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RESUMO

Introducéo: A transmisséo oral da doenca de Chagas destaca-se na atualidade pela
ocorréncia de surtos da doenca por ingestao de alimentos como caldo de cana, ndo
se descartando a possibilidade de contaminacdo através de reservatorios silvestres
do Trypanosoma cruzi, como o0os gambas. Objetivos: a) Fazer uma reviséo
sistematica da literatura abordando a temética da contaminacdo da cana-de-acucar
(Saccharum spp) e/ou Didelphis sp por T. cruzi; b) Verificar a transmisséo de cepas
de T. cruzi provenientes das glandulas perianais de D. albiventris por contaminacao
direta da cana-de-agucar; c) Buscar elucidar o potencial de penetracdo de T. cruzi
nos tecidos do colmo da cana-de-acucar; d) Avaliar a possivel penetracdo de T. cruzi
através das raizes da cana-de-acUcar inoculada in vivo com este protozoario.
Metodologia: Estudo realizado em duas etapas: 1) Revisdo sistematica da literatura
utilizando artigos cientificos que abordam a tematica da contaminacédo da cana-de-
acucar e/ou Didelphis sp por T. cruzi, pesquisando nas bases de dados Biblioteca
Cochrane, LILACS, MEDLINE e SciELO, utilizando como descritores T. cruzi,
Didelphis sp e Saccharum spp. Participaram da revisdo artigos publicados no
continente americano no periodo de 1909 até outubro de 2008 que apresentaram ao
menos dois descritores associados; 2) Avaliacdo experimental da contaminacao da
cana-de-acucar por T. cruzi, em que gambas foram infectados experimentalmente
por inoculacdo intraperitoneal de suspenséo deste protozoario e avaliados por micro-
hematdcrito, cultura em meio LIT (liver infusion tryptose) e PCR. Fragmentos de
cana-de-acucar foram contaminados por inoculacdo direta de suspensédo de T. cruzi
proveniente das glandulas perianais desses marsupiais. O caldo de cana foi extraido
em diferentes intervalos, com o uso de um moedor manual, e avaliado por exame
direto e inoculacdo em camundongos. Também foram realizados cortes histologicos
da cana-de-acucar contaminada in vitro e in vivo e analisados por microscopia
Optica. Resultados: Mediante leitura e discussdo dos artigos, observou-se a
importancia dos gambas e da cana-de-acglcar na transmissao da doenca de Chagas.
Porém, ao final da analise constatou-se que apenas um estudo tinha maior relacéo
com os objetivos da pesquisa. Nas condicfes metodolégicas empregadas, o estudo

mostrou a contaminagdo da cana-de-acgucar por meio da infeccado de camundongos
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em até 6 h apos a inoculacédo da cepa Y de T. cruzi e em até 4 h com a cepa P12
silvestre. Isso mostrou que a planta se contaminou quando inoculada na
extremidade, mas ndo quando inoculada na superficie. Entretanto, ndo foi possivel
observar o potencial de penetracdo do T. cruzi na cana-de-aclUcar ou a
contaminacgao por via radicular com o método utilizado, ndo tendo sido visualizados
esses protozoarios por microscopia Optica nas laminas confeccionadas. Conclusao:
A revisao sistematica da literatuta mostrou a caréncia de estudos a esse respeito. Os
resultados do estudo experimental sdo inéditos e permitiram concluir que a
transmissdo de T. cruzi por cana-de-acuUcar contaminada com secrecdo das
glandulas perianais de gambas é possivel. Sugere-se o emprego de outros métodos
para avaliar a penetracdo de T. cruzi em cana-de-acucar, bem como para a sua

contaminagdao via radicular.

Descritores: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; Didelphis albiventris; cana-de-

acucar.
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ABSTRACT

Experimental assessment and systematic literature review of Trypanosoma

cruzi transmission by contaminated sugarcane

Introduction: The oral transmission of Chagas disease has been calling the
attention in the last few years, especially because of the occurrence of outbreaks due
to the ingestion of food such as sugar cane juice, with the possibility of contamination
by sylvatic reservoirs of Trypanosoma cruzi, such as Didelphis sp. Objectives: a)
Perform a systematic literature review on sugarcane (Saccharum spp) and/or
Didelphis sp contamination by T. cruzi; b) Verify the transmission of T. cruzi strains
collected from the secretion of the perianal glands of D. albiventris by direct
contamination of sugarcane; c) Try to elucidate T. cruzi potential of penetration in
sugarcane stalks; d) Assess possible penetration of T. cruzi through sugarcane roots
by examining histological sections of stalks inoculated in vivo with this protozoan.
Methodology: The study was carried out in two phases: 1) Systematic review of the
literature using scientific articles that address the contamination of sugarcane and/or
Didelphis sp by T. cruzi, searching for information in Cochrane Library, LILACS,
MEDLINE and SciELO, using as descriptors T. cruzi, Didelphis sp, and Saccharum
spp. We included in this review the articles published in the American continent from
1909 to October 2008 that presented at least two descriptors associated; 2)
Experimental assessment of sugarcane contamination by T. cruzi, in which
opossums were experimentally infected by intraperitoneal inoculation with a
suspension containing this protozoan and assessed by microhaematocrit technique,
culture in LIT (liver infusion tryptose) medium, and PCR. Fragments of sugarcane
were contaminated by direct inoculation of T. cruzi suspension collected from the
perianal glands of these marsupials. Sugarcane juice was extracted at different
intervals, using a manual grinder, and assessed by direct examination and
inoculation of mice. Also, histological sections of sugarcane contaminated in vitro and
in vivo were performed and analyzed using an optical microscope. Results: After
reading and discussing the articles selected, we confirmed the importance of
opossums and sugarcane in the transmission of Chagas disease. Nevertheless, only
one study approaches directly the object of this research since the others describe
experimental contamination of Didelphis sp with different strains of T. cruzi. Given the
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methods employed herein, this study showed the contamination of sugarcane
through the infection of mice up to 6 h after inoculation with strain Y of T. cruzi and up
to 4 h with sylvatic P12. This showed plant contamination when inoculated in the tips
but not on the surface. However, it was not possible to observe the potential of T.
cruzi penetration in sugarcane or the contamination through its roots with the method
used during this study, and no protozoan were visualized using an optical
microscope. Conclusion: A systematic review of the literature showed the lack of
studies on this theme. To the best of our knowledge, this is a pioneer relevant study
and lead to the conclusion that the transmission of T. cruzi by sugarcane
contaminated wit secretion of the perianal glands of opossums is possible. We
suggest the use of other methods for evaluating T. cruzi penetration in sugarcane,

and the contamination of this plant through the roots.

Descriptors: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; Didelphis albiventris; sugarcane.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanosomiase americana, €
classificada como uma antropozoonose bastante comum no continente americano.
Estende-se do sul dos Estados Unidos até a Argentina e o Chile, tendo grande
incidéncia no Brasil. Esta patologia tem como agente etiolégico o Tripanosoma cruzi
(CHAGAS, 1909), um parasito de mamiferos que tem como hospedeiros
intermediarios numerosas espécies de hemipteros invertebrados da familia
Reduviidae, popularmente denominados “barbeiros” no Brasil, os quais transmitem a
doenca para o homem através de fezes e urina contaminados com 0 protozoario no
momento do repasto sanguineo (DIAS, 2001; REY, 2001). Esta doenca afeta cerca
de 12 a 14 milhGes de pessoas na América Latina, regido em que mais de 60
milhdes de individuos vivem sob condi¢des de risco de transmisséo (DIAS, 2007).

A doenca humana é caracterizada por duas fases distintas: a aguda e a
cronica. Na primeira, com intensidade e duracdo de 60 dias, ocorre intensa febre,
mal-estar, astenia, presenca de sinais de porta de entrada (sinal de Romaia e
chagoma de inoculagdo), edema, esplenomegalia e hepatomegalia; porém, a grande
maioria dos individuos ndo apresenta nenhuma sintomatologia. Na passagem para a
fase crénica podem estar envolvidos fenbmenos de imunomodulacdo, como declinio
acentuado da parasitemia e reducdo progressiva dos fenébmenos inflamatoérios. Em
geral, a fase cronica inicia-se com a forma indeterminada, também denominada
latente ou subclinica, em que eletrocardiograma, raio-X de térax, colon e esbéfago
apresentam-se normais. Aproximadamente 20-25% dos individuos infectados
evoluem para cardiopatia chagasica crbnica, apresentando progressivo dano
cardiaco resultante da destruicdo de cardiomidcitos e do sistema condutor, enquanto
5-10% sao acometidos por sindromes digestivas, destacando-se a esofagopatia e a
colopatia (CUNHA-NETO et al.,1995).
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1.2 Trypanosoma cruzi: caracteristicas bioquimicas, biolégicas e fisico-

guimicas

T. cruzi apresenta ciclo de vida complexo por ter diferentes formas evolutivas:
a) tripomastigotas — formas infectantes do parasito que se localizam na corrente
sanguinea do vertebrado, bem como nas porc¢des distais do tubo digestivo do inseto
vetor; b) epimastigotas — estagio de reproducdo do parasito no inseto vetor ou em
meios de cultura; c) amastigotas — formas que correspondem aos estagios de
multiplicacéo intracelular no hospedeiro vertebrado (DIAS, 2001; REY, 2001).

E um parasito isotdnico com o meio interno de mamiferos e triatomineos
vetores, sobrevivendo bem em temperaturas entre 24°C e 28°C em insetos e
culturas artificiais, e entre 36°C a 37°C em mamiferos agudos ou crénicos
(ALVARENGA; MARSDEN, 1975; DVORAK, 1976; GONZALES; DURANTE, 1994;
GUTTERIDGE, 1976). Desse modo, o cozimento superficial de alimentos pode
ensejar a transmissdo do protozoario, enquanto procedimentos como a
pasteurizacdo seguramente a previnem (AMATO NETO; LEONHARDT; SOUZA,
1960; AMATO NETO; SANTOS; GIOIA, 1975; STORINO; JORG, 1994).

Em plasma congelado, T. cruzi permanece viavel por 3 h a 24 h (AMATO
NETO et al., 1996); em sangue humano conservado a 4°C, sobrevive bem e tem
capacidade infectante por uma a duas semanas, diminuindo sensivelmente sua
viabilidade na terceira semana, especialmente do 18° dia em diante (CERISOLA et
al., 1972); e sob ultracongelamento a -70°C, conserva-se muito bem durante anos
(BRENER, 1979; GUTTERIDGE, 1976).

Por outro lado, o parasito é sensivel a diversos agentes quimicos presentes
ou adicionados ao seu meio ambiente, como o etanol, o hipoclorito de sédio a 1%
(por 1 h), a violeta de genciana (1:4.000, por 24 h), o psoraleno, entre outros,
podendo essas substancias ser empregadas para eventuais propésitos de
desinfeccdo preventiva (DIAZ-UNGRIA, 1968). Em termos de sua nutricdo, o
parasito tem facilidade de sobreviver em sangue ou meios pobres de nutrientes por
pelo menos duas semanas (CERISOLA et al., 1972), desde que nao haja
dessecamento ou agressfes quimicas e que a temperatura ndo ultrapasse a faixa
dos 40°C.
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O parasito retira do meio o provimento de glicose, frutose ou outros acucares
superiores, metabolizados por via glicolitica ou das pentoses. Seu metabolismo
energeético € processado por via oxidativa e por via anaerdbica, havendo grande
consumo de oxigénio pelos tripomastigotas sanguineos a 37°C, diminuindo em

temperaturas menores e nas formas amastigotas (GUTTERIDGE, 1976).

1.3 Ciclos de transmissao de Trypanosoma cruzi

Do ponto de vista epidemioldgico, podem ser distinguidos: um ciclo de
transmissao silvestre, um paradomeéstico e um doméstico, este ultimo relacionado

mais estritamente com a endemia humana (REY, 2001).

1.3.1 Ciclo silvestre

O ciclo silvestre do T. cruzi é de natureza enzodtica, com circulagdo do
protozodario entre vetores e reservatorios silvestres. Os ecoOtopos primitivos de T.
cruzi sdo os mais diversos, podendo ser encontrados nos desertos norte-
americanos, nos altiplanos andinos, nas florestas Amazénica e Atlantica e no
complexo caatinga-cerrado-pampa Umido. Esse ciclo privilegia ambientes
ecologicamente “fechados” ou “semi-abertos”, variando as proporcdes de vetores e
hospedeiros segundo uma série enorme de fatores, como clima, altitude, umidade,
caracteristicas faunofloristicas e disponibilidade alimentar. Nesse contexto, o
parasita se alberga em mamiferos silvestres de pequeno e médio porte e em insetos
vetores da ordem Hemiptera. Entre os mais diversos ecotopos, prevalecem aqueles
naturais, nos quais os vetores podem formar suas colonias, como palmeiras, cascas
de arvores e ninhos de animais silvestres (passaros, roedores, marsupiais,
quirépteros). Esse ciclo se caracteriza por um estado de equilibrio desenvolvido por
meio de longa adaptacdo, em que ha pouca ou nenhuma acdo patogénica do
flagelado sobre seus hospedeiros naturais (DIAS, 2001; REY, 2001).
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1.3.2 Ciclo paradomeéstico

No ciclo paradoméstico, os animais parasitados que vivem perto de areas
residenciais mantém focos epizodticos, como 0 que acontece com ratos que vivem
nas casas, sendo também possivel encontrar triatomineos e reservatoérios silvestres,
como 0s gambas, que se aproximam das residéncias atraidos por galinheiros,
alimentos ou até mesmo abrigo nos forros das casas. Nesse ecotopo circula o T.
cruzi que pode, eventualmente, contaminar animais domeésticos e o proprio homem
(REY, 2001).

1.3.3 Ciclo doméstico

No ciclo doméstico, os animais domeésticos e o0 homem constituem a fonte de
infeccdo; jA os triatomineos constituem os vetores do protozoario, sendo
encontrados em casas de barro cru com paredes fendilhadas, habitat extremamente
favoravel ao seu desenvolvimento e multiplicacdo, em que parte consideravel das
populacdes latino-americanas reside. O ciclo doméstico comporta uma intensa
circulacdo de parasitas, visto que, uma vez estabelecido, ndo mais depende dos
ciclos silvestre e paradomeéstico, ainda que as comunicacdes entre eles ndo estejam
fechadas (DIAS, 2000; REY, 2001).

Nas regides onde os triatomineos se domiciliam, como € o caso dos locais
em que prevalece Triatoma infestans, a funcdo dos animais silvestres € praticamente
nula no ciclo domeéstico, pois, com excecao dos gambas, as outras espécies jamais
se aproximam das casas. Nos locais onde predominam triatomineos com habitos
semidomeésticos, como T. brasiliensis, a passagem de T. cruzi de um ciclo a outro é
mais provavel (REY, 2001).

1.4 Reservatorios silvestres de Trypanosoma cruzi

Os primeiros hospedeiros conhecidos de T. cruzi, além do homem, foram o
tatu, o cdo e o gato, estudados por Chagas em 1909. Atualmente, cerca de 200

espécies de mamiferos, pertencentes as ordens Didelphimorphia, Edentata,
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Chiroptera, Rodentia, Primates, Lagomorpha e Carnivora, sdo reconhecidas como
reservatorios deste protozoario e todas as espécies de mamiferos sao teoricamente
consideradas reservatorios potenciais (BARRETTO, 1979; GRISARD et al., 2000).

Existem inumeros trabalhos sobre infec¢do natural de mamiferos por T. cruzi
em diversas regides do Brasil (BARRETO, 1979; MELLO, 1981; FERNANDES et al.,
1989; DIOTAIUTI et al., 1995; FERNANDES et al., 1999; GRISARD et al., 2000;
PINHO et al., 2000; RAMIREZ et al., 2002) e em outros paises da América Latina,
como México (SOLIS-FRANCO; ROMO-ZAPATA; MARTINEZ-IBARRA, 1997; RUIZ-
PINA; CRUZ-REYES 2002), Argentina (WISNIVESKY-COLLI et al., 1992; BAR et al.,
1999), Venezuela (URDANETA-MORALES; NIRONI, 1996) e Guiana Francesa
(DEDET et al., 1985). Além de listar as espécies com infeccdo natural para T. cruzi,
esses trabalhos também estabelecem a importancia delas para a manutencdo do

ciclo silvestre do parasita.

Entre os reservatorios silvestres, o gamba (Didelphimorphia: Didelphidae) é
um dos mais frequentes. Nas Américas, existem quatro espécies de gambas:
Didelphis albiventris, Didelphis marsupialis, Didelphis virginiana e Didelphis aurita
(EMMONS; FEER, 1990), sendo a primeira muito comum no Brasil Central, presente
em varias fitofisionomias do bioma Cerrado, principalmente nas matas de galeria,
além de estar presente na caatinga brasileira e em outros paises da América do Sul
(ALHO et al.,1986).

Em Goias, a espécie encontrada com maior frequéncia € D. albiventris e,
eventualmente, D. marsupialis (OLIVEIRA, 2008). Em decorréncia da escassez de
seus predadores naturais (gavides, canideos e felinos silvestres e outros carnivoros
de grande porte) na regido, os gambas estdo se tornando uma espécie de “praga”. A
alta taxa de natalidade e de sobrevivéncia dos filhotes, e o fato de serem predadores
e competidores de varias outras espécies de pequenos animais, acabam por fazé-
los dominar a area e eliminar as outras espécies silvestres, ainda remanescentes,
diminuindo a biodiversidade da regido, podendo, assim, levar a um desequilibrio
ambiental (MELLO, 1981).

Os indices de infec¢do natural de gambas sao altos, geralmente superiores a
20% (BARRETTO, 1979), o que refor¢a a importancia desta espécie na manutencao
de focos silvestres e na disseminagéo de T. cruzi, considerando-se que sdo animais

sinantropicos, que frequentemente invadem o ambiente peridomiciliar e até mesmo o
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domicilio. Com relacdo aos roedores, varias espécies jA foram encontradas
infectadas por T. cruzi nas Américas, tendo sido registradas 22 no Brasil. Entretanto,
diferentemente dos marsupiais, 0s roedores parecem contribuir pouco para a

manutenc¢ao dos ciclos silvestres de T. cruzi (MELLO, 1981).

Para comprovar a importancia de Didelphis sp na epidemiologia da doenca de
Chagas, Deane, Lenzi e Jansen (1984) conduziram estudos e concluiram que as
glandulas anais dos gambas funcionam como reservatorio de onde o parasito pode
se disseminar para os tecidos e a circulacdo sanguinea do hospedeiro, o qual, por
sua vez, infecta o inseto hematdéfago que se alimenta de seu sangue contaminado;
além disso, podem funcionar como forma bastante eficiente de protecdo contra a
resposta imune do hospedeiro infectado, mostrando relacdo entre T. cruzi e o0s
gambés (hospedeiros vertebrados), o que os torna disseminadores em potencial da
patologia de Chagas.

1.5 Vias de transmissao de Trypanosoma cruzi

A transmissdo natural ou priméaria da doenca de Chagas é a vetorial, que se
da durante o repasto sanguineo de triatomineos hematéfagos (barbeiros), podendo
ocorrer também por vias chamadas alternativas: transfusdo de sangue, transplante
de Orgdos, acidentes laboratoriais, via transplacentaria e via oral (DIAS, 1992;
GARCIA-ZAPATA et al., 1986).

No Brasil e em outros paises latinoamericanos, a transmissao de T. cruzi para
seres humanos por meio de triatomineos vem se tornando menos expressiva e,
inclusive, ja foram certificadas as interrup¢des deste tipo de transmissao do parasito
(SILVEIRA et al., 2002). Como decorréncia de tal situacéo, as conhecidas formas de
infeccdo rotuladas como alternativas passaram a merecer maior atencao, porquanto
0s atingidos pela protozoose continuam podendo causar novos comprometimentos
capazes de prejudicar o pleno éxito de medidas preventivas adotadas até o
momento (RASSI et al., 2004).
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1.6 Transmissé&o oral de Trypanosoma cruzi

A transmissdo oral ocorre por ingestdo de alimentos contaminados pelo
parasito, sendo comum entre mamiferos do ciclo silvestre da tripanossomiase que
ingerem triatomineos ou outros mamiferos infectados. Entre humanos, este tipo de
transmissdo acontece de forma esporadica e circunstancial, pela ingestdo de
diferentes tipos de alimentos contaminados pelo parasito, tais como caldo de cana,
acai, sopas, comida caseira, leite e carne de caca semicrua, geralmente
encontrando-se vetores ou reservatorios infectados nas imediacbes da area de
producdo, manuseio ou utilizacdo dos alimentos. T. cruzi pode permanecer viavel em
alimentos por algumas horas ou dias, dependendo de temperatura, umidade e
dessecamento (DIAS, 2000; GARCIA-ZAPATA et al., 1986).

A penetracdo do parasito, em todos os casos de transmissao oral, pode
ocorrer pela mucosa oral integra ou lesada (BRASIL, 2005; DIAS, 2000; LANA;
TAFURI, 2005). Acreditava-se que, apds a degluticdo do protozoario, havia algum
obstaculo para a transmissdo oral da tripanossomiase americana, certamente por
haver destruicdo de inimeras formas infectantes quando estas sdo expostas ao
meio &acido do suco gastrico. Entretanto, em varios experimentos, entre 0s quais
foram testados leite ou sangue contaminados e a ingestdo de triatomineos e
reservatérios contaminados por animais suscetiveis, mostraram que a transmissao
oral se faz possivel pela penetracdo dos parasitos através da mucosa do esofago,

do estbmago e das porc¢des iniciais do intestino delgado (DIAS, 2006).

Um estudo experimental realizado por Comandaroba, Pinheiro e Andrade
(2002) comprovou que o parasito sobrevive ao suco gastrico e infecta camundongos,
causando lesdes idénticas as observadas em animais infectados por via

intraperitoneal.

A transmissao oral da doenca de Chagas tem sido registrada no Brasil desde
0 ano de 1968 (DIAS, 2000; LANA; TAFURI, 2005; SILVA et al., 1968). No entanto,
ganhou maior enfoque nos ultimos anos, em virtude de um surto da doenca
detectado no municipio de Navegantes, estado de Santa Catarina, cuja transmissao
relacionou-se ao consumo de caldo de cana em um ponto de venda nas margens da
BR 101 no dia 13 de fevereiro de 2005 (BRASIL, 2005).
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Episodios epidémicos tendo como fator causal comum a ingestdo de produtos
contaminados vém sendo registrados desde 1968, quando em uma comunidade
agricola de Teotbnia, estado do Rio Grande do Sul, acreditando-se que a
transmissdo tenha ocorrido pelo consumo de verduras servidas no refeitério da
comunidade, contaminadas na horta por secrecdes de glandulas perianais de
gambas (SILVA et al., 1968). Anos depois, em meados dos anos 80, em Catolé do
Rocha, estado da Paraiba, descobriu-se que convidados de um casamento foram
contaminados ao tomar caldo de cana. Durante a festa, a maquina de moer cana
ficou sob uma cobertura de palha em que foram detectados triatomineos. A hipotese
€ que os insetos tenham caido na maquina de moer cana, sendo também triturados
e ingeridos junto com a bebida (MARCONDES, 1988; YASUDA, 1987).

A partir da década de 1990, véarios pequenos surtos de doenca de Chagas
foram registrados na Amazbnia, também atribuidos a transmissdo oral, tendo
familias inteiras desenvolvido a doenca sem que existissem barbeiros em suas
casas. A explicacdo mais plausivel recaiu sobre o equipamento usado para fazer
suco de acai, que normalmente fica fora das casas, e que possivelmente atraiu os
barbeiros, os quais foram, entdo, triturados junto com os frutos (PINTO et al., 2001,
VALENTE; VALENTE; FRAIHA NETO, 1999).

Em janeiro de 2005, foi registrado um surto intrafamiliar ocorrido no bairro Alto
do Cassiano, no municipio de Redencdo, a 60 km de Fortaleza, estado do Ceara
(ESTADO DO CEARA, 2006). Houve relato de consumo de alimento suspeito, pois
todas as pessoas que participaram dessa refeicdo adoeceram aproximadamente

uma semana apoés a ingestao.

Em dezembro de 2004, no lgarapé do Fortaleza, municipio de Santana,
estado do Amapa, ocorreu um surto de doenca febril aguda, o qual se acredita que
esteja relacionado a contaminacao por via oral, vez que varias familias adoeceram
depois de consumir suco de acai adquirido em um mesmo local. Em junho de 2006,
registrou-se outro surto de doenca de Chagas aguda (DCA) com provavel forma de
infeccdo por via oral, em decorréncia da ingestdo de suco de bacaba, possivelmente
contaminado durante sua producdo artesanal, em um unico local na zona rural de

Mojui dos Campos, municipio de Santarém, estado do Para (BRASIL, 2006).

Entre janeiro de 2005 e agosto de 2007, houve notificacdo de 22 surtos de

DCA em varios estados brasileiros. Na maioria dos eventos, comprovou-se
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associacdo da ocorréncia de casos com consumo de alimentos in natura, como
caldo de cana (Santa Catarina, 2005 e Bahia, 2006), bacaba (lgarapé do Fortaleza,
Maranhdo e Pard, 2006), sopa (bairro Alto do Cassiano, Redencgédo, estado do
Ceara) e acai (Para, 2006 e 2007, Amazonas, 2007), com registro de 170 casos e 10
Obitos (letalidade de 6,5%) (YASUDA, 1987).

Considerando a ocorréncia de varios surtos de contaminacao oral da doenca
de Chagas, em especial os que envolvem cana-de-agicar e/ou gambas,
disseminadores em potencial de T. cruzi, além da grande ocorréncia destes
marsupiais no Brasil, realizou-se uma revisao sistematica da literatura e avaliou-se
experimentalmente a transmissao de T. cruzi pela contaminacdo de caldo de cana

por secre¢Oes das glandulas perianais de D. albiventris.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliacdo experimental e revisdo sistematica da transmissao de T. cruzi

através de cana-de-acgucar contaminada.

2.2 Objetivos especificos

a) Fazer uma revisdo sistematica da literatura abordando a tematica da

contaminac¢ao da cana-de-agucar (Saccharum spp) e/ou Didelphis sp por T. cruzi;

b) Verificar a transmissdo de cepas de T. cruzi provenientes das glandulas

perianais de D. albiventris por contaminacao direta da cana-de-acucar;

c) Buscar elucidar o potencial de penetracao de T. cruzi nos tecidos do colmo

da cana-de-acucar;

d) Avaliar a possivel penetracdo de T. cruzi através das raizes da cana-de-

acucar inoculada in vivo com este protozoario.
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3 METODOLOGIA

O presente estudo segue a modalidade de manuscritos, tendo sido elaborado
em duas etapas: a) revisdo sistematica da literatura abordando a tematica da
contaminagcdo da cana-de-acUcar e/ou Didelphis sp por T. cruzi; b) estudo

experimental da transmisséo de T. cruzi através de cana-de-agucar contaminada.

3.1 Reviséo sistemética

3.1.1 Tipo de estudo

Classifica-se o0 presente estudo como revisao sistematica da literatura do tipo

descritivo simples com base em fontes de dados documentais.

A revisao sistemética € uma forma de pesquisa que emprega como fonte de
dados a literatura acerca de um tema, utilizando métodos sistematizados para
elaborar uma sintese das evidéncias relacionadas a uma estratégia especifica
(Figura 1).

3.1.2 Local

Este estudo foi realizado no periodo de outubro a novembro de 2008, em
Goiania, estado de Goias, nas salas de informética do Instituto de Patologia Tropical
e Saude Publica e da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Goias, nas
quais foi feita a coleta de dados por via eletrénica no dia 13 de outubro de 2008. A
analise, interpretacdo e discussdo dos dados foram realizadas no Ndcleo de
Pesquisa em Parasitas Emergentes e Re-emergentes, Instituto de Patologia Tropical
e Saude Publica, Universidade Federal de Goias.
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Figura 1 — Estratégia da revisao sistematica da literatura.
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3.1.3 Amostra

3.1.3.1 Fontes de dados e selecdo dos descritores

A busca de dados foi mediada por trés pesquisadores, que optaram por
localizar informacdes prioritariamente na Biblioteca Virtual em Saude utilizando as
seguintes bases de dados: Biblioteca Cochrane, LILACS, MEDLINE e SciELO. Apés
consenso, em 13 de outubro de 2008, os pesquisadores escolheram os descritores
(Trypanosoma cruzi — TC; Didelphis sp — DD; Saccharum spp — SC) e analisaram
sua existéncia e validade pesquisando-os separadamente por meio do DeCS -
Terminologia em saude e, em seguida, associando-0s entre si, 0 que resultou em um

vasto volume de informagdes (BIREME, 2008).

3.1.3.2 Critérios de inclusdo e exclusédo, estratégia de busca para dados
eletronicos e metodologia da pesquisa

Foram incluidos neste estudo os artigos publicados no continente americano
desde o ano de 1909 (descoberta da patologia de Chagas) até os dias atuais que
apresentaram pelo menos dois descritores associados (TC+DD, TC+SC, DD+SC,
TC+DD+SC), ndo havendo restricdo concernente ao idioma de publicacdo. Portanto,

foram excluidos todos os artigos que nao atenderam a esses critérios.

Como pode ser visualizado na Figura 2, primeiramente, os descritores foram
divididos entre os pesquisadores, para que fosse feita uma investigacéo individual,
iniciando-se as buscas por resumos de cada estudo encontrado, ja obedecendo aos
critérios de inclusdo e exclusdo previamente estabelecidos. Na segunda etapa do
estudo, os pesquisadores reuniram-se para uma analise mais aprofundada dos
artigos selecionados com o intuito de excluir da pesquisa aqueles que se repetissem
em mais de uma fonte de dados empregada. Apos essa fase, realizou-se a leitura de
cada resumo selecionado com a finalidade de avaliar a sua proximidade com os
objetivos da pesquisa. Aqueles que apresentaram relacdo com o0s objetivos do

estudo foram mantidos e os considerados fora deste escopo foram descartados. Na
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terceira etapa, o corpo documental foi submetido a uma analise mais criteriosa a fim

de extrair dos artigos sua tematica principal e sua vinculacdo mais direcionada aos

objetivos propostos. Foram selecionados alguns artigos em seu formato integral, o

que propiciou maior riqueza de informacdes, possibilitando sua analise e discussao.
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Figura 2 — Delineamento do estudo.
Fonte: Mufios et al. (2002).

3.2 Estudo experimental

3.2.1 Area e local do estudo

O estudo experimental foi realizado no periodo entre 2007 e 2009, em

Goiania, estado de Goias, nos seguintes locais:
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a) Nucleo de Pesquisa em Parasitas Emergentes e Re-emergentes do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias —

realizacéo de estudos laboratoriais, manipulacdo de cepas e cultura de T. cruzi;

b) Parque Zooldgico de Goiania — manuseio dos gambas e manutencao em

cativeiro;

c) Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goias — coleta e
preparacdo de cana-de-aguUcar para testes in vitro, bem como manutencdo de uma

planta em viveiro para teste in vivo;

d) Laboratorio de Genética Molecular e Citogenética do Instituto de Ciéncias
Bioldégicas — realizacdo de experimentos com cana-de-acUcar in vitro e com

camundongos;

e) Laboratério de Anatomia Vegetal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Goias — realizacdo de cortes histologicos da cana-de-

acucar em estudo.

3.2.2 Avaliacédo da infeccéo natural de Didelphis sp por Trypanosoma cruzi

3.2.2.1 Aprovacéio pelo Comité de Etica

Os procedimentos experimentais realizados foram previamente estabelecidos
e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana e Animal da Universidade
Federal de Goias, sob o n. 159/2007, em 21 de novembro de 2007.

3.2.2.2 Obtencéao de Didelphis sp

Para obtencdo de secrecdo das glandulas perianais, foram utilizados oito
gambas provenientes do Centro de Tratamento de Animais Silvestres do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (CETAS/IBAMA-
GO). Os gambas, identificados como D. albiventris, foram capturados por bombeiros

em diferentes areas domiciliares de Goiania e encaminhados ao CETAS/IBAMA-GO.
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Mediante doacdo e autorizacdo deste 6rgdo, os animais foram transferidos ao

Parque Zoologico de Goiania para utilizacao neste experimento (Figura 3).

O manejo dos animais em cativeiro constou de criagdo em gaiolas individuais
(para evitar canibalismo) medindo 0,70 m x 1,00 m x 0,50 m, mantidas em viveiro,
em temperatura e umidade ambiente. Os gambas foram alimentados com racéo para
suinos com 18% de proteinas e agua ad llibitum, servidos diariamente em potes de
plastico individuais. Ocasionalmente, Ihes foram oferecidas frutas, como banana e
laranja, e figado cru. Procedeu-se a higienizacdo das gaiolas diariariamente por
meio de lavagem da bandeja embaixo destas e dos recipientes em que foram
servidos agua e alimentos (PAIVA et al., 1992; RIBEIRO; GARCIA; BONOMO, 1987;
RIVERA; AMARAL; NASCIMENTO, 2006). Os animais foram acompanhados,
durante todo o periodo da pesquisa, por um médico veterinario, assim garantindo

seu bem-estar.

3.2.2.3 Diagndstico de infecgdo natural por Trypanosoma cruzi

Para verificar a hipotese de infec¢cdo natural por T. cruzi, apés o periodo de
adaptacdo em cativeiro de 7 dias, os oito animais foram submetidos a coleta de
sangue e secrecao das glandulas perianais para analise. A coleta de sangue foi
realizada através de puncao da veia caudal, apos prévia tricotomia e assepsia do
local com alcool a 70% (Figura 4). Em seguida, foi realizada a coleta de secrecao
glandular, através de puncdo das glandulas perianais localizadas abaixo do anus
(Figura 5). Sempre que necessario, os animais foram imobilizados com o emprego

de cano de PVC, utilizado por eles como refugio.

O material coletado foi levado para o Laboratorio de Parasitas Emergentes e
Re-emergentes para avaliacdo por observacdo microscopica de tubo micro-
hematdcrito apos centrifugacdo (RAMIREZ et al. 2002; WOO, 1969), cultura em
meio liver infusion-tryptose (LIT) suplementado com 20% de soro bovino fetal,
processada segundo Chiari et al. (1989), e reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
executada de acordo com a técnica descrita por Britto et al. (1993) e Santos, Pena e
Epplen (1993).
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Figura 3 — Representacao da metodologia empregada para obtencgdo de secrecao das glandulas perianais de gambas contaminados com T. cruzi.
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Figura 5 — Coleta de secrecao glandular através de punc¢édo das glandulas perianais dos gambas.
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Amostras de sangue e secrecdo das glandulas perianais dos gambéas foram
preservadas em guanidina-EDTA e enviadas ao Laboratorio de Parasitologia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro para serem processadas utilizando-se a
técnica de PCR.

3.2.2.4 Técnica de Strout modificada com uso de tubo capilar (micro-

hematdcrito)

Ap6s a coleta de sangue heparinizado, quatro tubos capilares (micro-
hematocrito) foram preenchidos em até 80% de seu volume, vedados ao fogo e
centrifugados a 6.300 g em centrifuga (Janetzki-K24) por 5 min. Os capilares foram
arranjados sobre lamina e, sob a regido da interface sangue/plasma, foi colocado
Oleo de imersao para exame microscopico com aumento de 10 x (Figura 6) de modo
a pesquisar tripomastigotas de T. cruzi (WOO, 1969). As secrecdes foram

examinadas ao microscopio colocando-se uma gota entre lamina e laminula.

e
=
Ve

-, 2

o gt
—

Figura 6 — Andlise microscopica de tubo capilar (micro-hematdcrito) apds centrifugacéo.
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3.2.2.5 Hemocultura

Foram coletados 3 mL de sangue de cada gamba para realizar a hemocultura
em meio LIT (CAMARGO, 1964; FERNANDES; CASTELLANI, 1964) utilizando o
protocolo de Chiari et al. (1989) com algumas modificacdes sugeridas por Luz et al.
(1994). Amostras de sangue venoso foram colhidas em tubos contendo heparina

sédica e mantidas em banho de gelo até processamento em, no maximo, 4 h.

O sangue foi centrifugado a 1.000 g por 10 min a 4°C em centrifuga (Janetzki-
K24) e o plasma removido e centrifugado a parte; ao seu sedimento foi adicionada
uma aliquota de 3 mL do meio de cultura LIT. Ao sedimento de hemacias foi
adicionado igual volume do plasma removido de meio de cultura LIT (CAMARGO,
1964), centrifugando-se a 2.500 g por 10 min a 4°C. A seguir, 0 sobrenadante foi
descartado e o sedimento de hemacias ressuspendido em meio LIT e
homogeneizado, apés o que aliquotas de 2-3 mL foram distribuidas em sete tubos
plasticos de 15 mL cada (Falcon, USA) contendo 3 mL de LIT. As amostras de
secrecdo das glandulas perianais foram processadas colocando-se igual quantidade
de meio LIT (v/v).

Os tubos foram mantidos em estufa BOD (General Electric-FANEN Ltda.) a
28°C e homogeneizados duas vezes por semana para aeragdo. Aliquotas de 10 pL
da suspensao de cada tubo foram colocadas entre lamina e laminula para exame ao
microscopio com aumento de 400 x aos 30, 60, 90 e 120 dias apds inoculagcdo em

meio de cultura (Figura 7).

3.2.3 Contaminacéao experimental de D. albiventris por Trypanosoma cruzi

Como foi constatada auséncia de infec¢cdo natural por T. cruzi, 0s gambas
foram submetidos a contaminacdo experimental. Para preparo do inéculo foram
utilizadas duas cepas de T. cruzi: a) cepa Y, ja conhecida e mantida no Laboratério
de Doenca de Chagas do Hospital das Clinicas de Goiania; b) cepa P12 silvestre,
isolada das glandulas perianais de gambas infectados naturalmente na regido de
Perdizes, estado de Minas Gerais (RAMIREZ et al., 2002), criopreservadas e
mantidas no Laboratério de Parasitologia da Universidade Federal do Triangulo
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Mineiro, gentilmente cedida pelo professor Luiz Eduardo Ramirez para utilizagédo

nesta pesquisa.

Figura 7 — Processamento das amostras de sangue e secre¢cdo em camara de fluxo para cultura em
meio LIT.

Procedeu-se a inoculagdo experimental de seis gambas, por via
intraperitoneal, com 5.000 f/g de peso, sendo trés com a cepa Y e trés com a cepa
P12 silvestre (Figura 8); dois animais nao receberam nenhum tratamento, sendo
utilizados como controle negativo. A partir de 72 h apdés a inoculagdo, foram
realizados os mesmos procedimentos empregados para diagnostico de infecgéo
natural (micro-hematdcrito, cultura em meio LIT e PCR), repetindo-se 0s mesmos

procedimentos 7, 15 e 30 dias apds a inoculacgao.

3.2.4 Contaminacédo experimental in vitro de cana-de-acUcar por Trypanosoma

cruzi

De uma plantacdo da Escola de Agronomia da Universidade Federal de

Goiés, foram colhidas amostras de colmos de cana-de-agucar (Saccharum spp) da
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cultivar RB 867515, por ser esta empregada em grande escala para consumo
humano. Apés coleta e selecdo, as plantas foram preparadas para o estudo
dividindo-se os entren6s em fragmentos de 5 cm cada, perfazendo um total de 30
fragmentos (25 utilizados para contaminac&o experimental e posterior inoculagdo em
camundongos e 5 utilizados para contaminacdo experimental e posterior analise

histoldgica).

Figura 8 — Inoculagéo intraperitoneal de suspenséo de T. cruzi nos gambas.

Foram, entdo, distribuidos 25 fragmentos em recipientes plasticos
individualmente, sendo 12 inoculados com a cepa Y, 6 na extremidade e 6 na
superficie, 12 inoculados com a cepa P12 silvestre, 6 na extremidade e 6 na
superficie (Figura 9), e um fragmento ndo inoculado utilizado como controle

negativo.

O in6culo, preparado a partir de secre¢Bes recém-colhidas das glandulas
perianais de dois grupos de gambas infectados por T. cruzi, um com a cepa Y e 0
outro com a cepa P12 silvestre, foi quantificado pelo método de Brener (1961): 5 L
de secrecdo foram coletados das glandulas perianais dos gambés e colocados entre

lamina e laminula (22 x 22); em seguida, foram contados 50 campos microscopicos,
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utilizando-se aumento de 400 x. O resultado foi multiplicado pelo fator do respectivo
microscopio e corrigido para determinar o nimero de tripomastigotas em 1 mL de
sangue. Finalmente, fez-se a diluicAo necessaria para o indculo, obtendo-se, assim,
duas solucées de igual concentracéo (4 x 10* f/mL). A contaminacdo da cana-de-

acucar com os indculos de T. cruzi ocorreu conforme mostrado na Figura 10.

Figura 9 — Fragmentos de cana-de-acUcar preparados para contaminac@o experimental por T. cruzi.

Aplicou-se 1 mL de suspensdo de T. cruzi (cepas Y e P12 silvestre) com
conta-gotas, separadamente, na extremidade (Figura 11) e na superficie (Figura 12)
de cada fragmento de cana-de-agucar. Nos tempos 0, 1, 4, 6, 12 e 24 h ap0s a
inoculacao, extraiu-se o caldo de cada fragmento de cana-de-aglUcar com o0 uso de

um moedor manual (Figura 13).

A contaminacdo da cana-de-acucar foi avaliada por observacdo do caldo
através de exame direto e inoculagdo em camundongos. Para isso, foram utilizados
135 camundongos machos isogénicos (Mus musculus), da linhagem BALB/c, por
apresentar boa suscetibilidade a infeccdo por T. cruzi, oriundos da criacdo mantida
pelo Biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade

Federal de Goias.
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Figura 10 — Representacdo da metodologia empregada para avaliar a contaminacéo da cana-de-

acucar por T. cruzi.
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Figura 11 — Contaminagéo da cana-de-acUcar por inoculagéo direta de suspenséo de T. cruzi em sua
extremidade.

Figura 12 — Contaminacgéo de cana-de-acUcar por inoculagéo direta de suspenséo de T. cruzi em sua
superficie.

Metodologia 25



Figura 13 — Moedor manual utilizado para extair o caldo dos fragmentos de cana-de-agUcar apds
inoculagdo com as cepas Y e P12 silvestre de T. cruzi.

A espécie Mus musculus é frequentemente utilizada como modelo em ensaios
experimentais de estudo em biologia por ter curto ciclo de vida, alta capacidade de
procriacdo e tamanho reduzido. Ademais, Mus musculus foi a segunda espécie de
mamifero a ter o genoma sequenciado, o que facilita sua comparacdo ao genoma
humano (CHOUDHARY et al., 2005).

Os camundongos, com idade entre 6 e 8 semanas e peso entre 21 g e 26 g,
foram encaminhados ao Laboratério de Genética Molecular e Citogenética e
selecionados ao acaso para constituir 27 grupos de 5 animais cada, os quais foram
alojados em gaiolas de polipropileno (0,30 m x 0,20 m x 0,13 m), forradas com
maravalha de pinho branco e com tampa de ac¢o inoxidavel. Todos os animais
receberam agua da rede de abastecimento publica filtrada e racdo comercial para
camundongos (Nutrilabor, Guabi) ad libitum durante todo o experimento.

A higienizagéo e a troca de gaiolas e camas de maravalha foram realizadas
duas vezes por semana (tercas e sextas-feiras), sempre no periodo da manha
(Figura 14). As condi¢bes ambientais para a acomodacdo dos animais, no biotério
de experimentacao, foram as seguintes: temperatura de 23 + 2°C, umidade relativa
do ar em torno de 70% e ciclo claro-escuro constante, com periodo claro das 7h00
as 19h00.
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Figura 14 — Manuseio dos camundongos e higienizacdo das gaiolas.

Apés 7 dias, que correspondeu ao periodo de adaptacdo no biotério de
experimentacdo, todas as gaiolas foram identificadas com etiquetas contendo a
linhagem de camundongo utilizada, o grupo e a data referente a exposicdo. Durante
todo o periodo de experimentacdo, os animais foram mantidos em grupos de 5 e

observados diariamente (Figura 15).

Figura 15 — Manutengdo dos camundongos no biotério de experimentacgéo.
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Os camundongos machos isogénicos BALB/c distribuidos em 27 grupos de 5
animais, ap6s o periodo de adaptacdo, receberam o0s seguintes tratamentos: 24
grupos inoculados intraperitonealmente com 500 pL de caldo de cana contaminado
(=1.000 parasitos) de acordo com a cepa de T. cruzi (Y e P12 silvestre), local de
inoculacdo da cana-de-acucar (6 na extremidade e 6 na superficie) e tempo apoés
inoculacdo da cana-de-acucar (0, 1, 4, 6, 12 e 24 h); dois grupos inoculados
intraperitonealmente com 500 yL de caldo de cana, um contaminado com a cepa Y e
outro com a cepa P12 silvestre de T. cruzi, usados como controle positivo; e um
grupo inoculado intraperitonealmente com 500 pL de caldo de cana né&o
contaminado, usado como controle negativo (Figura 16). Os animais foram avaliados
por exame a fresco de sangue colhido da ponta da cauda aos 5, 10, 15 e 30 dias

apos a contaminagéo.

Figura 16 — Inoculagéo intraperitoneal de caldo de cana contaminado por T. cruzi em camundongos.

Simultaneamente a este experimento, quatro fragmentos de cana-de-agucar
foram contaminados por T. cruzi (cepas Y e P12 silvestre), dois na extremidade e
dois na superficie (Figuras 17 e 18).

Metodologia 28



Figura 17 — Fragmentos de cana-de-acUcar preparados para contaminacdo por suspensao de T.
cruzi. A: cepa Y; B: cepa P12 silvestre.

Figura 18 — Inoculacé@o direta de suspensdo de T. cruzi na extremidade (corte transversal) e na
superficie (sobre a casca) da cana-de-acgucar.
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Apos 24 h, foram realizados cortes transversais e longitudinas a méo livre dos
fragmentos de cana-de-agucar contaminados in vitro, iniciando pela regido do
inoculo (extremidade ou superficie). As sec¢Bes foram desidratadas em séries
alcodlicas etilicas crescentes (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) e pds-desidratadas em
xilol e alcool etilico (1:1) e xilol puro (JOHANSEN, 1940). Em seguida, foram lavadas
em agua destilada e submetidas a dupla coloragdo com fucsina béasica 0,1% e azul
de Astra 0,3% na proporcao 1:3. Posteriormente, as sec¢des montadas entre lamina
e laminula, utilizando-se resina sintética incolor 500®, da marca Acrilex (PAIVA et al.,

2006), e analisadas por microscopia Optica (Figura 19).

Figura 19 — A: Cortes a mao livre de sec¢bes da cana-de-aglcar em estudo; B: Laminas histolégicas.

3.2.5 Contaminacgédo experimental in vivo da cana-de-agucar por Trypanosoma

cruzi

Em um recipiente (vaso) com 80 cm de diametro e 25 cm de profundidade,
plantou-se uma muda de cana-de-agucar, a qual foi mantida em viveiro, protegida de
contaminacdes externas, por aproximadamente um ano, até o surgimento da parte
aérea. ApoOs este periodo, a planta foi transferida para o Laboratério de Anatomia
Vegetal, da Universidade Federal de Goias, onde recebeu aplicacdo de 200 mL de
suspenséo de T. cruzi cepa Y (3 x 10° f/ml) diretamente sobre as raizes superficiais,

na regido proxima ao colmo (Figura 20).
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Figura 20 — Inoculagéo direta de suspensao de T. cruzi sobre as raizes da cana-de-acUcar in vivo.

Apos 24 h, foram colhidas amostras de raizes, bainha e colmo da mesma
regido (Figura 21) para confeccdo de cortes histologicos (Figura 22), que foram

analisados como descrito para fragmentos de cana-de-agucar contaminados in vitro.

Figura 21 — Coleta de amostras de raizes, bainha, colmo e folhas de cana-de-aclicar contaminada in
vivo com a cepa Y de T. cruzi para a confecgdo de cortes histologicos.
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Figura 22 — Confeccé@o de cortes histolégicos de amostras de cana-de-aglcar contaminada in vivo
com acepa Y de T. cruzi.
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Os gambés (Didelphis sp) e a cana-de-acucar (Saccharum spp) na possivel transmissdo
oral da doenca de Chagas: revisio sistematica da literatura

Opossum (Didelphis sp) and sugar cane (Saccharum spp) in the possible oral

transmission of Chagas disease: systematic literaturereview

Running title: Transmissdo oral da doenca de Chagas: revisao sistemética da literatura

Elieni Socorro Marques Sousa’, Mara Rubia de Sousa Barbosa?, Isabel Cristina de Castro

Gomes®, Marco Tulio Antonio Garciaapata®

Abstract

Chagas disease outbreaks are currently important due to ingestion of contaminated food,
such as sugar cane (Saccharum spp) juice, although the possibility of sylvatic reservoir
contamination with Trypanosoma cruzi, such as opossum (Didelphis sp), cannot be
overlooked. A systematic literature review was carried out in order to analyze scientific
articles available at the Cochrane Library, LILACS, MEDLINE, and SciELO about
contamination of sugar cane and/or opossum by T. cruzi, published in the American continent
from 1909 to October 2008. After reading and discussing the chosen literature, we selected
the scientific articles presented in this review, which corroborate the importance of opossum
and sugar cane in Chagas disease epidemiology. Nevertheless, only one study approaches
directly the object of this research since the others describe experimental contamination of
Didelphis sp with different strains of T. cruzi. Our results show the importance of sugar cane
and Didelphis sp in the oral transmission of Chagas disease, and we suggest that further

studies on this theme should be performed.
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Introducao

A transmissdo oral da doenca de Chagas ocorre pela ingestdo de alimentos
contaminados pelo Trypanosoma cruzi, sendo comum entre mamiferos do ciclo silvestre da
tripanossomiase, uma vez que estes podem se aimentar de triatomineos e/ou outros
mamiferos infestados. Em todos os casos, a penetracdo do parasito pode ocorrer pela mucosa
oral integra ou lesada “*3. Em humanos, esse tipo de transmissio acontece de forma
esporédica e circunstancial por ingestdo de diferentes tipos de alimentos contaminados pelo
parasito, tais como caldo de cana, polpa de acai, sopas, comida caseira, leite e carne de caca
semicrua. Geralmente sdo encontrados vetores ou reservatorios infectados nas imediagdes da
area de producgdo, manuseio ou utilizagdo dos alimentos contaminados.

O T. cruzi pode permanecer vidvel em alimentos por algumas horas ou até dias,
dependendo de temperatura, umidade e dessecamento. Episddios epidémicos tendo como
fator causal comum aingestdo de produtos contaminados tém sido registrados no Brasil desde
1968 23, Porém, a transmissdo oral da doenca de Chagas no Brasil vem recebendo maior
atencdo a partir de 2005, em decorréncia do surto ocorrido no estado de Santa Catarina,
embora este ndo tenha sido o Unico episddio no pais, pois houve casos precedentes em
Teutbnia (RS) e em alguns municipios nos estados do Pard, Paraiba e Amazonas. Também ha
registros desse tipo de ocorréncia na Colémbia, Argentinae México *.

No episddio de Santa Catarina em 2005, a transmissdo relacionou-se a0 consumo de
caldo de cana-de-agUcar (Saccharum spp) em um ponto de venda as margens da rodovia BR
101, no municipio de Navegantes, no dia 13 de fevereiro de 2005. Foram registrados 45 casos
suspeitos de doenca de Chagas aguda (DCA) relacionados ao consumo de caldo de cana,
tendo sido confirmados 31 casos mediante exames laboratoriais, com cinco pacientes
evoluindo para 6hito °. Em Navegantes, foram capturados exemplares de Didelphis sp e
Trypanosoma tibiamaculata, reservatérios silvestres da doenca, infectados por T. cruzi °.

Entre janeiro de 2005 e agosto de 2007, a Secretaria de Vigilancia em Salde recebeu
notificacdo de 22 surtos de DCA em varios estados brasileiros. Na maioria dos eventos, pode-
Se comprovar a associagdo da ocorréncia de casos com 0 consumo de alimentos in natura,
como caldo de cana (Santa Catarina, 2005), sopa (bairro Alto do Cassiano, Redencdo, estado
do Ceard), bacaba (Maranhdo, Parg, 2006) e acai (Para, 2006 e 2007; Amazonas, 2007).
Foram identificados 170 casos e registrados 10 6bitos atribuidos a DCA, com letalidade de
6,5%, tendo sido amaior incidéncia registrada na Regi&o Norte do pais’.
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Considerando-se a repeticdo de surtos de transmissdo oral de DCA envolvendo caldo
de cana e a falta de comprovacdo da forma de contaminagdo deste produto, ndo se
descartando a possibilidade disto ter ocorrido por meio de reservatorios silvestres do T. cruzi,
como Didelphis sp, o presente estudo teve como objetivo realizar uma revisdo sistematica da
literatura acerca da contaminacdo de cana-de-agUcar e Didelphis sp por T. cruzi, destacando-
se a importancia desses elementos na epidemiologia da doenca de Chagas, bem como a

producdo cientifica existente sobre este tema.
M étodo
Tipo de estudo

Este estudo classifica-se como revisdo sistemética da literatura do tipo descritivo
simples com fontes de dados documentais, uma forma de pesquisa que utiliza como fonte de
dados a literatura acerca de um tema, empregando métodos sistematizados para apresentar

uma sintese das evidéncias rel acionadas a uma estratégia especifica (Figura 1).
L ocal

Este estudo foi realizado no periodo de outubro a novembro de 2008, em Goiéania-GO,
nas salas de informatica do Ingtituto de Patologia Tropical e Salde Publica (IPTSP) e
Faculdade de Medicina da Universidade Federa de Goias (UFG), fazendo-se a coleta de
dados por via eletrénica. A andlise, interpretacéo e discussdo dos dados foram realizadas no
Nucleo de Pesquisa em Parasitas Emergentes e Re-emergentes (NUPEREME) do IPTSP.

Fontes de dados e selegdo dos descritores

A busca de dados foi mediada por trés pesquisadores, que optaram por localizar
informacBes prioritariamente na Biblioteca Virtual em Salde ® utilizando as seguintes bases
de dados. Biblioteca Cochrane, LILACS, MEDLINE e SciELO. Apos consenso, em 13 de
outubro de 2008, os pesguisadores escolheram os descritores (Trypanosoma cruzi — TC;
Didelphis sp — DD; Saccharum spp — SC) e analisaram sua existéncia e validade pesquisando-
0s separadamente por meio do DeCS - Terminologia em satide ® e, em seguida, associando-os

entre si, 0 que resultou em um vasto volume de informagoes.
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Figural

Fluxograma da estratégia da revisdo sistemética.
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Critérios deinclusio e exclusdo, estratégia de busca e metodologia de pesquisa

Foram incluidos neste estudo os artigos publicados no continente americano desde o
ano de 1909 (descoberta da patologia de Chagas) até os dias atuais que apresentaram pelo
menos dois descritores associados (TC+DD, TC+SC, DD+SC, TC+DD+SC), ndo havendo
restricdo concernente ao idioma de publicacdo. Portanto, foram excluidos todos os artigos que
ndo atendessem a esses critérios.

Primeiramente, os descritores foram divididos entre os pesquisadores, para que fosse
feita uma investigagdo individual, iniciando-se as buscas por resumos de cada estudo
encontrado, ja obedecendo aos critérios de inclusdo e exclusdo previamente estabel ecidos.

Na segunda etapa do estudo, os pesquisadores reuniram-se para uma analise mais
aprofundada dos artigos selecionados com o intuito de excluir da pesguisa agueles que se
repetissem em mais de uma fonte de dados empregada. Apés essa fase, realizou-se aleitura de
cada resumo selecionado com a finalidade de avaliar a sua proximidade com os objetivos da
pesguisa. Aqueles que apresentaram relacdo com os objetivos do estudo foram mantidos e os
considerados fora deste escopo foram descartados.

Na terceira etapa, o corpo documenta foi submetido a uma andlise mais criteriosa a
fim de extrair dos artigos sua temética principal e sua vinculagdo mais direcionada aos
objetivos propostos. Foram selecionados alguns artigos em seu formato integral, o que

propiciou maior riqueza de informagdes, possibilitando sua andlise e discusséo.

Resultados e discussao

Na primeira etapa da busca de dados foram encontrados 14.028 artigos distribuidos
entre as bases de dados anteriormente referidas utilizando os descritores preestabel ecidos
(Tabelal).

Atendendo aos critérios de inclusdo previamente estabel ecidos, buscaram-se o0s artigos
que contivessem no minimo dois descritores associados, perfazendo um total de 175 (1,25%)
(Tabela 2). Entre estes, observou-se que 116 (0,83%) repetiam-se em diferentes bases, sendo
78 (0,56%) repetidos entre as bases LILACS, MEDLINE e SciELO, 36 (0,26%) entre
LILACS e MEDLINE e 2 (0,01%) entre MEDLINE e SciELO (Tabela 3). Eliminando-se as
repeticbes de artigos, que totalizaram 71 (0,51), foram selecionados 45 (0,32%) para
prosseguir na pesquisa, os quais foram somados aos 59 (0,42%) que ndo se repetiam,

totalizando 104 artigos (0,74%), cujos resumos foram submetidos a uma breve leitura visando
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verificar sua relagdo com os objetivos da pesguisa. Dessa forma, foram selecionados 56

artigos (0,40%) parauma andlise mais criteriosa.

Tabelal
Distribuicdo dos artigos encontrados de acordo com a base de dados em que foram localizados utilizando os descritores
preestabel ecidos.

Base de dados Distribuicéo dos artigos (n°) Total
Descritor*
TC DD SC TC+DD TC+SC DD+SC TC+DD+SC

LILACS 2.162 156 65 52 2 0 0 2437
MEDLINE 9.045 873 622 88 2 0 0 10.630
B. Cochrane 47 0 12 0 0 0 0 59
SciELO 630 79 162 31 0 0 0 902
Total 11.884 1.108 861 175 4 0 0 14.028

* TC —Trypanosoma cruzi; DD — Didelphis sp; SC — Saccharum spp.

Tabela2
Distribuicdo dos artigos encontrados de acordo com a base de dados em que foram localizados contendo no minimo dois

descritores preestabel ecidos associados.

Base de dados Distribuicéo dos artigos (n°) Total
Descritor*
TC+DD TC+SC DD+SC TC+DD+SC

LILACS 52 2 0 0 54
MEDLINE 88 2 0 0 90
B. Cochrane 0 0 0 0 0
SciELO 31 0 0 0 31
Total 171 4 0 0 175

* TC — Trypanosoma cruzi; DD — Didelphis sp; SC — Saccharum spp.

Tabela3
Distribuicdo dos artigos encontrados em mais de uma base de dados, daqueles excluidos da pesquisa em decorréncia da
repeticdo e dos selecionados para prosseguir nesta revisao sistematica apés eliminacdo das repeticoes.

Base de dados Artigosrepetidos (n°) Artigos excluidos (n°) Artigos selecionados (n°)
LILACS, MEDLINE, SCIELO 78 52 26
LILACSe MEDLINE 36 18 18
LILACSe SciELO 2 1 1
Total 116 71 45
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Apés leituramais criteriosa, verificou-se que apenas um artigo mantinha relagéo direta
com a temética proposta. Apesar disso, por consenso entre 0s pesquisadores, realizou-se a
leitura de 11 (0,078%) artigos na integra, obtendo-se informacfes relevantes que permitiram
analisar a importancia de Didelphis sp na epidemiologia da doenca de Chagas (Tabela 4).
Assim, os estudos selecionados obedecendo a estratégia proposta compuseram esta revisao
sistemética de literatura.

Analisando-se a base de dados em que os estudos utilizados para compor esta revisao
sistematica da literatura foram encontrados, constatou-se que 2 (18,18%) provieram do
MEDLINE e 9 (81,82%) do LILACS (Figura 2).

81,82% /

18,18%

O LILACS E MEDLINE

Figura 2
Distribuicéo dos artigos selecionados para compor a presente revisdo sistematica da literatura

de acordo com a base de dados em que foram localizados.

ApoOs a leitura de todos os estudos sel ecionados, conforme mencionado anteriormente,
observou-se que apenas o artigo de Cardoso et al. (2006) *’ apresentou relacso direta com os
objetivos propostos para esta revisdo sistemética, uma vez que os pesquisadores analisaram a
sobrevida de T. cruzi em cado de cana e destacaram a importancia deste produto na
transmissdo oral da doenca de Chagas. Por intermédio de experimentos, os autores
demonstraram o alto nivel de sobrevivéncia de T. cruzi no colmo da cana-de-acUcar. A
metodologia do estudo consistiu em inocular colmos de cana-de-acUcar diretamente com o

contetido intestinal de triatomineos infectados com acepaY deT. cruzi.
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Tabedla4d

Relacdo dos artigos sel ecionados para compor a presente revisao sistematica de literatura.

Base de Titulodoartigo Objetivo do estudo M étodo/diagnostico Area do estudo Anode Autores
dados publicacéo
LILACS Trypanosoma cruzi: vertebrate and invertebrate Estudar T. cruzi nas glandulas Exame a fresco, Rio de Janeiro, 1984 Deaneet al., 1984
cycles in the same mammal host, the opossum perianais de gambas imunofluorencéncia, Brasil
Didelphis marsupialis hemocultura e
xenodiagnostico
Contribuicdo para o estudo dos mecanismos de Verificar a eficécia de transmissio Exame a fresco, Séo Paulo, Brasil 1987 Ribeiro e 4a.,
transmissdo do agente etioldgico da doenca de deT. cruzi por viaora hemocultura e 1987
Chagas xenodiagnostico
The importance of the opossum (Didelphis Pesquisar T. cruzi nas glandulas Exame a fresco, MinasGerais, Brasil 1991 Fernandes et 4.,
albiventris) as areservoir for Trypanosoma cruzi in  perianais de gambas hemocultura e 1991
Bambui, Minas Gerais state xenodiagnostico
Trypanosoma cruzi infection in the opossum Anadlisar a possivel protegdo de Hemocultura e Rio de Janero, 1994 Jansen et d., 1994
Didelphis marsupialis: absence of neonata anticorpos maternos aos filhotes de  xenodiagndstico Basil
transmission and protection by maternal antibodies  Didelphis sp
in experimental infections
Search for Trypanosoma cruzi in the anal glandsof Estudar T. cruzi nas glandulas Exame a fresco e Santiago, Argentina 1995 Conti et a., 1995
wild Didelphis albiventris from Santiago del perianaisde gambas xenodiagnostico
Estero, Argentina
Histopathological study of experimental and natural  Estabelecer padfes histopatolégicos Exame a fresco, Rio de Janeiro, 1995 Correia et a.,
infections by Trypanosoma cruzi in Didelphis deinfecgdodeT. cruziemgambds  hemocultura e Imuno- Brasil 1996
marsupialis fluorescéncia
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MEDLINE

Trypanosoma cruzi in the anal glands of urban
opossums. |- Isolation and experimental infections

The opossum Didelphis virginiana as a
synanthropic reservoir of Trypanosoma cruzi in
Dzidzilché, Y ucatén, México

Survival of Trypanosoma cruzi in sugar cane used
to prepare juice

Trypanosoma cruzi in the opossum Didelphis
marsupialis: parasitological and sorological follow-
up of the acute infection

Trypanosoma cruzi in the sylvatic environment:
digtinct transmission cycles involving two
sympatric marsupials

Descrever as fases de T. cruzi no
interior das glandulas perianais de
gambaés

Avaliar o papel de D. virginiana em
transmissdo peridoméstica de T.
cruzi

Avaliar a sobrevivéncia de T. cruzi
no calle da canade-aglcar
contaminada

Descrever a resposta humora dos
gambés e sua correlagdo durante a
fase aguda dainfeccdo por T. cruzi

Comparar a infecgdo por T. cruzi
entre triatomineos e gambéas

Exame a fresco,
esfregaco corado e
xenodiagnostico

Exame a fresco,
microcapilar e
xenodiagnostico

Exame a fresco, QBC
e inoculacdo em
camundongos

Exame  direto e
imunofluorescéncia

Hemoculturae PCR

Caracas, Venezuela

Y ucatan e
Dzidzilché, México

S30 Paulo, Brasil

Rio de
Brasil

Janeiro,

Mata
Brasil

Atlantica,

1996

2002

2006

1991

2000

Undaneta-Morales
etal., 1996

Ruiz-Pinha et al.,
2002

Cardoso e 4.,
2006

Jansen et al., 1991

Pinho et al., 2000
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A diferentes intervalos de tempo (0, 1, 4, 6, 12 e 24 h) ap0s a contaminagdo dos
colmos, o caldo de cana foi extraido e analisado por método direto, centrifugacéo em tubo de
hematocrito, QBC e inoculacdo experimental em camundongos. Os autores relataram que
houve resultados positivos até 4 h apds a inoculacdo pela técnica de centrifugacéo, até 12 h
pelo método direto e QBC e até 24 h para a inoculagdo de camundongos. Os animais
inoculados apresentaram parasitemia durante um periodo de observagdo de 14 dias,
demonstrando que T. cruzi exibiu taxa de vida elevada no colmo da cana-de-agUcar.

Pinho et al. (2000), *° em um estudo acerca da fase aguda da doenca de Chagas com
diferentes cepas de T. cruzi (Estica F, G-49, G-327 e Y), observaram variagOes entre elas e
descobriram que os gambas podem eliminar algumas cepas de T. cruzi de seu organismo,
além de demonstrar que os anticorpos 1gG controlam a populacéo do parasito na fase aguda
da doenga, embora n&o previnam ou controlem afase cronica da patologia.

Jansen et al. (1994) *2 utilizaram fémeas adultas de Didelphis marsupialis e suas proles
paraanalisar a possivel protecéo e transmissao de anticorpos maternos aos filhotes. Utilizando
hemocultura e xenodiagndstico, os pesquisadores ndo observaram transmissdo neonatal de T.
cruzi em nenhum dos animais testados, porém as mées infectadas transferiram anticorpos 1gG
especificos as suas proles, o que lhes conferiu protecdo parcial contra possiveis infeccdes
experimentais. Os autores concluiram gque a contaminacdo dos filhotes sO se faz possivel
guando os niveis de anticorpos 1gG maternos comegam a declinar, 0 que torna a prole
suscetivel ainfeccdo por T. cruzi.

Ribeiro et al. (1987) *° utilizaram machos e fémeas do gambé Didelphis albiventris
em experimento para analisar a eficacia da transmissdo oral de T. cruzi. Como parte de sua
alimentacdo, foram fornecidos aos animais camundongos parasitados pela cepa Boliviado T.
cruzi ou triastomineos comprovadamente contaminados pela mesma cepa. Foram realizados
exames a fresco, hemoculturas e xenodiagnésticos nos animais estudados, registrando-se a
ocorréncia de 60,0% de infeccdo em gambas gque ingeriram camundongos infectados e 83,3%
nagueles que se alimentaram de triatomineos infectados. Esses resultados sdo relevantes, pois
mostram a possibilidade de transmisséo do T. cruzi por via oral ou digestiva entre marsupiais,
além de destacar aimportanciade D. albiventris na epidemiol ogia da doenca de Chagas.

Jansen et al. (1991)*8 estudaram filhotes e adultos de D. marsupialis para descrever sua
resposta humoral (niveis de IgG e IgM) e correlagdo durante a fase aguda da infeccéo por T.
cruzi utilizando as cepas Y, F, G-49 e G-327 inoculadas no lumen das glandulas anais e no
tecido subcuténeo dos animais. Os autores oservaram que as cepas G-49 e G-327 produziram

infecc@o de longa duracdo, sendo a primeira mais infecciosa. A cepa Y produziu pegueno
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indice de infeccdo quando inoculada no tecido subcuténeo de gambés, porém os autores
demonstraram que cepa pode formar colGnias extracelulares quando inoculada nas
glandulas anais desses animais. Os pesguisadores concluiram gue os anticorpos tém papel
significativo no controle da infeccdo por T. cruzi em gambés e que os linfocitos T,
dependentes ou ndo, provavelmente agem no inicio da fase aguda da patologia diminuindo a
parasitemia e/ou eliminando algumas cepas do parasito.

Deane et a (1984)° inocularam vérias cepas de T. cruzi em machos e fémeas da
espécie D. marsupialis e observaram grande quantidade do parasito nas glandulas anais de
todos os animais infectados. Alguns meses apds a inoculagdo das cepas, dois animais
morreram e os demais desenvolveram a mesma patologia, embora ndo tenham evoluido para
obito. Os pesguisadores concluiram gue as glandulas anais dos gambés funcionavam como
reservatério de onde o parasito poderia se disseminar para os tecidos e a circulagdo sanguinea
do hospedeiro, e que, posteriormente, ao se alimentar desse mamifero contaminado, o inseto
hematofago se infectaria; além disso, as glandulas anais podem funcionar como uma forma
bastante eficiente de protecdo contra a resposta imune do hospedeiro infectado, mostrando
grande relagéo entre o T. cruzi e seus diversos hospedeiros vertebrados.

Os demais estudos selecionados (Fernandes et a., 1991 *, Conti et a., 1995 %,
Correiaet a., 1996 %, Undaneta-Morales et a., 1996 *°, Ruiz-Pinha et al., 2002 *°) se referem
a pesquisa de infeccdo natural por T. cruzi em Didelphis sp em diferentes regides da América
Latina, bem como a redlizagdo de estudos experimentais acerca da contaminagdo desses
animais por determinadas cepas do parasito e observacdo da infecgéo. Os referidos estudos
consistiram em captura de marsupiais do género Didelphis sp em ambiente natural e andlise
diagnostica de infeccdo natural por T. cruzi, na maioria das vezes empregando exames de
sangue a fresco, cultura e xenodiagndstico. Os resultados mostraram média de infecgcdo
natural acima de 50%, sendo a prevaléncia de infecgdo natural pelo T. cruzi nesses marsupiais
considerada alta pel os autores. Ja os estudos de infeccdo experimental foram realizados com a
inoculacéo de variadas cepas de T. cruzi por meio de diferentes vias de contaminacdo: oral,
intraperitoneal e subcutanea.

Assim sendo, verificou-se que os gambas podem eliminar seletivamente algumas
cepas de T. cruzi, tendo sido observado alto grau de infeccéo por esta via. Isto mostra que as
glandulas anais podem funcionar como camara de difusdo para antigenos do parasito, ou sgja,
neste local, T. cruzi esta protegido dos mecanismos desenvolvidos pelo hospedeiro para
controlar sua populagéo %°.
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Essas caracteristicas fizeram com que 0s gambas fossem considerados pelos autores de
todos os artigos referidos como disseminadores em potencial do T. cruzi, mostrando grande
importancia no contexto epidemiolégico da doenca de Chagas, pois seus habitos atamente
sinantropicos constituem importante ligacdo entre o ambiente silvestre e o ambiente

domiciliar.

Conclusao

Constatou-se, por meio desta pesquisa, a caréncia de literatura a respeito da tematica
abordada, visto que, de acordo com a metodologia adotada, apenas um artigo cientifico
correspondeu aos objetivos preestabel ecidos. Entretanto, a andlise dos dados levantados pela
revisao sistematica da literatura mostrou-se rel evante, pois apontou a importancia da cana-de-
aclicar como meio viavel de sobrevida do T. cruzi, constituindo veiculo de transmissdo da
patologia, assim como indicou Didelphis sp como hospedeiros colaboradores na
epidemiologia de Chagas.

Os resultados encontrados sugerem a necessidade de producéo de novos estudos
referentes a esta temética, principalmente relacionando cana-de-agUcar, Didelphis sp e T.
cruzi. Considerando a associacdo dos resultados obtidos e a ocorréncia de surtos de
transmissdo oral ao longo dos anos, propomos o desenvolvimento de estudo experimental
referente a contaminagdo da cana-de-agUcar por T. cruzi por intermédio da inoculacdo direta
de cepas deste protozoério provenientes das glandulas perianais de D. albiventris.

Resumo

Os surtos da doenca de Chagas por ingestdo de alimentos contaminados, como caldo de
cana-de-agucar (Saccharum spp), adquiriram maior importancia recentemente, embora nao
se possa descartar a possibilidade de contaminacdo de reservatorios silvestres do
Trypanosoma cruzi, como os gambas (Didelphis sp). Conduziu-se revisdo sistematica da
literatura analisando-se artigos cientificos disponiveis na Biblioteca Cochrane, LILACS,
MEDLINE e SciELO acerca da contaminacédo da cana-de-actcar e/ou gambés por T. cruzi,
publicados no continente americano entre 1909 e outubro de 2008. Apds leitura e discussao
da literatura escolhida, selecionaram-se os artigos cientificos integrantes desta reviséo, que
corroboram a importancia dos gambas e da cana-de-acgucar na epidemiologia da doenca de

Chagas. Entretanto, apenas um estudo aborda diretamente o objeto desta pesquisa, enquanto
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os demais descrevem contaminacGes experimentais de Didelphis sp com diferentes cepas de
T. cruzi. Os resultados encontrados destacam a importancia da cana-de-aclcar e Didelphis
sp na transmissdo oral da doenca de Chagas, sugerindo a conducéo de estudos adicionais
sobre a temética.

Trypanosoma cruzi; Didelphis sp; Cana-de-acucar; Transmissdo oral; Doenca de Chagas
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ABSTRACT

Chagas disease outbreaks in Brazil due to ingestion of contaminated food and
contamination of sylvatic reservoirs with Trypanosoma cruzi have been calling the
attention in the last few years. This study aimed at: a) evaluating sugarcane
contamination by T. cruzi isolated from the perianal glands of opossums (Didelphis
sp) inoculated with Y and sylvatic P12 strains of the parasite by direct examination
and experimental inoculation of mice; b) elucidating in vitro penetration of T. cruzi
through the natural layers of sugarcane stalks; c) assessing in vivo penetration of T.
cruzi through sugarcane roots by examining histological sections of stalks using
optical microscope. We observed: mice infected by T. cruzi 6 h and 4 h after
administration of sugarcane juice inoculated with Y and sylvatic P12 strains,
respectively; mice infected by sugarcane juice when the tips of sugarcane internode
fragments were inoculated, but not when their surface was contaminated; lack of T.
cruzi in histological sections of sugarcane internodes; no sugarcane contamination
through the roots. Our results indicate that oral transmission of T. cruzi by ingestion
of sugarcane juice contaminated by secretion of opossum perianal glands is possible.
We suggest the use of other methods for assessing T. cruzi penetration in sugarcane

and its contamination through the roots.

Keywords: Trypanosoma cruzi, opossum, sugarcane.

1. Introduction
Outbreaks of orally transmitted Trypanosoma cruzi have been registered in
Brazil since 1968, when the ingestion of vegetables possibly contaminated by

secretion of opossum infected by this parasite was reported in Teotbnia, in the state
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of Rio Grande do Sul (Silva et al., 1968). Also, ingestion of sugarcane (Saccharum
spp) juice contaminated by T. cruzi was detected in 1991 in Catolé do Rocha, in the
state of Paraiba (Yasuda, 1987) and in 2005 in Navegantes, in the state of Santa
Catarina (Brasil, 2005), where the contaminated juice was produced on a stand
located on BR 101 highway and sylvatic reservoirs (Didelphis sp) and vectors
(Trypanosoma tibiamaculata) infected by T. cruzi were captured (Brasil, 2005).

Between January 2005 and August 2007, the Brazilian Secretary of Health
Surveillance received the notification of 22 outbreaks of the acute form of Chagas
disease in several states. Most of them proved to be associated with the ingestion of
raw food, such as sugarcane juice in Santa Catarina and Bahia, bacaba
(Oenocarpus bacaba Mart.) in Maranhdo and Para, soup in the municipality of
Redencao in the state of Ceara, and acai (Euterpe oleracea Mart.) in Para and
Amazonas (Brasil, 2005; Gontijo and Santos, 2008). However, in none of these
outbreaks the route of contamination was clearly determined, although triatomines
and sylvatic reservoirs infected by T. cruzi have been found in the regions and their
feces and/or urine could have been the source of raw food contamination (Brasil,
2005).

Considering opossums the main sylvatic reservoir hosts of T. cruzi (Jansen et
al., 1994; Schweigmann et al., 1995) and the occurrence of several orally transmitted
outbreaks of Chagas disease in the last few years in Brazil, especially involving these
mammals and/or sugarcane, we experimentally evaluated the possibility of T. cruzi
transmission through sugarcane juice contaminated by this parasite isolated from the

perianal glands of Didelphis albiventris.
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2. Materials and methods

2.1. Area of study

This study was carried out from 2007 to 2009 in Goiania, state of Goias,
Midwestern Region of Brazil. The laboratory exams, manipulation of T. cruzi strains,
and culture were performed at Nucleo de Pesquisa em Parasitas Emergentes e Re-
emergentes of the Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (Universidade
Federal de Goias — UFG); sugarcane plants were collected and prepared for the tests
at the Agronomy School (UFG); opossums were inoculated and kept at the public
Zoo of Goiania; experiments with sugarcane and inoculation of mice were conducted
in the Laboratério de Genética Molecular e Citogenética of Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (UFG); histological sections of sugarcane internodes were analyzed in the

Laboratério de Anatomia Vegetal of the Instituto de Ciéncias Biologicas (UFG).

2.2. Didelphis sp obtention and analysis of natural infection by T. cruzi

The protocol of the procedures was approved by the Human and Animal
Research Ethics Committee of the UFG. To verify the hypothesis of natural infection
by T. cruzi, samples of blood and secretion from opossum perianal glands were
collected from eight animals, identified as Didelphis albiventris. All the animals,
previously captured by firefighters in different residential areas of Goiania and sent to
Centro de Tratamento de Animais Silvestres, Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis (CETAS/IBAMA), were donated by this institute

to the public Zoo of Goiania to participate in this experiment. The blood samples were
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collected through tail vein puncture after shaving the skin and disinfecting the site
with alcohol 70%. After this procedure, we collected the secretion from the animals
perianal glands, which are located below the anus.

The blood samples were evaluated by microscopic observation of the capillary
tube after centrifugation (microhaematocrit) (Woo, 1969; Ramirez et al., 2002),
culture in liver infusion tryptose medium supplemented with 20% fetal bovine serum,
processed according to Chiari et al. (1989), and PCR using the technique described

by Britto et al. (1993) and Santos et al. (1993).

2.3. Experimental infection of D. albiventris by T. cruzi

The animals did not present natural infection by T. cruzi and were therefore
experimentally infected with Y and sylvatic P12 strains of the parasite, the former
obtained at the laboratory of Chagas disease at the Hospital das Clinicas de Goiania,
and the latter isolated from perianal glands of naturally infected opossums captured
in the region of Perdizes, state of Minas Gerais (Ramirez et al., 2002), kindly donated
by Prof. Luiz Eduardo Ramirez of the Universidade Federal do Triangulo Mineiro.

We inoculated six opossums intraperitoneally with 5000 f/g of body weight,
three with Y strain and three with sylvatic P12 strain of T. cruzi, and two animals were
not treated to be used as negative control. Microhaematocrit and PCR were
performed in blood samples collected from these animals 72 h, 7, 15, and 30 days

after inoculation.
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2.4. Experimental in vitro contamination of sugarcane by T. cruzi

We prepared two suspensions with the same inoculum concentration (4 x 10*
f/mL) with the secretion collected from the perianal glands of two groups of
opossums, one experimentally infected with Y strain of T. cruzi and the other with
sylvatic P12 strain.

Plants of Saccharum spp variety RB 867515, collected at the Agronomy
School (UFG) in Goiania, had their internodes divided into 5-cm long fragments (n =
25), which were distributed in individual plastic containers. Using a pipette, we
treated them as follows: 12 fragments inoculated with 1 mL each of the inoculum
suspension containing Y strain of T. cruzi, 6 on the tip and 6 on the surface; 12
fragments inoculated with 1 mL each of the inoculum suspension containing sylvatic
P12 strain, 6 on the tip and 6 on the surface; and one non-inoculated fragment used
as negative control. Attimes 0, 1, 4, 6, 12, and 24 h after inoculation, sugarcane juice
was extracted from each fragment using a manual grinder and its contamination was

assessed by direct examination and experimental inoculation of mice.

2.5. Experimental infection of mice by T. cruzi

We treated 135 isogenic male BALB/c mice, distributed in groups of 5 animals
each, as follows: 24 groups intraperitoneally inoculated with 500 pL of contaminated
sugarcane juice (z1000 parasites) according to the strain of T. cruzi (Y and sylvatic
P12), place of inoculation (6 on the tip and 6 on the surface), and time after
sugarcane inoculation (0, 1, 4, 6, 12, and 24 h); two groups intraperitoneally

inoculated with 500 uL of sugarcane juice, one contaminated with Y strain and the
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other with sylvatic P12 strain of T. cruzi, used as positive controls; and one group
intraperitoneally inoculated with 500 pL of non-contaminated sugarcane juice, used
as negative control. The animals were evaluated by direct examination of blood
samples collected from the tail tip 5, 10, 15, and 30 days after inoculation.
Simultaneously, four sugarcane fragments were contaminated with Y and
sylvatic P12 strains of T. cruzi, two on the tip and two on the surface, and prepared

for histological examination 24 h after inoculation.

2.6. Experimental in vivo contamination of sugarcane by T. cruzi

A sugarcane plant was cultivated in a plastic container (80 cm diameter and
25 cm depth), kept in greenhouse, protected against external contamination for
approximately one year, up to the aerial part emergence. After this period, the plant
was transferred to the Laboratério de Anatomia Vegetal (UFG) and 200 mL of
inoculum suspension containing Y strain of T. cruzi (3 x 10° f/mL) were applied on its
superficial roots near the stalk. Root, sheath, and stalk samples were collected 24 h

after inoculation for histological examination.

2.7. Histological analysis of sugarcane

Hand-cut transverse and longitudinal histological sections were performed in
sugarcane internode fragments, starting in the region of inoculation (tip or surface),
and in sugarcane sheath, root, and stalk by removing fragments from the first to the

third internode 24 h after in vitro and in vivo inoculation with T. cruzi, respectively,
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processed according to Johansen (1940), and embedded between glass slides and

cover slips as recommended by Paiva et al. (2006).

3. Results

3.1 Parasitological diagnosis of Didelphis albiventris

The eight blood and secretion samples collected from the opossums before
inoculation were negative and the blood and secretion samples collected from the six
opossums experimentally infected were positive for T. cruzi using three techniques

(microhaematocrit, culture, and PCR).

3.2 Analysis of sugarcane contamination by T. cruzi

The juice obtained from sugarcane inoculated on the tip with Y strain of T.
cruzi produced infection in mice up to 6 h after plant contamination, showing 100%
positivity up to 4 h and 80% up to 6 h (Table 1).

The juice extracted from sugarcane inoculated on the tip with sylvatic P12
strain of T. cruzi caused infection in mice up to 4 h after plant contamination,
presenting 100% positivity at time zero, 60% up to 1 h, and 40% up to 4 h (Table 1).

The juice obtained from sugarcane inoculated on the surface by Y and sylvatic
P12 strains of T. cruzi did not produce infection in mice.

Y strain of T. cruzi presented higher infection rates than sylvatic P12 strain.
Although both strains produced 100% infection in mice at time zero, Y strain
continued presenting 100% infection in mice up to 4 h after plant inoculation and 80%
up to 6 h, and sylvatic P12 strain showed 60% infection up to 1 h and 40% up to 4 h,

not producing infection after this time (Fig. 1).
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Table 1

Mice infected with juice obtained from sugarcane directly inoculated on the tip with Y

and sylvatic P12 strains of Trypanosoma cruzi.

Time after

Y strain

Sylvatic P12 strain

sugarcane Direct

inoculation exam

(h)

Intraperitonial

inoculation in mice

Mice (no.) Posit. (%)

Direct Intraperitonial

exam inoculation in mice

Mice (no.) Posit. (%)

0 Positive
1 Positive
4 Positive
6 Positive
12 Negative
24 Negative

5 100
5 100
5 100
5 80
5 0
5 0

Positive 5 100
Positive 5 60
Positive 5 40
Negative 5 0
Negative 5 0
Negative 5 0

1

oY strain

mP12 strain

4 6 12

Time after inoculation {h)

24

Fig. 1. Frequency of infection in mice contaminated with juice obtained from

sugarcane directly inoculated on the tip with Y and sylvatic P12 strains of

Trypanosoma cruzi.
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3.3 Microscopic analysis of histological sections

The microscopic analyses of hand-cut transverse and longitudinal sections of
sugarcane internode fragments, sheath, root, and stalk 24 h after in vitro and in vivo

inoculation with T. cruzi did not show the presence of this parasite in any samples

(Fig. 2).

Fig. 2. Hand-cut sections of sugarcane: A) Stalk — transverse section; B) Stalk — longitudinal

section; C) Sheath — transverse section; D) Root — transverse section.

4. Discussion

The present results, showing 100% experimental infection by T. cruzi and high
degree of opossum adaptation to this parasite, since all the experimentally infected
animals survived, reinforce the importance of these marsupials as sylvatic reservoirs

that can spread Chagas disease. Opossums are synanthropic animals, which are
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frequently in contact with residential areas, and connect the sylvatic cycle of this
disease to the parasite peridomicile areas.

To the best of our knowledge, this is a pioneer relevant study, since it is the
first time mice infection has been reported after intraperitonial administration of
sugarcane juice directly inoculated on the tip with T. cruzi suspension prepared with
secretion collected from the perianal glands of infected opossums.

The intraperitonial contamination of mice employed in the present study does
not compromise the importance of the results herein obtained when compared to the
oral transmission of T. cruzi. Not only did this research prove that this parasite
penetrates the stomach mucosa, but it also revealed high similarity between the oral
and intraperitoneal infection, as already suggested by Comandaroba et al. (2002).
Nonetheless, further experiments should be carried out to test different infection
pathways.

As the juice obtained from sugarcane inoculated on the surface with both
strains of T. cruzi did not produce infection in mice, we can conclude that the plant
husk provided physical protection against this parasite penetration.

Although the tests performed during our study in order to elucidate in vitro
penetration of T. cruzi through the natural layers of sugarcane stalks as well as in
vivo penetration of this parasite through sugarcane roots did not present conclusive
data, these hypotheses cannot be discarded without further investigations employing
other methods.

Our results show that the oral transmission of T. cruzi by ingestion of
sugarcane juice contaminated by secretion of opossum perianal glands is likely to
happen and might be a public health threat. Due to this finding, we recommend that

sugarcane used to produce juice must be carefully stored, mainly aiming at protecting
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its tips against possible contacts with opossum secretions, especially in regions

where Chagas disease is endemic.

Acknowledgements

We are grateful to all the teams from: Laboratério de Parasitas Emergentes e
Re-emergentes of the Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP),
Universidade Federal de Goias (UFG); Laboratorio de Genética Molecular e
Citogenética, Instituto de Ciéncias Bioldgicas | (UFG); Laboratorio de Anatomia
Vegetal ICB | (UFG); Escola de Agronomia (UFG); Laboratério de Chagas from
Hospital das Clinicas de Goiania (UFG); and Laboratdrio de Parasitologia of the

Universidade Federal do Triangulo Mineiro.

References

Brasil, 2005. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Nota Técnica,
4/4/05. Doenca de Chagas Aguda relacionada a ingestado de caldo de cana em
Santa  Catarina. Brasilia, DF. December 2006. Available from
http://portal.saude.gov.br/portal/saude/Gestor/visualizar_texto.cfm?idtxt=21270.

Britto, C., Cardoso, M.A., Wincker, P., Morel, C.M., 1993. A simple protocol for the
physical cleavage of Trypanosoma cruzi kinetoplast DNA present in blood
samples and its use in polymerase chain reaction (PCR)-based diagnosis of

chronic Chagas disease. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 88, 171-172.

Publicagées 59



Chiari, E., Dias, J.C.P., Lana, M., Chiari, C.A., 1989. Hemocultures for the
parasitological diagnosis of human chronic Chagas disease. Rev. Soc. Bras.
Med. Trop. 22, 19-23.

Comandaroba, E.L.P., Pinheiro Lima, C.M., Andrade, S.G., 2002. Oral transmission
of Chagas disease: importance of Trypanosoma cruzi biodeme in the intragastric
experimental infection. Rev. Inst. Méd. Trop. S&o Paulo 44, 97-103.

Gontijo, E.D., Santos. S.E., 2008. Mecanismos principais e atipicos de transmissao
da doenca de Chagas. Ministério da Saude, Fiocruz. October 2008. Available
from http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=173.

Jansen, A.M., Madeira, F.B., Deane, M.P., 1994. Trypanosoma cruzi infection in the
opossum Didelphis marsupialis: absence of neonatal transmission and protection
by maternal antibodies in experimental infections. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 89,
41-45.

Johansen, D.A., 1940. Plant microtechnique. McGraw-Hill, New York.

Paiva, J.G.A., Fank-De-Carvalho, S.M.,Magalhées, M.P.,Graciano-Ribeiro, D., 2006.
Verniz vitral incolor 500®: uma alternativa de meio de montagem
economicamente viavel. Acta Bot. Bras. 20, 257-264.

Ramirez, L.E., Lages-Silva, E., Alvarenga-Franco, F., Matos, A., Vargas, N.,
Fernandes, O., Zingales, B., 2002. High prevalence of Trypanosoma rangeli and
Trypanosoma cruzi in opossums and triatomids in a formely-endemic area of
Chagas disease in Southeast Brazil. Acta Trop. 84, 189-198.

Santos, F.R., Pena, S.D.J., Epplen, J.T., 1993. Genetic and population study of a Y-
linked tetranucleotide repeat DNA polymorphism with a simple non-isotopic

technique. Hum. Genet. 90, 655—-656.

Publicagées 60



Schweigmann, N.J., Peitrokovsky, S., Bottazzi, V., Conti, O., Wisnivesky-Colli, C.,
1995. Interaction between Didelphis albiventris and Triatoma infestans in relation
to Trypanosoma cruzi transmission. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 90, 679-682.

Silva, N.N., Clausell, D.T., Nubilos, H., Mello, A.L., Ossanai, J., Rapone, T., Snell, T.,
1968. Surto epidémico de doenca de Chagas com provavel contaminacdo oral.
Rev. Inst. Méd. Trop. Sao Paulo 10, 265-276.

Woo, P.T.K., 1969. The haematocrit centrifuge technique for the detection of
trypanosomes in blood. Can. J. Zool. 47, 921-923.

Yasuda, M.A.S., 1987. Surto epidémico de doenca de Chagas aguda em Catolé do

Rocha, Paraiba. Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 20, M14-M16.

Publicagées 61



5 CONSIDERACOES FINAIS

5.1 Conclusdes

a) Constatou-se, por meio de revisdo sistematica da literatura, a caréncia de
estudos acerca da tematica abordada, visto que, de acordo com a metodologia
adotada, apenas um artigo cientifico correspondeu aos objetivos preestabelecidos;

b) Por meio do estudo experimental, constatou-se transmisséo de T. cruzi por
cana-de-acucar contaminada através da administracdo intraperitonial em
camundongos, 0s quais mostraram positividade até 6 h apds a inoculagdo com a
cepa Y e até 4 h apos a inoculacdo com a cepa P12 silvestre deste protozoéario;

c) Por meio do estudo experimental, constatou-se também que houve
transmissao de T. cruzi quando a cana-de-acucar foi inoculada na extremidade com

solucdo deste parasito e auséncia de transmissdo quando inoculada na superficie;

d) N&o foi possivel observar, por intermédio do método empregado, o
potencial de penetracdo de T. cruzi nos tecidos da cana-de-agUcar in vivo ou a

contaminacdo pela via radicular;

e) Os resultados obtidos permitem concluir que a transmissao de T. cruzi por
cana-de-acgucar contaminada por secrecdes das glandulas perianais de gambas é

possivel.

5.2 Sugestdes e recomendacodes

Embora constatada a caréncia de literatura a respeito da tematica abordada,
a analise dos artigos componentes da revisdo sistematica foi relevante por ter
mostrado a importancia da cana-de-acuicar como meio viavel a sobrevida de T. cruzi,
que constitui um veiculo de transmissdo da doenca, assim como dos Didelphis sp,
0S quais sdo hospedeiros que colaboram para a disseminacdo da doenca de
Chagas.
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Assim, os resultados aqui mostrados sugerem a necessidade de producéo de
novos estudos acerca desta tematica, principalmente relacionando os termos cana-

de-acucar, Didelphis sp e T. cruzi.

O fato de os gambdas (D. albiventris) utilizados no presente estudo ndo terem
sido infectados naturalmente por T. cruzi contrasta com os altos indices de infeccéo
relatados por outros autores, variando entre 18,7% a 91,6% em diferentes regifes
da América do Sul e Central (BARRETO, 1979; FERNANDES et al., 1989;
SCHWEIGMANN et al.,1995; URDANETA-MORALES; NIRONI, 1996). Essas
variacbes nas prevaléncias encontradas podem ser decorrentes da sazonalidade e

época em que foram realizadas as pesquisas.

Em estudo acompanhando a contaminagao de D. albiventris por T. cruzi ao
longo do ano, Schweigmann et al. (1999) verificaram que as taxas de infec¢do no fim
da seca foram maiores que as da estacdo chuvosa, evidenciando maior intensidade
de transmissdo do parasito em periodos quentes da estacdo seca. Resultados
semelhantes foram obtidos com D. virginiana no México (RUIZ-PINA; CRUZ-REYES,
2002), mostrando a existéncia de sazonalidade na transmissdo de T. cruzi e
contaminacdo dos reservatérios, 0 que pode estar relacionado com picos de
transmissao por haver maior reproducéo e dispersdo dos vetores em certas épocas

do ano.

Neste trabalho, a auséncia de infec¢cdo natural nos gambas estudados pode
ser atribuida ao fato de a regido de Goiania, em que foram capturados estes
animais, ser considerada regido ndo-endémica para T. cruzi, ao pequeno numero de
individuos analisados e a época de captura dos animais, que foram obtidos na
estacdo chuvosa (novembro a dezembro). Dessa forma, é recomendavel que sejam
conduzidos estudos com maior nimero de individuos, no fim da estacdo chuvosa e
inicio da estacdo seca, para confirmar os padrdes de sazonalidades obtidos nos

estudos citados.

Por outro lado, o resultado de infeccdo experimental de 100% somado a alta
adaptacdo dos gambas ao parasita, com sobrevivéncia de todos os animais
infectados, reforcam a importancia destes marsupiais na manutencdo de focos
silvestres e na disseminacao de T. cruzi, sobretudo quando se considera que estes
sdo animais sinantrépicos, 0os quais realizam incursdes frequentes no ambiente

domeéstico e atuam como elo entre o ciclo silvestre e o peridomicilio do parasito.
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Portanto, mesmo nas areas ndo-endémicas para a doenca de Chagas, com
baixa infestacdo de triatomineos domésticos, recomenda-se que sejam tomadas
certas precaucdes ao capturar e manipular esses mamiferos (entre eles D.
albiventris), seus refugios e ninhos, de modo a evitar a contaminagéo acidental, no
campo ou no laboratério. Também faz-se necessario adotar medidas de higiene para
a manipulacéo de alimentos que porventura possam ser contaminados por secrecao,
fezes ou urina desses marsupiais, o que pode levar a transmissao de T. cruzi por via

oral.

Vérias pesquisas experimentais abordando a transmissdo oral do T. cruzi
foram realizadas com gambds e outros animais utilizando alimentos, tais como caldo
de cana. Todos os estudos envolvendo gambas mostraram a grande importancia
desses marsupiais na epidemiologia da doenca. Do mesmo modo, todos os estudos
com caldo da cana mostraram que este constitui um meio extremamente propicio a
sobrevivéncia do protozoario. Porém, nenhum estudo havia sido realizado
correlacionando esses dois elementos: cana-de-acucar e T. cruzi provenientes das

glandulas perianais de Didelphis sp.

Assim, o0s resultados do presente trabalho, mostrando infeccdo de
camundongos até 6 h (cepa Y) e 4 h (cepa P12 silvestre) por caldo de cana-de-
acucar contaminada por inoculacdo direta em sua extremidade com solugéo de T.
cruzi proveniente de secre¢do recém-colhida das glandulas perianais de gambas
infectados, sdo relevantes, visto que este estudo € pioneiro e seus dados séo

inéditos, sendo esta a primeira vez em que sao registrados na literatura.

A auséncia de infecgéo pelo caldo de cana-de-agucar inoculada na superficie
com as cepas Y e P12 silvestre de T. cruzi mostra que a casca pode servir de

protecao, constituindo barreira fisica contra a penetracéo do parasito.

Os experimentos realizados na tentativa de elucidar o potencial de penetracéo
de T. cruzi pelos tecidos do colmo da cana-de-acucar (feixe fibroso do cortex, feixe
fibrovascular e medula), bem como sua absorcao por via radicular, nao tiveram éxito
com o método empregado. Possivelmente, a técnica utilizada para analise
histol6gica néo tenha sido apropriada. Sugere-se o emprego de outros métodos para
avaliar a penetracdo de T. cruzi em cana-de-acucar e verificar a possibilidade de

contaminagdao por via radicular.
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A principio, pretendia-se realizar inclusfes dos fragmentos de cana-de-acucar
em parafina nos diferentes intervalos de tempo apds contaminacao por T. cruzi (0, 1,
4, 6, 12 e 24 h) e, em seguida, obter cortes micrométricos utilizando um micrétomo.
No entanto, considerando-se dificuldades imprevistas no decorrer da pesquisa, e
levando-se em conta principalmente o fator tempo, tornou-se inviavel o uso da
referida técnica, uma vez que esta demanda maior disponibilidade de tempo,
equipamento especifico e pessoal qualificado. Assim, a técnica empregada neste
estudo foi utilizada como a alternativa considerada mais vidavel no momento.
Portanto, sugere-se 0 emprego de outras técnicas, como mencionado anteriormente,
assim como a utilizacdo de coloracéo especifica para T. cruzi, tal como Giemsa, de

modo a aumentar as possibilidades de sucesso da analise proposta.

Os resultados aqui apresentados mostram que a transmisséao de T. cruzi por
contaminagcdo do colmo da cana-de-acucar com secrec¢des das glandulas perianais
de gambds é possivel. Desse modo, recomenda-se mais cautela no armazenamento
da cana-de-acucar para preparo do caldo, em especial protegendo suas
extremidades (cortes transversais) contra possivel contato com secrecdo de
gambas, pois o armazenamento inadequado, principalmente nas areas endémicas

da doenca de Chagas, pode representar um risco a saude publica.

Assim sendo, se fez valida a conducdo do presente estudo, pois representa
uma importante contribuicdo para o conhecimento acerca dos mecanismos de
transmissao da doenca e até mesmo para 0s 6rgdos do governo quanto a possiveis
decisbes para a adocdo de novas medidas de prevencao e controle da doenca de
Chagas. Diante dessas evidéncias, ha necessidade de reavaliar a estratégia de
vigilancia que vem sendo aplicada nos ultimos anos e de visitar as areas em que ha

historico de invasao de triatomineos e reservatorios silvestres.

Entretanto, no momento, ndo sao esperadas melhorias na vigilancia
entomologica, com maior frequéncia de visitas domiciliares, estudos de ambientes
domésticos e silvestres e associacdes entre 0os 6rgdos do governo e pesquisadores
da area, pois os recursos financeiros para o controle da doenca de Chagas ficam
cada vez mais escassos, havendo também caréncia de pessoal qualificado e de

materiais de trabalho, o que prejudica quaisquer acbes de vigilancia.
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Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias, apds analise das adequagdes solicitadas
aprovou sem restricdes o projeto de Pesquisa acima referido, juntamente com os
documentos apresentados e estes foram considerados em acordo com os principios éticos

vigentes.

=2 Informamos que _ndo hd necessidade de aguardar o parecer da CONEP- Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa para iniciar a pesquisa.

=> O pesquisador responsavel devera encaminhar ao CEPMHA/HC/UFG, relatorios
trimestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusdo(des) e publicagdo(des).

=> O CEPMHA/HC/UFG pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatoria de estudo em
desenvolvimento para avaliagdo e verificagio do cumprimento das normas da Resolugdo
196/96 (Manual Operacional Para Comités de Etica em Pesquisa — Item 13)

Farm.%Mairio Coel; Moraes

Coordenador do CEPMHA/HC/UFG

1° AVENIDA, S/N’, SETOR LESTE UNIVERSI Tf-i!y() - CEP: 74 605-050 - FONE: 3269 8338 - FAX: 3269 8426
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ANEXOS

Anexo 1 — Normas de publicacédo do periodico Cadernos de Saude Publica

INSTRUCTIONS TO AUTHORS
»] CADERNOS DE SAUDE PUBLICA

REPORTS IN PUBLIC HEALTH Escope and policy
ISSN 0102-311X printed Format and preparation of manuscripts
version Sending manuscript for submission
ISSN 1678-4464 online
version

Escope and policy

Cadernos de Saude Publica/Reports in Public Health (CSP) publishes original
articles of superior scientific merit that contribute to the study of public health in
general and related disciplines.

Format and preparation of manuscripts

We recommend that authors read the following instructions carefully before
submitting  their  manuscripts to  Cadernos de  Saude Pablica.

1. CSP accepts articles for the following sections:

1.1 Literature reviews — critical reviews of the literature on themes pertaining to public

health (maximum 8,000 words and 5 figures);

1.2 Articles — results of empirical, experimental, or conceptual research (maximum

6,000 words and 5 figures);

1.3 Notes — advance notes reporting on partial or preliminary research results (maximum

1,700 words and 3 figures);

1.4 Book reviews — critical reviews of books related to the thematic scope of CSP,
published in the previous two years (maximum 1,200 words);

Anexos 75



1.5 Letters — critiques of articles published in previous issues of CSP (maximum
1,200 words and 1 figure);

1.6 Debate — theoretical articles accompanied by critical letters signed by authors
from other institutions and invited by the Editor, followed by a reply from the author of

the main article (maximum 6,000 words and 5 figures);

1.7 Forum — section that publishes sets of 2 to 3 interrelated articles by different
authors, on a theme of current interest (maximum 12,000 words for the combined
articles). Authors interested in submitting work to this section should consult the CSP
Editorial Board.

2. Presentation of manuscripts

2.1CSP only considers publishing original, previously unpublished manuscripts that
are not being reviewed simultaneously for publication by any other journal. Authors
must state these conditions in the submission process. In case previous publication
or simultaneous submission to another journal is identified, the article will be rejected.
Duplicate submission of a scientific manuscript constitutes a serious breach of ethics
by the author(s).

2.2 Submissions are accepted in Portuguese, Spanish, or English.
2.3 Footnotes and attachments will not be accepted.

2.4 The word count includes the body of the text and references as specified in item
12.13.

3. Publication of clinical trials

3.1 Manuscripts presenting partial or complete results of clinical trials must include
the number and name of the agency or organization where the clinical trial is

registered.

3.2 This requirement complies with recommendations by BIREME/PAHO/WHO on
the Registration of Clinical Trials to be published based on the guidelines of the
World Health Organization (WHO), the International Committee of Medical Journal
Editors, and the ICTPR Workshop.

3.3 Agencies and organizations that register clinical trials according to ICMJE criteria

include:

a) Australian New Zealand Clinical Trials Reqistry (ANZCTR)
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b) ClinicalTrials.gov

c) International Standard Randomised Controlled Trial Number (ISRCTN)

d) Nederlands Trial Reqister (NTR)

e) UMIN Clinical Trials Reqistry (UMIN-CTR)

f) WHO International Clinical Trials Registry Platform (ICTRP)

4. Funding sources

4.1 Authors must disclose all sources of institutional or private funding or support for
conducting the study.

4.2 Suppliers of free or discount materials or equipment should be disclosed as

funding sources, including the origin (city, state, and country).

4.3 If the study has been performed without institutional and/or private funding, the
authors should state that the research did not receive any funding.

5. Conflicts of interests

5.1 Authors must disclose any potential conflicts of interest, including political and/or
financial interests associated with patents or property and manufacturer's supply of

materials and/or inputs and equipment used in the study.
6. Authors

6.1 The various authors’ individual contributions to the elaboration of the article
should be specified.

6.2 We emphasize that the authorship criteria should be based on the uniform
requirements of the International Committee of Medical Journal Editors, which

establish the following: recognition of authorship should be based on substantial
contributions to the following: 1. conception and design, acquisition of data, or
analysis and interpretation of data; 2. drafting the article or revising it critically for
important intellectual content; 3. final approval of the version to be published. Authors

should meet all three conditions.
7. Acknowledgements

7.1 otential acknowledgements include institutions that in some way allowed or
facilitated the research and/or persons that collaborated with the study but fail to
meet the authorship criteria.
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8. References

8.1 References should be numbered consecutively in the order in which they first
appear in the text. They should be identified by superscript Arabic numerals (e.qg.:
Silva '). References cited only in tables and figures should be numbered starting after
the last reference cited in the text. Cited references should be listed at the end of
article, in numerical order, following the Uniform Requirements for Manuscripts

Submitted to Biomedical Journals (http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine/).

8.2 All references should be presented in correct and complete form. The veracity of
the information contained in the list of references is the responsibility of the author(s).

8.3 In case any reference management software like EndNote is used, the author(s)

should convert the references to text.
9. Nomenclature

9.1 The manuscript should comply with the rules of zoological and botanical
nomenclature, as well as with the abbreviations and conventions adopted in the

specialized fields.
10. Ethics in research involving human subjects

10.1 The publication of articles with results of research involving human subjects is
conditioned on compliance with the ethical principles contained in the Helsinki
Declaration (1964, revised in 1975, 1983, 1989, 1996, and 2000), of the World
Medical Association.

10.2 In addition, the research must comply with the specific legislation (when

existing) of the country in which the research was performed.

10.3Articles that present the results of research involving human subjects must
contain a clear statement of this compliance (this statement should be the last

paragraph of the manuscript's Methodology section).

10.4 After the manuscript is accepted for publication, all the authors must sign a
specific form, to be provided by the Editorial Secretariat of CSP, stating their full

compliance with the ethical principles and specific legislations.

10.5 The Editorial Board of CSP reserves the right to request additional information

on the ethical principles adopted in the research.
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Sending manuscript for submission
11. On-line submission process

11.1 Articles should be submitted electronically through the System for Article Review
and Management (SAGAS), available at: http://www.ensp.fiocruz.br/csp/.
No other forms of submission will be accepted. The following are complete
instructions for submission. In case of doubt, kindly contact the SAGAS support

system at the following e-mail: csp-artigos@ensp.fiocruz.br.

11.2 The author should begin by entering SAGAS at http://www.ensp.fiocruz.br/csp/.
Next, key in the user name and password to go to the restricted article management
area. New users of SAGAS should register through the "Register" link on the
homepage. In case you have forgotten your password, request that it be sent

automatically as follows: "Forget your password? Click here."

11.3 For new users of SAGAS. After clicking on "Register"”, you will be directed to the
SAGAS registry. Key in your name, address, e-mail, telephone, and institution.

12. Sending the article

12.1 On-line submission is done in the restricted article management area
http://www.ensp.fiocruz.br/csp/. The author should access "Author Central® and

select the link "Submit a new article".

12.2 The first stage in the submission process consists of checking the CSP
Instructions to Authors.

The manuscript will only be considered by the CSP Editorial Secretariat if it meets all

the uniform requirements for publication.

12.3 During the second stage, all data referring to the article will be keyed in: title,
running title, field, key words, disclosure of funding and conflicts of interest, abstract
in the original language and English, and acknowledgements when necessary. If they
wish, authors may suggest potential consultants (name, e-mail, and institution) whom

they consider capable of reviewing the manuscript.

12.4 The complete title (in the original language and English) should be concise and

informative, with a maximum of 150 characters with spaces.

12.5 The running title (in the original language) may contain a maximum of 70
characters with spaces.
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12.6 The key words (minimum of 3, maximum of 5, in the article’s original language)
should appear in the Biblioteca Virtual em Saude/Virtual Health Library (BVS),
available at: http://decs.bvs.br/.

12.7 Abstract. With the exception of contributions submitted to the Book Review or
Letters sections, all articles submitted in Portuguese or Spanish should include an
abstract in the original language and in English. Articles submitted in English should
include an abstract in Portuguese or Spanish, in addition to the abstract in English.
The abstract should have a maximum of 1,100 characters with spaces.

12.8 Acknowledgements. The acknowledgements of institutions and/or individuals

may contain a maximum of 500 characters with spaces.

12.9 The third stage includes the full name(s) of the article's author(s) and respective
institutions(s), with the complete address, telephone, and e-mail, as well as a
specification of each author's contribution. The author that registers the article will
automatically be included as an author. The order of the authors' names should be

the same as in the publication.
12.10 The fourth stage is the file transfer with the body of the text and references.

12.11 The file containing the manuscript text should be formatted in DOC (Microsoft
Word), RTF (Rich Text Format), or ODT (Open Document Text), and may not exceed
1 MB.

12.12 The text should be formatted with 1.5 cm spacing, font Times New Roman,

size 12.

12.13 The text file should contain only the body of the article and the bibliographic
references. The following items should be inserted in separate fields during the
submission process: abstract in the original language and English; name(s) of the
author(s), plus institutional affiliation or any other information that identifies the
author(s); acknowledgments and contributions; illustrations (photographs, flowcharts,

maps, graphs, and tables).

12.14 The fifth stage includes transferring the files with the article's illustrations
(photographs, flowcharts, maps, graphs, and tables), when necessary. Each
illustration should be sent in a separate file, clicking on "Transfer".
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12.15 lllustrations. lllustrations should be kept to a minimum, allowing a maximum of

five (photographs, flowcharts, maps, graphs, and tables).

12.16 Authors will cover the costs of illustrations beyond the maximum number of
five, as well as any extra costs for publishing color figures.

12.17 Authors should obtain written authorization from any respective copyright

holders to reproduce previously published illustrations.

12.18 Tables. Tables may be 17cm wide, considering a size 9 font. They should be
submitted in text file: DOC (Microsoft Word), RTF (Rich Text Format), or ODT (Open
Document Text). Tables should be numbered (Arabic numerals) according to the

order in which they appear in the text.

12.19 Figures. The following types of figures will be allowed by CSP: Maps, Graphs,

Satellite Images, Photographs, Flow Diagrams, and Flowcharts.

12.20 Maps should be submitted in vector format , and the following types of files are
allowed: WMF (Windows MetaFile), EPS (Encapsuled PostScript), or SVG (Scalable
Vectorial Graphics). Note: maps originally generated in raster or image format and

later exported to vector format will not be accepted.

12.21 Graphs should be submitted in vector format and will be allowed in the
following types of files: XLS (Microsoft Excel), ODS (Open Document Spreadsheet),
WMF (Windows MetaFile), EPS (Encapsuled PostScript), or SVG (Scalable Vectorial
Graphics).

12.22 Satellite images and photographs should be submitted in the following types of
files: TIFF (Tagged Image File Format) or BMP (Bitmap). Minimum resolution should
be 300dpi (dots per inch), with a minimum width of 17.5cm.

12.23 Flow diagrams and flowcharts should be submitted in text file or in vector
format and will be allowed in the following types of files: DOC (Microsoft Word), RTF
(Rich Text Format), ODT (Open Document Text), WMF (Windows MetaFile), EPS
(Encapsuled PostScript), or SVG (Scalable Vectorial Graphics).

12.24 Figures should be numbered (Arabic numerals) according to the order in which

they appear in the text.

12.25 Titles and legends of figures should be presented in a text file separate from

the figure files.

Anexos 81



12.26 Vector format. A vector drawing is generated based on geometric descriptions
of shapes and normally consists of curves, ellipses, polygons, text, and other

elements, i.e., using mathematical vectors for its description.

12.27 Completion of Submission. Upon completing the entire file transfer process,

click on "Complete Submission".

12.28 Confirmation of Submission. After completing the submission, the author will
receive an e-mail message confirming receipt of the article by CSP. In case you do
not receive the e-mail confirmation within 24 hours, contact the CSP Editorial
Secretariat by e-mail: csp-artigos@ensp.fiocruz.br.

13. Monitoring the article review process

13.1 Authors can monitor the article's editorial flow through the SAGAS system.
Decisions on the article will be communicated by e-mail and made available in the
SAGAS system.

13.2 Contacts with the CSP Editorial Secretariat should be via the SAGAS system.
14. Sending new versions of articles

14.1 New versions of the article may be submitted by using the restricted article
management area in the SAGAS system, accessing the article and clicking on the

"Submit New Version".
15. Electronic page proof

15.1 Following acceptance of the article, an electronic page proof will be sent to the
corresponding author by e-mail. Adobe Reader is needed to view the proof. This

software can be downloaded free of cost from:
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html.

15.2 The revised proof and properly signed declarations should be sent to the CSP
Editorial Secretariat by e-mail (cadernos@ensp.fiocruz.br) or fax +55(21)2598-2514
within 72 hours after receipt by the corresponding author.
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Anexo 2 — Normas de publicacédo do periddico Acta Tropica
Guide for authors

Acta Tropica publishes original research papers, short communications and review
articles. Original papers should normally not exceed 10 printed pages including
Tables and figures. Short communications should not exceed 4 printed pages
including tables and figures. Manuscripts must be accompanied by a letter signed by
all the authors. Submission of a paper to Acta Tropica is understood to imply that it
has not previously been published (except in an abstract form), and that it is not
being considered for publication elsewhere. The act of submitting a manuscript to
Acta Tropica carries with it the right to publish the paper. Responsibility for the
accuracy of the material in the manuscript, including bibliographic citations, lies
entirely with the authors.

Submission of articles

Submission to this journal proceeds totally online. Use the following guidelines to
prepare your article. Via the http://authors.elsevier.com/ page of this journal you will
be guided stepwise through the creation and uploading of the various files. The
system automatically converts source files to a single Adobe Acrobat PDF version of
the article, which is used in the peer review process. Please note that even though
manuscript source files are converted to PDF at submission for the review process,
these source files are needed for further processing after acceptance. All
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, takes place by e-mail and via the Author's homepage, removing the need for
a hard-copy paper trail. The above represents a very brief outline of this form of
submission. It can be advantageous to print this "Guide for Authors" section from the

site for reference in the subsequent stages of article preparation.
Journal Scope.

The content of papers submitted must fall within the Journal Scope as stated on the
website:

http://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws home/506043/description#d

escription
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Manuscripts based on parasite/microbe or vector inhibition experiments with crude
extracts or fractions, where the active ingredients are not defined, will normally not be

accepted.

Original papers should be organized as follows:
Abstract

Keywords

Introduction

Material (or Patients) and Methods

Results

Discussion

Acknowledgements, References.

(a) Manuscripts should be complete in all respects and be typewritten with double

spacing and wide margins. The metric system is to be used throughout.

(b) Manuscripts must be checked carefully before submission. No changes will be

allowed at the proof stage.

(c) The title page should be supplied as a separate sheet and include: title, the
names, affiliations and complete postal addresses of all authors. One corresponding
author is to be designated, with a telephone and/or telex (and FAX) number and

(where appropriate) an e-mail number.
(d) An abstract, of not more than 5% of the length of the article, should be provided.
(e) Key words (indexing terms), normally 3.6 items, should be provided.

References should be assembled alphabetically on a separate sheet. In the text they
should be referred to by name and year (Harvard System), the year being placed in
parentheses, e.g., (Jones, 1970). More than one paper from the same author in the
same year must be identified by the letters a, b, c, etc., placed after the year of
publication. In the text, when referring to a work by more than two authors, the name
of the first author should be given followed by et al. Literature references must
consist of names and initials of all authors, year, title of paper referred to, abbreviated

title of periodical, volume number and first and last page numbers of the paper.

Periodicals, books and multi-author books should be in accordance with the following

examples.
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Musaka, R.A., Nayambati, V.M., Nantulya, V.M., Majiwa, P.A.O., Moloo, S.K. and
Musoke, A.J.; 1988. The chromosome profiles of Trypanosomacongolese isolates
from Kilifi, Kenya and their relationship to serodeme identity. Mol. Biochem. Parasitol.
30, 105.112.

Garcia, L.S. and Bruckner, D.A.; 1988. Diagnostic Medical Parasitology. Histological
Identification of Parasites. Elsevier Sci. Publ. Co. Inc., New York, NY, pp. 326.334.

Scorza, J.V., Medina, R., Pérez, H. and Hérnandez, A.G.; 1985. Leishmaniasis in
Venezuela. In: K.-P. Chang and R.S. Bray (Eds.), Human Parasitic Diseases, Vol. 1,

Leishmaniasis, Elsevier, Amsterdam, pp. 283.296.

Journal titles should be abbreviated according to the List of Serial Title Word
Abbreviations (available from International Serials Data System, 20 rue Bachaumont,
75002 Paris, France. ISBN 2-904938-02-8). References concerning unpublished
data should not be cited in the reference list; work accepted for publication should be

referred to as in press. Incomplete references can result in publication delay.

Instructions for authors regarding GenBank/DNA sequence linking DNA sequences
and GenBank Accession numbers Many Elsevier journals cite "gene accession
numbers" in their running text and footnotes. Gene accession numbers refer to genes
or DNA sequences about which further information can be found in the databases at
the National Center for Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of
Medicine. Elsevier authors wishing to enable other scientists to use the accession
numbers cited in their papers via links to these sources, should type this information

in the following manner:

For each and every accession number cited in an article, authors should type the
accession number in bold, underlined text. Letters in the accession number should
always be capitalised. (See Example 1 below). This combination of letters and format
will enable Elsevier's typesetters to recognize the relevant texts as accession
numbers and add the required link to GenBank's sequences.

Example 1: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and
BF223228), a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession
no. BE675048), and a T-cell ymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in

a letter or number can result in a dead link.
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In the final version of the printed article, the accession number text will not appear

bold or underlined (see Example 2 below).

Example 2: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and
BF223228), a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession
no. BE675048), and a T-cell ymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

In the final version of the electronic copy, the accession number text will be linked to
the appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that

source from the article (see Example 3 below).

Example 3: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and
BF223228), a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession
no. BE675048), and a T-cell ymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

Tables should be typed on separate sheets with double spacing, numbered
consecutively, with Arabic numerals and not contain any vertical lines. A short
descriptive title should appear above each table, with any explanations or footnotes

(identified with a, b, c, etc.) below.

Figures must be suitable for high-quality reproduction. Line drawings should be in
India ink on drawing or tracing paper, or be very sharp, well-contrasting prints on
glossy paper suitable for immediate reproduction. Lettering should be complete, of
professional quality and of a size appropriate to that of the illustration or drawing,
taking into account the necessary reduction in size. Halftone illustrations must be
presented as black and white prints, showing as much contrast as possible, in three
complete sets. In the first two sets, labels and explanatory marks to be added should
be indicated with black or white transfer letters. Photographs must be arranged into
groups and mounted on white card in a camera-ready form (maximum size 12.5 x 20
cm). Figure numbers should not be placed on the photographs themselves, but at the
side of the corresponding figure. The third set should comprise the photographs only,
unmounted, with no additions at all and numbered on the back. Figure legends

should be typed double-spaced on a separate sheet.

Submit colour illustrations as original photographs, high-quality computer prints or

transparencies, close to the size expected in publication, or as 35 mm slides.

Polaroid colour prints are not suitable. If, together with your accepted article, you

submit usable colour figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
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these figures will appear in colour on the web (e.g., ScienceDirect and other sites)
regardless of whether or not these illustrations are reproduced in colour in the printed
version. For colour reproduction in print, you will receive information regarding the
costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please note: Because of
technical complications which can arise by converting colour figures to 'grey scale'
(for the printed version should you not opt for colour in print) please submit in addition

usable black and white prints corresponding to all the colour illustrations.

As only one figure caption may be used for both colour and black and white versions
of figures, please ensure that the figure captions are meaningful for both versions, if

applicable.

All figures should be clearly marked on the reverse side with the number, orientation
(if necessary) and author's name; use a soft pencil or felt-tipped pen for marking

photographs.
Page charges. There will be no page charges.

Proofs. One set of page proofs will be supplied for the author to check for typesetting
accuracy, to be returned to the Publisher within 3 days of receipt. No changes to the

original manuscript will be allowed at this stage.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via
e-mail or, alternatively, 25 free paper offprints. The PDF file is a 'watermarked'
version of the published article and includes a coversheet with the journal cover
image and a disclamier outlining terms and conditions of use. An order form will be

sent to the author enabling further offprints to be ordered at prices listed on the form.

Author enquiries: Authors can keep a track on the progress of their accepted article,
and set up e-mail alerts informing them of changes to their manuscript's status, by

using the "Track a Paper" feature at. http://authors.elsevier.com/

Full details for the electronic submission of artwork can be obtained from

http://authors.elsevier.com .

Authors in Japan please note: Upon request, Elsevier Japan will provide authors with
a list of people who can check and improve the English of their paper (before
submission). Please contact our Tokyo office: Elsevier Japan, 1-9-15 Higashi-Azabu,
Minato-ku, Tokyo 106; Tel. (03)-5561-5032; Fax: (03)-5561-5045.
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