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RESUMO

Aspectos Ecoepidemioldgicos e Analises sobre as Alteragcfes Fenotipicas de
Populacbes de Triatoma brasiliensis brasiliensis de Caic6é, Rio Grande do
Norte, Brasil

Triatoma brasiliensis brasiliensis & autdctone no Brasil, considerado um dos mais
importantes vetores de Trypanosoma cruzi em areas semiaridas do Nordeste. No
estado do Rio Grande do Norte, a regido do Serid6 estd passando por
transformagdes devido ao intenso processo de desertificagdo ocasionado,
principalmente, por impactos antropicos no bioma Caatinga. Neste contexto,
levantamento de informacdes sobre as infestacdes de ecétopos naturais e artificiais
por T. b. brasiliensis € crucial para evitar a ocorréncia de casos e surtos da doenca
de Chagas. Estudos sobre a variabilidade métrica alar de populagbes de T. b.
brasiliensis desta area s&o inexistentes, tornando-se necessarios para o0
conhecimento das respostas fenotipicas desta subespécie frente a fatores
bioticos/abidticos. No presente estudo, analisou-se o papel deste vetor nos ciclos
transmissdo de T. cruzi em localidades de Caico e avaliou-se a possivel influéncia
do parasito, da fonte alimentar e do ecétopo na variabilidade morfologica das asas
de T. b. brasiliensis. Capturas ativas e passivas em ecoOtopos naturais e artificiais
foram realizadas em 18 localidades. Destas, cinco foram selecionadas para analises
das populacdes de T. b. brasiliensis quanto a infec¢do natural, as fontes alimentares,
a tipagem das Unidades Discretas de Tipagem (DTUSs) e as variagdes morfométricas
alares. A pesquisa de T. cruzi em amostras do conteudo intestinal foi realizada pelo
exame direto a fresco e pelo uso da PCR convencional multiplex para a amplificacao
do kDNA do protozoario e da subunidade 12S do gene ribossomal de triatomineos.
A identificacdo da fonte alimentar foi realizada pela amplificacdo e sequenciamento
do gene citocromo B do DNA mitocondrial. Apés o isolamento do parasito em meio
de cultura, procedeu-se a caracterizacdo dos isolados de T. cruzi em DTUs com
base em trés marcadores: andlise do dominio divergente D7 do locus 24Sa do DNA
ribossomal, analise do gene mitocondrial citocromo oxidase Il e analise da regido
intergénica spliced leader do gene mini-exon. A variabilidade morfolégica das asas
de populacbes de T. b. brasiliensis foi avaliada empregando a morfometria
geométrica. Dos 1.147 espécimes capturados nas 18 localidades, Triatoma b.
brasiliensis foi a subespécie mais abundante, representando 95,2% (1092/1147) dos
triatomineos capturados, seguida de T. pseudomaculata (4,6% - 53/1147) e de T.
petrocchiae (0,2% - 2/1147). Triatoma b. brasiliensis foi o vetor que mais invadiu e
colonizou o intradomicilio e, especialmente, o peridomicilio, distribuindo-se em uma
variedade de ecotopos com elevada infestacdo de currais de boi. As pesquisas de T.
cruzi mostraram altas taxas de infec¢ao natural, considerando o exame direto (36% -
103/286), cultura (51% - 52/102) e PCR (58,9% - 165/280). Nove espécies de
vertebrados foram identificadas, mostrando o héabito alimentar eclético de T. b.
brasiliensis, sendo as mais frequentes: Kerodon rupestris, moco (33% - 13/39);
Homo sapiens, humano (20% - 8/39); Bos taurus, boi (15,4% - 6/39). A



caracterizacdo genética de T. cruzi mostrou a circulacdo das DTUs Tcl (67,9% -
19/28) e Tcll (32,1% -9/28) nas populacdes de T. b. brasiliensis com predominancia
de Tcl no ambiente silvestre e peridomiciliar. As analises morfométricas das asas
revelaram que ndo houve influéncia de T. cruzi no tamanho do centréide (TC) e na
conformacéo, porém diferencas significativas no TC alar entre sexos, ecotopos e
localidades foram detectadas, indicando possivel influéncia do tipo/disponibilidade
da fonte alimentar, efeito da densidade populacional e, possivelmente, isolamento
por distancia/barreira fisica entre as populacdes. As homogeneidades no TC
(maioria das populagbes) e na conformacdo entre localidades refletem as
similaridades das condicdes macro ambientais, pois estas situam-se no mesmo
municipio com mesmo padrdao climatico do bioma Caatinga. Por outro lado, as
diferencas na conformacao ligadas ao sexo e ao ecotopo em populacdes de duas
localidades sugerem influéncias das condi¢cdes microclimaticas dos ecoétopos e/ou
do tipo/disponibilidade da fonte alimentar. Na perspectiva da dindmica de
transmissdo de T. cruzi na area, a deteccdo das DTUs Tcl e Tcll e a expressiva
identificacdo de K. rupestris e H. sapiens como fonte alimentar de espécimes
infectados no ambiente peridomiciliar e silvestre sugerem que K. rupestris e T. b.
brasiliensis podem estar atuando como elo de ligacao entre os ciclos de transmisséo
silvestre e domiciliar de T. cruzi, evidenciando o risco real de transmissao para a
populacdo humana e animais domésticos. Estes resultados enfatizam a necessidade
de acdes de controle e vigilancia entomologica e campanhas educativas continuas
para evitar a ocorréncia de casos novos da doenca de Chagas na éarea.
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ABSTRACT
Eco-epidemiological Aspects and Analysis of Phenotypic changes in
Populations of Triatoma brasiliensis brasiliensis from Caic6, Rio Grande do

Norte, Brazil

Triatoma brasiliensis brasiliensis is autochthonous in Brazil, considered one of the
most important vectors of Trypanosoma cruzi in northeastern semiarid areas. In the
state of Rio Grande do Norte, the Serid6 region is undergoing transformations due to
the intense desertification process caused mainly by anthropogenic impacts on the
Caatinga biome. In this context, information gathering on infestations of natural and
artificial ecotopes by T. b. brasiliensis is important to prevent Chagas disease cases
and outbreaks. Studies on the wing metric variability of T. b. brasiliensis populations
from this area are non-existent, making it necessary to know the phenotypic
responses of this subspecies to biotic/abiotic factors. In the present study, the role of
this vector in T. cruzi transmission cycles in Caico localities was analyzed and the
possible influence of parasite, feeding patterns and ecotope on the morphological
variability of the wings of T. b. brasiliensis. Active and passive captures in natural and
artificial ecotopes were performed in 18 locations. Of these, five were selected for
analyzes of T. b. brasiliensis for natural infection, feeding patterns, typing of DTUs
and wing morphometric variations. Trypanosoma cruzi was searched in samples of
intestinal content by direct microscopic examination and conventional multiplex PCR
for protozoan KDNA amplification and 12S subunit of the triatomine ribosomal gene.
The identification of the feeding patterns was performed by amplification and
sequencing of the cytochrome B mtDNA gene. After isolation of the parasite in
culture medium, the DTUs were molecularly characterized based on three markers:
D7 domain of the 24Sa rDNA gene, cytochrome oxidase subunit 2 gene and spliced
leader intergenic region gene. The morphological variability of the wings of T. b
brasiliensis populations was evaluated using geometric morphometry. Of 1,147
specimens captured in 18 locations, Triatoma b. brasiliensis was the most abundant
subspecies, representing 95.2% (1092/1147) of the captured triatomines, followed by
T. pseudomaculata (4.6% - 53/1147) and T. petrocchiae (0.2% - 2/1147). Triatoma b.
brasiliensis was the vector that most invaded and colonized the domestic and,
especially, peridomestic areas, distributed in a variety of ecotopes with high

infestation of cattle corrals. Trypanosoma cruzi research showed high rates of natural
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infection, considering direct microscopic examination (36% - 103/286), culture (51% -
52/102) and PCR (58.9% - 165/280). Nine vertebrate species were identified,
showing the eclectic feeding habits of T. b. brasiliensis, the most common being:
Kerodon rupestris, moco (33% - 13/39); Homo sapiens, human (20% - 8/39); Bos
taurus, ox (15.4% - 6/39). Genetic characterization of T. cruzi showed the circulation
of Tcl (67.9% -19/28) and Tcll (32.1% -9/28) DTUs in T. b. brasiliensis with
predominance of Tcl in the sylvatic and peridomestic environments. The
morphometric analysis of the wings revealed that there was no influence of T. cruzi
on centroid size (CS) and shape, but significant wing CS differences between sexes,
ecotopes and localities were detected, indicating a possible influence of food source
availability, population density effect and possibly isolation by distance/physical
barrier between populations. The homogeneities in the CS (most populations) and in
the shape between localities reflect the similarities of macroenvironmental conditions,
as they are in the same municipality with the same climate pattern of the Caatinga
biome. On the other hand, differences in shape related to sex and ecotope in
populations of two localities suggest influences of microclimate conditions of
ecotopes and/or the type/availability of food source. From the perspective of T. cruzi
transmission dynamics, the detection of Tcl and Tcll and the expressive identification
of K. rupestris as feeding pattern of infected specimens in the peridomiciliary and
sylvatic areas suggest that K. rupestris and T. b. brasiliensis may be acting as a link
between the T. cruzi sylvatic and peridomestic transmission cycles. These finding
highlighting the risk of transmission to the human population and domestic animals
and emphasize the need for entomological control and surveillance actions and
ongoing community education to prevent the occurrence of new cases of Chagas

disease in the area.
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1. INTRODUCAO

1.1. Informagdes gerais sobre doenca de Chagas

Ha 110 anos, Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas anunciou a descoberta de
uma nova doenca: a Tripanossomiase Americana, a qual foi dado o seu nome em
sua homenagem, doenca de Chagas (DC). Durante o seu trabalho na campanha de
controle da Maléria, na regido de Lassance, estado de Minas Gerais (MG), o médico
brasileiro identificou o primeiro caso humano da doenca e subsequentemente
reconheceu 0 agente etiolégico [Schizotrypanum n. gen., n. sp., depois
Trypanosoma cruzi Chagas, 1909], o inseto hematofago vetor [Conorhinus sp.,
depois Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835)] e o reservatorio silvestre (tatu),
determinando assim o ciclo de transmisséo (Lent 1999). A descoberta representou
nao apenas uma contribuicdo inovadora no campo da Medicina Tropical como
também expbs a realidade sanitaria e social do Brasil, assolada pelas endemias
rurais (Chagas 1909).

Na ocasido da sua descoberta, e até a atualidade, a DC tem representado um
problema de saude publica. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a classifica
como uma doencga tropical negligenciada, por apresentar os seguintes fatores: (i)
forte associacdo com a pobreza; pois se desenvolve em locais esquecidos pelo
progresso socioeconémico, onde as habitagbes humanas sao precérias, sem
saneamento, onde ndo h4 acesso a agua potavel, aos servicos de saude e,
principalmente, onde ha desmatamento intensivo; (ii) desenvolve-se melhor em
areas tropicais e; (iii) do ponto de vista da industria farmacéutica, a doenca nao €
atrativa para investimentos em novos medicamentos, uma vez que as pessoas
afetadas por essa enfermidade fazem parte de segmentos sociais com baixo poder
aquisitivo (WHO 2010).

A infeccéo por T. cruzi ocorria, primeiramente, como uma enzootia pelo fato do
parasito circular entre mamiferos e triatomineos silvestres presentes nos bidtopos
naturais (Coura, 2003). Posteriormente, o homem foi incluido no ciclo de
transmissdo do parasito com a sua chegada ao continente americano, ha
aproximadamente 15 mil anos (Guhl et al 2000, Afderheide et al 2004). O
estabelecimento de moradias proximas ao ambiente silvestre e as acdes antropicas

nos bidtopos naturais intensificaram a participagdo do homem no ciclo do



protozoario e a doenga tornou-se uma antropozoonose, espalhando-se pela América
Latina em funcéao também de fatores de naturezas politica, social e econdmica (Dias
& Borges 1979, Forattini 1980). Além da dispersdo na América Latina, houve
também a dispersdo passiva de Triatoma rubrofasciata (De Geer, 1773) para o
Velho Mundo na época das grandes navegacoes (Lent & Wygodzinsky 1979). O
desequilibrio ecoldgico, causado pelo homem em decorréncia das suas alteracbes
nos ambientes naturais, possibilitou a aproximacao dos triatomineos e permitiu a
adaptacdo de algumas espécies as habitagbes humanas nas zonas rurais. No
entanto, nos ultimos anos, focos urbanos estdo sendo reportados, como € o caso de
T. rubrofasciata na cidade de Hanoi, Vietnd (Truong & Dujardin 2013, Dujardin et al
2015) e Triatoma maculata (Erichson, 1848) em Boa Vista, Roraima, Brasil (Ricardo-
Silva et al 2016). Adicionalmente, registros de invasdes de T. rubrofasciata em
novas areas (Liu et al 2017) e relatos de graves alergias as picadas desta espécie
estdo sendo reportados na China (Huang et al 2018).

Os ultimos dados apresentados pela OMS indicam que cerca de 6 a 7 milhdes
de pessoas em todo o mundo estejam infectadas por T. cruzi, das quais a maioria
concentra-se em areas endémicas de 21 paises da América Latina (WHO 2010).
Entre estes paises, destacam-se aqueles que apresentam maior numero de
infectados: Argentina (1.505.235), Brasil (1.156.821), México (876.458) e Bolivia
(607.186) (WHO, 2010). Dias et al (2016) discorreu que, apesar da progressiva
diminuicdo das estimativas dos indices epidemiol6gicos na América Latina (Tabela
1.1), esta enfermidade atinge um expressivo numero de pessoas no contexto
sanitario e social do continente, requerendo prioridade e atencao por parte destes

paises.

Tabela 1.1. Mudancas na mortalidade, prevaléncia e incidéncia por transmisséo vetorial da doenca de
Chagas em 21 paises endémicos da América Latina, nos anos de 1990, 2000, 2006 e 2010. Fonte:
Dias et al (2016).

Parametros — estimativas 1990 2000 2006 2010

Numero de mortes/ano >45.000 21.000 12.500 12.000
Nimero de pessoas infectadas 30.000.000 18.000.000 15.000.000 5.742.167
(asos novos/ano — transmissao vetorial 700.000 200.000 41.200 29.925
Populacao total sob risco 100.000.000 40.000.000 28.000.000 70.199.360

Fonte: Adaptado de Pan American Health Organization, 200617 (TDR/WHO, PAHO, WHO); de World Health Organization, 2015



Apesar da DC estar restrita primariamente as Américas Central e do Sul,
estabelecida em areas de distribuicdo de triatomineos principalmente adaptados ao

domicilio humano, a DC vem se expandindo como um problema global (Figura 1.1).



7 Belize
Mexico —— Nicaragua ‘
Guatemala ){ Costa Rica
—— iy -

Honduras 7 / /Venezuela
El Salvador ‘
— \ 14 Brasil

Colombia
Individuos Infectados Equador
I 0-100
Il 100-500
500-1000 L
1000-2000 Bolivia
Il 3000-4000 Paraguai ~_

[ 4000-5000 Uruguai
B 47000-67000 Chile~ \Ar entina
[ 300000 .

[JPaises Endémicos * -
[CIDado indisponivel o

Peru

Va

Figura 1.1. Numero estimado de imigrantes com infeccéo pelo Trypanosoma cruzi que vivem em paises ndao endémicos. Fonte: Adaptado de Rassi et al
(2010).




Esta expansdo decorre de intensas migracdes de latino-americanos para
regides nao-endémicas, tais como: América do Norte, regido do Pacifico Ocidental e
Europa. Nestas areas ndo endémicas a transmissdao subsequente ocorre pela
transfusdo de sangue, doagdo de 6rgdos e pela via vertical, 0 que se apresenta
como desafio para o desenvolvimento de acfes para o seu controle e manejo (Coura
& Vifias 2010, Pinazo et al 2011, Antinori et al 2017).

No Brasil, o inquérito nacional de soroprevaléncia realizado entre 1975 e 1980,
gue serviu de base para a orientar as a¢cdes de controle da doenca de Chagas nas
areas endémicas do pais, mostrou uma prevaléncia de 4,22% de um total de
1.352.197 amostras processadas. Os estados que apresentaram as maiores
prevaléncias de reacdes de imunofluorescéncia indireta para T. cruzi foram: Rio
Grande do Sul (8,84%), Minas Gerais (8,83%), Goias (7,40%), Sergipe (5,97%) e
Bahia (5,44%) (Camargo et al 1984). A sobreposicdo dos dados dos inquéritos
epidemiolégico e entomoldgico confirmou que as areas com maiores taxas de
infeccdo humana foram aquelas de distribuicdo de T. infestans, espécie estritamente
domiciliada, altamente antropofilica e com maiores taxas de infec¢do natural por T.
cruzi (Passos e Silveira 2011).

Um estudo recente com revisdo sistematica e metanalise tentou medir a
magnitude da DC no periodo de 1980-2012, os autores verificaram que a estimativa
da prevaléncia DC diminuiu de 4,4% na década de 1980 para 2,4% ap6s 2000
(Martins-Melo et al 2014). Esses dados evidenciaram que 0 panorama ameacador
prévio a 1991 tem sido modificado em decorréncia da implementacdo do programa
de controle da doenca de Chagas (PCDCh) ocorrido de forma sistematica entre
1975-1983 (Silveira et al 1984). Apesar dos esfor¢gos para o controle da doenca, a
transmissdo de T. cruzi pela via vetorial classica ainda ocorre no pais e 0 aumento
da incidéncia de casos e surtos da DC por via oral tem sido registrado em estados
de varias regides. Entre esses estados pode-se citar: Santa Catarina (SC) (Steindel
et al 2008), Bahia (BA) (Dias et al 2008, Bastos et al 2010), Para (PA) (Nobrega et al
2009, Santos et al 2018) e Pernambuco (PE) (Gées 2019). Mapas de distribuicdo de
casos da doenca de Chagas aguda (DCA), confirmados e notificados no Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN), sdo apresentados na figura 1.2A e
B.
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No estado de PE, um surto de DC ocorreu entre os meses de maio e junho de
2019 na localidade de Ibimirim no Sertdo pernambucano. Segundo o boletim da
Secretaria Estadual de Saude (SES), 77 pessoas participaram de um retiro religioso
na Semana Santa. Dessas, 30 tiveram resultados positivos em testes laboratoriais e
10 apresentaram sintomas da DC. Até o dia 28 de junho 40 pessoas estavam
recebendo tratamento para a doenca. Segundo as investigac6es epidemiolégicas
gue estdo em curso em PE, este est4d sendo considerado o maior surto de DC
registrado no Brasil (Gées 2019).

Entre as regides do Brasil, a regido Nordeste é apontada como uma das mais
importantes no contexto epidemiolégico da DC, conforme demonstrado pelo

inquérito nacional de prevaléncia da infeccédo por T. cruzi realizado no periodo entre
6



1975 e 1980 (Silveira et al 1984). Corroborando o mencionado inquérito, Martins-
Melo et al (2014) demonstraram que esta regido destaca-se tanto pelo maior nimero
de casos como também pela maior taxa de prevaléncia da DC. Recentente, um
inquérito sorolégico nacional realizado em criangas com menos cinco anos (2001-
2008), visando avaliar a transmissdo vetorial intradimiciliar da DC, mostrou que a
incidéncia da infeccdo pelo T. cruzi foi de 0,1% (104/104.954). Dos onze casos
atribuidos a transmissao vetorial, nove foram provenientes da regido Nordeste
(Ostermayer et al 2011).

No estado do Rio Grande do Norte (RN), estudos pioneiros sobre a
soroprevaléncia da DC realizados por Lucena no periodo de 1957-1962
demonstraram uma estimativa de 12,2% de prevaléncia, evidenciando a existéncia
de focos de transmisséo hiperendémica da DC (Lucena 1970). O conjunto de
medidas adotadas pelo PCDCh, que se iniciou na década de 1970 no RN, foi bem-
sucedido e mostrou que o estado acompanhou a tendéncia de reducédo dos indices
epidemioldégicos nacionais com 1,78% de soroprevaléncia apontada pelo inquérito
nacional da populagéo rural realizado entre 1975-1980 (Camargo et al 1984). No
entanto, o risco de transmissdo de T. cruzi para a populagdo humana persiste.
Recentemente, evidencias de transmissao vetorial intradomiciliar foram detectadas
no ultimo inquérito soroldgico nacional, realizado em criangas (< 5 anos) entre anos
2001-2008, mostrando que dos nove casos identificados no nordeste, um era do
municipio de Vérzea, RN (Ostermayer et al 2011). Os dados oficiais do SINAN
mostraram que na série histérica de 2001-2017, 245 casos de DCA foram
confirmados e notificados no estado, dos quais 112 ocorreram pela via vetorial
classica (Figura 1.3). Em 2015, o primeiro surto da DC associado a ingestdo de
caldo-de-cana com confirmacéo de 18 casos foi oficialmente registrado no estado
(Vargas et al 2018). A possibilidade do envolvimento do vetor T. b. brasiliensis
infectado na contaminacdo da bebida ndo foi descartada, uma vez que espécimes
infectados foram capturados em um amontoado de lenhas préximo ao engenho onde
foi feita a moagem da cana (Vargas et al 2018). Estes dados evidenciam que as
acbes de controle, vigilancia entomolégica e educacdo em saude devem ser

continuas.
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1.2. Biologia e heterogeneidade de T. cruzi

O agente etiologico da DC, T. cruzi, € um protozoario flagelado e unicelular que
pertence a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, caracterizado pela
existéncia de um unico flagelo e de cinetoplasto, organela que se localiza proximo
ao nucleo e contém o DNA mitocondrial (mtDNA) (Telleria et al 2006). Os
tripanossomatideos que compdem o género Trypanosoma séo divididos em dois
grupos, de acordo com seu desenvolvimento no inseto vetor e sua forma de
transmissao, designados Salivaria e Stercoraria (Hoare 1964, Hoare, 1972).

A seccao Salivaria inclui tripanossomas que se desenvolvem inicialmente no
tubo digestivo e que posteriormente atravessam o epitélio digestivo e atingem as
glandulas salivares, onde se encontram as formas infectantes que sdo transmitidas
pela via inoculativa. Neste grupo incluem-se, por exemplo, a espécie Trypanosoma
brucei Plimmer & Bradford, 1899, responséavel pela doenca do sono em humanos e
nagana em animais e Trypanosoma rangeli Tejera, 1920 capaz de ser patogénico
aos triatomineos nas Américas (Tobie 1970). Trypanosoma evansi Steel, 1884 e
Trypanosoma vivax Ziemann, 1905, causadores de doencas em animais na Africa e
na América, sao transmitidos pela via mecanica por insetos hematofagos (ex.

Tabanidae), responsaveis pela transferéncia dos parasitos de mamifero para



mamifero, estes pertencem também a seccdo Salivaria e sdo referidos por alguns
autores como “inoculadores mecanicos” (Silva et al 2002). A seccdo Stercoraria
compreende tripanossomas que se desenvolvem no tubo digestivo do triatomineo,
progredindo no sentido da porcéo intestinal com liberagdo de formas infectantes
pelas fezes, tais como proprio T. cruzi (Hoare, 1972).

Trypanosoma cruzi circula entre centenas de espécies de hospedeiros
mamiferos e varias espécies de triatomineos e, por essa razéo, é considerado um
parasito multi-hospedeiro (Jansen et al 2015). Sua distribuicdo geogréafica
aproximada abrange todo o continente americano, desde o sul dos Estados Unidos
até a Argentina e o Chile (Zingales et al 2012). O ciclo de vida deste parasito €
complexo, ao longo do seu desenvolvimento, T. cruzi apresenta quatro formas
distintas: formas amastigotas intracelulares e tripomastigotas sanguineas nos
hospedeiros mamiferos e as formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas
nos triatomineos (Tyler & Engman 2001).

A figura 4.1 ilustra de forma resumida o ciclo de desenvolvimento do parasito
nos seus hospedeiros. No triatomineo, o ciclo se inicia pela ingestdo de sangue
durante o repasto sanguineo em hospedeiro mamifero infectado etapa 1. As formas
tripomastigotas sanguineas, ingeridas com o sangue, sofrem diferenciacdo no
intestino anterior e, em seguida, migram para o intestino médio multiplicando-se
intensamente (etapas 2-4). Na forma de epimastigotas migram para o intestino
posterior atingindo o reto, aderem ao epitélio, transformando-se em tripomastigotas
metaciclicas, os quais séo eliminados nas fezes e urina do inseto vetor (etapas 5-7)
(Tyler & Engman 2001). As formas tripomastigotas metaciclicas eliminadas com as
fezes/urina penetram na pele lesionada ou nas mucosas do hospedeiro mamifero,
infectando as células nucleadas (etapa 8). Uma vez no interior das células, as
formas metaciclicas formam um vacuolo parasitario, onde se diferenciam nas formas
amastigotas e se multiplicam (etapas 9-11). Em seguida, as formas amastigotas se
diferenciam em tripomastigotas sanguineos e rompem a célula (etapas 12 e 13).
Enquanto presentes na corrente sanguinea, os tripomastigotas podem ser ingeridos
por outro triatomineo na ocasido de um novo repasto ou invadir outras células
(etapas 14 e 15) (Tyler & Engman 2001; Rassi et al 2010).
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Figura 1.4: Representacdo esquemdtica do desenvolvimento do Trypanosoma cruzi com suas
formas amastigota e tripomastigota sanguineas no hospedeiro mamifero e formas epimastigotas

e tripomastigota metaciclica no triatomineo. Fonte: Adaptado de Teixeira et al 2012.
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O conhecimento sobre a heterogeneidade de T. cruzi tem evoluido e avancado
rapidamente, permitindo uma andlise mais aprofundada do protozoario. Estudos
sobre as caracteristicas morfobioldgicas deram origem a classificacdo de trés tipos
biolégicos, os biodemas |, Il, Il (Andrade et al 1970, Andrade et al 1974).
Posteriormente, a caracterizacdo de T. cruzi foi realizada pela andlise eletroforética
dos perfis de isoenzimas, cujas variacbes das populacdes permitiram designar os
zimodemas 1 (Z1), 2 (Z2) e 3 (Z3) (Miles et al 1977, 1978, 1980). Morel et al (1980)
estudaram populages deste parasito e observaram a sua diversidade, sugerindo a
caracterizagdo em nivel genotipico através da analise do polimorfismo do tamanho
dos fragmentos de restricdo do DNA do cinetoplasto (kDNA), propondo o termo
esquizodema.

Com a descricdo dos marcadores moleculares 24a do RNA ribossomal (rRNA)
e regido intergénica spliced leader (SL-IR) do gene mini-exon (Souto & Zingales
1993, Souto et al, 1996; Fernandes et al 1999), além da investigacdo de um maior
namero de amostras de isolados de vertebrados e de triatomineos, foi possivel
propor a divisdo de T. cruzi em linhagens 1 e 2 (Zingales et al 1998, Fernandes et al
1999). O intenso trabalho dos pesquisadores no desenvolvimento de diferentes
metodologias e marcadores confirmou a grande diversidade de T. cruzi. Assim,
durante o Simpdsio Internacional em comemoracéo aos 90 anos da descoberta da
DC, em uma reunido satélite, um comité de especialistas estabeleceu
recomendagdes na tentativa de unificar a nomenclatura. Recomendou-se que as
populacdes caracterizadas pelas analises biolégica, bioquimica e molecular
deveriam compor dois grupos: T. cruzi | (Tcl) e T. cruzi Il (Tcll). Nos casos de
incerteza ou que ndo fosse possivel caracterizar os isolados, 0s mesmos nao
deveriam ser incluidos nestes grupos, tais como os isolados Z3 e os isolados com
caracteristicas hibridas (Anonymous, 1999).

A subdivisédo de T. cruzi em seis gendtipos (Tcl, Tclla-e) proposta por Brisse et
al (2000), ao empregar as técnicas Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE) e
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), possibilitou a inclusdo da populagéo
denominada Z3 (Tclla) e das popula¢cdes com caracteristicas hibridas (Tcllc-e) no
sistema de classificacdo intraespecifica de T. cruzi. O gendétipo Tcl corresponde a
linhagem T. cruzi | e o gendtipo Tcllb corresponde a linhagem T. cruzi Il
Posteriormente, Zingales et al (2009) propuseram um novo consenso para a

uniformizar a nomenclatura de T. cruzi e facilitar a compreenséo da diversidade das
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populacdes deste parasito, resgatando a nomenclatura proposta por Tibayrenc
(1986), as Unidades Discretas de Tipagem (DTUs), definidas como: “o conjunto de
populacdes que sdo geneticamente semelhantes e que podem ser identificadas por
marcadores genéticos, imunolégicos e moleculares em comum”. Assim, as DTUs
foram nomeadas Tcl (Tcl), Tcll (Tcllb), Tclll (lla), TclV (lic), TcV (lid) e TcVI (lle).
Além destas seis DTUs, um novo gendétipo foi proposto, TcBat (Marcili et al 2009), o
gual foi primeiramente proposto ser restrito a morcegos, no entanto, posteriormente
foi descrito em humanos e triatomineos (Ramirez et al 2014, Cominetti et al 2014).
Apesar deste consenso, a estruturacdo de T. cruzi em seis DTUs separadas foi
contestada, e uma nova estruturacdo deste parasito foi proposta com base na
tipagem de genes mitocondriais (Cyt B e COIl) em trés grupos denominados mtTcl,
mtTcll e mtTclll (Barnabé et al 2016, Breniere et al 2016).

De acordo com os dados disponiveis na literatura, a DTU Tcl apresenta
elevada heterogeneidade (Llewellyn et al 2009a, Leon et al 2015, Roman et al 2018).
Esta DTU (Tcl) € a mais abundante na natureza, sendo isolada de varios
hospedeiros mamiferos e triatomineos; além de apresentar ampla distribuicdo
geografica com registros de ocorréncia desde os Estados Unidos até o Chile
(Zingales et al 2012, Breniere et al 2016). Tc Il € a segunda DTU mais frequente no
Brasil (Jansen et al 2015) e terceira no continente americano (Breniére et al 2016).
Embora se tenha sugerido que essa DTU esteja associada com o ciclo doméstico de
transmissdo de T. cruzi (Zingales et al 2012), a Tcll tem sido também isolada de uma
variedade de hospedeiros mamiferos silvestres (Jansen et al 2015, Lima et al 2015,
Argibay et al 2016). A DTU Tclll tem registro de ocorréncia na maioria dos biomas
brasileiros, sendo isolada em diferentes mamiferos, domésticos e silvestres, bem
como e diferentes géneros de triatomineos (Cardinal et al 2008, Jansen et al 2015,
Breniéere et al 2016), além de ja ter sido encontrada no México (lbanez-Cervantes et
al, 2013) e desde a Venezuela até a Argentina (Llewellyn et al, 2009b). A DTU TclV
foi isolada em amostras de pacientes na Amazonia, Bolivia e Colémbia (Monteiro et
al 2012, Santalla-Vargas et al 2012, Ramirez et al 2013) e ja foi encontrada em
Triatoma vitticeps (Dario, 2013) provenientes do bioma Mata Atlantica, bem como
registrada também nos Estados Unidos da América e na Guatemala (Zingales et al
2012). As DTUs TcV e TcVI séao consideradas hibridas (Sturm e Campbell, 2010) e
ja foram descritas em paises da Ameérica do Central e do Sul (Garzon et al 2002,

Ramos-Ligonio et al, 2012; Jansen et al 2015).
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1.3. Hospedeiros e reservatérios de T. cruzi

Mais de 100 espécies de mamiferos silvestres distribuidos em quase todos os
biomas das Américas sdo passiveis de se infectarem com T. cruzi, estes estdo
incluidos nas seguintes ordens: Artiodactyla, Didelphimorphia, Carnivora, Rodentia,
Chiroptera, Cingulata, Primata (Noireau et al 2009, Jansen et al 2015). No ambiente
domiciliar, os principais mamiferos encontrados infectados com o este parasito
foram: cées, gatos, cabras e porcos (Noireau et al 2009). E importante ressaltar que
todos os animais infectados com T. cruzi podem ser considerados hospedeiros, mas
essa evidéncia ndo é suficiente para defini-los como hospedeiro reservatoério
(Jansen et al 2015). Os anfibios, répteis e aves sao refratarios a infeccéao, devido ao
efeito litico mediado pelo complemento de seus sistemas imunes, entretanto,
participam na manutencdo de colbnias de triatomineos no peridomicilio e no
ambiente silvestre (Kierszenbaum et al 1981, Kollien & Shaub 2000, WHO 2002).

O conceito de hospedeiro reservatério vem mudando ao longo do tempo. Na
ocasido da descoberta, por Carlos Chagas, da espécie Tatusia novemcinctus (tatu)
(Linnaeus, 1758) como reservatorio de T. cruzi, 0 mesmo era pensado como um
repositério quase inerte que atuava como fonte de infeccdo humana. Nas ultimas
décadas, o hospedeiro passou a ser considerado como um sistema vivo complexo,
capaz de sofrer e aplicar pressdo seletiva no parasito de acordo com as suas
condicbes ambientais, necessitando ser compreendido como integrante de um
sistema complexo, variavel e dindmico (Noireau et al 2009, Jansen et al 2015).
Assim, modernamente, Ashford (1997) definiu hospedeiro reservatério como: “a
espécie, ou conjunto de espécies, capaz de manter uma determinada espécie de
parasito na natureza, em um espaco de tempo suficiente para ser transmitido ao
vetor, em um determinado recorte espaco-temporal”. Deste modo, a definicdo do
papel de uma espécie animal na rede transmissao do T. cruzi implica em analisar
varios fatores referentes ao hospedeiro (sexo, idade, comportamento, competéncia
imunoldgica, demografia populacional, fisionomia da paisagem onde se encontram,
etc) e ao parasito (tempo de desenvolvimento, estratégia de transmisséo, etc) que
vao elucidar as peculiaridades da interacdo parasito-vetor e a compressao do seu
papel como mantenedor e dispersor do flagelado T. cruzi (Noireau et al 2009, Gurtler
e Cardinal, 2015, Jansen et al 2015).

Nos ciclos de transmissdo do protozoario T. cruzi, que podem ser conectados

ou independentes (Alvarado-Otegui et al 2012), os vetores s&o infectados por meio
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da ingestdo de sangue de mamifero na fase parasitémica da infeccdo. Entre os
mamiferos apontados como reservatorios de T. cruzi estdo: os didelfideos, cujos
principais representantes compdem géneros Didelphis e Philander (Jansen et al
1999, Jansen et al 2015); os caes, na regido do Gran Chaco na Argentina (Gurtler et
al, 2007; Gdartler e Cardinal, 2015) e os coatis, na regido no Pantanal (Alves et al
2016). Do ponto de vista epidemiolégico, os mamiferos com potencial sinantropico,
capazes de se aproximar e até mesmo colonizar as habitacbes humanas, como
alguns didelfideos, sdo os mais relevantes, pois atuam como fontes de T. cruzi no
peridomicilio, favorecendo a infecgdo dos triatomineos e também atuam na ligacéo
entre ciclos de transmisséo silvestre e peridomiciliar do parasito (Pinto et al 2006,
Jansen et al 2015).

1.4. Os triatomineos, a sua adaptacdo as habitacdes humanas e o

controle vetorial no Brasil

O numero de espécies que compdem a subfamilia Triatominae (Hemiptera:
Reduviidade) vem aumentando a medida que se intensificam as pesquisas de
campo. Atualmente, esta subfamilia € composta por mais de 150 espécies, as quais
exibem variadas capacidades de adquirir e transmitir as seis DTUs de T. cruzi
(Breniére et al 2016), classificadas em 5 tribos e 18 géneros. A tribo Triatomini é a
mais diversa, e junto com a tribo Rhodniini compreendem os géneros de maior
importancia epidemiolégica: Rhodnius (21 espécies), Triatoma (84 espécies) e
Panstrongylus (15 espécies) enquanto as tribos Alberproseniini, Bolboderini,
Cavernicolini ttm menor importancia. Entre as espécies desta subfamilia existem
trés fbésseis: T. dominicana Poinar, 2005, P. hispaniolae Poinar, 2013 e
Paleotriatoma metaxytaxa Poinar, 2019 (Galvdo et al 2003, Galvdo & Gurgel-
Gongalves 2015, Rosa et al 2017, Oliveira & Alevi 2017, Poinar 2019).

Os triatomineos, também conhecidos como “barbeiros”, “vinchucas”,
“chirimanchas”, “chupdes” e “bicudos”, entre outros, apresentam coloracéo geral do
corpo negra com padrdo de elementos que variam do amarelo claro ao marrom,
laranja e varias tonalidades de vermelho. Estes insetos hemat6fagos possuem
cabeca alongada, com olhos compostos bem evidentes e aparelho bucal picador
sugador, que permanece alojado em uma bainha ou rostro quando em repouso. A

forma e o niumero de segmentos do rostro permite distinguir os triatomineos de
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outros percevejos, sendo que o0s barbeiros possuem rostro reto com trés segmentos.
As antenas se inserem em estruturas denominadas tubérculos anteniferos, cuja
localizacdo € fundamental para identificacdo de alguns géneros de barbeiros. O
térax é dividido em trés segmentos (protdérax, mesotorax e metatérax) e apresenta
um par de pernas em cada um deles. Nos adultos ha dois pares de asas, a asa
anterior (hemiélitro) possui a parte basal coriacea e a parte distal membranosa e a
asa posterior € membranosa. O pronoto, parte dorsal do primeiro segmento toracico,
tem forma de trapésio e é dividido em lobos anterior e posterior, possuindo ou nao
tubérculos, relevantes para a identificacdo especifica. As pernas dos triatomineos
sdo Uteis na identificacdo de espécies, considerando a presenca e numero de
espinhos, a coloracdo e a distribuicdo de manchas. O abdome dos triatomineos é
dividido em 9 a 10 segmentos Vvisiveis. As placas dorsais e ventrais sao
denominadas tergitos e esternitos, respectivamente. Entre essas placas, uma
estrutura chamada conectivo se posiciona ao lado das asas em vista dorsal. A
coloracdo e a distribuicio de manchas nos conectivos sao caracteristicas
importantes para a aidentificacdo de espécies de triatomineos. As genitalias
masculinas e femininas, localizadas no final do abdome, possuem estruturas que
podem servir para delimitacdo de espécies quando consideradas em conjunto com a
morfologia externa e padrdes cromaticos (Lent & Wygodzinsky 1979, Jurberg et al
2014).

A distribuicdo geogréafica dos triatomineos abrange principalmente a regido
tropical e subtropical do Hemisfério Oeste com localizacdo do seu centro de
diversidade na América do Sul (Lent & Wygodzinsky 1979). A grande maioria das
espécies da subfamilia Triatominae sdo estriatamente silvestres, onde ocupam uma
diversidade de ecoétopos naturais como: ninhos de passaros, ocos de arvores,
buracos no solo, fendas em afloramentos rochosos, bromélias, frondes de palmeiras,
etc (Lent & Wygodzinsky 1979). Embora majoritariamente encontradas no Novo
Mundo, algumas espécies desta subfamilia ocorrem no Velho Mundo, estas
pertencem ao género Linchosteus, encontradas na india, e ao género Triatoma,
como T. rubrofasciata, a qual é originaria no Novo Mundo e foi introduzida no Velho
Mundo, como mencionado anteriormente, com registro de ocorréncia na Africa, Asia
e Australia (Lent & Wygodzinsky 1979). Recentemente, a deteccdo de focos de
infestacdo domiciliar de T. rubrofasciata e relatos de picadas deste vetor em

humanos foram reportados no Vietna, o que causou preocupacao as autoridades de
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saude, uma vez que se admite que a DC nao esteja mais restrita a América Latina
(Coura & Vifias 2010, Dujardin et al 2015).

A principal caracteristica bioldégica dos triatomineos é sua condigdo
hematofagica. A maioria dos triatomineos necessita alimentar-se de sangue para
completar o seu ciclo de desenvolvimento, entretanto, em condicbes adversas,
esses insetos podem exercer: o coprofagismo; a micropredacdo, ingestdo da
hemolinfa de outros invertebrados (et al 2000, Lorosa et al 2008, Duran et al 2016) e
a cleptohematofagia, quando se alimentam de sangue de animais vertebrados por
meio da perfuragdo do intestino de outros insetos hematdfagos e também deles
proprios (Sandoval et al 2000). Em condi¢cdes de laboratorio, foi observado pela
primeira vez que a espécie Rhodnius prolixus Stal, 1859 ingeriu uma solugdo de
acucar e de tecido vegetal de frutos de Solanum lycopersicum (tomate). Os autores
discutiram a possibilidade da enzima a-glicosidase, encontrada no intestino de
Rhodnius, ser um traco evolutivo ancestral de hemipteros fitofagos e sugerem mais
estudos para elucidar o seu papel na digestédo de acucares vegetal (Diaz-Albiter et al
2016).

A compreensdo da origem e evolu¢do dos triatomineos tem sido um desafio
para os pesquisadores a décadas e ainda ha questdes a serem respondidas. A
origem monofilética do grupo foi proposta Lent & Wygodzinsky (1979) em seu
notavel trabalho de revisdo taxonémica, mostrando que o monofiletismo dos
triatomineos poderia ser suportado por trés possiveis autapomorfias: (i) habito
hematofagico, (ii) presenca de uma conexdo membranosa flexivel entre o 2° e 3°
segmentos do rostro facilitando a succéo e (iii) auséncia de glandulas abdominais
dorsais nas ninfas. Trabalhos mais recentes também defendem a condicédo
monofilética dos triatomineos (HypSa et al 2002, Weirauch 2008). Por outro lado,
alguns autores defendem que os integrantes da subfamilia Triatominae teriam
evoluido a partir de mais de uma linhagem de reduvideos predadores que habitavam
ninhos de animais (hipétese polifilética), sendo a hematofagia obrigatoria resultado
de uma modificagdo evolutiva que se originou da hematofagia facultativa (Schofield,
1988, Dujardin et al 1999, Paula et al 2005, 2007). Apesar das importantes
contribuicBes a elucidacdo da evolucdo dos triatomineos, estudos com um maior
nameros de taxa sdo necessarios para solucionar a questao evolutiva da subfamilia

como um todo (Galvéo & Paula, 2015).
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No que diz respeito a domiciliacdo, varios fatores podem desencadear as
invasdes e progressiva adaptacdo dos triatomineos as habitagbes humanas, 0s
guais estdo relacionados ao ambiente e as caracteristicas inerentes ao vetor
(Silveira 2000). Entre os fatores do ambiente, estdo as modificacdes antropicas nos
bi6topos naturais, a natureza e a qualidade das constru¢cdes dos domicilios, as
condicbes de armazenamento de materiais e alimentos dentro e ao redor da casa
(Lorenzo et al 2000, WHO 2002). Além desses fatores, os micro-habitats
(peridomiciliar e intradomiciliar) conferem protecdo contra predadores, a maior
estabilidade microclimatica do domicilio em relagdo ao ambiente silvestre e a
disponibilidade de sangue abundante dos seres humanos e animais domésticos
(Lorenzo et al 2000, WHO 2002). No que se refere aos fatores inerentes aos
triatomineos, ha uma discussdo acerca de duas hipbteses que tentam explicar o
processo de domiciliacdo. Em uma das hipoteses, admite-se que a domiciliagdo
pode ter surgido a partir de um simples oportunismo das espécies de triatomineos
silvestres frente a escassez de fontes de alimento naturais, a outra propde que a
domiciliacdo € um processo gradual de adaptacdo, onde o isolamento domiciliar
tenderia, cada vez mais, a diferenciacdo desse comportamento. Esta diferenciacéo
resultaria na possibilidade de evolucdo de populagdes com acentuada ou estrita
sinantrépia (Forattini 1980).

O termo adaptacdo pode ser definido como o processo pelo qual uma
caracteristica, devido ao aumento que confere o valor adaptativo, foi moldada por
forcas especificas de selecdo natural, fixando a variacdo genética. Essas
caracteristicas permitem o desenvolvimento de certa harmonia com o ambiente,
possibilitando o ajuste das espécies para a sua sobrevivéncia em um determinado
local (Futuyma 1995). As caracteristicas pré-adaptativas ao sofrerem pequenas
mudancas adaptativas, em virtude do processo evolutivo, atuam positivamente para
a fixacdo de um novo carater (Bock 1959). No caso dos triatomineos, o ecletismo
alimentar é apontado como uma caracteristica pré-adaptativa que favoreceu o
estabelecimento das populacdes no ecétopo domiciliar (Aragao 1975, 1983). Assim,
0 processo de domiciliagdo em triatomineos poderia ser considerado como uma
extensdo da rota evolutiva do héabito predador para o habito hematofagico em
ninhos-abrigo, onde o habitat domiciliar representa um novo tipo de “ninho” de
vertebrado, a domiciliacdo representaria uma especializacdo (Schofield & Dias

1999).
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A premissa de que a domiciliagdo dos triatomineos € um dos principais fatores
para o aumento do risco de transmissao de T. cruzi para os seres humanos (Lent &
Wygodzinsky 1979) foi usada como base para a graduacao do grau de domiciliagao.
Dessa forma, as espécies podem ser reunidas nos seguintes grupos: (i) espécies
estritamente domiciliadas ou excepcionalmente encontradas em eco6topos naturais;
(i) espécies encontradas em ambos os ambientes domésticos e silvestres, com
frequentes col6nias domiciliadas; (iii)) espécies silvestres, principalmente, mas as
vezes capturados no ambiente doméstico; e iv) espécies encontradas
exclusivamente no ambiente silvestre (Zeledén 1974). Do ponto de vista operacional,
esta classificacédo foi importante para orientar as medidas de controle, uma vez que,
dependendo do grau de adaptacédo, a vulnerabilidade das espécies vetoras poderia
ser menor ou maior.

O processo de domiciliacdo é continuo, nas Uultimas décadas tem sido
reportado 0 aumento do numero de espécies invasoras (ndo domiciliadas) e, em
alguns casos, indicios de colonizacdo das habitagdes humanas em areas de alguns
estados do Brasil. No estado da Bahia (BA), ninfas da espécie Triatoma sherlocki
Papa, Jurberg, Carcavallo, Cerqueira & Barata 2002 foram encontradas no interior
do domicilio, sugerindo o inicio de um processo de domiciliagdo e espécimes do
ambiente silvestre proximo as casas estavam infectados por T. cruzi (64 - 10,9% de
infeccdo natural) (Almeida et al 2009). Em Tocantins (TO), as espécies Rhodnius
pictipes Stal, 1872 (4.593 - 25,6% de infeccdo natural), Pantrongylus geniculatus
(Latreille, 1811) (2.883 - 10,8% de infeccdo natural), Rhodnius neglectus Lent, 1954
(2.383 - 13,1% de infeccao natural), Triatoma costalimai Verano & Galvao, 1958
(762 — 13,5% de infeccdo natural) e Rhodnius robustus Larrousse, 1927 (783 —
32,3% de infec¢do natural) foram as mais capturadas nos domicilios entre os anos
de 2005-2013 com alguns indicios de colonizacéo (Brito et al 2017). A andlise dos
dados da Secretaria de Estado da Saude Publica do RN (SESAP-RN) no periodo de
2005 a 2015 mostrou que Panstrongylus lutzi (Neiva e Pinto, 1923), Triatoma
petrocchiae Pinto & Barreto, 1925 (150 - 1,3% de infeccdo natural) e Rhodnius
nasutus Stal, 1859 (2.915 — 1,7% de infeccdo natural) também aumentaram a
pressdo de invasdo com evidéncias de coloniza¢do naquele estado (Barbosa-Silva
2017). Em PE o mesmo padréao foi observado para P. lutzi, quando avaliados os
dados de captura nos domicilios entre os anos de 2006 e 2007 (Silva et al 2012). A

possivel domiciliagdo de P. lutzi é preocupante, uma vez que essa espécie exibe
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altos indices de infeccdo natural no ambiente silvestre de areas do RN (105 - 78%
de infeccdo natural) (Barbosa-Silva, 2013) e espécimes infectados ja foram
capturados no domicilio (1.937 - 0,7% de infec¢do natural) (Barbosa-Silva 2017).
Estes dados mostram que o risco de transmisséo vetorial e oral de T. cruzi persiste
no Brasil e que as espécies autéctones representam um importante desafio
contemporaneo para controle vetorial, conforme observado por Silveira & Dias
(2011).

O controle da DC foi um grande desafio desde a sua descoberta em 1909, uma
vez que depende de iniciativas politicas e técnicas. Ap0s a descricdo da doenca,
Carlos Chagas buscou sensibilizar médicos e politicos sobre o problema das
endemias rurais no Brasil, sustentando a ideia da urgéncia para combaté-las. Este
posicionamento influenciou 0 movimento sanitarista, em atividade entre os anos
1916 e 1920, que afirmava que o atraso do pais ndo se devia ao clima ou a sua
composicao racial, como defendiam alguns, mas as péssimas condi¢cdes de saude
das populacbes rurais (Kropf & Massarani 2009). Nas décadas subsequentes, 0
controle da doenca era realizado de forma pontual, por meio da identificacdo de
pessoas doentes e seu manejo, bem como por meio do emprego de acbes de
natureza fisica (uso do fogo, melhoria das habitacBes) e quimicas (uso de
guerosene e soda caustica) direcionadas para o controle vetorial (Dias 2002).

Na primeira metade do século XX, nas areas endémicas os vetores eram bem
conhecidos pela populacdes locais, especialmente Triatoma infestans (Klug, 1834),
Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835), Triatoma brasiliensis Neiva, 1911,
Triatoma sordida Stal, 1859 e Triatoma pseudomaculata Corréa e Spinola, 1964,
devido a hiper-infestacdo em algumas éareas (Dias & Zeledon, 1955). Nas décadas
de 1940 a 1960, estratégias de controle tinham como principal alvo os insetos
vetores, pois ja se sabia que os triatomineos eram o0 elo mais fraco da cadeia
epidemioldgica, no contexto da transmissdo vetorial classica, como apontado
anteriormente pelo préprio Carlos Chagas (Dias & Schofield 1999). Neste periodo,
um dos marcos no controle dessa endemia foi o trabalho realizado por Emmanuel
Dias, José Pellegrino e colaboradores, a partir da instalagdo de um posto do Instituto
Oswaldo Cruz (I0OC) em Bambui, Minas Gerais, onde foram testados uma série
compostos quimicos, mas com resultados promissores apenas com o Gammexane
(BHC) (Dias e Pellegrino 1948). Os pesquisadores demonstraram que as aplicacdes

regulares deste inseticida de agao residual possibilitaria 0 controle da transmissao
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vetorial nos domicilios. As pesquisas realizadas por Dias e Pellegrino lancaram as
bases técnicas da campanha antitriatominica no Brasil, que se iniciou em Bambui e
em S&o Paulo, com excepcional sucesso, resultando na eliminagdo de T. infestans
nestas cidades e areas vizinhas (Dias e Pellegrino 1948, Freitas et al 1959, Costa et
al 2009, Dias 2011).

Apesar da resolucdo da questédo técnica do controle da DC com o trabalho
pioneiro de Dias e Pellegrino, o PCDCh s6 foi implementado de forma sitematica na
area endémica em nivel nacional em 1975-1983 (Silveira & Dias 2011). Neste
periodo, estimava-se que o principal vetor, T. infestans, espécie aloctone e
estritamente domiciliada, infestava domicilios de 700 municipios em 12 estados
brasileiros (Silveira et al 1984). Em 1991, o Brasil uniu-se a Iniciativa do Cone Sul,
um consorcio internacional formado por Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguali,
Uruguai, e mais tarde Peru, com o objetivo principal de reduzir a transmissao vetorial
através da aplicacdo de inseticidas piretroides contra T. infestans (Silveira & Vinhaes
1999). O éxito do PCDCh foi constatado tanto na reducéo de T. infestans capturados
no domicilio, de 84.334 (1983) para 4.418 (1991) (Silveira & Dias 2011), quanto no
decrescimento dos indices epidemioldgicos evidenciados nos inquéritos sorolégicos
em nivel nacional da populacao geral, 4,42 % (1975-1980) e de escolares de 7 a 14
anos 0,14 % (1989-1999) (Silveira et al 2002).

Em virtude do sucesso do PCDCh, em 2006 a Organizagdo Panamericana de
Saude/OMS (OPAS/OMS) forneceu ao Brasil a Certificacdo Internacional de
Interrupcdo da Transmissao Vetorial da DC por T. infestans e a interrupcdo da
Transmissdo Transfusional (Silveira 2011). Esta certificagdo, no entanto, n&o
representou o fim do risco da transmisséo vetorial no pais, uma vez que ha areas
endémicas em que T. infestans nunca foi registrado, como o estado do RN. Neste
estado, sdo registradas oito espécies nativas: P. megistus, P. lutzi, R. nasutus, T.
petrocchiae, T. pseudomaculata, Triatoma brasiliensis brasiliensis Neiva, 1911, T.
rubrofasciata e Triatoma melanocephala Neiva & Pinto, 1923 (Galvdo & Gurgel-
Gongalves 2015). E importante mencionar que mesmo em areas onde T. infestans
infestava os domicilios ocorriam também espécies autoctones, sendo que essas
intensificaram a sua presenca nas habitacdes humanas apos o controle do principal
vetor (Vinhaes & Dias 2000, Costa et al 2003a, Silveira & Dias 2011). As espécies
autoctones representam novo desafio para o controle vetorial na atualidade, porque

ao contrério das espécies introduzidas, estritamente domiciliadas, ndo podem ser
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eliminadas do intradomicilio, visto que séo capazes restabelecer colénias a partir de
focos vizinhos ou silvestres. Assim, faz-se necessario a sustentabilidade dos niveis
de controle alcangcados contra a transmissao vetorial domiciliar, a fim de evitar a

reemergéncia ou emergéncia da DC nas diferentes regides do pais (Silveira 2011).

1.5. Complexo Triatoma brasiliensis e sua importancia epidemiolégica

A consideracdo de caracteres cromaticos levou a descricdo de duas
“populacdes” ou formas melanicas como subespécies de Triatoma brasiliensis Neiva,
1911: Triatoma brasiliensis melanica Neiva e Lent, 1941 e Triatoma brasiliensis
macromelasoma Galvdo, 1956. A partir de observacdes das caracteristicas
morfologicas e da distribuicdo geografica, Lucena (1970) propds a formacdo do
complexo de espécies T. brasiliensis, incluindo as espécies e subespécies: T.
brasiliensis; T. b. melanica; T. b. macromelasoma; T. petrocchiae; Triatoma pessoai
Sherlock & Serafim, 1967; Triatoma lenti Sherlock & Serafim, 1967 e Triatoma
bahiensis Sherlock & Serafim, 1967. Anos mais tarde, Sherlock & Serafim (1972)
afirmaram que T. bahiensis tratava-se de uma variedade de T. pessoai. Em 1979,
Lent e Wygodzinsky sugeriram sinonimia das subespécies T. b. macromelasoma e
T. b. melanica com T. brasiliensis e de T. pessoai (variedade bahiensis) com T. lenti,
afirmando que formas intermediarias poderiam ser encontradas na natureza.

Passadas quase duas décadas da publicacdo de Lent e Wygodzinsky (1979),
estudos multidisciplinares sobre a morfologia (Costa et al 1997a), biologia (Costa e
Marchon-Silva 1998), ecologia (Costa et al 1998, 2002), cruzamentos experimentais
(Costa et al 2003b), isoenzimas (Costa et al 1997b), e sequéncias de mtDNA
(Monteiro et al 2004) mostraram que as subespécies T. b. macromelasoma e T. b.
melanica, a espécie T. brasiliensis e a populagao “juazeiro” tratavam-se de unidades
evolutivas independentes. Assim, estes resultados apoiaram ndo sé a proposi¢cado de
um grupo monofilético, mas também confirmaram a existéncia do complexo de
espécies T. brasiliensis formado por: T. b. brasiliensis, T. b. macromelasoma, T.
melanica e T. juazeirensis Costa & Felix, 2007 (Costa et al 2006, 2013, Costa & Felix
2007). Posteriormente, foi sugerida a revalidacdo de T. bahiensis como espécie, a
confirmagédo do status especifico de T. lenti e Triatoma sherlocki e a incluséo dessas

trés espécies no complexo de espécies T. brasiliensis suportados por estudos
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biolégicos, morfoldgicos, citogenéticos e moleculares (Mendonca et al 2009, 2014,
2016).

Oliveira et al (2017) investigaram as relacdes filogenéticas das espécies T. lenti
e T. petrocchiae comparadas a outras espécies do complexo de espécies T.
brasiliensis e subcomplexo Brasiliensis (Schofield e Galvdo 2009), com base em
evidéncias morfolégicas (morfometria geométrica) e moleculares (analises dos
genes 12S, 16S, COI e Cyt B). Os resultados confirmaram a inclusdo de T. lenti e
deram suporte para a inclusdo de T. petrocchiae no complexo de espécies T.
brasiliensis. Dessa forma, com base nesses estudos, foi sugerido o seguinte arranjo
taxondmico: T. b. brasiliensis, T. b. macromelasoma, T. melanica, T. juazeirensis, T.
sherlocki, T. bahiensis, T. lenti e T. petrocchiae (Figura 1.5A-H). Estas espécies e
subespécies podem ser identificadas com o auxilio da chave dicotdmica
desenvolvida por Costa et al (2013) e Dale et al (2018). Este complexo de espécies
teve o0 seu centro de origem e dispersdo no bioma Caatinga (Forattini 1980),
expandindo-se para o bioma Cerrado, o qual se distribui por 11 estados da regido
nordeste além de MG (Figura 1.5 I-J) (Sherlock & Serafim 1972, Lent e Wygodzinsky
1979, Costa et al 2003b, 2014, Galvdo & Gurgel-Gongalves 2015). Os taxa do
complexo T. brasiliensis apresentam diferencas quanto a sua importancia
epidemioldgica, considerando parametros bioldgicos, ecoldgicos e comportamentais.
As espécies de maior relevancia para a saude publica sao as tradicionalmente mais
estudadas, logo, sdo as que possuem mais informacfes disponiveis, as demais
necessitam de estudos complementares. Apresentamos abaixo informc¢des

ecoepidemioldgicas sobre os membros do complexo.
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Figura 1.5: Membros do complexo de espécies Triatoma brasiliensis: A. Triatoma b. brasiliensis (verde), B. Triatoma b. macromelasoma (roxo), C. Triatoma
juazeirensis (vermelho), D. Triatoma melanica (azul) e E. Triatoma sherlocki (laranja), escala: 0,5 cm (Fonte: Lima-Neiva 2014). F. Triatoma bahiensis, G.
Triatoma lenti (Fonte: Mendonca et al 2016), H. Triatoma petrocchiae (Fonte: Galvao e Gurgel-Gongalves 2015). I. Mapa de hip6tese (linhas) e os dados de
ocorréncia (pontos) para 5 membros. J. Dados de ocorréncia (pontos) e distribuicdes potenciais atuais para 5 membros. Fonte: Adaptado de Costa et al 2014.
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Triatoma sherlocki - Segundo Costa et al (2014) esta espécie parece estar
restrita a regido noroeste central do estado da BA. Embora tenha sido considerada
exclusivamente silvestre pelos autores que a descreveram, foram encontrados
ninfas e adultos no intradomicilio em um assentamento informal de garimpo
(Encantado), no municipio de Gentio do Ouro, BA, indicando que se encontra em um
possivel processo de domiciliacdo (Almeida et al 2009). Este fato gerou indagacdes
a respeito do mecanismo de dispersao e dos aspectos biolégicos de T. sherlocki que
poderiam favorecer a transmissao de T. cruzi. Uma vez que se tratava de uma
espécie braquiptera, experimentos de laboratério foram realizados e determinaram
gue este vetor ndo era capaz de voar, no entanto, o fato de possuir longas pernas
(Almeida et al 2012) permitiu concluir que a sua chegada ao domicilio pode ter
ocorrido por meio da marcha ou pelo transporte passivo. Visto que se detectou
indicios da transicdo desta espécie do ambiente silvestre para o ambiente artificial, o
seu potencial de colonizacdo foi estimado através do estudo da sua capacidade
reprodutiva em condicdes de laboratério. Foi realizada a avaliagcdo da oviposicdo e
da eclosdo dos ovos comparada a outro membro do complexo T. brasiliensis, T.
juazeirensis. Os resultados mostraram que T. sherlocki foi menos prolifico em
condicOes artificiais (Lima-Neiva et al 2012). Contudo, estudos adicionais sobre
diferentes parametros do ciclo biolégico demonstraram o alto potencial desta
espécie para colonizar habitacdes humanas, uma vez que foi capaz de completar o
seu desenvolvimento em condi¢des de laboratério com baixa taxa mortalidade. Além
disso, se concretizar a sua colonizacdo, T. sherlocki podera representar um
problema para o controle vetorial ndo sé por se tratar de uma espécie autoctone,
mas também por exibir alta resisténcia ao jejum (Lima-Neiva et al 2017). A avaliacédo
detalhada dos parametros biol6gicos e comportamentais ao longo do ciclo de
desenvolvimento revelaram estratégias de sobrevivéncia de T. sherlocki. A
variabilidade do comportamento dos diferentes estadios ninfais frente a condicdes
ambientais adversas (diferentes do habitat natural) foi observada quando parte das
ninfas de 5° estadio exibiram um atraso no desenvolvimento, o que corresponderia a
um trad-off entre sobrevivéncia e reproducdo (Menu et al 2010, Lima-Neiva et al
2017). Esta plasticidade biologica de T. sherlocki poderia favocer a sua adaptacao
as habitacbes humanas com consideraveis consequencias para o0 risco de
transmissdo de T. cruzi para a populacao local, visto que espécimes coletados no

ambiente silvestre nas adjacéncias dos domicilios das localidades de Santo Inacio e
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de Encantado apresentaram taxa de 10,9% (Almeida et al 2009) e 20% (Lima-Neiva
2014) de infecgcé@o natural por T. cruzi-like. A avaliagdo do tempo de defecagédo ao
longo do ciclo biolégico mostrou também que os primeiros estadios ninfais defecam
mais rapidamente, sugerindo alto potencial vetorial em relacdo aos ultimos estadios
e adultos. Adicionalmente, parte das ninfas de quinto estadio exibiu um
comportamento de giro do corpo e deposicao de fezes/urina préximo ao local da
picada no hopedeiro, 0 que aumenta o0 risco de contagio caso 0 inseto esteja
infectado por T. cruzi (Lima-Neiva 2014).

Triatoma melanica - De acordo com informacfes disponiveis, esta espécie
ocorre no estado de MG (Costa et al 2003a, 2014) e ja foi registrada no sul da BA,
no limite com o aquele estado. Este triatomineo apresenta habitos exclusivamente
silvestres e habita afloramentos rochosos. No municipio de Espinosa, MG, colbnias
capturadas no ambiente silvestre foram analisadas quanto a fonte de alimentacéo,
0s resultados mostraram que 0s espécimes alimentaram-se majoritariamente de
cabra, tatu e gambéa (Costa et al 1998b). Esta espécie raramente é encontrada nos
domicilios, podendo, eventualmente, invadi-los, principlamente nos periodos mais
secos, no entanto, ainda néo foi verificado nenhum indicio de coloniza¢do. Triatoma
melanica foi encontrada naturalmente infectada por T. cruzi-like no municipio de
Espinosa, 6,6% (Costa et al 1998b) e na localidade Olho d’agua, municipio de
Urandi, no sul da BA, 32% (9/28) (Lima-Neiva et al 2009). A avaliagcdo da sua
capacidade vetorial em condicdes de laboratorio, considerando o tempo de
defecacdo, mostrou um alto percentual (>39%) de espécimes de todos os estadios
defecando em menos de 30 segundos apos o repasto sanguineo (Folly-Ramos et al
2016).

Triatoma b. macromelasoma - Até o momento foi registrada apenas no
estado de PE, com excecdo da zona da mata e da regido metropolitana (Costa et al
2014), podendo ser encontrada no ambiente silvestre, peridomiciliar e intradomiciliar
(Gumiel 2011, Costa et al 1998b). O registro de diferentes morfotipos do complexo
T. brasiliensis em algumas regides de PE, situadas entre as areas de distribuicao de
T. b. brasiliensis e T. juazeirensis (Gumiel 2011), e os estudos morfolégicos
comparativos entre hibridos experimentais e parentais (T. b. brasiliensis e T.
juazeirensis), sugeriram a existéncia de uma area de hibridacdo natural em PE e
também a origem hibrida de T. b. macromelasoma (Costa et al 2009, 2014).

Pesquisas entomoldgicas realizadas no peridomicilio, no municipio de Petrolina,
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mostraram que esta subespécie coloniza rochas, cercas de madeira, abrigos de
animais e feixes de madeira seca, alimentando-se principalmente de humanos e
cabra. No ambiente silvestre, os resultados mostraram que maior propor¢ao de
espécimes alimentava-se de ave e tatu (Costa et al 1998b). Em relagéo a infeccéo
natural por T. cruzi, sGo necessarios mais estudos, uma vez que este triatomineo
ainda nao foi encontado naturalmente infectado com T. cruzi (Costa et al 1998b,
Gumiel 2011). Entretanto, experimentos realizados em condi¢cdes de laboratorio
sobre a suscetibilidade de hibridos de T. b. brasiliensis e T. juazeirensis
demonstraram os parentais e especialmente os hibridos foram suscetiveis a cepa
Tcl 0354, mostrando a importancia epidemioldgica das areas de ocorrencia dos
morfotipos do complexo de espécies T. brasiliensis em PE (Correia 2015).

Triatoma juazeirensis - Sua distribuicdo geografica foi registrada no estado da
BA e alguns espécimes foram capturados no sudoeste de PE (Costa et 2014). Esta
espécie foi capturada no ambiente silvestre, onde, a maioria dos espécimes
alimentava-se de sangue de tatu e; no peridomicilio, alimentava-se majoritariamente
de sangue de cabra e de humano (Costa et al 1998b). Em 2008, buscas ativas no
ecoétopo silvestre na localidade de Gameleira, municipio de Central (BA), resultou na
captura de espécimes, em afloramento rochosos, com 42% de infeccao natural por
T. cruzi-like (11/26) (Lima-Neiva et al 2009). Um experimento de laboratério visando
estimar o potencial reprodutivo através da taxa de oviposi¢éo e ecloséo dos ovos de
T. juazeirensis comparado a T. sherlocki, mostrou que T. juazerensis apresentou
maior capacidade reprodutiva, sugerindo que poderia formar colénias numerosas no
domicilio (Lima-Neiva et al 2012).

Triatoma petrocchiae - Segundo Gurgel-Gongalves et al (2012), esta espécie
foi registrada nos estados da BA, Ceara (CE), Paraiba (PB), PE e RN, no bioma
Caatinga. Trata-se de uma espécie silvestre que coabita com roedores silvestres,
Kerodon rupestris (Wied-Neuwied, 1820) (roedor conhecido como mocs), em
afloramentos rochosos (Sherlocki & Guitton 1967, Lent e Wygodzinsky 1979). Nas
Ultimas décadas, entretanto, vem sendo registradas invasées nos domicilios de PE
(Silva et al 2012) e indicios de colonizacdo no RN. Neste ultimo estado, espécimes
capturados no intradomicilio e no peridomicilio apresentaram taxa de infeccdo
natural por T. cruzi-like de 1,3% (2/150) (Barbosa-Silva 2017).

Triatoma lenti - Espécie originalmente descritas a partir de exemplares da BA

(Sherlocki & Serafim 1967), no entanto, houve referéncia a ocorréncia de T. lenti em
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Goias (GO) (Gurgel-Goncalves et al 2012). Esta espécie ja foi encontrada infectada
com T. cruzi-like e capturada no ambiente silvestre, onde habita solos pedregosos
com reflgios para mamiferos, além de ser capturada no domicilio e em currais
(Sherlocki & Serafim 1967). Em 1984, Heitzmann-Fontenelle estudando o ciclo
biolégico de T. lenti (frasco dos espécimes recebidos rotulado de T. pessoai)
comparado a outros triatomineos apontou as dificuldades de adaptacdo desta
espécie e de T. brasiliensis as condi¢cbes de laboratério. Carcavallo et al (1994), ao
estudar o ciclo biologico da espécie T. lenti em condigdes de laboratorio, verificaram
gue 1/3 dos espéciemes morreram e que ela foi capaz de produzir uma geracao por
ano. Além disso, os pesquisadores observaram que em condi¢des criticas as ninfas
realizaram o “canibalismo”, o que seria uma possibilidade adicional de
sobrevivéncia.

T. bahiensis - Os poucos estudos realizados foram direcionados para
esclarecer o status taxonémico desta espécie, a qual foi, em um primeiro momento,
sinonimizada (Sherlock & Serafim 1972, Lent e Wygodzinsky 1979) e recentemente
validada (Mendongca et al 2014, 2016). Assim, estudos sobre seus aspectos
ecologicos, bioldégicos e comportamentais devem ser realizados para conhecer seu
potencial vetorial.

Triatoma b. brasiliensis - E o vetor de maior importancia epidemiolégica em
areas semiaridas do nordeste do Brasil (Costa et al 2003a). Apresenta a maior
distribuicdo geografica em comparacdo com os demais membros do complexo de
espécies T. brasiliensis, com ocorréncia registrada nos seguintes estados: CE,
Maranh&o (MA), PB, Piaui (PI), RN (Costa et al 2014, Dale et al 2018). Em GO e TO
sua presenca € eventual e parece estar correlacionada ao transporte passivo desse
vetor. Esta subespécie € a mais provavel para colonizar novas areas, conforme
projecOes feitas pela modelagem de nicho ecolégico para o periodo 2020-2050
(Costa et al 2014). De fato, sua notavel plasticidade biolégica possibilita uma
variedade de relagBes ecoldgicas que podem influenciar nos ciclos de transmissao
de T. cruzi. No ambiente silvestre, a coabitagcédo de T. b. brasiliensis com K. rupestris
em conglomerados rochosos € antiga e foi observada por Neiva (1914) logo apés a
sua descricdo. Desde entdo, essa associacdo vem sendo reportada por varios
autores (Sarquis et al 2010, Bezerra et al 2014) e, recentemente, este roedor foi
apontado como potencial reservatério de T. cruzi em &reas do RN (Almeida et al

2016). Apesar de ser reconhecido como um triatomineo rupestre, estudos recentes
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demonstraram a infestacdo do cacto Xiquexique, Pilosocereus gounellei, por essa
subespécie (Valenca-Barbosa et al 2014) e a sua associacdo com outros mamiferos,
além dos roedores, como morcegos e marsupiais (Alencar 1987, Sarquis et al 2010,
Bezerra et al 2014). No peridomicilio, T. b. brasiliensis infesta muros de pedra
(serrotes), galinheiros, curral de caprinos, curral de bovinos, pilhas de madeira,
pilhas de tijolos, amontoado de pedras, entre outros (Lucena 1970, Costa et al
1998b, Barbosa-Silva et al 2016, Lilioso et al 2017), exibindo alta variedade de
habitos alimentares incluindo: humanos, roedores, caprinos, suinos, felinos, tatu,
caes, galinha, répteis, etc (Costa et al 1998b, Bezerra et al 2014, Valenca-Barbosa
et al 2015, Almeida et al 2016). Esse ecletismo alimentar, considerado uma
caracteristica pré-adaptativa (Aragado 1983), confere a esse vetor a capacidade de
explorar novas possibilidades ambientais e ecoldgicas. Triatoma b. brasiliensis
apresenta uma das mais altas taxas de infeccéo por T. cruzi, dependendo da regido
geografica, como em municipios do estado do RN em ecétopos silvestres (172 -
72,5% de infeccdo natural) (Lilioso et al 2017) e peridomiciliares (176 - 30.7%) e
infesta o intradomicilio e peridomicilio em alguns estados (Costa et al 1998b, Costa
et al 2003a, Barbosa-Silva et al 2016, Lilioso et al 2017). A avaliacdo de diferentes
parametros bioldgicos de T. b. brasiliensis em condi¢cfes de laboratério evidenciaram
gue essa espécie € capaz de produzir duas geragcdes anuais, 0 que implicaria em
uma maior capacidade de infestacdo do domicilio (Soares et al 2000) e, quanto ao
tempo de defecacdo, uma alta proporcdo (>39%) de espécimes deste vetor, de
todos os estadios, defecaram em menos de 30 segundos apdés a alimentacéao (Folly-

Ramos et al 2016), mostranto consideravel capacidade na transmissao de T. cruzi.

1.6. Plasticidade fenotipica e a Morfometria Geométrica

O fendtipo é o resultado da interagdo entre genes e ambiente. A plasticidade
fenotipica (ou variabilidade fenotipica) pode ser definida como a capacidade de um
genotipo exibir varios fenotipos em resposta as variagcbes ambientais (Fordyce
2006). Esta flexibilidade nos fenotipos € universal para os seres vivos e pode se
manifestar em praticamente qualquer carater: morfolégico, bioquimico, fisiolégico,
comportamental e histéria de vida, etc (Whitman & Agrawal 2009). A variabilidade na
expressdo de um carater possibilita que o0s organismos interajam com a
heterogeneidade dos ecossistemas, auxiliando-os a ter um bom desempenho em

ambientes variaveis. Praticamente qualquer fator abiético ou bidtico pode induzir a
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plasticidade, tais como: temperatura, luz, nutricdo, fotoperiodo, aglomeracéo,
predador, parasito, etc (Poulin e Thomas 1999, Agarwala 2007, Shingleton et al
2007, Pener & Simpson 2009, Gangur et al 2017, Sugahara & Tanaka 2018). Os
estimulos dos fatores abi6tico/bidtico podem ser recebidos por qualquer modalidade
sensorial: quimica, visual, térmica, mecanica (tatil, acustico), as quais desencadeiam
respostas no carater (plasticidade), mediadas por mecanismos
bioquimicos/fisiol6gicos subjacentes, que estdo sendo elucidados gradativamente
nos ultimos anos a medida que se desenvolvem novas abordagens e ferramentas
moleculares (Shingleton et al 2007, Whitman & Agrawal 2009).

A plasticidade fenotipica pode ser adaptativa, quando forcas especificas de
selecdo natural atuam nos caracteres, aumentando o valor adaptativo (fitness),
pressupondo o envolvimento de multiplos genes e processos reguladores que atuam
em hierarquias diferentes para produzir uma mudanca complexa e coordenada como
observado em respostas imunes, defesas contra predadores, aclimatizacoes,
diapausa, mudancas na histéria de vida, dispersdes, etc (West-Eberhard 2003,
Lyytinen et al 2004, Schmid-Hempel 2005). Em contraste, a mudanca fenotipica ndo
adaptativa consiste em simples suscetibilidades a estresses ambientais quimicos ou
fisicos. Estresses como toxinas, ma nutricdo, temperaturas extremas, pH, niveis de
O2 e osmolaridade podem alterar diretamente 0s processos quimicos, enzimaticos,
celulares e de desenvolvimento, ndo regulados pelo organismo (Whitman & Agrawal
2009). Neste caso, o fenétipo novo teria um valor adaptativo reduzido em relacdo ao
ancestral (Ghalambor et al 2007). Casos de plasticidade fenotipica ndo adaptativa
foram reportados em hospedeiros manipulados por parasitdides e herbicidas
mudando a morfologia de salamandras (Kenyon e Hunter 2007, Levis et al 2016).

Atualmente, modelos tedricos e estudos empiricos sugerem que caracteres
exibindo plasticidade ndo adaptativa sob forte selecdo direcional sdo capazes de
potencializar a rapida evolucdo adaptativa (Chevin et al 2010, Ghalambor et al
2015). Considerando a evolugcao adaptativa, a plasticidade fenotipica pode auxiliar a
especiacdo e, neste cenério, teria um papel primario em relacdo ao isolamento
reprodutivo (Gorur, 2005). No contexto dos triatomineos, este fato é evidente, pois
muitas espécies reconhecidas e bem definidas ainda podem realizar cruzamentos
interespecificos (Dujardin et al 2009). Além da importancia evolutiva, a plasticidade
fenotipica tem importancia ecoldgica, especialmente, porque amplia o nicho

ecolégico de espécies e populagbes que sdo capazes de expressar respostas
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plasticas adaptativas (Dujardin 2011). Assim, o conhecimento das causas, dos
determinantes e das consequéncias da plasticidade fenotipica, é essencial também
para a compreensao do desenvolvimento e da manutengdo da biodiversidade
(Pigliucci 2005, Pigliucci et al 2006, Forsman 2014).

Na perspectiva da Biologia Evolutiva, a descricdo da plasticidade morfologica,
gue se trata de um carater continuo (métrico), através do uso de ferramentas
matematicas acuradas e da visualizacdo dos resultados morfométricos de forma
gréfica e clara contribui para o entendimento de questdes evolutivas (Falconer 1960,
Wagner 1984, Bookstein 1991). Neste contexto, a Morfometria Geométrica (MoG)
vem sendo considerada um método adequado, pois permite a analise e
guantificacdo da variacdo do tamanho e da conformacdo das estruturas. A andlise
separada do tamanho e da conformacdo sao informativos quanto ao seu
determinismo genético, sua hereditariedade, sua sensibilidade ao meio ambiente e
sua capacidade de fornecer informacdes indiretas sobre a diferenciacdo genética de
populacdes naturais. Dessa forma, este método pode auxiliar a compreensdo da
evolucao e da importancia ecoldgica do fenotipo (Dujardin 2011).

A MoG fundamenta-se na analise dos pontos anatdémicos de referéncia (PARS)
(landmarks), os quais contém informacdes do tamanho, da conformacdo, da
distancia e da posicdo relativa entre os PARs. A correspondéncia anatdémica
(homologia) dos PAR nas estruturas entre as espécies ou populacdes estudadas
permitem a captura da informacao sobre a geometria da estrutura, possibilitando a
reconstrucdo da conformacdo apds as analises multivariadas (Rohlf & Bookstein
2003, Dujardin 2011). Além da descricdo mais acurada da conformacdo, as
coordenadas cartesianas, resultantes da conversdao dos PAR, permitem a
associacdo da conformacdo com outros tipos de dados, tais como ecologicos,
genéticos, biomecanicos, ambientais ou outros fatores relevantes (Rohlf & Corti
2000).

Nas ultimas décadas, a aplicacdo da MoG tem sido util para auxiliar na
resolucdo de varias questbes em diversas &reas do conhecimento tais como:
Biologia Evolutiva, Antropologia Fisica, Paleontologia e Sistematica (Baylac et al
2003, Baylac e Friess 2005). Na Entomologia Médica, tem sido u(til para a
diferenciacdo de espécies cripticas ou isomorficas, para avaliar a estrutura
populacional de espécies, o fluxo de individuos, e as variagcbes morfoldgicas

relacionadas ao ambiente e ao isolamento geografico (Dujardin 2011). No grupo dos
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triatomineos ha estudos sobre a caracterizacéo e identificacdo de espécies (Gumiel
et al 2003), diferenciacdo de espécies cripticas (Nattero et al 2017), variaces
morfolégicas relacionadas a fonte alimentar (Nattero et al 2013) e ao estado
nutricional (Hernandez et al 2018), monitoramento vetorial pela acdo de inseticidas
(Dujardin et al 1997a, 2007, Hernandez et al 2013), avaliacdo de populacbes
geograficamente distantes (Dujardin et al 1997b), distincdo entre populagdes
silvestres e domiciliares (Dujardin et al 1999b), tendo aplicacdo para a vigilancia e

controle vetorial da DC.

2. JUSTIFICATIVA

A influéncia de fatores bidticos e abidticos na plasticidade fenotipica dos
triatomineos tem sido investigada e, em alguns casos, bem documentada. Estudos
demonstraram o efeito da temperatura e da umidade (Juarez 1970) e do tipo de
fonte alimentar (Costa et al 1987, Guarneri et al 2000) nos parametros do ciclo
biolégico de diferentes espécies. O efeito de fatores externos, eventualmente,
suscitou discussdes sobre a plasticidade fenotipica adaptativa e suas implicacées
para a ecoepidemiologia da doenca de Chagas (Menu et al 2010, Lima-Neiva et al
2017). Alteracdes fenotipicas induzidas por parasitos nos seus hospedeiros foram
demonstradas (Poulin e Thomas 1999), entretanto, este é um tema controverso em
relacdo a interacdo T. cruzi-vetor. Embora, por convencdo, admita-se que T. cruzi
ndo seja patogénico para o triatomineo (Zeledén et al 1970, Juarez 1970),
evidéncias dos efeitos deste parasito no ciclo de desenvolvimento (Botto-Mahan,
2008), comportamento (Ramirez-Sierra et al 2010), reproducédo (Fellet et al 2014) e
morfologia (Nouvellet et al 2011) estdo sendo reportados, mostrando a necessidade
de mais estudos a serem desenvolvidos com diferentes linhagens do parasito
analisadas em diferentes espécies de triatomineos correlacionando-os também as
condicbes ambientais.

A variagdo fenotipica também é sinalizada na morfologia e, neste caso, a MoG
€ uma técnica eficiente e Util para descrever a variabilidade morfolégica de
populacdes. Pesquisas em sistemas naturais levantaram evidéncias de que o
eco6topo (Batista et al 2012), o tipo de fonte alimentar em conjunto com o habitat
(Nattero et al 2015), o estado de nutricdo (Hernandez et al 2018) e o parasito

(Nouvellet et al 2011) influenciam na morfologia dos triatomineos. Analises dos
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parametros morfométricos como tamanho e conformacédo, separadamente, sao
informativos quanto ao seu determinismo genético, sua hereditariedade, sua
sensibilidade ao meio ambiente e sua capacidade de fornecer informagdes indiretas
sobre a diferenciacdo genética de populaces naturais. Dessa forma, a MoG pode
auxiliar na compreensdo de processos evolutivos, bem como na elucidacdo de
fatores ligados a interacdo ecoldgica do fendtipo (Dujardin et al 2009, Dujardin
2011).

A importancia de T. b. brasiliensis para a salude publica em areas semiaridas
do nordeste impulsionou o levantamento de informacfes relevantes para a
caraterizacdo do seu potencial vetorial. Pesquisas sobre as suas taxas de infec¢cao
natural, indices de infestacdo domiciliar (Costa et al 1998b, Costa et al 2003,
Barbosa-Silva 2017), distribuicdo geografica (Costa et al 2014), tempo de defecagéo
(Soares et al 2000, Folly-Ramos et al 2016), fontes de alimentacdo (Costa et al
1998b, Valenca-Barbosa et al 2015, Almeida et al 2016) capacidade de ocupar
diferentes ambientes: silvestre, peridomiciliar e intradomiciliar (Costa et al 1998b,
Sarquis et al 2010, Bezerra et al 2014, Valenca-Barbosa et al 2014, Lilioso et al
2017) deram suporte para o controle da DC. No entanto, apesar dos esfor¢cos de
controle e vigilancia entomoldgica, em 2015 registrou-se a ocorréncia de um surto de
DC associado a ingestdo de caldo-de-cana, com provavel contaminacdo por
Triatoma b. brasiliensis infectado no municipio de Marcelino Vieira, estado do Rio
Grande do Norte (Vargas et al 2018).

No Rio Grande do Norte, a dinamica de povoamento do espaco geografico ao
longo de décadas, com desmatamento do bioma Caatinga para implementacdo de
atividades econdmicas, foram as principais causas do processo de desertificacao.
Este fenbmeno é observado desde a década de 1970 e na regido do Seridd ocorre
de forma mais intensa, onde foi caracterizado o nucleo de desertificacdo (MMA
2007). Em um cenario de mudancas climaticas ou aquecimento global, areas de
intensa  desertificacdo sdo suscetiveis ao agravamento da seca e,
consequentemente, a perda da flora e da fauna ou migracdo da fauna local para
ambientes estaveis, além de afetar a saude da populacdo humana (Leal et al 2005,
Marengo 2008).

Neste contexto, o levantamento de informacfes sobre as infestacdes de
ecoOtopos naturais e artificiais por T. b. brasiliensis é crucial para evitar a ocorréncia

de casos e surtos da DC. Adicionalmente, estudos sobre a variabilidade métrica alar
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de populacdes desta subespécie em areas com intenso impacto antrépico e
suscetiveis ao agravamento da seca sao necessarios para o conhecimento das
possiveis respostas deste vetor frente a pressdes seletivas, considerando também a
reconhecida variabilidade genética de T. b. brasiliensis (Monteiro et al 2004). Estas
pressdes seletivas podem ser impostas por fatores bidticos, tais como a interacao
vetor-parasito e vetor-espécies hospedeiras e/ou fatores abiéticos como as
caracteristicas microclimaticas de diferentes eco6topos, 0os quais podem atuar em
sinergia.

Diante do cenério exposto acima, o presente estudo se propds ndo so analisar
o papel deste vetor na dindamica de transmissao de T. cruzi, mas também avaliar a
possivel influéncia de fatores de fatores externos na variabilidade morfologica das
asas de T. b. brasiliensis de localidades do municipio de Caicd, situado na regido do
Serid6 do estado do RN. A MoG foi usada para analisar as variacdes do tamanho do
centroide e da conformacéo da estrutura alar das populacfes desta subespécie de
acordo com as seguintes abordagens: comparacgoes (i) entre localidades - testando
a hipotese de diferenciagédo entre as populacdes pelo isolamento por distancia e/ou
barreira fisica; (ii) entre ecétopos (silvestres-peridomiciliar) - testando a hip6tese de
diferenciacdo entre as populacdes relacionadas ao tipo de ecoétopo, pressupondo
diferencas nas variaveis microclimaticas (temperatura, umidade, insolacao,
iluminacéo, etc) e tipo/disponibilidade da fauna que compde 0s recursos troficos
explorados por T. b. brasiliensis presentes nestes ambientes e (ii) entre grupos
infectados e ndo infectados por T. cruzi, provenientes do mesmo
ambiente/localidade - testando a hipdtese de variabilidade morfolégica influenciada

pelo parasito.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Analisar o papel de T. b. brasiliensis nos ciclos transmisséo de T. cruzi e avaliar a
possivel influéncia de fatores bidticos e abidticos na variabilidade morfol6gica das
asas de populacfes deste vetor em areas do municipio de Caico, regido do Serido

do Rio Grande do Norte, Brasil.

3.2. Especificos

v' Avaliar o indice de infeccao natural por T. cruzi das populacdes de T. b.
brasiliensis capturadas ecotopos silvestres: conservado, modificado e

peridomiciliares;

v' Determinar as fontes de alimentacdo das populacbes de T. b. brasiliensis
capturadas ecotopos silvestres: conservado, modificado e peridomiciliares e

inferir suas possiveis fontes de infec¢cao por T. cruzi;

v Identificar as Unidades Discretas de Tipagem (DTUs Tcl-TcVI) de T. cruzi
circulantes nas populagbes T. b. brasiliensis capturadas em ecétopos

silvestres conservado, modificado e peridomiciliares;

v Caracterizar a variabilidade morfolégica das asas de populagdes de T. b.
brasiliensis entre ecétopos (silvestres e peridomiciliares) e entre diferentes

localidades;

v' Verificar se a variabilidade morfolégica das asas de populacées de T. b.
brasiliensis pode estar relacionada a sua possivel suscetibilidade a infeccéo

natural por T. cruzi.
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1. Area de estudo

O estado do RN [5°46'45.32”S; 35°12'03.30"0 (capital)] situa-se na regido
nordeste do Brasil e faz fronteira com Oceano Atlantico (norte e leste), estados da
Paraiba (sul) e Cearé (oeste) (Figura 4.1). Sua area territorial é de 52.810,70 Km?, o
gue representa 0,62% do territorio nacional e 3,14 % da regido nordeste. No interior
do estado, os climas arido e semiarido sdo continuos do sul até o litoral setentrional,
perfazendo 70% da sua superficie. O clima umido ocorre no litoral oriental e o sub-
umido seco ao sul da regido oeste, litoral oriental e nas areas serranas. Na regido do
semiarido a caatinga é a vegetacdo predominante, esta compfe a porcao
setentrional do estado e caracteriza-se por ser uma vegetacdo arbustiva-arbérea
densa de estrutura irregular, muitas vezes formando moitas e deixando o solo
parcialmente descoberto (IDEMA, 2015).

O RN é composto por 167 municipios distribuidos em quatro mesorregifes
geograficas: Oeste Potiguar, Central Potiguar, Agreste Potiguar e Leste Potiguar
(Figura 4.1). Segundo o ultimo censo demografico do IBGE (2010), a populacdo do
estado compreende 3.168.027 habitantes. Desde a década de 1950 até 2010, a
populacdo residente em area urbana vem aumentando, representando no ultimo
censo (2010) 2.465.439 habitantes, enquanto a populacéo residente em areas rurais
se mantém estavel, 702.694 habitantes (censo de 2010) (IBGE, 2018). No que diz
respeito as atividades econémicas do RN, o plantio de cana-de-ac¢ucar, no litoral, foi
a primeira atividade econémica que serviu de base para o povoamento do estado; a
pecuaria, no inicio do século XVIll, e a economia algodoeira foram desenvolvidas no
espaco sertanejo, esta ultima foi objeto de exportacédo (Felipe et al 2011). Assim, a
agricultura, a pecuaria e a mineragdo sdo as principais atividades econémicas que

causam impacto antrépico do estado (Rio Grande do Norte 2010).
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Figura 4.1. Mapa do Rio Grande do Norte com a divisdo das mesorregides, microrregioes Ocidental e Oriental da regido do Seridé e municipios. Ponto em

vermelho destacando o municipio de Caicé e ponto verde o municipio de S&o Fernando.
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O municipio de Caico (6°27°30"S 37°05'52"0), localidade tipo de T. b.
brasiliensis, situa-se no interior do RN, ao sul da mesorregido Central e junto com
mais 6 municipios compde a microrregido Seridd Ocidental (Figura 4.1). Este
municipio distancia-se da capital Natal em 273 km, possui 1.228,583 Km? de
extensao territorial e uma populacdo de 62.709 habitantes (censo de 2010) (IBGE,
2018). Quanto a classificacao climatica de Képpen, o clima de Caicé é o semiarido
(IDEMA, 2017), sendo considerado um dos municipios mais quentes do RN com
registro de temperatura maxima de 40°C (min. de 16,8°C e média compensada de
28°C). O periodo de chuvas se concentra nos primeiros meses do ano, com indice
pluviométrico de 630 anuais, de acordo com dados de 1995-2017 (INMET, 2018).
Caracteristicas climaticas registradas em 2016 sdo mostradas na tabela 4.1 e na
figura 4.2. Caico foi colonizado por volta de 1700, periodo em que se iniciou 0
desmatamento da Caatinga para introducdo da agricultura e da pecuaria como
consequéncia do surgimento e da ampliacdo dos primeiros nucleos demograficos
(IBGE 2018, Cariglio 2010). Atualmente, a economia local é diversificada e baseia-
se majoritariamente na prestacdo de servigos, correspondendo 87% do PIB do
municipio. O setor industrial contribui com 7,4% do PIB e a agropecuaria, que foi a
base da economia até o inicio da década de 1970, representa hoje 4,8% do PIB
(IBGE 2018).
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Figura 4.2. Variaveis climaticas registradas mensalmente para o municipio de Caic6 em 2016.

Fonte de dados: INMET, estacdo meteoroldgica 82690 Caico.
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Tabela 4.1. Caracteristicas climaticas de Caicé em 2016.

Municipio Caico
Temperatura média anual (°C) 28,9
Temperatura maxima média do més mais quente (°C) 37,2
Temperatura minima média do més mais frio (°C) 21,8
Precipitagdo anual (mm) 591,8
Precipitacdo do més mais chuvoso (mm) 234,9
Precipitacdo do més mais seco (mm) 0
Umidade relativa média do més mais chuvoso (%) 72,7
Umidade relativa média do més mais seco (%) 50,4
Altitude (m) 169

Fonte dos dados: INMET, estagdo meteorolégica 82690 Caico.

4.1.2. Selegéo das localidades de estudo em Caicé

Durante a expedicdo de campo, 15 localidades foram visitadas, 10 na area
rural de Caicé: Barra do Lagedo, Fazenda Fortuna, Inacio (fazenda), Montanhas,
Nova Descoberta, Pedra do Sino, Pedregulho, Sitio Riacho do Santo, Serraria e Sitio
Séo Bernardo de Elias e 2 na éarea Urbana: Batalhdo de Policia Ambiental e
Batalhdo de Engenharia de Construgdo. Foram pesquisadas também 2 localidades
do municipio de Sao Fernando: Sitio Marcacéo e Sitio Serrote. Recebemos também
de moradores espécimes capturados em outras trés localidades: Barra Nova, Séo
José do Serid6 e Serrote Branco. Estes foram apresentados junto com os resultados
de ocorréncia e infestacdo de triatomineos em ecotopos naturais e artificiais das 18
localidades.

Para o estudo da variabilidade morfométrica das asas de T. b. brasiliensis e
sua possivel relacdo com a infeccdo natural, fonte alimentar e eco6topo,
selecionamos 5 localidades de acordo com os seguintes critérios: (i) numero de
espécimes capturados, pois precisavamos de um tamanho amostral adequado para
as analises, (ii) estudos prévios realizados na area (Costa et al 1998b, Lima 2013,
Almeida et al 2016) e (iii) estimativas do grau de interferéncia humana e de animais
domésticos no ecotopo silvestre de acordo com observagbes de campo. Dessa
forma, foram selecionadas as localidades: Sitio Pedregulho, Sitio Inacio, Sitio S&o
Bernardo de Elias (SSBE), Sitio Riacho do Santo (SRS) e o Batalhdo de Engenharia
de Construcao (BEC) (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Localizagdo dos pontos de coleta nas areas de estudo dos municipios de Caicé e Sdo Fernando, no estado do Rio Grande do Norte, Brasil.
Geoprocessamento: a autora.
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Entre as cinco localidades escolhidas, o BEC é a Unica localizada dentro do
perimetro da area urbana. Apesar desta caracteristica, 0 seu campus possui uma
area conservada com fauna e flora nativas preservadas. Esta area € circundada por
muros altos, o seu acesso € permitido apenas aos soldados que a utilizam para
treinamento. Este ambiente também € protegido da caca e, eventualmente, animais
domésticos como gatos sdo retirados para manter preservada a fauna local. As
demais localidades situam-se na zona rural, todas as familias desenvolvem
atividades econémicas de subsisténcia como a criacdo de bovinos, caprinos, ovinos,
etc. Nestes sitios, os animais domésticos podem, ocasionalmente, circular no
ambiente silvestre modificado (SM). Assim, estimamos o grau de interferéncia
humana e de animais domésticos no eco6topo silvestre modificado de acordo com
observagcbes de campo: visualizacdo dos animais domésticos ou seus vestigios
(Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Distancia dos pontos de coleta no ecotopo silvestre modificado até as UDs e observacgao
de sinais de interferéncia humana ou de animais domésticos.

Localidade Distanciada UD OAD Sinais de Interferéncia
Sitio Pedregulho 300m nao fezes de bovinos

Sitio Inacio 20-50 m nao lixo

Sitio S&o Bernardo de Elias 300 m nao nao foi observado
Sitio Riacho do Santo 200-300 m nao nao foi observado

Abreviacdes: UD. Unidade Domiciliar, OAD. observacdo de animais domésticos

4.2. Captura de triatomineos

Para realizacdo da captura e transporte dos triatomineos, este trabalho obteve
autorizacdo (numero 43393-1 do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade/Ministério do Meio Ambiente (ICMBIio - Sisbio). Foi realizada uma
expedicdo entre os dias 08 a 23 de novembro de 2016, periodo seco na regido
(Figura 4.2). As capturas foram efetuadas com a colaboracdo dos agentes de
endemias da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) de CaicO, que sugeriram
locais de maior probabilidade de infestacdo com base nos dados da Vigilancia
Entomoldgica (VE). As investigacdes foram realizadas nos ambientes intradomiciliar

(Figura 4.4 A-F) e peridomiciliar (Figura 4.5 A-F) das Unidades Domiciliares (UDs) e,
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em algumas localidades, no ambiente silvestre modificado a ~ 50-300m das UDs

(Figura 4.6 A-F).
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Figura 4.4. Pesquisa entomolégica no ambiente intradomiciliar das UDs na area rural de Caico,
RN. A. Busca ativa embaixo do colchdo, B. detecc@o de vestigios de fezes de triatomineo na
parede, C. ninfa de 5° estadio em uma casa desabitada (retdngulos azuis), D. vistoria em um ninho
de galinha mantido no interior do domicilio, E. vistoria de caixas de papeldo que estavam embaixo
da cama, F. ninfa de 5° estadio encontrada nas caixas de papelao embaixo da cama (ao fundo um

ninho de galinha mantido dentro do quarto, seta azul clara). Fotos: acervo da autora.
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Figura 4.5. Pesquisa entomoldgica no ambiente peridomiciliar das UDs em &reas rurais de Caico,
RN. A. Casa construida de concreto e ao fundo um galinheiro encostado na parede da casa (seta
azul clara), B. curral de bovinos composto por muro de pedras (seta azul claro), C. vistoria de uma
pilha de telhas, D. chiqueiro de porco construido ao redor de um afloramento rochoso: cobertura
(seta continua), cerca de estacas (seta pontilhada), afloramento rochoso (seta tracejada), E. pedra
com residuo de sangue usada para matar triatomineos no dia anterior a nossa visita (retangulo
preto), F. ninfa de 3° estadio encontrada em uma cerca de pedra a 10 metros da casa. Fotos:
acervo da autora.
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Figura 4.6. Pesquisa entomolégica no ambiente silvestre a ~20-300m das UDs em &reas rurais de

Caico, RN. A. Vista geral do afloramento rochoso com vegetacao tipica do bioma Caatinga, B. coleta
noturna, C. armadilhas de Noireau preparadas para a instalacéo (seta azul clara), D. armadilha presa
a uma vara (~ 2,5m) para possibilitar o seu posicionamento no interior da fenda da rocha, E.
instalagdo de uma armadilha em um serrote (muro de pedra), F. ninfa de 5° estadio presa na fita

adesiva da armadilha. Fotos: acervo da autora.
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O intradomicilio foi definido como espacos fechados por portas,
compreendendo casas, onde principalmente humanos habitam (algumas pessoas
tem o hébito de criar animais dentro de casa) (Figura 4.4 D e F). O peridomicilio foi
caracterizado como o0 ambiente no entorno da casa, em um raio de até 300 m, onde
animais domesticados (galinhas, cées, gatos, caprinos, suinos, bovinos, etc)
dormem ou séo criados (Figura 4.5 A-D). O ambiente silvestre modificado, foi
determinado ap6s um raio de ~ 20 a 300m do peridomicilio, onde se avistava 0s
afloramentos rochosos, eco6topos onde triatomineos e roedores silvestres sao
visualisados, nos quais vestigios de humanos e animais domésticos podem ser
encontrados. O ambiente silvestre conservado (SC), referente ao BEC, foi
caracterizado pela presenca de afloramentos rochosos e fauna e flora nativa
preservada sem circulagdo de animais domeésticos (Almeida et al 2016).

Buscas ativas com auxilio de pinca e lanterna foram executadas no
intradomicilio, estas foram realizadas durante o dia (8:30h-10:30h), sendo
examinados fendas nas paredes, atrds de mobiliariarios, objetos encostados na
parede, papeldes embaixo dos colchdes, espagos embaixo das camas e ninhos de
galinhas, etc (Figura 4.4 A-F). No peridomicilio, as coletas ativas foram feitas durante
o dia (8:30h-10:30h) e a noite entre 19:30h e 20:30h, pois durante as vistorias
noturnas observamos maior nimero de insetos na superficie dos ecotopos. Foram
vistoriadas pilhas de telhas, pedras e madeiras, muros de pedras (serrotes),
galinheiros, chiqueiros, currais de bovinos, caprinos e ovinos, entre outros (Figura
4.5 A-F). Nos afloramentos rochosos no ambiente modificado, empregou-se a coleta
ativa, descrita acima, e a coleta passiva por meio da utilizacdo de 50 armadilhas de
Noireau (Figura 4.6 C), nas quais se utilizou pintinhos como isca. As armadilhas
foram instaladas ao p6r do sol as 17:00h e retiradas as 6:00h do dia seguinte. Apés
a instalacdo das armadilhas, buscas ativas foram executadas até as 20:00h, sendo
as capturas feitas manualmente e com o auxilio de pingas (Figura 4.6 A-F).

A medida que os espécimes eram coletados, os mesmos eram acondicionados
em tubos de plastico (Tubos Falcon® de 50 mL) (Figura 4.4 F), que continham em
seu interior papel filtro dobrados em sanfona para faciliar a locomoc¢do dos
triatomineos e reduzir a umidade. Os tubos tiveram as suas tampas perfuradas para
a oxigenagao dos insetos e foram devidamente rotulados com as informacdes de
procedéncia (coordenada geogréfica, nome da localidade, ambiente, eco6topo e

data). De acordo com as normas de Biosseguranca, 0s triatomineos foram
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adeguadamente acondicionados em wuma caixa para material biolégico e
transportados por uma empresa especializada. O material biolégico foi processado e
analizado no Laboratorio Interdisciplinar de Vigilancia Entomologica em Diptera e
Hemiptera (LIVEDH) do Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, no Rio de Janeiro e,
posteriormente, analises moleculares foram realizadas no Laboratorio de
Diagnéstico Molecular e Hematologia (LDMH) da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

4.3. Identificacdo e manutencéo dos triatomineos

No LIVEDH, todos os triatomineos foram quantificados e identificados quanto
ao estadio evolutivo. A identificacdo das espécies foi realizada pelo exame
morfoloégico de acordo com as chaves de identificacdo de Lent & Wygodzinsky
(1979) e Costa et al (2013). Todos os espécimes receberam um codigo e foram
registrados em um banco de dados, elaborado no software Excel, que reuniu as
informacdes de campo e de laboratorio. As ninfas de 4° e 5° estadios, ao se
tornarem adultas, tiveram sua identificacdo especifica confirmada. Os triatomineos
coletados nas localidades que n&o foram selecionadas para o estudo foram
depositados na cole¢do Jane Costa & Lima-Neiva, do I0C. Colbnias formadas a
partir dos ovos postos por algumas populacdes estdo sendo mantidas no insetario
do LIVEDH (Figura 4.7 A), alimentadas quinzenalmente em camundongos Mus
musculus (Linnaeus, 1758), os quais foram anestesiados com cloridrato de xilazina
2%, dose 0,08 ml/100g de peso como pré-anestésico, e cloridrato de quetamina 5%,
dose 0,2 ml/100g de peso como anestésico geral, ambos pela via intraperitonial,
procedimento aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
FIOCRUZ, licenca LW-18/19. Os espécimes provenientes das localidades
selecionadas para o estudo foram individualizados em tubos Falcon de 50ml/25ml e
rotulados com o cédigo correspondente as suas informacdes do banco de dados
(Figura 4.7 B).
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Figura 4.7. A. Colbnias de T. b. brasiliensis mantidas no insetario do LIVDH, B. Espécimes

individualizados em tubos Falcon 25mL para posterior dissec¢ao. Fotos: acervo da autora.

4.4. Processamento do material bioldégico, exame parasitolégico do

conteldo intestinal e isolamento de T. cruzi

Em ambiente estéril da cabine de biosseguranca, cada inseto foi mergulhado
em alcool a 70% por 10 segundos, seco com gaze hidréfila e em seguida o0 mesmo
foi dissecado (Figura 4.8 A e B). Foram retiradas as pernas, as asas e a cabeca, as
guais foram acondicionadas em microtubo do tipo Eppendorf de 1,5 mL (pernas e
cabeca) e papel aluminio (asas), devidamente rotulados com o seu codigo. A
dissec¢do do intestino consistiu em remover a cuticula dorsal do abdémen com
auxilio de pincas e tesoura, em seguida, procedeu-se a retirada do intestino médio e
posterior. O intestino foi macerado em placa de Petri estéril, contendo uma solucéo
estéril de 3,0 mL de salina tamponada com fosfato (Phosphate Buffer Saline - PBS)
(AM, pH = 7,2 - 7,4) com 100ug de 5-fluorocitosina (substancia antifungica) e 150 pL
de Penicilina-Streptomicina (antibiotico), seguindo protocolo de Gongalves (2000).
Apoés a maceracao, a solugcdo homogeneizada foi dividida em trés partes:

(i) 100uL para o exame direto, esta aliquota foi colocada ente lamina e laminula
para pesquisa de tripanosomatideos ao microscopio 6ptico em aumento de 400 X;

(i) 1mL para isolamento do parasito, esta amostra foi semeada em 2 tubos de
ensaio (500uL em cada) contendo 4 mL de meio Liver Infusion Tryptose (LIT)
(Camargo 1964), 20% de soro fetal bovino e agar e sangue ou NNN, Novyl &
McNeal (1904) e Nicolle (1908), para o isolamento do parasito (Figura 4.8 D). Os

tubos foram incubados a 28°C e, apos isto, 100uL da cultura foram examinados ao
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microscopio optico uma vez por semana, durante 5 meses, para deteccdo do
parasito. As culturas positivas foram repicadas, quando necessario, até 2 vezes. A
partir das culturas positivas, rica em flagelados (Figura 4.8 E), foi retirada uma
aliquota de 3mL e semeada em meio LIT para o desenvolvimento e multiplicacdo do
parasito, visando a formacdo da massa de parasitos (Figura 4.8 F) para posterior
caracterizacdo molecular de T. cruzi. Por fim, uma aliquota de cada cultura rica em
parasitos foi criopreservada em Nitrogénio Liquido a -196°C;

(iii) 1,9mL para analise molecular da fonte alimentar e da infec¢do natural, esta
aliquota foi colocada em 2 microtubos do tipo Eppendorf de 1,5 mL (950uL em
cada). As pernas e o0s extratos do intestino foram conservados em freezer a -20°C
do LIVEDH para posteriores anélises moleculares. As cabecas foram guardadas em
tubos do tipo Eppendorf e serdo usadas para analises sobre a variabilidade
morfologica. As asas foram utilizadas no presente estudo para o estudo da
variabilidade morfométrica, utilizando a MoG.

As ninfas de 4° e de 5° estadios que foram alimentadas quinzenalmente em
camundongos por um periodo de 1 ano e meio, visando o0 seu desenvolvimento até
a fase adulta para utilizar as asas na MoG, tiveram as fezes/urina coletadas
(somente apos a primeira alimentacdo no laboratdrio) para analise molecular da
fonte alimentar e pesquisa de T. cruzi pelo exame direto a fresco. Neste
procedimento, as ninfas foram alimentadas individualmente até a replecdo, apos
isso, foram colocadas em um Eppendorf de 1,5 mL, onde o0s dejetos eram
eliminados de forma espontanea, sem compressdo abdominal (Figura 4.8 C). As
amostras de fezes/urina eram misturadas a 200-300uL de PBS e conservadas a -
20°C para posteriores analises moleculares.
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Figura 4.8. Obtencdo das amostras do contelido intestinal dos espécimes de T. b. brasiliensis. A. Cabina de Biosseguranca onde os insetos foram
dissecados, B. Exemplo de um espécime no momento da dissecgdo com suas asas extirpadas, C. Ninfa de 5° estadio ingurgitada em um Eppendorf de 1,5
mL, onde suas fezes foram eliminadas de forma espontanea, D. Checagem de possivel contaminagdo das culturas (NNN/LIT) por fungos para posterior
checagem quanto a positividade do parasito, E. Observacdo ao microscopio 6ptico (400x) de aliquota de cultura positiva rica em flagelados, F. Massa de

parasitos (seta azul clara) em meio LIT. Fotos: acervo da autora.
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4.5. Analise molecular da fonte alimentar e da infeccdo natural por T. cruzi

4.5.1. Extracdo de DNA

Parte das amostras de extrato de intestino dos triatomineos (aliquota de 200uL)
teve o DNA total extraido empregando o Kit de extracdo llustra Blood GenomicPrep
Mini spin kit (GE Healthcare Life Science, Chicago, USA), seguindo as instru¢des do
fabricante e, em uma fracdo das amostras, utilizou-se o método Fenol-Cloroférmio.
Neste método, 500uL de extrato de intestino foram incubados com 10uL Proteinase
K (20mg/mL) e 25 yL de solucdo de dodecilsulfato de sédio (SDS) a 10% overnight,
a uma temperatura de 56°C. Em seguida, utilizou-se 500uL de fenol-cloroférmio (1:1)
e 500uL de cloroformio para a purificagdo do DNA antes da precipitagdo com 50uL
de acetato de sodio 3M e 1mL de etanol absoluto. Os pellets obtidos foram
ressuspensos em 30uL de H20 ultra-pura (Sambrook et al 1998). A concentragéo de
DNA foi estimada utilizando o aparelho Nanoespectrofotdmetro DS-11 (Uniscience,
Flérida, USA) e o grau de pureza foi determinado pela reacdo de absorbancia em
uma faixa de comprimento de onda de 260/280 nm. A concentracgao final do DNA (20
- 50 ng/uL) foi alcangada apds diluigdo em H20 ultra-pura quando necessario. O

DNA extraido foi conservado a -20°C para analises posteriores.

4.5.2. Identificacdo molecular de T. cruzi

A identificacdo molecular de T. cruzi foi realizada empregando-se a técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR). Nesta
técnica, os iniciadores 121 (5-AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA-3’) e 122
(5-GGTTCGATTGGGGTTGGTGAATATA-3’) foram empregados com o objetivo de
amplificar regides hipervariaveis dos minicirculos do kDNA de T. cruzi, resultando na
obtencao de produtos de 330 pb (Sturm et al 1989, Wincker et al 1994), seguindo o
protocolo adaptado de Wincker et al (1994). Uma vez que esses iniciadores
amplificam para T. rangeli (perfil de bandas 300pb, 360pb e 760pb) utilizamos
controle positivo para T. rangeli de acordo com (Moreira et al 2017). Neste mesmo
ensaio, em um formato multiplex (PCR multiplex), adicionou-se os iniciadores P2B
(5-AAAGAATTTGGCGGTAATTTAGTCT-3)) e P6R (5-
GCTGCACCTTGACCTGACATT-3’), visando amplificar um fragmento de 163pb
correspondente a regido 12S do RNA ribossomal de triatomineos pertencentes aos

géneros Rhodnius, Triatoma e Panstrongylus (Uehara et al 2012, Moreira et al
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2017), os quais funcionaram como controle da extracdo de DNA. Os reagentes
usados na PCR foram: 2,5uL de 10X Taq Buffer (Thermo Scientific, Massachusetts,
USA), 2,5uL de desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs 0,2 mM, Thermo Scientific,
Massachusetts, USA), 4,5uL MgClz (25mM, Thermo Scientific, Massachusetts, USA),
1uL de cada iniciador 121 e 122 (10pmol/pL), 0,3uL de cada iniciador P2B e P6R
(10pmol/uL), 0,2uL da Tag DNA polimerase convencional (Solugédo estoque: 5U/uL)
(Thermo Scientific, Massachusetts, USA), 7,7uL de H20 ultra-pura e 5uL de DNA
molde, perfazendo volume final de 25uL. Controles positivos, 5uL DNA (2ng/ uL) de
cultura acelular de T. cruzi da cepa Y e 5uL DNA (2ng/ pL) de cultura acelular de T.
rangeli da cepa Macias e controle negativo, a mesma mistura da reacdo sem DNA,
foram utilizados para o monitoramento das etapas de extracdo de DNA e mistura
dos reagentes. A PCR foi realizada no aparelho Axygen® MaxyGene™ (Biocristal)
de acordo com o seguinte perfil térmico: 2 ciclos (98°C, 1 min e 64°C, 1min), 33
ciclos de desnaturacdo (94°C, 1min), anelamento (64°C, 1min) e extenséo final de
72°C por 10 min (Wincker et al 1994). O produto amplificado foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 3,5%, onde também se utilizou marcador molecular
de 50pb para determinar, de forma comparativa, o tamanho do fragmento. Em
seguida, as bandas foram coradas em solucdo de brometo de etidio 0,04% por 10

minutos e visualizadas em transluminador com luz ultravioleta.

4.5.3. Identificacédo das fontes alimentares

Para a identificacdo das fontes alimentares dos triatomineos, foi realizada a
PCR com a utilizacdo dos oligonucleotideos iniciadores universais para animais
vertebrados (mamiferos, aves, anfibios, répteis e peixes) que amplificam um
segmento do gene Citocromo B (Cyt B) do DNA mitocondrial (mtDNA), resultando
em um produto de 307pb (excluindo os iniciadores). Tais iniciadores, denominados
L14841 (5'-AAAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3) e H15149 (5'-
AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3'), foram desenvolvidos por
Kocher et al (1989) e, segundo Malmqvist et al (2004), ndo amplificam o DNA do
triatomineo presente no tecido que compdem os 6rgados internos do abdémen. Neste
estudo, seguiu-se o protocolo adaptado por Dias et al (2010).

As reagOes ocorreram em um volume final de 50 pL com os seguintes
reagentes: 5uL de 10X Taq Buffer (Thermo Scientific, Massachusetts, USA), 5uL de

desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs 0,2mM, Thermo Scientific, Massachusetts,
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USA)), 4uL MgCl2 (25mM, Thermo Scientific, Massachusetts, USA), 1uL de cada
iniciador L14841 e H15149 (10pmol/ uL), 0,3uL da Tag DNA polimerase (Solugéo
estoque: 5U/uL) (Thermo Scientific, Massachusetts, USA), 28,7uL de H20 ultra-pura
e 5uL de DNA molde. Controles positivo, 5uL DNA (2ng/uL) de porco, e negativo, a
mesma mistura da reacdo sem DNA, foram utilizados para o monitoramento das
etapas de extracdo de DNA e mistura dos reagentes. A PCR foi realizada no
aparelho Axygen® MaxyGene™ (Biocristal) de acordo com o seguinte perfil térmico:
Hot Start (5 min, 94°C), seguido por 30 ciclos de desnaturagdao (60s, 93°C),
anelamento (60s, 50°C), extensdo (60s, 72°C) e extensao final (5 min, 72°C). O
produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5%, onde
também se utilizou marcador molecular de 100pb para determinar, de forma
comparativa, o tamanho do fragmento. Em seguida, as bandas foram coradas em
solucdo de brometo de etidio 0,04% por 10 minutos e Vvisualizadas em
transluminador com luz ultravioleta.

Apb6s a PCR, as amostras de produto amplificado foram purificadas utilizando o
kit llustra GFX PCR DNA and Gel Band Purifucation kit (GE Healthcare Life Science,
Chicago, USA), seguindo as instru¢des do fabricante. Para o sequenciamento das
amostras, 6,5uL de produto de PCR purificado e 1uL dos iniciadores (L14841 e
H15149) foram colocados em microtubos do tipo Eppendorf de 1,5 mL e levados
para a Plataforma Gendmica — Sequenciamento de DNA - PDTIS/FIOCRUZ
(RPTO1A), onde foi realizada a reacdo de sequenciamento (Otto et al 2008). As
sequencias obtidas foram editadas com o auxilio dos programas BioEdit Sequence
Alignment Editor 7.0.4.1 (Hall 2005) e Mega7, versdo 7.0.26 (Kumar et al 2016).
ApoOs esta etapa, as sequencias foram comparadas com as sequencias depositadas
na base de dados do GenBank usando a ferramenta Blast.

4.6. Caracterizagdo molecular de T. cruzi

A massa de parasitos crescida no meio LIT foi lavada em PBS (1M, pH =7,2 -
7,4), empregando o método de centrifugacdo: 2.500 rpm durante 15 min a 4°C. Apés
o terceiro procedimento, o pellet foi ressuspenso em 300uL de H20 ultra-pura e
armazenado a -20°C até o momento da extragdo de DNA. O DNA gendmico foi
extraido empregando o Kit de extracéo llustra Blood GenomicPrep Mini spin kit (GE
Healthcare Life Science, Chicago, USA), seguindo as instru¢fes do fabricante. O

DNA eluido foi armazenado a -20°C para os posteriores ensaios de PCR. A
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caracterizacdo molecular dos isolados de T. cruzi em DTU foi realizada de acordo
com o protocolo proposto por D’Avila et al (2009), utilizando um ensaio de trés
etapas como apresentado por Martins et al (2015) (Figura 4.9): (i) PCR do gene
mitocondrial referente a subunidade 2 da citocromo oxidase (COIl), empregando os
iniciadores  Tcmit-10  (5-CCATATATTGTTG-CATTATT-3’) e Tcmit-21  (5-
TTGTAATAGGAGTCATGTTT-3’) desenhados para amplificar um fragmento de
375pb do DNA do maxicirculo de T. cruzi (Freitas et al 2006). Em seguida foi
realizada a analise do polimorfismo do gene COIl, empregando a endonuclease de
restricdo Alu | na técnica Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP). Este
marcador é capaz de distinguir as DTUs: hapl6tipo mitocondrial A (Tcl) e haplétipo
mitocondrial C (Tcll) do haplétipo mitocondrial B (Tclll-VI); (ii) PCR do dominio
divergente do gene 24Sa do DNA ribossomal (24SarDNA), usando os iniciadores
D71 (5-AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3) e D72 (5-
TTTTCAGAATGGCCGAACAGT- 3’) (Souto & Zingales 1993); (iii) PCR do
espacador intergénico dos genes miniexon de T. cruzi (SL-IR) pelo uso de
iniciadores Tclll (5-CTCCCCAGTGTGGCCTGGG-3) e UTCC (5-
CGTACCAATATAGTACAGAAACTG- 3’) (Burgos et al 2007), visando a distin¢cao de
populacdes pertencentes a Tclll de Tcl, Tcll e cepas hibridas. Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3,5%, onde
também se utilizou marcador molecular de 50pb para determinar, de forma
comparativa, o tamanho do fragmento. Em seguida, as bandas foram coradas em
solucdo de brometo de etidio 0,04% por 10 minutos e visualizadas em

transluminador com luz ultravioleta.

[ Molecularapproach of Trypanosoma crug DT Us¥? ]
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Figura 4.9. Protocolo para genotipagem proposto por D'Avila et al (2009) usando um ensaio de trés
etapas: andlise do polimorfismo do gene mitocondrial da subunidade citocromo oxidase 2 (COIl),

amplificagcdo do dominio divergente D7 do gene 24Sa rDNA e amplificacdo da regido intergénica
spliced leader (SL-IRac). Fonte: Martins et al (2015).

53



4.7. Analise das alteracdes morfoldgicas das asas de populacdes de

T. b. brasiliensis de Caicd, RN.

4.7.1. Espécimes utilizados

Foram capturadas imagens de 731 asas anteriores (esquerda e direita),
hemiélitro, de machos e fémeas de T. b. brasiliensis coletados no ambiente silvestre
e peridomiciliar de cinco localidades: Pedregulho, Inacio, SSBE, SRS e o BEC
(Tabela 4.3). As asas, extirpadas previamente dos espécimes, tiveram parte do coério
e do clavo, préximos da articulagdo com o térax, removidos por meio de um corte
transversal e montadas em alcool 70% entre laminas e laminulas para que ficassem
planas, garantindo uma padronizacdo e minimizacdo de possiveis distor¢cdes (Figura
4.10 A-B). As asas foram fotografadas com o seu respectivo codigo de identificacédo
e escala, utlizando camera digital (Sony DSC-HX300) adaptada ao
estereomicroscépio (Leica MZ 12.5) com objetiva de 0,8 (aumento de 8x). Asas
deformadas (auséncia de uma ou mais veias), rasgadas e que ndo apresentavam a
mesma possibilidade de visualizacdo dos PARs foram excluidas. Apos essa selecéo
utilizou-se a asa direita para realizacdo das analises das populacbes entre
localidades e ambientes (peridomiciliar e silvestres) (Tabela 4.3). Para as
comparacgdes dos grupos infectados e nao infectados por T. cruzi, adicionamos as
asas esquerdas na tentativa se minimizar o problema do tamanho da amostra.
Assim, foram utilizadas tanto a asa direita quanto a asa esquerda para aumentar o n

amostral de cada grupo, bem como o poder estatistico (Tabela 4.4).
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Tabela 4.3. Niumero de asas (direita e esquerda) de T. b. brasiliensis fotografadas separadas por localidade, ambiente e sexo. Os nimeros de asas

direita selecionadas e usadas nas analises da MoG entre localidades e ambientes estdo destacadas em cinza.

Localidade Ambiente Fémea AD Fémea AE F Total Macho AD Macho AE M Total FM Total
Peridomicilio 23 22 45 26 23 49 94
Pedregulho
Silvestre 17 16 33 9 8 17 50
) Peridomicilio 42 40 82 34 34 68 150
Inacio
Silvestre 9 10 19 12 8 20 39
SRS Peridomicilio 44 44 88 33 31 64 152
Silvestre 22 20 42 17 14 31 73
BEC Silvestre 21 22 43 26 26 52 95
Peridomicilio 10 8 18 23 24 47 65
SSBE
Silvestre 4 4 8 2 3 5 13
Total 192 186 378 182 171 353 731

Abreviacdes: SRS. Sitio Riacho do Santo, BEC. Batalhdo de Engenharia de Construcdo de Caic6, SSBE. Sitio Sdo Bernardo de Elias, AD. asa direita,

AE. asa esquerda, F. fémea, M. macho, FM. fémea e macho.
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Tabela 4.4. Numero de asas (direita e esquerda) de T. b. brasiliensis usadas nas andlises da MG entre grupos positivos e negativos, segundo a infeccao
natural por T. cruzi, empregando a PCR.

Localidade Ambiente Fémea AD/AE Pos Fémea AD/AE Neg F Total Macho AD/AE Pos Macho AD/AE Neg M Total FM Total

Pedregulho 8 11 19 10 14 24 43
Inacio 8 19 27 10 8 18 45
Peridomicilio
SRS 38 12 50 19 19 38 88
SSBE 4 6 10 12 12 24 34
BEC 24 5 29 27 16 43 72
Silvestre
Pedregulho 6 13 19
Total 88 66 154 78 69 147 282

Abreviacdes: AD. asa direita, AE. asa esquerda, Pos. positivos e Neg. negativos para a infeccdo natural por T. cruzi, F. féfmea, M. macho, FM. fémea e
macho.
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Figura 4.10. A-B. Montagem de uma asa esquerda de T. b. brasiliensis em &lcool 70% entre

lamina e laminula para ser fotografada. Fotos: acervo da autora.

4.7.2. Analises morfométricas e estatisticas

Foram escolhidos PARs do tipo | (localizados nas intersecdes das veias das
asas), definidos a partir da metodologia sugerida por Bookstein (1991), para as
andlises das populacdes entre: i) localidades (8 PARS), ii) ambientes (8 PARS) e
guanto a infec¢do natural por T. cruzi (10 PARS). A coleta dos PARs foi realizada
nas fotos digitais de cada estrutura alar, seguindo o sentido horéario da base para o
apice (Figura 4.11).

Utilizou-se o Tamanho Centréide (TC), um estimador de tamanho derivado das
coordenadas dos PARs definido pela raiz quadrada da soma das distancias
elevadas ao quadrado entre o centro de massa e cada ponto (Rohlf e Slice 1990).
Os valores de TC passaram por uma transformacéao logaritmica e foram usados para
avaliar a variagcdo do tamanho (Bookstein 1991). A avaliacdo comparativa do
tamanho foi feita entre machos e fémeas e entre 0s grupos, classificados de acordo
com a localidade de origem, ambiente de coleta (silvestre e peridomiciliar), e
infeccdo natural por T. cruzi. Os valores do TC foram obtidos a partir da matriz de
coordenadas gerada com base nos PAR da estrutura alar dos espécimes. As
variagbes no tamanho das asas entre os grupos foram medidas empregando a
analise de variancia de uma via (one way ANOVA). A comparacao por pares foi feita

por meio do teste t Student. Os resultados foram apresentados em diagramas de
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caixa (Box plot), mostrando a mediana, a média e as medidas de dispersdo (minimo,

maximo e os quartis).

Figura 4.11. Asa direita de T. b. brasiliensis mostrando os oito Pontos Anatémicos de Referéncia
(PAR) do tipo I: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 utilizados para as analises morfométricas. Fotos: acervo da
autora.

A Analise Generalizada de Procrustes (AGP) foi usada para calcular as
variaveis de conformacao (Rohlf e Slice 1990). Neste método procederam-se as trés
etapas essenciais: (i) a eliminagdo do efeito de posicdo dos PARs pelo
deslocamento do ponto médio de cada configuragdo (conjunto dos PARS) para a
origem do plano cartesiano, superimposicao; (ii) a eliminacdo do efeito de tamanho
pela proporcionalizacdo do Tamanho Centrdide de cada configuracdo a uma medida
Unica, eliminando o efeito de tamanho e posi¢do, desta forma todos os valores
tornaram-se equivalentes, proporcionalizagdo e (iii) a eliminagdo do efeito de
orientacdo pela rotacdo das imagens, possibilitando o ajuste dos PARs na menor
distancia possivel, rotacéo.

As variaveis da conformacdo, em escala global, foram obtidas pelas projecfes
ortogonais (ORP) dos espécimes alinhados sob um espaco Euclidiano tangente a
configuracdo consenso. Estas variaveis foram acessadas por meio da obtencdo dos
componentes uniformes (deformacdes globais) e as variaveis localizadas pela
obtencdo dos componentes ndo uniformes (deformacdes parciais) baseadas na
deformacgédo de cada estrutura em relagcdo a configuracdo consenso. Posteriormente,

esses dois conjuntos de variaveis foram combinados em uma matriz, nas quais foi
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aplicado uma Analise de Componentes Principais (ACP), os componentes principais
resultantes foram considerados como variaveis finais de conformacédo e utilizados
para subsequentes analises, tais como a Analise Discriminante (AnD). A utilizacéo
dos componentes principais como variaveis de conformacdo permite reduzir a
dimensionalidade de maneira que, quando necessario, se adapta ao namero de
variaveis dos grupos de T. b. brasiliensis de menor tamanho amostral.

A AnD foi utilizada para estudar as diferencas das varidveis de conformacao
entre grupos definidos a priori (Monteiro e Reis 1999). Esta técnica de estatistica
multivariada proporciona a andlise de grupos par a par, aumentando o poder de
discriminacdo dos mesmos, além de verificar quais varidveis possuem maior
relevancia para discriminar os grupos. A sua significancia estatistica foi estimada
empregando o método de reamostragem bootstraping (1000 ciclos) (Zelditch et al
2004). A eficiéncia da analise discriminante na classificacdo dos grupos foi testada
calculando-se a porcentagem dos individuos corretamente classificados (validacao
cruzada), com base nas variaveis de conformacéo, utilizando o método de Maxima
Verossimilhanca (Maximum likelihood — MLi) (Dujardin et al 2017). A distancia de
Mahalanobis (DM), métrica de similaridade, foi calculada com o objetivo de
guantificar as distancias entre os grupos através do agrupamento dos espécimes de
acordo com a localidade de origem, o ambiente de coleta (silvestre, peridomiciliar) e
a infeccdo por T. cruzi. Sua significancia foi estimada empregando o teste de
Lambda de Wilks.

As distribuicbes dos espécimes entre sexos e entre ambientes (silvestre,
peridomiciliar) foram projetadas ao longo do fator discriminante 1 (FD1) e
apresentadas em histogramas. As distribuicbes dos espécimes entre localidades e
entre grupos positivos e negativos por T. cruzi (segundo resultados da PCR), no
espaco de conformacao definido pelos dois primeiros fatores discriminantes (FD1 e
FD2) foram apresentadas em mapas fatoriais, mostrando poligonos convexos
coloridos que agrupam todos o0s espécimes, representados por pontos coloridos,
pertencente a um dado grupo. Foram produzidos também gréficos em arvore de
similaridade morfolégica aplicando a analise de agrupamento pelo método de
ligacdo simples (single linkage) com base nas DM para testar a separacao de grupos
infectados e n&o infectados por T. cruzi. O efeito da influéncia do tamanho na forma
alar (alometria) foi verificado por meio de uma regressdo linear dos fatores

discriminantes (variavel dependente) contra os valores de TC (variavel
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independente). Todas as andlises foram realizadas no software XYOM (Dujardin e
Dujardin 2019).

5. RESULTADOS

5.1. Captura de triatomineos e fauna observada

Um total de 1.147 espécimes da subespécie T. b. brasiliensis e das espécies T.
pseudomaculata e T. petrocchiae foi capturado, cuja distribuicdo por localidade esta
apresentada na tabela 5.1. Triatoma b. brasiliensis foi a subespécie mais abundante,
representando 95,2% (1092/1147) dos triatomineos capturados, seguida de T.
pseudomaculata (4,6% - 53/1147) e de T. petrocchiae (0,2% - 2/1147). Padrdes
diferentes de distribuicdo, destes vetores, foram observados nos ambientes
investigados, onde T. b. brasiliensis predominou em todos eles: intradomicilio
(93,8% - 15/16), peridomicilio (93,5% - 772/825) e silvestre (modificado e
conservado) (99,7% - 305/306), enquanto quantidades insignificantes de T.
petrocchiae foram coletadas no intradomicilio (1/16) e no ambiente silvestre
modificado (1/306) e poucos espécimes de T. pseudomaculata foram capturados
apenas no peridomicilio (6,4% - 53/825), mostrando que T. b. brasiliensis foi o vetor
gue mais infestou os diferentes ambientes investigados (Tabela 5.2).

As buscas ativas nas 16 UDs, distribuidas em 15 localidades, mostraram que
18,7% (3/16) delas foram positivas no intradomicilio: Inacio (2 N4, 3 N5 e 3 Mc), Sitio
Pelado (1 N5) e Batalhdo da Policia Ambiental (1 fémea). No peridomicilio, 87,5%
(14/16) foram positivas (Tabela 5.1). Em apenas uma localidade (Inacio), observou-
se a presenca de triatomineos no intra e peridomicilio. Em 7 localidades foram
investigados afloramentos rochosos no ambiente silvestre modificado e em apenas
uma localidade (BEC) exploramos o ambiente silvestre conservado. Todos o0s
ambientes silvestres foram positivos para a presenca de triatomineos (Tabela 5.1), o
ambiente silvestre das demais localidades néo foi pesquisado. Seis espécimes
capturados por moradores foram incluidos no calculo da infestacdo. Segundo os
moradores, esses triatomineos foram capturados no intradomicilio: Barra Nova (1
Mc), Séo José do Serido (1 F), Pedregulho (3 F), Serrote Branco (1 F) (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1. Ndmero de triatomineos por espécie, ambiente e fase de desenvolvimento coletados em 18 localidades dos municipios de Caicd e Sao
Fernando, Rio Grande do Norte em novembro de 2016.

Fase de desenvolvimento

Municipio Localidade Espécie Ambiente Total
Mc F
Barra Nova (Mo) T. b. brasiliensis Intradomicilio 1 1
Barra do Lagedo T. b. brasiliensis Peridomicilio 1 3 73
Batalhdo de Policia Ambiental T. b. brasiliensis Intradomicilio 1
Batalhdo de Engenharia de Construgdo T. b. brasiliensis Silvestre Conservado 29 27 127
Fazenda Fortuna T. b. brasiliensis Peridomicilio 3
Sitio Inacio T. b. brasiliensis Intradomicilio 2 7
Sitio Inacio T. petrochiae Intradomicilio 1 1
Sitio Inacio T. b. brasiliensis Peridomicilio 33 22 176
Caico Sttio Inacio T.b. brasiliensis  Silvestre Modificado 10 7 28
Sitio Inacio T. petrochiae Silvestre Modificado 1 1
Montanhas T. b. brasiliensis Peridomicilio 1
Nova Descoberta T. b. brasiliensis Peridomicilio 4
Nova Descoberta T. pseudomaculata Peridomicilio 1 1
Nova Descoberta T. b. brasiliensis Silvestre Modificado 3
Pedra do Sino T. b. brasiliensis Peridomicilio 1 3 20
Pedra do Sino T. b. brasiliensis Silvestre Modificado 1
Pedregulho (Mo) T. b. brasiliensis Intradomicilio 3 3

Abreviacdes: Mo. Triatomineo capturado pelo morador, N1. ninfa de primeiro estadio, N2. ninfa de segundo estadio, N3. ninfa de terceiro estadio, N4. ninfa
de quarto estadio, N5. ninfa de quinto estadio, Mc. macho, F. fémea.
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(...continuacao)

Tabela 5.1. Numero de triatomineos por espécie, ambiente e fase de desenvolvimento coletados em 18 localidades dos municipios de Caicé e Sao
Fernando, Rio Grande do Norte em novembro de 2016.

Fase de desenvolvimento

Municipio Localidade Espécie Ambiente Total
N1 N2 N3 N4 N5 Mc F
Pedregulho T. b. brasiliensis Peridomicilio 2 22 46 42 22 15 14 163
Pedregulho T. b. brasiliensis Silvestre Modificado 5 11 8 14 39
Sitio Riacho do Santo T. b. brasiliensis Peridomicilio 3 14 63 98 29 44 251
Sitio Riacho do Santo T. b. brasiliensis Silvestre Modificado 3 10 15 14 16 58
Séo José do Serid6 (Mo) T. b. brasiliensis Intradomicilio 1 1
Caico Serraria T. b. brasiliensis Peridomicilio 1
Serraria T. b. brasiliensis Silvestre Modificado 6 3 1 1 1 12
Serrote Branco (Mo) T. b. brasiliensis Intradomicilio 1 1
Serrote Branco T. b. brasiliensis Peridomicilio 1 1
Sitio S&o Bernardo de Elias T. b. brasiliensis Peridomicilio 3 5 13 15 17 8 63
Sitio S&o Bernardo de Elias T. b. brasiliensis Silvestre Modificado 4 18 4 3 3 3 37
Sitio Pelado T. b. brasiliensis Intradomicilio 1
Sitio Marcagéo T. b. brasiliensis Peridomicilio 2 3 4 11
Sao Fernando Sitio Marcacéo T. pseudomaculata Peridomicilio 3 10 10 19 2 1 45
Sitio Serrote T. b. brasiliensis Peridomicilio 1 1 2 5
Sitio Serrote T. pseudomaculata Peridomicilio 2 3 2 7
Total 23 65 182 236 302 169 170 1147

Abreviacdes: (Mo). Triatomineo capturado pelo morador, N1. ninfa de primeiro estadio, N2. ninfa de segundo estadio, N3. ninfa de terceiro estadio, N4.
ninfa de quarto estadio, N5. ninfa de quinto estadio, Mc. macho, F. fémea.
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Tabela 5.2. Namero de triatomineos por espécie, ambiente, fase de desenvolvimento e proporcdo de ninfas e adultos capturados em 18 localidades dos

municipios de Caico e S&o Fernando, Rio Grande do Norte.

Fase de desenvolvimento

Ambiente Espécie N (n) Ad (n) Total N (%) Ad (%)
N1 N2 N3 N4 N5 Mc F
T. b. brasiliensis 0 0 0 2 4 3 6 6 9 15 375 62,5
L T. pseudomaculata 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Intradomicilio
T. petrochiae 0 0 0 0 1 1 0 6,25
Total 0 4 6 6 10 16 37,5 62,5
T. b. brasiliensis 11 47 132 183 208 96 95 581 191 772 75,3 24,7
. L T. pseudomaculata 3 10 12 22 4 2 47 6 53 88,7 11,3
Peridomicilio
T. petrochiae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 11 50 142 195 230 100 97 628 197 825 76,1 239
T. b. brasiliensis 11 8 31 16 37 35 40 103 75 178 57,9 42,1
Silvestre modificado T. pseudomaculata 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T. petrochiae 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 100
Silvestre conservado T. b. brasiliensis 1 7 9 23 31 29 27 71 56 127 55,9 441
Total 12 15 40 39 68 65 67 174 132 306 56,9 43,1
Total 23 65 182 236 302 169 170 808 339 1147 70,4 29,6

Abreviacdes: N1. ninfa de primeiro estadio, N2. ninfa de segundo estadio, N3. ninfa de terceiro estadio, N4. ninfa de quarto estadio, N5. ninfa de quinto

estadio, Mc. macho, F. fémea, N (n). nimero total de ninfas, Ad (n). nUmero total de adultos, N (%). percentual de ninfas, Ad (%). percentual de adultos, T.

Triatoma, b. brasiliensis.
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Nesta expedicdo, realizada no periodo seco na regidao (novembro 2016),
observou-se maior concentracdo dos estadios ninfais (70,4% - 808/1147) em relacao
aos adultos (29,6% - 339/1147) (Tabela 5.2). Entre as formas imaturas, as ninfas de
guinto estadio (N5) exibiram a maior porcentagem de espécimes (26,3%), seguida
das ninfas de quarto (N4) (20,6%) e terceiro (N3) (15,9%) estadios. Os adultos
apresentaram o maior percentual (29,6%) quando comparados com cada estadio
ninfal (Figura 5.1). Machos (Mc) e Fémeas (F) foram coletados, tecnicamente, na
mesma proporcao: 14,7% e 14,8%, respectivamente. A razdo de machos e fémeas
(R= Mc/F) apresentou pequena variacao entre os ecoétopos: intradomiciliar (Rmr =
0,6), peridomiciliar (Rwr = 1,0) e silvestre (Rwr = 0,9). O percentual de ninfas (N) de
T. b. brasiliensis foi maior do que o de adultos (Ad) no peridomicilio (N = 75,3%, Ad
= 24,7%), no ambiente silvestre (N= 57,0%, Ad = 43%) e menor no interior das casas
(N = 37,5%, Ad = 62,5%), evidenciando a colonizacao intensa por este vetor no

peridomicilio e colonizacéo e invasdes no intradomicilio.
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Figura 5.1. Distribuicdo dos triatomineos, de acordo com as fases de desenvolvimento, coletados
em 18 localidades dos municipios de Caic6 e S&o Fernando, Rio Grande do Norte. N1. ninfas de 1°
estadio, N2. ninfas de 2° estadio, N3. ninfas de 3° estadio, N4. ninfas de 4° estadio, N5. ninfas de 5°
estadio, Ad. adultos.
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As formas imaturas de T. b. brasiliensis dominaram, em termos de nUmero

absoluto, sobre as demais espécies em quase todos os ambientes pesquisados,
exceto no peridomicilio, onde T. pseudomaculata mostrou maior proporcao de ninfas
(N = 88,7%, Ad = 11,3) (Tabela 5.2).

Considerando todos os eco6topos, onde se capturou os triatomineos, o curral de

Tabela 5.3. Numero de triatomineos coletados por ambiente e ecétopo provenientes de 18
localidades dos municipios de Caicé e Sdo Fernando, Rio Grande do Norte.

Ambiente Ecotopo Espécie Total
Intradomicilio NI T. b. brasiliensis 1
Intradomicilio deposito T. b. brasiliensis 1
Intradomicilio sala T. petrochiae 1
Intradomicilio sala T. b. brasiliensis 7
Intradomicilio banheiro T. b. brasiliensis 4
Intradomicilio NI T. b. brasiliensis 1
Intradomicilio quarto T. b. brasiliensis 1
Peridomicilio varanda T. b. brasiliensis 6
Peridomicilio afloramento rochoso T. b. brasiliensis 4
Peridomicilio cerca de madeira T. b. brasiliensis 1
Peridomicilio cerca de madeira T. pseudomaculata 7
Peridomicilio curral de boi T. b. brasiliensis 600
Peridomicilio curral de cabras T. b. brasiliensis 3
Peridomicilio galinheiro T. pseudomaculata 46
Peridomicilio galinheiro T. b. brasiliensis 48
Peridomicilio muro de concreto T. b. brasiliensis 4
Peridomicilio pilha de telhas T. b. brasiliensis 101
Peridomicilio serrote T. b. brasiliensis 5
Silvestre serrote T. b. brasiliensis 1
Silvestre afloramento rochoso T. b. brasiliensis 304
Silvestre afloramento rochoso T. petrochiae 1
Total 1147

Abreviacdes: NI. Ndo Informado

boi (peridomicilio) foi 0 mais infestado, representando 52,3% (600/1147), seguido do
afloramento rochoso (silvestre) 26,6% (305/1147), pilha de telhas (peridomicilio)
8,8% (101/1147) e galinheiro (peridomicilio) 8,2% (94/1147) do total de triatomineos
coletados (Tabela 5.3 e Figura 5.2).
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Figura 5.2. Distribuicdo dos triatomineos coletados nos ec6topos naturais e artificiais de 18

localidades dos municipios de Caico e Sao Fernando, Rio Grande do Norte.

Triatoma b. brasiliensis foi a subespécie de triatomineo que predominou no
intradomicilio, peridomicilio e no ambiente silvestre, colonizando eco6topos naturais e
artificiais conforme demonstrado de forma detalhada na Figura 5.3. No peridomicilio,
o galinheiro e a cerca de madeira foram os ecétopos onde se observou a presenca
tanto de T. b. brasiliensis (galinheiro: 51,1% - 48/94) (cerca de madeira: 12,5% - 1/8)
guanto de T. pseudomaculata (galinheiro: 48,9% - 46/94) (cerca de madeira: 87,5% -
7/8). Em um dos galinheiros investigados, no Sitio Marcagdo, municipio de S&o
Fernando, colénias de T. b. brasiliensis (n =11) e T. pseudomaculata (n= 44)
coabitavam. Nos afloramentos rochosos, no ambiente silvestre, foram coletados T. b.
brasiliensis (99,7% - 305/306) e T. petrocchiae (0,3% - 1/306), esta Ultima espécie foi
capturada na mesma rocha em que se coletaram espécimes de T. b. brasiliensis (n =

28), na localidade Inacio, em Caico. Na localidade mencionada foram capturados T.
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b. brasiliensis (87,5% - 7/8) e T. petrocchiae (12,5% - 1/8) na sala da mesma casa

gue estava desabitada.
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Figura 5.3. Distribuicdo das espécies de triatomineos coletadas nos ecotopos naturais e artificiais
de 18 localidades dos municipios de Caic6 e Sao Fernando, Rio Grande do Norte. Abreviagées: ni.
ndo informado, af. rochoso P. afloramento rochoso peridomicilio, serrote P. cerca de pedras
peridomicilio, serrote S. cerca de pedras silvestre, af. rochoso, S. afloramento rochoso silvestre.

Ao longo de dez dias, durante a execucdo das capturas ativas e passivas,
observou-se uma variedade de animais, vertebrados e invertebrados, nos ecétopos
pesquisados (ou em suas proximidades) onde os triatomineos estabeleceram
colonias. Os animais presentes nestes ambientes pertenciam a diferentes classes
dos filos Chordata (Mammalia, Ave, Reptilia e Amphibia) e Arthropoda (Arachnida). E
importante ressaltar que os artropodes anteriormente mencionados se tratava de
carrapatos ingurgitados (classe Arachnida) encontrados coabitando com T. b.
brasiliensis em um serrote (cerca de pedras), onde galinhas dormiam a noite. A lista
dos animais, em alguns casos 0s seus vestigios (fezes, urina e pistas do seu
comportamento de forrageamento), observados no intradomicilio, peridomicilio e
ambiente silvestre das localidades rurais de Caicé e S&o Fernando pode ser
verificada na tabela 5.4 e nas figuras 5.4, 5.5 e 5.6.
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Tabela 5.4. Fauna de vertebrados e invertebrados observada durante as capturas de triatomineos

em diferentes ec6topos dos municipios de Caicé e S&o Fernando, Rio Grande do Norte.

Fauna Observada Intradomicilio Peridomicilio Silvestre
Filo Classe Nome popular local local/anexo local
Moco - - rochas*
Roedor sala - -
Gato do mato - - arbustos
Gato doméstico guarto - -
Tatu - - buraco no chao
) Morcego cozinha - -
Mammalia )
Boi - curral -
Cavalo - curral -
Carneiro - curral -
Cabra - curral -
Chordata ] ]
Cachorro cozinha quintal -
Coelho - quintal -
Galinha - serrote -
Galinha da Angola - galinheiro -
Pavéo - galinheiro -
Aves o
Peru - galinheiro -
Ganco - quintal -
Pato - quintal -
N Cobra - quintal -
Reptilia
Lagarto - serrote -
Amphibia Sapo quarto - -
Arthropoda Arachnida Carrapato - serrote -

68



Figura 5.4. Fauna de vertebrados observada durante as capturas de triatomineos no

intradomicilio das UDs da area rural dos municipios de Caicé e Sao Fernando, Rio Grande do
Norte. A. Cadela alimentando os seus filhotes na despensa, B. galinha chocando ovos no
qguarto, C. morcego no chéo, D. roedor escalando a parede de uma casa desabitada a uma
distancia de ~20m da casa habitada, E. sapo atras do guarda roupa, F. gato transitando no
quarto. Fotos: acervo da autora.
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Figura 5.5. Fauna de vertebrados observada durante as capturas de triatomineos no
peridomicilio das UDs da area rural dos municipios de Caic6 e Sdo Fernando, Rio Grande do
Norte. A. cabra dentro do curral, B. carneiros no quintal bebendo agua, C. vacas e bezerros
dentro do curral: bezerro (seta tracejada), cerca de pedras ao redor do curral (seta pontilhada),
cacto Opuntia cochenillifera (palma) usado para alimentar bovinos, D. cachorro doente
amarrado em uma arvore, E. cavalos alimentando-se no interior de um estabulo, F. coelho (seta
azul clara), galinhas e patos em um abrigo, G. Pavéo dentro do galinheiro, H. galinha da angola

(seta pontilhada) e peru (seta tracejada) dentro do galinheiro. Fotos: acervo da autora.
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Figura 5.6. Roedor mocé (K. rupestris) observado durante as capturas de triatomineos no

ambiente silvestre modificado a uma distancia de 20 a 300 m das UDs da area rural dos
municipios de Caicd, Rio Grande do Norte. A-B. mocés em um afloramento rochoso com
vestigios de urina (seta azul), C. arvores do entorno dos afloramentos rochosos com galhos
parcialmente roidos supostamente pelo mocd, D. acumulo de fezes e vestigios de urina nos

sulcos das rochas do afloramento rochoso habitado pelos mocés. Fotos: acervo da autora.
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5.2. Infeccao Natural por T. cruzi

5.2.1. Microscopia 6ptica (MO)

O exame parasitologico direto das fezes para deteccdo de T. cruzi-like foi
realizado apenas em insetos vivos ou recém-mortos (encontrados com o corpo
flexivel). A pesquisa de flagelados foi feita em uma amostra (selecionada
aleatoriamente) dos espécimes coletados nas localidades: Pedregulho, Inacio,
SSBE, SRS e BEC. Um total de 286 espécimes de T. b. brasiliensis foi examinado e
103 estavam positivos para a presenca de T. cruzi-like, o que resultou em uma taxa
de infeccdo natural (IN) de 36,0%. Todas as localidades apresentaram insetos
infectados com T. cruzi-like, sendo detectados os maiores percentuais de barbeiros
infectados em SRS (58,5%) e no BEC (54,1%). Verificou-se também que 0s maiores
indices de IN foram encontrados no peridomicilio (P) em relacdo ao ambiente
silvestre modificado das localidades: SRS (P= 59,3%, SM= 56,5%), SSBE (P=
26,9%, SM= 0,0%) e Pedregulho (P= 13,6%, SM= 10,0%). A tabela 5.5 apresenta o
namero de espécimes coletados, examinados, infectados e o valor percentual de

espécimes infectados.

Tabela 5.5. indice de infecgdo natural, empregando a microscopia éptica, de T. b. brasiliensis

coletado em diferentes ambientes de 5 localidades do municipio de Caicé, Rio Grande do Norte.

Positivo/Examinado

Localidade Ambiente Col. IN (%) IN (%) Total
N4 N5 Macho Fémea Total
Silvestre 39 0/0 1/4 0/4 1/12 2/20 10,0
Pedregulho 12,5
Peridomicilio 163 0/6 2/18 2/10 2/10 6/44 13,6
Silvestre 37 0/2 0/1 0/3 0/3 0/9 0,0
SSBE 20,0
Peridomicilio 63 0/2 2/7 4/11 1/6 7126 26,9
Silvestre 29 1/1 3/5 5/9 3/5 12/20 60,0
In&cio 29,4
Peridomicilio 176 0/10 3/22 4/10 1/6 8/48 16,7
BEC Silvestre 127 0/1 6/8 9/18 5/10 20/37 54,1 54,1
Silvestre 58 0/1 2/6 718 4/8 13/23 56,5
SRS 58,5
Peridomicilio 251 1/6 14/25 77 13/21  35/59 59,3
Total 943 103/286 36,0

Abreviacbes: SSBE. Sitio Sdo Bernardo de Elias, BEC. Batalhdo de Engenharia de Construcgéo,
SRS. Sitio Riacho do Santo, Col. Espécimes coletados, N4. ninfa de quarto estadio, N5. ninfa de
quinto estadio, IN. infec¢do natural.

72



A figura 5.7 apresenta o0 numero de barbeiros examinados, 0s positivos e o
indice de IN por T. cruzi, através da MO, distribuidos em diferentes ecotopos. Os
resultados mostraram que, no peridomicilio, o ecétopo com maior percentual de IN
foi o curral de boi (17,8% - 51/156) aproximando-se da taxa observada para o

afloramento rochoso, no ambiente silvestre (16,4% - 47/109).
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Figura 5.7. Indice de infeccdo natural de T. b. brasiliensis, avaliados pela MO (n= 286),
coletados em diferentes ec6topos do peridomicilio e do ambiente silvestre das localidades:
Pedregulho, Inacio, SSBE (Sitio Sdo Bernardo de Elias), SRS (Sitio Riacho do Santo) e BEC
(Batalhdo de Engenharia de Construcéo) do municipio de Caicd, Rio Grande do Norte. Serrote.

cerca de pedras, P. peridomicilio, Silv. silvestre.

5.2.2. Meio de Cultura (MC)

Com o objetivo de isolar o parasito para posterior caracterizacdo genética,
aliquotas (500uL) do extrato intestinal de T. b. brasiliensis foram semeados em tubos
de ensaio contendo LIT/NNN. Das 129 amostras semeadas, 27 apresentaram
contaminacgéo por fungos e bactérias. Entre as 102 culturas que ndo contaminaram,
observou-se o crescimento do parasito em 52 (51% - 52/102). Considerando-se 0s
resultados obtidos neste método, as localidades BEC (80% - 8/10), SRS (70,9% -
22/31) e Inacio (58% - 18/31) foram as que apresentaram as maiores taxas de IN por

T. cruzi concordando com os resultados da MO (Tabela 5.6).
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Tabela 5.6. indice de infeccdo natural, por meio do semeio de amostras de contetido intestinal
em meio de cultura, de T. b. brasiliensis coletados em diferentes ambientes das localidades do
municipio de Caicé. Rio Grande do Norte.

Positivo/Examinado

Localidade Ambiente Col. IN (%) IN (%) Total
N4 N5 Macho Fémea Total

Silvestre 39 0/0 0/2 0/2 1/6 1/10 10,0

Pedregulho 15,0
Peridomicilio 163 0/1 1/7 1/2 0/0 2/10 20,0
Silvestre 37 0/0 0/0 0/3 0/0 0/3 0,0

SSBE 11,1
Peridomicilio 63 0/0 1/4 0/1 0/1 1/6 16,6
Silvestre 29 0/0 2/3 717 6/6 15/16 93,7

In&cio 58,0
Peridomicilio 176 0/1 3/13 0/1 0/0 3/15 20,0

BEC Silvestre 127 0/0 5/6 2/3 11 8/10 80,0 80,0
Silvestre 58 0/0 1/3 3/3 3/5 10/14 71,4

SRS 70,9
Peridomiciio 251 0/1 7/11 3/3 2/2 12/17 70,6

Total 943 52/102 51,0

Abreviacdes: SSBE. Sitio S&o Bernardo de Elias, BEC. Batalhdo de Engenharia de
Construcdo, SRS. Sitio Riacho do Santo, Col. Espécimes coletados, N4. ninfa de quarto

estadio, N5. ninfa de quinto estadio, IN. Infeccdo Natural.

E importante ressaltar que algumas amostras avaliadas pela MO com resultado
negativo foram positivas quando semeadas no MC, reforcando o valor confirmatério
deste meétodo. Dos 100 espécimes avaliados pelas duas técnicas (mesmos
espécimes), a MO detectou 43% (43/100) de positivos, enquanto o MC detectou
51% (51/100).

5.2.3. Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR convencional multiplex foi empregada como alternativa para a detec¢ao
de infecgcdo em insetos que se encontravam mortos no momento da disseccao
(impossibilitando o exame parasitolégico in vivo) e de possiveis espécimes falso-
negativos avaliados pela MO. Deste modo, utilizamos os iniciadores 121 e 122 para
amplificar regides hipervariaveis dos minicirculos do kDNA para a identificacdo de T.
cruzi. Dos 280 espécimes examinados, o fragmento amplificado correspondente a
330pb foi detectado em 165 amostras, resultando em um indice de IN de 58,9%.
Algumas amostras apresentaram, além do fragmento de 330pb, um fragmento de
760pb, sugerindo infeccdo mista por T. rangeli (Figura 5.8). Andlises moleculares
adicionais estdo em andamento para confirmacdo da infeccdo por essa outra

espécie de protozodrio. Todas as amostras consideradas neste estudo
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apresentaram o fragmento de 163pb referente a regido 12S do RNA ribossomal do
triatomineo. Todas as localidades apresentaram taxas de IN superiores as taxas
calculadas com base na MO. Os maiores indices de IN foram registrados nas
localidades SRS (72,5% - 66/91), BEC (70,2% - 33/47) e In&cio (61,0% - 36/59). Em
relacdo ao ambiente, taxas mais altas de barbeiros infectados foram detectadas no
ambiente silvestre (SM e SC) comparadas as do peridomicilio das localidades Inacio
(SM= 100,0%, P= 51,1%), SRS (SM= 79,2%, P= 68,9%) e BEC (SC= 70,2%),
enquanto em SSBE observou-se o inverso (P= 36,0%, SM= 28,6%) (Tabela 5.7).
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Figura 5.8. Andlise, via PCR, da regido hipervaridvel dos minicirculos do kDNA para identificagdo
molecular de T. cruzi. Canaleta 1. CN controle negativo (reagentes da PCR sem DNA); canaletas 2.
Th547, 3. Th885, 5. Th985, 6. Th117, e 8. Th630 espécimes infectados por T. cruzi (330pb); canaletas 2.
Th547, 3. Th885 e 7. Th902 espécimes com possibilidade de infeccdo por T. rangeli (760pb), 4. Tb106
espécime ndo infectado canaleta 9. Tc controle positivo de T. cruzi (DNA extraido, Cepa CL Brenner);
canaleta 10: Controle positivo de T. rangeli (DNA extraido, Cepa Macias). M. Marcador Molecular 50pb.
Gel de agarose 3,5% corado com brometo de etidio.
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Tabela 5.7. indice de infeccdo natural, utilizando a PCR convencional multiplex, de T. b.
brasiliensis coletados em diferentes ambientes das localidades dos municipios de Caic6, Rio

Grande do Norte.

Positivo/Examinado

Localidade Ambiente Col. IN (%) IN (%) Total
N4 N5 Macho Fémea Total

Pedregulho Silvestre 39 0/0 1/3 2/3 3/11 6/17 35,3 36,0
Peridomicilio 163 0/3 2/5 5/13 5/12 12/33 36,4

SSBE Silvestre 37 0/1 0/0 1/3 1/3 217 28,6 34,4
Peridomicilio 63 0/2 2/8 4/8 3/7 9/25 36,0

Inacio Silvestre 29 0/0 4/4 5/5 3/3 12/12 100,0 61,0
Peridomicilio 176 0/3 12/20 9/16 3/8 24/47 51,1

BEC Silvestre 127 0/0 8/9 13/22 12/16  33/47 70,2 70,2

SRS Silvestre 58 0/0 4/5 10/12 5/7 19/24 79,2
Peridomicilio 251 4/6 9/16 17/12 22/28 47/67 70,1 723

Total 943 164/279 58,8

Abreviagbes: SSBE. Sitio Sdo Bernardo de Elias, SRS. Sitio Riacho do Santo, BEC. Batalhdo
de Engenharia de Construgdo, Col. Espécimes coletados, N4. ninfa de quarto estadio, N5.

ninfa de quinto estadio, IN. Infecg&o Natural.

No que se refere as taxas de IN por ecotopo, usando a PCR, os resultados
mostraram que o ecotopo do peridomicilio com maior percentual de IN foi o curral de
boi (56,3% - 85/151) aproximando-se da taxa observada para o afloramento
rochoso, no ambiente silvestre (67,3% - 72/107). Deste total de espécimes (n= 280)
avaliados pela PCR, 184 foram os mesmos avaliados pela MO. A analise
comparativa destas duas técnicas mostrou um maior niumero de amostras positivas
para a PCR (58,7% - 108/184) em relacdo a MO (43,5% - 80/184). Adicionalmente,
0s 96 espécimes restantes (dos 280) tratavam-se de espécimes mortos néo
avaliados pela MO. Nestes espécimes, a presenca de KDNA de T. cruzi foi detectada
em 59,3% (57/96) das amostras, evidenciando a maior sensibilidade desta
ferramenta molecular. E importante mencionar que 16 espécimes negativos para a
PCR foram positivos para a MO.

As analises demonstraram que na maioria dos ecétopos do peridomicilio (4/6)
foi detectado barbeiros infectados com T. cruzi. Destes, o curral de boi foi o que
apresentou a maior taxa de IN (56,3% - 85/151), equiparando-se ao afloramento
rochoso do ambiente silvestre (67,3% - 72/107). Apesar de termos examinado

poucos espécimes do intradomicilio (1/2 - ndo mostrados na tabela), os resultados
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evidenciaram que uma N5 encontrada no banheiro de uma casa desabitada em

Inacio (~ 20m de uma casa habitada) estava infectada com T. cruzi (Figura 5.9).
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Figura 5.9. indice de infeccdo natural de T. b. brasiliensis, avaliados pela PCR (n= 280),
coletados em diferentes ecétopos do peridomicilio e do ambiente silvestre das localidades:
Pedregulho, Inacio, SSBE (Sitio Sdo Bernardo de Elias), SRS (Sitio Riacho do Santo) e BEC
(Batalhdo de Engenharia de Construgdo) do municipio de Caicd, Rio Grande do Norte. a.

afloramento rochoso, serrote. cerca de pedras, P. peridomicilio, S. silvestre.

5.3. Identificac&o das fontes alimentares

As fontes alimentares foram identificadas a partir de amostras de extratos de
intestino de T. b. brasiliensis. Dos 452 espécimes dissecados, 280 tiveram 0 seu
DNA total extraido e submetido a reacdo de amplificacdo (PCR) do gene Cyt B
(mtDNA), empregando os iniciadores L14841 e H15149. Destas 280 amostras, 54
amplificaram o fragmento correspondente a regido do gene alvo (Figura 5.10). O
baixo sucesso da amplificacdo do Cyt B pode ter sido devido ao fato de uma parte
dos individuos apresentarem baixo estado nutricional, sobretudo os espécimes

capturados no ambiente silvestre.
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400pb

Figura 5.10. Gel de agarose (1,5%) mostrando os produtos de amplificagdo do gene Cyt B pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase, utilizando os iniciadores L14841/H15149 para identificacdo das
fontes alimentares de T. b. brasiliensis. Canaleta 1. CP controle positivo (DNA extraido de amostra
de sangue de porco doméstico Sus domesticus); canaleta 2. CN controle negativo (reagentes sem
DNA); amostras de conteudo intestinal de T. b. brasiliensis que amplificaram para o fragmento
375ph: canaleta 3. Th550, 4. Th658, 5. Th125, 6. Th 885, 7. Th298, 8. Th630, 9. Th630 10. Th748,
11. Tb 945 e 12. Th710. M Marcador Molecular de 100pb.

A escassez de sangue no intestino do inseto resulta em baixa concentracao de
DNA extraido do conteddo intestinal, dificultando a amplificacdo do fragmento
correspondente ao Cyt B. Embora tenhamos observado que a maioria dos
triatomineos capturados no peridomicilio estavam ingurgitados, ao chegarem no
laboratério permaneceram por um tempo em jejum até o momento da disseccéo
para a andlise da fonte alimentar. Neste periodo, os triatomineos eliminaram fezes e
urina, ocasionando a perda de material a ser analisado, essa pode ser outra
explicacdo para o baixo niumero de amostras que tiveram o gene alvo amplificado.
Das 54 amostras que amplificaram o Cyt B, 39 foram sequenciadas, exibindo
variacdo de identidade BLAST de 89 a 99% (Tabela 5.8). O sequenciamento
permitiu a identificacdo de nove espécies de vertebrados, as quais pertenciam as
classes Mammalia e Aves. Os mamiferos foram a maioria e se distribuiram através
de seis ordens: Rodentia (53,8% - 21/39), Primata (20,5% - 8/39), Artiodactyla
(17,9% - 7/39), Carnivora (2,6% - 1/39), Galliformes (2,6% - 1/39) e uma sequéncia
que apresentou 94% de identidade com um marsupial endémico da Australia que
pertence a ordem Dasyuromorphia (2,6% - 1/39). Das nove espécies identificadas, 6
eram domésticas: Homo sapiens (homem), Bos taurus (boi), Gallus gallus (galinha),
Mus musculus (camundongo), Capra hircus (cabra), Felis catus (gato doméstico) e 3
eram silvestres com diferentes graus de sinantropia: Kerodon rupestris (mocd),

Galea spixii (prea) e Planigale maculata (marsupial) (Tabela 5.8).
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Tabela 5.8. Lista das fontes alimentares e da infec¢do natural por T. cruzi de T. b. brasiliensis capturados no intradomicilio, peridomicilio e ambiente

silvestre de diferentes localidades de Caico, Rio Grande do Norte. As fontes alimentares detectadas em vetores infectados pelo T. cruzi estdo em negrito.

Afiliagdo da espécie

Nome

Cédigo no Gen

Espécime Localidade Ambiente Ecétopo FD IN (MO) IN (PCR) Cultura IN Global no Gen Bank Popular ID (%) Bank
Th08 Pedregulho Peridomicilio curral N5 1 - 1 1 Gallus gallus galinha 89 DQ512917.1
Th125 Pedregulho Peridomicilio curral N5 0 - - 0 Mus musculus camundongo 98 KT376849.1
Th126 Pedregulho Peridomicilio curral N5 0 - - 0 Mus musculus camundongo 99 KT376849.1
Th189 Pedregulho Silvestre af. rochoso Fémea 0 0 - 0 Galea spixii prea 93 GU0674492.1
Th191 Pedregulho Silvestre af. rochoso Macho 0 1 - 1 Galea spixii prea 95 Mam'\r/lnvlg_7805
Th269 SSBE Peridomicilio serrote Fémea 0 1 - 1 Homo sapiens humano 94 KX697544.1
Th292 SSBE Peridomicilio serrote Macho - - - - Homo sapiens humano 96 KX697544.1
Th303 SSBE Peridomicilio af. rochoso N5 0 0 - 0 Capra hircus cabra 91 FM205715.1
Tb 310 SSBE Peridomicilio curral N5 0 1 1 1 Bos taurus boi 92 EU365345.1
Tb 435 Inécio Peridomicilio curral N5 0 - - 0 Bos taurus boi 97 EU365345.1
Th 451 Inacio Peridomicilio curral N4 0 0 - 0 Mus musculus camundongo 95 HQ270435.1
Th488 Inacio Peridomicilio curral Fémea - 0 - 0 Homo sapiens humano 97 KX697454.1
Th493 Inécio Peridomicilio curral N5 1 1 1 1 Bos taurus boi 98 EU365345.1
Th546 Inécio Peridomicilio curral N5 0 0 0 0 Bos taurus boi 99 RMO7-Bos
Tb 547 Inécio Peridomicilio curral N5 - 1 - 1 Bos taurus boi 93 MG847595.1
Tbh550 Inécio Peridomicilio curral N5 1 1 1 1 Bos taurus boi 99 RMO7-Bos
Th622 In&cio Intradomicilio casa des. N5 - 1 - 1 Kerodon rupestris mocéo 90 GU1367220.1
Th626 Inécio Silvestre af. rochoso Macho 0 1 - 1 Homo sapiens humano 96 KX697544.1
Th630 In&cio Silvestre af. rochoso N5 1 1 1 1 Kerodon rupestris mocé 97 KR40
Th657 BEC Silvestre af. rochoso Macho 0 - 1 1 Kerodon rupestris mocéo 97 GU136722.1

Abreviacdes: Th. Triatoma brasiliensis, SSBE. Sitio S&do Bernardo de Elias, BEC.

Batalhdo de Engenharia de Construcdo, af. afloramento, des.

desabitada, FD. Fase de desenvolvimento, IN. Infeccdo Natural, ID. identidade das sequencias obtidas no presente estudo com aquelas do GenBank, N5.

ninfa de 5° estadio, (-) Espécime nao foi avaliado pela(s) técnica(s), Pos/Ex. positivos/examinados.
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(...Continuacéo)

Tabela 5.8. Lista das fontes alimentares e da infeccdo natural por T. cruzi de T. b. brasiliensis capturados no intradomicilio, peridomicilio e ambiente silvestre de

diferentes localidades de Caicd, Rio Grande do Norte. As fontes alimentares detectadas em vetores infectados pelo T. cruzi estdo em negrito.

Espécime Localidade Ambiente Ec6topo FD IN (MO) IN (PCR) Cultura INGlopal  Afliagao da especie P'\c‘mzr ID (o) CON90 o Gen
Th658 BEC Silvestre af. rochoso Macho 0 1 - 1 Homo sapiens humano 93 KX697544.1
Th683 BEC Silvestre af. rochoso N5 1 1 1 1 Felis catus gato 98 KX348260.1
Th696 BEC Silvestre af. rochoso Fémea - 1 - 1 Homo sapiens humano 94 MG761725.1
Tb710 BEC Silvestre af. rochoso N5 1 1 - 1 Kerodon rupestris moco 95 GU136722.1
Th754 BEC Silvestre af. rochoso N5 0 1 0 1 Galea spixii prea 90 GU067492.1
Th763 BEC Silvestre af. rochoso N5 1 1 - 1 Kerodon rupestris moco 96 KR40
Th788 Riacho do Santo Silvestre af. rochoso N5 0 1 0 1 Kerodon rupestris moco 98 GU136722.1
Th789 Riacho do Santo Silvestre af. rochoso N5 1 1 1 1 Kerodon rupestris moco 94 KR40
Th798 Riacho do Santo Silvestre af. rochoso Macho 0 1 1 1 Kerodon rupestris moco 97 KR40
Th802 Riacho do Santo Silvestre af. rochoso Macho 0 - 0 Kerodon rupestris moco 96 GU136722.1
Th804 Riacho do Santo Silvestre af. rochoso Fémea 1 1 1 1 Planigale maculata marsupial 94 KX604037.1
Th820 Riacho do Santo Silvestre af. rochoso N5 - 1 - 1 Homo sapiens humano 97 KX697544.1
Th854 Riacho do Santo  Peridomicilio curral N5 1 1 - 1 Mus musculus camundongo 95 KY018919.1
Th858 Riacho do Santo  Peridomicilio curral Fémea 0 1 - 1 Homo sapiens humano 97 KX697544.1
Th902 Riacho do Santo  Peridomicilio curral N5 1 1 - 1 Kerodon rupestris moco 97 KR40
Th904 Riacho do Santo  Peridomicilio curral N5 - - - - Kerodon rupestris moco 90 GU136722.1
Th945 Riacho do Santo  Peridomicilio curral Fémea 1 0 - 1 Kerodon rupestris moco 96 KR40
Th962 Riacho do Santo  Peridomicilio curral N5 - 1 - 1 Kerodon rupestris moco 92 GU136722.1
Th990 Riacho do Santo  Peridomicilio curral Macho - 1 - 1 Galea spixii prea 91 GU067492.1

Total Pos/Ex (%)

12/29 (41,3)

25/33 (75,7)

13/17 (76,4)

28/37 (75,6)

Abreviacdo: Th. Triatoma brasiliensis, SSBE. Sitio Sdo Bernardo de Elias, BEC. Batalhdo de Engenharia de Construcéo, af. afloramento, des. desabitada, FD. Fase de

desenvolvimento, IN. Infeccdo Natural, ID. identidade das sequencias obtidas no presente estudo com aquelas do GenBank, N5. ninfa de 5° estadio, (-) Espécime nao foi

avaliado pela(s) técnica(s), Pos/Ex. positivos/examinados.
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No geral, a analise revelou que os hospedeiros utilizados como fontes
alimentares mais frequentes de T. b. brasiliensis na area de estudo foram: K.
rupestris (33% - 13/39) e H. sapiens, (20% - 8/39) seguidos de B. taurus (15,4% -
6/39), G. spixii e M. musculus (10,2% - 4/39) (Tabela 5.8 e Figura 5.11A). Dos 39
espécimes que se identificou a fonte alimentar, 28 estavam infectados por T. cruzi.
Entre os espécimes infectados por este parasito, 35,7% (10/28) haviam se
alimentado com sangue de mocé e 21,4% (6/28) de humano (Tabela 5.8, Figura
5.11B).
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Fonte Alimentar
Espécimes (%) Espécimes (n)

Homo sapiens (humano) Galea spixii (prea) Capra hircus (cabra)
Kerodon rupestris (moco) Mus musculus (camundongo) Felis catus (gato)
Bos taurus (boi) Gallus gallus (galinha) Planigale maculata (marsupial)

Figura 5.11. Distribuicdo das fontes alimentares de T. b. brasiliensis identificadas através do
sequenciamento do gene Cyt B presente no conteldo intestinal de espécimes, A. independente da
positividade e B. dos positivos, capturados em ecétopos naturais e artificiais das localidades:
Pedregulho, Inacio, Sitio Sdo Bernardo de Elias, Sitio Riacho do Santo e Batalhdo de Engenharia

de Constru¢do do municipio de Caicd, Rio Grande do Norte.
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Os resultados mostraram que o tipo de fonte alimentar variou de acordo com o
ambiente, o sangue do roedor silvestre K. rupestris foi identificado em espécimes de
T. b. brasiliensis no peridomicilio (4 espécimes no curral de boi) e no intradomicilio (1
espécime na casa desabitada), além do ambiente silvestre. O sangue de gato
doméstico (F. catus) foi identificado no ambiente silvestre (1 espécime no
afloramento rochoso) (Tabela 5.8). No peridomicilio, os espécimes capturados em
curral de boi alimentaram-se de uma maior diversidade de animais (6 espécies).
Como esperado, detectou-se um maior percentual de sangue de B. taurus 33,3%
(6/18), mas encontramos também um percentual consideravel de K. rupestris e M.
musculus 22,2% (4/18) neste ecoOtopo. No ambiente silvestre (modificado e
conservado), os afloramentos rochosos também estavam sendo colonizados por
espécimes que se alimentavam de uma variedade de animais (5 espécies).
Entretanto, a metade das fontes alimentares identificadas foi de K. rupestris (50% -
8/16) seguida de G. spixii e H. sapiens 19% (3/16) (Figura 5.12).

Curral de boi Afloramento rochoso

p.
-

Gallus gallus (galinha) ® Mus musculus (camundongo)
Galea spixii (pred) m Bos taurus (boi)

® Homo sapiens (humano) m Felis catus (gato)
Kerodon rupestris (moco) ® Planigale maculata (marsupial)

Figura 5.12. Distribuicdo das fontes alimentares de T. b. brasiliensis identificadas através do
sequenciamento do gene Cyt B do mtDNA presente no conteldo intestinal de espécimes
capturados no curral de boi (peridomicilio) e nos afloramentos rochosos (silvestre modificado e
conservado) das localidades: Pedregulho, Inacio, Sitio S&do Bernardo de Elias, Sitio Riacho do

Santo e Batalhdo de Engenharia de Constru¢do do municipio de Caic6, Rio Grande do Norte.
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Ao avaliar os insetos infectados por T. cruzi (n= 28) de acordo com o ecétopo,
verificou-se que no curral de boi os maiores percentuais foram registrados para B.
taurus (37% - 4/11) e K. rupestris (27% - 3/11). No afloramento rochoso, ambiente
silvestre, o sangue de K. rupestris (46% - 7/15) e H. sapiens (27% - 4/15) foram os
mais detectados nos insetos infectados (Figura 5.13). Em uma fémea capturada em
um serrote no peridomicilio e uma N5 capturada em uma casa desabitada foram
identificados o sangue de H. sapiens e K. rupestris, respectivamente (Tabela 5.8).

Curral de boi Afloramento rochoso

= Bos taurus (boi) Galea spixii (pred)
= Homo sapiens (humano) = Kerodon rupestris (moco)
= Mus musculus (camundongo) = Felis catus (gato)

= Planigale maculata (marsupial)

Figura 5.13. Distribuicdo das fontes alimentares de T. b. brasiliensis identificadas através do
sequenciamento do gene Cyt B do mtDNA presente no contelido intestinal de espécimes
infectados com T. cruzi capturados no curral de boi (peridomicilio) e nos afloramentos rochosos
(silvestre modificado e conservado) das localidades: Sitio Pedregulho, Sitio Inacio, Sitio Sao
Bernardo de Elias, Sitio Riacho do Santo e Batalhdo de Engenharia de Construgdo do
municipio de Caicé, Rio Grande do Norte.

5.4. Caracterizacdo molecular de T. cruzi

A tipagem genética de T. cruzi foi realizada a partir de amostras das massas de
parasitos crescidas em meio LIT, por meio da andlise RFLP do gene COIll
(Haplotipos mitocondriais A: 30+81+264pb, B: 82+212pb e C: 81+294pb); PCR do
locus 24Sa do rDNA (110pb ou 125pb ou 117/119pb ou 110/125pb) e PCR do gene
SL-IR (150pb ou 200pb) (Figura 5.14 A-C) conforme sugerido por D’avila et al (2009)
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em um ensaio de trés etapas apresentado por Martins et al (2015) (ver Material e
Métodos).
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RFLP- COII
B
24Sa rDNA
C
SL-IR

Figura 5.14. Géis de agarose (3,5%) representativos do ensaio em trés etapas para
caracterizacdo dos isolados de T. cruzi em DTUs. A. Analise por RFLP do gene mitocondrial
COll: canaleta 1. CN controle negativo; canaletas 2. Tb169, 4. Tb798 e 6. Th869 fragmentos de
restricdo de 264, 81 e 30pb classificados como Tcl (hapl6tipo mitocondrial A); canaleta 3. Tb629
e 5. Th828 fragmentos de restricdo de 212 e 81pb classificados como Tcll (haplétipo mitocondrial
C). Cepas e clones de T. cruzi usados como referéncia: canaletas 7. DM28 (Tcl, haplotipo
mitocondrial A); 8.Y (Tcll, haplétipo mitocondrial C), 9. 3663, 11. LL014 e 12. CL Brenner
fragmentos de restricdo de 294 e 81pb, 10. Z3 (450pb) (Tclll-TcVI, haplétipo mitocondrial B). B.
Analise do dominio divergente D7 do locus 24Sa do rDNA: canaleta 1. CN - controle negativo;
canaletas 2. Th169 (ndo amplificou), 3. Th629 (125pb), 4. Tb798 (110pb), 5. Thb 828 (125pb) e 6.
Th869 (110pb). Cepas e clones de T. cruzi usados como referéncia: canaletas 9. DM28 (110pb);
10.Y (125pb), 11. 3663 (110pb). 12. Z3 (117-119pb), 13. LLO14 (125pb), 14. CL Brenner (125pb).
C. Analise do gene SL-IR para separar isolados de Tclll e TclV de outras DTUs: canaleta 1. CN -
controle negativo; canaletas 2. Th169 (150pb), 3. Tb629 (150pb), 4. Tb798 (150pb), 5. Th828
(150pb) e 6. Tb869 (150pb). Cepas e clones de T. cruzi usados como referéncia: canaletas 6.
DM28 (150pb); 7.Y (150pb), 8. 3663 (200pb). 9. Z3 (200pb), 10. LLO14 (150pb), 11. CL Brenner
(150pb). M. Marcador Molecular de 50pb.
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Dentre as 52 culturas positivas, 43 obtiveram sucesso na formacdo da massa
de parasitos, das quais, até o presente momento, foram caracterizadas as linhagens
de T. cruzi em 28 amostras. Os resultados mostraram que as DTUs circulantes em
populacdes de T. b. brasiliensis da area de estudo foram Tcl e Tcll. A DTU
detectada em maior frequéncia foi Tcl 67,9% (19/28), presente tanto em populacdes
do peridomicilio (7 amostras, curral de boi) quanto naquelas do ambiente silvestre
(modificado conservado) (12 amostras, afloramento rochoso). A DTU Tcll foi
identificada em menor frequéncia 32,1% (9/28), porém se distribuiu em afloramentos
rochosos no ambiente silvestre (6 amostras) e no curral de boi no peridomicilio (3

amostras) (Figura 5.15).
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Figura 5.15. Distribuicdo das DTUs de T. cruzi isoladas de T. b. brasiliensis capturados no
curral de boi (peridomicilio) e nos afloramentos rochosos (silvestre modificado e conservado)
das localidades: Pedregulho, Inacio, SSBE (Sitio Sdo Bernardo de Elias), SRS (Sitio Riacho do

Santo) e BEC do municipio de Caico, Rio Grande do Norte.

Ambas as DTUs Tcl e Tcll estdo presentes em quase todas as localidades de
estudo: Inacio, BEC e SRS. Em Pedregulho e no SSBE detectou-se apenas Tcl ou
Tcll, respectivamente, possivelmente devido ao baixo numero de amostras

analisadas. Informagbes mais detalhadas podem ser verificadas na tabela 5.9.
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Tabela 5.9. Lista das DTUs de T. cruzi isoladas de T. b. brasiliensis capturados no peridomicilio e no ambiente silvestre (modificado e conservado) das

localidades de Caicé, Rio Grande do Norte.

Espécime  Localidade Ambiente Ecotopo FD COll - Alul Haplétipo 24arDNA  SL-IR DTU
Th08 Pedregulho Peridomicilio curral N5 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th169 Pedregulho Silvestre af. rochoso Fémea 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th310 SSBE Peridomicilio curral NS 82pb 212pb C 125pb 150pb Tcll
Th502 Inacio Peridomicilio curral N5 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th550 Inacio Peridomicilio curral N5 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th600 Inacio Silvestre af. rochoso Macho 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th601 Inacio Silvestre af. rochoso Macho 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th609 Inacio Silvestre af. rochoso Fémea 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th623 Inacio Silvestre af. rochoso Fémea 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th629 Inacio Silvestre af. rochoso N5 82pb 212pb C 125pb 150pb Tcll
Th630 Inacio Silvestre af. rochoso N5 82pb 212pb C 125pb 150pb Tcll
Th657 BEC Silvestre af. rochoso Macho 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th662 BEC Silvestre af. rochoso Fémea 82pb 212pb C 125pb 150pb Tcll
Th683 BEC Silvestre af. rochoso N5 82pb 212pb C 125pb 150pb Tcll

Abreviacdes: FD. Fase de Desenvolvimento, COIl, 24a rDNA e SL-IR sdo os marcadores usados para a identificacdo das DTUs. Th. Triatoma. b.
brasiliensis; SSBE. Sitio Sdo Bernardo de Elias, BEC. Batalhdo de Engenharia de Construcéo, af. afloramento rochoso, N5. ninfa de 5° estadio. Cepas
de Referéncia: Tcl.. Dm28c, Didelphis marsupialis, Carabobo, Venezuela; Tcll.: Y, Homo sapiens, Sdo Paulo, Brasil; Tclll.: 3663, Panstrongylus
geniculatus, Amazonas, Brasil; TclV.: 4167, Rhodnius brethesi, Amazonas, Brasil; TcV.: 3253, Homo sapiens, Lages-Silva et al dados nédo publicados;

TcVI.: CL Brenner, Triatoma infestans, Rio Grande do Sul, Brasil.



(Continuacéo...)

Tabela 5.9. Lista das DTUs de T. cruzi isoladas de T. b. brasiliensis capturados no peridomicilio e no ambiente silvestre de diferentes localidades de

Caic6, Rio Grande do Norte.

Espécime Localidade Ambiente Ecotopo FD COll - Alul Haplétipo 24arDNA  SL-IR DTU
Th684 BEC Silvestre af. rochoso Macho 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th762 BEC Silvestre af. rochoso N5 82pb 212pb C 125pb 150pb Tcll
Th784  Riacho do Santo Silvestre af. rochoso Macho 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th785  Riacho do Santo Silvestre af. rochoso Macho 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Tb789  Riacho do Santo Silvestre af. rochoso N5 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th798  Riacho do Santo Silvestre af. rochoso Macho 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th804  Riacho do Santo Silvestre af. rochoso Fémea 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th828  Riacho do Santo Silvestre af. rochoso Fémea 82pb 212pb C 125pb 150pb Tcll
Th852  Riachodo Santo  Peridomicilio curral N5 82pb 212pb C 125pb 150pb Tcll
Th860 Riacho do Santo  Peridomicilio curral Fémea 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th869 Riacho do Santo  Peridomicilio curral N5 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th885 Riachodo Santo  Peridomicilio curral N5 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl
Th890 Riachodo Santo  Peridomicilio curral Macho 82pb 212pb C 125pb 150pb Tcll
Th903 Riacho do Santo  Peridomicilio curral N5 30pb 81pb 264pb A 110pb 150pb Tcl

Abreviacdes: FD. Fase de Desenvolvimento, COIl, 24a rDNA e SL-IR s&o os marcadores usados para a identificacdo das DTUs. Th. Triatoma. b.
brasiliensis; SSBE. Sitio Sdo Bernardo de Elias, BEC. Batalhdo de Engenharia de Construcdo de Caico, af. afloramento rochoso, N5. ninfa de 5°
estadio. Cepas de Referéncia: Tcl.: Dm28c, Didelphis marsupialis, Carabobo, Venezuela; Tcll.: Y, Homo sapiens, S&o Paulo, Brasil; Tclll.: 3663,
Panstrongylus geniculatus, Amazonas, Brasil; TclV.: 4167, Rhodnius brethesi, Amazonas, Brasil; TcV.: 3253, Homo sapiens, Lages-Silva et al dados

ndo publicados; TcVI.: CL Brenner, Triatoma infestans, Rio Grande do Sul, Brasil.



5.5. Anélise das alteragcdes morfoldgicas das asas de populacdes de T. b.

brasiliensis de Caicé, RN.
5.5.1. Variacdo do tamanho

5.5.1.1. Entre sexos, ambientes, localidades e grupos infectados e nao
infectados por T. cruzi

Sexos - Os resultados mostraram que todas as populagcbes de fémeas
avaliadas exibiram os maiores valores de TC das asas em relacdo aos machos do
mesmo ambiente e localidade. No entanto, diferengcas significativas foram
observadas apenas para as populacdes de Pedregulho (TCr= 9,26 £+ 0,50; TCwm=
8,96 + 0,45) (teste t=2,2, p<0,0001) e SRS (TCr= 8,79 % 0,33; TCmc= 8,00 £ 0,32)
(teste t=10,15, p<0,0001) do peridomicilio (Figura 5.16 A-D) e de Inacio (TCr= 9,26 +
0,40; TCwmc= 8,62 £ 0,16) (teste t=4,9, p<0,0001) e BEC (TCr= 8,69 * 0,40; TCwmc=
8,35 + 0,26) (teste t=3,4, p<0,0001) do ambiente silvestre (Figura 5.17 A-D),
evidenciando dimorfismo sexual nas populacbes de T. b. brasiliensis da éarea
estudada.

Ambientes - O tamanho (TC) das asas de fémeas e machos variou entre os
ambientes peridomiciliar e silvestre da mesma localidade. Houve diferenca
significativa entre asas das fémeas de Inacio, na qual o valor de TC dos espécimes
do ambiente silvestre foi mais alto que o valor de TC dos espécimes do peridomicilio
(TCp= 8,91 £ 0,36; TCsm= 9,27 + 0,37) (teste t=-2,7, p<0,0001) e de Pedregulho,
onde se verificou asas maiores em individuos do peridomicilio (TCp= 9,26 + 0,50;
TCsv= 8,93 + 0,27) (teste t=2,43, p<0,0001) (Figura 5.18 A-D). Diferencas
significativas também foram observadas nos machos de Inacio (TCp= 8,03 + 0,34;
TCsw= 8,71 £ 0,25) (teste t=-6,18, p<0,0001), de SRS (TCp= 8,00 + 0,32; TCsw= 8,81
+ 0,23) (teste t=-8,99, p<0,0001) e de SSBE (TCp= 8,19 * 0,20; TCsw= 8,79 + 0,15)
(teste t=-8,99, p<0,0001), nas quais em todos os casos 0s valores de TC das asas
dos exemplares do ambiente silvestre foram maiores do que as do peridomicilio
(Figura 5.19 A-D).
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Figura 5.16. Variagdo do tamanho do centroide (TC) das asas de populacdes de T. b. brasiliensis do peridomicilio entre sexos. A. Inacio (I), B.
Pedregulho (P), C. Sitio Riacho do Santo (SRS) D. Sitio Sdo Bernardo de Elias (SSBE). O niumero de asas testadas esta entre parénteses, letras

diferentes representam diferencas estatisticas significativas (Teste t Student, p<0,0001).
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Figura 5.17. Variacdo do tamanho do centroide (TC) das asas de populagfes de T. b. brasiliensis do ambiente silvestre entre sexos. A. Inacio (l),
B. Pedregulho (P), C. Sitio Riacho do Santo (SRS) D. Batalhdo de Engenharia de Constru¢éo (BEC). O numero de asas testadas esti entre

parénteses, letras diferentes representam diferencas estatisticas significativas (Teste t Student, p<0,0001).
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Figura 5.19. Variacdo do tamanho do centroide (TC) das asas de populacdes de T. b. brasiliensis entre machos dos ambientes
peridomiciliar e silvestre. A. Inacio (l), B. Pedregulho (P), C. Sitio Riacho do Santo (SRS), D. Sitio Sdo Bernardo de Elias (SSBE). Letras

diferentes representam diferencas estatisticas significativas (Teste t Student, p<0,0001).



Localidades - No que se refere as comparacfes de populacbes do mesmo
ambiente entre localidades, o TC diferiu significativamente (ANOVArp: F =12,8, df
=3, p<0,0001; ANOVAFs: F =12,8, df =3, p<0,0001; ANOVAwpr: F =12,8, df =3,
p<0,0001; ANOVAws: F =12,8, df =3, p<0,0001). O teste de comparacdo par-a-par
de Tukey-Kramer mostrou diferencas estatisticamente significativas (p<0,0001) para
as fémeas do peridomicilio de Pedregulho, as quais exibiram maior valor de TC
(TCrp= 9,26 % 0,50) (Figura 5.20A) em relacdo as fémeas das demais localidades.
Quanto aos machos, individuos do peridomicilio de Inacio (TCwp= 8,73 £ 0,39) e de
Pedregulho (TCwp= 8,96 £ 0,45) apresentaram maiores valores de TC em relacdo a
SRS (TCwp= 8,00 + 0,32) e SSBE (TCwp= 8,19 % 0,20) (Figura 5.20C) (teste de
Tukey-Kramer, p<0,001). Curiosamente, o TC dos espécimes machos do ambiente
SC do BEC (TC=8,35 + 0,26) foi menor que o dos espécimes do ambiente SM das
demais localidades (Figura 5.20D) (teste de Tukey-Kramer, p<0,001) assim como
observado para as fémeas (TCrs= 8,69 * 0,40) (Figura 5.20B).
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estatisticas significativas (Teste Tukey-Kramer, p<0,0001).
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Infeccado natural por T. cruzi - Grupos de espécimes de T. b. brasiliensis
infectados e néo infectados com T. cruzi, provenientes da mesma localidade e
ambiente, foram avaliados. Examinaram-se asas direitas e esquerdas de machos e
fémeas do peridomicilio e do ambiente silvestre. Nao foi possivel avaliar o ambiente
silvestre de todas as localidades, pois o nUmero de amostras requeridas por grupo
(infectado e nao infectado) foi insuficiente. Em todas as analises, asas esquerdas
foram adicionadas como novos individuos na tentativa de minimizar o problema do
tamanho da amostra e para aumentar o poder estatistico. Os resultados mostraram
gue os valores de TC variaram entre grupos infectados e nao infectados de fémeas
e machos do peridomicilio (Figura 5.21 A e B, respectivamente) e do ambiente
silvestre (Figura 5.22 A e B, respectivamente).

As maiores diferencas nos valores médios de TC entre grupos infectados e nao
infectados foram observadas em fémeas de SSBE (TCrneg =9,41972, DP =
0,551825, TCrpos = 9,13033, DP = 0,341685) e em machos de SRS (TCwmnNeg =
8,81958, DP = 0,140061, TCwmpos = 8,98831, DP = 0,196482), ambos do
peridomicilio (Figura 5.21 A e B). No ambiente SC observou-se maior diferenca entre
de fémeas negativas e positivas do BEC (TCrneg =10,2983, DP = 0,270191, TCF pos
= 10,0899, DP = 0,496602). A Unica populacdo de machos silvestres avaliada foi a
do BEC (TCwm,Neg =9,72575, DP = 0,19283, TCwm,ros = 9,67297, DP = 0,37683), 0 qual
a sua diferenca média de TC se equiparou a machos do peridomicilio de Inacio
(TCmnNeg =9,31205, DP = 0,230277, TCwmpos = 9,27034, DP = 0,560643) (Figura 5.22
A e B). Apesar da observacdo da variagcdo numérica nos valores de TC, o teste de
ANOVA (Frp= 6,35 df = 7, p<0,0001; Fmp = 5,35, df = 7, p<0,0001; Frs = 5,48, df =
3, p=0,0027; Fm,s = 0,2958, df = 1, p<0,5895) e o teste de Tukey Kramer (p<0,001)
mostraram que as diferencas foram significativas apenas entre populacbes de
localidades distintas e ndo entre os grupos infectados e néo infectados por T. cruzi
(Figura 5.21 A e B; Figura 5.22 A e B).
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diferentes representam diferencas estatisticas significativas (Teste de Tukey-Kramer, p<0,001).
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5.5.2. Variacao da conformacéo e alometria

5.5.2.1. Entre sexos, ambientes, localidades e grupos infectados e néo

infectados por T. cruzi

Sexos — A andlise discriminante mostrou que ndo houve divergéncia entre
machos e fémeas do peridomicilio da maioria das localidades estudadas,
considerando as variaveis de conformacéao (Figura 5.23B-D). No entanto, observou-
se tendéncia de diferenciacdo na forma das asas de espécimes da localidade Inacio,
onde a projecdo dos individuos em relacdo ao fator discriminante 1 (FD1) mostrou
sobreposicdo parcial estatisticamente significante (p<0,05; 1000 bootstraps), como
pode ser visto no histograma da figura 5.23A. Observou-se um leve deslocamento
dos machos em direcdo aos valores negativos e das fémeas para os valores
positivos do plano cartesiano. Os valores do teste de validagdo cruzada, com base
no método de Maxima Verossimilhanca (Maximum likelihood - MLi), mostraram
percentis de reclassificacao total de moderado a alto (57-76%), sendo a combinacao
entre sexos dos espécimes do peridomicilio de Inacio igual a 62% (Tabela 5.10).
Quanto a discriminacdo com base nas distancias de Mahalanobis (DM), a
combinacdo supracitada foi a que obteve o maior valor (DM=1,4104), sendo a Unica
combinacéo que apresentou diferenca estatisticamente significativa de acordo com o
teste de Lambda de Wilks (p<0,03) (Tabela 5.10).

No que diz respeito aos individuos do ambiente silvestre (Figura 5.24A-D),
apesar do histograma mostrar a separacdo completa dos espécimes de Inacio
(Figura 5.24A) e da sobreposi¢éo parcial dos espécimes do BEC (Figura 5.24B) com
base no FD1, as mesmas ndo foram estatisticamente significativas (p<0,05; 1000
bootstraps). Entretanto, o teste de validacdo cruzada MLi mostrou que a combinacéo
de Inacio foi a que obteve o percentual de reclassificagdo correta mais alto (76%),
bem como maior valor de DM (5,0814) em relacdo aos demais pares, porém a
diferenca nas DM ndo apresentaram significancia estatistica segundo o teste
Lambda de Wilks (Tabela 5.11).
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Figura 5.23. Histograma de distribuicdo dos espécimes de T. b. brasiliensis, com base no Fator Discriminante 1 (derivado dos componentes principais) da
variagdo da conformacéo, resultante da comparacao entre as asas de machos e fémeas do peridomicilio. A. Inacio, B. Pedregulho, C. Sitio Riacho do Santo,
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2004).
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Tabela 5.10. Resumo da analise discriminante par a par entre machos e fémeas de

populagcBes de T. b. brasiliensis do ambiente peridomiciliar das localidades de estudo de

Localidade Populagdes Variavel Validacao Cruzada Distancia d.e p-valor
(par) Mahalanobis

Inécio Mperi - Fperi (S"C”;"Srrf‘gg;:’) 62% (47/76) 1,4104 <0,03

Pedregulho  Mperi - Fperi (g‘(’:”g;”_”;‘g;)") 60% (29/48) 1,3532 >0,12

SRS Mperi - Fperi ((;%”Fff’s”_”gg(?/oo) 579%(43/76) 1,4084 0,23

SSBE Mperi - Fperi ~ COMOMAacao o0, oo/aq) 1,2361 >0,35

(9CPs-98%)

Abreviacdes: Mperi. Machos peridomicilio, Fperi. Fémeas peridomicilio, CPs. Componentes
principais, SRS. Sitio Riacho do Santo, SSBE. Sitio Sdo Bernardo de Elias. Valor de DM
significante em negrito. As diferencas estimadas pelas distancias de Mahalanobis foram

consideradas significativas ao nivel de significAncia p<0,05 (Teste Lambda de Wilks).

Tabela 5.11. Resumo da andlise discriminante par a par entre machos e fémeas de T. b.

brasiliensis do ambiente silvestre de algumas localidades de Caic6, RN.

Localidade Populagoes Variavel Validagao Cruzada Distancia d.e p-valor
(par) Mahalanobis

Inécio Msilv - Fsilv (g‘é";os”_“?f;") 76% (16/21) 5,0814 0,11

Pedregulho  Msilv - Fsilv (g‘é”;‘;r'r_"gg;"’) 549%(14/26) 1,3315 >0,14

SRS Msilv - Fsilv (g%”;os"_"ggf/‘oo) 54% (21/39) 1,1438 0,21

SSBE Msilv - Fsilv (g%”;osrr_“gg;o) 76% (25/33) 1,2361 >0,11

BEC Msilv-Fsily ~ COMOMAcao  oo00 o6ia7) 1,2807 0,12

(8CPs-95%)

Abreviacdes: Msilv. Machos silvestre, Fsilv. Fémeas silvestre, CPs. Componentes principais,
SRS. Sitio Riacho do Santo, SSBE. Sitio Sdo Bernardo de Elias. As diferencas estimadas pelas
distancias de Mahalanobis foram consideradas significativas ao nivel de significancia p<0,05
(Teste Lambda de Wilks).

100



w Fémeas (9) & " Fémeas (17)
Machos (12) B Machos (9)

Frequéncia
S
Frequéncia
W

C 1w W Fémeas (22)
M Machos (17) g

I Fémeas (21)
M Machos (26)

Frequéncia
Frequéncia

-0.5 . . 2.5
FD1
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Ambientes - As andlises de discriminacao entre espécimes do peridomicilio e
do ambiente silvestre mostraram diferencas significativas (p<0,05; 1000 bootstraps)
nas populacdes de Inacio. Pode-se observar no histograma da figura 5.25A um
acentuado deslocamento do grupo das fémeas do peridomicilio em direcdo aos
valores negativos e do grupo das fémeas do ambiente silvestre em direcdo aos
valores positivos do eixo do FD1, com pouca sobreposicdo entre eles. Nessa
analise, o valor total de reclassificacdo correta, segundo MLi, foi alto (86%) e o valor
da DM foi o segundo mais alto (1,4697) e estatisticamente significativo (teste
Lambda de Wilks, p<0,01) (Tabela 5.12). A regresséo linear do fator discriminante
contra o TC revelou fraca tendéncia alométrica (R?=0,022), sendo o tamanho
preditivo de 2,2% da variagdo de forma da asa. Nas fémeas de Pedregulho e SRS
houve acentuada sobreposicdo dos grupos e as diferencas nédo foram
estatisticamente significativas (p>0,05; 1000 bootstraps) (Figura 5.25 B e C). Os
percentuais de reclassificagdo foram moderados e os valores das DM calculados
foram 2,2100 e 0,9825, respectivamente, sem significancia estatistica (Tabela 5.12).

No que se refere aos machos, diferencas estatisticamente significativas, com
base no FD1, foram observadas nas populacfes de Inacio e Pedregulho (p<0,05;
1000 bootstraps). Graficamente, essas diferencas podem ser visualizadas pela
sobreposicao parcial dos grupos ao longo do eixo FD1 (Figura 5.26 A e B).
Corroborando com essa observacao, o teste de validagdo cruzada usando o método
MLi mostrou altos valores de atribuicbes corretas totais, 86% (Inacio) e 71%
(Pedregulho). O teste de Lambda de Wilks aplicado as distancias de Mahalanobis
geradas a partir das combinacfes par a par de machos (peridomicilio-silvestre) das
localidades supracitadas (DMi=1,9873; DMp=1,5759) mostrou que as distancias
foram significativas tanto para Inacio (p<0,02) quanto para Pedregulho (p<0,01)
(Tabela 5.13). A regressao linear ndo revelou tendéncia da influéncia do tamanho na
variacdo da forma da asa dos machos de In4cio (R?=0,002) e esta tendéncia foi
muito fraca nos espécimes de Pedregulho (R?=0,0174).
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Figura 5.26. Histograma de distribuicdo de machos de T. b. brasiliensis, com base no Fator
Discriminante 1 (derivado dos componentes principais) da varia¢do da conformacao, resultante da
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Pedregulho, C. Sitio Riacho do Santo. Abreviagfes: Peri. Peridomicilio, silv. silvestre modificado.
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Tabela 5.12. Resumo da andlise discriminante par a par entre fémeas de T. b. brasiliensis do
peridomicilio e silvestres de localidades de Caico, RN.

Localidade Populagdes Variavel Validacao Cruzada Distancia d.e p-valor
(par) Mahalanobis

Inécio Fperi - Fsilv (gocng,os”_”gg;") 86% (44/51) 1,4697 <0,01

Pedregulho Fperi - Fsilv (gc&n:%@gg;o) 62% (24/39) 2,2100 >0,23

SRS Fperi-Fsily ~COMOMACE0 o100 1 a/66) 0,9825 >0,35

(3CPs-88%)

Abreviagdes: Fperi. Fémeas peridomicilio, Fsilv. Fémeas silvestres, CPs. Componentes
principais, SRS. Sitio Riacho do Santo. Valor de DM significante em negrito. As diferencas
estimadas pelas distancias de Mahalanobis foram consideradas significativas ao nivel de
significancia p<0,05 (Teste Lambda de Wilks).

Tabela 5.13. Resumo da analise discriminante par a par entre machos de T. b. brasiliensis do
peridomicilio e silvestres de localidades de Caic6, RN.

Localidade Populagdes Variavel Validacdo Cruzada Distancia d_e p-valor
(par) Mahalanobis

InAcio Mperi-Msilv (gocr‘;os"_“gj;o) 86% (44/51) 1,0873 <0,02

Pedreguho  Mperi-Msilv (gcén;c;rr_ngé;;o) 71% (25/35) 1,5759 <0,01

SRS Mperi-Msily ~ COMOrMAagao oo, 2540y 14234 >0,14

(3CPs-88%)

Abreviacdes: Mperi. Machos peridomicilio, Fsilv. Fémeas silvestres, CPs. Componentes
principais, SRS. Sitio Riacho do Santo. Valor de DM significante em negrito. As diferencas
estimadas pelas distancias de Mahalanobis foram consideradas significativas ao nivel de
significancia p<0,05 (Teste Lambda de Wilks).
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Localidade — A figura 5.27 A-D mostra os mapas fatoriais, resultantes da
andlise discriminante entre localidades, gerados com base na projecdo dos
espécimes nos eixos correspondentes aos fatores discriminantes 1 e 2 (FD1 e FD2).
Houve sobreposicdo da maioria dos grupos de fémeas do peridomicilio, ndo sendo
possivel visualizacdo de divergéncias das populacdes utilizando esses fatores. No
entanto, observou-se leve deslocamento do grupo de Pedregulho em direcdo aos
valores negativos do eixo FD1 (Figura 5.27A). A analise de variancia entre pares
demonstrou diferencas estatisticamente significativas entre Pedregulho e SSBE
(p<0,05; 1000 bootstraps). O teste de validacdo cruzada empregando o método de
reclassificacdo MLi com base nos em 6 componentes principais (CPs), que
descrevem 86% da variagdo da conformacgdao, indicou porcentagens de atribuicbes
corretas de baixo a moderado (0-64%), sendo que 64% das asas de fémeas do
peridomicilio de Pedregulho foram reclassificadas corretamente (Tabela 5.14). No
gque se refere as fémeas silvestres, verificou-se similaridade entre os grupos
evidenciadas pela sobreposicdo dos mesmos no espaco de forma do mapa fatorial
(Figura 5.27B). Entretanto, o grupo de Inacio deslocou-se levemente dos demais
grupos em direcdo aos valores positivos do eixo FD1. A divergéncia deste grupo foi
estatisticamente significativa quando comparado ao grupo de Pedregulho (p<0,05;
1000 bootstraps). Entretanto, o percentual de reclassificacdo para o grupo de Inacio
foi baixo 44% (MLi; 7CPs = 91%) (Tabela 5.14).

Quanto aos machos do peridomicilio, observou-se sobreposi¢do parcial entre
os grupos (Figura 5.27C). Diferenca estatisticamente significativa, no entanto, foi
detectada apenas entre o grupo de Pedregulho e Inacio (p<0,05; 1000 bootstraps).
Percentual moderado (50%) e baixo (9%) de reclassificacao correta foi obtido para
as asas de Pedregulho e Inacio, respectivamente. Em relacdo aos machos do
ambiente silvestre, a analise discriminante mostrou sobreposicdo dos grupos no
espaco de forma, ndo sendo possivel a visualizacdo de divergéncias utilizando os
fatores FD1 e FD2 (Figura 5.27D). A andlise de variancia entre pares mostrou que
as diferencas néo foram estatisticamente significativas (p>0,05; 1000 bootstraps) e
os valores obtidos no teste de validacdo cruzada para esses grupos foram baixos
(12-31%) (Tabela 5.14). As analises multivariadas revelaram que ndo ha evidéncias

para suportar a estruturacao dessas populagoes.
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Figura 5.27. Mapas Fatoriais gerados com base nos dois fatores discriminantes da variacdo da conformacéo (derivados dos componentes principais das
variaveis de conformacédo) de asas de T. b. brasiliensis, resultante da comparacdo dos grupos entre localidades. A. fémeas peridomicilio, B. fémeas
silvestres, C. machos peridomicilio e D. machos do ambiente silvestre. Os poligonos coloridos representam a localidade de origem das populacdes e os

pontos representam os espécimes. O numero de espécimes testados estd entre parénteses. Abreviagdes: SRS. Sitio Riacho do Santo, SSBE. Sitio Sdo

Bernardo de Elias, BEC. Batalhdo de Engenharia de Construgéo.
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Tabela 5.14. Teste de classificagdo validada empregando o método de Maéaxima
Verossimilhanca (Maximum Likelihood- MLi), com base nos primeiros componentes principais
das variaveis de conformacdo, para espécimes de T. b. brasiliensis entre as localidades de
estudo de Caico, RN.

Localidades
Populagtes Variavel
Ped In&cio SRS SSBE BEC Total

Fémeas Conformagéo o o o o B o
peridomiciio (6 CPa. 860y  O4% (14122)  45% (19/42) 36% (16/44) 0% (0/10) 42% (49/118)
Fémeas Conformagéao o o o ; o o

Sihosce (7CPs-o10  A7%617) 44% (419)  50% (11/22) 29% (6/21)  42% (29/69)
Machos Conformagao g0 1306y 906 (3/34)  72% (23132)  30% (7/23) - 40% (46/115)
peridomiciio (11 CPs - 98%) ? ? ? ° ’

Machos Conformagao 229 (2/9)  33% (4/12)  12% (2/17) ; 31% (8/26)  25% (16/64)
silvestre (8 CPs - 94%) 0 ° ° 0 ’

Abreviacdes: CPs. Componentes Principais, Ped. Pedregulho, SRS. Sitio Riacho do Santo,
SSBE. Sitio Sdo Bernardo de Elias e BEC. Batalhdo de Engenharia de Construcao.

Infeccdo natural por T. cruzi - Aplicou-se a andlise discriminante nos grupos
infectados e nao infectados por T. cruzi, separados por sexo e proveniente do
mesmo ambiente e localidade, para testar sua discriminacdo com base nos FD1 e
FD2. Graficamente, observou-se sobreposicdo quase completa para grupos
positivos e negativos em todos os ambientes das localidades analisadas.
Curiosamente, grupos de fémeas negativas e positivas do peridomicilio de
Pedregulho apresentaram tendéncia de separacdo, evidenciada pela pouca
sobreposi¢cao dos poligonos no espaco de forma do mapa fatorial (Figura 5.28A), no
entanto, essa diferenga nédo foi estatisticamente significativa (p>0,05, bootstraps). O
teste de validacdo cruzada MLi (6 CPs = 82%) revelou que os percentuais de
reclassificacdo corretos variaram de baixo a alto (0-75%), sendo o percentual de
fémeas positivas de 75% e o de fémeas negativas 25% para aquela localidade
(Tabela 5.15). Com relacédo as analises dos machos do peridomicilio, observou-se
sobreposicao total entre grupos positivos e negativos, sem significancia estatistica
das diferencas (p>0,05, bootstraps), exceto entre grupos de localidades diferentes
(Indcio e SRS; p<0,05, bootstraps) (Figura 5.28B). Os percentuais de atribuicbes
corretas variaram de baixo a moderado (7-58%) (MLi 7CP = 82%) (Tabela 5.15). As
andlises das fémeas silvestres foram realizadas apenas para as localidades

Pedregulho e BEC e essas também mostraram sobreposicdo quase total entre
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grupos positivos e negativos, e as diferencas ndo foram estatisticamente significativa
(p>0,05, bootstraps), mas sim entre localidades (Pedregulho e BEC; p<0,05,
bootstraps) (Figura 5.28C). Os valores da reclassificacdo cruzada variaram de 17-
63% (MLi 3CPs = 63%). Ao aplicar a analise de agrupamento pelo método de
ligacdo simples (single linkage), com base nas DM, observou-se que, tanto nas
fémeas como nos machos do peridomicilio e nas fémeas do ambiente silvestre, os
grupos negativos e positivos tiveram menores valores de DM (foram mais similares
na morfologia) entre si do que entre grupos de outras localidades (Figura 5.29A-C).
As analises realizadas no presente estudo evidenciaram ndo haver diferencas entre

grupos positivos e negativos de T. b. brasiliensis das localidades estudas de Caico.
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Figura 5.28. Mapas Fatoriais gerados com base nos dois fatores discriminantes da variagao da forma
(FD1 e FD2) de asas de T. b. brasiliensis, mostrando a distribuicdo dos grupos infectados e néo
infectados por T. cruzi. A. fémeas e B. machos do peridomicilio e C. fémeas do ambiente silvestre. Os
poligonos coloridos representam a localidade de origem das populacdes e 0s pontos representam o0s
espécimes. O nimero de espécimes testados esta entre parénteses. Abreviagdes: Pos. positivos, Neg.
negativos, SRS. Sitio Riacho do Santo, SSBE. Sitio Sdo Bernardo de Elias, BEC. Batalhdo de

Engenharia de Construcéo.
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Tabela 5.15. Reclassificacao validada empregando o método de Maxima Verossimilhanca, com base nos primeiros componentes principais da conformacéo,

para espécimes de T. b. brasiliensis do peridomicilio e do ambiente silvestre entre grupos infectados e nao infectados por T. cruzi, conforme resultados da PCR.

Grupos infectados e néo infectados por T. cruzi

Populagbes Variavel
Ped Pos Ped Neg SRS Pos SRS Neg Inacio Pos Inacio Neg SSBE Pos SSBE Neg BEC Pos BEC Neg
Esmj%ﬁicmo (g‘z:”;‘?s”_“gg;o) 75% (6/18) 27% (3/11) 29% (11/38) 0% (0/12) 0% (0/8) 5% (0/19) ) ] ) -
2)";?:8; i g?zmgg?/?) 20% (2/10) 7% (1/14) 53% (10/19) 25% (2/8) 20% (2/10) 13% (1/8) 42% (5/12) 58% (7/12) - -
;Ievrgset?: é?&rmgg% 17% (4/6)  31% (4/13) - - - - - - 63% (15/24) 20% (1/5)
Z'SZZEZ ((;Ogg’srmggioo) - - - - - - - - 70% (19/27) 38% (6/16)

Abreviagdes: CPs. Componentes principais, Ped. Pedregulho, SRS. Sitio Riacho do Santo, SSBE. Sitio Sdo Bernardo de Elias, BEC. Batalhdo de Engenharia de

Construcao, Pos. Positivo, Neg. Negativo.
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Figura 5.29. Grafico em arvore de similaridade morfologica gerado pelo método de ligacdo simples
(single linkage), com base nos valores das distancias de Mahalanobis obtidas na andlise discriminante,
para testar a separacdo de grupos de T. b. brasiliensis quanto a infeccdo natural por T. cruzi. A.
Fémeas peridomicilio, B. Machos peridomicilio, C. Fémeas silvestres. Abreviagdes: ip (Inacio positivo),
in (Inicio negativo), pp (Pedregulho positivo), pn (Pedregulho negativo), rp (SRS positivo), rn (SRS
negativo), bp (BEC positivo), bn (BEC negativo), sp (SSBE positivo), sn (SSBE negativo).
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6. DISCUSSAO

6.1. Captura de triatomineos e fauna observada

No estado do RN, quando o PCDCh se iniciou na década de 1970 nas areas
endémicas, Triatoma b. brasiliensis ja era a subespécie majoritariamente capturada
no ambiente antropico em 1959 (Lucena 1959). O sucesso do programa em nivel
nacional é inquestionavel e seus resultados positivos foram observados também no
RN. O controle vetorial, entretanto, sempre foi realizado de forma descontinua neste
estado. Entre as principais dificuldades no combate aos triatomineos estédo a falta de
recursos, prioridade para areas de alto e médio risco de infeccdo por T. cruzi,
qguestdes politico-administrativas e emergéncia ou reemergéncia de arboviroses
como Dengue, Zika, Chikungunya e zoonoses como a Leishmaniose visceral canina
(FUNASA 1996, Barbosa-Silva, 2017). Os fatores descritos acima associados ao fato
de T. b. brasiliensis ser um vetor autéctone cujo centro de origem e disperséo é a
Caatinga (Forattini 1980) expdem algumas dificuldades na manutencdo do controle
deste vetor. Tais fatores explicam em parte a recorréncia das infestacdes das UDs,
presentes neste bioma, reportadas aqui e em outros estudos (Silveira e Vinhaes
1999, Costa et al 2003a, Sarquis et al 2006, Silva et al 2012, Barbosa-Silva, 2017,
Lilioso et al 2017, Bezerra et al 2018).

Os resultados das investigacdes de campo realizadas no presente estudo,
referentes ao numero absoluto de triatomineos, mostraram que T. b. brasiliensis
(95,2% - 1092/1147) foi o vetor mais capturado seguido de T. pseudomaculata (4,6%
- 53/1147), concordando com resultados obtidos para outros municipios do RN
(Barbosa-Silva et al 2016), porém mostrando diferencas nas proporc¢des dessas dois
triatomineos, ao se comparar com os dados secundérios da SESAP-RN (2005-2015)
em nivel estadual (Barbosa-Silva, 2017). Em varias areas semiaridas do nordeste,
Triatoma b. brasiliensis tem sido mais abundante que T. pseudomaculata, como em:
Jaguaruana-CE (T. b. brasiliensis n=2.204, T. pseudomaculata n=340) (Sarquis et al
2006), areas da Caatinga no Piaui (T. b. brasiliensis 65%, T. pseudomaculata 28%)
(Gurgel-Gongalves et al 2010) e Russas-CE (T. b. brasiliensis 77,1%, T.
pseudomaculata 19,8%) (Coutinho et al 2014). No entanto, T. pseudomaculata pode,
em alguns casos, superar T. b. brasiliensis em nimero em algumas partes do CE
como a regiao do Cariri (Freitas et al 2007, Gongalves et al 2009, Sousa 2016) e em
PE (Silva et al 2012). Nesta expedicdo de campo, capturamos um exemplar de T.

petrocchiae adulto no interior de uma casa desabitada, o que indica um
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comportamento invasor. Esta observacdo esta de acordo com as observacdes
realizadas em outros estudos em que se registrou a ocorréncia ndo s6 episédios de
invasdo (Costa et al 2003a, Silva et al 2012, Barbosa-Silva 2017), mas também de
indicios de colonizacéo (Lilioso 2015, Barbosa-Silva 2017).

No presente estudo, a pesquisa entomoldgica evidenciou alta capacidade de
colonizagdo das populagcées T. b. brasiliensis em algumas habitagdes humanas
vistoriadas nas area estudadas, fato este constatado ndo s6 por ser a Unica espécie
a qual foram encontradas formas imaturas, 37,5% (6/15), no interior das casas, mas
especialmente pela predominancia de ninfas capturadas no peridomicilio 75,3%
(581/772) em relacdo aos adultos (24,7% - 191/772), indicando colonizacao eficaz
conforme também observado por Lilioso et al (2017) em outro municipio do RN
(Currais Novos) e por Sousa (2016) na regido do Cariri (CE). Apesar do percentual
de ninfas de T. pseudomaculata ser superior (88,7% - 47/53) ao de T. b. brasiliensis
(75,3% - 581/772) no peridomicilio, observou-se que as coldnias deste ultimo vetor
foram mais numerosas neste ambiente, com a captura de até 176 espécimes em um
anico curral de boi de uma so vez.

Apesar da analise dos dados da SESAP-RN (2005-2015) mostrarem que T.
pseudomaculata pode ser tao prolifico quanto T. b. brasiliensis no peridomicilio das
UDs de varias areas do RN, com numeros de ninfas capturadas no peridomicilio
tecnicamente equivalentes (6.394 e 6.048, respectivamente) (Barbosa-Silva 2017),
nossa pesquisa mostrou que em nivel local, a densidade e dispersao desses vetores
podem variar. Triatoma b. brasiliensis foi a espécie presente nas UDs pesquisadas
das 18 localidades listadas, enquanto T. pseudomaculata foi encontrado apenas em
trés delas. Verificou-se também que T. b. brasiliensis foi o vetor distribuido em todos
0s ambientes pesquisados: intradomicilio, peridomicilio e silvestre (57%-174/305 de
ninfas), ocupando uma maior diversidade de ecétopos (9 ecotopos), enquanto T.
pseudomaculata foi capturado apenas no peridomicilio em 2 ecotopos (cerca de
madeira e telhado do galinheiro). Embora esses dados indiquem diferencas do
potencial vetorial dessas espécies, ressaltamos a importancia da manutencdo dos
investimentos no controle vetorial e a constante vigilancia destes vetores nestes
locais.

O peridomicilio das UDs € propicio para triatomineos, pois disp6e de inimeros
abrigos para hospedeiros, animais domeésticos e sinantrépicos, 0s quais podem ser

mais favoraveis ao seu desenvolvimento do que os do ambiente silvestre (Cecere et
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al 2004). Mesmo entre habitats do peridomicilio ha variagdes microcliméticas e
diferencas na oferta de alimento que os tornam mais atrativos do que outros para o
estabelecimento de colbnias (Schofield 2000, Vasquez-Prokopec et al 2002). Nossas
investigacdes entomoldgicas mostraram a presenca de T. b. brasiliensis em uma
diversidade de estruturas artificiais e naturais do peridomicilio, em sua maioria
associados a vertebrados, pelo menos, em um periodo do dia, conforme nossas
observacdes noturnas in loco. Essas observacdes estdo de acordo com Lazzari
(1992), que afirma que as atividades noturnas de alimentacdo desses insetos séo
reconhecidas como estratégias para evitar a sua deteccdo pelo hospedeiro.
Diferentemente do observado por Lilioso (2015) e Sarquis et al (2012), que
reportaram maior espécimes capturados em galinheiros e pilhas de madeira,
respectivamente, nossos resultados mostraram que, no peridomicilio das UDs
estudadas, a maioria dos espécimes foi coletada nos serrotes (cercas de pedras)
gue compunham os currais de boi (n=600). Aqui chamamos atencéo para o fato dos
serrotes serem estruturas peridomiciliares permanentes usualmente conectadas as
cercas de pedras que delimitam as propriedades no ambiente silvestre, favorecendo
o fluxo de espécies (triatomineos e roedores) entre 0s ecoétopos silvestres e
domiciliares.

Desde o inicio da colonizacdo, a sobrevivéncia das familias nas areas
semidridas do RN necessitou de constante adaptacdo aos periodos de secas
severas do sertdo, assim, ndo € raro observar no sertdo do Seriddé a criagdo
semiextensiva de cabras, carneiros e bovinos (Figura 5.5 A-C). No periodo de seca,
de junho a dezembro (Figura 4.2), principalmente, os pecuaristas confinam os
animais (especialmente com filhotes) e complementam a sua alimentagdo com ragao
misturada com agua ou o cacto conhecido como palma (Opuntia cochenillifera)
(Figura 5.5C), devido a escassez de agua e vegetacdo nativa para pastagem. Essa
pratica pode facilitar a interacédo triatomineo-hospedeiro tal como observamos com
0os bovinos, os quais podem estar servindo de fonte alimentar para manter
numerosas colénias de T. b. brasiliensis no peridomicilio, conforme sugerido por
Walter et al (2005). Como mencionado acima, na localidade Inacio, por exemplo, em
uma unica pesquisa de 30 minutos foi possivel capturar 176 espécimes em um
curral de boi.

Outro aspecto que merece destaque é o aumento de relatos do roedor K.

rupestris (mocd) nas proximidades das habitacbes humanas. Em outro municipio
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(Currais Novos) situado na microrregido Serid6é Oriental (Figura 4.1), esse cavideo
ndo s6 tem sido observado visitando ocasionalmente o peridomicilio na presenca de
humanos, como também esta sendo criado pela populagdo local (Lilioso 2015).
Kerodon rupestris € um roedor herbivoro endémico do bioma Caatinga, alimenta-se
de brotos e cascas de arvores, ocupando conglomerados rochosos para descanso,
reproducdo e protecdo contra predacdo (Animal Diversity Web, 2017).
Tradicionalmente, sua carne € muito apreciada pela populacdo sertaneja, o que
levou esse roedor ser alvo de caga intensa (Alves et al 2009). Durante nossas
inspecdes nas UDs, varios moradores relataram visitas deste roedor no peridomicilio
e, em um caso particular, constatamos um ambiente propicio para instalacdo desse
cavideo. Um afloramento rochoso situado no peridomicilio foi cercado por estacas
de madeira, no seu interior foi construido um abrigo, usando também estacas de
madeira e uma cobertura de palha para a criacao confinada de suinos (Figura 4.4D).
Nestas circunstancias, se ocorrer o compartilhamento do mesmo ecotopo pelo moco,
apontado como potencial reservatério de T. cruzi (Roque e Jansen 2014, Almeida et
al 2016) e suinos, animal doméstico sugerido como importante para o ciclo de
transmissao de T. cruzi no peridomicilio de outras areas (Valente et al 1998), poderia
favorecer o ciclo de transmissdo de T. cruzi entre os mocos, suinos e T. b.
brasiliensis neste local. Portanto, investigacdes sdo necessarias para esclarecer o
papel dos porcos domeésticos como reservatorios ou sentinelas na area estudada
(Roque e Jansen 2008, Roque et al 2008).

Vale a pena mencionar que, além dos fatores socioecondmicos e culturais
citados, o fator ambiental provavelmente esta influenciando na dinamica de
transmissao de T. cruzi na area de estudo. O municipio de Caicé esta localizado na
regido do Seridd (microrregido do Seriddé Ocidental), a qual esta sendo afetada por
um processo intenso de desertificacdo (Figura 4.1 e Figura 6.1) (MMA, 2007). Este
fenbmeno, observado no Brasil desde a década de 1970 por Vasconcelos Sobrinho,
€ causado, principalmente, por atividades antrépicas que levam ao desmatamento
da Caatinga para dar lugar a agricultura e a pecuaria, retirada de madeira para
producdo de lenha e carvao, mineracdo e extracdo de argila de solos aluviais. O
processo de desertificacdo resulta em areas com solos degradados com altos niveis
de salinizacdo, levando a infertilidade do solo, a erosdo acentuada e a perda da
biodiversidade (fauna e flora) (Leal et al 2005, MMA 2007).
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Figura 6.1. Caracterizacao das areas de ocorréncia de desertificacdo no estado do Rio Grande do Norte. Nucleo de Desertificagdo do Serido:
desertificacdo de areas degradadas pela extracédo de argila e pelo uso da terra para o cultivo de algodao que, posteriormente, foi abandonada
(MMA 2007). Fonte do mapa: adaptado de Carvalho, Gariglio e Barcellos, 2000. Geoprocessamento: a autora
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Em 2008, Marengo afirmou que, no contexto das mudancas climaticas, estima-
se que nos proximos anos a frequéncia e intensidade das secas iriam aumentar nas
areas semiaridas e a disponibilidade de recursos hidricos diminuiria, as quais
afetariam a nutricdo, o saneamento e a saude da populacédo local. Em 2015, foi
registrada no RN a pior seca dos ultimos 100 anos, dos 167 municipios 153 ficaram
em estado de emergéncia por falta de chuvas, inclusive Caicé cujas barragens
atingiram baixos niveis (Barbosa et al 2015).

Diante deste cenario, o fator ambiental ndo sé pode influenciar o
comportamento humano (migracfes, implementacdo de técnicas de agropecuaria
gue mitiguem os efeitos da seca como a criacdo semiextensiva de bovinos, entre
outros) e do vetor (dispersdo para ecOtopos que proporcionem maior conforto
térmico, acesso a alimentacao, etc), mas também da fauna de vertebrados silvestre
gue pode estar em um processo incipiente de sinantropia, tais como K. rupestris,
gue vem aproximando-se cada vez mais das UDs em busca de agua, alimento e
habitats para reproducdo. Esta situacédo ficou evidente quando registramos uma
populacdo deste cavideo, em um afloramento rochoso a ~ 20-50m de uma casa na
localidade Inacio, a qual ndo se assustou com a nossa presenca, permitindo-se
fotografar (Figura 5.6 A e B). Assim, em um cenario de perda da diversidade de
espécies de mamiferos, as espécies que resistem a degradacdo de habitats podem
tornar-se amplificadoras da transmissao de T. cruzi (Schmidt e Ostfeld 2001). Esta
possivel mudanca de comportamento de K. rupestris pode implicar no aumento da
taxa de infeccdo natural por T. cruzi de populacdes de T. b. brasiliensis, como as
reportadas no presente estudo e por outros autores (Lilioso et al 2017), ndo s6 de
ecotopos silvestres preservados (Almeida et al 2016), mas também do peridomicilio
das UDs da nossa area de estudo onde T. b. brasiliensis se reproduz
abundantemente. Esta conjectura poderia explicar, em parte, a maior incidéncia
deste parasito nos municipios da regido do Seridé do RN, no periodo de 2005-2015,
conforme verificamos ao fazer uma avaliagcdo espacial e temporal de triatomineos
(Figura 6.2) e do parasito T. cruzi (Figura 6.3) com base nos indices de infestacdo e
de infeccdo natural revelados pelos dados da vigilancia entomologica da SESAP-
RN. Adicionalmente, além das altas taxas de infestacdo de T. b. brasiliensis nas UDs
da regido do Seridd, em um cenéario de mudancas climaticas, o vetor mais provavel
para colonizar novas areas, entre os membros do complexo de espécies T.

brasiliensis, é a subespécie T. b. brasiliensis.
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Figura 6.2. Distribuicdo espacial e temporal de triatomineos (T. b. brasiliensis, T. pseudomaculata, T. petrocchiae, P. lutzi e R. nasutus) no estado do Rio

Grande do Norte com base nos dados fornecidos pela SESAP-RN no periodo de 2005-2015.
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Figura 6.3. Distribuicdo espacial e temporal de triatomineos (T. b. brasiliensis, T. pseudomaculata, T. petrocchiae, P. lutzi e R. nasutus) infectados por T.

cruzi no estado do Rio Grande do Norte com base nos dados fornecidos pela SESAP-RN no periodo de 2005-2015.
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Projecbes da modelagem de nicho ecoldgico para o periodo 2020-2050 sugerem
gue este triatomineo poderia encontrar condicdes adequadas na parte central do
cerrado, em Tocantins e Goias, noroeste de Minas Gerais e oeste da Bahia (Costa
et al 2014).

6.2. Infeccdo Natural por T. cruzi, fonte alimentar identificada e

caracterizacdo molecular de T. cruzi

Neste trabalho, a deteccéo de T. cruzi foi realizada, em sua maioria, utilizando
amostras de extratos do conteudo intestinal de T. b. brasiliensis (disseccdo do tubo
digestorio médio e posterior), a fim de evitar a perda da sensibilidade da MO,
realizando a analise dos flagelados presentes em diferentes compartimentos do tubo
digestério do vetor conforme sugerido por Dorn et al (1999). Entretanto, 57 ninfas de
4° e 5° estadios tiveram suas fezes e urina coletadas espontaneamente apés a
primeira alimentacdo (Figura 4.7D), as quais foram usadas para a analise da fonte
alimentar e da infeccao natural. Nossos resultados mostraram que os indices de IN
total variaram entre as trés técnicas usadas, MO (36% - 103/286), cultura em meio
especifico para T. cruzi (51% - 52/102) e PCR convencional multiplex (58,9% -
165/280). A cultura teve maior sensibilidade comparada a MO, quando avaliamos 0s
mesmos espécimes (n=100), reforcando o valor confirmatorio sugerido para este
método.

A avaliacdo dos mesmos espécimes (n=184) com as duas técnicas (MO e
PCR), revelou maior taxa de positividade das amostras para a PCR convencional
multiplex 58,7% (108/184) enquanto obtivemos para a MO uma taxa de 43,5%
(80/184). Além da maior sensibilidade, a PCR também teve maior especificidade em
relacdo a MO e menor tempo na andlise das amostras. Estes resultados estdo de
acordo com estudos que tém demonstrado a maior sensibilidade e especificidade da
PCR em relacdo a MO (Cominetti et al 2013, Barbosa-Silva et al 2016, Minuzzi-
Souza et al 2018). Adicionalmente, a evolucéo rapida do conhecimento tecnologico
tem permitido o aprimoramento das ferramentas moleculares, levando
pesquisadores a sugerir novas metodologias para estimar taxas de infec¢céo natural
por T. cruzi em diferentes espécies de vetores de distintos biomas em pesquisas
ecoepidemioldgicas (Moreira et al 2017). No presente estudo, realizamos o exame

direto a fresco, porém nao fizemos a coloracdo de laminas com Giemsa para
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identificacdo especifica do protozoario (Junqueira et al 2011). Alternativamente,
analises moleculares adicionais estdo em andamento para avaliar a possibilidade de
infeccdo por T. rangeli, considerando a ocorréncia das seguintes situagdes: i) uma
dada proporcdo deste parasito pode ser encontrada no conteudo intestinal do
triatomineo (D’Alessandro 1976) e ii) o fato de T. rangeli ter sido identificado em
espécimes de T. b. brasiliensis (3/67) no municipio Severiano Melo, na mesorregiao
Oeste do RN (Barbosa-Silva 2013) e em outras espécies de triatomineo no RN e
também em outros estados do nordeste (Barbosa-Silva 2017, Lucena & Verguetti
1973, Barret & Oliveira 1977).

As nossas analises sobre a IN por T. cruzi em populacdes de T. b. brasiliensis,
utilizando diferentes abordagens, mostraram que a PCR convencional multiplex foi a
técnica mais sensivel e especifica em relacdo as outras duas técnicas empregadas.
No entanto, em pesquisas ecoepidemioldgicas, o uso da MO e/ou cultura em
conjunto com a PCR séao uteis para a confirmacao da transmisséo pela deteccao do
protozoario nas fezes do triatomineo. A dindmica de eliminacdo de formas
metaciclicas de T. cruzi € um importante parametro a ser verificado para avaliar a
capacidade vetorial das diferentes espécies de triatomineo e, neste caso, a MO e
cultura podem contribuir para o monitoramento de T. cruzi. Apesar de ndo ser o
objetivo do presente estudo, examinamos uma aliquota de fezes e urina coletadas
espontaneamente logo apds a primeira alimentacdo de 57 ninfas (N4-N5), o exame
direto a fresco mostrou que nove espécimes (9/57) estavam eliminando formas
metaciclicas de T. cruzi, sugerindo que T. b. brasiliensis desta area é capaz de
transmitir o parasito. Ademais, apesar da MO ser uma técnica com baixa
sensibilidade, reprodutibilidade, ndo ser eficiente para andlise de formas imaturas
(N1 — N3) e de insetos mortos e também ser um método laborioso; no contexto das
atividades de vigilancia entomologica em areas endémicas; a MO aparece como
uma alternativa viavel por ser um método de baixo custo comparado a ferramenta
molecular, sobretudo, em periodos de crises politico-econémicas e/ou na ocorréncia
de epidemias (Dengue, Zika e Chikungunya), que resultam no agravamento das
dificuldades financeiras. Em relacdo a avaliacdo de formas imaturas, deve-se
considerar o fato de os primeiros estadios ninfais frequentemente apresentam
menores taxas de IN comparado aos ultimos estadios ninfais, devido a sua menor
capacidade de dispersao que diminui as chances de se alimentarem em hospedeiros

infectados por T. cruzi.
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No que diz respeito a fonte alimentar, as nove espécies identificadas
confirmaram o ecletismo alimentar de T. b. brasiliensis e evidenciam a sua
capacidade de circulacao e colonizagc&o nos diferentes ambientes da area de estudo.
As analises mostraram que K. rupestris representa a principal fonte de alimentacédo
de T. b. brasiliensis em afloramentos rochosos do ambiente silvestre, pois seu DNA
foi detectado no conteudo intestinal de 50% (8/16) dos espécimes analisados. Este
resultado estd de acordo com o estudo realizado por Almeida et al (2016) que
encontraram ~56% (19/34) de T. b. brasiliensis de ecétopos silvestres alimentados
com este roedor. Além de compor a fauna de recursos alimentares de T. b.
brasiliensis em ecotopos silvestres, K. rupestris também constitui uma importante
fonte de sangue para populacdes de ecotopos artificiais, uma vez que foi identificado
em 1 espécime do intradomicilio (casa desabitada) e em 22,2% (4/18) dos
espécimes do curral de boi. Destes 5 espécimes de ecoétopos artificiais que se
alimentaram de K. rupestris, 4 eram ninfas de 5° estadio, reforcando a possibilidade
da presenca deste cavideo no peridomicilio, uma vez que as ninfas possuem
limitada capacidade de dispersdo. Essas evidéncias sdo consistentes: i) com as
observacfes de campo, ii) com os relatos dos moradores da nossa area de estudo e
i) com dados da literatura sobre aproximacdo desse cavideo das habitacdes
humanas (Lilioso 2015).

O presente estudo também mostrou que, no geral, entre 0s espécimes que
tiveram a sua fonte alimentar identificada e que estavam infectados por T. cruzi,
35,7% (10/28) (Figura 5.9) estavam se alimentado em K. rupestris. A avaliacdo por
ecotopo, também foi congruente, mostrando um elevado percentual no afloramento
rochoso (46%) e no curral de boi (27%) (Figura 5.11), indicando que esse roedor
pode estar atuando como uma ponte entre os ciclos de transmissado silvestre e
peridomiciliar de T. cruzi. Apesar desses indicios, ndo descartamos a possibilidade
da circulacdo de T. b. brasiliensis, sobretudo os adultos, através dos ecétopos
artificiais e silvestres, pois identificamos sangue de humano no contetdo intestinal
de espécimes de afloramentos rochosos. Além de K. rupestris, G. spixii (pred)
também foi identificada como fonte alimentar, porém em menor frequéncia, em
afloramentos rochosos (19% - 3/16) e no curral de boi (5,6% -1/18). Galea spixii
apresenta comportamento sinantropico mais acentuado que K. rupestris, o qual pode
também atuar como elo entre os ciclos silvestre e peridomiciliar de T. cruzi, como

sugerido por outros autores (Bezerra et al 2014, Valenca-Barbosa et al 2015,
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Almeida et al 2016). Assim, as evidéncias aqui apresentadas indicam que ambos,
roedores e T. b. brasiliensis, podem estar fazendo uma ligacdo entre os ciclos de
transmissao silvestre e peridomiciliar de T. cruzi na area de estudo. Neste cenério, T.
b. brasiliensis poderia adquirir a infeccdo em roedores e transmitir para animais
domeésticos, tais como cées, 0s quais se demonstraram evidéncias de exposicdo ao
parasito em outros municipios do RN (Vicente e Camara, 2019).

Nossa pesquisa mostrou que o indice de IN por T. cruzi variou entre as 5
localidades onde as populagbes de T. b. brasiliensis foram amostradas. As trés
técnicas apontaram altos indices em Inacio, BEC e SRS: MO (29,4%, 54,1%, 58,5%,
respectivamente), cultura (58,0%, 80%, 70,9%, respectivamente) e PCR (61,0%,
70,2%, 72,5%, respectivamente). E importante notar que, as andlises da fonte
alimentar mostraram que espécimes dessas trés localidades se alimentaram de K.
rupestris: Inacio (2/10), BEC (3/7) e SRS (8/13). Ao contrario das localidades
supracitadas, as populacdes de Pedregulho e SSBE apresentaram menores indices
de acordo com a MO (12,5% e 20%, respectivamente), cultura (15% e 11%,
respectivamente) e PCR (36% e 34,4%, respectivamente). As menores taxas
possivelmente refletem, em parte, a associacdo dos espécimes a galinhas
(Pedregulho) e bovinos e galinhas (SSBE). Estes resultados evidenciam que dentro
do mesmo municipio ha diferencas na circulacéo de T. cruzi, as quais podem estar
condicionadas a distribuicAo das espécies de vertebrados amplificadoras deste
protozoario. Assim, os niveis de infeccdo pelo parasito podem variar em diferentes
escalas espaciais e temporais. Distintos padrdes de IN por T. cruzi foram
observados entre municipios de um mesmo estado (Barbosa-Silva et al 2016) e
entre municipios de diferentes estados (Lilioso et al 2017). Nossos resultados de MO
concordam, em parte, com os resultados de Costa et al (1998), que ao realizarem o
exame a fresco de fezes de T. b. brasiliensis silvestres em localidades de Caico
encontraram 15% de infeccdo natural, exame realizado ha mais de 20 anos. Lilioso
(2015) e Almeida et al (2016) empregaram a mesma metodologia e encontraram
altos indices de IN em populac¢des capturadas no BEC (SC) variando de 66,7-92,3%
e 83-95%, respectivamente, concordando com o alto indice encontrado no presente
estudo, sugerindo aumento nas taxas de IN nas areas estudadas.

As taxas de IN também variaram de acordo com os ecétopos peridomiciliares e
silvestres. As analises mostraram que as populagcfes peridomiciliares de Pedregulho

e SSBE mostraram maiores indices de IN por T. cruzi em relacdo as suas

124



coespecificas silvestres. Esses resultados divergem do que € usualmente observado
em outros estudos, nos quais as populacdes silvestres exibem maiores indices de IN
em relacdo as do peridomicilio (Barbosa-Silva et al 2016). A maior taxa de IN natural
peridomiciliar, provavelmente, pode estar relacionada a repastos sanguineos em
animais hospedeiros de T. cruzi, tais como roedores (M. musculus) em Pedregulho e
cabras (Capra hircus) em SSBE, animais observados no peridomicilio destas
localidades e identificados como fonte alimentar de T. b. brasiliensis no presente
estudo (Tabela 5.8). Embora ainda esteja sendo elucidado o papel desses animais
no ciclo de transmissdo peridomiciliar de T. cruzi, estudos tém mostrado a
parasitemia (Fernandes et al 1994) e a exposicao a infeccdo de caprinos (Bezerra et
al 2014) e de camundongos (Yefi-Quinteros et al 2018).

E importante ressaltar que, em SSBE, observamos duas situa¢es que ilustram
o0 risco real de transmissdo do parasito para a populacdo humana: i) pela via vetorial
classica, pois verificamos que 2 espécimes adultos capturados no serrote (cerca de
pedras) préximo da casa havia se alimentado com sangue humano, e um deles
estava infectado com T. cruzi, sugerindo a circulagéo de vetores infectados entre o
peridomicilio e o intradomicilio e ii) contaminagdo das mucosas dos olhos, nariz e
boca por formas metaciclicas, pois proximo a esse serrote encontramos uma pedra
com residuo de sangue de triatomineo (Figura 4.4E), a qual estava sendo usada um
dia antes da nossa visita para matar espécimes de T. b. brasiliensis. Esses fatos
demonstram que mesmo verificando a baixa densidade intradomiciliar de T. b.
brasiliensis e menores taxas de infeccdo natural, o risco de transmissdo nao pode
ser negligenciado. Esta situacdo € preocupante, sobretudo no atual cenario de
aumento da incidéncia de casos e surtos de doenca de Chagas pela via de
transmissao oral ndo sé na regido amazonica, mas em todas as regides do Brasil.
Em um municipio da mesorregido Oeste do estado do RN, um surto de doenca de
Chagas ocasionado pela ingestdo de caldo-de-cana foi registrado pela primeira vez
em 2015, com confirmacgdo de 18 casos. A investigacao epidemiolégica concluiu que
T. b. brasiliensis infectado foi a provavel fonte de contaminacdo do suco (Vargas et
al 2018). Estes fatos mostram a necessidade de campanhas constantes de
prevencdo da doenca de Chagas que podem ser U(teis tanto no combate a
naturalizacdo da doenca pela populacdo residente em areas endémicas (por ser
uma doenca de baixa letalidade) como também na difusdo de conhecimento sobre o
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agente etiologico, os vetores, os locais onde sdo encontrados os vetores, as vias de
transmissao do parasito e as formas de prevencao.

Elevadas taxas de IN foram detectadas nos dois ambientes, na localidade SRS,
concordando com os resultados reportados para o municipio de Currais Novos
(Lilioso et al 2017). Embora esses espécimes tenham sido capturados no curral de
boi, as andlises do conteddo do trato digestério evidenciaram que repastos
sanguineos foram realizados em sua maioria em mocO (K. rupestris) (4/7), mas
também em camundongo (M. musculus) (1/7) e prea (Galea spixii) (1/7) (Tabela 5.8).
Essas evidéncias sugerem intercambio dos vetores entre 0s ecotopos silvestres e
peridomiciliares e/ou presenca desses roedores no peridomicilio, em vista dos seus
diferentes niveis de sinantropia mencionados. A alta taxa de IN reportada aqui
refor¢ca a suposicdo de que K. rupestris poder ser potencial reservatorio de T. cruzi
(Roque e Jansen 2014) ndo s6 em areas preservadas como sugerido por Almeida et
al (2016), mas também em areas degradadas. A densidade de pequenos mamiferos
esta associada a disponibilidade de agua, assim, periodos prolongados de seca,
como os que vem ocorrendo ao longo dos anos, especialmente em 2015, podem
provavelmente estar forcando a migracdo dos roedores para as proximidades das
habitacdes humanas em busca de ambientes estaveis, o que explicaria as altas
taxas de infeccao por T. cruzi no peridomicilio.

Em Inécio, a populagdo peridomiciliar apresentou menor positividade para T.
cruzi (MO= 16,7%, cultura=20%, PCR=50%) em comparacdo a populacao silvestre
(MO=60%, cultura =93,7%, PCR=100%). A menor positividade desta populacéo
coletada em um curral de boi pode ser explicada pela alimentacdo em bovinos,
conforme evidenciada nas analises da fonte alimentar (5/7) (Tabela 5.8). Entretanto,
estudos sdo necessarios para esclarecer o papel dos bovinos no ciclo de
transmissao de T. cruzi, pois sabe-se que outros tripanossomatideos, T. vivax e T.
evansi, infectam e podem causar doencas nesses animais (Krinsky 1976, Batista et
al 2007). Neste caso, a infeccdo dos espécimes pode estar relacionada a sua
alimentagdo em outros hospedeiros, tais como M. musculus (1/7) e/ou ao K.
rupestris, uma vez que esse roedor foi registrado em afloramento rochoso a 50m do
curral, onde foi coletada a populacédo no ambiente SM que apresentou as altas taxas
de IN supracitadas. Nesta localidade identificamos 2 espécimes alimentados em
humanos, um macho do ambiente SM (infectado por T. cruzi) e uma fémea do
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peridomicilio, sugerindo a circulacdo dos vetores entre os ambientes silvestres,
peridomiciliar e intradomiciliar.

No que se refere a caracterizagdo genética dos isolados de T. cruzi, a
frequéncia destas subpopulacées nos diferentes ambientes, as peculiaridades das
suas interacdes com hospedeiros e a sua distribuicdo geografica no estado do RN
ainda estdo sendo compreendidas. Estudos prévios realizando andlise genética com
trés marcadores (24Sa rDNA, COIl e SL-IR) reportaram a ocorréncia das linhagens
genéticas Tcl, Tcll e Tclll, tanto na mesorregido Oeste (MeO) quanto na
mesorregido Central (MeC) do estado (Camara et al 2010, 2013, Martins et al 2015,
Barbosa-Silva et al 2016). Nossos resultados, correspondentes a amostragens
realizadas em diferentes localidades de Caicé (MeC) (Figura 4.1 e Figura 4.6),
mostraram a circulagdo das DTUs Tcl e Tcll em Inacio, BEC e SRS. Em Pedregulho,
identificamos apenas a DTU Tcl (2 amostras) e em SSBE identificamos Tcll (1
amostra), possivelmente devido ao numero reduzido de amostras analisadas para
essas Ultimas localidades. E importante ressaltar que esses resultados se referem a
parasitos isolados em meio de cultura, ou seja, foram submetidos a pressdes
seletivas, o que poderia explicar a baixa variabilidade entre as DTUs (Deane et al
1984). Por outro lado, apesar de ndo descartamos a possibilidade da ocorréncia de
outras DTUs na area de estudo, baixa diversidade de linhagens de T. cruzi pode ser
esperada em é&reas degradadas, ou seja, com perda da diversidade de mamiferos,
tais como esta ocorrendo em areas de intensa desertificacdo (Leal et al 2005, MMA
2007). Estudos realizados por Camara et al (2010) com amostras de 3 municipios
sugeriram que a alta frequéncia da DTU Tcll infectando humanos (91,7%) e T. b.
brasiliensis (50%) comparada a baixa frequéncia da DTU Tcl (4%) reforcou a ideia
de que Tcll predomina no ciclo de transmissdo domiciliar. Martins et al (2015)
realizaram amostragens em um maior nimero de municipios da MeO e MeC
revelaram propor¢cdes semelhantes de Tcl (46,1%) e Tcll (53,8%) em amostras
humanas. No presente estudo, os resultados revelaram que Tcl foi mais frequente
do que Tcll no peridomicilio (Tcl = 70% - 7/10, Tcll = 30% - 3/10) e no ambiente
silvestre modificado (Tcl = 66,6% - 12/18, Tcll = 33,3 % - 6/18) (Figura 5.2). Os
achados de populacdes de T. b. brasiliensis, de diferentes ambientes, infectadas
com Tcl e Tcll fornecem evidéncias adicionais de que este vetor pode estar atuando
como elo de ligacdo entre os ciclos enzodtico e peridomiciliar de T. cruzi, como

observado em outras areas do RN, nos quais a sobreposi¢do dos ciclos domiciliar e
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silvestre de Tcll foi feita por T. b. brasiliensis (Camara et al 2013). Em estudo
realizado por Bezerra et al (2018) foram observados no CE a associacao das DTUs
Tcl e Tcll com T. b. brasiliensis em ecotopos antropicos e silvestres em diferentes
periodos (2009-2015), levando os autores a destacar a sobreposicdo dos ciclos
intradomiciliar, peridomiciliar e silvestre em funcdo das caracteristicas ubiquistas
deste vetor. Alternativamente, na nossa area de estudo, populacdes de roedores
cavideos, supostamente competentes como fontes de infeccdo, poderiam também
estar atuando em conjunto com T. b. brasiliensis como elo entre os ciclos
peridomiciliar e silvestre. Triatoma b. brasiliensis tem habito alimentar eclético, como
evidenciado no presente estudo, sendo frequentemente associado a mamiferos,
especialmente roedor e humano. Em &reas da Caatinga, as DTU Tcl e Tcll tem sido
identificadas em hospedeiros silvestres, tais como Didelphis albiventris (Tcl e Tcll),
Rattus rattus (Tcl) (Lima et al 2012) e Trichomys laurentius (Tcl) (Bezerra et al 2014)
e em mamiferos domésticos como cées (Tcl) no CE (Bezerra et al 2014). Portanto,
considerando-se o0 acentuado cenario de degradacdo ambiental na regido do Serido,
onde se localiza a nossa area de estudo, sugerimos estudos de levantamento da
diversidade de mamiferos e os seus status como hospedeiro/reservatdrio, bem como
a identificacdo dos genétipos de T. cruzi nesses animais. De posse deste
conhecimento, poderemos confirmar se K. rupestris e G. spixii estdo atuando como

reservatério de T. cruzi nesta area.

6.3. Anélise das alteracdes morfoldgicas das asas de populacdes de T. b.

brasiliensis das localidades de estudo em Caic6, RN.
6.3.1. Variacdo do Tamanho

6.3.1.1. Entre sexos, ambientes, localidades e grupos infectados e né&o
infectados por T. cruzi

Os triatomineos sao insetos capazes de desenvolver mudancas morfolégicas
como resposta a fatores bioticos/abioticos de novos habitats (Dujardin et al 1999a,
2009). A exemplo de varias espécies vetoras de T. cruzi, variagdes morfolégicas
como: diminuicdo do tamanho corporal, do dimorfismo sexual (DS) e das sensilas
das antenas foram sugeridas como consequéncia do processo de domiciliagéo
(Dujardin et al 1999b, Carbajal et al 2002). Em estudos morfométricos, admite-se
gue o carater tamanho € mais influenciado por condigbes ambientais do habitat em

gue o triatomineo esta inserido do que por determinantes genéticos, enquanto o
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carater conformacdo possui forte determinismo genético (Dujardin 2011). A
variabilidade no tamanho e na conformacdo da capsula cefalica e das asas
associadas ao ecotopo, a densidade populacional e ao hospedeiro é usualmente
reportada para Triatominae (Dujardin et al 1997b, Schachter-Broide et al 2004,
Batista et al 2012, Nattero et al 2013, Hernandez et al 2018). No presente estudo, as
analises do TC e das variaveis de conformacado de populacdes de T. b. brasiliensis
provenientes de diferentes areas de CaicO, RN, mostraram heterogeneidade no
tamanho e na conformacéo da asa de acordo com 0s sexos, ecotopos e localidades.

Evidéncias de DS de tamanho das asas foram detectadas em popula¢des dos
ambientes silvestres modificados e conservados (Inacio e BEC) e do peridomicilio
(Pedregulho e de SRS), nas quais as asas de fémeas exibiram maiores valores de
TC em relagcdo aos machos. Estudos sobre o DS vém sendo realizados durante
décadas a luz de conceitos evolutivos (Darwin 1874) e ecoldgicos, nos quais a
classe Insecta se revelou um modelo interessante (Grimaldi & Engel 2005). No
grupo dos triatomineos, as diferencas ligadas ao sexo, como o maior tamanho
corporal médio de fémeas em relagdo aos machos, ja foram abordadas por Lent e
Wygodzinsky (1979). Pesquisas conduzidas com populagdes de T. b. brasiliensis do
Ceara e do Piaui demonstraram também marcado DS no tamanho das cépsulas
cefélicas, sendo a das fémeas maiores que a dos machos (Borges et al 2000, 2005).
As divergéncias no tamanho alar entre fémeas e machos observadas no presente
estudo estao de acordo com as observacOes de Batista et al (2012), que mostraram
pela primeira vez o DS de tamanho e forma das asas de populacdes de T. b.
brasiliensis de um estado vizinho, o Ceara. No geral, a disparidade de tamanho
entre os sexos, com fémeas maiores do que machos, em Triatominae esta
associada a maior demanda de energia para a producdo de ovos. Estudos
reprodutivos demonstraram que a postura de ovos de T. b. brasiliensis depende da
sua boa condicao nutricional (Perondini et al 1975) e, consequentemente, do seu
melhor desempenho em ingerir sangue. De fato, a maior capacidade de alimentac&o
de fémeas desta subespécie foi evidenciada, indiretamente, em condi¢cbes de
laboratério através do numero superior de repastos sanguineos realizados (Folly-
Ramos et al 2016). Uma hipétese alternativa diz respeito a dispersao, estudos com
T. infestans mostraram que as fémeas exibem um comportamento de disperséo

mais acentuado em relacdo aos machos (Gurevitz et al 2006) e que os musculos de
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voo frequentemente sdo ausentes nos machos (Gurevitz et al 2007), o que poderia
implicar em uma maior predisposicao das fémeas a selecao.

Entre as trés localidades de Caic6 em que se mediu o DS de tamanho das
asas de populacdes do peridomicilio e do ambiente silvestre, em uma delas (Inécio)
observou-se a reducdo do DS de tamanho alar na transicdo do ambiente silvestre
para o ambiente artificial (peridomicilio). Dujardin et al (1999b) formularam a
hipétese de que a diminuicdo do DS de espécies em transicdo do ambiente silvestre
para o domicilio poderia ser esperada, uma vez que o aumento da densidade
populacional em ambientes mais estaveis favoreceria a competicdo por alimento.
Esta condicéo implicaria na menor ingestao de sangue, tendo como consequéncia a
diminuicdo do tamanho dos individuos. Assim, a reducdo do tamanho geral,
principalmente de fémeas que tem maiores necessidades alimentares, se refletiria
na reducdo do DS. Esta hipdtese poderia explicar a redu¢do do tamanho das asas e
do DS de tamanho alar observado nos espécimes de Inacio.

Nossas analises mostraram que, na localidade Inacio, individuos silvestres
foram maiores que os do peridomicilio (Figura 5.15A) e, durante as investigagdes
entomoldgicas, observou-se que 0s espécimes capturados neste Ultimo ambiente
compunham uma coldnia numerosa estabelecida em um curral de boi. Na ocasido
desta uUnica coleta noturna, foi possivel capturar 176 espécimes de uma s6 vez e
observamos que triatomineos estavam alimentados, porém nao ingurgitados. Nestas
circunstancias, o efeito da densidade populacional pode ter influenciado no estado
nutricional dessa populacdo e consequentemente no seu menor tamanho.
Adicionalmente, estudos tém sugerido que a quantidade e a qualidade da espécie
hospedeira (espessura da pele, viscosidade do sangue, mecanismos de hemostase)
usada como fonte alimentar pelos triatomineos poderia influenciar os seus
caracteres morfométricos (Guarneri et al 2000, Schachter-Broide et al 2004,
Hernandez et al 2011, Nattero et al 2013, Hernandez et al 2018). Em nosso estudo,
além do efeito da densidade populacional, é possivel que a fonte alimentar (bovinos)
desta populacéo possa estar influenciando nas suas variacdes métricas. Ha grandes
chances dos bovinos serem a fonte alimentar primaria destes espécimes, pois eram
0S animais mais proximos da colbnia e durante nossas investigagdes no ambiente
peridomiciliar desta localidade ndo observamos galinhas, somente um galinheiro
desativado em mal estado de conservacgao (~100m de distancia). Corroborando com

as nossas observacoes, pesquisas realizadas no conteudo intestinal de 7 espécimes

130



desta populacdo mostraram que a fonte alimentar predominante foi o Bos taurus
(5/7), o que poderia contribuir para a menor taxa de sangue ingerido pelos
triatomineos em funcdo da maior dificuldade de localizagdo do vaso sanguineo
devido a maior espessura da sua pele e, possivelmente, maior irritabilidade deste
animal a picada do barbeiro, favorecendo repastos incompletos.

O efeito da fonte alimentar na variagdo do tamanho alar da populagéo silvestre
de Inacio poderia ser aventado, em funcdo da oferta de alimento. O DS de tamanho
alar observado na populagéo capturada em um afloramento rochoso, provavelmente
estaria relacionado presenca de K. rupestris. Triatoma b. brasiliensis é uma
subespécie eclética em termos de exploracdo de recursos tréficos, reproduzindo-se
e desenvolvendo-se bem ao alimentar-se de aves e mamiferos em ecétopos
naturais. Em condigbes de laboratério, este vetor mostrou melhores taxas de
reproducédo e desenvolvimento quando alimentado em mamifero (camundongo) do
gue em aves (pombo) (Guarneri et al 2000). Kerodon rupestris € um dos
hospedeiros habituais de T. b. brasiliensis em afloramentos rochosos da Caatinga, o
qgual usa este ec6topo para reproducdo, descanso e protecdo contra predacdo
(Animal Diversity Web, 2017). A sua associagdo com esta subespécie é reportada
desde o inicio do século XX (Neiva 1914) até a atualidade (Sarquis et al 2010,
Bezerra et al 2014, Almeida et al 2016). Na nossa area de estudo, tradicionalmente,
a carne deste roedor foi muito apreciada pela populacdo local, no entanto, nos
ultimos anos a sua caca foi proibida, o que resultou no aumento da populacdo em
algumas éareas (Medeiros AS [SVS], comunicacdo pessoal). Por se tratar de um
alimento que faz parte da cultura de populacdes sertanejas, a possibilidade da
transmissao oral de T. cruzi ou pela manipulacdo e/ou ingestdao da carne de K.
rupestris deve ser considerada e medidas de prevencdo da infeccdo adotadas.
Embora ndo tivéssemos o objetivo de estudar a fauna de vertebrados, durante
nossas pesquisas entomoldgicas, verificamos evidéncias da presenca e abundancia
desse cavideo no conglomerado rochoso, onde foi coletada a populacéo silvestre T.
b. brasiliensis em Inacio. Estas evidéncias foram obtidas através da visualizacéo
direta (Figura 5.6A e B), da constatacdo de grande quantidade de urina e fezes
frescas desse roedor nos sulcos das rochas (Figura 5.6D), bem como da
identificacdo do seu DNA no conteludo intestinal de espécimes (2/3) capturados
neste ecétopo (1/3 espécime detectou-se DNA humano). Estas evidéncias sugerem

gue a populacdo de K. rupestris pode ndo ser a unica, mas a principal fonte
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alimentar desta populacdo silvestre de T. b. brasiliensis, o que implicaria na
eficiéncia no consumo de sangue das fémeas e consequentemente, o DS de
tamanho alar observado, provavelmente, devido ao seu melhor estado nutricional,
por conseguir ingerir sangue até a saciedade.

De modo similar, observou-se a ocorréncia de DS de tamanho da asa na
populacéo silvestre do BEC, onde ela coabitava com K. rupestris no afloramento
rochoso pesquisado. Nesta localidade, ndo avistamos o animal diretamente, mas,
assim como em Inacio, observamos grande quantidade de fezes e urina fresca na
superficie das rochas durante as coletas. Neste local, a fauna e flora nativas séo
preservadas, pois a area é circundada por muros altos, mas, eventualmente, animais
domésticos como gatos sdo retirados pelos soldados, que acessam a area para
realizar o seu treinamento. As observacdes de campo estdo de acordo com as
nossas analises laboratoriais do conteddo intestinal para detectar a fonte alimentar.
As analises de alguns individuos detectaram DNA de K. rupestris (2/6), Homo
sapiens (2/6), Galea spixii, (1/6) Felis catus (1/6), indicando acesso a fonte alimentar
e sugerindo bom estado nutricional da fémea. E importante notar que, nas
comparagcdes das populagbes silvestres entre localidades, a populacdo do BEC
(fémeas e machos) (Figuras 5.15B e 5.15D) exibiu menor TC das asas em relacao
as populacdes das demais localidades (Inacio, Pedregulho, SRS), o que poderia ser
interpretado como um possivel isolamento por distancia e/ou barreira fisica desta
populagdo em relagao as populagdes das outras localidades.

As andlises do TC da asa de populacdes de outras localidades permitiram a
observacdo do inverso do processo abordado por Dujardin et al (1999b). Nas
localidades de Pedregulho e SRS, diferencas estatisticas significativas no TC das
asas entre machos e fémeas foram observadas em popula¢cées do peridomicilio e
ndo do ambiente silvestre. Em Pedregulho, ndo houve diferenca de tamanho das
asas entre ecotopos, mas verificamos DS de tamanho na populacdo do
peridomicilio. Esta populacdo, composta por varios individuos ingurgitados (Figura
4.4F), foi coletada durante nossas pesquisas (1 diurna e 1 noturna) em uma cerca
de pedra de um curral de boi. Na visita diurna verificamos a presenca de bovinos
(bezerros) no interior do curral, sugerindo que esses animais poderiam servir de
fonte primaria de alimentacdo para essa colbnia. Entretanto, na coleta noturna
observamos galinhas dormindo nesta cerca e, nesta oportunidade, coletamos a

maioria dos espécimes ingurgitados em varias pedras sobre as quais as aves
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dormiam. Este fato é sugestivo de regularidade da oferta dessa fonte alimentar para
0 repasto sanguineo noturno diario desta colbnia. Apesar de T. b. brasiliensis
mostrar menor comprimento do corpo e capacidade reprodutiva de fémeas quando
alimentado em aves (pombo) em condi¢cdes de laboratério (Guarneri et al 2000),
possivelmente, na cerca de pedra usada como poleiro no peridomicilio de
Pedregulho, as galinhas serviriam de fonte alimentar para manter a col6nia T. b.
brasiliensis. A maior proximidade, o melhor acesso aos vasos sanguineos, devido a
fina espessura da pele, e a baixa irritabilidade deste hospedeiro no momento da
alimentacdo podem ter permitido que as fémeas alcancassem a replecédo, conforme
observado para T. infestans (Hernandez et al 2018). Nossas observacdes de campo
em conjunto com evidéncias obtidas em laboratério, deteccdo do DNA de G. gallus
(1/3) e de M. musculus (2/3), indicam o bom estado nutricional das fémeas do
peridomicilio de Pedregulho (pelo uso de aves e mamiferos como fonte alimentar), o
gue explicaria o maior tamanho corporal e, por conseguinte, a existéncia de DS de
tamanho da asa nesta populacéo. A populagdo capturada no ambiente silvestre nao
apresentou diferencas significativas entre machos e fémeas. No afloramento
rochoso pesquisado observaram-se sinais indicativos de uma menor densidade
populacdo de K. rupestres (poucas fezes secas) o que, aparentemente, se traduziu
em menor oferta de alimento para essa col6nia.

Em SRS, o marcado DS de tamanho das asas da populacéo (valor de TC de
fémeas maior do que de machos), capturada em uma cerca de pedras de um curral
de boi, pode estar associado ao consumo de sangue de diferentes espécies de
mamiferos. As analises do conteldo intestinal demonstraram a presenca de sangue
de K. rupestris (4/7), M. musculus (1/7), G. spixii (1/7) e H. sapiens (1/7). A
predominancia do mocdé como recurso alimentar para esses espécimes e as
convergéncias de tamanho das asas das asas de fémeas do peridomicilio e
ambiente silvestre (Figura 5.15C) podem ser indicios de intercambio entre as
populacdes de T. b. brasiliensis dos dois ambientes. No ambiente silvestre de SRS,
K. rupestris (4/6) também foi a fonte alimentar predominante nos espécimes
avaliados (1/6 H. sapiens, 1/6 P. maculata). Na populacdo do ecétopo silvestre (SM)
pesquisado (afloramento rochoso) ndo foram observadas diferencas ligadas ao sexo
(Figura5.14C). A maior variagao do tamanho observado nas fémeas deste ambiente
sugere limitacdo da oferta de alimento, gerando competicdo entre os individuos.

Nestas circunstancias, os individuos que conseguissem se alimentar realizariam
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repastos incompletos, resultando no menor tamanho e na auséncia de DS de
tamanho da asa. Em razdo da escassez de alimento, os individuos desta colbnia se
dispersariam para locais com maior abundancia de vertebrados como na é&rea
peridomiciliar das habitaces humanas.

Estudos sobre a interacdo tripanosomas-triatomineos demonstraram que 0s
parasitos podem afetar diversos aspectos da vida do inseto vetor, os quais podem
ter implicagBes para a transmisséo do proprio parasito e/ou conferir diferentes niveis
de patogenicidade ao hospedeiro. Tais danos infligidos pelo parasito podem variar
de ausente a graves e podem ser exacerbados quando atuam sinergicamente com
estressores biodticos/abidticos nos ecotopos naturais, tais como a temperatura
(Schaub 1992). Trypanosoma rangeli € conhecido por ser altamente patogénico ao
vetor, sobretudo em infecgcdes com alta carga parasitaria, levando a altas taxas de
mortalidade, ao atraso no desenvolvimento, dificuldades na alimentacdo e
modificacdes na morfologia (Grewal, 1957, Afiez 1984, Tobie 1964). Diferente de T.
rangeli, o efeito de T. cruzi no hospedeiro invertebrado € mais sutil, podendo ser
aparente ou ndo. A auséncia de interferéncia de T. cruzi no hospedeiro invertebrado,
tais como na taxa de mortalidade (Schaub 1988) e danos no tecido intestinal (Kollien
et al 1998) corroboram com a ideia de que T. cruzi € um parasito ndo patogénico
para os triatomineos. No entanto, varios trabalhos tém evidenciado o seu efeito no
inseto vetor, inclusive com reducdo ténue do fithess, com menores taxas de
fecundidade e fertilidade (Lima et al 1992, Fellet et al 2014), atraso no tempo de
desenvolvimento, reducdo do peso corporal e do tamanho das gbénadas (Botto-
Mahan et al 2008, Oliveira et al 2010). Além disso, foram relatadas influéncias do
parasito em parametros que ndo estdo diretamente relacionados ao fitness como
alteragbes no tamanho da asa (Nouvellet et al 2011) e potencial manipulagcdo do
comportamento de dispersdo dos vetores (Ramirez-Sierra et al 2010). No presente
estudo as analises morfométricas mostraram que, na maioria das populagdes (9/11)
avaliadas, os grupos infectados com T. cruzi exibiram menores valores médios de
TC, porém essa diferenca ndo foi significativa, indicando que T. cruzi pode ter uma
influéncia sutil no que tange a essa variavel (Figuras 5.15A-B e 5.16A-B). Sabe-se
gque as diferentes linhagens de T. cruzi apresentam diversidade bioldgica,
bioquimica, molecular e genética que implicam em diferentes niveis de adaptacdo as
diferentes espécies vetoras (Zingales et al 2009). A auséncia de alteracdes

significativas no TC das asas sugere adaptacdo das linhagens de T. cruzi as
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populacdes de T. b. brasiliensis, possivelmente devido a sua longa coexisténcia na
area de estudo. Andlises empregando RAPD para estimar relagfes filogenéticas de
isolados de T. cruzi do RN mostraram que perfis homogéneos de amostras de
humanos e de triatomineos poderiam estar associado com a selecédo do parasito ha
milhares de anos (Camara et al 2013), concordando com a ideia de que a primeira
transmissao de T. cruzi para humanos por T. b. brasiliensis na regido nordeste teria
ocorrido milhares de anos antes (15.000 a 12.000 BP) do periodo aceito para o
povoamento da América do Sul (Araujo et al 2009).

Adicionalmente, o efeito subpatogénico de T. cruzi pode néo ter se refletido no
TC possivelmente devido a adaptacdo das populacdes de T. b. brasiliensis a
reflgios que oferecam condigcbes microambientais favoraveis para lidar com a
infeccdo, visto que este triatomineo, como anteriormente reportado por Lucena
(1970), é afeito a ambientes quentes e secos, tipicos das areas semiaridas
seridoenses. Em condi¢cdes de laboratério, a avaliacdo dos efeitos de T. cruzi em
parametros do fitness de P. megistus (Lima et al 1992) e de T. b. brasiliensis
(Oliveira et al 2010) mantidos em torno de 30°C mostraram que na primeira houve
diminuicao significativa da reprodugcédo enquanto na segunda ndo. Esses achados
evidenciam que, possivelmente, a temperatura pode ter atuado como fator abioético
estressor sinérgico (Schaub 1992), amplificando o efeito de T. cruzi em P. megistus
gue normalmente prefere temperaturas mais baixas, ao contrario de T. b. brasiliensis

que prefere temperaturas mais altas.

6.3.2. Variacdo da forma e alometria

6.3.2.1. Entre sexos, ambientes, localidades e grupos infectados e nao

infectados por T. cruzi
Estudos utilizando a morfometria geométrica pressupdem que a variacao da
conformacao reflete indiretamente a variacdo genética, uma vez que a conformacao
€ considerada um carater poligénico (Dujardin 2011). Em estudos populacionais, as
analises multivariadas das variaveis de conformacdo podem revelar padrbes de
estruturacdo de populacdes em microescala espacial, os quais podem estar
associados ndo so6 a ecétopos e hospedeiros, mas também podem ser causados por
algum grau de isolamento fisico (Schachter-Broide et al 2004). O presente estudo
mostrou que as populagdes de T. b. brasiliensis de Caic6 exibiram divergéncias na
conformacdo alar entre sexos e ecoétopos, porém ndo mostraram diferencas
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consistentes entre localidades. Considerando todas as populacbes avaliadas,
apenas a populacdo do peridomicilio de Inacio apresentou DS de conformacédo. A
andlise discriminante e as distancias de Mahalanobis mostraram que Inacio também
foi a localidade em que tanto os machos quanto as fémeas apresentaram diferentes
padrbes de conformacao ligados ao ecotopo (silvestre e peridomiciliar), enquanto em
Pedregulho observou-se divergéncia apenas para os machos e as outras localidades
ndo mostraram diferencas significativas entre ecotopos. Essa falta de diferenciacéo
pode ser atribuida a possibilidade de troca de triatomineos entre habitas do
ambiente silvestre e peridomiciliar dessas localidades, nos quais o fluxo de
individuos poderia ser mais intenso. As diferencas na conformacdo das asas das
populacdes de T. b. brasiliensis encontradas aqui se aproximam dos resultados
obtidos por Batista et al (2012) ao estudar T. b. brasiliensis e por Schachter-Broide
et al (2004) ao estudar T. infestans, os quais também evidenciaram diferencas
significativas de conformacdao alar ligadas ao sexos e ao ecotopo.

Nossos resultados ndo mostraram alteracdes significativas na conformagao
alar de T. b. brasiliensis que apontassem para eventos adaptativos relacionados a
interagdo com o protozoario T. cruzi. Entretanto, no que diz respeito a diferenciagéo
das populacdes de Inacio e Pedregulho, é possivel que elas estejam sofrendo
pressdes seletivas e que estas incidem de maneira diferente em machos e fémeas,
especialmente no peridomicilio de Inacio onde foi detectado dimorfismo sexual de
conformacdo. O fator bidtico ou abidtico que poderia estar correlacionado a esta
diferenca na conformacdo provavelmente sdo as condi¢cdes microclimaticas do
ecotopo em associagcdo com o tipo de fonte alimentar. A heterogeneidade de
tamanho, do tipo de material e a da organizacdo das estruturas ecotipicas podem
conferir diferentes efeitos de amortecimento da temperatura e variagdo da umidade
relativa micro local (Vasquez-Prokopec et al 2002), principalmente em areas
semiaridas com grave processo de desertificacdo onde os efeitos das mudancas
climaticas sdo mais intensos, tais como na nossa area de estudo na regido do
Serid6 (MMA 2007, Marengo 2008). Esta conjectura pode ser extrapolada para
outros fatores abiéticos como o grau de insolacdo e de intensidade luminosa dos
habitats. Apesar de ndo termos medido essas variaveis no afloramento rochoso e no
curral de boi, ndo descartamos a possibilidade da sua influéncia nas populagdes.
Adicionalmente, as espécies hospedeiras residentes nos ecotopos possivelmente

poderiam contribuir para a variagcdo da conformacéo alar observada no presente
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estudo, uma vez que as diferentes espessuras da pele, viscosidade do sangue e as
diferencas nos mecanismos homeostéaticos dos hospedeiros (plaquetas de
mamiferos e trombdcitos de aves) podem afetar o repasto sanguineo dos insetos e
contribuir para o estresse nutricional (Lehane 2005, Lewis 1996). As analises da
fonte alimentar e observacdes de campo do presente estudo evidenciaram que um
alto percentual dos individuos das populacdes pode ter se desenvolvido em cada
habitat alimentando-se, principalmente, de bovinos (peridomicilio de In&cio) e
galinhas (peridomicilio de Pedregulho). Ja no ambiente silvestre modificado
evidenciamos K. rupestris (Inacio) e G. spixii (Pedregulho). Estes fatores, inerentes
ao ecoOtopo e a espécie hospedeira, ja foram sugeridos e demonstrados como
responsaveis por afetar o desenvolvimento do ciclo bioldgico, o tamanho do corpo, o
tamanho a capsula cefalica, do tamanho e da conformacéo das asas, bem como a
assimetria flutuante da conformacdo alar de triatomineos (Guarneri et al 2000,
Vasquez-Prokopec et al 2002, Nattero et al 2015, Hernandez et al 2018).

Estudos empregando ferramentas moleculares e morfometria geométrica
podem auxiliar no entendimento das questdes evolutivas e adaptativas no grupo dos
triatomineos. Um exemplo de plasticidade fenotipica foi sugerido, ao associar
morfometria geométrica e analises de isoenzimas, para o padrdo “dark morph”
(variante escura) de T. infestans do ambiente silvestre, pois contrastava com o
padrdo ja conhecido e muito adaptado ao ambiente domiciliar (Noireau et al 1997).
Posteriormente, Gumiel et al (2003) utilizaram a morfometria geométrica para
estudar a variacdo geogréafica e interespecifica do complexo T. infestans, incluindo o
padrao “dark morph” e a espécie Triatoma melanosoma Martinez, Olmedo &
Carcavallo, 1987. Os resultados mostraram consistente diferenciacdo geografica,
porém nenhuma evidéncia foi encontrada para considerar o padrao “dark morph” ou
T. melanosoma como espécie distinta, 0 que levou o0s autores a sugerirem sinonimia
de T. melanosoma com T. infestans.

Variabilidade fenotipica de T. b. brasiliensis foi reportada no estado de
Pernambuco, onde foram descritos diferentes padrdes cromaticos desta subespécie,
os quais foram devidamente analisados com o auxilio de técnicas moleculares e da
morfometria geométrica (Gumiel 2011, Costa et al 2016). As analises mostraram
distintos padrbes cromaticos que ocorrem aleatoriamente em varios ecétopos e que
foram agrupados como T. b. brasiliensis em um dendrograma obtido com base em

dados moleculares (Monteiro et al 2004, Costa et al 2016). A existéncia destes
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diferentes fenotipos foi associada a cruzamentos naturais ocorrendo entre T. b.
brasiliensis, T. b. macromelasoma e T. juazeirensis 0 que vem gerando uma
variabilidade fenotipica em areas hibridacéo (Costa et al 2016).

Noireau et al (1998) estudaram oito populacdes de duas espécies
morfologicamente semelhantes, T. sordida e Triatoma guasayana Wygodzinsky e
Abalos, 1949, empregando a MLEE de 20 locus. Os resultados mostraram a
separacdo das duas espécies e a suposta ocorréncia de poucos hibridos na
natureza levaram os autores a sugerir divergéncia evolutiva recente dentro de T.
sordida. Estudos recentes visando encontrar marcadores fenotipicos para a
diferenciacdo de populacbes e das espécies do subcomplexo Sordida, utilizando a
morfometria linear e a morfometria geométrica, confirmaram a existéncia de padrdes
muito préximos de T. sordida e indicaram a conformacéo alar como marcador
fenotipico razoavelmente bom para delimitar as quatro espécies. As analises da
conformacéo alar foram capazes de diferir a espécie criptica proposta, T. sordida da
Argentina, de T. sordida do Brasil e da Bolivia, sugerindo que as supostas espécies
podem nao ser cripticas (Nattero et al 2017).

Eventos de plasticidade fenotipica, como 0s mencionados acima, geram novos
fendtipos, os quais em um novo ambiente podem ser adaptativos. Devido a essa
condicdo, a plasticidade fenotipica pode auxiliar a especiacéo, disponibilizando um
fenotipo diferente sobre o qual a selecdo natural pode agir (Dujardin 2011). No
presente estudo, os exemplares analisados ndo apresentaram varia¢cdes cromaticas
gue se distanciassem do padrdo caracteristico de T. b. brasiliensis ja descritos por
Lent & Wygodzinsky (1979) Costa et al (2013) e Dale et al (2018). Apesar de
estudos sobre plasticidade fenotipica serem relatados em varios cenarios no grupo
dos triatomineos, a investigacdo da plasticidade fenotipica de populacdes de T. b.
brasiliensis empregando a morfometria geométrica ainda ndo havia sido conduzida
para entender a dindmica adaptativa deste vetor no municipio de Caic6, regiao
Seridé do RN, &rea que esta passando por um intenso processo de desertificacdo e
marcados periodos de seca, 0s quais estdo sendo agravados pelas mudancas
climaticas (MMA 2007, Marengo 2008).

Em um contexto geral, a andlise da conformacdo alar mostrou algumas
guestbes que merecem ser investigadas com mais detalhes, com atencao especial
para as localidades de In4cio e de Pedregulho. Registros dos indices de infestacédo

domiciliar e dos indices de infec¢do natural destas areas, obtidos pelas Secretarias
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de Vigilancia em Saude, deverdo também ser analisados para verificar se estas
diferenciagdes na conformacéo alar poderiam estar correlacionadas a diferencas na
capacidade vetorial de T. b. brasiliensis, nestas localidades. No presente estudo, a
analise discriminante mostrou que ndo houve diferencas significativas na
conformacéao alar ligada a infeccéo por T. cruzi ja que a os graficos de similaridade
morfoldgica, resultante da analise de agrupamento com base nas distancias de
Mahalanobis, mostraram que grupos negativos e positivos foram mais semelhantes.
Em uma andlise geral, os dados do presente estudo sugerem que T. b.
brasiliensis das localidades estudadas de CaicO encontra-se em ambientes que
aparentemente nao estdo exercendo pressdes adaptativas intensas e/ou o intenso
fluxo de individuos entre alguns eco6topos pode estar ocorrendo a ponto de nao
haver forte estruturagédo de populagcbes. Vale mencionar que Almeida et al (2016)
evidenciaram fluxo génico entre populacdes de sitios geograficos e ecotopos mais
distantes, ~ 600m. Entretanto, ndo descartamos a possibilidade de algum grau de
diferenciacdo genética das populacbes entre ecétopos de Inacio e de Pedregulho,
inferida indiretamente a partir das diferencas de conformagéo das asas. A auséncia
de alometria (influéncia do tamanho na conformacé&o) indica que estas variagdes nao
estdo associadas afores externos, pois 0 tamanho € um carater mais labil que a
conformacéo, e sim a fatores genéticos (Dujardin et al 2014). Enfatizamos que, de
acordo com estudos moleculares, T. b. brasiliensis, € o membro do complexo que
apresenta maior variabilidade genética (Monteiro et al 2004) o que também poderia
ser um aspecto positivo para que mudancas fenotipicas pudessem ocorrer frente a
pressdes seletivas. No estado de PE, avaliacbes em nivel estadual mostraram uma
alta variabilidade fenotipica de T. b. brasiliensis e T. b. macromelasoma, em
decorréncia de eventos de hibridagdo. Eventos estes que geraram inUmeros
fendtipos, tanto na conformacéo alar quanto nos padrées cromaticos (Costa et al
2016 e Gumiel 2011). Portanto, sugerimos a continuidade das investigacdes na area
de estudo com a abordagem de outros parametros morfoldgicos, tais como analises
da assimetria flutuante do tamanho e da conformacéo da asa, bem como a medicéo
das varidveis macro e micro climaticos a fim de identificar fatores abidticos que
possam gerar respostas adaptativas e/ou ecoldgicas que impliquem na capacidade

vetorial de T. b. brasiliensis.
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7. CONCLUSOES

e Os resultados referentes a niumero de triatomineos capturados nos ambientes
silvestres, peridomiciliar e intradomiciliar mostraram que T. b. brasiliensis foi o vetor
mais abundante e disperso em relacdo as espécies T. pseudomaculata e T.
petrocchiae nas localidades estudadas de Caic6, RN.

e A colonizacdo de Triatoma b. brasiliensis é consistente e foi evidenciada no
ambiente silvestre, no intradomicilio e, especialmente, no peridomicilio das UDs das
areas estudadas, atestando a persisténcia da infestacdo deste vetor em ecotopos

artificiais.

e Triatoma b. brasiliensis foi a espécie que ocupou mais ecotopos (9 eco6topos),
nos quais o curral de boi, construido com muros de pedras, foi 0 mais infestado do
peridomicilio, destacando-se como reflgio para esta subespécie, pois parece reunir
condicbes microcliméaticas adequadas para o seu desenvolvimento no contexto de

mudancgas climaticas em areas de intensa desertificacao.

e Os altos indices de infeccdo natural de T. b. brasiliensis nos ambientes
antropicos e silvestres, bem como evidéncias do contato das pessoas com o vetor
demonstram que as atividades de vigilancia entomoldgicas ininterruptas associadas
a campanhas de sensibilizacdo da populacdo residente em area endémica sao

imprescindiveis nas localidades estudadas.

e As localidades em que T. b. brasiliensis apresentou as mais altas taxas de
infeccdo natural por T. cruzi, segundo as trés técnicas usadas, foram Sitio Inacio,
Batalhdo de Engenharia de Construcdo de Caic6 e Sitio Riacho do Santo, locais

com presenca mais frequente de K. rupestris.

e Os resultados mostraram que 9 espécies (aves e mamiferos) compdem o0s
recursos troficos T. b. brasiliensis na area estudada, indicando que é uma

subespécie de habito alimentar eclético, confirmando dados da literatura.
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e Kerodon rupestris foi a principal fonte alimentar detectada em espécimes
infectados de ecoétopos silvestres modificado/conservado e peridomiciliar, sugerindo
gue este roedor pode ser a provavel fonte de infeccdo de T. b. brasiliensis ndo
apenas nos ambientes silvestres, mas também de colbnias estabelecidas no

peridomicilio.

e A identificagdo de sangue humano no conteudo intestinal de T. b. brasiliensis
demonstra certo grau de antropofilia desta subespécie, o que indica o potencial risco

de transmisséo de T. cruzi para as pessoas residentes na area de estudo.

e A caracterizacdo genética dos isolados de T. cruzi demonstrou a circulagédo das
DTUs Tcl e Tcll no peridomicilio e no ambiente silvestre modificado/conservado,
com predominancia de Tcl em ambos os ambientes, sugerindo sobreposicdo dos
ciclos silvestre e peridomiciliar de T. cruzi mediados por T. b. brasiliensis e/ou K.

rupestris nas areas estudadas.

e A morfometria geométrica revelou variabilidade no tamanho e na conformagéo
das asas entre as populacdes de T. b. brasiliensis da area estudada, mostrando-se
eficiente para estudos populacionais.

e Dimorfismo sexual de tamanho (Inacio, Pedregulho, SRS e BEC) e de
conformacdo (Inacio) foram evidenciados, sugerindo que machos e fémeas se
encontram sob diferentes pressdes que podem estar relacionadas a
disponibilidade/tipo da fonte alimentar, uma vez que as fémeas demandam mais

energia para reproducéo e dispersao.

e Houve divergéncia no tamanho das asas (fémeas e machos - Inacio, fémeas -
Pedregulho, machos - SRS e machos - SSBE) entre os ambientes peridomiciliar e
silvestre modificado, indicando possivel influéncia de fatores abioticos inerentes ao
micro local do ecotopo (temperatura, umidade relativa, insolacdo, luminosidade, etc)

e de fatores bidticos como o tipo/disponibilidade da fonte alimentar.
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e As homogeneidades do TC (maioria das populacdes) e da conformacdo alar
entre localidades refletem a similaridade das condicbes macro ambientais, uma vez
gue as localidades estudadas se situam em altitudes similares com o mesmo padréo

climatico do bioma Caatinga, dentro do mesmo municipio.

e As diferencas detectadas no TC das asas entre localidades possivelmente estéo
relacionadas a condicdes microclimaticas ecotipicas em conjunto com a
disponibilidade de fonte alimentar (peridomicilio) e também devido a um possivel
isolamento por barreira fisica (muros altos) da populacdo do ambiente silvestre

conservado do BEC.

e Nao houve diferenca no TC e na conformacgao das asas entre grupos infectados
e nao infectados por T. cruzi, indicando que T. cruzi ndo induz mudangas na nestes

parametros morfométricos das asas de T. b. brasiliensis.
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8. PERSPECTIVAS

e Dar continuidade aos estudos morfométricos com enfoque na assimetria alar
gue poderad avaliar, de forma indireta, se a infeccdo por T. cruzi pode ser
considerada um fator de estresse para o desenvolvimento de T. b. brasiliensis e
ainda medir outras varidveis que possam estar influenciando o desenvolvimento do
vetor e, consequentemente, a sua morfologia nos diferentes ecétopos e/ou

localidades.

e Levantar espécies de mamiferos e realizar estudos para esclarecer o seu
status como hospedeiro/reservatorio, bem como a identificacdo dos gendétipos de T.

Ccruzi nesses animais.

e Realizar pesquisa de T. cruzi nos bovinos para esclarecer o papel desse
mamifero como dispersor, sentinela ou barreira da transmissdo desse protozoario

para populacdo humana residente na area de estudo.

e Elaborar uma cartilha voltada para os técnicos das Secretarias de Vigilancia
em Saude, resumindo de forma clara e objetiva, os resultados mais relevantes para

as atividades de controle e monitoramento dos vetores da doenga de Chagas.

e Desenvolver material educativo, que possa ser facilmente acessado pela
populacdo de Caicd, mostrando a importancia e incentivando cuidados basicos para
prevencdo, bem como para impedir a domiciliagdo dos vetores em areas de altas

infestacdes peridomiciliares.

e Sensibilizar a populacdo quanto a importancia de afastar o K. rupestris dos
ecoétopos artificiais. Em casos de consumo da carne deste roedor, atentar para os
cuidados durante o preparo para evitar contaminagao por meio de lesGes da pele ou
mucosas. Nao consumir carne malpassada, garantir a coc¢cdo da carne acima de

45°C para evitar a transmisséo de T. cruzi.
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