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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, permanece como
um relevante problema de salde publica, especialmente nos paises da América
Latina. Apesar dos avangos no controle da enfermidade, a transmissao congénita
persiste como um desafio, particularmente em areas ndo endémicas, onde a
subnotificacdo e o diagndstico tardio sédo frequentes. Este estudo teve como objetivo
avaliar a soroprevaléncia da doenca de Chagas em gestantes e puérperas atendidas
no Hospital Universitario Materno-Infantil (HUMAI) em Ponta Grossa, Parana, bem
como investigar a presenca de T. cruzi em saguis exoticos (Callithrix spp.) capturados,
considerados potenciais reservatorios naturais. Amostras de sangue de 362 gestantes
e puérperas atendidas no HUMAI foram submetidas a triagem sorolégica por ELISA,
padronizado com extrato proteico de epimastigotas de T. cruzi. Treze amostras
apresentaram reatividade inicial, porém todas foram classificadas como néo reagentes
apos testes confirmatorios realizados pelo LACEN-PR. Paralelamente, foram
investigados 53 saguis por meio de esfregaco sanguineo e PCR. N&do foram
observadas formas tripomastigotas de Trypanosoma. Entretanto, foram identificadas
inclusdes eritrocitarias sugestivas de outros hemoparasitas, como Plasmodium sp.,
por exemplo. A PCR foi positiva para T. cruzi em 5 (9,3%) amostras de DNA extraido
de mauasculo esquelético dos saguis. Os resultados indicam auséncia de
soropositividade entre as gestantes e puérperas avaliadas e confirmam a presenca de
T. cruzi em 5 dos 53 saguis capturados. O monitoramento continuo se mostra
necessario, considerando a circulacdo de triatomineos no Parand, a presenca de
saguis infectados em areas urbanas e o risco de transmisséo vertical em gestantes
oriundas de regioes endémicas. O estudo reforca a importancia da vigilancia integrada
e da adocao de protocolos de triagem pré-natal, mesmo em areas ndo endémicas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; Gestantes; ELISA,
Soroprevaléncia; Reservatérios silvestres; Callithrix spp.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, remains a significant
public health issue, especially in Latin American countries. Despite advances in
disease control, congenital transmission persists as a challenge, particularly in non-
endemic areas where underreporting and late diagnosis are frequent. This study aimed
to evaluate the seroprevalence of Chagas disease in pregnant and postpartum women
attended at the Hospital Universitario Materno-Infantii (HUMAI) in Ponta Grossa,
Parand, Brazil, as well as to investigate the presence of T. cruzi in captured exotic
marmosets (Callithrix spp.), considered potential natural reservoirs. Blood samples
from 362 pregnant and postpartum women were submitted to serological screening by
ELISA, standardized with a protein extract of T. cruzi epimastigotes. Thirteen samples
showed initial reactivity, but all were classified as non-reactive after confirmatory tests
performed by LACEN-PR. Concurrently, 53 marmosets were investigated using blood
smears and PCR. No trypomastigote forms of Trypanosoma were observed. However,
erythrocyte inclusions suggestive of other hemoparasites, such as Plasmodium sp.,
were identified. The PCR assay for T. cruzi showed positive results in 5 (9.3%) DNA
samples extracted from the marmosets' skeletal muscle. The results indicate an
absence of seropositivity among the evaluated pregnant and postpartum women and
confirm the presence of T. cruzi in 5 of the 53 captured marmosets. Continuous
monitoring is necessary, considering the circulation of triatomines in Parana, the
presence of infected marmosets in urban areas, and the risk of vertical transmission in
pregnant women from endemic regions. The study reinforces the importance of
integrated surveillance and the adoption of prenatal screening protocols, even in non-
endemic areas.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; Pregnant women; ELISA;
Seroprevalence; Wild reservoirs; Callithrix spp.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Distribuicdo global de casos de infecgédo por Trypanosoma cruzi. Mapa
produzido com base nas estimativas OfiCIaIS............ccuuuuuiiiiiiiiiieeeic e 15

Figura 2 - Ciclo de vida de TrypanoSOM@a CrUZI ..........cccueuuuuuuuiiieeeeeeeeeiiiiiineeeeeeeeeeannns 18

Gréfico 1 - Distribuicao de frequéncia das faixas etarias entre gestantes e puérperas
atendidas no Hospital Universitario Materno-Infantil (HUMAI) ..............cccceeeeeee. 32

Figura 3 - Mapa de distribuicdo da origem da populacao estudada por Estados
brasileiros e paises da AMEriCa Latina ............ooccuuiiiiiiiiiiiiiieeee e 35

Figura 4 - Mapa de distribuicdo da populagéo estudada por municipio de residéncia
= L1 = | PPN 37

Grafico 2 - Relacao sinal ruido (S/R) em diferentes concentracfes de anticorpo
0111 = o P 38

Gréfico 3 - Determinacéo do cut-off com base nos resultados em triplicata de
pacientesS NA0 CRAGASICOS ......cuuuuuiiieeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e eeaaaaas 39

Figura 5 - Mapa de distribuicdo dos saguis do género Callithrix conforme local de
(0221 0] LU ] = L PP 41

Grafico 4 - Distribuicdo quantitativa das espécies de saguis (Callithrix spp.)
capturados N0 Estado dO Parana ..............ceeiiiieeiiiiiiiiceee e 42

Figura 6 - Representacdo de estruturas sugestivas de hemoparasitas detectadas nos
esfregacos sanguineos em Callithrix spp. Visualizacdo no aumento de 1.000x no
microscopio apods coloragédo de Giemsa, com zoom digital variavel.......................... 43

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose demonstrando a integridade do DNA

gendmico extraido de amostras de tecido muscular esquelético de Callithrix spp....44

Figura 8 - Deteccdo molecular de Trypanosoma cruzi por PCR amplificando o gene

GP82 em amostras de tecido muscular de Callithrix spp. .......coovvvviiiiiiiiieiiiinn, 45

Figura 9 - Deteccdo molecular de Trypanosoma cruzi por PCR amplificando o DNA

satélite (satDNA) em amostras de tecido muscular de Callithrix spp. .........cccceeeeeee.. 47



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Distribuicdo da frequéncia do nivel de escolaridade e do conhecimento
prévio sobre a doenca de Chagas (DC) entre as 362 gestantes e puérperas
atendidas NO HUMAL ... et e e e e e e e e aeaannnes 33

Tabela 2 - Anélise de associagao e intragrupo entre variaveis sociodemograficas
(escolaridade e faixa etaria) e o conhecimento prévio sobre a doenca de Chagas
(DC) em 362 gestantes e puérperas do HUMAL............cccoiiiiiieiiiiiiiiiii e, 35

Tabela 3 - Triagem sorologica de gestantes e puérperas, por ELISA, para doenca de
ChAagAS (DC) i 40

Tabela 4 - Confirmacédo do diagnéstico para doenca de Chagas (DC), realizada pelo
LACEN-PR, de 13 pacientes positivas na triagem inicial. ............ccccccciiiiiiiieeeiennnnns 40

Tabela 5 - Resultados da analise hemoscopica para a pesquisa de hemoparasitas
em amostras de sangue de saguis (Callithrix spp.) capturados no Parana............... 43



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CTAB Brometo de cetiltrimetilaménio

DC Doenca de Chagas

DO Densidade éptica

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético
ELISA Ensaio de imunoabsorcédo enzimatica
HCL Acido cloridrico

HUMAI Hospital Universitario Materno Infantil
IAT Instituto Agua e Terra

IFI Imunofluorescéncia indireta

IHA Hemoaglutinacéo indireta

LIT Liver infusion tryptose

NEM N-etilmaleimida

NP-40 Nonylphenyl Polyethylene Glycol

PBS Tampao salina fosfato

PCR Reacdo em cadeia da polimerase
PMSF Benzamidine-sulfonil-fluoreto

PNH Primatas ndo humanos

satDNA DNA satélite

SDS Lauril sulfato de sédio
SESA Secretaria Estadual de Saude
TRIS Tris hidroximetil aminometano hidrocloreto

UEPG Universidade Estadual de Ponta Grossa



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt eaennanis 12
2 OBUIETIVOS . ..ot e et e e et e e e e e e e e ra e aaee 13
2.1 OBJIETIVO GERAL ..ot enn e e 13
2.2 OBJIETIVO ESPECIFICO ..ottt 13
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 14
3.1 DOENGA DE CHAGAS ..ot e e e e 14
3.2 DOENCA DE CHAGAS NO PARANA ......coooiiieeieeee e 16
3.3 TRYPANOSOMA CRULZL..... e 17
3.4 FORMAS DE TRANSMISSAO .....oiiiiiiiiiiieieeeee e ete ettt 18
3.5 ASPECTOS CLINICOS E EVOLUCAO DA DC.....cooviiviiiieeece e, 19
3.6 DIAGNOSTICO ...ttt ettt et et eete et e st eeae e eae e 20
3.7 TRATAMENTO ... e e e e e e e e eanas 22
3.8 RESERVATORIOS NATURAIS ..ottt 23
4 MATERIAL E METODOS ..ottt ettt et eeaeetestesaestesae e 25
4.1 POPULACAO HUMANA . ......oooiiieeeeeeeeeee ettt ettt eae e 25
4.2 POPULAGAO ANIMAL .....cuoiiieeeeeeeeeeeeeeee ettt easeaeeteeaestesee e 26
4.3 OBTENCAO DE ANTIGENO PROTEICO E DE DNA DE Trypanosoma cruzi....26
4.3.1 Obtencdo de antigeno ProteiCO ...........eeeiiieeiiiiiiiiiiiiiee e 27
4.3.2 Extracdo de DNA de formas epimastigotas de T. CruZi.............cceevvvvrvvveeeennnn. 27
4.4 PADRONIZACAO DA TECNICA DE ELISA .....oovieeceeeeeeeeeeee e 28
4.5 TRIAGEM DE IgG ANTI-Trypanosoma cruzi EM GESTANTES............cccceeeee. 29
4.6 EXAME HEMOSCOPICO DOS SAGUIS .....coviiieeieceee e 29
4.7 EXAME MOLECULAR DO MUSCULO DE SAGUIS .....cocoveiveeececeece e, 29
4.7.1 Extracdo e quantificag8o de DNA.........cooiiiiiiiieeee e 29
4.7.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) .........coiiiiiiiiiiiiiiiiii e 30
S RESULTADOS. ..ot e e et e e e e et e e e e eeaa e e e e eebaneeaeees 31
5.1 DADOS SOCIODEMOGRAFICOS.......cciiiiiieceeee ettt 31
5.2 PADRONIZACAO DA PESQUISA SOROLOGICA PORELISA.........ccccvevennne. 37

5.3 TRIAGEM SOROLOGICA EM GESTANTES PELA TECNICA DE ELISA........... 39



5.4 AVALIACAO DA INFECCAO DE T. CRUZI EM SAGUIS DO GENERO

CALLITHRIX ..ttt ee et ee ettt en ettt ee st etess s saeeese s sssaesese s saneenesnans 41
5.5 ANALISES HEMOSCOPICAS.........cooctiieeecieeete ettt 42
5.6 ANALISE MOLECULAR .....cocovioveteeeeeetetetee ettt etees e ens e en s 44
B DISCUSSAOD ...ttt ettt ettt ettt 48
7 CONCLUSAOD ...ttt 55
REFERENCIAS . ...ttt ettt n et aeeaeeaennanis 57
APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO............ 63

APENDICE B - QUESTIONARIO PARA A PESQUISA “INVESTIGAGAO DA
DOENGCA DE CHAGAS EM GESTANTES E PUERPERAS ATENDIDAS NO
HOSPITAL UNIVERSITARIO MATERNO INFANTIL” .........ccccoovviiiiririeiiecieice e, 64

ANEXO A: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP ......eoiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 65



11

1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
permanece como um importante desafio para a saude publica, mesmo apds mais de
um século de sua descoberta. Apesar da reducao significativa da transmisséo vetorial
em diversos estados brasileiros, a transmissdo congénita ainda representa uma
preocupacao crescente, especialmente em areas classificadas como ndo endémicas.
Nesses locais, a auséncia de triagem rotineira e a baixa familiaridade de profissionais
de saude com a doenca favorecem o subdiagnéstico, atrasam a deteccédo de casos e

aumentam o risco de manutenc¢ao da transmisséao vertical.

No municipio de Ponta Grossa (PR), classificado como area ndo endémica, nao
h& protocolos estabelecidos de triagem pré-natal para a DC. Entretanto, a regido
apresenta fatores epidemiologicos relevantes, como registros de triatomineos
infectados e fluxo migratorio de gestantes oriundas de estados endémicos e até
mesmo de outros paises latino-americanos. Esse cenario torna necessaria a

investigacéo local, a fim de subsidiar politicas publicas e protocolos de vigilancia.

Outro aspecto importante é a proximidade crescente de animais silvestres com
ambientes urbanos. Os saguis do género Callithrix spp. sdo amplamente distribuidos
no Parana e tém se adaptado ao espaco urbano, muitas vezes alimentados pela
propria populacdo. Essa interacdo favorece a disseminacao de agentes zoondéticos e
sugere o potencial desses animais como reservatoérios de T. cruzi, ampliando o risco
de transmissao enzodtica e, indiretamente, humana. Apesar disso, ha escassez de
estudos que avaliem a presenca do protozoario em animais silvestres na regido dos

Campos Gerais.

Diante desse contexto, o presente estudo tem como objetivo investigar a
soroprevaléncia da DC em gestantes e puérperas atendidas no Hospital Universitario
Materno-Infantil (HUMAI), em Ponta Grossa, e a presenca de T. cruzi em saguis
capturados no estado do Parana. Ao integrar a analise em humanos e animais, este
trabalho busca contribuir para o entendimento da epidemiologia da doenca em areas
nao endémicas e fornecer evidéncias que apoiem a formulacdo de estratégias de

triagem, prevencéao e vigilancia da transmisséo vertical e zoondtica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estimar a soroprevaléncia da doenca de Chagas em gestantes e puérperas atendidas
em Ponta Grossa (PR) e investigar a presenca de Trypanosoma cruzi em saguis

exaticos capturados no Parand.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o perfil sorolégico para doenca de Chagas em gestantes/puérperas;

e Tracar o perfil sociodemografico das mulheres participantes do estudo e o
seu conhecimento sobre a doenca de Chagas;

e Investigar a presenca de Trypanosoma cruzi em saguis;

e Contribuir com informagbes que possam orientar protocolos de
monitoramento e controle da doenca de Chagas na regido de Ponta Grossa
(PR).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DOENCA DE CHAGAS (DC)

A doencga de Chagas (DC) foi descoberta em 1909 pelo médico brasileiro Carlos
Chagas, que descreveu seu agente etiolégico, protozoario denominado Trypanosoma
cruzi, e o seu ciclo epidemiolégico completo, incluindo o vetor, reservatorios e

manifestacdes clinicas (Santos, 2018).

Estima-se que cerca de 7 milhGes de pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi
em todo o mundo, sendo a grande maioria nas Américas (Who, 2025). No Brasil a
magnitude e a persisténcia da enfermidade ainda € um problema de salde publica
nacional sendo evidenciada pelos dados oficiais mais recentes do Ministério da
Saude, os quais apontam o registro de 17049 notificacdes de casos crénicos em todo
o territorio brasileiro entre 2023 e 2025 (Brasil, 2025a). A consolidacao desses dados
epidemioldgicos reflete uma transicéo tardia nas politicas de vigilancia em saude no
pais. Apenas a fase aguda da enfermidade exigia notificagdo compulséria. A forma
cronica foi incluida na Lista Nacional de Doencas de Notificacdo Compulsoria apenas
em 2020, por meio da Portaria n°® 1.061, e a implementacdo efetiva da ficha de
notificacdo especifica no sistema e-SUS Notifica ocorreu somente a partir de janeiro
de 2023 (Brasil, 2020).

A globalizacdo e os intensos fluxos migratérios modificaram o cenario
epidemioldgico da doenca de Chagas (DC), expandindo-a para além das fronteiras
latino-americanas (Figura 1). Em paises ndo endémicos, particularmente no
continente europeu, a enfermidade enfrenta indices alarmantes de subdiagnéstico e
subtratamento, estimados em 70% e 80%, respectivamente. A Europa abriga
atualmente mais de 4,6 milhdes de migrantes oriundos de areas endémicas, sendo a
Espanha o principal destino, com uma soroprevaléncia recente estimada em 2,1%
(Gonzalez-Sanz et al., 2023).

Nesse contexto migratério, a transmisséo vertical tornou-se a principal via de
infeccdo, com taxa estimada de 3,8%. Apenas na Espanha, projeta-se que até 23.400
mulheres latino-americanas em idade fértil possam estar infectadas pelo T. cruzi,
perpetuando o risco geracional na auséncia de testagem prévia. Somado a isso, 0

risco transfusional e de transplantes permanece critico. Enquanto nos Estados Unidos
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a triagem em bancos de sangue € obrigatoria desde 2012, grande parte da Europa
ainda carece de legislacdes uniformes e depende de questionarios epidemiolégicos,
o que reforca a urgéncia de politicas de rastreio universal e diagndstico precoce
(Gonzalez-Sanz et al., 2023).

Figura 1 - Distribuicdo global de casos de infec¢cdo por Trypanosoma cruzi. Mapa

produzido com base nas estimativas oficiais

Fonte: World Health Organization. Chagas disease (American trypanosomiasis), 2018.

Dados sobre a soroprevaléncia da DC em gestantes e a incidéncia de casos
congénitos ainda sdo escassos, sendo que os dados epidemioldgicos derivam,
principalmente, de estimativas. A estimativa é de que 1.125.000 mulheres em idade
fértil estejam infectadas pelo T. cruzi na América Latina, com uma incidéncia de
infeccdo congénita de 8.668 casos/ano. A taxa média de transmissdo materno-fetal
cronica, a fase mais frequente da infeccdo, na Ameérica Latina € estimada em 4,7%. O
namero de bebés que precisariam ser testados por ano foi estimado entre 158.000 e
214.000, principalmente na Argentina, Brasil, Bolivia e México (Martins-Melo et al.,
2014; Who, 2015).
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3.2 DOENCA DE CHAGAS NO PARANA

A principal forma de transmisséo vetorial do parasito se da através de fezes e
urina de insetos da subfamilia Triatominae, popularmente conhecidos como
“barbeiros” (Prata, 2001). No periodo de 2007 a 2013, um total de 2.662 triatomineos
foram capturados no Estado do Parana, dos quais 2.472 estavam infectados por T.
cruzi. Esses dados indicam uma presenca significativa de triatomineos, inclusive
infectados, no Estado do Parand. A distribuicdo desses insetos foi observada em
diferentes municipios, com algumas areas apresentando maior adequagcao ambiental
para a ocorréncia dos vetores, 0 que sugere um risco continuo de transmisséao da DC
no Estado (Ferro, et al., 2018).

Em 2024, foram identificados 87 triatomineos em territorio paranaense. Em
2025, 49 barbeiros foram encaminhados para andlise pelas vigilancias locais. Esses
insetos sdo levados aos postos de informacdo de triatomineos, onde passam por
identificacdo e exames laboratoriais que verificam a presenca do protozoério T. cruzi,
causador da doenca (Sesa, 2025). No municipio de Ponta Grossa foi identificado um
espécime de Panstrongylus megistus em area urbanizada, e a analise do contetdo

intestinal do inseto revelou a presenca de T. cruzi (Pedroso; Eger, 2022).

Entre os anos de 2023 e 2025, o Estado contabilizou 315 casos crénicos de DC
notificados. Ao se analisar a série historica recente, observa-se um aumento no ultimo
ano, partindo de 108 registros em 2023 e 89 em 2024, para um salto de 118
notificacdes no ano de 2025, o que ratifica a manutencdo do risco de infecgéo, a
relevancia da notificacdo dos casos crénicos e a necessidade do fortalecimento da

vigilancia local de maneira permanente (Brasil, 2025a).

Além do panorama de casos crbénicos, o Estado do Parana também registrou
notificacdes da fase aguda da DC entre os anos de 2022 e 2025. A ocorréncia desses
casos recentes nos municipios de Londrina, Jaguariaiva, Prudentopolis, Santo
Antbnio do Sudoeste e Conselheiro Mairinck evidencia o risco de infec¢éo no territorio.
Esse cenario alerta para a vulnerabilidade e a circulagdo do parasito inclusive em
regides historicamente classificadas como ndo endémicas (Brasil, 2025a; Sesa,
2025).

A Secretaria Estadual de Saude (SESA) orienta que, ao encontrar um barbeiro,

a populacdo entre em contato com a vigilancia municipal e entregue o inseto vivo para
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analise. Isso € essencial para verificar a presenca do T. cruzi e, se necessario, adotar
medidas de controle e exames em humanos, onde numerosos municipios do Parana

apresentam risco zoongtico de transmissao vetorial (Sesa, 2025; Trovo, 2024).

3.3 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi, protozoario causador da DC, pertence a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Possui ciclo de vida heteroxénico,
alternando entre o hospedeiro invertebrado (triatomineos) e o vertebrado (mamiferos,
inclusive humanos). Nos triatomineos, as formas epimastigotas proliferam no intestino
meédio e se transformam em tripomastigotas metaciclicos na regido posterior, sendo
excretadas nas fezes, durante o repasto sanguineo. No hospedeiro vertebrado, a
infeccdo se inicia com os tripomastigotas metaciclicos, que penetrarem pela pele ou
mucosas, invadem células, diferenciam-se em amastigotas intracelulares,
multiplicam-se e, ap06s diferenciacdo reversa (amastigota para tripomastigota),
rompem a célula hospedeira liberando novos tripomastigotas na circulagcado sanguinea
(Dias, 2006).

Além da transmisséo por vetores da subfamilia Triatominae, o parasito também
pode ser disseminado por transfusdo sanguinea, transfusdo de 6rgédos, pela via
congénita, ingestdo de alimentos contaminados e acidentes laboratoriais (Castro;
Soeiro, 2021).



17

Figura 2 - Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi
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3.4 TRANSMISSAO CONGENITA

A transmissdo congénita ocorre de méae infectada para o feto por via
transplacentaria durante a gestacéo ou durante o parto, podendo acontecer tanto na
fase aguda quanto crbénica, embora dependa de fatores como parasitemia materna,
gendtipo do parasito e barreira placentaria (Dias, 2016). A despeito de iniciativas
regionais bem-sucedidas para o controle da transmisséo vetorial e transfusional na
América Latina, onde a doenca € endémica, a transmissao congénita ainda representa
um grande desafio (Abras et al., 2022). No Brasil, as taxas estimadas de transmissao
congénita variam dependendo da regidao (Martins, 2014). Segundo o Ministério da
Saude as regides com maior numero de casos notificados pelo Sistema de Informacéo
de Agravos de Notificacdo (SINAN) de transmissdo via transplacentaria foram o
Sudeste com 35%, o Sul chegando a 31%, o Centro-Oeste com apenas 2% e as

demais regides ndo houve notificagao de transmisséao vetorial (Brasil, 2025a).

A Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) recomenda a realiza¢do da
triagem sorolégica universal para DC em gestantes durante o pré-natal. A identificagdo

de casos maternos permite o adequado acompanhamento clinico durante a gestacao;
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entretanto, o tratamento etiolégico ndo é recomendado durante a gestacao devido ao
risco teratogénico dos farmacos disponiveis. Nesses casos, a terapéutica deve ser
postergada para o periodo pos-gestacional. Em recém-nascidos diagnosticados com
infeccdo congénita, a introducdo imediata do tratamento é fortemente indicada, com

elevadas taxas de cura (Opas, 2021).

No Brasil, ndo h& protocolos para realizacdo de exames de rastreio da DC
durante o pré-natal em areas ndo endémicas, além disso o exame de diagnostico em

neonato néo faz parte do teste do pezinho (Ramos, 2021).

A fragilidade e a lacuna do rastreio na aten¢ao priméaria refletem-se diretamente
nas estatisticas nacionais. Dados referentes a 2023-2025 revelam que, do total de
casos cronicos notificados no pais, 2.006 correspondiam a mulheres em idade fértil,

sendo 31 delas gestantes (Brasil, 2025a).

Gestantes infectadas em areas ndo endémicas correm maior risco de nao
serem diagnosticadas por obstetras e neonatologistas que ndo estdo familiarizados
com a doenca, sobretudo pela frequente apresentacdo assintomética ou com
manifestacbes sutis que podem ser confundidas com outras doencas. Ao incluir o
exame de DC nos exames de pré-natal, aumenta-se a conscientizacdo sobre essa
doenca negligenciada e a importancia da prevencdo e tratamento adequado
(Strandberg, 2022).

3.5 ASPECTOS CLINICOS E EVOLUGCAO DA DC

A DC apresenta curso clinico bifasico, composto por uma fase aguda que pode
ser sintomatica ou ndo, e uma fase cronica, que pode se manifestar nas formas:
indeterminada (assintomatica), cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva. A fase aguda
da DC é frequentemente caracterizada por ser assintomatica ou por apresentar
sintomas inespecificos que dificultam o diagnéstico oportuno, como febre prolongada,
mal-estar generalizado, adenomegalia e hepatoesplenomegalia. Em casos de
transmissao vetorial, podem ser observados sinais patognoménicos de porta de
entrada do parasito, como o chagoma de inoculacdo ou o sinal de Romafia, embora a
maioria das infeccbes passam despercebida nesta etapa inicial (Dias, 2015; Msd,
2023).
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Quando néo identificada e tratada precocemente com antiparasitarios, a
infeccdo progride para a fase crbnica. Inicialmente, o individuo entra na chamada
forma indeterminada, na qual permanece assintomético, com exames radiolégicos e
eletrocardiogréaficos normais, podendo esta condi¢cdo perdurar por anos ou até mesmo
por toda a vida. Entretanto, estima-se que cerca de 20% a 30% dos pacientes
evoluam, apds décadas de laténcia, para formas clinicas sintomaticas devido a
presenca do parasita no organismo e a resposta inflamatoria cronica que causam

danos irreversiveis aos tecidos do coracao, intestino e esdfago (Dias et al., 2024).

As complicacbes cronicas sdo as principais responsaveis pela
morbimortalidade da doenca, destacando-se a forma cardiaca, manifestada pela
miocardiopatia chagasica crbnica. Esta condigdo evolui com fibrose miocérdica,
resultando em insuficiéncia cardiaca congestiva, arritmias podendo levar o individuo
a morte. Paralelamente, as alteracbes do sistema nervoso autdbnomo no trato
digestério podem levar as formas digestivas, representadas pelo megaeséfago e
megacolon, que resultam em disturbios severos de motilidade e dilatagdo orgéanica
(Santana et al., 2022).

3.6 DIAGNOSTICO

O diagnéstico da DC pode ser realizado por métodos parasitoldgicos,
sorologicos e moleculares, conforme a fase clinica da infeccdo e o tipo de amostra

bioldgica analisada.

Na fase aguda, a deteccdo direta do parasita no sangue periférico é o método
de escolha, devido a alta parasitemia caracteristica desse periodo. O exame
microscopico de sangue fresco, o esfregaco delgado corado por Giemsa e 0 micro-
hematocrito sdo amplamente utilizados para a visualizacao de formas tripomastigotas
de T. cruzi (Chancey et al., 2023).

A deteccéo de IgM anti-T. cruzi também é indicada quando ha suspeita clinica
de fase aguda de doenca e 0s exames parasitoldgicos sao inconclusivos, ou em casos
de suspeita de transmisséo congénita apos o periodo de deteccéo direta. Diferente da
fase crbnica, onde a IgG é o marcador padrao-ouro por ser mais especifica, a IgM

aparece precocemente, atingindo niveis detectaveis entre a segunda e a terceira
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semana apos a infeccdo. Todavia, a sensibilidade e a especificidade desses testes
variam significativamente de acordo com a metodologia utilizada. Um dos principais
critérios para sua utilizacdo é a correlagdo com a clinica e epidemiologia, pois a
ocorréncia de reagfes cruzadas com doencas como: malaria, toxoplasmose, sifilis e
doencas autoimunes, podem gerar resultados falso-positivos (Luquetti; Schmuiiis,
2017).

Na fase crbnica, quando a parasitemia € baixa e intermitente, a confirmacao
diagnodstica baseia-se em métodos sorologicos, que detectam anticorpos da classe
IgG especificos anti-T. cruzi. A confirmacédo da DC por exames soroldgicos requer a
positividade em, pelo menos dois testes de principios distintos, como o ensaio
imunoenzimético (ELISA), a imunofluorescéncia indireta (IFl) e a hemaglutinacao
indireta (IHA) (Dias et al., 2016).

Em gestantes, a triagem é realizada preferencialmente por sorologia, visto que
a parasitemia é geralmente baixa. Resultados reagentes devem ser confirmados por
métodos complementares. Quando a gestante apresenta diagnostico confirmado, o
recém-nascido deve ser avaliado para investigar possivel transmissao vertical
(Carvalho et al., 2022)

A investigacdo da transmissdo congénita inicia-se com a triagem materna e a
analise do recém-nascido, proveniente de mées positivas. O diagndstico nessa fase
pode ser feito por meio da deteccdo microscOpica de tripomastigotas no sangue
periférico infantil anticoagulado fresco ou no sangue do corddo umbilical corado por
Giemsa (Chancey et al., 2023). A utilizacdo da metodologia de PCR em tempo real
também é recomendada, pois permite detectar o DNA de T. cruzi com excelente
sensibilidade e especificidade, inclusive em casos de baixa parasitemia (Luquetti,

2015).

Apés nove meses de vida, quando os anticorpos maternos passivos (IgG) ja
nao estdo mais presentes, deve ser realizada a sorologia para IgG anti-T. cruzi. A
presenca de anticorpos especificos apds esse periodo confirma a infeccédo congénita,
(Chancey et al., 2023; Opas, 2021).

A biologia molecular, por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
representa um avanco significativo no diagnostico da DC, sendo considerada o

padrdo-ouro no diagnostico tanto em humanos quanto em animais, permitindo a
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deteccado de fragmentos do DNA do parasita com alta sensibilidade e especificidade,

além da caracterizacdo genética das cepas circulantes (Cosentino; Aguero, 2012).

3.7 TRATAMENTO

O tratamento da doenca de Chagas é realizado apenas com farmacos
antiparasitarios como o benzonidazol e nifurtimox. Ambos atuam reduzindo a carga
parasitaria, abreviam sintomas da fase aguda e diminuem o risco de evolugdo para
formas cronicas e de mortalidade futura. Entretanto, quando o tratamento € iniciado
na fase crénica, as taxas de cura sdo bem reduzidas, variando entre 20 a 60% (De
Sousa et al., 2024). Outro agravante, é a existéncia de cepas de T, cruzi naturalmente
resistentes aos derivados nitroheterociclicos (Filardi; Brener, 1987; Murta et al., 1998;
Zingales et al., 2015). Além disso, os efeitos adversos sdo frequentes, acometendo
trato gastrointestinal, pele e sistema nervoso, com manifestacées como anorexia,
emagrecimento, vémitos, erupcdes cutaneas, neuropatia periférica, insénia e tontura.
O tratamento etioldgico é contraindicado em gestantes, lactantes e em portadores de
insuficiéncia hepatica ou renal grave, embora seja geralmente melhor tolerado por
criancas. Se a infeccéo é detectada na gestacéo, a terapia € adiada para o pos-parto
devido ao potencial teratogénico, com tratamento imediato do recém-nascido caso a

infeccdo congénita seja confirmada (Msd, 2023).

O benzonidazol é o farmaco mais utilizado no Brasil e € disponibilizado
gratuitamente pelo Sistema Unico de Satde (SUS), pelo fato de apresentar menos
efeitos adversos e menor taxa de abandono do tratamento, além de que estudos
clinicos mostram que o benzonidazol tende a ser melhor eficicia durante o tratamento,

especialmente em criancgas (Ferreira, 2019; Saude, 2025).

Durante a gestacdo o tratamento antiparasitario ndo € recomendado, por
potenciais efeitos teratogénicos dos medicamentos benzonidazol e nifurtimox, bem
como pela eficacia limitada em casos crbnicos. Assim, gestantes s6 devem ser
tratadas apdés o parto e o desmame, apesar de ser um risco devido a possivel

exacerbacéo de fatores clinicos pré-existentes (Carlier et al., 2019).

Em recém-nascidos com infeccdo congénita confirmada deve ser iniciado o

tratamento 0 mais precocemente possivel, preferencialmente nos primeiros meses de
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vida, por apresentar indice de cura superior a 90% e melhor tolerancia de efeitos
adversos do que em adultos (Alarcon et al., 2016). Apds o término do tratamento,
recomenda-se acompanhamento clinico-laboratorial semestral, inclusive sorologia
para T. cruzi, até que se obtenha sorologia negativa, normalmente apdés um ano da

terapia, o que confirma a cura (Howard et al., 2012).

3.8 RESERVATORIOS NATURAIS

O ciclo de vida de T. cruzi em animais silvestres segue um padrao semelhante
ao ciclo em humanos e outros mamiferos domésticos, mas com algumas
particularidades adaptadas ao ecossistema natural. Em areas silvestres, animais
como gambés, tatus, macacos, roedores e diversos mamiferos atuam como
reservatérios naturais de T. cruzi. Esses animais podem ser infectados ao serem
picados por barbeiros (triatomineos) infectados, que s&o o0s insetos vetores
responsaveis pela transmissdo do parasito (Jansen; Roque, 2010). Além da via
cladssica, a transmissdo de T. cruzi também pode ocorrer pela via oral devido ao
carnivorismo entre mamiferos infectados, predacao e ingestao direta de triatomineos
infectados ou pela ingestdo de alimentos contaminados com os dejetos de
triatomineos infectados (Beatty et al., 2024; Jansen et al., 2018) A ocupacéao de areas
silvestres aumenta o contato entre humanos, animais reservatorios e triatomineos,
favorecendo a infeccdo domiciliar, em que barbeiros podem infectar pessoas e
animais domésticos, elevando o risco de transmissédo da doenca de Chagas humana
(Valente, 2014).

Os saguis do género Callithrix, sdo considerados animais silvestres que
apresentam grande capacidade de adaptacdo ao meio urbano em razdo da reducéo
de seu habitat natural e da expansédo das cidades. Nessas areas, consomem frutas,
restos alimentares e até residuos, além de receberem comida diretamente da
populacao, o que intensifica a proximidade com seres humanos e animais domésticos
e aumenta a possibilidade de transmisséo de parasitas zoonéticos. No Parand, os
saguis estdo cada vez mais proximos a area urbana devido a préatica de moradores
em alimenta-los. Esse comportamento favorece a aproximacdo as residéncias,
intensificando o contato com a populacdo e, consequentemente, o0 risco de

disseminacéao de patdgenos relevantes para a saude publica. Assim, 0s saguis podem
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atuar como reservatérios naturais de T. cruzi e outros agentes zoonoticos,
colaborando para a manutencédo e propagacao de ciclos de transmissdo em areas
urbanizadas (Santos, 2025; G1, 2025).

Animais silvestres do género Callithrix, sédo suscetiveis a infecces por T. cruzi
(Maia da Silva et al., 2008; Verona, 2008). A deteccdo da doenca em animais
silvestres ajuda a alertar a presenca do parasita em determinadas regides, permitindo
acOes preventivas, como o controle de vetores e a conscientizagéo da populacao local

sobre os riscos de transmisséo (Jansen; Roque, 2010).

Cabe destacar que os primatas desse género séo classificados como espécies
exoticas e invasoras no Estado do Parand, introduzidos intencional ou acidentalmente
pelo homem e que ameacam habitats naturais ou seminaturais da fauna (I1AP, 2015).
A comprovada suscetibilidade biologica desses primatas a infeccéo por T. cruzi (Maia
da Silva et al., 2008; Verona, 2008) e outros hemoparasitas consolida os saguis como
potenciais reservatorios sinantrépicos, colaborando para a manutencao e propagacao
de ciclos de transmissdo em &reas urbanizadas e apresentando riscos para a
populacdo humana (Coimbra, 2020; Santos, 2025; G1, 2025). A detec¢do da doenca
nesses animais ajuda a alertar a presenca do parasita em determinadas regioes,
permitindo acdes preventivas, como o controle de vetores e a conscientizacdo da

populacao local (Jansen; Roque, 2010).

Diante desse panorama, a investigacdo de forma integrada, englobando
simultaneamente a triagem em gestantes e o monitoramento dos reservatorios
animais, justifica-se sob o conceito da “Satde Unica” (One Health) criada pela WHO.
Esse conceito reconhece a conexdo indissociavel entre a saitde humana, a saude
animal e o meio ambiente, abordando o controle de doencgas, prevencao, deteccao,
preparacao, resposta e gerenciamento, contribuindo para a seguranca da saude
global (Who, 2026; Brasil 2025b).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 POPULACAO HUMANA

A pesquisa sorolégica para DC contou com a participacdo de 362 gestantes ou
puérperas até 48 horas pos-parto, atendidas no Hospital Universitario Materno-Infantil
(HUMAI). O calculo do tamanho amostral foi realizado através do software Epi Info
(versdo 7.2.7), considerando o total de 6.222 nascimentos registrados no municipio
de Ponta Grossa no ano de 2024, conforme dados disponibilizados pelo
Departamento de Informética do Sistema Unico de Saude (DATASUS), adotando-se

nivel de confianca de 95%.

Foram coletadas 362 amostras de gestantes e puérperas atendidas no HUMAI,
no periodo entre margo a novembro de 2025. As participantes foram informadas sobre
a pesquisa e convidadas a participar da triagem soroldgica para doenca de Chagas.
As mulheres que aceitaram participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (APENDICE 1) e responderam um questionario (APENDICE 2)
aplicado presencialmente pelo pesquisador, visando o levantamento de dados
epidemiologicos e sociodemograficos. Os dados foram tabulados e analisados no
software IBM SPSS Statistics verséo 23, utilizando estatistica descritiva. Para verificar
a associacao entre as variaveis categoricas do perfil sociodemografico (nivel de
escolaridade e faixa etaria) o conhecimento prévio sobre a doenca e a proporcéo
intragrupo, foi aplicado o Teste Qui-quadrado de Pearson e o Teste Binomial,
adotando-se um nivel de significancia de 5% (p<0,05), e o software QGIS versdo

3.40.10 foi utilizado para o georreferenciamento espacial.

A coleta de 3-5 ml de sangue periférico foi realizada pela equipe de coleta do
laboratorio do HUMAI, para realizacéo de exames solicitados pelo médico plantonista
do hospital que realizou o atendimento de rotina ou emergencial das participantes. O
soro foi obtido pela centrifugacdo do sangue a 3000 rpm por 10 minutos. As amostras
de soro das gestantes foram separadas em aliquotas de 1,5 ml, congeladas e levadas
ao Laboratério de Biologia Celular e Protozoologia (LBCP) da UEPG em caixa de
transporte contendo gelo em gel, para posterior realizacdo da triagem sorolégica.
Todos o0s procedimentos relacionados com este projeto de pesquisa foram

devidamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
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Humanos, com relatorio disponivel através do Certificado de Apresentacdo de
Apreciacdo Etica nimero 80723824.7.0000.0105 (anexo A).

4.2 POPULACAO ANIMAL

Saguis do género Callithrix foram disponibilizados através de capturas,
apreensdes e entregas voluntarias realizadas pelo Instituto Agua e Terra (IAT),
totalizando 53 animais entre os anos de 2023 a 2025. Os saguis foram transportados
em gaiolas de metal cobertas com tecido até o Laboratorio de Técnica Operatéria da
UEPG. Os animais foram pesados e anestesiados e cerca de 1 mL de sangue foi
puncionado do plexo arteriovenoso inguinal. Antes da dispensacdo do sangue em
tubos contendo heparina (20 Ul/ml), uma gota de sangue foi distendida sobre lamina
para exame parasitolégico direto. Adicionalmente, foi realizada a bidpsia do musculo
quadriceps, o qual foi armazenado em alcool 70% até a extracdo de DNA para exame
molecular. Este estudo faz parte de um projeto maior Avaliacdo clinica, pesquisa
parasitaria e andalise genética de Sagui-de-tufos-pretos (Callithrix penicilata) e sagui-
de-tufos-brancos (Callithrix jacchus), previamente aprovado pela CEUA/UEPG
(Protocolo UEPG — 22.000075069-4) e autorizado pelo ICMBIo (N. 85063-1), (anexo
B).

4.3 OBTENCAO DE ANTIGENO PROTEICO E DE DNA DE Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Y) obtidas no 4° dia de cultivo em meio
LIT suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) foram lavadas 3 vezes com
PBS através da centrifugacdo 2.500 x g por 10 minutos. O pellet contendo os
epimastigotas foi suspenso em 1 ml de PBS e a concentracdo de parasitas foi
determinada através da contagem microscopica em camara de Neubauer. A amostra
foi novamente centrifugada a 2.500 x g por 10 minutos, o sobrenadante descartado e

o0 pellet seco ao ar e armazenado a -20°C para extracdo de proteinas e DNA.
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4.3.1 Obtencéo de antigeno proteico

Epimastigotas previamente obtidos e congelados (44 x 10°) foram suspensos
em tampéo de lise desnaturante (25 mM Tris HCI pH 7,4; 0,1% SDS, 50 mM EDTA,
1% Desoxicolato de sodio, 1% NP 40) contendo inibidores de proteases (1 mM Nem;
1 mM PMSF). A amostra foi submetida a ciclos de vortex, a cada 10 minutos durante
1 hora. Apoés 6 ciclos, a amostra foi centrifugada a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C, o
sobrenadante contendo as proteinas foi coletado, dosado pelo método de Bradford

(Bradford, 1976) e armazenado a -20°C até o uso.

4.3.2 Extracdo de DNA de formas epimastigotas de T. cruzi

Para a extracao de DNA foi utilizado o pellet contendo as formas epimastigotas
de T. cruzi, onde foram adicionados 360 ul de tampé&o de extracdo (NaCl 5M, EDTA
0,5M, Tris-HCI 1M pH 8,0), 240 ul de CTAB 5% (brometo de cetiltrimetilamonio), 13 ul
de proteinase K (10 mg/ml) e 5 uL de B-mercaptoetanol. Apds 15 horas de incubacédo
a 56°C em banho maria, 600 pL de cloroférmio foram adicionados, e as amostras
seguiram para centrifugacéo a 8.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo, adicionados 600 pL de etanol 100% gelado e incubado a -20°C
por 24 horas. Em seguida, o material foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e ao sedimento foram adicionados 500 pL de etanol 70%
gelado. Apos centrifugacdo por 2 minutos a 14.000 rpm o sedimento foi lavado em
200 pL de etanol 100%. Por fim, o material passou por uma ultima centrifugacéo por
3 minutos a 14.000 rpm. O pellet foi seco em estufa a 37°C e, posteriormente,
suspenso em 20 pL de agua milli-Q e incubado com 5 pL de RNAse por 1 hora a 37°C
e por 15 minutos a 65°C. Para cada amostra, 2 uL de DNA foram quantificados no
espectrofotometro NanoDrop™ Ultra (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).
As amostras foram armazenadas a -20 °C até a analise posterior da integridade, que
foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Murray; Thompson, 1980 -

com modificagdes) e realizagdo da PCR.
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4.4 PADRONIZACAO DA TECNICA DE ELISA

Microplacas de 96 pocos de fundo chato foram sensibilizadas com 100 ng/poco
de extrato proteico de epimastigotas de T. cruzi, obtidas conforme descrito no item
4.3.1. O extrato proteico foi diluido em tampéao carbonato-bicarbonato (0,05 M, pH 9,6)
e a placa incubada a 4°C em camara Umida, por 16 horas. Apds a remocéao da solucao
de sensibilizagcdo por inversdo da placa na pia, foram adicionados 300 pl/pogo da
solucdo de bloqueio (PBS 1x/Tween 0,05%/leite 5%). Apdés o bloqueio, foram
adicionados 50 pl/pogo do anticorpo primario soro de paciente chagasico crénico
(controle positivo) e de pessoas com diagnostico negativo para doenca de Chagas
(controle negativo) diluido em solucdo de blogueio nas seguintes dilui¢cdes: 1:50,
1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1 :1600. Apds 1h de incubacgéo a 37°C, as placas foram
lavadas cinco vezes com 300 pl/pogo de PBS 1x/Tween 0,05%. Em seguida, foram
adicionados 50 pl/pogo do anticorpo secundario anti-lgG conjugado a peroxidase na
titulacdo de 1:2000 e 1:4000. Apds 1 hora de incubacgédo a 37°C, as placas foram
lavadas, como descrito acima. As reacdes foram reveladas pela adicdo de 50 ul/pogo
de substrato cromégeno (TMB/H,0;) por 30 minutos ao abrigo da luz. A reacéo foi
interrompida com a adicéo de 50 pl/pogo de acido cloridrico (HCI 1N). A absorbancia
foi determinada em leitora de microplacas a 450 nm, os resultados expressos como
densidade 6ptica (DO).

ApoOs a padronizacdo do ELISA, o cut-off de 0,310 foi determinado pela DO
obtida a partir de 10 amostras de soro de controle negativo em triplicata, diluido em
solucdo de bloqueio na titulacdo de 1:100, e o anticorpo secundario anti-IgG
conjugado a peroxidase na titulagdo de 1:2000. O cut-off foi calculado através da
férmula de 2 desvio padréo referentes aos resultados das amostras de pacientes nao

chagasicos.

Os soros de pacientes chagasicos foram cedidos pelo Hospital das Clinicas-
UFPR de Curitiba, bem como o soro controle de pessoas com diagndstico negativo
para doenca de Chagas (controle negativo), com a aprovacao do respectivo comité
de ética (CEP/HC-UFPR: 1457.122/2007-06).
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4.5. TRIAGEM DE IgG ANTI-Trypanosoma cruzi EM GESTANTES E PUERPERAS

As amostras de soro provenientes de gestantes/puérperas foram diluidas em
solucéao de blogqueio na concentracao de 1:100 e o anticorpo conjugado utilizado foi

diluido 1:2000 em PBS 1x/Tween 0,05%, conforme padronizado previamente.

Todas as amostras que tiveram resultados acima do cut-off determinado foram
enviadas para o Laboratério Central do Parana (LACEN-PR) através do Nucleo
Hospitalar de Epidemiologia, para a confirmacao de resultado através das técnicas de
Ensaio imunoenzimatico (Biolisa Chagas Recombinante - Bioclin) e
guimioluminescéncia (Abbott), para detecdo de anticorpos IgG anti-Trypanosoma
cruzi conforme orientacao da Secretaria de Saude (Sesa, 2024).

As 362 participantes da pesquisa receberam seus resultados em forma de
Laudo, assinado pelo pesquisador por meio do WhatsApp, e foram esclarecidas todas

as duvidas posteriormente.

4.6 EXAME HEMOSCOPICO DOS SAGUIS

As laminas contendo o esfregaco sanguineo dos saguis foram fixadas em
metanol e coradas pelo Giemsa por 30 minutos. As laminas foram examinadas no

microscopio O6ptico, com aumento de 1.000x, por, no minimo, dois observadores.

4.7 EXAME MOLECULAR DO MUSCULO DE SAGUIS
4.7.1 Extragdo e quantificacdo de DNA

Amostras de musculo esquelético do quadriceps foram macerados, com auxilio
de uma tesoura e pinca. Para a extracdo do DNA, seguiu-se 0 protocolo por lise
térmica e quimica com CTAB de Murray e Thompson (1980) com adaptacdes,
conforme detalhado no subitem 4.3.2.

O tecido foi submetido a lise celular e digestdo enzimatica através da incubacéo
com 13 uL de proteinase K (10 mg/mL) em tampéo de extracdo (NaCl 5M, EDTA 0,5M,
Tris-HCI 1M pH 8,0), CTAB 5% e 3-mercaptoetanol (0,2%), em banho-maria a 56 °C
por 15 horas. A purificagdo do DNA foi realizada com a adicdo de 600 pL de

cloroférmio e centrifugacdo, seguido da precipitacdo do sobrenadante com 600 pL de
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etanol 100% a -20 °C por 24 horas. O pellet obtido foi seco em estufa a 37 °C e eluido
(suspenso) em 20 pL de agua ultrapura (Milli-Q), seguido de tratamento com RNAse
por 1 hora a 37 °C e 15 minutos a 65 °C. Para cada amostra, 2 pL do DNA eluido
foram quantificados em espectrofotometro e as amostras de DNA foram armazenadas

sob congelamento a -20 °C até a analise.

4.7.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A deteccdo do DNA de T. cruzi foi realizada por meio da amplificacdo de uma
sequéncia parcial do gene GP82 pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR - Polymerase Chain Reaction), seguida de eletroforese em gel de agarose para
analise dos produtos amplificados. As reacfes de PCR foram preparadas em um
volume final de 10 pL, contendo 200 ng de DNA genémico da amostra, 1 uM de cada
iniciador (Forward: 5-CTCGAGATGCTCAATGAAAGTGGGAAT-3’; Reverse: 5'-
CCTAGGGCCCCACATCCCCAACAG-3’), 0,2 mM de dNTPs, tampéao de Taqg 1X (200
mM Tris-HCI pH 8,4, 500 mM KCI), 1,5 mM de MgCl,, 1,25 U de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen®) e agua ultrapura estéril para completar o volume (Cosentino; Aguero,
2012).

As amplificacbes foram realizadas em termociclador (Eppendorf®
Mastercycler®), programado com uma etapa de desnaturacao inicial a 95 °C por 5
minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacao a 95 °C por 15 segundos, anelamento
a 58 °C por 15 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto e 45 segundos. Uma
extensao final foi conduzida a 72 °C por 10 minutos.

Adicionalmente, foi realizada uma segunda PCR utilizando iniciadores
especificos para amplificacdo da regido satélite do DNA de T. cruzi: Forward (Diaz 7:
5-CGCAAACAGATATTGACAGAG-3); Reverse (Diaz 8: 5-
TGTTCACACACTGGACACCAA-3’). Esta regido satélite € caracterizada por
apresentar alto niumero de copias no genoma do parasito, aumentando a sensibilidade
diagndstica, pois sao especificos para T. cruzi e ndo amplificam DNA de T. rangeli ou
do hospedeiro (Diaz et al., 1992).

As reacdes foram realizadas em volume final de 10 pL contendo DNA molde,
0,5 uM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTPs, tampéo 1X, 1,5 mM de MgCl, e 1 U de

Tag DNA polimerase. As amplificacbes foram realizadas em termociclador
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(Eppendorf® Mastercycler®), O programa de termociclagem desta reacado consistiu
em uma desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida por 40 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 20 segundos, anelamento a 57 °C por 15 segundos e
extensdo a 72 °C por 30 segundos, finalizando com uma etapa de extensdo a 72 °C

por 5 minutos.

Como controle, foram incluidos: Controle negativo de reacdo - 4gua ultrapura
estéril; Controle negativo biolégico — 150 ng de DNA de camundongo nao infectado;
Controles positivos: 150 ng de DNA de musculo esquelético de camundongo sadio
acrescida de 0,5 ng de DNA de epimastigotas de T. cruzi; 150 ng de DNA de musculo
esquelético de camundongo experimentalmente infectado com a cepa Y de T. cruzi; e
50 ng DNA de epimastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi. As amostras
experimentais corresponderam a 150 a 200 ng de DNA extraido de saguis

(Callithrix spp.).

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1,5%, preparado em tampao TBE 1X e corado com Safer Dye para visualizacdo sob
luz ultravioleta. Para isso, 6 yL de cada produto de PCR foram homogeneizados com
2 UL de corante de carregamento azul de bromofenol (0,5 pg/mL) e aplicados nos
pocos do gel. Um marcador de peso molecular de 100 pb foi adicionado a um dos
pocos como referéncia. A eletroforese foi conduzida em cuba contendo tampao TBE
1X, a 90 V por aproximadamente 35 minutos. Apdés a migracdo, as bandas foram
visualizadas sob luz ultravioleta, sendo a presenca de um fragmento de
aproximadamente 1.564 pares de base (pb) considerada indicativa da amplificacéo do
DNA de T. cruzi.
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5. RESULTADOS
5.1 DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

Com base no questionario aplicado para as 362 pacientes que participaram da
pesquisa foi possivel tracar o perfil sociodemogréfico e o conhecimento sobre a
doenca de Chagas. A idade das participantes variou entre 18 e 43 anos, com média
de 26,98 + 6,25 anos e mediana de 26 anos (Grafico 1).

Gréfico 1 - Distribuicdo de frequéncia das faixas etarias entre gestantes e puérperas
atendidas no Hospital Universitario Materno-Infantil (HUMALI)
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Fonte: Os autores

Entre as 362 participantes, 196 (54,1%) encontravam-se gestantes no
momento da coleta, enquanto 166 (45,9%) eram puérperas (Tabela 1). Em relacdo ao
nivel de escolaridade, observou-se predominancia de gestantes com ensino medio
completo, representando 65,5% (n= 238) da amostra. O ensino superior foi referido
por 18,2% (n= 66) das participantes, enquanto 16,3% (n= 59) possuiam apenas 0

ensino fundamental (Tabela 1).

Em relacdo ao conhecimento sobre a DC, observou-se que 60,2% (n= 218)
das participantes relataram nao ter ouvido falar sobre a enfermidade, enquanto 39,8%

(n= 147) afirmaram ja ter algum conhecimento prévio (Tabela 1).
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Entre as 147 participantes que afirmaram ja ter ouvido falar sobre a doenca de
Chagas, observou-se que a maioria 57,9% (n= 85) ndo sabia como ocorre a
transmissdo da enfermidade, enquanto apenas 42,1% (n= 62) demonstraram
conhecimento (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo da frequéncia do nivel de escolaridade e do conhecimento
prévio sobre a doenca de Chagas (DC) entre as 362 gestantes e puérperas atendidas
no HUMAI

Categoria Descricao n %

Participantes Gestantes 196 54,1

Puérperas 166 45,9

Nivel de Ensino 59 16,3
Escolaridade** Fundamental

Ensino Médio 237 65,5

Ensino Superior 66 18,2

Conhecimento Nunca ouviu falar 215 60,2

sobre a DC
Ja ouviu falar 147 39,8
Sabe como é Nao 85 57,9

transmitida?
Sim 62 42.1

**Cursando ou completo

Fonte: Os autores

A andlise cruzada realizada para verificar a associacdo entre o nivel de
escolaridade e o conhecimento prévio sobre a DC revelou diferencas expressivas e
estatisticamente significativas (p= 0,018). Entre as participantes com ensino
fundamental, a grande maioria, 69,5% (n= 41), declarou néo ter ouvido falar da
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enfermidade, enquanto apenas 30,5% (n= 18) relataram algum conhecimento prévio.
No grupo com ensino médio, 60,8% (n= 144) desconheciam a doenca, ao passo que
39,2% (n= 93) afirmaram ja ter ouvido falar sobre ela. Entre as mulheres com nivel
superior, 54,5% (n= 36) relataram conhecimento prévio sobre a DC, contra 45,5% (n=
30) que ndo a conheciam. Para aprofundar a avaliacado dessas propor¢des intragrupo,
aplicou-se o Teste Binomial. Obteve-se uma propor¢cdo de desconhecimento
estatisticamente significativa entre as participantes com ensino fundamental (p=
0,004). Padrdo semelhante foi verificado no grupo com ensino médio (p= 0,001). Ja
entre as mulheres com nivel superior, confirmou-se o cenario de equilibrio estatistico,

nao havendo diferenca significativa em relacdo ao acaso (p= 0,539) (Tabela 2).

Foi realizado também uma andlise cruzada das informacgfes entre a idade das
participantes e o fato de ja terem ouvido falar sobre a DC (p= 0,035); as gestantes
foram separadas em trés grupos: 18 a 25, 26 a 33 e 34 anos ou mais. Entre as
mulheres de 18 a 25 anos, a maioria, 66,7% (n= 110), relatou ndo conhecer a doenca,
enquanto apenas 33,3% (n= 55) afirmaram ja ter ouvido falar sobre ela. Na faixa de
26 a 33 anos, 53,8% (n= 71) ndo possuiam conhecimento e 46,2% (n= 61) relataram
ja conhecer a enfermidade. No grupo de 34 anos ou mais, 52,3% (n= 34)
desconheciam a doenca e 47,7% (n= 31) delas apresentavam conhecimento. A
andlise binomial revelou que o desconhecimento se concentra de forma significativa
nas mulheres de 18 a 25 anos (p< 0,001). Com o avanco da idade, as proporcdes
tornaram-se mais homogéneas e perderam a significancia estatistica, tanto na faixa
de 26 a 33 anos (p= 0,434) quanto no grupo de 34 anos ou mais (p= 0,804) (Tabela
2).
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Tabela 2 - Andlise de associacdo e intragrupo entre variaveis sociodemograficas

(escolaridade e faixa etaria) e o conhecimento prévio sobre a doenca de Chagas (DC)

em 362 gestantes e puérperas do HUMAI

Categoria Jaouviu Ja ouviu Total Valor de Valor de
sobre a DC? sobre a DC? n (%) pt p2
N&o n (%) Sim n (%)
Nivel de 0,018*
escolaridade
Fundamental** 41 (69,5%) 18 (30,5%) 59 (100,0%) 0,004*
Médio** 144 (60,8%) 93 (39,2%) 237 (100,0%) 0,001*
Superior** 30 (45,5%) 36 (54,5%) 66 (100,0%) 0,539
Grupos por idade 0,035*
18-25 110 (66,7%) 55 (33,3%) 165 (100,0%) <0,001*
26-33 71 (53,8%) 61 (46,2%) 132 (100,0%) 0,434
>34 34 (52,3%) 31 (47,7%) 65 (100,0%) 0,804

* Diferenca estatisticamente significativa *p < 0,05

** Cursando ou completo
1 Teste Qui-quadrado de Pearson
2 Teste Binomial

Fonte: Os autores

Através do questionario aplicado foi possivel mapear a distribuicdo por

origem/procedéncia das participantes do presente estudo, por Estados brasileiros e

paises da América Latina (Figura 3). Verificou-se que a maioria (337/362) das

participantes sdo provenientes do Parana. Outros Estados, como Santa Catarina, Sao

Paulo, Rio Grande do Sul e Amazonas, apresentam valores intermediarios, entre 2 e

5 registros. Em menor numero, observa-se a presenca de gestantes oriundas de

Roraima, Minas Gerais, Bahia, Espirito Santos, Mato Grosso, Amapa, Maranhao e da

Venezuela, com apenas 1 registro

cada.



35

Figura 3 - Mapa de distribuicdo da origem da populacdo estudada por Estados
brasileiros e paises da América Latina
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Fonte: Os autores

A andlise da distribuicdo geografica de residéncia das gestantes participantes
demonstra que a maioria é residente no municipio de Ponta Grossa, que concentrou
309 registros, configurando-se como o principal polo de atendimento e justificando sua
predominancia por ser o local de realizagdo do estudo. Municipios vizinhos, como
Palmeira, Ipiranga, Tibagi, Carambei e Castro, apresentaram frequéncias
intermediéarias, variando entre 4 e 10 registros, enquanto cidades como Arapoti,
Jaguariaiva, Pirai do Sul, Telémaco Borba, Tibagi, Ivai, Ipiranga, Imbituva, Reserva e
Porto Amazonas registraram 1 a 3 ocorréncias cada (Figura 4).
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Figura 4 - Mapa de distribuicdo da populacédo estudada por municipio de residéncia
atual
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Fonte: Os autores

5.2 PADRONIZACAO DA PESQUISA SOROLOGICA POR ELISA

A etapa de padronizacdo do ensaio imunoenzimatico (ELISA) definiu as
condicdes ideais de reacdo antes do inicio da triagem sorolégica das amostras,
testando as diluicbes entre o anticorpo primario (soros controle) e o anticorpo
secundario (conjugado anti-lgG), visando otimizar a sensibilidade e a especificidade
do ensaio. Para avaliar a eficiéncia dessas diferentes combinagdes, utilizou-se o
calculo da relacao sinal/ruido (S/R), comparando a DO obtida pelo controle positivo
(sinal) em relacéo a absorbancia do controle negativo (ruido). Ensaios com maiores
valores de S/R indicam uma capacidade superior de discriminacdo entre amostras
reagentes e ndo reagentes. Durante as avaliacfes, observou-se que a diluicdo de
anticorpo primario 1:100 apresentou maior relagdo sinal/ruido juntamente com a
diluicdo do conjugado 1:2000 (Gréfico 2).
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Grafico 2 - Relacdo sinal ruido (S/R) em diferentes concentracdes de anticorpo
primario
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Fonte: Os autores

Para a determinacéo do cut-off do ensaio ELISA, foram avaliadas dez amostras
de soros, negativos em triplicata, e do branco (sem anticorpo primario). Os valores
médios de densidade Optica (DO) das amostras negativas variaram de 0,118 a 0,285,
apresentando uma média geral de 0,197 e desvio-padrdo de 0,056. O branco
apresentou valores consistentemente inferiores (média de 0,065), confirmando a
auséncia de reatividade inespecifica significativa e indicando boa qualidade do ensaio
em relacdo ao sinal (Gréfico 3). A variabilidade intraamostral foi, em geral, baixa, com
coeficientes de variacao (CV) inferiores a 10% na maioria dos soros testados, exceto
em duas amostras que apresentaram maior dispersdo (CV em torno de 12-17%).
Esse resultado sugere boa reprodutibilidade técnica, reforcando a confiabilidade dos

valores médios obtidos.

O ponto de corte (cut-off) foi estabelecido pelo método estatistico, definido
como a média das amostras negativas acrescida de dois desvios-padrao (média +
2DP). O valor obtido foi de 0,310 DO, considerado adequado para maximizar a
sensibilidade do teste, mantendo baixa probabilidade de falsos positivos. O gréfico
demonstra a distribuicdo das leituras de DO para o branco e para os soros, bem como
as linhas de referéncia correspondentes a média e ao cut-off. Observa-se que todos
os valores das amostras negativas permaneceram abaixo do limiar de 0,310,

confirmando a adequacao do ponto de corte definido (Grafico 3).



38

Gréfico 3 - Determinacao do cut-off (DO= 0,310) com base nos resultados em triplicata
de pacientes nao chagasicos
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Fonte: Os autores

Dessa forma, a analise indica que o ensaio de ELISA apresenta boa
reprodutibilidade, baixo ruido e um ponto de corte satisfatorio. A definicdo do cut-off
em DO= 0,310 permite discriminar de forma confidvel entre amostras reagentes e ndo
reagentes na continuidade dos experimentos, garantindo maior rigor metodoldgico

para a pesquisa.

5.3 TRIAGEM SOROLOGICA EM GESTANTES PELA TECNICA DE ELISA

Nas nossas condi¢fes, a triagem mostrou que das 362 gestantes e puérperas,
349 foram soronegativas para doenca de Chagas. Entretanto, o soro de 13 mulheres
mostrou um padrao positivo de reacao (Tabela 3), com DO variando de 0,312 a 0,485

tendo como referéncia o cut-off (0,310) estabelecido (Grafico 3).
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Tabela 3 - Triagem sorologica de gestantes e puérperas, por ELISA, para doenca de

Chagas (DC)

Resultado n Porcentagem
Nao reagente 349 96,5%
Reagente 13 3,5%
Total 362 100,0%

Fonte: Os autores

As treze amostras que apresentaram reatividade no teste de triagem foram

encaminhadas ao Laboratério Central do Estado do Parana (LACEN-PR) para

confirmacdo diagndéstica. As analises realizadas pelo servico de

referéncia

demonstraram auséncia de reatividade em todos os casos (Tabela 4). Assim,

considera-se que as 362 gestantes participantes do estudo apresentaram resultados

soronegativos para a DC.

Tabela 4 - Confirmacéo do diagndstico para doenca de Chagas (DC), realizada pelo

LACEN-PR, de 13 pacientes positivas na triagem inicial

Método Reagente N&o Reagente
Enzimaimunoensaio 0/13 13/13
(Bioclin)
Quimioluminescéncia 0/13 13/13
(Abbott)

Fonte: Os autores
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5.4 AVALIACAO DA INFECCAO DE T. cruzi EM SAGUIS DO GENERO Callithrix

Foram analisados 53 saguis do género Callithrix capturados em 6 municipios
distintos do Parana - Carambei, Cascavel, Curitiba, Londrina, Maringd e Toledo
(Figura 5). Dentre os 53 saguis, 31 (58,49%) eram machos e 22 (41,51%) eram
fémeas, com o peso variando entre 0,092 e 0,402 kg. Os municipios com a maior
quantidade de saguis capturados foram Curitiba (n= 26), Maringa (n= 16) e Londrina
(n=6), seguidos de Carambei (n=1), Cascavel (= 2) e Toledo (n= 3).

Figura 5 - Mapa de distribuicdo dos saguis do género Callithrix conforme local de
captura
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Fonte: Os autores

A espécie Callithrix jacchus representou a maioria do estudo com 50,9% (n=
27) e Callithrix penicillata com 45,3% (n= 24). Dois espécimes juvenis (3,8%) foram
identificados somente em nivel de género (Gréfico 4). Cabe ressaltar que nenhum dos

espécimes pertence a fauna nativa do Parana.
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Grafico 4 - Distribuicdo quantitativa das espécies de saguis (Callithrix spp.) capturados
no Estado do Parana

25F

N
o
T

Frequéncia
=
wu
T

10}

Callithrix jacchus Callithrix penicillata Callithrix sp. (juvenil)
Espécie

Fonte: Os autores

5.5 ANALISES HEMOSCOPICAS

Nas analises hemoscopicas realizadas em 46 saguis (Callithrix spp.), 38 (82,6%)
amostras foram consideradas validas para observacdo. O descarte de 8 amostras foi
devido a fatores que dificultaram a visualizacdo, como a baixa qualidade dos
esfregacos sanguineos ou a presenca de contaminantes e/ou sujeiras, 0 que
impossibilitou uma conclusdo definitiva quanto a presenca ou auséncia de
hemoparasitas, sendo classificadas como indeterminadas. Em nenhum dos
esfregacos sanguineos analisados foi detectada a presenca de tripomastigotas de
Trypanosoma. Entretanto, a presenca de estruturas sugestivas de outros
hemoparasitas foi constatada em 17/38 amostras (44,74%), sugerindo elevada

circulacao desses agentes nos animais avaliados (Tabela 5).
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Tabela 5 - Resultados da analise hemoscépica para a pesquisa de hemoparasitas
em amostras de sangue de saguis (Callithrix spp.) capturados no Paran&

N° de Indeterminado  Presenca de Presenca de Auséncia de
animais * Trypanosoma outros hemoparasitas
analisados sp. hemoparasitas
46 8/46 0/38 17/38 21/38

*ndo analisados devido & baixa qualidade dos esfregacos sanguineos ou a presenga de contaminantes
el/ou sujeiras

Fonte: Os autores.

A Figura 6 ilustra uma representacéo de algumas laminas contendo estruturas
morfolégicas sugestivas de hemoparasitas presentes nas amostras dos saguis
examinados. A confirmacédo do diagnostico e a identificacdo destas estruturas sera

feita por especialistas da area.

Figura 6 - Representacéo de estruturas sugestivas de hemoparasitas detectadas nos

esfregacos sanguineos em Callithrix spp. Visualizacdo no aumento de 1.000x no

microscépio apos coloracédo de Giemsa, com zoom digital variavel

Fonte: Os autores.
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5.6 ANALISE MOLECULAR

As amostras de tecido de saguis (Callithrix spp.) foram submetidas a extracédo
de DNA, seguida de quantificacdo espectrofotométrica, na qual os valores da razéo
de pureza situaram-se entre 1,77 e 1,92. A integridade foi verificada por eletroforese
em gel de agarose, obtendo-se material genético em quantidade adequada para as

andlises moleculares (Figura 7).

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose demonstrando a integridade do DNA
gendmico extraido de amostras de tecido muscular esquelético de Callithrix spp.

Eletroforese em gel de agarose a 1,5%. (A) amostras n° 1-4; (B) n° 5-10; (C) n°® 11-18; (D) n° 19-40;
(E) n° 41-48; (F) n°® 49-53. M= padr&o de peso molecular (100 pb).

Fonte: Os autores

A PCR foi realizada em 53 amostras de DNA de saguis (Callithrix spp.)
utilizando os iniciadores (Forward: 5-CTCGAGATGCTCAATGAAAGTGGGAAT-3’;
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Reverse: 5-CCTAGGGCCCCACATCCCCAACAG-3’), para amplificacdo do parcial
do gene GP82. Utilizando esse conjunto de iniciadores, nenhuma das amostras de
sagui apresentou a banda de diagnéstico de 1.564pb, presente unicamente no
controle positivo (Figura 8). Entre as 53 amostras, 44 delas (83%) apresentaram
bandas inespecificas e 9/53 (17%) ndo apresentaram padrédo algum de amplificacéo,

sendo classificadas como indeterminadas.

Figura 8 - Deteccdo molecular de Trypanosoma cruzi por PCR amplificando o gene
GP82 em amostras de tecido muscular de Callithrix spp.

2000 ph
1500 ph

500 ph

100 pb

Eletroforese em gel de agarose 1,5%, utilizando iniciadores direcionado ao gene GP82 . A seta indica
a banda de diagnéstico (1.564 pb). M — Padrdo de peso molecular; S1-S53 — Amostras de Callithrix
sp.; 1 — Controle positivo: DNA de musculo esquelético de camundongo + 0,5ng de DNA de
epimastigotas de T. cruzi. 2 — DNA de camundongo néo infectado; Br — Branco (dgua ultrapura estéril).
Foram considerados como negativas as amostras sem amplificacdo da banda esperada (1.564 pb) e
indeterminadas as amostras de saguis sem a amplificacdo de bandas espurias (S16, S25, S42 a S46,
S49, S50).

Fonte: Os autores

Diante da amplificacdo de bandas espurias e reacdo negativa de um dos
controles positivos - DNA de camundongo experimentalmente infectado (dado né&o

mostrado) - uma nova PCR foi realizada utilizando um par de iniciadores
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complementares a regido do DNA satélite (satDNA) do T. cruzi (Diaz 7: 5'-
CGCAAACAGATATTGACAGAG-3’; Diaz 8: 5-TGTTCACACACTGGACACCAA-3)

Em concordéancia com o resultado da PCR para GP82, ndo foi observada a
amplificacdo do fragmento diagndstico esperado de 195 pares de bases (pb) em 48
amostras de DNA extraidas dos saguis. Todavia foram observadas a presenca de
bandas de diagndstico em 5 (9,3%) das amostras testadas (S37, S38, S44, S46 e
S47) com um padréo de amplificacdo das bandas de aproximadamente 200 pb, 400
pb e 600pb, sendo consideradas como amostras positivas para T. cruzi. Das amostras
positivas, quatro pertencem ao género Callithrix penicillata e apenas uma ao género
Callithrix jacchus, sendo trés delas de origem do municipio de Curitiba, uma de
Carambei e uma de Cascavel. A eficacia analitica e a validade da reacdo foram
atestadas pela amplificacdo bem sucedida do alvo de 195 pb exclusivamente nos
controles positivos da reacdo (Cepa Colombiana de T. cruzi e camundongo
experimentalmente infectado com a cepa Y de T. cruzi - E2), associada a auséncia de
amplificac@o espuria nas amostras avaliadas, no controle negativo (Cam. Saud.) e no

branco de reacéao (Figura 9).
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Figura 9 - Deteccdo molecular de Trypanosoma cruzi por PCR amplificando o DNA
satélite (satDNA) em amostras de tecido muscular de Callithrix spp.

2000 pb

600 pb
400pb

200pb
100pb

Eletroforese em gel de agarose 1,5%, utilizando os iniciadores Diaz 7 e 8 direcionado ao DNA
satélite. A seta indica a banda de diagnéstico (aprox. 200, 400 e 600 pb). M — Padrdo de peso
molecular; S1-S53 — Amostras de Callithrix sp.; Cep. Col. — Controle positivo composto por DNA de
epimastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi.; E2 — Controle positivo composto por DNA de musculo
esquelético de camundongo experimentalmente infectado com a cepa Y de T. cruzi. Cam. Saud. —

DNA de camundongo nao infectado; B — Branco (agua ultrapura estéril).

Fonte: Os autores.
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6 DISCUSSAO

A vigilancia epidemioldgica da DC exige uma abordagem integrada,
permanente e participativa, combinando o controle vetorial, a busca ativa de casos
agudos e crénicos, o diagnostico oportuno e a educacdo comunitaria, especialmente
em regides onde a transmissdo vetorial primaria foi controlada, mas o risco de
transmissao vertical e a manutencao de ciclos enzodticos periurbanos permanecem

como desafios.

Um aspecto central deste estudo foi a realizacdo de busca ativa em
gestantes/puérperas. A busca ativa € reconhecida como uma estratégia essencial
para a vigilancia epidemiologica da DC, especialmente em areas ndo endémicas,
onde a deteccdo passiva tende a ser limitada. Ao oferecer a triagem soroldgica
diretamente as gestantes atendidas no servico de salude, o estudo ampliou o acesso
ao diagnostico e permitiu a identificagdo precoce de possiveis casos suspeitos. Essa
estratégia é recomendada por organismos internacionais como a OPAS e a OMS,
sobretudo no contexto da prevencao da transmissao congeénita.

Os dados sociodemograficos obtidos das participantes do estudo mostraram
um perfil de mulheres jovens, com média de idade de aproximadamente 27 anos. A
faixa etaria identificada variou entre (18 a 43 anos) que compreende o periodo de

fertilidade materna e de maior risco para a transmissao vertical do Trypanosoma cruzi.

Ao comparar a média de idade deste estudo com outros inquéritos em
maternidades brasileiras, observa-se uma similaridade de perfil. Em regides
endémicas, como Minas Gerais e Nordeste, as médias variam entre 24 e 29 anos para
gestantes triadas (Sartori et al., 2007; Rocha et al., 2015). A concentracdo da amostra
nesta faixa etaria reforca a importancia da triagem no pré-natal ou no parto, visto que
a deteccdo precoce materna € o melhor caminho para a intervencédo oportuna no
recém-nascido, onde as taxas de cura para a DC congénita atingem quase 100% (Dias
et al., 2016).

N

Quanto a escolaridade, a predominancia de mulheres com ensino médio
(65,5%) indica um perfil educacional superior ao observado em estudos classicos,

historicamente associados ao analfabetismo ou ensino fundamental incompleto
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(Coura; Vifas, 2010). Entretanto, o fato de (16,3%) da amostra possuir apenas o
ensino fundamental aponta para uma parcela de vulnerabilidade social quanto a

escolarizagao dessas pacientes.

Outro ponto de destaque do estudo foi o elevado indice de desconhecimento
sobre a DC: (60,2%) das participantes relataram nunca ter ouvido falar sobre a
enfermidade. Este dado € preocupante em um ambiente hospitalar materno-infantil,
onde a compreensao sobre DC e outra patologias de transmisséo vertical € um dos
pilares de seguranca durante a gestacdo, pois apenas tendo conhecimento sobre

determinada doenca é possivel preveni-la.

A predominancia da desinformacédo reflete que ndo houve mais
conscientizacdo epidemiolégica da DC em regides ndo endémicas no Brasil. A
auséncia de campanhas de massa gerou uma lacuna educacional geracional. Estudos
em areas urbanas demonstram padrdes de desconhecimento semelhantes entre 50%
e 70%, reforcando que a DC se tornou uma doenca desconhecida para a populacéo

jovem urbana (Hecht et al., 2022).

O dado mais alarmante reside no fato de que, mesmo entre as 147 mulheres
gue afirmaram conhecer a doenca, a maioria (57,9%) ndo soube identificar como
ocorre a transmisséo, de maneira que a pessoa reconhece o nome da patologia, mas
ndo compreende o0s mecanismos de risco, impedindo a adocdo de medidas
preventivas (Vigliotti et al., 2020). Esse cenario de conhecimento superficial é
fortemente corroborado pelos achados recentes de Aguiar et al. (2022), em um estudo
realizado no Distrito Federal. Os autores evidenciaram que, embora 82,9% das
pessoas conheciam a DC, apenas 3,9% sabiam explicar corretamente que a via de
transmissao vetorial ocorre pelo contato com as fezes do inseto. A fragilidade desse
letramento tem impactos diretos na vigilancia em saude, uma vez que o mesmo estudo
relatou que a ampla maioria da populacéo (81,1%) optaria por simplesmente matar o
inseto ao encontra-lo, em vez de encaminha-lo aos 6rgdos competentes (8,3%),
inviabilizando o monitoramento entomoldgico de areas de risco. Essa incapacidade

evidencia uma falha critica na educagéo em saude (Aguiar et al., 2022).

A analise cruzada revelou que o nivel de escolaridade esta diretamente
associado ao grau de letramento em saude sobre a DC. Conforme observado, o

conhecimento prévio aumenta progressivamente conforme a elevacdo do nivel de
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instrucdo, atingindo 54,5% no ensino superior, contra apenas 30,5% no ensino
fundamental. Este achado reitera a intima relacéo entre o acesso a educacao formal
e 0 conhecimento em saude, visto que individuos com menor escolaridade possuem
maior dificuldade em receber informacdes preventivas (Who, 2024), demandando
estratégias de comunicacao em saude mais eficazes pelas equipes multidisciplinares.
Esta realidade torna-se epidemiologicamente ainda mais critica ao se cruzar com a
variavel etaria. O aprofundamento estatistico demonstrou que o desconhecimento
significativo se concentrou de forma expressiva nas mulheres mais jovens (18 a 25
anos), atingindo 66,7% de desinformacdo, bem como naquelas com escolaridade
restrita ao ensino fundamental e médio. Esta interseccdo de vulnerabilidades
sociodemogréficas aponta que o menor tempo cronolégico de vida, somado a
interrupgéo precoce da educagéao formal, atua como uma barreira limitante ao acesso
a informacéo. A andlise estatistica do nosso estudo referente ao conhecimento sobre
DC nas mulheres a partir dos 26 anos e naquelas com ensino superior reforca a
premissa de que o avanco da idade e a continuidade dos estudos operam como
importantes fatores de conhecimento. As gestantes mais velhas vivenciaram as
décadas de 1980 e 1990, periodo de intensas campanhas nacionais contra o
"barbeiro" (Dias et al., 2016). Em contrapartida, as mais jovens nasceram em um
cenario onde as campanhas sao quase inexistentes. A maior vivéncia do sistema de
saude e o ambiente académico possivelmente mitigam a invisibilidade da patologia, o
que reforca a urgéncia de retomar a educacédo em saulde sobre a DC especificamente

para o publico jovem.

A andlise da distribuicdo geografica das participantes do estudo evidencia um
padrdo marcadamente regional, com a maioria absoluta das participantes nascidas no
Parana (337/362). Esse perfil sugere que apesar de baixa os fluxos migratérios estéao
presentes em areas historicamente endémicas para areas nao endémicas. Esse
achado se assemelha a outro estudo descrito que demonstraram que a migracao
interna de estados como Bahia, Minas Gerais e Maranhdo tem contribuido
significativamente para a redistribuicdo da doenca em outras regides (Martins-Melo et
al., 2014).

Apesar da baixa representatividade dessas regides na presente amostra, a
presenca pontual de gestantes oriundas de areas endémicas reforca a importancia da

vigilancia ativa. A mobilidade populacional € um dos principais desafios para o controle



50

da DC, pois a introducdo de casos cronicos pode ocorrer de forma silenciosa em

gestantes assintomaticas (Opas, 2021).

Quanto a residéncia atual, a expressiva concentracdo em Ponta Grossa
(309/362), além de incluir participantes de municipios vizinhos (Castro, Carambei,
Tibagi) evidencia o papel do servico de saude como polo regional. Ainda assim,
conforme preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude, a presenca de individuos
de regibes endémicas justifica a implementag&o de triagem universal em gestantes,

mesmo em areas de baixa endemicidade (Who, 2015).

A avaliacdo soroldgica evidenciou a auséncia de infec¢do por T. cruzi nas
pacientes estudadas, uma vez que, das 362 amostras analisadas, 13 apresentaram
reatividade no teste de triagem nas nossas condicfes de testagem, mas todas foram
nao reagentes nos ensaios confirmatdrios realizados pelo LACEN-PR. Embora os
testes confirmatoérios realizados pelo LACEN-PR tenham classificado como né&o
reagentes todas as amostras inicialmente positivas no teste de triagem, esse resultado
discordante ndo invalida a estratégia adotada neste estudo, onde optou-se por um cut-
off mais sensivel, permitindo a deteccdo de qualquer sinal de reatividade, ainda que
minima, de forma semelhante ao que € realizado na triagem de doadores em bancos
de sangue, onde a prioridade € ndo perder potenciais casos positivos. Esse achado
corrobora com o cenario das acdes de controle vetorial implementadas nas ultimas
décadas (Dias et al., 2016). No entanto, essa via de transmissao continua sendo um
desafio para a vigilancia epidemiolégica, visto que a maioria dos casos congénitos
ocorre de forma assintoméatica e pode passar despercebida sem o rastreio adequado

no pré-natal.

Os resultados obtidos por sorologia foram realizados a partir das diretrizes do
Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, que exigem no minimo dois testes

distintos para confirmacéo (Dias et al., 2016).

Com relacdo a investigacdo animal, a pesquisa do agente etiologico em
reservatorios silvestres focou-se nos saguis exoticos (Callithrix spp.) capturados no
Estado do Parana. A escolha dessa espécie como modelo de estudo fundamenta-se
no seu reconhecido potencial zoonético e por conveniéncia do acesso a amostra, ja
que o IAT promove o combate as espécies invasoras. Com o avan¢o da antropizacao

e a fragmentacdo de habitats, esses primatas ndo humanos (PNH) apresentam
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elevada plasticidade ecoldgica e sinantropia, estabelecendo populacfes densas em

zonas periurbanas e parques urbanos (Verona, 2018).

Embora a pesquisa direta por T. cruzi nos esfregagos sanguineos nédo tenha
evidenciado formas tripomastigotas, esse achado pode ser devido a fase da infeccéo
cronica, na qual a parasitemia circulante é tdo baixa que diminui a sensibilidade da
microscopia Optica para a deteccdo do parasito, o que justifica a negatividade
observada e reforca a necessidade do diagndstico molecular confirmatério empregado
neste estudo. Por outro lado, a analise hemoscopica revelou estruturas morfolégicas
sugestivas de outros hemoparasitas, como microfilarias e inclusées eritrocitarias

compativeis com Plasmodium spp.

Embora neste estudo néo tenha sido realizada a confirmacao da infeccao por
Plasmodium spp. por PCR, j& que ndo era o foco desta pesquisa, a identificacdo
morfologica de plasmodios nestes saguis evidencia a necessidade de estudos
adicionais para avaliar a existéncia de um ciclo de transmissdo potencialmente
zoonotico. No Estado do Rio de Janeiro foi investigado um surto de maléria humana
ocorrido nos anos de 2015 e 2016 nas regides da Mata Atlantica, o qual acumulou um
total de 49 casos reportados no periodo. Inicialmente, o diagndstico parasitolégico dos
pacientes, realizado por meio da microscopia Optica de esfregacos de sangue, foi
dado como Plasmodium vivax. Contudo, as analises moleculares por PCR e
sequenciamento revelaram que 0s casos eram causados por outra espécie,
morfologicamente semelhante ao P. vivax, Plasmodium simium, o qual é um parasita
de primatas ndo humanos (Brasil et al., 2017). Baseado nessas evidéncias foram
realizados mais estudos em 2019, que mapearam a circulacdo ativa desses
plasmaddios na fauna de primatas ndo humanos na Mata Atlantica do Estado do Rio
de Janeiro e suas divisas. Os resultados demonstraram que os bugios (Alouatta
clamitans) atuavam como reservatorio natural dentre as espécies testadas, sendo
constatado por marcadores moleculares de que eles estavam infectados por P.

simium e Plasmodium brasilianum/malariae (Abreu et al., 2019).

Para evitar limitacbes diagndsticas como as observadas apenas com a
microscopia, o presente estudo utilizou também a técnica de PCR como principal
ferramenta de rastreio genémico nestes animais sendo uma escolha metodolégica
crucial para a validacéo dos resultados. A elevada sensibilidade analitica da técnica
permite a deteccédo de fracfes infimas de DNA do parasita nos tecidos ou no sangue,
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superando as limitagbes da microscopia e garantindo que o0s resultados
parasitolégicos negativos ndo sejam falsos-negativos decorrentes da cronicidade da
infeccdo (Dias et al., 2016). Porém, mesmo na técnica de PCR tivemos limitacdes de
amplificagdo do iniciador para GP82, que nao foi amplificado em amostra de
camundongo infectado, além de apresentar varias bandas inespecificas. Por esses
motivos, foi utilizado um novo par de iniciadores para amplificacdo de DNA satélite

aumentando a sensibilidade da PCR.

A amplificacdo direcionada ao DNA satélite (satDNA) foi fundamental para a
confirmacédo dos resultados de T. cruzi. Durante as andlises, ndo foi observada a
amplificacdo de bandas inespecificas, 0 que atesta a maior especificidade do teste em
relacdo a amplificacdo do gene GP82. A escolha por esse alvo confere elevada
sensibilidade a técnica de PCR devido a sua organizacdo estrutural em multiplas
copias repetidas em tandem com milhares de copias idénticas desse alvo alinhadas
sequencialmente, aumentando a probabilidade de anelamento dos iniciadores e a
eficiéncia da amplificacdo, superando a capacidade de detec¢éo de ensaios baseados
em genes de cOpia Unica. Essa caracteristica € crucial para a identificacéo do parasito
em amostras com carga parasitaria baixa, um cenario frequente em infeccdes

silvestres crbnicas (Elias et al., 2003; Ramirez et al., 2017).

Carnieli e colaboradores avaliaram a infec¢do por Trypanosoma spp. em 25
saguis do género Callithrix spp. no Estado do Espirito Santo, através de Nested PCR
(nPCR) direcionada a subunidade menor do gene ribossomal (18S SSU), presente em
varias espécies de tripanosomas. Os resultados revelaram que 60% (15/25) dos
saguis analisados apresentaram amplificacdo na nPCR. No entanto, ndo foi
determinada a espécie do parasita, sendo necessario o sequenciamento para essa
distincao (Carnieli et al., 2025).

Outro estudo semelhante foi realizado no Rio de Janeiro, onde foram
observados em 3/35 esfregacos de sangue a presenca de Trypanosoma spp. E,
posteriormente, foi confirmada através da técnica de PCR que se tratava da espécie
nao patogénica Trypanosoma minasense (Coimbra, 2020).

Em nosso estudo a utilizacdo molecular direcionada ao DNA satélite revelou
um panorama epidemioldgico ativo na fauna de primatas ndo humanos, consolidando

a positividade de 5 amostras (9,43%) para T. cruzi nos saguis exoticos (Callithrix spp.)
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A divergéncia entre a hemoscopia e o diagnostico molecular € um cenario classico da
dindmica bioldgica do T. cruzi, caracteristico de fases crbénicas ou de periodos de
baixa parasitemia intermitente no hospedeiro. Enquanto a microscopia classica possui
sensibilidade analitica limitada e dependente de uma elevada carga parasitaria
circulante, a PCR destaca-se pela alta capacidade de amplificacdo de fragmentos

minimos de DNA.

Esses achados corroboram com a perspectiva integrada da Satde Unica (One
Health), a identificacdo de um reservatério ativo adquire relevancia critica ao se
considerar a presenca dos saguis no territorio paranaense, esses animais presentes
na mata nativa e em areas periurbanas ou residenciais, com a presenca de
triatomineos pode facilitar o contato e a infeccdo de populacbes humanas mais
vulneraveis. Portanto, embora os resultados apontem resultados negativos nas
gestantes testadas no HUMAI, a persisténcia de um ciclo silvestre ativo e proximo

sinaliza que existe o risco de transmisséo, servindo de alerta para a populacgéo.

Os saguis do presente estudo, também apresentaram uma taxa de positividade
de 24% para enteroparasitas, com a presenca de cistos e ovo de helmintos (Toxocara
spp, Strongyloides spp Trichostrongylus spp). e protozoarios (Giardia spp e Eimeria
spp), evidenciando o perigo direto de transmissao cruzada para a populacdo humana
e animais domésticos por meio da contaminagédo ambiental, como agua e solo (Santos
et al., 2025).

Todos esses dados apresentados justificam plenamente a importancia da
continuidade do monitoramento em espécies silvestres. Os saguis funcionam como
verdadeiros reservatorios naturais de doencas (Verona, 2008). Monitora-los oferece
aos orgdos de saude publica um alerta precoce e em tempo real sobre a circulacéo
silenciosa de patdgenos em areas de borda de mata, permitindo a ado¢éo de medidas

preventivas antes que ocorram surtos zoonoticos na populagdo humana adjacente.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu avaliar a presenca de T. cruzi em dois contextos
epidemiologicos complementares: gestantes atendidas no Hospital Universitario
Materno-Infantii (HUMAI) de Ponta Grossa e saguis exoticos (Callithrix spp.)
capturados em diferentes municipios do Parana. A abordagem integrada entre saude
humana e animal contribui para o entendimento da dindmica da doenca de Chagas

na regido do Parana.

Os resultados obtidos indicaram auséncia de soropositividade nas gestantes
avaliadas, contudo foi confirmada a presenca de T. cruzi em cinco saguis analisados.
Esse achado reforca a existéncia de circulacdo do parasita na fauna paranaense,
configurando um risco ambiental para a salude publica. A presenca de triatomineos
vetores na regido, associada a proximidade entre humanos e animais silvestres,
reforca a necessidade de monitoramento continuo e vigilancia integrada, sobretudo
considerando a possibilidade de migracdo de individuos provenientes de areas

endémicas.

Do ponto de vista da saude publica, os dados ressaltam a importancia de
manter e fortalecer os programas de triagem pré-natal para DC, mesmo em regifes
classificadas como ndo endémicas. A auséncia de casos detectados em humanos néao
deve ser interpretada como eliminacdo do risco, mas como um indicativo de
efetividade das medidas preventivas e de vigilancia, reforcando a importancia da
implementacdo de uma triagem universal em gestantes, que permitiria a detecgao
precoce de casos e o acompanhamento adequado de gestantes e recém-nascidos,

contribuindo para a prevencao da transmissao vertical.

Cabe destacar que a presente investigacao apresenta limitagcdes com relagcéao
a amostragem a qual restringiu-se a um unico centro de atendimento materno-infantil
(HUMAI) em Ponta Grossa, sem a participagdo de gestantes que realizam
acompanhamento exclusivo na rede privada ou em municipios mais afastados da
regido dos Campos Gerais, e limitagcdes com relacdo a PCR utilizando o primeiro
conjunto de iniciadores (primers) testados para o gene GP82, os quais apresentaram
a formacédo de bandas espurias e baixa eficiéncia na amplificagdo de controles

positivos.
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Este trabalho contribui ao demonstrar a viabilidade metodolégica de estudos
integrados em humanos e animais e ao destacar a importancia do enfrentamento de
zoonoses negligenciadas. Por fim, este estudo refor¢a que a vigilancia da DC deve
permanecer constante, e que ac¢les integradas entre pesquisa, diagndstico e

educacdo em saude sao essenciais para a prevencao e o controle da doenca.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Sra esta convidada para participar da pesquisa “Investigagdo da doenga
de Chagas em gestantes e puérperas atendidas no Hospital Universitario
Materno Infantil”, que tem por objetivo avaliar a presenca de anticorpos anti-
Trypanosoma cruzi em gestantes e em recém-nascidos de gestantes positivas. Esta
pesquisa & de responsabilidade dos pesquisadores Emancel Mateus Chimim e
Iriane Eger (Orientadora).

Os resultados dos exames e dados dos pacientes terdo sigilo garantido e
serdo repassados ao paciente por meio de WhatsApp em até 30 dias, em caso de
intercoméncias na pesquisa sera entrado em contato com a paciente para verificar o
interesse em coletar uma nova amostra e dar continuidade na pesquisa, lembrando
gque a coleta de sangue que & um procedimento invasivo que pode gerar dor e
desconforto. Em caso de resultados positivos, a paciente recebera o laudo sendo
informada do resultado e crientada a procurar a Unidade Basica de Salde (UBS) de
sua regido. A paciente também sera convidada pelo pesquisador a participar da
segunda parte da pesquisa, sendo necessario coletar uma nova amostra de sangue
periferico, e futuramente do recém-nascido que terdo como finalidade isolar e
caracterizar o parasita, verificando tambem se houve transmissdo congénita.

Para a pesquisa & necessario responder um questionario contendo perguntas
basicas sobre a participante e sobre a doenca de Chagas. Apos isso, sera realizada
a coleta de sangue para os exames de rotina e, posteriormente, a mesma amostra
sera submetida & pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi.

Sua participacdo & voluntaria, portanto, ndo ha recompensa ou gratificacdo
financeira. Sera garantido o livre acesso a todas as informacdes e retirada de
dividas sobre o estudo, durante e depois das coletas de dados. Garantimos o sigilo
e a confidencialidade das informagtes fomecidas, e a sua privacidade como
participante da pesquisa. A qualguer momento, vocé pode se recusar a participar e
se refirar da pesquisa, sem questionamentos, penalidades ou qualguer prejuizo. Em
caso de dividas, vocé podera entrar em contato com o pesquisador responsavel em
qualguer momento ou com a Comiss3o de Etica em Pesquisa da UEPG.

Pesquisador: Emanoel Mateus Chimim Telefone: (42) 99938-2452

E-mail: emanoelchimim@agmail.com

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa

Telefone: (42) 3220-3282 - Av. Carlos Cavalcanti, 4748 — Uvaranas — Bloco da Reitoria, Sala
22, Campus UEPG, CEP: 84030-300, Ponta Grossa — PR

E-mail: propesp-cep@uepg.br [ propespsecretaria@uepg.br

Horario de funcionamento: segunda a sexta-feira das 8h00 a5 12h00 e das 13h00 as 17h00.

Eu

declaro gue I o presente fermo, compreendi a natureza e objetivo do estudo do gual
concordei emparticipar. A explicacdo que recebi foi minuciosa e menciona a
possibilidade de interromper minha participaco a qualguer momento, sem que esta decisdo
me afete de qualquer forma.

Data _ 7/

Assinatura da Participante ou Responsavel

Nome Legivel e Assinatura do Pesquisador
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APENDICE B - QUESTIONARIO PARA A PESQUISA “INVESTIGAGAO DA
DOENGA DE CHAGAS EM GESTANTES E PUERPERAS ATENDIDAS NO
HOSPITAL UNIVERSITARIO MATERNO INFANTIL”.

APENDICE B - Questionario para a pesquisa “Investigagdo da doenga de
Chagas em gestantes e puérperas atendidas no Hospital Universitario
Materno Infantil”.

Nome:
Telefone: () ldade: anos
Tempo de gestacdo em semanas: Quantidade de gestacdes:

Cidade/Estado de origem (nascimento):

Cidades de residéncia anterior:

Cidade de residéncia atual:

Nivel de escolaridade: ( ) Fundamental { ) Médio ( ) Superior

Ocupacao profissional:

Ja recebeu transfusdo sanguinea?

Se sim : Onde e quando?

Ja recebeu transplante de drgdo?

Se sim : Onde(cidade) e quando(ano)?

YYocé sabe ou ja ouvir falar sobre doenca de Chagas?
YYocé conhece alguém com doenga de Chagas?

Se sim, qual o grau de proximidade ou parentesco?

Yocé sabe como & transmitida a doenca de Chagas?
Vocé conhece o “barbeiro”, inseto transmissor da doenca de Chagas?

Se sim: Da onde? (TV, Intemet, Jomal, agentes de salde, escola, outros._.)

Assinatura da Participante ou Responsavel
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ANEXO A: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE Plataforma
PONTA GROSSA - UEPG %cﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo da ocorréncia de doenga de Chagas gestacional e congénita em pacientes
atendidos no Hospital Universitario Materno Infantil

Pesquisador: EMANOEL MATEUS CHIMIM

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 80723824.7.0000.0105

Instituicao Proponente: Universidade Estadual de Ponta Grossa
Patrocinador Principal: Universidade Estadual de Ponta Grossa

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.921.539

Apresentagao do Projeto:

Projeto de Pesquisa:

Avaliacdo da ocorréncia de doenca de Chagas gestacional e congénita em pacientes atendidos no Hospital
Universitario Materno Infantil. Sera realizado um estudo para avaliar a soroprevaléncia de doenc¢a de
Chagas gestacional e congénita através de pesquisa sorolégica de anticorpos IgG anti-Trypanosoma cruzi
pelo método de ELISA em gestantes atendidas no Hospital Universitario Materno Infantil (HUMAI) no
periodo de 2024 a 2026. Casos positivos serdo submetidos a testes confirmatérios em laboratério de
referéncia e sera feito o acompanhamento do recémnascido para verificar se houve transmissao congénita.
A confirmagdo também sera realizada por métodos parasitolégicos (hemocultura e isolamento do parasito) e
moleculares (PCR e genotipagem) em gestantes e neonatos positivos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Descrever a ocorréncia de doenga de Chagas gestacional e congénita em pacientes atendidos no Hospital
Universitario Materno Infantil (HUMAI), no

periodo de 2024 a 2026.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Endereco: Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n® 4748. UEPG, Campus Uvararanas, Bloco da Reitoria, sala 22

Bairro: Uvaranas CEP: 84.030-900
UF: PR Municipio: PONTA GROSSA
Telefone: (42)3220-3282 E-mail: propespsecretaria@uepg.br
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PONTA GROSSA - UEPG %oﬂ

Continuacéo do Parecer: 6.921.539

Riscos para os pesquisadores: exposi¢cdo a material biolégico infectante, exposi¢cdo a agentes quimicos,
possivel estresse emocional. Riscos para os pacientes: risco de exposi¢cao a procedimentos de coleta se
sangue, risco de emocional devido ao diagnéstico de doencga de Chagas, o que pode afetar sua saude
mental e bem-estar emocional. Os potenciais riscos serdo controlados através do uso de EPIs adequados,
como luvas, jalecos, mascara, fluxo laminar. As pacientes serdo conscientizadas e acolhidas. As pacientes
positivas terdo acompanhamento clinico e psicolégico conforme recomendacdes médicas.

Beneficios:

Para as pacientes: Ter a segurancga do diagndstico e prevengdo de uma infecgdo potencialmente
transmitida verticalmente, oferecendo grande possibilidade de cura definitiva e um desenvolvimento
saudavel dos recém-nascidos. Para os pesquisadores: desenvolvimento profissional e cientifico
(pensamento critico e analitico, aprimoramento de habilidades de escrita e comunicacéo, desenvolvimento

de empatia com os pacientes

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Espera-se ter um panorama da real prevaléncia de gestantes soropositivas para Trypanosoma cruzi, com a
definicdo da necessidade do exame no protocolo pré-natal. Comprovada a soroprevaléncia de gestantes e
a existéncia de transmissdo congénita pode-se realizar acompanhamento e tratamento da mée e do
recém-nascido. Impacto positivo na salide materna e neonatal, rastreamento e diagnéstico precoce,
reducdo de gastos publicos e socioecondmicos devido ao diagnédstico e tratamento precoce, prevenir
futuras formas morbidas da doenca e, consequentemente, reduzir custos com atendimento de suporte,
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absenteismo laboral e/ou aposentadorias precoces.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos de apresentagao obrigatério estdo corretamente preenchidos e anexados na Plataforma.
Em anexo e de acordo com as resolugdes 466/2012 e 510/2016

Recomendacoes:
Enviar o relatério final ao término do projeto de pesquisa por Notificagdo via Plataforma Brasil para evitar
pendéncias.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Projeto foi aprovado sem restricdes, apoés avaliagdo documental. O projeto se encontra dentro dos principios
éticos e metodoldgicos, de acordo com o Conselho Nacional de Saude, Resolugdo 466/2012 e 510/2016.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 15/06/2024 Aceito
do Projeto ROJETO 2357474 .pdf 20:12:17
Folha de Rosto Emanoel_Chimim_Plataforma_Brasil_as| 15/06/2024 [EMANOEL MATEUS| Aceito

sinado.pdf 20:12:00 | CHIMIM

Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/06/2024 Aceito

do Projeto ROJETO 2357474 .pdf 11:37:40

Qutros InstituicaoProponente.pdf 11/06/2024 |EMANOEL MATEUS| Aceito
11:37:03 _|CHIMIM

Folha de Rosto folhaDeRostoASSINADO. pdf 11/06/2024 |EMANOEL MATEUS | Aceito
11:13:48 | CHIMIM

Folha de Rosto folhaDeRostoASSINADO.pdf 11/06/2024 | EMANOEL MATEUS | Recusad
11:13:48 |CHIMIM o

Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 05/06/2024 Aceito

do Projeto ROJETO 2357474 .pdf 14:31:08

Projeto Detalhado / |pesquisa577HUUEPG .pdf 05/06/2024 |EMANOEL MATEUS | Aceito

Brochura 14:30:32 _[CHIMIM
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Investigador pesquisa577HUUEPG pdf 05/06/2024 | EMANOEL MATEUS | Aceito
14:30:32 _[CHIMIM

Outros APENDICE2.docx 05/06/2024 | EMANOEL MATEUS | Aceito
14:26:41 _[CHIMIM

TCLE / Termos de |APENDICE4.docx 05/06/2024 | EMANOEL MATEUS | Aceito

Assentimento / 14:25:31 |CHIMIM

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |APENDICE3.docx 05/06/2024 | EMANOEL MATEUS | Aceito

Assentimento / 14:25:22 |CHIMIM

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de [APENDICE1.docx 05/06/2024 | EMANOEL MATEUS | Aceito

Assentimento / 14:24:58 |CHIMIM

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folhaDeRosto_ PREENCHIDA_assinado.| 05/06/2024 |EMANOEL MATEUS| Aceito

pdf 14:22:14 |CHIMIM
Folha de Rosto folhaDeRosto_ PREENCHIDA_assinado.| 05/06/2024 | EMANOEL MATEUS | Recusad
pdf 14:22:14 _[CHIMIM [o)

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

PONTA GROSSA, 01 de Julho de 2024

Assinado por:

ULISSES COELHO
(Coordenador(a))
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