, considerando os topicos da area de enfoque
da revista, ndo excedendo a 1.500 palavras, sem resumo e palavras-chaves e no maximo uma

figura ou tabela e dez referéncias.
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ComunicagOes Breves: devem ser relatos sobre novos resultados interessantes dentro
da area de abrangéncia da revista. As comunicac¢Bes breves devem ter no méaximo 2.000
palavras (excluindo resumo, titulo e referéncias); Devem conter resumo estruturado com no
méaximo 100 palavras (com os tdpicos Introducdo, Métodos, Resultados e Conclusfes) e com
até 15 referéncias. Um maximo de trés ilustracdes (tabelas e figuras) é permitido. Até trés
palavras-chaves devem ser fornecidos. O corpo do manuscrito ndo devem conter subdivisdes
ou subtopicos. Declaracéo de conflito de interesses deve ser incluida.

Relatos de Casos: devem ser relatos breves com extensdo maxima de 1.500 palavras
(excluindo titulo, resumo e referéncias), com maximo de trés ilustracGes (tabelas e figuras),
até 12 referéncias, resumo nao estruturado com no méaximo 100 palavras e trés palavras-
chaves. O Manuscrito deve ser organizado incluindo os seguintes topicos: Titulo, Titulo
Corrente, Resumo, Palavras-Chaves, Texto do Manuscrito (Introducdo, Relato de Caso,
Discussao), Lista de Referéncias e Titulo das Figuras/Legendas.

Relatorios Técnicos: devem ser precisos e relatar os resultados e recomendagdes de
uma reuniao de experts. Sera considerado, se formatado como um editorial.

Imagens em Doencgas Infecciosas: até trés figuras com a melhor qualidade possivel.
Apenas trés autores e trés referéncias sdo permitidos. O tamanho méximo € de 250 palavras
(excluindo titulo e referéncias) com énfase na descricdo da figura. Os temas devem envolver
alguma ligdo clinica, contendo titulo e a descricdo das figuras.

Cartas: leitores sdo encorajados a escrever sobre qualquer tdpico relacionado a
doencas infecciosas e medicina tropical de acordo com o escopo da Revista. Ndo devem
exceder 1.200 palavras, sem resumo e palavras-chaves, com apenas uma inser¢édo (figura ou
tabela) e pode tratar de material anteriormente publicado na revista, com até 12 referéncias.

Numeros Especiais: Propostas de nimeros especiais devem ser feitas ao o Editor e/ou
Editor Convidado. A proposta sera analisada levando em consideragdo o tema, organizacao do

programa ou producéo de acordo com escopo da revista.

Preparacao do manuscrito

Autores sdo aconselhados a ler atentamente estas instrugdes e segui-las para garantir
que o processo de revisdo e publicacdo de seu manuscrito seja téo eficiente e rapido quanto
possivel. Os editores reservam-se o direito de devolver manuscritos que ndo estejam em

conformidade com estas instrucoes.
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Sistema de Sumissdo On-line: Todos 0s manuscritos a serem considerados para
publicacdo na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical devem ser submetidos
por via eletronica atraves do sistema de submissdo on-line nos enderecos
http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo ou http://www.scielo.br/rsbmt. O autor deve
escolher dentro do item “Tipos de Manuscrito” uma categoria para o manuscrito: Artigos
Originais, Editoriais, Artigos de Revisdo, Comunicagdes Breves, Relatos de Casos, Relatorios
Técnicos, Imagens em Doencas Infecciosas, Cartas, Réplica a Carta ou Outros (quando nao se
encaixar em nenhuma das categorias listadas). A responsabilidade pelo conteudo do
manuscrito é inteiramente do autor e seus co-autores.

Carta de Apresentacdo: a) deve conter uma declaracdo, assegurando de que se trata de
pesquisa original e que, ainda, ndo foi publicada, nem estd sendo considerada por outro
periddico cientifico. Devem constar, também, que os dados/resultados do manuscrito ndo sao
plagio. b) deve ser assinada por todos os autores e, na impossibilidade restrita, o autor
principal e o Gltimo autor podem assinar pelos outros co-autores, mediante procuragdo. c) Os
autores devem incluir na Cover Letter uma declaracdo de ciéncia de que o manuscrito, apds
submetido, ndo podera ter a ordem, nem o numero de autores alterados, sem justificativa e/ou
informacdo a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. d) Devem declarar que
concordam, caso 0 manuscrito seja aceito para publicacdo, transferir todos os direitos autorais
para a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical.

Contribuicdo dos autores: Os autores devem incluir, em documento separado, uma
declaracdo de responsabilidade especificando a contribuicdo, de cada um, no estudo.

Edicdo da Pré-Submissdo: todos 0s manuscritos submetidos a Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical devem ser em inglés. E altamente recomendavel que os
autores utilizem os servigcos de uma empresa profissional de edi¢cdo e/ou tradugdo. A

revisdo/edicdo da lingua inglesa ndo garante que 0 manuscrito sera aceito para publicacéo.

Formatacdo do manuscrito

O manuscrito deve ser preparado usando software padréo de processamento de textos
e deve ser impresso (fonte Times New Roman tamanho 12) com espaco duplo em todo o
texto, titulo/legendas para as figuras, e referéncias, margens com pelos menos 3cm. O
manuscrito deve ser dividido nas seguintes sec¢Oes: Cartdo de Apresentacdo (enderegada ao
Editor-Chefe), Pagina de Titulo, Titulo, Resumo, palavras-chaves, Texto do Manuscrito,

Agradecimentos, Suporte Financeiro, Declaragdo de Conflito de Interesses, Lista de
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Referéncias, Titulo das Figuras/Legendas. A Carta de Apresentacdo, Pagina de Titulo,
Agradecimentos e Suporte Financeiro devem ser incluidos em documentos separados (estes
dois ultimos podem ser incluidos junto com a Pagina de Titulo). Abreviagdes devem ser
usadas com moderacao.

Pagina de Titulo: deve incluir o nome dos autores na ordem direta e sem abreviacdes,
afiliacBes institucionais (Departamento, Instituicdo, Cidade, Estado e Pais de cada autor). O
endereco completo do autor para correspondéncia deve ser especificado, incluindo telefone,
fax e e-mail. Na pagina de titulo também podem ser incluidos agradecimentos e suporte
financeiro. A quantidade de autores por manuscrito é limitada a oito, exceto para estudos
multicéntricos.

Indicacdo de potenciais revisores: Os autores sdo convidados a fornecer os homes e
informacBes de contato (e-mail e telefone) por trés potenciais revisores imparciais. Favor
informar revisores de regiéo e instituicdo diferente dos autores.

Titulo: deve ser conciso, claro e o mais informativo possivel, ndo deve conter
abreviacdes e ndo deve exceder a 200 caracteres, incluindo espacos.

Titulo Corrente: com no maximo 50 caracteres.

Resumo Estruturado: deve condensar os resultados obtidos e as principais conclusdes
de tal forma que um leitor, ndo familiarizado com o assunto tratado no texto, consiga entender
as implicagdes do artigo. O resumo nédo deve exceder 250 palavras (100 palavras no caso de
comunicacdes breves) e abreviacdes devem ser evitadas. Deve ser subdivido em: Introducéo,
Métodos, Resultados e Conclusoes.

Palavras-chaves: 3 a 6 palavras devem ser listados em Inglés, imediatamente abaixo
do resumo estruturado.

Introducdo: deve ser curta e destacar os propdsitos para o qual o estudo foi realizado.
Apenas quando necessario citar estudos anteriores de relevancia.

Métodos: devem ser suficientemente detalhados para que os leitores e revisores
possam compreender precisamente o que foi feito e permitir que seja repetido por outros.
Técnicas-padrdes precisam apenas ser citadas.

Etica: em caso de experimentos em seres humanos, indicar se os procedimentos
realizados estdo em acordo com os padrdes eticos do comité de experimentacdo humana
responsavel (institucional, regional ou nacional) e com a Declaracdo de Helsinki de 1964,
revisada em 1975, 1983, 1989, 1996 e 2000. Quando do relato de experimentos em animais,

indicar se seguiu um guia do conselho nacional de pesquisa, ou qualquer lei sobre o cuidado e
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uso de animais em laboratério foram seguidas e o nimero de aprovacdo deve ser enviado a
Revista.

Ensaios Clinicos: No caso de Ensaios Clinicos, 0 manuscrito deve ser acompanhado
pelo nimero e 6rgao de registro do ensaio clinico (Plataforma REBEC). Estes requisitos estéo
de acordo com a BIREME/OPAS/OMS e o Comité Internacional dos Editores de Revistas
Médicas (http://www.icmje.org) e do Workshop ICTPR.

Resultados: devem ser um relato conciso e impessoal da nova informacdo. Evitar
repetir no texto os dados apresentados em tabelas e ilustracoes.

Discussao: deve relacionar-se diretamente com o estudo que esta sendo relatado. Néo
incluir uma reviséo geral sobre o assunto, evitando que se torne excessivamente longa.

Agradecimentos: devem ser curtos, concisos e restritos aqueles realmente necessarios,
e, no caso de 6rgdos de fomento ndo usar siglas.

Conflito de Interesse: todos os autores devem revelar qualquer tipo de conflito de
interesse existente durante o desenvolvimento do estudo.

Suporte Financeiro: informar todos os tipos de fomento recebidos de agéncias de
fomento ou demais 6rgdos ou institui¢oes financiadoras da pesquisa.

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente, na medida em que aparecem no
texto. Listar todos os autores quando houver até seis. Para sete ou mais, listar os seis
primeiros, seguido por “et al”. Digitar a lista de referéncias com espagamento duplo em folha
separada e no final do manuscrito. Referéncias de comunicacGes pessoais, dados nao
publicados ou manuscritos “em prepara¢ao” ou “submetidos para publicagdo” ndo devem
constar da lista de referéncia. Se essenciais, podem ser incorporados em local apropriado no
texto, entre parénteses da seguinte forma: (AB Figueiredo: Comunicacdo Pessoal, 1980); (CD
Dias, EF Oliveira: dados néo publicados). CitacGes no texto devem ser feitas pelo respectivo
namero das referéncias, acima da palavra correspondente, em ordem numérica crescente,
separadas por parénteses, sem virgula. [Ex.: Mundo(1) (2) (3); Vida(30) (42) (44) (45) (46)
(47) (48) (49) (50)]. As referéncias no fim do manuscrito devem estar de acordo com o
sistema de requisitos uniformes utilizado para manuscritos enviados para periédicos
biomédicos (Consulte: http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine). Os titulos dos periddicos
devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no Index Medicus (Consulte:
http://ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez?db=journals&TabCmd=limits).

Alguns exemplos de referéncias:

1. Citacdo de Artigos em Geral: autores, titulo do artigo na lingua original em que foi

publicado, nome do periddico, ano, volume, paginas inicial e final completas.
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Russell FD, Coppell AL, Davenport AP. In vitro enzymatic processing of
radiolabelled big ET-1 in human kidney as a food ingredient. Biochem Pharmacol 1998;
55:697-701.

2. Capitulo de livro: autores do capitulo, titulo do capitulo, editores, nome do Livro,
edicdo, cidade, editora, ano e pagina.

Porter RJ, Meldrum BS. Antiepileptic drugs. In: Katzung BG, editor. Basic and
clinical pharmacology. 6th ed. Norwalk (CN): Appeleton and Lange; 1995. p. 361-380.

3. Livro: autores do livro, nome do livro, edicéo, cidade, editora e ano.

Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the management of
common illness. 3rd ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.

4. Dissertacdo/Tese: Autor, Titulo, Tipo (Dissertacdo ou Tese), Lugar da Publicacéo,
Nome da Instituicdo, Ano, Total de paginas.

Cosendey MAE. Anélise da implantagdo do programa farmacia bésica: um estudo
multicéntrico em cinco estados do Brasil. [Doctor’s Thesis]. [Rio de Janeiro]: Escola
Nacional de Saude Publica. Fundagdo Oswaldo Cruz; 2000. 358 p.

Figuras: devem ser submetidas, em arquivos separados, nomeados apenas com 0
namero das figuras (exemplo: Figura 1; Figura 2). Todas as figuras devem ter numeracéo
arébica, citadas no texto, consecutivamente. Titulo e Legendas: devem ser digitadas com
espacamento duplo no final do manuscrito. Dimens@es: As dimensdes das figuras ndo devem
ultrapassar o limite de 18cm de largura por 23cm de altura. Veja abaixo a correta
configuracdo para cada formato de figura:

Fotografias: devem ser obrigatoriamente submetidas em alta resolugcdo no formato
Tiff. Certifique-se que a mesma foi capturada na resolugdo minima de 600 DPI,
preferencialmente entre 900-1200dpi, preparadas utilizando programa de Editoracdo de
Imagens (Adobe Photoshop, Corel Photo Paint, etc).

Gréficos:criados usando Microsoft Excel, devem ser salvos com a extensdo original
(.xIs).

Mapas e llustragdes:devem ser vetorizadas (desenhados) profissionalmente utilizando
os softwares Corel Draw ou Illustrator em alta resolugéo.

Imagens:produzidas em software estatistico devem ser convertidas para o formato
Excel ou se o programa permitir, em formato PDF.

llustragbes Coloridas: devem ser aprovadas pelos editores e as despesas extras para
confeccado de fotolitos coloridos seréo de responsabilidade dos autores.
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Tabelas: devem ser digitadas com espagamento simples, com titulo curto e descritivo
(acima da tabela) e submetidas em arquivos separados. Legendas para cada tabela devem
aparecer no rodapé da mesma pagina que a tabela. Todas as tabelas devem ter numeracao
arébica, citadas no texto, consecutivamente. Tabelas ndo devem ter linhas verticais, e linhas
horizontais devem ser limitadas ao minimo. Tabelas devem ter no maximo 18cm de largura
por 23cm de altura, fonte Times New Roman, tamanho 9.

Processo de Envio: os artigos submetidos a Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical deverdo utilizar apenas a via eletrénica. Todos 0s manuscritos deverdo ser
enviados via internet para http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo, seguindo as
instrucGes no topo de cada tela. O processo de revisdo pelos pares também serd totalmente
pela via eletronica.

Sobre Reenvio e Revisfes: a revista diferencia entre: a) manuscritos que foram
rejeitados e b) manuscritos que serdo re-avaliados ap0s a realizacdo das corre¢fes que foram
solicitadas aos autores.

Reenvio: caso 0 autor receba uma carta informando que seu trabalho foi rejeitado e
queira que os editores reconsiderem tal decisdo, o autor podera re-envia-lo. Neste caso sera
gerado um novo nimero para 0 manuscrito.

Revisdo: caso seja necessario refazer seu manuscrito com base nas recomendagdes e
sugestBes dos revisores, ao devolvé-lo, para uma segunda analise, por favor, encaminhe o
manuscrito revisado e informe 0 mesmo nimero do manuscrito.

Apds a Aceitacdo: Uma vez aceito para publicacdo, o processo de publicacdo inclui os

passos abaixo:

a) Formulario de concessao de direitos autorais, fornecido pela secretaria da revista,
deve retornar para a revista assinado pelos autores.

b) Provas: serdo enviadas ao autor responsavel, mencionado no endereco para
correspondéncia, no formato PDF, para que o texto seja cuidadosamente conferido. Nesta
etapa do processo de edicdo, ndo serdo permitidas mudangas na estrutura do manuscrito. Apos
0s autores receberem as provas, deverdo devolvé-las corrigidas, dentro de dois quatro dias.

c) Os artigos aceitos compordo os numeros impressos obedecendo ao cronograma em
que foram submetidos, revisados e aceitos.

d) Os artigos aceitos remanescentes a cada niumero da revista serdo disponibilizados

online enquanto aguardam a prioridade para publicacéo na verséo impressa.
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Re-impressdes: a Revista fornece ao autor, gratuitamente, excertos do artigo em
formato PDF, via e-mail.

Custos de Publicacdo: Nao havera custos de publicacéo.

A traducdo de todo manuscrito deve ser realizada antes da submissdo do mesmo. A
contratacdo e o pagamento dos servicos de traducdo sdo de responsabilidade dos autores. A
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical ndo fornece qualquer tipo de servigo de

traducdo. Custos de publicacdo de imagens coloridas sdo de responsabilidade dos autores.

Workflow

Workflow do processo de submissdo da Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical

A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical é um periddico oficial da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical com acesso aberto. E uma revista multidisciplinar
que publica pesquisas originais relacionadas a doencas tropicais, medicina preventiva, saude
publica, doencas infecciosas e assuntos relacionados. A Revista possui um sistema de revisdo
por pares para a aceitacdo de artigos, e sua periodicidade é bimestral. Todos os manuscritos a
serem considerados para publicacdo na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
devem ser submetidos por via eletronica através do sistema de submissdo online no endereco
http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo.

Politica de Revisao do Periddico (workflow):

Os manuscritos submetidos para publicacdo na Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical séo inicialmente avaliados pela Secretaria quanto a adequacédo do texto as
normas do periodico.

ApoOs esta etapa, os manuscritos adequados as Normas Para Publicacdo da Revista
serdo avaliados pelo Editor ou Editores Associados quanto ao escopo e a politica editorial do
periddico. A Secretaria envia 0 manuscrito para o Editor-Chefe.

O Editor-Chefe designa um Editor Associado ou designa revisores.

O paper sera enviado a pelo menos dois revisores num sistema duplo-cego para
avaliacdo e emissdo de um relatério fundamentado (peer review), que sera usado pelos
Editores para decidir se 0 manuscrito sera aceito ou ndo. No caso de conflito de pareceres dos

revisores, 0 manuscrito serd enviado a um terceiro parecerista para validar uma deciséo final.
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Comentéarios dos Revisores (Free Form Review) serdo encaminhados ao autor
correspondente (autor principal para correspondéncia editorial) para responder aos
questionamentos feitos.

Os autores enviam suas respostas aos questionamentos e reenviam a versao revisada
do manuscrito. A versdo revisada sera enviada aos revisores que emitirdo um relatorio final
fundamentado.

Depois da andlise final dos revisores, a versdo corrigida do manuscrito sera enviada
aos Revisores de Métodos Quantitativos para analise. Sugestdes serdo enviadas aos autores
para correcOes e resubmetida aos Revisores de Métodos Quantitativos para reavaliacéo.

Os apontamentos dos Revisores e as respostas dos autores serdo analisados pelos
Editores Associados e/ou Editor-Chefe.

O Editor-Chefe emite uma deciséo final.

A decisdo editorial final (aceitacdo ou rejeicéo) é enviada aos autores.

ApoGs esta etapa, inicia-se 0 processo de edicdo. O manuscrito aceito é enviado a
edicdo quanto a qualidade linguistica do inglés.

A revisdo de inglés é enviada aos autores para analise e declaracdo de aceitacdo da
reviséo.

Apols esta etapa, inicia-se 0 processo de diagramacdo, com contato com o autor
correspondente no que diz respeito as figuras, tabelas, fotografias, mapas, ilustracdes e
formatacdo em geral.

Apds esta etapa, é requerido aos autores declarar formalmente qualquer conflito de
interesse, suporte financeiro e cessdo de direitos autorais.

Provas sdo enviadas ao autor correspondente para cuidadosa correcdo e acuidade
tipogréfica.

A versdo final de cada manuscrito é selecionada para compor o0 proximo numero e sera
enviada ao Ahead of Print na plataforma SciELO.

A versdo impressa é publicada e sera disponibilizada em acesso aberto em

http://www.scielo.br/rsbmt.
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ANEXO C - NORMAS DA REVISTA DO INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL
DE SAO PAULO

Scope and policy

The Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo (Journal of the Sdo Paulo
Institute of Tropical Medicine) is a journal devoted to research on different aspects of tropical
infectious diseases. The Journal welcomes original work on all infectious diseases, provided
that data and results are directly linked to human health.

The jornal publishes, besides original articles, review articles, case reports, brief
communications, and letters to the editor. The journal publishes manuscripts only in English.

From 2016 on, the Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo (Journal of
the S&o Paulo Institute of Tropical Medicine) is published on-line only, maintaining the free
access.

The manuscripts must be submited only written in English, so we strongly advise
authors with English as a foreign language to have their manuscripts checked by a scientist
with English as a first language. Please contact the staff of the Journal at revimtsp@usp.br for
suggestions of specialized companies.

The receipt of a manuscript with the English usage considered inappropriate can lead
to the return of the paper to the authors even before the beginning of the review process.

In January 2016, the Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo
established a fee per published article. Beginning on January the 1st, 2016, all the submitted
articles will be charged if they are accepted for publication.

These publication fees will supplement public funding from the Universidade de Sao
Paulo and other grants from foundations of the State of S&o Paulo, as well as from federal
supporting agencies. This additional support is essential to ensure quality, the increment of
the journal’s impact fator and number of citations, the maintenance of the electronic
manuscript submission and review system, the review of the English style and of grammar
issues.

The fees will be of US$400 for original articles and reviews; and of US$250 for case
reports, technical reports, brief communications and letters to the editor, provided that the
number of pages are in accordance with the type of article. Only for Brazilian citizens the fees
will be of BRL 1,500.00 for original articles and reviews; and of BRL 1,000.00 for case
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reports, brief communications and letters to the editor. Once the manuscript has been
approved, the corresponding author will receive the instructions for the payment of the
publication fee. Thereafter, the corresponding author will receive the proof of payment to be
able to apply for funding agencies reimbursement.

All types of manuscripts should be sent to the Editor of the Revista do Instituto de
Medicina Tropical de Sdo Paulo and they will be peer-reviewed by two or three reviewers of
the Editorial Board and/or ad hoc reviewers.

The decision of acceptance for publication lies with the Editors and is mainly based on
the recommendations of these reviewers.

A form stating the following items should be sent to the Editorial Office signed by the
corresponding author: 1) The manuscript and all parts of it have not been submitted
elsewhere; 2) There are no financial or other relationships of any of the authors of the
manuscript that might lead to any conflict of interest; 3) The submitted manuscript has been
read by all authors carefully. All authors agree that the manuscript represents their work. 4)
Describe sources of funding that have supported the work. Please also describe the role of the
study sponsor(s), if any, in study design; collection, analysis, and interpretation of data;
writing of the paper; and decision to submit it for publication; 5) The corresponding author is
indicated below and will be responsible for the communication with the other authors about
revisions and final approval of the paper. The manuscripts will be received only by online
submission at:http://mc04.manuscriptcentral.com/rimtsp-scielo

At the same site the authors can check the status of the submission any time. The
electronic file will be used for editorial assessment and online refereeing, and the editorial
decisions on the manuscript will be communicated to the corresponding author.

Authors may suggest up to four potential reviewers for their work provided that they
give the e-mail address and affiliation of each scientist they have proposed. Please do not

sugest scientists of the same affiliations of the authors.

Form and preparation of manuscripts

Original Articles - The text should be preceded by a short summary not exceeding 200
words, and should then proceed to sections of Introduction, Material and Methods, Results,
Discussion, Acknowledgements and References. Pages should be numbered consecutively in
Arabic numerals. Tables and figures should be referred to in the text. Tables should be

numbered and contain a brief specific title. Figures as drawings, photographs,
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photomicrographs or electron micrographs, should be planned to suit the size of a single or
double page column. Figures should be submitted in TIF format.

Review Articles are intended to investigators who have made substantial contributions
to a specific area of transmissible diseases. These manuscripts will be published upon
invitation of the editorial board, however their appropriateness will be judged by the editors,
and according to editorial criteria, eventually by peer reviewers. A review article should be
presented in the same format as a full paper, except that it should not be divided into sections
of introduction, material and methods, results and discussion.

Case Reports, Brief Communications and Letters to the Editor are reserved for
reporting new observations of critical importance. They should not exceed two or three

printed pages, including the illustrations and references.

Acknowledgments:

Should be brief, and should not include thanks to anonymous referees and editors, or
effusive comments. Grant or contribution numbers may be acknowledged. Revista do
Instituto de Medicina T ropical de Sdo Paulo encourages authors to include a statement to
specify the individual contributions of each co-author, which will be published under a
separate subheading "Author contributions” following the Acknowledgments

References:

The list of references, including only those actually mentioned in the text or tables,
should be in Vancouver format, listed in order of the citation on the text , and numbered

consecutively in Arabic numerals. Listing should be as follows:

a) Articles from journals: Last names and initials of all authors (unless there are more
than six, when only the first six should be given followed by et al.), full title of the article,
titte of the journal (title abbreviations by NLM can be found on
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nImcatalog/journals), the year of publication, the volume
number, the first and last page numbers.

Ex.: Velho PE, Faria AV, Cintra ML, Souza EM, Moraes AM. Larva migrans: a case
report and review. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 2003;45:167-71.

Ex.: Costa E, Lopes AA, Sacramento E, Costa YA, Matos ED, Lopes MB, et al.
Penicillin at the late stage of leptospirosis: a randomized controlled trial. Rev Inst Med Trop
Sao Paulo. 2003;45:141-5.
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b) Books: Last names and initials of all authors, full title of the book, edition, place of
publication, the publisher, and the year.

Ex.:Lewin JK. Genes and virus. 2nd ed. Boston: Jones and Bartlett; 2008.

c) Chapter of book: Last names and initials of all authors of the chapter, full title of the
chapter, last names and initials of all authors of the book, full title of the book, edition, place
of publication, the publisher, the year, the pages of the chapter.

Ex.: Ferreira HO. Doenca de Chagas. In: Farhat CF, Carvalho ES, Carvalho LH, Succi
RC, editores. Infectologia pediatrica. Sdo Paulo: Atheneu; 1998. p. 531-7.

d) Websites: Name of the organization, full title of the document cited, place of
publication (if available), the Publisher (if available), the year (if available), date of citing,
URL of the precise document cited (not the organization URL)

Ex.: World Health Organization. Leprosy elimination. Geneva: WHO; 2014 [cited
2014 Dec 15]. Available from: http://www.who.int/lep/situation/new_cases/en/

Ex.: Brasil. Ministério da Satde. Maléria. Brasilia: Ministério da Saude; 2015. [cited
2015 Nov 05]. Available from: http://www.saude.gov.br/malaria

e) Thesis:

The Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo will not accept the citation
of master of Science, PhD theses, or similar work.

Ethical Guidelines: Papers must state in the Material and Methods section that: 1)
informed consent was obtained from all human adult participants and from parents or legal
guardians of minors together with the approved consent of the Ethical Commission 2) a
consent term was applied to study participants in the case of children over the age of seven
and adolescents besides the consent obtained from parents or legal guardians of minors
together with the approved consent of the Ethical Commission 3) the maintenance of
experimental animals complies with the guidelines of the use of laboratory animals prevailing
in the country.

Numbers:

Numbers that begin a sentence or those that are less than 10 should be spelled out
using letters. Centuries and decades should be spelled out, e.g. the Eighties or nineteenth
century. Laboratory parameters, time, temperature, length, area, mass, and volume should be
expressed using digits.

Units:
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The International Unit System must be used, with the exception of blood pressure
values which are to be reported in mmHg. Please use the metric system for the expression of
length, area, mass, and volume. Temperatures are to be given in degrees Celsius.

Devices and equipment:

The Materials and Methods section must include sufficient technical information to
allow the experiments to be repeated. The sources of all media (i.e., name and location of
manufacturer) or components of a new formulation must be provided.

When centrifugation conditions are mentioned, give enough information to enable
another investigator to repeat the procedure: brand of the centrifuge (manufacturer), model of
the equipment and modelo of the rotor, temperature, time at maximum speed, and centrifugal
force (X g rather than revolutions per minute).

For devices and other products, the specific brand or trade name, the manufacturer and
their location (city, state, country) should be provided the first time the device or product is
mentioned in the text, for example, “IBM SPSS Statistics version 21.0 was used (IBM Corp.,
Armonk, NY, USA)". Another example: QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN Inc., Hilden,
USA). Thereafter, the generic term (if appropriate) should be used.

Names and identification of drugs and other products:

Authors are asked to use the Recommended International Nonproprietary Name
(rINN) for medicinal substances, unless the specific trade name of a drug is actually relevant
to the discussion. Generic drug names should appear in lowercase letters in the text. If a
specific proprietary drug needs to be identified, the brand name may appear only once in the
manuscript in parentheses following the generic name the first time the drug is mentioned in
the text.

The description of new methods should be complete and give sources of unusual
chemicals, reagents, equipment, or microbial strains. When large numbers of microbial strains
or mutants are used in a study, authors are asked to include tables identifying the immediate
sources (i.e., sources from whom the strains were obtained) and properties of the strains,
mutants, bacteriophages, and plasmids, etc.

Patient identification:

The informed consent is not needed if the patient cannot be identified from any
material in a manuscript. In the absence of the informed consent, identifying details, such as
patient initials, specific dates, specific geographic exposures, or other identifying
features(including body features in figures), should be omitted, but this must not alter the

scientific meaning.
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Important information that is relevant to the scientific meaning should be stated so that
the patient cannot be identified, e.g., by stating a season instead of a date, or a region instead
of a city.

If a patient can be identified from the material in a manuscript, the informed consent is
required. It can be obtained from the patient(s) or their parents/legal guardians in the case of
minors.

For children of seven years old or more, beyond the informed consent of the
parents/legal guardians, an informed assent of the child should be provided.

The Informed consent requires that the patient has had the opportunity to see and
approve the manuscript prior to submission. The written informed consent must state either
that the patient has seen and approved the complete manuscript, or that the patient declines to
do so.

The patient consent should be attached as an additional file at the time of the
manuscript submission. A statement attesting the receipt and archiving of the written consent
of the patient should be included in the published article.

Randomized Controlled Trials and Clinical Trials:

The Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo supports the policy of
Clinical Trials registration delivered by WHO and the International Committee of Medical
Journals Editors (ICMJE) recognizing the importance, in open access, of these initiatives for
the registration and international knowledge of the information on clinical studies. Therefore,
from 2007 on, only papers of clinical research dealing with these issues having an
identification number provided by one of the clinical assays validated by established criteria
from WHO and ICMJE will be accepted. The addresses can be found in the ICMJE site
(http://www.icmje.org). The trial registration number should be written at the end of the

summary.

Submission of manuscripts

The manuscripts will be received only by on-line submission at:
http://mc04.manuscriptcentral.com/rimtsp-scielo, where the authors can check the status of
the submission any time. The electronic file will be used for editorial assessment and online
refereeing, and the editorial decisions on the manuscript will be communicated to the

corresponding author by e-mail.



