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106 ANOS APOS A DESCOBERTA: O TEMPO NAO PARA

DESAFIOS NO DIAGNOSTICO, TERAPIA E INCLUSAO DO PORTADOR DA DOENGCA DE CHAGAS
ORGANIZADORES: CONSTANGA BRITTO & JOSELI LANNES

09 de abril de 2015

Manha
8:15 - 8:50h — Crachas

09:00 — 09:30hs Abertura
Presidéncia da Fiocruz, Diretoria do I0C e Organizadores
Simone Kropf/ COC
Homenagem ao Professor Joffre Marcondes de Rezende
09:30 - 10:15h
Marco Krieger / Instituto Carlos Chagas/Fiocruz
Diagndstico na doenga de Chagas: entraves, avancos e desafios
10:15 - 10:30h Coffee Break
10:30 - 10:40h
Debatedora: Lucia Brum / MSF
10:40 - 11:10h
Constanca Britto / Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz

Avancos no diagndéstico molecular da doenca de Chagas com aplicacdo na avaliagcéo
de eficécia terapéutica

11:20 - 12:00h
Sergio Sosa-Estani / INP Dr Mario Fatala Chaben Argentina
Controle da doenca de Chagas na Argentina: Diagndéstico e Terapia
12:15 - 14:00h Intervalo de Almocgo
Tarde

14:00 - 14:40h
Rafael Rodrigues — 2 minutos de prosa poética

Andrea Silvestre Sousa / INI Evandro Chagas/Fiocruz

Forma cardiaca da doenca de Chagas e suas comorbidades: avanc¢os e desafios no
tratamento

14:45 - 15:15h
Renato Vieira/ SVS/ MS
Cenério da doencga de Chagas no Brasil em 2015 e desafios para 100+10 (2019)

Apoio Realizacao
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15:20 - 15:40h Coffee Break

15:40 - 16:20h
José Rodrigues Coura/ Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz

Desafios da doenca de Chagas naregido amazoénica: visédo atual e cenério para 2020

Orquestra de Camara da llha do Governador (Pausa Musical)
16:35 - 17:40h Sesséo de Posteres
17:40 - 18:30h Talent Section

Manha - Centro de Estudos Especial
09:00 - 10:00h

Fernando Genta — 2 minutos de prosa poética

Apresentacdo dos 3 trabalhos selecionados
Diaz-Albiter et al.
Phytophagy in Triatomines: the Missing Link in the Eco-epidemiology of Chagas Disease
Souzaet al.
Desenvolvimento de um prot6tipo de kit para o diagnostico molecular e avaliagdo da carga
parasitaria em pacientes com Doenca de Chagas
Barros et al.
Distribuicao geografica e diversidade de hospedeiros de T. cruzi DTUs Tclll e TclV em
diferentes biomas brasileiros

10:00 - 10:10h
Debatedora: Lucia Brum / MSF

10:10 - 10:50h
Desafios de inclusdo do portador da doenca de Chagas
Tania C. Araujo-Jorge / 10C

11:00 - 11:40h
Faustino Torrico — Universidad Mayor de San Simon/Bolivia
Doenca de Chagas na Bolivia: o que preocupa?

11:50h-12:00h
Entrega de Prémio aos melhores trabalhos
Encerramento

Apoio Realizacao
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Aspectos clinicos, estudos de polimorfismos genéticos

Resumo 109

Polimorfismo do gene de TGF-f1 e a correlagdo com a susceptibilidade
da doenca de chagas
Roberto Rodrigues Ferreiral, Renata Almeida de S&*, Aline dos Santos Moreiral, Tania de
Araujo-Jorge?, Jean Jacques Feige®, Sabine Bailly?, Leila Mendonga-Lima?, Wim Degrave?,
Fabiana Madeira®, Gabriel Alvez*, Roberto Magalhées Saraiva*,
Mariana Caldas Waghabi!

!Laboratério de Gendmica Funcional e Bioinformatica. 2Laboratério de Inovacdes em
Terapias, Ensino e Bioprodutos - Instituto Oswaldo Cruz. Fundag&o Oswaldo Cruz (Fiocruz),
Rio de Janeiro RJ, Brazil. (INSERM (Institut National de la Santé et de la Recherche
Médicale), U878, 17 rue des Martyrs, 38054 Grenoble, France. *Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas, Fundagédo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro RJ, Brazil.

Estudos desenvolvidos pelo grupo nos dltimos anos demonstram o envolvimento do
fator transformador de crescimento beta (TGF-B) na cardiopatia chagésica, com
exacerbacdo dos seus niveis plasmaticos e da ativagdo da sua via de sinalizacdo
celular como aspectos desenvolvidos por pacientes nos estagios mais avancados da
doenga, associado também a niveis elevados de fibrose. Pacientes que
apresentavam altos niveis de TGF-p circulantes, ap6s 10 anos de acompanhamento,
evoluiram com pior prognostico da doenca. Recentemente, o polimorfismo no cédon
10 do gene que codifica o TGF-B1 foi descrito por influenciar na producdo desta
citocina. Também foi observado que, em populagbes da Colémbia e do Peru, o
mesmo polimorfismo pode estar envolvido na susceptibilidade a infeccéo pelo T.
cruzi. O presente trabalho avaliou o polimorfismo dos alelos do gene do TGF-f1 em
pacientes na fase cronica da doencga de Chagas; incluindo a forma indeterminada e
os diversos estagios da forma cardiaca e correlacionou a expressdo dos diferentes
alelos do TGF-B1 com os niveis séricos desta citocina e a manifestacdo clinica da
doenca de Chagas. Para isso, 181 individuos entre pacientes com forma
indeterminada ou cardiaca e controle foram convidados a participar do trabalho.
Andlises de cinco polimorfismos de base uUnica (-800 G>A, -509C>T, +10T>C,
+25G>C e +263C>T) foram realizadas por PCR e sequenciamento dos fragmentos
do gene de TGF-1. Além disso, o nivel sérico desta molécula foi dosado por ELISA.
Ao analisar a frequéncia genotipica nos diferentes polimorfismos, observamos que a
frequéncia do polimorfismo na posicdo -509 e no cdédon 10 eram maiores em
pacientes portadores da doenca que em individuos controle. Além disso, 0s
gendtipos CT e TT na posicdo -509 estdo associados com altos niveis séricos do
TGF-B1. Desta forma, nossos resultados sugerem que os polimorfismos genéticos na
posicdo -509 e no coédon 10 do gene TGF-B1 podem estar envolvidos na
susceptibilidade a infeccdo pelo T. cruzi na doenca de Chagas.
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Resumo 055

Alteracdes no perfil de glicosilagdo na superficie de linfocitos T durante a infecgéo
experimental pelo Trypanosoma cruzi

Leonardo Alexandre de Souza Ruivo!?, Glaucia Vilar Pereira?,
Isabela Resende Pereiral, Leonardo Marques da Fonsecaz,
Lucia Mendoncga Previato?, José Osvaldo Previato?, Joseli Lannes Vieiral

1L aboratorio de Biologia das Interacdes — Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ
2| aboratorio de Glicobiologia — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho - UFRJ

A superficie dos organismos vivos é recoberta por moléculas de carboidratos nas quais esta
presente um terminal ndo redutor composto por unidades de &cido sidlico (Neu5Ac). A
presenca de acido sialico é biologicamente significativa. NeuS5Ac esta intimamente envolvido
em mecanismos moleculares de reconhecimento celular, interagdo parasito-hospedeiro,
tréfego de linfocitos e regulagdo do sistema imune. Células ndo ativadas do sistema imune,
como os linfocitos T CD4* e CD8*, apresentam em sua superficie glicoconjugados contendo
Neu5Ac terminal. Quando ativadas, essas células perdem o terminal sidlico, perfil este
associado a fenotipo efetor. O Trypanosoma cruzi possui em sua superficie e libera no
plasma do hospedeiro a trans-sialidase, uma enzima unicamente encontrada neste género e
que catalisa a transferéncia de &cido sialico de moléculas doadoras, Neu5Ac-a2-3Galpf-,
para terminais receptores contendo BGalp-, formando exclusivamente ligagdes do tipo a2—-3
na superficie do parasito ou, alternativamente, na superficie de células do sistema imune.
Neste trabalho estudamos o padréo (frequéncia de células e densidade na superficie) de
ligacdo de lectinas em células T CD4" e CD8" nas fases aguda e crbnica da infec¢ao
pelo T. cruzi. Estudamos a ligagcado de PNA (Peanut agglutinin, Arachis hypogaea, se
liga a terminal GalB1-3GalNAcal-Ser/Thr), SNA (Elderberry lectin, Sambucus nigra,
gue se liga a NeuSAca2-6Gal(NAc)-R) e MAL (Maackia amurensis leukoagglutinin,
Maackia amurensis, que se liga a NeuS5Ac/Gca2,3Galf31,4GIc(NAc)). Metodologia:
Fémeas da linhagem C57BL/6 foram infectadas intraperitonealmente com 100
tripomastigotas sanguineos da cepa Colombiana de T. cruzi. Bagos foram coletados
em diferentes pontos da infec¢do e analisados por citometria de fluxo. Resultados e
Conclusdes: Nossos resultados preliminares demonstram que na fase cronica da
infeccdo (120 dias apods infecgdo) ha aumento da frequéncia de células T CD4*'PNA* e T
CD8*PNA", assim como da densidade expressdo de ligantes para lectina PNA. Por outro
lado, a frequéncia de células T CD4* e CD8" que expressam ligantes para lectinas SNA e
MAL foi reduzida. Assim, os perfis de glicosilacdo da superficie das células T CD4* e CD8*
talvez sejam “impressodes digitais” de ativa¢@o especifica na infec¢éo pelo T. cruzi, podendo
estar relacionadas a mecanismo de escape do parasito ao sistema imune do vertebrado.

Apoio: CNPq, FAPERJ

Apoio Realizacao

> @ewes 10CHE (m— R

e ol R Instituto Oswaldo Cruz HOCAUZ
e+ Smmttfien e 1900« 2015 — Fundsgie Gewalds Cruz P ED



o]
—]
=
—_

CRARLOS: LIVRO DE RESUMOS
EHAGAS -

32 EDICAO

Biologia celular e interacéo parasito/célula hospedeira

Resumo 083

Neutroéfilos na infecgdo experimental pelo Trypanosoma cruzi: estratégias de
isolamento e purificagéo

Isabella Forasteiro Tavares, Joseli Lannes-Vieira, Veronica Schmitz

Laboratorio de Biologia das Interagfes, I0C, Fiocruz, Rio de Janeiro.

A fase crbnica da doenca de Chagas (DC) é um grande desafio para saude publica dos
paises da América Latina. A forma cardiaca da DC € a principal causa de incapacidade
e morte. O papel de neutréfilos na defesa contra o Trypanosoma cruzi foi demonstrado
devido a capacidade destes de fagocitar e destruir amastigotas in vitro e também de
induzir citotoxicidade mediada por anticorpos. O papel de neutréfilos em varios
modelos experimentais é bastante controverso, pois estes sdo considerados células
efetoras da imunidade inata, mas também podem contribuir para exacerbacdo da
inflamacéo contribuindo para produgcdo de citocinas pro-inflamatérias e hipdxia
tecidual. O aperfeicoamento de metodologias de purificagdo de neutréfilos murinos
com alto grau de pureza € uma ferramenta necessaria para estudos in vitro e in vivo
que possam ajudar na melhor compreenséo do papel de neutrofilos na forma cardiaca
da DC. O objetivo inicial desse trabalho foi desenvolver estratégias de purificacdo de
neutréfilos murinos de camundongos C57BL/6 infectados com T. cruzi da cepa
Colombiana. Os neutrdfilos foram isolados da medula O0ssea e trés metodologias
diferentes foram utilizadas para a purificagdo: (i) gradiente descontinuo de Percoll, (ii)
gradiente de Ficoll seguido de sedimentacdo em dextran e (iii) microesferas
imunomagnéticas por selecdo negativa. A analise morfoldgica foi feita em laminas de
citospin e as células foram coradas pelo método do Panotico rapido. A pureza das
preparacdes foi avaliada através de citometria de fluxo utilizando anticorpos anti-
CD11b e GR-1, moléculas utilizadas para caracterizagdo fenotipica de neutrdfilos. A
andlise morfolégica comparativa entre os métodos de purificagdo por gradientes
revelou que as culturas apos o Percoll tiveram um maior enriquecimento, sendo este
método que obteve células com caracteristicas morfolégicas mais compativeis com
neutréfilos. Na literatura, varios trabalhos apontam as desvantagens do uso de
gradientes descontinuos para isolamento de neutréfilos, portanto resolvemos investir
na selecdo negativa. A andlise microscopica das células apontou para enriqguecimento
compativel entre os métodos de Percoll e a selecdo negativa. O grau de pureza de
ambos foi de aproximadamente 90% das células eram CD11b*Ly6G", fenotipo este
compativel com neutréfilos. Em resumo, a escolha do melhor método dependera do
tipo de ensaio que serd utilizada a preparacéo celular. No caso de estudos que avaliem
a expressado de antigenos de superficie e avaliagdo de subpopulacdes neutrofilicas a
selecdo negativa possui vantagens, uma vez que este método ndo € capaz de
mobilizar antigenos de superficie de localizagao intracelular.

Apoio financeiro: Proep-CNPq, Faperj e Fiocruz.
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Resumo 084

INTERFERON-GAMA PROMOVE A INFECCAO DE ASTROCITOS MURINOS
PELO TRYPANOSOMA CRUZI VIA FATOR DE NECROSE TUMORAL
Silva RR, Mariante RM, Silva AA, Brandao J, Dos Santos AL, Lannes-Vieira J.
Laboratorio de Biologia das Intera¢des/IOC/Fiocruz-RJ;

rafaelrs@ioc.fiocruz.br

O comprometimento do sistema nervoso central (SNC) na doenca de Chagas (DC) &
caracterizado dentre outros por meningoencefalite e altera¢gdes comportamentais. Em
individuos cronicamente infectados pelo T. cruzi e imunocomprometidos, reativagdo
da infeccéo ocorre preferencialmente no SNC. Porém, os alvos celulares do T. cruzi e
0S mecanismos que favorecem sua persisténcia no SNC, bem como a origem dos
parasitos em episédios de reativagdo na infecgdo crbnica ndo estdo claros. Os
astrocitos (as células gliais mais abundantes do SNC humano) ja foram mostrados
serem suscetiveis a infeccdo, mas sua participagdo na DC carece de informagéo.
Além disso, o papel de citocinas como interferon-gama (IFNy) no processo de
infecgdo pelo T. cruzi no SNC néo foi ainda estudado. Neste trabalho, investigamos
os efeitos de IFNy sobre a infeccéo de astrécitos pelo T. cruzi, através da anélise das
taxas de infeccdo e da producdo de mediadores inflamatérios. Utilizamos cultivos
primarios de astrocitos (acima de 95% de enriquecimento) de animais C3H/He e
C57BL/6, tratados ou ndo com IFNy antes ou apos a infeccdo com tripomastigotas da
cepa Colombiana do T. cruzi. Confirmamos que astrocitos séo suscetiveis a infec¢éo
pelo T. cruzi. As taxas de infecgdo sofreram influéncia do tempo de interacéo e da
relagdo parasito-célula hospedeira (MOI), sendo aumentadas pelo tratamento com
IFNy (antes e apos infeccdo). IFNy favoreceu a infeccdo em astrocitos de ambas as
linhagens em estudo, mas esse efeito n&o foi observado em fibroblastos murinos
(linhagem L929). Dois sinais (IFNy+T. cruzi) foram necessérios para indugdo de
baixos niveis de produgéo de oxido nitrico (NO) por astrécitos. O tratamento com L-
NAME (inibidor da sintese de NO) reduziu parcialmente o numero de amastigotas em
astrocitos tratados com IFNy. Finalmente, o tratamento dos astrocitos com Infliximab
(anticorpo neutralizante anti-TNF) preveniu completamente o efeito de IFNy no
favorecimento a infec¢@o de astrdcitos pelo T. cruzi. Estes dados sugerem que IFNy
atue como um combustivel para a infeccdo de astrocitos pelo T. cruzi. Estes
astrocitos infectados na presenca de IFNy agiriam como fontes de TNF e NO, o que
poderia contribuir para a persisténcia do parasito e patologia do SNC na DC.

Suporte Financeiro: CAPES, CNPq, POM-Fiocruz, INCTV.
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Resumo 101

ASTROCITOS HUMANOS DA LINHAGEM U87MG GERAM AMBIENTE
INFLAMATORIO APOS INFECCAO PELO TRYPANOSOMA CRUZI
Brandao J, Silva RR, Mariante RM, Lannes-Vieira J.
Laboratorio de Biologia das Intera¢des/IOC/Fiocruz-RJ;

rafaelrs@ioc.fiocruz.br

O envolvimento do sistema nervoso central (SNC) na doenca de Chagas (DC), embora
ainda ndo seja consenso entre 0s pesquisadores, é descrito especialmente em recém-
nascidos e criangas abaixo de dois anos de idade, bem como durante a reativagdo da
infeccdo em individuos imunocomprometidos pela co-infeccdo com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Os alvos celulares do Trypanosoma cruzi no SNC,
bem como os mecanismos pelos quais esse parasito persiste nesse tecido e sua
origem em episodios de reativacdo na infec¢do cronica ndo estéo claros. Os astrocitos
séo as células gliais mais abundantes do SNC humano, onde participam da formagéo
da barreira hemato-encefélica, dao suporte fisico e mantém a homeostase cerebral; e,
embora tenham sido mostrados serem suscetiveis a infecgdo pelo T. cruzi, sua
participacdo na DC carece de informagdo. Neste estudo, investigamos a
suscetibilidade de astrécitos humanos da linhagem de glioblastoma U87MG a infecgédo
pelo T. cruzi, através da analise das taxas de infec¢do. Além disso, avaliamos a
producdo de mediadores inflamatdrios e consumo do fator de necrose tumoral (TNF)
em cultivos de astrocitos infectados, por citometria utilizando CBA. Utilizamos cultivos
de astrocitos da linhagem U87MG infectados com tripomastigotas da cepa Colombiana
do T. cruzi, na presenca ou ndo de TNF. Os astrocitos U87MG foram suscetiveis a
infeccdo pelo T. cruzi e as taxas de infecgdo sofreram influéncia da relagdo parasito-
célula hospedeira inicial (MOI). A infeccéo induziu niveis elevados de interleucina-6 (IL-
6) de modo relacionado ao numero de parasitos albergados pelos astrocitos. Além
disso, a infeccdo pelo T. cruzi aumentou o consumo de TNF, sugerindo aumento de
expressdo de receptores de TNF. Nossos dados sugerem que a infeccdo de astrocitos
pelo T. cruzi induz ambiente inflamatério no SNC, com participa¢édo de citocinas em um
processo que possivelmente se retroalimenta.

Apoio: CNPq, FAPERJ.
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Resumo 102

A autofagia durante a interacdo Trypanosoma cruzi e célula-hospedeira: papel do
estresse nutricional no declinio da infecgéo

Thabata Lopes Alberto Duquez2, Otacilio C. Moreiras, Patricia Torres Bozzas, Rossana
C. N. Melos, Andrea Henriques-Ponsz, Rubem Figueiredo Sadok Menna-Barreto:

1 Laboratério de Biologia Celular 2 Laboratério de Inovacdes em Terapias, Ensino e
Bioprodutos, 3 Laboratério de Biologia Molecular e Doencas Endémicas , 4 Laboratorio
de Imunofarmacologia, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil 5
Laboratorio de Biologia Celular, Departamento de Biologia, Universidade Federal de
Juiz de Fora, Juiz de Fora, MG, Brasil.

O sucesso da infec¢ao do Trypanosoma cruzi, agente causador da doenga de Chagas,
depende da internalizacdo do parasito e consequente fusdo do vacuolo parasitéforo
com o lisossomo, organela chave nos processos de endocitose e autofagia. A
autofagia consiste no processo de degradagdo de macromoléculas e estruturas
celulares, assim como de patdgenos, participando assim de infec¢des intracelulares.
No entanto, a participagdo da autofagia na infeccdo ainda ndo esta claramente
estabelecida. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo analisar a
atuacdo da autofagia durante a infeccdo de células de cultura priméaria (macréfagos e
cardiomidcitos) pelo T. cruzi (cepa Y). Primeiramente, as células infectadas mostraram
um aumento de vesiculas LC3+, comum marcador de autofagossomos, confirmando a
infeccdo como um indutor de autofagia. A inducdo prévia de autofagia, realizada com
meio depletado de glicose (estresse nutricional), levou em macrofagos a redugdo na
infeccdo desde tempos iniciais (6h), enquanto que em cardiomidcitos apenas
reduziram o numero de células infectadas em tempos tardios (48h). Contudo, quando a
autofagia foi induzida apds a infec¢do, apenas em cardiomidcitos foi observado uma
reducéo na infecgdo e no percentual de parasitos por célula infectada. O aumento de
autofagia foi corroborado com o aumento da marcagdo de LC3 por microscopia de
fluorescéncia e por andlises ultraestruturais, que indicaram perfis de membrana
concéntrico e diversos autofagossomos. A presenca de corpusculos lipidicos, via
também integrada ao estresse nutricional, foi reduzida em macrofagos infectados e
com inducdo de autofagia, quantidade bastante inferior ao observado em
cardiomidcitos. Os resultados sugerem que a autofagia na infeccdo atua em distintos
momentos de infeccdo — em fagocitos profissionais, a autofagia interfere na
internalizagdo e em fagoécitos ndo profissionais h4 uma reducdo na proliferagéo
intracelular e/ou eliminagdo do parasito. Desse modo, a autofagia, independente do
mecanismo, reduz a infecg¢ao por T. cruzi.

Auxilio Financeiro: FAPERJ, CNPqg e FIOCRUZ.
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Resumo 136

Efeito da infec¢ao pelo Trypanosoma cruzi e da inflamagé&o sobre a ativacao de
miofibroblastos cardiacos in vitro

Laura Lacerda Coelho'?; Lindice Mitie Nisimura!; Daniel Adesse?®; Mirian Claudia de Souza
Pereira*; Joseli Lannes-Vieira?; Luciana Ribeiro Garzoni'

!Laboratério de Investigagdo Cardiovascular, “Laboratério de Biologia das Interagdes,
3Laboratério de Biologia Estrutural, “Laboratério de Ultra-estrutura Celular, Instituto Oswaldo
Cruz, Fundacédo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil

As alteragOes cardiacas causadas pela infec¢éo pelo Trypanosoma cruzi (T. cruzi) incluem
o remodelamento tecidual, caracterizado entre outros aspectos pela intensa fibrose que
apresenta importante papel na disfungcdo do coragdo durante a cardiomiopatia chagasica
(CC). Apesar do reconhecido envolvimento de fibroblastos na génese da fibrose em
diversos tecidos em diferentes doencas, o envolvimento dos fibroblastos cardiacos (FC) no
desenvolvimento da fibrose durante a CC é ainda desconhecido, 0 que nos motivou a
investigar o papel do parasita e da inflamacdo sobre estas células. Nesse contexto o
objetivo do presente estudo é investigar o efeito da infeccdo pelo T. cruzi (cepa Y) e da
inflamacé@o sobre a ativacdo de miofibroblastos cardiacos obtidos a partir de culturas
priméarias de células cardiacas de fetos de camundongos, através de uma cinética de 6 a 72
horas de interag&o. Para verificarmos a ativa¢cdo dos FC estamos analisando a proliferagao,
a diferenciagdo destas células em miofibroblastos e a expressdo de matriz extracelular
(ECM) através de imunofluorescéncia e Western blot (WB). No nosso sistema de cultura,
30% dos FC foram infectados pelo T. cruzi quando utilizamos uma relagéo de 10 parasitas
por célula hospedeira. Nossos resultados demonstram até o presente momento que o T.
cruzi ndo é capaz de induzir proliferacdo do FC, como avaliado pela marcagéo de ki67. No
entanto, as analises da expressdo de alfa actina de musculo liso (a-SMA) por WB,
revelaram aumento desta proteina nas culturas infectadas sugerindo diferenciagdo para
miofibroblasto nos tempos de 6hpi, 24hpi e 48hpi. As andlises de proteinas de matriz
extracelular revelaram aumento na expressao de fibronectina 6hpi, 24hpi e 48hpi e de
laminina 6hpi, quando comparadas as culturas controles ndo infectadas. Assim, Nossos
resultados obtidos até o momento, demonstram um efeito da infec¢éo pelo T. cruzi sobre a
ativacao dos FC contribuindo para sua diferenciagdo e produgdo e componentes da ECM.
Temos como perspectivas o desafio da hipotese que componentes da inflamagéo
contribuem para a ativacdo de FC e a geracdo da fibrose cardiaca, o que testaremos
através do uso das citocinas fator de crescimento transformante (TGFf), fator de necrose
tumoral (TNF) e interferon (IFN)y, propostos participarem da fisiopatogenia da CCC.

Apoio financeiro: CNPq, FAPERJ
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Resumo 139

Atividade in vitro e in vivo de viniconazole sobre Trypanosoma cruzi

Cristiane Franca da Silva?, Denise da Gama Jaen Batista', Marcos Meuser Batista', Reto
Brun? e Maria de Nazaré Correia Soeiro’

!Laboratério de Biologia Celular, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil,

2 Department of Medical Parasitology and Infection Biology, Swiss Tropical and Public Health
Institute, Basel, Switzerland.

A doencga de Chagas é causada pelo protozoario parasita intracelular Trypanosoma cruzi e
afeta mais de 10 milhdes de portadores em &reas pobres da América Latina. H4 uma
necessidade urgente de medicamentos alternativos com melhor seguranca, eficdcia mais
ampla, menores custos e menor tempo de administracdo. Assim, presentemente Nnosso
objetivo foi avaliar a acdo bioldgica e alvos celulares de um novo imidazole, o viniconazole,
utilizando abordagens in vitro e in vivo. Os nossos resultados demonstram que, embora este
composto tenha revelado moderada atividade sobre formas sanguineas e intracelulares (16 e
24 uM, respectivamente) in vitro, ndo foi capaz de controlar o parasitismo nem de proteger
contra mortalidade induzida pela infeccdo in vivo (cepa Y). Dados ultra-estruturais
demostram que os danos celulares mais freqientes foram associadas a elementos de
membrana plasmatica (“blebs” além de ruptura da unidade e extravasamento de conteudo
intracelular), Golgi (inchagco) e o aparecimento de um grande numero de vacuolos, e
organelas circundadas por perfils de reticulo endoplasmético, sugerindo um processo
autofagico. Devido a necessidade urgente de novos agentes contra antiparasitarios, o
rastreio de produtos naturais e sintéticos deve ser reforcada com o objectivo de encontrar
drogas mais seletivas e acessiveis para a doenga de Chagas. Apoio: PDTIS/Fiocruz, CNPq,

Apoio Financeiro: FAPERJ, CAPES e Fiocruz
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Resumo 145

Posaconazol reverte a fibrose em culturas tridimensionais de células cardiacas
infectadas pelo Trypanosoma cruzi

Lindice Mitie Nisimura®; Laura Lacerda Coelho'?; Patricia Mello Ferrdo*3; Mariana
Waghabi®; Mirian Claudia de Souza Pereira*; Luciana Ribeiro Garzoni!

!Laboratério de Investigagdo Cardiovascular, “Laboratério de Biologia das Interagdes,
3Laboratorio Gendémica Funcional e Bioinformatica, “Laboratério de Ultra-estrutura Celular,
Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil

A doenca de Chagas (DC) é endémica na América Latina e causada pelo parasita
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). A cardiomiopatia € a principal manifestacdo da patologia e €
caracterizada por presenca de infiltrados inflamatérios, miocitdlise e mionecrose e
progressiva deposicédo de tecido fibrgtico. A ineficacia das drogas disponiveis atualmente
estimula a busca por novos compostos mais eficazes e menos toxicos. Neste contexto, o
posaconazol, um inibidor da biossintese de ergosterol, que apresenta efeito antifingico e
potente atividade tripanocida tem sido avaliado como um possivel tratamento para DC. No
presente estudo, 0 nosso objetivo foi avaliar o efeito do posaconazol em culturas
tridimensionais (3D) de células cardiacas infectadas pelo T. cruzi que mimetizam os
aspectos da cardiomiopatia chagésica in vivo, incluindo fibrose e hipertrofia. As culturas 3D
foram infectadas por formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi e tratados com 5 nM de
posaconazol ap6s 144 horas de infec¢do. Avaliamos a expressdo de proteinas da matriz
extracelular (ECM) e do inibidor tecidual de metaloprotease -4 (TIMP-4) western blot e
imunofluorescéncia, além da secrecdo de fator de crescimento transformante beta (TGF-3)
por ELISA. Apbés 96 horas de tratamento, o posaconazol foi capaz de aumentar da
secregdo de TGF- 3 no sobrenadante das culturas e reduzir a expressao de TIMP-4,
fibronectina e laminina aumentados em culturas infectadas. Em conclusdo, posaconazol
apresentou um potente efeito antifibrotico em culturas de 3D células cardiacas
demonstrando um efeito direto sobre a reversao da fibrose in vitro. Finalmente, acreditamos
gue este sistema de cultura 3D pode ser utilizado como uma poderosa ferramenta para
avaliar novos compostos in vitro para o tratamento de fibrose cardiaca na DC.

Apoio financeiro: CNPqg, FIOCRUZ/IOC, FAPERJ
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Resumo 030

Padronizagao da técnica de PCR com alvos para regido 5'UTR de Trans-sialidades de
Trypanosoma cruzi

Pedro PLF de Albuguergue!; Myllena F A D Melo?; Adeilton Brand&o?; Constanca Britto!
!Laboratério de Biologia Molecular e Doengas Endémicas; 2Laboratério Interdisciplinar de
Pesquisas Médicas. Instituto Oswaldo Cruz - IOC/Fiocruz - RJ

Para o diagndstico molecular da doenca de Chagas (DC), sdo utilizados alvos para o kDNA e
para a regido satélite nuclear do Trypanosoma cruzi, porém estes marcadores ndo possibilitam
a caracterizagdo da cepa infectante no paciente. Tem sido sugerido que as varia¢des clinicas
observadas na DC crbnica estariam associadas a heterogeneidade observada entre as
distintas cepas do parasito. Uma perspectiva para o aprimoramento do diagnostico etiologico
da DC seria a possibilidade de deteccao e tipagem do T. cruzi diretamente de amostras
clinicas utilizando um uUnico marcador. Observou-se que a regido 5’UTR (5 Untranslated
Region) dos genes da familia de trans-sialidase (TS) apresenta varia¢fes distintas entre os
grupos populacionais de T. cruzi e poderia representar um bom marcador para a
caracterizacdo das linhagens do parasito. Adicionalmente, por serem genes multi-copias,
poderiam conferir alta sensibilidade, mesmo em amostras de pacientes com DC cronica.
Assim, o presente trabalho visa padronizar a PCR com os alvos 5’UTR de TS para posterior
aplicacdo na tipagem molecular em amostras clinicas. Para determinar o limite de detecg&o da
PCR, seis curvas padrao foram geradas com as cepas Dm28c (DTUI), Y (DTUII), 3663
(DTUl), 4167 (DTUIV), Bug (DTUV) e CL Brener (DTUVI), por diluicbes seriadas contendo
10* a 0.5 equivalentes de parasitos/mL. Utilizando o alvo 5'UTRTS, foi possivel detectar até
0.5 parasitos/mL em todas as cepas testadas, comparando com o alvo kDNA, onde houve
variagao no limite de deteccéo entre 10 e 0.5 parasitos/mL. A fim de avaliar o desempenho da
técnica foram analisadas amostras de sangue de 10 pacientes com DC crbnica. Apds a
amplificacdo da regido 5'UTR de TS, os produtos foram clonados com o kit TOPO 10 e
sequenciados pelo método de Sanger. As sequéncias obtidas foram alinhadas e comparadas
com os dados do GenBank (NCBI), havendo identidade de mais de 90% com genes de TS de
T. cruzi. Os resultados desta padronizagdo sugerem que a PCR desenvolvida € capaz de
detectar a regido 5'UTR de TS em amostras de pacientes com baixa parasitemia. Como
perspectivas, a analise da técnica com amostras de pacientes cronicos e individuos néo
infectados serdo ampliadas, com a finalidade de testar a sensibilidade e especificidade da
técnica. Em paralelo, o método de gPCR utilizando a abordagem High Resolution Melting
(HRM) serd empregado para o aperfeicoamento da tipagem molecular com o alvo 5’UTRTS de
T. cruzi.

Auxilios: Cnpq; FAPERJ; Fiocruz
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Resumo 037 (Apresentacao Oral)

Desenvolvimento de um proto6tipo de kit para o diagndstico molecular e avaliagéo da
carga parasitaria em pacientes com Doenga de Chagas

Leticia Souza; Maria Angélica Cardoso; Otacilio Moreira; Constanca Britto.
Laboratorio de Biologia Molecular e Doengas Endémicas (LABIMDOE), IOC-FIOCRUZ
Financiadores: CNPq e PDTIS.

A Doenca de Chagas apresenta uma prevaléncia de 6 a 8 milh6es de individuos
afetados, dos quais 30-40% desenvolvem cardiomiopatia, mega sindromes digestivas
ou ambos. Diversos casos ja foram registrados em paises ndo endémicos, onde a
infeccdo ocorre através de mecanismos de transmissdo ndo vetoriais, como
transmissdo congénita, transplantes de oOrgaos, transfusdo de sangue ou oral. Os
atuais tratamentos, utilizando os quimioterapicos nifurtimox e benzonidazol, ndo sao
ideais, pois sua eficacia € comprovada apenas na fase aguda da doenga, além de
possuirem diversos efeitos colaterais. A sorologia € o padrdo ouro no diagndstico da
doengca de Chagas. Entretanto, a técnica da PCR é uma eficiente ferramenta
complementar ao diagndstico nos casos de transmissdo congénita, em resultados
discordantes na sorologia e na avaliagdo do tratamento etiolégico. Além disso, a PCR
guantitativa em Tempo Real (QPCR) possui alto potencial para ser utlizada no
acompanhamento dos pacientes sob tratamento, como marcador de cura etiologica.
Assim, este trabalho tem como objetivo desenvolver um teste de diagnostico molecular
baseado em PCR em Tempo Real, utilizando insumos produzidos pela Fiocruz/Parana
(IBMP), para a quantificagdo dos niveis absolutos de Trypanosoma cruzi em amostras
sanguineas de individuos infectados, e aplicagdo no monitoramento da eficacia
terapéutica e controle de cura da doenca de Chagas. Para isso, realizamos a
padronizagao da gPCR, definindo as melhores concentragdes dos reagentes no master
mix Fiocruz (MgCl, 8mM , dNTP 300uM, e ROX 30nM). Também avaliamos a extensao
dindmica da reagdo, observando uma linearidade de amplificagdo entre 10* a 0,5
equivalentes de parasito/mL. Os ensaios para o calculo do Limite de Detecgéo (LOD)
indicaram um LOD de 0,40 eq. parasitos/mL, que foi estatisticamente semelhante ao
observado na reacéo utilizando insumos comerciais. Em um teste com amostras de
sangue de 50 pacientes portadores da doenca de Chagas crbnica, pertencentes ao
estudo BENEFIT, e 20 pacientes com sorologia negativa, encontramos 100% de
sensibilidade e especificidade na reagdo com os insumos Fiocruz, em contraste com
95% de sensibilidade e 100% de especificidade na rea¢gdo com 0s inSumMos comerciais.
Até o momento, nossos resultados mostram-se bastante promissores para a
elaboracéo de um protétipo de kit para o diagnostico molecular acurado de pacientes
com suspeita de doenca de Chagas, a ser aplicado no ambiente do Sistema Unico de
Saude brasileiro.

Apoio Realizacao
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Resumo 038

Desenvolvimento de uma metodologia baseada em PCR em Tempo Real para a
guantificacdo de Trypanosoma cruzi em amostras de insetos triatomineos

Paula Finamore Araujo; Constanca Felicia De Paoli de Carvalho Britto; Otacilio da Cruz
Moreira
Laboratorio de Biologia Molecular e Doengas Endémicas — Instituto Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ- Rio de Janeiro — Brasil

A doenca de Chagas constitui a quarta mais importante doenga tropical, suplantada
somente pela malaria, tuberculose e esquistossomose. Embora o principal vetor da
doenca, Triatoma infestans, tenha sido erradicado no Brasil, as crescentes alteracdes
induzidas pelo devastamento das florestas e crescimento das cidades aumentam o
potencial de outras espécies de triatomineos na transmissédo do Trypanosoma cruzi.
Sendo assim, a determinagdo da taxa de infeccdo pelo protozoario nos vetores
triatomineos coletados em regides do Brasil com diferentes indices de endemicidade &
relevante para o melhor conhecimento acerca da epidemiologia da doenca de Chagas,
assim como na elaboracdo de programas de controle da disseminac¢ao desta doenca.
O método cléassico para descri¢cdo de infeccdo natural de triatomineos por T. cruzi — o
exame microscopico — apresenta limitagbes como: baixa sensibilidade e
reprodutibilidade, dificuldade de exame nos diferentes estagios evolutivos dos vetores,
necessidade da analise em insetos frescos, além de ser um procedimento
extremamente laborioso. Nesse contexto, a utilizagdo da PCR em Tempo Real (QPCR)
no diagndstico de T. cruzi apresenta varias vantagens, como maior sensibilidade,
rapidez e reprodutibilidade, além de possibilitar o desenvolvimento de protocolos para
quantificar patdgenos nas mais variadas amostras, como sangue, tecidos e fezes,
tornando viavel a elaboragdo de uma metodologia para avaliar a carga parasitaria em
triatomineos infectados com T. cruzi. A presente proposta tem como principal objetivo
desenvolver uma metodologia baseada em qPCR que seja capaz de quantificar os
niveis absolutos de T. cruzi e diferenciar formas tripomastigotas de epimastigotas em
amostras de insetos infectados. Para estimar a carga parasitaria em amostras de
insetos positivas para infeccdo por T. cruzi, padronizamos um ensaio de PCR em
Tempo Real pelo sistema TagMan em multiplex com alvos para o gene correspondente
a regido 12S do RNA ribossomal de triatomineos e para o DNA nuclear satélite de T.
cruzi, realizada por quantificagdo absoluta. Até o momento, foi possivel obter uma
detecgdo linear de T. cruzi na faixa de 10° a 0,5 equivalentes de parsito/ mL e
determinar um Limite de Deteccdo em 0,41 eq. Parasitas/mL. Atualmente estamos
padronizando uma reacdo de RT-gPCR capaz de quantificar diferencialmente as
formas do parasito, em amostras de triatomineos, com alvos nos genes
correspondentes a proteina trans-sialidase, altamente expressos na forma
tripomastigota metaciclica. A quantificacdo da carga parasitaria no inseto, juntamente
com a avaliacdo da metaciclogénese, irdo contribuir em estudos relacionados a
competéncia vetorial dos triatomineos, permitindo descrever uma possivel associagdo
com a incidéncia da doenca de Chagas.

Financiadores: CNPq; I0C; FAPERJ
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Resumo 116

UMA NOVA PROTEINA QUIMERA PARA O USO EM TESTE DE DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DA INFECCAO PELO T. CRUZI
Andressa da Matta Durans'?, Flavia Coelho Garcia dos Reis?2, David William Provance,
Jr23, Angela Cristina Verissimo Junqueira®
1. Laboratério de Doengas Parasitarias, Instituto Oswaldo Cruz;
2. Laboratorio Interdisciplinar de Pesquisas Médicas, Instituto Oswaldo Cruz;
3. Centro de Desenvolvimento Tecnol6gico em Saude, Presidéncia - Fiocruz, Rio de
Janeiro, Brasil.

A doenca de Chagas esta entre as 17 doengas negligenciadas e é uma antropozoonose
causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. O sucesso no tratamento para
infeccdes de T. cruzi esta diretamente relacionado ao diagnostico precoce durante a fase
aguda, quando a producdo de anticorpos € baixa no paciente. Por essa razéo, os testes
atuais se baseiam na identificacdo do parasita no sangue, mas essa exige disponibilidade
de infra-estruatura, o que ndo € viavel em areas endémicas. Enquanto, testes soroldgicos
convencionais mostram alta sensibilidade, mas sofrem com especificidade baixa, devido a
alguns determinantes antigénicos, por apresentarem reatividade cruzada com outros
patdogenos. O emprego de proteinas recombinantes apresenta elevada especificidade, mas
0s testes comerciais atuais, baseados em proteinas recombinantes apresentam um numero
limitado de proteinas recombinantes para administrar o custo-beneficio, isso restringe o
namero de epitopos incluidos no teste. Para superar essa restricdo, esse projeto visa
desenvolver uma proteina recombinante contendo multiplos epitopos que aumenta a
sensibilidade, diminuir custos e pode ser aplicado no campo. Dez epitopos foram
selecionados, dentro de antigenos descritos na literatura, por andlise bioinformética e
SPOT- synthesis analysis. As sequéncias de DNA que os codificam, foram incluidas na
sequéncia codificadora de uma proteina especifica que pode aceitar as sequéncias
desconhecidas sem comprometer sua capacidade para formar uma estrutura estavel em
solugdo. Uma proteina quimérica, com 0s primeiros oito primeiros epitopos, expressou
parcialmente sollivel. As proximas etapas serdo incluir outros dois epitopos e testar
reatividade de anticorpos em soro de pacientes. Esta proteina quimera devera possibilitar o
desenvolvimento de um teste rapido de simplificada execucdo em campo; estavel a
temperatura ambiente; baixo custo; alta sensibilidade e especificidade com relagdo aos
testes comercializados.

Auxilio: CAPES, IOC, CNPq.
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Resumo 029

Novas ferramentas visando a identificagdo dos triatomineos

José Jurberg, Juliana M. S. Rodrigues, Felipe F. F. Moreira, Carolina Dale, Isabelle R.
S. Cordeiro, Valdir D. Lamas Jr, Cleber Galvédo & Dayse S. Rocha

Cento e seis anos nos separam da descoberta da doenca de Chagas, doenca
transmitida por um vetor artropodo e por outros meios hoje sobejamente conhecidos.
Até o presente ndo existe meios de cura na fase cronica através de farmacos, nao
existe vacina, ndo houve substituicdo das casas de pau-a-pique cobertas com folhas
de palmeiras. O controle dos vetores através de inseticidas, bem como o controle do
sangue doado, tem sido as principais armas contra a doenca.

O LNIRTT comecou em 2009 um projeto de educacgdo atraés da distribuicdo de
colegbes de estampas coloridas (cinco blocos, um para cada regido geografica do
Brasil) retratando todas as espécies conhecidas. O material é resistente a impactos,
dgua, manuseio constante e visa dotar os agentes de saude, professores,
pesquisadores e interessados em identificar os Triatomineos e conscientizar a
populagdo em geral sobre a existéncia da doenca nas areas afetadas. Recentemente
editamos um Atlas Iconografico dos Triatomineos do Brasil, o material tem sido
distribuido para os centros de saude e agora comecgou a ser distribuido na area de
ensino de 1° e 2° grau, para que as criangas se conscientizem dos perigos de serem
infectadas.

Financiadores: Ministério da Saude, Fiocruz, CNPq e Faperj.
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Resumo 036

Elaboracéo de material didatico para identificagao laboratorial do Trypanosoma
cruzi para diagnoéstico de fase aguda da doenga de Chagas

Rejane Seila da Silva Castro e Juliana de Meis
Laboratério de Pesquisas sobre o Timo, Instituto Oswaldo Cruz FIOCRUZ/ RJ

O numero de notificagBes de doenca de Chagas aguda (DCA) vem aumentando no
Brasil, principalmente na regido da Amazdnia Legal. Desde a implantagcdo do
Programa de Doenga de Chagas em 2006, foram registrados 931 casos confirmados
(até 2013) da doenca em 56 municipios no Pard. Segundo o Ministério da Saude, a
maior parte desse aumento no numero de casos de DCA no pais ocorre por
transmissdo oral, preocupando as autoridades. A secretaria de Saude do Para esta
promovendo varias campanhas, como treinamento de técnicos em saude, cursos de
capacitacdo em boas préaticas de manipulacdo e processamento do acai, entre outros.
O diagndstico precoce da infeccdo é fundamental para o sucesso do tratamento.
Segundo as estimativas do Laboratério Central do Estado do Pard, menos de um terco
dos microscopistas responsaveis pelo diagnostico de doengas parasitarias hoje sédo
capazes de identificar o T. cruzi no sangue de pacientes e fechar o diagnostico de
Chagas agudo por exame direto. Nesse projeto, pretendemos confeccionar e difundir
material didatico para aumentar o conhecimento e promover a capacitagdo de
profissionais da é&rea de salde para o diagnostico da DCA. Nesse sentido,
desenvolveremos manuais, filipetas, cartiihas e videos de facil compreensdo que
facilitem aos profissionais da regido Amazonica a identificacdo do Trypanosoma cruzi,
de suas vias de transmissdo e dos sintomas de fase aguda da Doenca de Chagas
apds um processo de infecgdo por via oral ou classica (vetorial-picada). A elaboragéo
do material didatico contara com um levantamento preliminar das principais
dificuldades enfrentadas nas rotinas de diagndstico dessa doenca em Laboratérios e
Unidades de Saude do Estado do Para. Posteriormente, validaremos, em abrangéncia
nacional, o material preparado, através de um questionario simplificado que sera
entregue aos profissionais da area da saude. Esse questionario abordara a qualidade e
a clareza das informag0des oferecidas no material didatico.

Financiadora: Faper]
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Resumo 103

Doenca de Chagas e novos desafios na transmisséo oral pelo consumo de agai

Renata Trotta Barroso Ferreira, Maria Regina Branquinho, Paola Cardarelli Leite.

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) / FIOCRUZ. Rio de
Janeiro, Brasil.

Até o ano de 2004, a ocorréncia de doenca de Chagas aguda (DCA) por transmissao
oral, relacionada ao consumo de alimentos, constituia um evento pouco conhecido ou
investigado. Atualmente apresenta altos indices entre populagfes de areas endémicas
(Cone Sul: Brasil e Argentina) e paises do norte da América do Sul (norte do Brasil,
Bolivia, Coldmbia e Venezuela), com grande importancia pela sua frequéncia,
dificuldade de controle, falta de reconhecimento e necessidade de novas estratégias
de prevencgdo. A transmissédo pela via oral ocorre principalmente por ingestdo de
alimento contaminado com triatomineos infectados ou suas fezes, ingestdo de carne
crua ou mal cozida, ou ainda pelas secrecdes de alguns mamiferos infectados.

Os casos recentes notificados no Brasil de DCA estéo relacionados ao consumo de
acai, considerado um alimento essencial na dieta da populacdo da Regido Norte e
muito apreciado nos demais estados brasileiros e em outros paises.

No Brasil, dentro e fora da regido amazénica, muitos casos de DCA tém sido
registrados em forma de surto caracterizando-se por um grupo de pessoas reunidas
em um mesmo lugar que ao ingerirem um mesmo tipo de alimento adoecem quase que
simultaneamente com quadro febril e manifesta¢des gerais de uma infecgéo sistémica.
No periodo de 1965 até 2009 foram registrados 8 surtos fora da regido amazonica
brasileira, totalizando 106 casos com 15 ébitos. Na regido amazoénica brasileira foram
149 surtos distribuidos pelos estados do Acre (3), Amapa (22), Amazonas (2),
Maranhéo (2) e Para (120), totalizando 423 casos descritos entre os anos de 1968 a
2010.

Apesar de existirem importantes estratégias sendo implementadas pelo Brasil no
combate a doenga de Chagas transmitida via alimento, ainda ha a necessidade de
incentivos a pesquisa para que conhecimentos gerados auxiliem na compreenséo da
transmisséo oral e sua melhor interpretagédo epidemioldgica, de prevencgéo e controle.
A implementagdo das Boas Praticas de Higiene, Boas Praticas de Manufatura e a
aproximacao entre instituicbes de ciéncia e os produtores de agai também poderédo
contribuir na solucao deste problema.

Sendo assim, existem muitos desafios para o Brasil no que se refere & estruturacéo de
acdes voltadas para atengéo, vigilancia, prevencgdo e controle, com vistas a respostas
efetivas para toda a sociedade.

Desta forma, espera-se que os produtores de polpa alcancem um estagio de produgéo
que garanta a qualidade, a minimizacdo dos riscos de saude, o valor nutricional e as
propriedades sensoriais desse alimento tdo desejado na cultura local.
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Resumo 129

Comportamento alimentar e de defecagédo de Triatoma brasiliensis brasiliensis,
Triatoma juazeirensis e seus hibridos experimentais, sob condi¢cdes de laboratorio
Nathalia Cordeiro Correial, Carlos José de Carvalho Moreira?, Teresa Cristina Monte
Goncalves?, Jane Costal
1 - Laboratério de Biodiversidade Entomolégica, Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, Rio de
Janeiro, Brasil. 2 - Laboratério de Doencas Parasitarias, Instituto Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil. 3 - Laboratorio de Transmissores de Leishmanioses,
Setor de Entomologia Médica e Forense, Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, Rio de

Janeiro, RJ, Brasil.

Triatoma b. brasiliensis, considerado um dos principais vetores da doenca de Chagas nas
areas do semiarido nordestino brasileiro, faz parte de um complexo de espécies proposto
através de estudos multidisciplinares com base na geografia, morfologia, biologia, ecologia
e analises moleculares. Atualmente neste complexo estdo incluidos também T. b.
macromelasoma e T. juazeirensis, apresentando um padréo de distribuicdo parapétrico nos
estados de Pernambuco e Bahia, respectivamente. Todas as espécies do complexo T.
brasiliensis foram encontradas infectadas naturalmente por T. cruzi e podem invadir ou
colonizar as habitacdes humanas demonstrando diferentes graus de adaptacdo aos
ecotopos artificiais. Em laboratério, foram obtidos hibridos férteis entre todas as
combinagBes possiveis nesse grupo de insetos. Assim, a hipotese de existirem hibridos
naturais foi testada através de estudos morfométricos comparativos das asas e também do
padrdo cromatico do pronoto. Os resultados sugeriram a existéncia de uma éarea de
hibridagdo natural no estado de Pernambuco onde posteriormente uma alta variabilidade
fenotipica foi registrada corroborando a hipétese levantada. Pernambuco apresenta altos
indices de infestacdo domiciliar por triatomineos que também podem ser encontrados em
ecotopos naturais, portanto, os riscos de transmissdo do agente etiologico e as
possibilidades de reinfestagdo das casas demandam um constante monitoramento e
controle dos vetores nas é&reas habitadas. Este trabalho objetiva analisar um dos
parametros relacionados a competéncia vetorial de T. b. brasiliensis, T. juazeirensis e de
seus hibridos experimentais, obtidos através de cruzamentos reciprocos entre as espécies.
Os comportamentos alimentar e de defecacdo foram analisados comparativamente através
do registro do tempo de inicio do repasto sanguineo em camundongos, tempo de duragéo
da alimentagéo, tempo do término da alimentag&o e tempo e comportamento de defecagéo
de ninfas de 5° estadio. Os insetos foram pesados antes e apds a alimentagdo. Hibridos e
parentais apresentaram voracidade alimentar, pois procuraram avidamente a fonte
alimentar nas primeiras semanas de alimentagdo. Foi observado que apds a segunda
semana, os hibridos levaram mais tempo para iniciarem o repasto sanguineo e ainda na
primeira semana levaram mais tempo para defecar apdés a alimentacdo quando
comparados aos parentais. T. b. brasiliensis, apresentou as menores médias de tempo
para se aproximar da fonte alimentar e iniciar a alimentagéo, porém ndo foi estatisticamente
diferente de T. juazeirensis. Todos 0s grupos estudados apresentaram intima relagdo com
a fonte alimentar, defecando proximo ou diretamente no camundongo. Foi evidenciada
diferenca significativa de peso adquirido entre as espécies na primeira semana, Hjb (2 T. b.
brasiliensis x ¢ T. juazeirensis) e T. b. brasiliensis apresentaram menores médias de
ingestdo de sangue do que Hbj (2 T. juazeirensis x ¢ T. b. brasiliensis) e T. juazeirensis.
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Resumo 141

Fatores associados ao risco para a doencga de Chagas em areas rurais endémicas do
municipio de Russas, Cearé: Indicadores entomoldgicos e ambientais

Antonia de Castro Ribeiro!, Tais Ferreira Gomes!, Layla C. V. Nunes?, Marcia X. Gumiel
Rocha?, Peter Waniek?, Patricia de Azambuja?, Marli Maria Limat

!Laboratério de Ecoepidemiologia de Doenca de Chagas, Laboratério de Bioquimica e
Fisiologia de Insetos, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Avenida Brasil, 4365, Manguinhos,
RJ, Brasil, CEP: 21045-900

A regido do nordeste brasileiro apresenta grande relevancia no panorama da doenga de
Chagas, por ser centro de dispersdo de algumas espécies nativas de triatomineos como
Triatoma brasiliensis e Triatoma pseudomaculata. Com intuito de investigar a infestacéo
pelos vetores da endemia chagasica, a circulacdo de Trypanosoma cruzi e fornecer
subsidios para o controle, foram selecionadas localidades rurais do municipio de Russas-
CE como area de estudo. Objetivou-se analisar a fauna de triatomineos e investigar os
fatores associados ao risco de infestagcdo por esses insetos e de transmissao da doenca de
Chagas em diferentes localidades rurais do municipio, através de técnica de biologia
molecular e de geoprocessamento. A busca por triatomineos foi realizada em novembro e
dezembro de 2013, no intra e peridomicilio de 193 unidades domiciliares das localidades
rurais de Bonhu, Capim Grosso, Patos do Tito, Riacho do Barro, Sitio Maxixe e Timbauba
do Pitingdo. Foram capturados 374 triatomineos, sendo T. brasiliensis a espécie mais
abundante (86,63%), seguida por T. pseudomaculata (10,70%) e Rhodnius nasutus
(2,67%). Para a determinagdo do indice de infec¢cdo natural por T. cruzi, todos os
exemplares coletados foram submetidos ao exame direto, obtendo 0% de positividade. A
técnica de PCR Multiplex permitiu a caracterizacdo molecular dos genes de kDNA e de
miniexon de 129 exemplares pertencentes ao 5° estadio e adultos, obtendo 10,85% de
positividade para kDNA e 4,65% de positividade para T. cruzi I. Os indicadores
entomoldgicos calculados mostraram que Sitio Maxixe e Patos do Tito apresentaram altos
indices de infestacé@o e colonizacdo domiciliar; a densidade triatominica domiciliar foi maior
em Patos do Tito e em Riacho do Barro. Capim Grosso apresentou niveis baixos nos trés
indicadores entomologicos. Com relagdo a Bonhu e Timbauba do Pitingdo os indicadores
foram nulos. Os mesmos indicadores mais o indice de dispersdo foram calculados para
cada espécie de triatomineo capturada. T. brasiliensis apresentou maiores indices de
densidade e de colonizagdo enquanto T. pseudomaculata apresentou os maiores indices
de infestacé@o e dispersdo; R. nasutus obteve os indices mais baixos. A analise dos fatores
relacionados a infestagdo por triatomineos indicou que a presenga de outros tipos de
anexos como casas de taipa abandonadas, utilizadas como abrigo de animais ou deposito
de materiais, e distdncias menores que um metro aumentam o risco de infestagdes por
triatomineos. Os resultados deste estudo podem colaborar para a melhor compreenséo da
epidemiologia da doenca de Chagas e também para elaboracdo de medidas de controle
especificas para cada localidade.

Apoio: CAPES, I0C, FIOCRUZ
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Resumo 144

Estudo das caracteristicas epidemiologicas de localidades rurais do municipio de
Russas/Cearéa-Brasil para presenca de triatomineos

Tais Ferreira Gomes?, Antonia de Castro Ribeiro?, Layla Caroline Nunes?, Filipe Anibal
Carvalho-Costa? e Marli Maria Lima®.

!Laboratério de Ecoepidemiologia da Doenca de Chagas, *Laboratério de Epidemiologia e
Sistematica Molecular — Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz - Rio de Janeiro/Brasil

Introducdo: Nos estados do nordeste do Brasil, a doenca de Chagas ainda hoje é
endémica. Nessas regides, as popula¢cdes humanas susceptiveis sdo geralmente formadas
por pessoas que vivem em extrema pobreza, em areas onde proliferam triatomineos nativos
e habitacbes humanas que propiciam a colonizagdo desses vetores da doenca. Objetivo:
Este trabalho se prop8e a estudar a relacdo entre o ambiente construido e a presenca de
triatomineos em areas endémicas da regido do Vale do Jaguaribe, Ceara, Brasil.
Metodologia: Foram investigadas cinco localidades rurais do municipio de Russas (Patos
do Tito, Sitio Maxixe, Riacho do Barro, Timbauba do Pitingdo e Bonhu), tendo como base
questbes sociodemograficas, através da aplicacdo de questiondrio e aspectos
fisico/construtivos das residéncias. No total, 163 familias das localidades de abrangéncia do
estudo participaram da pesquisa e foram realizadas buscas de triatomineos nos respectivos
domicilios e peridomicilios. Resultados e Conclusdes: Foram capturados 365 espécimes
de triatomineos, com predominio de Triatoma brasiliensis (324 espécimes), seguido de
Triatoma pseudomaculata (32 espécimes) e Rhodnius nasutus (9 espécimes). Os
triatomineos foram predominantemente capturados nos peridomicilios; no intradomicilio,
somente foram encontrados em uma residéncia de taipa abandonada, utilizada como
galinheiro. No total, foram encontradas 163 residéncias, das quais 59,51% (97/163) eram
de alvenaria com ou sem reboco, 34,97% (57/163) de taipa e 5,52% (9/163) mistas (tijolo e
taipa). O numero significativo de casas de taipa ainda hoje existentes nas localidades é
decorrente ndo sé de questdes econdmicas, mas também culturais. Foi observado também
gue as casas de taipa sdo construidas de maneira inadequada, os beirais séo pequenos ou
inexistentes, possibilitando a infiltragdo nas paredes e o reboco, quando existente, torna-se
vulneravel as intempéries. Quanto as casas de alvenaria, geralmente as construgdes séo
realizadas sem elemento estrutural, favorecendo ndo somente a instabilidade e fragilidade
das paredes das residéncias, mas também a percepcdo comumente revelada por 61% dos
moradores de que uma casa de pau-a-pique, ainda que ndo construida de maneira
adequada, é bem mais segura (em relagdo a estabilidade da construgdo). A falta de oferta
de habitagdo alternativa de maior qualidade e estabilidade, bem como de orientacédo
adequada para construgfes mais seguras sdo as maiores responsaveis pela presenca de
casas de taipa nas localidades investigadas. Os tipos de construgdes das residéncias, as
alteragbes do meio ambiente e a forte presenca de triatomineos nativos indicam que a
regido necessita de constante vigilancia entomoldgica.

Apoio financeiro: FIOCRUZ/IOC; BSM; CNPq e CAPES.
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Resumo 035

Padronizagéo e validacdo da genotipagem de Trypanosoma cruzi em amostras de
pacientes portadores da Doenca de Chagas crbnica no Brasil — associa¢do com a
carga parasitaria

icaro Rodrigues-Santos?, Myllena Melot, Pedro Brasil?, Alejandro Hasslocher?,
Constanca Brittot, Otacilio Moreirat
1l aboratorio de Biologia Molecular e Doengas Endémicas (LABIMDOE), Instituto
Oswaldo Cruz/RJ
2Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) - FIOCRUZ/RJ

A doenca de Chagas é um importante problema de saude publica em muitos paises
latino-americanos. Atualmente, estima-se que a 7-8 milhGes de pessoas estdo
infectadas e 75-90 milhdes estejam expostos a doenga. Trypanosoma cruzi, 0 agente
etiologico da doenga, é representado por um conjunto de cepas ou isolados que
circulam em hospedeiros mamiferos e insetos vetores, com grande heterogeneidade
de comportamento biologico e diferentes niveis de viruléncia em humanos e em
modelos animais, além de diferentes niveis de sensibilidade as drogas e progndstico
da doenca. Assim, um grande desafio atual seria identificar marcadores genéticos de
T. cruzi capazes de dividir os isolados em grupos distintos e associa-los a patogénese
da doenca de Chagas. Neste trabalho, que é um estudo cego, foram selecionados 144
pacientes do Instituto Nacional de Doengas Infecciosas Evandro Chagas, 72 com
sorologia positiva e 72 com sorologia negativa, de diferentes regides do Brasil e
apresentando manifestagfes clinicas distintas da doencga. Para cada paciente, duas
amostras de sangue foram coletadas antes do inicio do tratamento. Para estimar a
parasitemia, o DNA foi extraido de amostras de sangue, utilizando o QlIAamp DNA Mini
Kit (Qiagen). A carga parasitaria foi estimada pelo ensaio gPCR TagMan.
Resumidamente, este ensaio multiplex compreende um alvo de DNA satélite nuclear
de T. cruzi e um alvo do gene da RNase P humana, como um controle interno. A gqPCR
foi realizada para as 288 amostras, as quais 92 foram positivas para T. cruzi. A carga
parasitaria apresentou uma variacdo de 0,005+0,003 a 336,09+48,59 equivalentes de
parasito/mL (p. eq./ mL), com um valor mediano de 2,030 p. eq./mL. Em paralelo,
padronizamos a tipagem molecular de T. cruzi diretamente a partir de amostras
sanguineas de pacientes, com base nas metodologias de PCR multilocus descritas por
Burgos et al. (2010) e Ramirez et al. (2010). Até o momento, nossos resultados
indicam que cerca de 56% das amostras genotipadas foram Tcll ou TcVI. Ao final do
trabalho, ao se abrir o resultados do estudo, pretendemos investigar as possiveis
correlagdes entre a carga parasitaria, genotipo do parasito e progressédo da doenga de
Chagas.

Financiadores: CAPES, FAPERJ, CNPq e IOC-Fiocruz

Apom Realizacao

o @ows 10CW 11— R

ST i S e ED



o]
—]
=
—_

CRARLOS: LIVRO DE RESUMOS
EHAGAS -

32 EDICAO

Parasito (diversidade genética, molecular, biol6gica e morfolégica)

Resumo 040

High Resolution Melting e Multilocus Sequencing Typing como ferramentas para
a tipagem molecular de Trypanosoma cruzi

Ronald Martins; icaro Rodrigues; Otacilio Moreira.

Laboratorio de Biologia Molecular e Doengas Endémicas (LABIMDOE), IOC-FIOCRUZ

A doencga de Chagas é uma enfermidade endémica ainda negligenciada, que constitui
um grande problema para a saude publica, causada pelo protozoario flagelado
Trypanossoma cruzi. Os diferentes resultados que podem ser encontrados na
manifestacdo clinica em pacientes humanos podem ser atribuidos a genética do
hospedeiro e a heterogeneidade genética das populagbes do parasito. Com a
disponibilizacdo do genoma de T. cruzi, novas possibilidades foram geradas para a
identificacdo de marcadores de genotipagem e diagndstico molecular, a fim de
diferenciar as subpopulag¢des do parasito em grupos distintos (Unidades Discretas de
Tipagem - DTU | a VI). Atualmente, as metodologias baseadas em PCR convencional
e Tempo Real (QPCR) tém sido empregadas para realizar a tipagem molecular do
parasito diretamente de amostras de pacientes, fornecendo informacgdes para um
maior entendimento da complexidade e dinAmica da sua diversidade, correlacionando
DTUs, parasitemia e manifestagfes clinicas. Este trabalho consiste em avaliar o
potencial do alvo KDNA, através da técnica de High Resolution Melting (HRM), assim
como os alvos Metlll, RB19 e TcGPXII pela ferramenta Multilocus Sequence Typing
(MLST), a fim de diferenciar as populacdes de T. cruzi. Inicialmente, realizamos
ensaios de HRM com as cepas Colombiana (DTU 1), Dm28c (DTU I), Y (DTU II), 3663
(DTU 1II), 4167 (DTU 1V), Bug2149 (DTU V), CL (DTU VI) e Tulahuen (DTU VI),
utilizando iniciadores direcionados as regides conservada ou variavel do kDNA. Na
amplificacdo das regifes variaveis, observamos um agrupamento das amostras em 4
variantes distintas, enquanto nas regides conservadas atentamos um agrupamento em
6 diferentes variantes. Para uma analise mais aprofundada da regido conservada do
KDNA, realizamos um alinhamento com 131 sequéncias de 19 cepas representantes
de 4 DTUs (I, Il, V e VI), provenientes do GenBank (NCBI). Foi possivel observar uma
regido polimérfica de 11 pares de base, entre duas regides altamente conservadas que
demonstrou ter potencial para diferenciar subpopulagdes do parasito. Paralelamente,
iniciamos a validacé@o da técnica de MLST para genotipagem do parasito com os alvos
Metlll, RB19 e TcGPXIl e estas Ultimas apresentaram um padréo de bandas de 400,
350 e 450 pb. A analise individual do tamanho e sequéncia dos produtos de PCR
comprovou a amplificagéo dos alvos desejados. Os resultados encontrados demostram
0 potencial destas técnicas na genotipagem de T. cruzi. Diante disso, pretendemos
padronizar e validar estas ferramentas em amostras clinicas de pacientes portadores
da doenca de Chagas cronica.

Financiador: FAPERJ.
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Resumo 053 (Apresentacédo Oral)

Distribuicdo geografica e diversidade de hospedeiros de T. cruzi DTUs Tclll e TclV em
diferentes biomas brasileiros

Barros JHS, Xavier SCC, Lima VS, Bilac D, Jansen AM
Laboratorio de Biologia de Tripanosomatideos, IOC/Fiocruz

Financiadores: Faperj, CNPq, ChagasEpiNet, Cole¢&o de Trypanosoma de Mamiferos
Silvestres, Domésticos e Vetores (COLTRYP/IOC)

Trypanosoma cruzi € identificado atualmente em seis distintas DTUs (Discrete Typing
Units), Tcl a TcVI, cujos padrées de distribuicho na  natureza,
hospedeiros/reservatérios e importdncia eco-epidemiolégica ainda s&o pouco
conhecidos. Assim, nosso objetivo foi demonstrar e contribuir com o conhecimento da
distribuicdo geogréafica e a diversidade de hospedeiros mamiferos e vetores das DTUs
de Trypanosoma cruzi Tclll e TclV na natureza. Foram determinadas as linhagens de
isolados de T. cruzi provenientes dos biomas do Pantanal, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica e Amazo6nia depositados na COLTRYP/IOC. Inicialmente, foi realizada a PCR
com alvos moleculares dirigidos para o gene do mini-exon. Posteriormente, as
amostras identificadas com perfil Z3 ou Tcl/Z3 foram analisadas por PCR-RFLP do
fragmento de 650bp do gene histona 3, submetido & enzima de restricdo Alul para
determinacdo das DTUs. A DTU TclV foi identificada em 32/42 isolados com infecgdes
simples e mistas nos cinco biomas estudados. Dentre estes, 18 isolados foram
provenientes de mamiferos e 14 de triatomineos. Foi observado um largo espectro de
hospedeiros mamiferos que incluiu sete espécies distribuidas em cinco ordens
(Rodentia, Didelphimorphia, Artiodactyla, Chiroptera, Cingulata) e em exemplares de
triatomineos do género Triatoma. A DTU Tclll foi identificada em 10/42 isolados
provenientes de quatro biomas: Pantanal, Caatinga, Mata Atlantica e Amazobnia.
Destes, oito isolados foram derivados de cinco espécies de mamiferos incluidos em
trés ordens (Cingulata, Carnivora, Didelphimorphia) e em dois exemplares de
triatomineos do género Rhodnius. Vale ressaltar, que até entdo as DTUs Tclll e TclV
tem sido descritas como quase exclusivamente em ciclos de transmissao mais restritos
e focais na Amazbnia e em associacdo com a ordem Cingulata. Entretanto, este
estudo vem demonstrar que essas DTUs estdo amplamente dispersas na natureza
uma vez que foram encontradas em cinco dos seis biomas brasileiros, em seis das oito
ordens de mamiferos que T. cruzi é capaz de infectar (Rodentia, Didelphimorphia,
Artiodactyla, Carnivora, Cingulata, Chiroptera) e dois géneros de triatomineos
(Triatoma, Rhodnius), importantes vetores de T. cruzi. Além disso, as DTUs Tclll e
TclV foram identificadas em mamiferos que frequentam diferentes microhabitats e
areas com perfis eco-epidemioldgicos distintos. Essas multiplas variaveis resultam em
ciclos de transmissao de T. cruzi complexos que podem ou ndo se sobrepor mesmo
em um Unico estrato florestal com caracteristicas e particularidades locais e temporais.
O estudo demonstra pela primeira vez que as DTUs Tclll e TclV sdo mais amplamente
distribuidas na natureza, contribuindo numa visdo mais completa do padrdo de
dispersédo dessas DTUs.

Apmo Realizacao
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Resumo 123

Desenvolvimento e padronizagcdo de um PCR multiplex baseado em Rolling
Circle Amplification (RCA) para a genotipagem de protozoérios patogénicos

Elisa C Pereiral, Diogo A Tschoeke?, Luisa R Pitaluga3, Alberto M R Davilat
1 Laboratério de Biologia Computacional e Sistemas — I0C — FIOCRUZ
2 Universidade Federal do Rio de Janeiro
3 Universidade Federal de Santa Catarina

Protozoarios parasitas de importancia médica e veterinaria sdo responsaveis por
causar doencas graves, e algumas delas sédo consideradas pela Organiza¢do Mundial
da Saude (OMS) como Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs), sendo exemplos a
Doenca de Chagas, as tripanossomiases africanas, dentre outras. Essas doencas
causam cerca de 1 bilhdo de mortes por ano no mundo, e ainda assim Sdo pouco
estudadas apesar de seu grande impacto na saude e, além disso, incluem-se os de
importancia veterinaria que causam grandes prejuizos a indastria pecuaria. Genes
ortdlogos conservados comuns aos protozoarios podem ser usados como marcadores
para genotipagem de protozoarios parasitas, visando obter uma caracterizacéo inter-
especifica. Com os avangos da genética molecular, técnicas como a genotipagem vem
sendo cada vez mais utilizadas. Para que seja possivel uma anélise mais abrangente
usando diferentes genes, uma abordagem multilocus (uso de multiplos marcadores) se
faz necesséria. Para isso, utiliza-se a técnica de PCR multiplex, que & uma reacéo de
amplificacdo desenhada para amplificar e detectar multiplas sequéncias-alvo numa
mesma amostra, sendo uma abordagem bastante empregada em estudos de
epidemiologia molecular. Com o Rolling Circle Amplification (RCA), torna-se possivel a
utilizacéo de sondas especificas para cada iniciador onde as mesmas poderdo entdo
se ligar aos amplicons para os quais s@o especificas, circularizando os produtos de
PCR, sendo que somente serdo circularizados os amplicons com a sequéncia
completa, os produtos ndo circularizados, que s&o inespecificos, ndo serdo
amplificados, aumentando significativamente sua especificidade, além de permitir um
maior numero de marcadores a serem utilizados numa mesma reacdo. O presente
projeto visa a genotipagem de protozoarios patogénicos, usando uma abordagem
interdisciplinar envolvendo metodologias de biologia molecular (PCR multiplex, RCA e
sequenciamento) e bioinformatica (analises de evolucéo e filogenia molecular). Genes
ortdlogos universais comuns aos protozoarios serdo identificados e usados como
marcadores gerais para genotipagem de protozoarios parasitas, visando obter uma
caracterizacdo inter-especifica mais acurada de parasitas de interesse veterinario
como Trypanosoma evansi e T. vivax, além daqueles de importancia a saude publica
como T. cruzi, Leishmania braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis, Plasmodium

falciparum e P. Vivax.
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Resumo 048

Alteracdes comportamentais na doenca de Chagas experimental cronica: comportamento
depressivo responde a terapia com fluoxetina e benznidazol

Glaucia Vilar-Pereiral, Leonardo Alexandre de Souza Ruivo?, Andrea Alice da Silva?, Isabela
Resende Pereiral, Joseli Lannes-Vieiral

1 Laboratério de Biologia das Interag@es, Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz, Brasil
2 Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal Fluminense, Brasil

vilar@ioc.fiocruz.br

Desde a descoberta da doenga de Chagas (DC), sabe-se que o Trypanosoma cruzi acomete o
sistema nervoso central (SNC). A existéncia da forma nervosa da doenca de Chagas (DC) é
matéria de discussdo desde a descricdo de alteracdes neuroldgicas, de aprendizado e psiquicas
por Carlos Chagas. Pouco se conhece sobre a fisiopatogenia das alteragdes comportamentais na
DC, sendo proposto que estas sdo consequéncias da presenca do parasito no SNC. O parasito
pode ser observado dentro das células gliais como os astrocitos e microglias. Visando ao
entendimento da fisiopatogenia das altera¢cdes comportamentais da DC, reproduzimos em modelo
de infeccdo experimental em camundongos C57BL/6 aspectos importantes da DC. Inicialmente,
tivemos como objetivo investigar as alteragdes comportamentais (ansiedade e depresséao) durante
a infeccdo experimental crénica (150 dias pés-infeccdo, dpi) pelo T.cruzi. Mostramos que
camundongos C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi apresentam alteragcdes
comportamentais como: (i) comportamento depressivo com o aumento da imobilidade nos testes
do nado forcado (FST) e suspenséo de cauda (TS), (ii) alteracdes na coordenag&o motora ao teste
de “rotarod” e (iii) ansiedade avaliada no teste labirinto em cruz elevado. Estas alteracdes néo séo
associadas com doencas neuromusculares (avaliadas no teste de forca de preensdo) e
comportamento associado a doenga (analisado pela temperatura e perda de peso), que poderiam
interferir no desempenho dos animais nos testes comportamentais. Ainda, para entender a
fisiopatologia da depresséo em DC, os animais cronicamente infectados (120 dpi) foram tratados
com fluoxetina (Fx), durante 30 dias consecutivos. Terapia Fx reverteu o comportamento
depressivo, reduzindo o tempo de imobilidade no TS, o que sugere contribuicdo de componente
neurolégico. Também, desafiamos a participacdo do parasita no comportamento depressivo na
infeccdo experimental cronica, usando a droga tripanossomicida benznidazol (Bz), administrado
diariamente por “gavage”. O tratamento com Bz na infecgdo aguda (15 a 45 dpi) impediu o
comportamento depressivo na fase crénica da infecgéo (90 dpi). Terapia Bz na fase cronica (120 a
150 dpi) reduziu o tempo de imobilidade no TS, revertendo o comportamento depressivo na
infeccdo crbnica. Estes resultados indicam que, além de um componente neuroquimico
(serotonina), o parasita toma parte na patogénese das alteragdes comportamentais na infecgdo
experimental cronica pelo T.cruzi. Assim, estes resultados sugerem que as alteracBes
comportamentais na DC néo estdo restritos a fatores psicologicos, mas podem residir em uma
rede complexa de interagdes desencadeadas pelo parasita T. cruzi.

Palavras-chave: doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, alteracdo comportamental, depresséo,

fluoxetina, benznidazol.

Suporte financeiro: CNPqg e FAPERJ.
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Resumo 117

ESTUDO DE CASOS CLINICOS SOBRE A DOENCA DE CHAGAS

Angélica Kariny Costa de Lima
Jaline Coutinho Silvério
Diana praia Borges Freire
Bio-Manguinhos, Fiocruz.

Trypanosoma cruzi é o protozoario intracelular causador da doenga de Chagas,
moléstia que esta entre as mais importantes endemias vigentes no continente
americano. Essa infec¢do parasitaria desenvolve, muitas vezes, em seres humanos,
expressivos distarbios digestivos, porém a principal manifestacdo da doenca é a
cardiopatia chagasica, caracterizada por parasitismo, inflamacéo e fibrose progressiva
que pode se manifestar entre 10 e 30 anos apoés a infec¢do. Pode ser transmitida por
via transfusional, congénita ou por insetos vetores triatomineos que contraem o
parasita em seu reservatorio natural. Para a prevencdo, devem ser tomadas medidas
climéticas, bioldgicas, ecoldgicas, fisioldégicas, imunoldgicas, sociais, culturais e
econbmicas. O diagnostico da doenca é realizado por métodos parasitologicos,
radioldgicos e sorologicos. Desde a descoberta da doenga até os dias atuais, algumas
drogas foram testadas contendo compostos ativos contra o T. cruzi. Os testes clinicos
divulgam apenas o benzonidazol e o nifurtimox como medicamentos para o tratamento,
porém sdo contra indicados para mulheres gravidas e pacientes com insuficiéncia renal
ou hepatica e a intolerancia a essas drogas pode causar diversos efeitos colaterais.
Foram utilizados como fonte de informacéo artigos cientificos e livros relacionados a
doenga de Chagas. Cinco artigos cientificos, apresentando estudos de casos clinicos
correlacionados a esta doenca foram selecionados, e analisados com o objetivo de
expor e descrever os principais aspectos desta doenca.

Dentre os cinco artigos selecionados, o primeiro intitulado: “Associacdo entre
megacolon chagasico e adenocarcinoma gastrico em mulher idosa” relata a doenca de
Chagas com quadro clinico evoluido para megacdélon chagasico. O segundo artigo:
“Relato de estudo de caso sobre arritmia cardiaca em paciente chagasico” relata uma
portadora da doenca de Chagas com cardiopatia chagéasica crbénica. O terceiro artigo:
“Doenca de Chagas congénita por infeccdo aguda maternal por Trypanossoma cruzi
transmitida via oral” relata uma familia de quatro pessoas incluindo uma mulher que
com doze semanas gestacionais foi diagnosticada positiva para a doenga. O quarto
artigo: “Disfagia em pacientes com doenca de Chagas e diverticulo de Zenker”
descreve o caso clinico de dois pacientes. O quinto artigo: “Doenga de Chagas
congénita com manifestagdes polimorficas” relata uma paciente portadora da doenga e
com diagnostico de insuficiéncia cardiaca.

Medidas devem ser adotadas a fim de contribuir para a prevencdo desta parasitose.
Atualmente ndo existem tratamentos eficazes contra esta doenga, mas o diagndstico
rapido e o tratamento dos sintomas permitem manter uma terapia que promova uma
melhor qualidade de vida e sobrevida reduzindo os severos efeitos adversos.
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Resumo 149

A exportacdo prematura de timocitos duplo negativos na infecgao por
Trypanosome cruzi € restrita aos receptores de esfingosina e associada com a
doenca de Chagas humana

Ailin Lepletier, Liliane de Almeidab, Luzia da Silva Sampaio, Bruno Paredes,
Leonardo Santos, Florencia Belén Gonzalez, Juan Beloscar, Oscar Bottasso, Marcelo
Einicker-Lamas, Ana Rosa Pérez, Wilson Savino, Alexandre Morrot*

A infecgdo por Trypanosoma cruzi afeta a homeostasia do timo, induzindo alteracdes
no microambiente timico e compartimento linféide. Especificamente, a fase aguda da
infeccdo é caracterizada por severa atrofia do 6rgdo e aumento da saida de timécitos
imaturos para periferia do sistema imune. Até o presente estudo ser concluido, os
efeitos fisiopatolégico das mudancas promovidas pelo parasita no timo que resultam na
exportacdo precoce de timoOcitos permaneciam uma incognita. Em um trabalho
realizado através de uma parceria do Instituto Oswaldo Cruz, com o Instituto de
Microbiologia da UFRJ e o Servico de Clinica Médica do Hospital J.B. Iturraspe de
Santa Fe, Argentina, demonstramos que a esfingosina-1-fosfato (S1P) € um potente
mediador de quimiotaxia de células T, desempenhando um papel fundamental na
saida de timdcitos imaturos duplamente negativos (CD4'CD8") para a periferia durante
a doenga de Chagas experimental. No timo de camundongos infectados com T. cruzi,
cepa Tuluahuén, detectamos diminuigdo da transcricdo de S1P quinases 1 e 2 genes
relacionados com a biossintese de S1P, em conjunto com o aumento da transcri¢géo do
gene da esfingosina-1-liase SGPL1, cujo produto inativa S1P. Essas alteracdes foram
associadas com niveis intratimicos reduzidos de S1P bioativo. Curiosamente, 0s

timocitos CD4°'CD8" de animais infectados expressam niveis elevados do receptor S1P
durante a infec¢do, e migraram mediante concentragfes mais baixas de S1P. Além
disso, durante a infec¢éo por T. cruzi, este subconjunto de timécitos expressa niveis
elevados decitocinas IL-17 e TNF-a apés estimulacéo policlonal. O tratamento in vivo
com o antagonista do receptor de S1P, FTY720, resultou na recuperacdo do namero
de timocitos CD4'CD8" no timo de animais infectados para niveis fisiologicos. Por fim,
demonstramos aumento dos numeros de células T imaturas CD4'CD8 no sangue
periférico de pacientes apresentando doenca cardiaca severa decorrente da doenga de

Chagas.
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Resumo 047-B

TERAPIA COMBINADA BENZNIDAZOL-PENTOXIFILINA REDUZ CARGA
PARASITARIA E SUSTENTA A REVERSAO DA CARDIOMIOPATIA CHAGASICA
CRONICA EXPERIMENTAL

Isabela Resende Pereirat, Glaucia Vilar-Pereirat, Otacilio Cruz Moreira?, Andrea Alice
da Silvat, Constanca Britto?, Joseli Lannes-Vieira*

Laboratério de Biologia das Interagfes , 2Laboratério de Biologia Molecular e Doengas
Endémicas, IOC-Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil.

A cardiomiopatia chagésica cronica (CCC) € caracterizada pela persisténcia do
parasito, inflamacdo e fibrose progressiva com alteracdes eletrocardiogréficas.
Anteriormente, a gravidade da CCC foi associada com a intensidade do parasitismo
cardiaco e 0 aumento dos niveis séricos do fator de necrose tumoral (TNF) e do 6xido
nitrico (NO). Atualmente, os tratamentos apenas aliviam os sintomas da CCC. Aqui,
usamos o0 benznidazol droga tripanossomicida (Bz) associado a um agente
imunomodulador/cardioprotetor pentoxifilina (PTX) para interferir com a carga
parasitaria e com o microambiente inflamatério e funcdo cardiaca com o objetivo de
melhorar a CCC. Em camundongos cronicamente infectados com o Trypanosoma
cruzi, a terapia Bz-PTX reduziu a expressdo de TNF, do receptor 1 de TNF (TNFR1
/p55) e da enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) no coragdo e diminuiu as
concentracdes de TNFR1 soluvel e NO no soro. Além disso, a terapia de Bz-PTX
reduziu a fibrose e carga de parasitas no tecido cardiaco e ainda reverteu as
alteragdes elétricas ja instaladas. Os niveis de NO e sTNFR1 foram relacionados aos
graus de leséo cardiaca, podendo ser usados como biomarcadores de leséo cardiaca.
De forma importante, a reversdo das alteracdes elétricas se manteve mesmo apds 30
dias do final da terapia. Portanto, Bz combinado a PTX controla o parasito e melhora a
funcdo elétrica, tornando esta uma estratégia viavel para o tratamento da forma
cardiaca da doenca de Chagas.

Suporte: CNPg e FAPERJ.
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Resumo 134

The analysis of benznidazole effect under the use of different mouse models of
Trypanosoma cruzi infection

Guedes-da-Silva, FH*; Batista, DGJ*; Frangca, CF!, Meuser, MM!, Rocha, MS?; Araujo, JS%;
Ferreira, CG !, Moreira, OC 2, Britto, C?, Lepesheva, G.L3 and Maria de Nazaré C. Soeiro®

!Laboratério de Biologia Celular, ?Laboratério de Biologia Molecular e Doencas Endémicas.
Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ, Brazil. *Vanderbilt
Institute for Global Health, Vanderbilt University, Nashville, TN, 37232, USA.

The nitroderivatives benznidazole and nifurtimox are the only current alternatives for
Chagas Disease (CD) treatment. However both have several limitations justifying safer and
more efficient therapies. Recently two antifungal drugs, posaconazole and E1224 (the
prodrug of ravuconazole), were evaluated as potential antichagasic drugs on chronic
patients but unfortunately both displayed high (70-80%) rates of therapeutic failure. It has
been suggested that at least part of this unexpected failure could be due to the lack of
translation from in vitro and in vivo models to the clinic and that a redesign of the current
screening strategy during the drug discovery process should be considered. Therefore, we
evaluated the effects and outcomes of the treatment with benznidazole by assaying
different gender of mouse models of T. cruzi infection using different parasite strains. Our
results corroborate previous data demonstrating that female mice are less vulnerable to T.
cruzi infection than males, which are also less susceptible to the anti-parasitic effect of
benznidazole. Our study aims to contribute to the development of more reliable
methodologies and decision gates for in vivo assays of novel anti-parasitic compounds in
order to move them from pre-clinical to clinical trials of CD.

Financial support: CAPES, CNPq, FAPERJ, Fiocruz, PDTIS, Vanderbilt University.
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Resumo 135

Efeito do tratamento com lovastatina sobre a recuperag&o da microcirculagao
cerebral durante a doenca de Chagas aguda em modelo murino

Beatriz Matheus de Souza Gonzaga, Lindice Mitie Nisimura, Fabiana Gomes, Vanessa
Estato, Isabeli Barbieri, Eduardo Tibiri¢4, Luciana Ribeiro Garzoni
Laboratorio de Investigagado Cardiovascular, IOC - Fiocruz

Introducdo: Apesar de alteracdes do sistema nervoso central ocorrerem na doenga de
Chagas (DC) tanto em modelos experimentais (Silva et al., 2007; Vilar-Pereira et al., 2012)
como em humanos (Carod-Artal et al., 2005; Py, 2011), pouco se sabe sobre o papel da
infecgdo pelo Trypanosoma cruzi. sobre a microcirculagéo cerebral. Recentemente nosso
grupo demonstrou que a infeccdo aguda pelo T. cruzi (cepa Y) causa importante
microvasculopatia cerebral em camundongos Swiss Webster através da inducdo de
disfuncéo endotelial, diminuicdo da densidade capilar funcional e aumento de rolling e
adesdo de leucocitos (Nisimura et al., 2014). Baseados em dados que demonstram 0s
efeitos pleiotropicos das estatinas que incluem acéo anti inflamatéria, melhora da fungéo
endotelial (Liao, 2005), acédo tripanocida (Urbina et al., 1993 ; Melo et al., 2011) entre
outros e que o tratamento com lovastatina reverteu os danos funcionais da microcirculagéo
cerebral em modelo murino de malaria e sepse (Reis et al., 2012), nossa hipotese de
trabalho é de que o tratamento com lovastatina ird reverter a microvasculopatia cerebral
durante a fase aguda da DC.

Objetivos: Avaliar o efeito do tratamento com lovastatina sobre a microcirculagéo cerebral
através da andlise da microcirculagéo funcional e expressao de VE-caderina que atua na
formacgao de jungbes aderentes e manutengao da permeabilidade vascular.

Metodologia: Camundongos machos Swiss Webster inoculados intraperitonealmente com
10* formas tripomastigotas da cepa Y do T.cruzi foram tratados a partir de 24h de infecgdo
com 20mg/Kg/dia de lovastatina via oral. Pardmetros parasitologicos e clinicos foram
avaliados bem como a expressao de VE-caderina através de Western blot.

Resultados e conclusédo: Nossos resultados preliminares demonstraram que no nosso
modelo de estudo o tecido cerebral apresentou ninhos de parasitas no 15° e 22° dpi e
nédulos de resolugdo no 22° dpi demonstrando que o parasita € capaz de invadir o
sistema nervoso central. O tratamento com lovastatina n&o foi capaz de alterar a
parasitemia, o peso e a mortalidade (n=2) dos animais. As andlises por western blot
demonstram redugéo na expressédo de VE-caderina durante a infeccdo pelo T. cruzi e
recuperacao aos niveis de expressao dos animais controles apos o tratamento (n=2)
Perspectivas: A elaboracdo de um score clinico esta sendo realizada e estudos através de
microscopia intravital estdo em andamento para analise da microcirculagédo funcional no
cérebro dos animais frente ao tratamento com lovastatina. Além disso, a analise da
expressdo de outras proteinas envolvidas na funcdo vascular seréo realizadas.

Apoio Financeiro: FAPERJ, CNPq, Fiocruz
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Resumo 140

Avaliacgdo in vitro do perfil de toxicidade de novos bioprodutos

Rayane Nogueira Alves, Maria de Nazaré Correia Soeiro e Cristiane Franca da Silva
Laboratério de Biologia Celular, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario parasita Trypanosoma cruzi € uma
patologia negligenciada com grande impacto na saude publica de areas endémicas (paises
da América Latina) e ndo endémicas (Europa e Asia) frente a migracdo de portadores.
Atualmente dois farmacos sdo usados no tratamento desta enfermidade, o nifurtimox e o
benznidazol, porém ambos sdo apenas parcialmente eficazes e apresentam efeitos
colaterais, sendo necesséria a busca por novos compostos mais eficientes e menos toxicos.
Assim, se faz necessaria a busca por metodologias que determinem precocemente a
toxicidade de compostos nas fases iniciais dos testes pré-clinicos. Neste estudo testamos
novas biomoléculas (06 extratos de fungos filamentosos e plantas da familia Fabaceae)
sobre células musculares cardiacas de cultivo primario (camundongos sui¢os) avaliando,
apos exposicdo por 24 e 48h com os compostos acima descritos, diferentes parametros
incluindo: (i) morfologia e, densidade e fisiologia celular (contratibilidade) por microscopia
Optica e (ii) viabilidade mitocondrial por metodologias colorimétricas como MTT e presto
blue. Nossos dados mostram que todos extratos somente exibiram toxicidade na maior
concentracdo testada (200ug/mL), sendo que o teste de PrestoBlue revelou-se mais
correlato aos achados obtidos por microscopia 6ptica (arredondamento celular, perda de
contratibilidade e de densidade celular). Nossa préxima etapa sera analisar o efeito
tripanocida destes extratos sobre formas tripomastigotas e amastigotas de T.cruzi visando
contribuir para a identificagéo de terapias alternativas para doencga de Chagas.

Apoio: PDTIS/Fiocruz, CNPq, FAPERJ, CAPES and Fiocruz.
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Resumo 047-A

EFEITOS DA PENTOXIFILINA SOBRE A FUNCAO CARDIACA NA
CARDIOMIOPATIA CHAGASICA CRONICA EXPERIMENTAL

Isabela Resende Pereiral, Glaucia Vilar-Pereiral, Otacilio Cruz Moreira?, Isalira Peroba
Ramos*, Daniel Gibaldi, Constanca Britto2, Milton Ozério Moraes3, Joseli Lannes-
Vieira
Laboratério de Biologia das Intera¢des , 2Laboratério de Biologia Molecular e Doencas
Endémicase 3Laboratério de Hanseniase , IOC-Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil,
“Laboratério de Cardiologia Celular e Molecular, Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil

A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozodrio Trypanossoma cruzi, € uma das
principais causas de morte por insuficiéncia cardiaca na América Latina. A pentoxifilina
(PTX), um derivado da metilxantina, tem sido descrita ter efeito imunomodulador, anti-
tumor e cardioprotetor. No presente estudo utilizamos um modelo experimental de
cardiomiopatia chagésica crénica (CCC) moderada para averiguar os efeitos da terapia
com PTX na progressao ou reversao da forma cardiaca da DC. Verificamos que a PTX
ndo tem acao sobre o T. cruzi, ndo alterando a carga parasitaria, que se mantém em
baixos niveis mesmo apdés o tratamento. Entretanto, a terapia com PTX reduziu
significativamente a lesdo cardiaca, caracterizada por diminuicdo significativa da
miocardite e deposi¢do de fibronectina. Também, a terapia com PTX preservou a
expressdo de conexina-43 no tecido cardiaco e diminuiu a atividade de CK- MB em
soro, um biomarcador de lesdo miocardica. Em relacdo a funcionalidade cardiaca, os
camundongos tratados com PTX apresentaram reducdo das arritmias e bloqueios
atrioventriculares, anormalidades elétricas classicas da DC, com diminuicdo da
dilatac@o dos ventriculos e aumento da fracao de ejecdo do ventriculo esquerdo. Estes
resultados demonstram que o tratamento com PTX na fase cronica da infec¢éo pelo
T. cruzi impede o desenvolvimento da CCC grave e mais do que isto, reverte diversas
alteracOes cardiacas detectadas antes da terapia. Estes resultados fazem deste
farmaco um potencial candidato a componente de tratamento multi-terapéutico da
forma cardiaca da DC.

Suporte: CNPg e FAPERJ.
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Resumo 143

Efeito do tratamento com GW788388 na atividade da via de sinalizacdo de TGF-$
durante a fase cr6nica da doenca de Chagas - modelo experimental murinho

Rayane da Silva Abreu?, Roberto Rodrigues Ferreira®, Glaucia Villar?, Wim Degrave?, Tania
de Araljo-Jorge?, Joseli Lannes Vieira? e Mariana Caldas Waghabi*
!Laboratério de Gendmica Funcional e Bioinformética, ?Laboratério de Biologia das
Interacdes, 3Laboratdrio de Inovagdes em Terapias, Ensino e Bioprodutos - Instituto
Oswaldo Cruz, Fundacéo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro RJ, Brazil.

Estudos desenvolvidos pelo grupo nos dltimos anos demonstram o envolvimento do TGF-3
na cardiopatia chagésica de animais infectados pelo T. cruzi na fase aguda da doenca de
Chagas. Observa-se ativacdo da via de sinalizagdo de TGF-f no tecido cardiaco dos
animais infectados, resultando no aumento da expressdo das proteinas de matriz
extracelular. Esse processo fibrotico envolve a substituicdo do tecido cardiaco danificado,
por tecido conjuntivo, podendo levar ao comprometimento funcional do coragéo e o TGF-8
destaca-se como um dos principais reguladores desse processo. Este projeto se baseia na
investigacao do efeito do tratamento com GW788388 na atividade da via de sinalizagdo do
TGF-B em um modelo experimental cronico da doenca de Chagas. Para isso, animais
C57BI/6 foram infectados com T. cruzi Cepa colombiana (10%) e tratados com 3mg/Kg
GW788388 apods 120 dias de infecgdo em dois diferentes esquemas de tratamento: (i) uma
vez por semana ou (i) 3 vezes por semana por via oral. Foram realizados
eletrocardiogramas apés 120 e 150 dpi, antes e ap0s o tratamento, respectivamente. O
coracdo dos animais foi retirado e proteinas totais foram extraidas para investigagdo da
expressdo de fibronectina e colageno tipo I, dos animais infectados tratados ou ndo com
GW788388, pela técnica de Western blot. Além disso, foi realizada a avaliacdo da
deposicédo de colageno no tecido cardiaco dos animais por técnicas histoldgicas de forma a
confirmar os dados de Western blot. Também foram avaliados os niveis de TGF-f
circulante por ELISA. Nossos resultados demonstram que o modelo de estudo escolhido
apresenta 100% de acometimento apos 120 dias de infec¢édo. O tratamento com GW788388
melhorou o quadro eletrocardiografico dos animais infectados: reduziu a bradicardia, o
intervalo PR e a duragdo da onda P. Além disso, o tratamento com GW-788388 3x por
semana foi capaz de reverter o aumento da expressdo de colageno no coracdo dos animais
infectados. O mesmo efeito ndo foi observado em relagdo a expresséo de fibronectina no
coragdo. A infecgdo cronica leva a um aumento nos niveis de TGF-B circulantes, e o
tratamento com GW788388 foi capaz de reverter estes niveis de forma significativa. Até o
momento, os resultados s&o promissores e indicam uma nova possibilidade de tratamento
da fibrose observada na fase crénica da doenca de Chagas.
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Resumo 018 (Apresentacéo Oral)

Phytophagy in Triatomines: the Missing Link in the Eco-epidemiology of Chagas
Disease.

Diaz-Albiter, H.M.%, Ferreira, T.N.}, Costa, S.G.%, Rivas, G.B.%, Gumiel M.X.%,
Cavalcante, D.R. 34, Gonzalez, M.S. **, Mello, C.B., ** Bruno, R.V.}, Garcia, E.S.%,
Lima, M.M., Castro, D.P.%, Dillon R.J.2, Azambuja, P.}, Genta, F.A.13

1 10C-FIOCRUZ, RJ, Brazil, 2 Lancaster University, UK, 3 UFF, RJ, Brazil 4 INCT-EM,
Brazil (Financiamento FIOCRUZ, CAPES, CNPq, FAPERJ, The LeverHulme Trust)

INTRODUCTION Chagas disease is caused by Trypanosoma cruzi and transmitted by
triatomines. This group includes over 130 species distributed from Northern USA to
Patagonian Argentina. Recently, there have been several cases of oral T. cruzi
infection in South America, mostly attributed to contamination of wild and cultivated
fruits with infected triatomine faeces. Triatomines are associated to plant species such
as bromeliads and palm trees which provide shelter and attract blood sources.
Triatomine bugs have been described as obligatory haematophagous insects, although
their order Hemiptera includes many phytophagous species. Evidence of phytophagy in
triatomines might dramatically change our current views on the eco-epidemiology of
Chagas disease. METHODS 1st instar R. prolixus where allowed to feed ad libitum on
cherry tomatoes Solanum lycopersicum. Insect survival, activity and weight were
registered. Insects where assayed for presence of gut carbohydrase activity, tomato
DNA and parasitemia after T. cruzi infection. Gut DNA from wild triatomines from
Northeast Brazil was used to PCR-amplify plant-specific targets which where
sequenced and identified by BLAST. RESULTS AND DISCUSSION Insects allowed to
feed on tomatoes presented a longer lifespan, were more active and heavier than non-
fed controls. Insects were exposed tomatoes ad libitum for 20-30 days. Although it was
not possible to register a feeding event, tomato DNA was detected in insect
homogenates. Moreover, carbohydrase activity of gut extracts was higher in
experimental insects. Negative controls had no access to any source of carbohydrates.
This enzymatic activity was not due to cannibalism, since experiments were also
performed in individual vials with the same behavior. The fact that an artificial T. cruzi
infection with tomato-fed triatomines exhibited lower numbers of parasites was quite
interesting and opened a whole new set of questions. To find out if phytophagy also
happened in the wilderness and was not an artifact, we sampled wild triatomines from
Northeastern Brazil. Six plant sequences were found in gut DNA extracts of wild
triatomines. One could envision a scenario where triatomines are using plants as
alternative energy sources until they have access to a blood meal. If this is behavior is
present in other populations of triatomines, eco-epidemiology of Chagas disease might
have a new element that hasn’t been considered before. This is the first demonstration
of phytophagy in triatomines, which might open new avenues on Chagas disease
control such as plant based attractants or plants as delivery agents for anti-
trypanosomatid molecules.
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Resumo 098

Characterization of the microbiota in the guts of Triatoma brasiliensis and Triatoma
pseudomaculata infected by Trypanosoma cruzi in natural conditions using culture
independent methods

Gumiel M?, da Mota FF?®, Rizzo VS?, Sarquis O3, Castro DP**, Lima MM?3, Garcia ES*?,
Carels N*, Azambuja P*®

!Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de Insetos, Instituto Oswaldo Cruz, Fundagéo
Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, Brazil.?2Laboratério de Biologia
Computacional e Sistemas, Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz
(IOC/FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, Brazil.3Laboratério de Ecoepidemiologia da Doenga
de Chagas, Instituto Oswaldo Cruz, Fundagao Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ), Rio de
Janeiro, RJ, Brazil.*Laboratério de Modelagem de Sistemas Bioldgicos, National Institute
for Science and Technology on Innovation in Neglected Diseases (INCT-IDN), Centro de
Desenvolvimento Tecnolégico em Saude (CDTS), Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),
Rio de Janeiro, RJ, Brazil.°Departamento de Entomologia Molecular, Instituto Nacional de
Entomologia Molecular (INCT-EM), Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

Abstract. Chagas disease is caused by Trypanosoma cruzi, which is transmitted by
triatomine vectors. The northeastern region of Brazil is endemic for Chagas disease and
has the largest diversity of triatomine species. T. cruzi development in its triatomine vector

depends on diverse factors, including the composition of bacterial gut microbiota.

We characterized the triatomines captured in the municipality of Russas (Ceard) by
sequencing the cytochrome c oxidase subunit | (COI) gene. The composition of the
bacterial community in the gut of peridomestic Triatoma brasiliensis and Triatoma
pseudomaculata was investigated using culture independent methods based on the
amplification of the 16S rRNA gene by polymerase chain reaction (PCR), denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE), DNA fragment cloning, Sanger sequencing and 454
pyrosequencing. Additionally, we identified Tcl and Tcll types of Trypanosoma cruzi by
sequencing amplicons from the gut metagenomic DNA with primers for the mini-exon gene.
Triatomines collected in the peridomestic ecotopes were diagnosed as Triatoma
pseudomaculata and Triatoma brasiliensis by comparing their COIl sequence with
GenBank. The rate of infection by Trypanosoma cruzi in adult triatomines reached 80% for
Triatoma pseudomaculata and 90% for Triatoma brasiliensis. The DNA sequences from
the DGGE bands indicated that the triatomine gut microbiota was primarily composed of
Proteobacteria and Actinobacteria. However, Firmicutes and Bacteroidetes were also
detected, although in much lower proportions. Serratia was the main genus, as it was
encountered in all samples analyzed by DGGE and 454 pyrosequencing. Members of
Corynebacterinae, a suborder of the Actinomycetales, formed the next most important
group. The cloning and sequencing of full-length 16S rRNA genes confirmed the presence
of Serratia marcescens, Dietzia sp., Gordonia terrae, Corynebacterium stationis and C.
glutamicum. The study of the bacterial microbiota in the triatomine gut has gained
increased attention because of the possible role it may play in the epidemiology of Chagas
disease by competing with T. cruzi. Culture independent methods have shown that the
bacterial composition of the microbiota in the guts of peridomestic triatomines is made up
by only few bacterial species.
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Resumo 107

ESTUDO DE AVALIACAO DE TAXAS DE INFECCAO POR Trypanosoma cruzi E MEDIDA DE
CARGA PARASITARIA EM TRIATOMINEOS CAPTURADOS EM DOIS BIOMAS BRASILEIROS
ATRAVES DO USO DE ENSAIOS MOLECULARES BASEADOS NA PCR

Verly,T.S.%, Rocha, N.2, Almeida, M.?, Misael, D.%; Finamore, P.%, Rodrigues-Santos, I., Bedin, C.3,
Mello, F.#, Moreira, O.%, Mallet, J.2, Brittto, C.*

! Laboratério de Biologia Molecular e Doengas Endémicas; % Laboratério de Transmissores de
Leishmanioses, FIOCRUZ/RJ; 3 Divisdo de Vigilancia Ambiental em Saude, Centro Estadual de
Vigilancia em Saude-RS; *SRV-LACEN-FEPPS-SES-RS

Apesar de em 2006 o Brasil ter recebido a certificacdo internacional de eliminacdo do
Triatoma infestans, existindo somente focos residuais, as alteracdes nos biomas aumentam o
potencial de outras espécies de triatomineos na transmissdo do Trypanosoma cruzi. O método
classico de descricdo de infec¢éo natural de triatomineos por T. cruzi € o exame microscopico.
Contudo, este apresenta baixa sensibilidade e reprodutibilidade, dificuldade de exame nos
diferentes estégios evolutivos dos insetos, necessidade da analise em insetos frescos, além de ser
um procedimento laborioso e demorado. Metodologias baseadas na PCR podem suprir estas
limitacdes, tornando o diagndéstico molecular de detec¢cdo do DNA de T. cruzi nos triatomineos a
técnica mais adequada. A utilizacdo de metodologias baseadas em PCR, qualitativa e em tempo
real (QPCR), permite a deteccdo e quantificacdo acurada do parasito em variadas amostras, além
de gerar resultados em poucas horas. Assim, empregamos o ensaio de PCR multiplex
desenvolvido pelo nosso grupo, para a detec¢éo simultanea do DNA cinetoplastico de T. cruzi e
subunidade 12S do gene ribossomal de triatomineos para a andlise de infeccdo natural em, no
minimo, 500 insetos triatomineos coletados em Santana do Cariri e Santa Quitéria no Ceara (CE)
e em cinco municipios do Rio Grande do Sul (RS). Para a estimativa da carga parasitaria por
gPCR, foram realizados ensaios de quantificacdo absoluta utilizando o sistema TagMan também
em multiplex, com o mesmo alvo para triatomineos e empregando o DNA nuclear satélite de T.
cruzi para a quantificagdo do parasito. Apos a padronizacao, foi realizado o diagndstico molecular
em 257 insetos de 450 capturados nos municipios do RS e em 118 insetos de 261 capturados no
CE. No RS foram observados 6 triatomineos parasitados (2,3%). No distrito de Santa Quitéria, 7
insetos estavam positivos e em Santana do Cariri foram encontrados 11 hemipteros parasitados,
revelando uma taxa de infeccdo de 15,3% nas areas estudadas do Ceara. Através da qPCR foi
possivel quantificar a carga parasitaria, variando entre 10* e 10 equivalentes de
parasitos/intestino, entre as amostras positivas para T. cruzi em Santa Quitéria. Nao foram
observados insetos positivos através do exame a fresco, indicando a maior sensibilidade da
técnica molecular. Espera-se que o presente estudo possibilite a identificacdo da dinamica de
transmissdo do parasito a partir da caracterizagdo de suas linhagens e identificagdo de possiveis
novas fontes alimentares das espécies de triatomineos coletadas no Pampa (RS) e Caatinga (CE),
contribuindo para o controle epidemioldgico da doenga de Chagas.

FINANCIADORES: FAPERJ - Doencas Emergentes e Negligenciadas, Universal CNPq,
PROEP/CNPq.
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Resumo 132

Analise isoenzimatica da variabilidade fenotipica de triatomineos do complexo Triatoma
brasiliensis do estado de Pernambuco, Brasil

Gumiel, M. 1, Lima-Neiva, V. 2, Dale, C. 2, Oliveira, G. 3, Pacheco, R. S.%, Dujardin, J. P.#, Costa, J2

1. Laboratério de Bioguimica e Fisiologia de Insetos. Instituto Oswaldo Cruz. Fiocruz.
2. Laboratorio de Biodiversidade Entomoldgica. Instituto Oswaldo Cruz. FIOCRUZ
3. Secretaria-Executiva de Vigilancia em Saude. Secretaria Estadual de Saude de Pernambuco
4. Institut de Recherche pour le Développement (IRD). Université de Montpellier.
5. Laboratorio de Sistematica e Bioquimica. Instituto Oswaldo Cruz. Fiocruz.
Introdugdo. A doenca de Chagas € uma infeccdo causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. E
transmitida ao homem e outros mamiferos, principalmente, através das fezes infectadas dos triatomineos
Na regido nordeste, apds o controle de Triatoma infestans, T. brasiliensis brasiliensis é assinalada como
o principal vetor, e esta incluido no complexo: “Triatoma brasiliensis” juntamente com T. b.
macromelasoma, T. juazeirensis, T. melanica e T. sherlocki.
Pernambuco é um dos estados que além de apresentar casos cronicos de doenca de Chagas, possui
altos indices de infestagdo domiciliar por triatomineos. Estudos sobre a distribuicdo de membros do
complexo T. brasiliensis nesse estado, revelaram uma alta variabilidade fenotipica de T. b.
macromelasoma, indicando a possivel existéncia de area de hibridacéo natural.
O éxito no combate ao vetor se fundamenta na elaboracéo de planos de vigilancia e controle baseados
na correta identificacdo dos insetos. Para algumas espécies esse processo € mais complexo e o uso de
métodos alternativos auxilia essa identificagdo. Entre as técnicas utilizadas podemos citar a eletroforese
de isoenzimas, que avalia a variabilidade genética. Os perfis isoenzimaticos podem ser correlacionados
com aspectos biolégicos, ecologicos, comportamentais e também com a capacidade vetorial. Estas
informacdes sé&o imprescindiveis para a aplicacdo dos métodos de controle mais precisos.
Objetivo. Comparar os diferentes fenotipos encontrados no Estado de Pernambuco com 0s membros do
complexo T. brasiliensis ja caracterizados na literatura utilizando a eletroforese de isoenzimas.
Materiais e métodos. Foram utilizados torax de 107 espécimes do complexo Triatoma brasiliensis: T. b.
brasiliensis, T. b. macromelasoma (de diferentes localidades de Pernambuco) e T. juazeirensis (Bahia) e
T. pseudomaculata (grupo externo). A maceragao e preparagao seguiram a metodologia de Shaw e
Prasad, 1970. A eletroforese e revelacdo foram feitos seguindo a metodologia de Momen et al. (1985) e
Costa et al. (1997).
Resultados. Dos 10 sistemas isoenziméticos testados, todos mostraram padrées monomdrficos de
bandeamento. As enzimas MDH, MPI e IDH mostraram padrdes diferenciados para alguns espécimes.
Na anélise fenética, os espécimes foram agrupados em dois clusters, sendo um correspondente aos
espécimes de T. b. brasiliensis e outro aos de T. juazeirensis (BA) e T. b. macromelasoma. Cinco
diferentes genotipos ou variantes isoenziméaticas foram detectados e a diversidade genética foi de 4.3%.
Concluséo. A utilizacéo da eletroforese para a deteccdo de hibridos ndo foi conclusiva, entretanto, os
diferentes fendtipos foram agrupados com T. b. macromelasoma confirmando que esses espécimes
fazem parte do complexo T. brasiliensis corroborando resultados moleculares e morfométricos anteriores.

Financiamento: Capes/ CNPq
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