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RESUMO

A regido do Vale do Jequitinhonha foi uma area de intensa transmissao vetorial da
infeccéo chagasica no século passado, tendo sido uma das primeiras areas do Brasil
a realizar acbes de combate a populacdes de triatomineos domiciliados. Com o0s
niveis de controle alcancados e a virtual eliminacdo do Triatoma infestans no pais,
outras espécies continuam como alvo das atividades de vigilancia. Esse estudo teve
por objetivo analisar a ocorréncia e distribuicdo de triatomineos nas areas urbana e
rural do municipio de Diamantina, Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais, além de
analisar a infeccdo por Trypanosoma cruzi em vetores e eventuais reservatérios da
infeccdo. Os triatomineos foram coletados durante as acfes de vigilancia
entomoldgica entre setembro de 2011 e agosto de 2014. Os insetos positivos para
tripanossomatideos tiveram o conteddo intestinal submetido a ensaio para
determinacdo da linhagem de T. cruzi. A distribuicdo dos triatomineos na éarea
urbana foi analisada por meio de estatistica espacial cotejando com dados de
vegetacdo. A distribuicdo dos insetos na area rural foi analisada por meio de
Modelos Lineares Generalizados empregando dados obtidos de sensores remotos.
Avaliaram-se os conhecimentos a respeito de triatomineos e doenca de Chagas por
meio de questionario entre moradores de localidades com diferentes niveis
historicos de infestacéo triatominica domiciliar. Mamiferos silvestres e sinantropicos
foram capturados e examinados quanto a infeccdo por T. cruzi. Foi realizada analise
morfométrica de asas e andlise molecular por meio de sequenciamento de gene do
citocromo B para esclarecer relacdes de espécies de triatomineos morfologicamente
semelhantes ao Triatoma maculata. Foram capturados 975 triatomineos
pertencentes a oito espécies. Panstrongylus megistus foi a principal espécie
capturada, sobretudo em colbnias detectadas durante atividades de atendimento as
notificagcdes. Triatoma vitticeps foi a espécie mais notificada no municipio. A infecgéo
por tripanossomatideos foi observada em 7,4% dos insetos examinados, com
destaque para Panstrongylus geniculatus (38,1%) e T. vitticeps (17,6%). Foram
detectadas as linhagens Tcl, Tcll e Tclll do T. cruzi entre triatomineos. As espécies
distribuiram-se em distintas areas de ocorréncia ao longo do municipio. Os Modelos
Lineares Generalizados ndo mostraram bom poder preditivo para descrever a
ocorréncia de P. megistus, T. arthurneivai e T. vitticeps. Na area urbana foi

observada ocorréncia de 140 exemplares de quatro espécies (P. geniculatus, P.



megistus, Triatoma arthurneivai e T. vitticeps). A distribuicdo de iméveis infestados
foi agregada para todas as espécies, exceto P. megistus, estando T. vitticeps e P.
geniculatus proximos a areas mais vegetadas e cobertas por campo rupestre. A
populacdo reconheceu os triatomineos independentemente da localidade de
residéncia, porém os moradores de areas mais infestadas conheciam melhor os
servigos de controle e as condutas a se adotar em relagcdo aos insetos. Nao foram
detectados mamiferos infectados por T. cruzi. Na morfometria geométrica T.
maculata e Triatoma pseudomaculata formaram um clado enquanto na andlise
molecular T. pseudomaculata com Triatoma wygodzinskyi foram agrupados em um
clado, sendo T. maculata e T. arthurneivai espécies mais distantes. Os resultados
mostram diferencas nos espacos geograficos ocupados pelos triatomineos no
municipio, além da interagdo com diferentes linhagens de T. cruzi, contribuindo para
um melhor entendimento da ecoepidemiologia das espécies encontradas em

Diamantina e indicando a necessaria manutencao da vigilancia entomoldgica.

Palavras-chave: triatomineos; Trypanosoma cruzi; andlise espacial; controle vetorial;

conhecimento.



ABSTRACT

Jequitinhonha Valley region represented an area with intense vector-borne
transmission of Chagas disease infection in the past century, and also was one of the
first areas in Brazil to carry out activities against domiciliated triatomines. Because of
the controlled transmission and elimination of Triatoma infestans in Brazil, other
triatomine species remain as target of surveillance. This study aimed to analyze the
occurrence and distribution of triatomines in the urban and rural areas of the
municipality of Diamantina, Jequitinhonha Valley, Minas Gerais, and to evaluate
infection by Trypanosoma cruzi among vectors and possible reservoirs. Triatomines
were collected during entomological surveillance between September 2011 and
August 2014. Intestinal content of the insects with trypanosomes was evaluated for
diagnosis of T. cruzi lineage. Distribution of triatomines in an urban area was
analyzed by means of spatial statistics associated to vegetation cover data.
Distribution of insects in the rural areas was analyzed by means of Generalized
Linear Models with remote sensed data. Knowledge related to triatomines and
Chagas disease was evaluated by using a questionnaire among residents in
localities with different historical levels of triatomine infestation. Sylvatic and
synanthropic mammals were examined about T. cruzi infection. Wing morphometry
and sequencing of cytochrome B gene were used to clarify relationships of species
morphologically similar to Triatoma maculata. A total of 975 triatomines of eight
species were captured. Panstrongylus megistus was the most captured species,
especially in colonies detected during searches by health agents in response to
previous notification. Triatoma vitticeps was the most notified triatomine. Infection by
trypanosomes was observed in 7.4% of examined insects, and Panstrongylus
geniculatus (38,1%) and T. vitticeps (17,6%) were most infected species. T. cruzi
lineages Tcl, Tcll and Tclll were detected among triatomines. Triatomine species
occurred in distinct areas along the municipality. Generalized Linear Models did not
present good predictive power in describing P. megistus, Triatoma arthurneivai and
T. vitticeps distribution. In urban area 140 triatomines of four species were captured
(P. geniculatus, P. megistus, T. arthurneivai and T. vitticeps). Spatial distribution of
infested buildings was clustered for all species, except for P. megistus. T. vitticeps
and P. geniculatus were found in more vegetated areas covered by rocky fields.

People from all localities were able to recognize triatomines, but the residents in



areas with more infestation knew better the existence of triatomine control service
and reported desirable attitudes about the detection of insects. T. cruzi-infected
mammals were not detected. At geometric morphometrics T. maculata and Triatoma
pseudomaculata were grouped into a clade, whereas in molecular analysis T.
pseudomaculata and Triatoma wygodzinskyi were grouped into a clade and T.
maculata and T. arthurneivai remained more distant to them. Results presented
differences in geographic space occupied by triatomines in the municipality, with
interaction with distinct lineages of T. cruzi, contributing to improved understanding of
ecoepidemiology of the triatomines species found in Diamantina, and indicating the

necessity of a sustained entomological surveillance.

Keywords: triatomines; Trypanosoma cruzi; spatial analysis; vector control;
knowledge.
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1.1 Doenca de Chagas — Aspectos gerais

A doenca de Chagas (tripanossomiase americana) € uma protozoose
relacionada a infeccdo pelo hemoflagelado Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909),
que acomete majoritariamente populagbes rurais de paises Latino-americanos.
Estimativas apontam que cerca de 5,7 milhdes de pessoas estdo infectadas e 70
milhdes sob risco de infecgcdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).

A infeccdo chagasica ocorria originalmente como uma enzootia de mamiferos
e triatomineos. Contudo, a modificagdo antrdépica dos espacos naturais de
transmisséo do parasito resultou no surgimento de um ciclo domiciliar, com inclusao
do homem e animais domésticos como hospedeiros do T. cruzi (BARRETTO, 1979;
COURA, 2013a).

A transmissado do protozoario ao homem ocorre principalmente por meio de
vetores, a saber, hemipteros reduvideos hematofagos da subfamilia Triatominae.
Esses insetos adquirem o protozodrio durante o repasto sanguineo em hospedeiros
e reservatérios infectados. O parasito passa por transformacées morfolégicas e
multiplicagdo no tubo digestivo do inseto e suas formas infectantes, as
tripomastigotas metaciclicas, sao eliminadas junto as fezes e urina. Uma vez em
contato com o homem, durante o repasto sanguineo do triatomineo, essas dejecdes
contaminadas com o T. cruzi podem ser carreadas para algum ponto lesionado da
pele, inclusive no proprio sitio da picada, ou para mucosas, pelo ato de cocar (DIAS,
1979; SCHOFIELD, 1994).

Instalada a infeccdo no homem, o parasito pode ser transmitido por
transfusdo de sangue e hemoderivados, ou de mées infectadas aos filhos durante a
gestagdo ou o0 parto, mecanismos esses com importancia epidemiologica e que
dependem diretamente da transmissdo vetorial pregressa (DIAS, 2006; APT et al.,
2013).

Outras formas de transmissao do parasito incluem a ingestao de alimentos
contaminados, os acidentes de laboratério e a manipulacdo de carcacas de animais
infectados, esses Ultimos sem grande relevancia epidemiolégica. A ingestdo de
formas infectantes do T. cruzi, entretanto, tem sido responsavel por surtos da
doenca de Chagas, estando principalmente relacionados ao consumo de polpa de
acai e caldo de cana contaminados com fezes de vetores infectados, ou mesmo 0s

préprios insetos triturados, surtos esses que apresentam alta letalidade entre os



29

acometidos (STEINDEL et al., 2008; NOBREGA et al., 2009; SHIKANAI-YASUDA,
CARVALHO, 2012; BENITEZ et al., 2013; SEGOVIA et al., 2013; SOUZA-LIMA et
al., 2013; SOTO et al., 2014).

O curso clinico da doenca de Chagas caracteriza-se inicialmente por uma
fase aguda de duragao entre trés e oito semanas, sendo na maior parte das vezes
assintomatica ou oligossintomética. Nessa fase a presenca do parasito no sangue
pode ser detectavel por métodos de observacédo microscopica direta (SECRETARIA
DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2005). Em algumas situacdes, para casos de
transmissao vetorial, € possivel observar sinais conhecidos como de “porta de
entrada”, que sdo o sinal de Romafa, caracterizado por edema bipalpebral
unilateral, e o chagoma de inoculacdo, que consiste em uma lesdo nodular
endurada. Na fase aguda pode ocorrer cardiopatia, relacionada principalmente as
lesbes e processo inflamatério gerando prejuizo funcional no coragdo do infectado
(COURA, 2007; RASSI-JUNIOR et al., 2010).

ApoOs a fase aguda, a infeccdo passa a fase cronica, na qual a deteccédo dos
flagelados no sangue raramente ocorre por técnicas de observacéo direta, sendo o
diagnéstico realizado rotineiramente por meétodos sorolégicos (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2005). Do ponto de vista clinico, a fase cronica se
apresenta numa forma assintoméatica indeterminada, cujas alteraces patoldgicas,
guando presentes, limitam-se a pequenas lesdes em nivel microscopico da intima
vascular, ou em formas sintométicas, entre as quais predominam a cardiaca e/ou
digestiva (RASSI-JUNIOR et al., 2010).

As formas sintomaticas na fase cronica da doenca de Chagas manifestam-se
em cerca de 30% dos portadores da infecgdo. As disfungdes relacionadas a essas
formas estdo associadas a processos inflamatorios nos quais ha persisténcia da
destruicdo tecidual mesmo com infima presenca do parasito. A ocorréncia de
alteracbes anatomopatolégicas estd associada principalmente a perda da
contratilidade das musculaturas estriada cardiaca e lisa, com prejuizos ligados
também a denervacao do sistema nervoso autbnomo (COURA, 2007).

O arsenal terapéutico especifico para a doenca de Chagas se limita a dois
medicamentos, o benznidazol e o nifurtimox. A eficacia do tratamento & variavel
conforme a fase da doenca, a cepa do parasito e a resposta imune do hospedeiro.
De acordo com Cangado (2002), Oliveira et al. (2008) e Coura (2009) nos casos

agudos e crbnicos recentes (menos de dez anos de infec¢do), o percentual de cura
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pode exceder a 90%, contudo, em casos cronicos tardios (mais que dez anos pos-
infeccdo), este percentual dificiimente alcanca 30%. Ha expectativas de que em
casos tratados com o benznidazol, a evolugcdo clinica possa ser controlada ou
minimizada (LANA et al., 2009), contudo, em um estudo multicéntrico, Morillo et al.
(2015) ndo encontraram evidéncias de melhoras clinicas e parasitoldgicas que
justifiguem o tratamento nesta fase.

Em um panorama atual, com as grandes transformacdes sociais e
demograficas, a doenca de Chagas tem alcancado regifes antes indenes, como a
América do Norte e Europa. Tal fato ocorre basicamente pelas migracbes de
infectados de areas endémicas para essas areas, onde a transfusdo de sangue
contaminado assume o principal meio de transmissdo do parasito (DIAS, 2013;
JACKSON et al., 2014; ORTI-LUCAS et al., 2014; PEREZ-MOLINA et al., 2014).

No Brasil, estima-se que haja cerca de 1,1 milhdo de infectados (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2015), dos quais quase a totalidade é de casos cronicos que
demandam atencdo médica especializada e/ou assisténcia previdenciaria, sobretudo
no que se refere as formas sintomaticas (DiAs, 2001; SECRETARIA DE VIGILANCIA
EM SAUDE, 2005; DIAS, 2007a).

1.2 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi foi descrito por Carlos Chagas no ano de 1909, a partir de
observacbes do parasito em amostras de triatomineos, animais domeésticos e
pessoas infectadas. A descricdo do parasito, dos reservatérios e de aspectos
clinicos da infeccdo creditou a Carlos Chagas feito inédito na medicina (CHAGAS,
1909; KROPF et al., 2000; COURA, 2013b).

O protozoario é um flagelado da classe Kinetoplastida, ordem
Trypanosomatida. Apresenta trés formas evolutivas mais evidentes: a forma
amastigota, sem flagelo a microscopia, € encontrada no interior de células
parasitadas; a forma epimastigota, flagelada, encontrada no tubo digestivo dos
vetores e em glandulas odoriferas de marsupiais; as formas tripomastigotas,
flageladas, sendo as prociclicas encontradas na corrente sanguinea de hospedeiros
vertebrados e as metaciclicas encontradas na porc¢ao terminal do tubo digestivo dos
triatomineos, sendo essa a forma infectante aos mamiferos (COURA, 2007).
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Os hospedeiros vertebrados do parasito sdo mamiferos de pelo menos 180
espécies pertencentes as ordens Artiodactyla, Carnivora, Chiroptera, Cingulata,
Didelphimorphia, Lagomorphia, Perissodactyla, Pilosa, Primates, Rodentia
(HERRERA, 2010; JANSEN et al., 2015). O T. cruzi, apesar de estar originalmente
envolvido em ciclo enzodtico entre triatomineos e mamiferos, parece infectar seres
humanos desde os periodos pré-colombianos. Evidéncias moleculares apontam
fragmentos de acido desoxirribonucleico (DNA) do parasito em mumias com cerca
de 9000 anos (AUFDERHEIDE et al., 2004).

Embora seja consensual que a reproducéo do parasito tenha caréater clonal, a
aplicacdo de ferramentas bioquimicas e de biologia molecular tem apontado a
presenca de populacdes diversas do protozoario. Miles et al. (1977), analisando seis
loci enzimaticos observaram dois padrfes de eletroforese de isoenzimas distintos
para 17 isolados, com cepas relacionadas a triatomineos e reservatoérios silvestres
(tipo I) exibindo padrdo de bandas diferentes de cepas obtidas de hospedeiros e
reservatorios domesticos (tipo II).

Posteriormente, analisando isolados de pacientes da regido Amazoénica, Miles
et al. (1978) observaram além do perfil tipo |, um terceiro perfil ao qual denominaram
tipo I, de carater enzodtico, ao qual os autores atribuiram a infeccdo humana por
via oral. Ainda nesse trabalho os autores relacionaram a presenca de formas
cronicas ao tipo Il. Anos mais tarde, Tibayrenc e Ayala (1988) detectaram 43 clones
por analise de 14 sistemas de isoenzimas, a partir de 524 isolados de diversas
origens.

Na medida em que se desenvolveram técnicas e ferramentas moleculares,
diversas classificacfes foram propostas para a espécie. Souto et al. 1996, por meio
de marcadores moleculares (gene do mini-exon e 24Sa ribossomal), observaram
gue as amostras analisadas se enquadravam em dois grandes grupos. Briones et al.
(1999) igualmente observaram a presenca de dois subgrupos.

Em intento de se estabelecer uma classificagdo uniformizada para as
populacdes de T. cruzi, no ano de 1999 ficou acordado entre especialistas da
comunidade cientifica que as cepas seriam enquadradas como T. cruzi | ou T. cruzi
II, de acordo com os resultados obtidos em técnicas ja empregadas até aquele
momento. Cepas que ndo se enquadrassem nesses grupos seriam reconhecidas
apenas por T. cruzi até que se estabelecesse outra classificacdo plausivel
(ANONYMOUS, 1999).
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Brisse et al. (2000) e Brisse et al. (2001) detectaram seis sublinhagens para o
T. cruzi (Tcl, Tclla, Tcllb, Tcllc, Tclld, Tclle). Freitas et al. (2006) sugeriram, por
andlises filogenéticas, um modelo de evolugdo do T. cruzi a partir de trés linhagens
ancestrais (T. cruzi |, T. cruzi llb e T. cruzi llc), que teriam passado por eventos de
hibridizagao que resultaram nas outras linhagens.

No ano de 2009, novo consenso sobre as subdivisbes de T. cruzi foi
publicado, recomendando aos pesquisadores a adocdo da padronizacdo de seis
grupos como Unidades Discretas de Tipagem (Discrete Typing Units — DTU), sendo
reconhecidas como Tcl a TcVI, as quais teriam caracteristicas clinicas, ecoldgicas e
ecoepidemioldgicas variadas (ZINGALES et al., 2009; ZINGALES et al., 2012). Esse
documento ainda hoje norteia os trabalhos envolvendo caracterizacdo molecular de
T. cruzi.

Posteriormente a publicagdo do consenso, Marcili et al. (2009) descreveram
uma linhagem associada a morcegos que denominaram TcBat, a qual esta
filogeneticamente relacionada ao Tcl (PINTO et al., 2012). Essa linhagem ja foi
descrita infectando Triatoma sordida (Stal 1859) no estado do Mato Grosso do Sul
(COMINETTI et al., 2014) e uma crianga na Colémbia (RAMIREZ et al., 2014),
entretanto, ainda pouco esta descrito sobre suas caracteristicas ecolégicas e suas
implicacdes clinicoepidemiolégicas (ZINGALES et al., 2012).

A descoberta de tripanossomos associados primordialmente a morcegos e as
caracteristicas genéticas aparentemente ancestrais de TcBat dentro da espécie
suscitaram a proposicdo de que o T. cruzi originou-se de flagelados que parasitavam
morcegos (STEVERDING, 2014).

Tomasini e Diosque (2015), revisando as andlises realizadas por outros
autores, sugeriram que as linhagens ancestrais de T. cruzi seriam Tcll e um
ancestral de Tcl, Tclll e TclV. As linhagens TcV e TcVI seriam originarias de eventos
de hibridizacéo entre Tcll e Tclll. Esse mesmo trabalho questiona a posi¢cao basal de
TcBat no grupo, como proposto por Guhl et al. (2014), afirmando que essa linhagem

descende do mesmo ancestral de Tcl, Tclll e TclV.

1.3 Vetores do Trypanosoma cruzi e controle vetorial da infeccdo chagasica no

Brasil
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Os vetores do T. cruzi séo insetos hematéfagos, hemipteros, pertencentes a
familia Reduviidae e subfamilia Triatominae. No Brasil s&o popularmente conhecidos
como “barbeiros”, “chupao”, “fincao”, “procotd”, além de outras denominagdes. Sao
animais hemimetabolos, com cincos estadios evolutivos ninfais e o estadio adulto
(SCHOFIELD, 1994; SCHOFIELD, GALVAO, 2009).

Atualmente sd@o descritas 151 espécies em 18 géneros, sendo duas
conhecidas por registros fésseis — Triatoma dominicana (POINAR-JUNIOR, 2005) e
Panstrongylus hispaniolae (POINAR-JUNIOR, 2013). As demais podem ser
encontradas em diversos ambientes apresentando as mais variadas caracteristicas
comportamentais e ecolégicas (COSTA et al.,, 2013; JURBERG et al.,, 2013;
GALVAO, JUSTI, 2015; SOUZA, 2016).

Classicamente, a importancia epidemiolégica dos triatomineos no contexto da
doenca de Chagas humana esta intimamente relacionada a capacidade de algumas
espécies se estabelecerem nas habitacdes humanas e seus anexos. Ai transmitem
o T. cruzi entre animais sinantrépicos e os seres humanos, caracterizando um ciclo
domiciliar da infeccdo (COURA, 2007). Forattini (1980) relacionou a ocorréncia do
ciclo domiciliar a areas de espacos abertos de origem natural ou de natureza
antrépica. Nessa publicacdo classica, 0 autor associou a presenca das principais
espécies brasileiras aos biomas nacionais. Entretanto, perfis de transmissdo do
parasito associados a espécies com baixo potencial de colonizacdo tém sido
observados com a entrada de triatomineos infectados na habitacdo, sem
estabelecimento de colénias (COURA et al.,, 2002b; CABRERA et al., 2013). Uma
situacao particular ocorre no caso da extracdo de piacaba, atividade que favorece o
contato entre os trabalhadores e triatomineos do género Rhodnius na regido de
Barcelos, estado do Amazonas (COURA et al., 2002a; BRUM-SOARES et al., 2010;
COURA, JUNQUEIRA, 2012).

A principal espécie responsavel pela transmissdo vetorial do T. cruzi nos
paises do Cone-Sul tem sido o Triatoma infestans (Klug 1834). Esse triatomineo tem
como centro de endemismo a regido dos Vales Interandinos na Bolivia, a partir de
onde se dispersou (FORATTINI, 1980; WALECKX et al., 2011). Acreditava-se que
fora da regido de origem a espécie apresentasse comportamento estritamente
domiciliar, atribuindo ao transporte passivo a responsabilidade pela dispersdo do
inseto (FORATTINI, 1980). Entretanto, estudos mais recentes demonstraram a
presenca de T. infestans no ambiente silvestre na Argentina, Chile e Paraguai
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(CEBALLOS et al., 2009; BACIGALUPO et al., 2010; ROLON et al., 2011). No Brasil
a espécie foi introduzida e esteve amplamente dispersa tendo sido controlada pelas
atividades de desinsetizacdo. Atualmente, parece restrita a focos na Bahia e Rio
Grande do Sul (SONODA et al., 2009; ARAUJO et al., 2014; BRANDAO et al., 2015).

Entre as espécies nativas do Brasil, as que possuem maior importancia
epidemiologica na doenca de Chagas sdo Panstrongylus megistus (Burmeister
1835), Triatoma sordida, Triatoma brasiliensis Neiva 1911 e Triatoma
pseudomaculata Corréa & Espinola 1964. A primeira esta associada ao dominio da
Mata Atlantica, ocorrendo em fragmentos florestais e matas ciliares em outros
biomas (BARRETTO, 1979; FORATTINI, 1980; SANTOS-JUNIOR et al., 2013). T.
sordida ocorre principalmente nas areas do corredor Cerrado - Caatinga, sendo a
principal espécie em numero de insetos capturados no pais. Possui marcada
ornitofilia, sendo encontrada em abundancia em galinheiros, geralmente
apresentando baixos indices de infec¢cdo natural por T. cruzi (FORATTINI, 1980;
PAULA et al., 2010; GURGEL-GONCALVES et al., 2012). T. brasiliensis é o principal
vetor do T. cruzi no nordeste brasileiro e, como o T. pseudomaculata, ocorre
associado ao bioma da Caatinga, sendo que a segunda ocorre também em areas de
Cerrado (FORATTINI, 1980; MACHADO DE ASSIS et al., 2007; MACHADO DE
ASSIS et al., 2009; GURGEL-GONCALVES et al., 2012).

Desde os anos que sucederam a descoberta de Chagas, jA se compreendia
claramente a necessidade de combater as populacdes domiciliares de triatomineos
para controlar a doenca de Chagas. Contudo, a alternativa mais eficiente restringia-
se as melhorias habitacionais que politicamente eram impenséveis no contexto rural
brasileiro da época (PRATA, 1999; DIAS, 2011). Entretanto, nos anos 1940, com o
advento de novos inseticidas de acéo residual, viabilizou-se a luta quimica contra os
‘barbeiros’, tendo sido o Centro de Estudos e Profilaxia da Moléstia de Chagas, no
municipio de Bambui, palco dos primeiros testes do Gammexane contra
triatomineos (DIAS, PELLEGRINO, 1948; KROPF, 2005; DIAS, 2011).

Os primeiros ensaios de campo na regido de Uberaba demonstraram a
efetividade triatomicida do hexaclorobenzeno, com ac¢ao sobre adultos e ninfas de T.
infestans (DIAS, 1957). No municipio de Bambui, as atividades com esse inseticida
levaram a reducao drastica tanto na infestacdo domiciliar como no nimero de casos
agudos da doenca. Porém, a despeito do sucesso das primeiras a¢cdes de campo, 0

controle vetorial da doenca de Chagas permaneceu em segundo plano até o final da
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década de 1970, contando com parcos recursos para execucdo das atividades,
essas marcadas pela descontinuidade no tempo e no espaco (DIAS, 2000).

Em meados da década de 1970, as acdes de controle de triatomineos
passaram a integrar um programa nacional, o Programa de Controle da Doenca de
Chagas (PCDCh). Com a institucionalizacdo do programa, foram realizados dois
inquéritos de suma importdncia para nortear o planejamento das atividades de
controle: o inquérito sorolégico da populacdo rural e o inquérito entomoldgico
(CAMARGO et al., 1984; SILVEIRA et al., 1984). Por meio desses inquéritos, foi
detectada prevaléncia da infecgdo da ordem de 4,2% na populagao rural brasileira,
tendo sido identificado o T. infestans como principal vetor domiciliado no pais,
estando presente em 37,4% dos municipios da area endémica, excecdo feita ao
estado de Sdo Paulo que desde a década de 1960 realizava as atividades de
controle em seu territério (SILVEIRA, 2011a; SILVEIRA et al., 2011).

No ano de 1983, definidas as areas prioritarias e com a alocacdo de recursos
originarios da Contribuicdo para Financiamento Social (FINSOCIAL), o PCDCh péde
alcancar toda a éarea sob risco de transmissdo domiciliar, sob execucdo da
Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica (SUCAM). As atividades do
programa seguiam o modelo campanhista verticalizado que ja obtivera éxito no
controle da malaria em extensas areas do territério nacional (MORENO, BARACHO,
2000; DIAS, 2011). Dessa forma, as acfes se estruturaram em trés grandes fases:

e Reconhecimento Geogréfico (RG) e Levantamento Triatominico (LT):
nessa etapa todos os imoveis da area endémica foram mapeados e
investigados quanto a presenca de triatomineos;

e Fase de atague: nessa fase houve dois ciclos iniciais de borrifagéo de
inseticidas de acgéo residual em todos os imoveis da area endémica.
Apés os ciclos de borrifacdo eram realizadas avaliagbes periddicas
com busca de novos focos triatominicos que, uma vez encontrados,
levavam a um novo procedimento de borrifacao;

e Fase de vigilancia entomoldgica: nesse contexto a infestacdo
triatominica ja chegara a niveis de deteccdo muito baixos, né&o
justificando, assim, a presenca continua de agentes visitando e
investigando domicilios. Nessa fase, a populacdo constituia-se no
principal responsavel pela detec¢éo e notificacdo dos insetos aos entes
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governamentais, que, ao investigar o imével de origem, caso houvesse
presenca de foco triatominico, procediam a borrifacdo de inseticidas.

Em 1991, por acordo intergovernamental entre Argentina, Bolivia, Brasil,
Chile, Paraguai e Uruguai, foi formalizada a Iniciativa do Cone-Sul para eliminacdo
do T. infestans e controle da transmisséo transfusional da doenca de Chagas. Esta
iniciativa previa o fortalecimento das agfes de controle vetorial em nivel continental
e promocao do controle de qualidade em servicos de hemoterapia (DIAS, 2007b).

No ano de 1999, com a publicacdo da Portaria n° 1399/99, as acdes de
controle das ‘grandes endemias’ passaram a responsabilidade das administracdes
municipais, acompanhando tendéncia de gestdo descentralizada discutida desde a
institucionalizacdo do Sistema Unico de Saude (SUS), no inicio da década de 1990
(BRASIL, 1999; VILLELA et al., 2007).

Uma vez as atividades finalisticas sob execucdo direta dos municipios, aos
niveis estadual e federal couberam o planejamento e a fiscalizacdo das atividades
na esfera local, além da distribuicdo de insumos estratégicos (BRASIL, 1999).

O alcance e sucesso das acles de controle da doenca de Chagas no Brasil
levaram o pais a receber da Organizacdo Pan-americana de Saude, no ano de
2006, a certificacdo de interrupcédo da transmissao vetorial da doenca de Chagas
pelo T. infestans (FERREIRA, SILVA, 2006). Entretanto, esse reconhecimento, ao
mesmo tempo em que coroou o0 éxito do programa brasileiro, propagou uma falsa
ideia de erradicacdo dos triatomineos ou mesmo da infec¢do chagésica, impactando
profundamente a gestao da vigilancia entomoldgica (ABAD-FRANCH et al., 2013).

Nesse sentido, a descentralizacdo do controle vetorial da doenca de Chagas
também contribuiu para o enfraquecimento das acbes, uma vez que muitos
municipios ndo tinham a época (e muitos ainda hoje nao tém) experiéncia na gestao
de endemias, prejudicando a sustentabilidade das atividades. Soma-se a iSso 0
aparecimento de agravos com maior visibilidade, como a dengue e a leishmaniose
visceral, que emergiram nas Ultimas décadas e, em muitas vezes, demandam que
agentes envolvidos no controle de triatomineos sejam deslocados para trabalhar no
controle desses agravos (DIAS, 2000; VILLELA et al., 2007).

A nocao erronea de eliminagcdo dos triatomineos ou da doenca de Chagas
anuvia o fato de que ainda hoje muitas espécies desses vetores tém sido
encontradas invadindo e colonizando o ambiente domiciliar, inclusive portando o T.
cruzi (VILLELA et al., 2005; OLIVEIRA, SILVA, 2007; MACHADO DE ASSIS et al.,
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2007; MACHADO DE ASSIS et al., 2009; PAULA et al., 2010; MAEDA et al., 2012,
SILVA et al., 2012; BELISARIO et al., 2013; SANTOS et al., 2014). Nesse contexto,
a compreensao dos habitos e da ecologia desses insetos é de suma importancia
para a manutencdo de uma vigilancia entomologica racional, cientificamente

fundamentada, e efetiva.

1.3.1 Panstrongylus megistus: aspectos ecoldgicos e importancia epidemiolégica na

doenca de Chagas

Panstrongylus megistus (Figura 1) é uma espécie de triatomineo que ocorre
no Brasil, Bolivia, Paraguai, Uruguai e Argentina (CARCAVALLO et al., 1999). Esse
inseto foi a primeira espécie incriminada na transmisséo do T. cruzi ao homem, e no
Brasil representa a principal espécie autoctone envolvida na epidemiologia da
doenca de Chagas (CHAGAS, 1909; BARBOSA et al., 2006).

Figura 1 — Fémea de Panstrongylus megistus.
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FoONTE: Fotografia tirada pelo autor.

Para Forattini (1980) o centro de endemismo do P. megistus compreende a
floresta tropical Atlantica, de onde a espécie teria dispersado para outras areas,

onde sdo mantidos fragmentos de matas ombroéfilas densas, como capfes e matas



38

de galeria. Barbosa et al. (2006) sugeriram que a distribuicdo da espécie
acompanhou as mudancas paisagisticas da vegetacao ao longo do tempo, sendo as
expansdes e retracbes das areas florestadas responsaveis pela presenca dos
referidos fragmentos florestais e a fauna associada.

Diferencas na capacidade de invadir e colonizar os ambientes artificiais pelo
P. megistus tém sido observadas por muitos autores. Estas diferencas levaram
Pessoa (1962) a propor a existéncia de duas subespécies, uma relacionada ao
ambiente silvestre e outra relacionada a colonizacdo de ambientes antropicos. Ja
Forattini (1980) assinalou uma variacdo regional no comportamento desse
triatomineo, sendo que na regido Sul do Brasil, em geral somente adultos sao
encontrados em domicilios, no Sudeste é possivel observar tanto invasdao como
colonizacdo de ambientes intra e peridomiciliares, e na regido Nordeste a espécie é
guase estritamente domiciliar. Nesse sentido, Barbosa et al. (2001) observaram, em
laboratério, diferencas biondmicas marcantes entre populacdes dessas trés regides
brasileiras.

No ambiente silvestre P. megistus € encontrado comumente associado a
didelfideos, além de aves e roedores, em ninhos estabelecidos em tocas e troncos
ocos de arvores (BARRETTO, 1979; SANTOS-JUNIOR et al., 2011; SANTOS-
JUNIOR et al., 2013). No ambiente domiciliar esse triatomineo € apto a colonizar
tanto o intradomicilio como o peridomicilio, onde é encontrado com frequéncia
colonizando anexos, sobretudo galinheiros, local em que encontra grande
disponibilidade de fontes de alimentacdo (VILLELA et al., 2005; PAULA et al., 2010;
BELISARIO et al., 2013). Contudo, a espécie apresenta habito alimentar eclético, o
gue é observado em andlises de conteddo intestinal de exemplares capturados em
ambiente domiciliar que apontaram presenca de sangue de animais domésticos
como cées, gatos, porcos, aléem de aves, roedores, didelfideos, e, ainda, sangue
humano (FERNANDES et al., 1992; VILLELA et al., 2010).

No territério brasileiro, o P. megistus ja foi assinalado em estados das regides
Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul, em éareas de Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica e Pampa (GURGEL-GONCALVES et al., 2012).

No estado de Minas Gerais o P. megistus €& encontrado amplamente
distribuido (SILVEIRA et al., 1984). Na regido do Vale do Jequitinhonha, assim como
em todo o estado, representou importante vetor de T. cruzi a populacdo humana,

tendo sido o principal responséavel por casos da doenca em periodos nos quais o T.
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infestans ndo estava presente na area ou ja se encontrava sob controle, a saber,
antes da década de 1950 e apds as primeiras acdes de controle conduzidas na
década de 1960 (PELLEGRINO, 1950; DIAS, 2000; MACHADO DE ASSIS et al.,
2009; DIAS, 2010). Entre os anos de 2001 e 2008 esse triatomineo representou a
segunda espécie em numero de exemplares capturados na regido estando presente
em todos os municipios da Superintendéncia Regional de Saude de Diamantina
(DIAS, 2010).

No estado de Minas Gerais 0 periodo de dispersao dos insetos parece ocorrer
principalmente nos meses quentes e Umidos do ano, quando o numero de
notificacbes de exemplares adultos aumenta (DIAS, DIAS, 1968; VILLELA et al.,
2005; DIAS, 2010), o que também se observa no Distrito Federal (MAEDA et al.,
2012).

A ocupacao humana com modificacdo da paisagem exerce efeitos distintos
sobre a dispersdo do P. megistus de acordo com o0 impacto e o grau de
antropizacdo. A fragmentacdo do ambiente com a manutencdo de ‘ilhas’ de
vegetacdo parece influenciar positivamente na invasdo de domicilios, uma vez que
adultos podem voar a partir de focos silvestres adventicios levando a formacéo de
colénias em novos sitios. Por outro lado, a destruicdo massiva dos ambientes
naturais desses triatomineos resulta na reducdo das populacdes silvestres da
espécie em nivel regional (FORATTINI, 1980; LITVOC et al., 1990).

Dada a presenca de P. megistus em ampla &rea do territorio brasileiro e sua
capacidade de transmissdo do T. cruzi ao homem, a manutencdo da vigilancia
entomoldgica sustentada nas regiées em que essa espécie ocorre € de fundamental
importancia (VILLELA et al., 2005).

1.3.2 Triatoma vitticeps: aspectos ecolégicos e comportamentais como espécie de

importancia epidemiologica secundaria

Triatoma vitticeps (Figura 2) é uma espécie autéctone do Brasil, estando
distribuida pelos estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro
(CARCAVALLO et al.,, 1999; SOUZA et al.,, 2010). Trata-se de um triatomineo
predominantemente silvestre, entretanto achados de exemplares adultos no
ambiente intradomiciliar tém sido frequentes (SILVEIRA, 2000). O encontro de ninfas

em domicilios e anexos é esporadico e em muitos casos esta associado a presenca
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de animais domésticos e mamiferos sinantrépicos (LOROSA et al., 2003; SANTOS
et al., 2005; SOUZA, 2009).

Figura 2 — Fémea de Triatoma vitticeps.
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FONTE: Fotografia tirada pelo autor.

A distribuicdo proposta para a espécie acompanha areas de Mata Atlantica e
parte do Cerrado (GURGEL-GONCALVES et al., 2012). Leite et al. (2010), ao
analisarem fatores possivelmente associados a ocorréncia da espécie em domicilios
no estado do Espirito Santo observaram associacdo de infestacdo com areas com
terrenos de maior inclinacdo. Esses autores constataram, ainda, que a presenca de
fragmentos de matas ndo esteve associada a infestacdo pelo triatomineo. Souza et
al., (2010), por outro lado, observaram a relacéo entre areas com alta pluviometria e
a ocorréncia da espécie. Associado a isso esses autores verificaram em laboratorio
gue a alta umidade relativa € fator critico para a ecloséo dos ovos.

Embora ndo se conheca com precisdo seus ec6topos no ambiente natural,
analises de conteudo intestinal de triatomineos capturados em unidades domiciliares
sugerem que T. vitticeps estd associado a uma diversidade de mamiferos entre
roedores, didelfideos, felinos, canideos, tatus, equinos, bovinos, suinos, o que
explica as altas taxas de infeccéo por flagelados encontradas entre os exemplares
desse triatomineo (DIAS et al.,, 1989; GONCALVES et al., 2000; LOROSA et al.,
2003; SANTOS et al., 2006; SOUZA et al., 2011).
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No estado de Minas Gerais, a espécie ocupa 0 terceiro posto quanto ao
namero de exemplares capturados, atras de T. sordida e P. megistus (SOUZA et al.,
2010). Na regiao atendida pela Superintendéncia Regional de Saude de Diamantina,
entre 2001 e 2008, o T. vitticeps encontrava-se distribuido em 30 dos 34 municipios.
Quando comparada com o periodo de 1975 a 1983 o triatomineo teve sua
distribuicdo ampliada (DIAS, 2010).

Apesar das altas taxas de infeccdo natural, o T. vitticeps figura como uma
espécie de importancia secundaria na epidemiologia da infeccdo chagasica humana
(SESSA, CARIAS, 1986; DIAS et al., 1989; SILVEIRA, 2000; SESSA et al., 2002).
Duas importantes caracteristicas que contribuem para que a espécie ndo seja um
vetor costumaz do T. cruzi sdo a baixa capacidade em estabelecer colbnias
intradomiciliares densas e o0 longo tempo que os exemplares levam para eliminagéo
de dejetos apds o repasto sanguineo (SANTOS et al., 2006). Cabe ressaltar,
entretanto, que relatos recentes tém incriminado a espécie na transmissdo do T.
cruzi ao homem no norte do estado do Rio de Janeiro, o que alerta para a
necessidade de monitoramento da espécie no contexto da vigilancia entomolégica
da infeccdo chagasica (LOROSA et al., 2008; SANGENIS et al., 2015).

1.3.3 O complexo ‘Triatoma maculata’

O complexo ‘Triatoma maculata’ foi proposto por Carcavallo et al. (2000) com
base na semelhanca morfolégica entre Triatoma maculata (Erichson 1848) e T.
pseudomaculata (Figura 3A e 3B). Schofield (1988) sugeriu que ambas as espécies
compartilham um ancestral comum, cujas populagbes teriam sido separadas pelo
transporte passivo associado a aves migratorias. Outra hipotese, proposta por Abad-
Franch e Monteiro (2007), sugere que as populacdes ancestrais dessas espécies
teriam sido separadas por evento de vicaridncia devido a expansao de florestas
ombroéfilas e fechamento dos corredores secos compreendidos entre a regido
nordeste do Brasil (atual area de ocorréncia de T. pseudomaculata) e a regido das
savanas do Orinoco (area de ocorréncia do T. maculata).

Neste complexo sdo marcantes as diferencgas ecoldgicas entre as espécies. T.
maculata é encontrada na Venezuela, Suriname, Guiana, Guiana Francesa,
Colbmbia, Aruba, Bonaire, Curacao, e no estado de Roraima, no Brasil

(CARCAVALLO et al., 1999). Seus eco6topos na hatureza sdo troncos de arvores,
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ninhos de aves e mamiferos e copas de palmeiras (CARCAVALLO et al., 2000). E
vetor de importancia secundaria na transmissao do T. cruzi ao homem, contudo ha
relatos de alta infestacdo domiciliar inclusive por exemplares infectados dessa
espécie (CORTES, SUAREZ, 2005; ROJAS et al., 2008). Mais recentemente,
Cantillo-Barraza et al. (2015) incriminaram T. maculata como vetor em dois casos da
infeccdo chagasica na Coldmbia. Esses autores também observaram ecletismo
alimentar do triatomineo, sendo identificado sangue de galinhas, caes e humanos
em 40 insetos analisados.

T. pseudomaculata é uma espécie exclusivamente brasileira, originalmente
associada ao bioma da caatinga, de onde teria se dispersado a areas de Cerrado
(FORATTINI, 1980; CARBAJAL DE LA FUENTE et al., 2009). Na natureza é espécie
arboricola, sendo comumente encontrada em cascas de troncos de arvores
(CARBAJAL DE LA FUENTE et al, 2010). Também considerada como de
importancia epidemioldgica secundéria, € encontrada com relativa frequéncia
colonizando anexos peridomiciliares, principalmente galinheiros, e em alguns casos
foi encontrada formando colénias no ambiente intradomiciliar (FROTA et al., 1999;
MACHADO DE ASSIS et al., 2007).

Outras espécies morfologicamente semelhantes as do complexo ‘Triatoma
maculata’ sdo Triatoma arthurneivai Lent & Martins 1940 e Triatoma wygodzinskyi
Lent 1951.

Triatoma arthurneivai (Figura 3C) foi descrito a partir de exemplares coletados
em 1940, na regido da Serra do Cip6, porcao Meridional da Cordilheira do
Espinhago, estado de Minas Gerais (LENT, MARTINS, 1940). Desde entdo foram
relatados diversos achados que inicialmente foram atribuidos a essa espécie na
regido de Sorocaba, no estado de Sdo Paulo (CORREA et al., 1962; ALVES, NODA,
1964; CORREA et al., 1965; FORATTINI et al., 1968; JUAREZ, 1970; FORATTINI et
al., 1972; WANDERLEY, 1991; RODRIGUES et al., 1992; ROSA et al., 2005; SILVA
et al., 2011). Entretanto, estudos recentes de morfometria de cabeca e asas afirmam
gue tais exemplares tratavam de T. wygodzinskyi (SANTOS et al., 2007, CARBAJAL
DE LA FUENTE et al., 2011).

Triatoma wygodzinskyi (Figura 3D) foi descrito de exemplar encontrado em
Santa Rita de Caldas, no sul de Minas Gerais (LENT, 1951). E espécie rupicola,
sendo encontrada nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo (CARBAJAL DE LA

FUENTE et al.,, 2010). Em estudo de modelagem de distribuicdo dessa espécie,
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Carbajal de La Fuente et al. (2009) assinalaram a possibilidade da presenca do
inseto também no Parand. A esse respeito, consta na literatura achado de T.
arthurneivai nesse estado por Stumpf et al. (1981) que, a despeito dos estudos
supracitados ndo terem incluido popula¢cdes dessa area, provavelmente refere-se a

T. wygodzinskyi.

Figura 3 — A) Triatoma maculata; B) Triatoma pseudomaculata; C) Triatoma

arthurneivai; D) Triatoma wygodzinskyi.

FONTE: Fotografias A, B, D: DIOTAIUTI et al., 2008. Fotografia C: tirada pelo autor.

Dessa forma, os achados de T. arthurneivai se restringiram aos exemplares
coletados na Serra do Cip6, o que inviabilizou estudos mais profundos sobre a
espécie e sua posicdo em relagdo ao complexo ‘maculata’. Dias et al. (2011)
relataram encontro recorrente de T. arthurneivai em areas ao norte da Serra do
Cip6, na regidao do Plat6 de Diamantina, também no complexo do Espinhaco
Meridional. Nessas areas, a semelhanca da regido em que a espécie foi descrita,
predominam elevacdes superiores a 1000m e a paisagem é coberta pela vegetagéo
dos campos rupestres.

A validade do complexo ‘maculata’ tem sido tema de debate no meio
cientifico. As semelhangas morfolégicas marcantes entre T. pseudomaculata e T.
maculata, bem como a viabilidade de cruzamentos com geracéo de hibridos viaveis
advogam em favor do status de complexo (CARCAVALLO et al., 2000, BELISARIO,
et al., 2007). Contudo, os estudos de Hypsa et al. (2002), Paula et al. (2005), Santos

et al. (2007) e Carbajal de La Fuente et al. (2008) sugerem, baseados em caracteres
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moleculares e morfolégicos, que T. maculata e T. pseudomaculata ndo sao espécies
irmas, sendo que os ultimos autores posicionam T. pseudomaculata como espécie
mais proxima de T. wygodzinskyi. Justi et al. (2014), analisando sequéncias de DNA
ribossomal e mitocondrial, posicionaram T. maculata como espécie afim de espécies
do complexo T. brasiliensis, enquanto T. pseudomaculata e T. wygodzinskyi
figuraram como espécies irmas e proximas a Triatoma guazu, Triatoma williami e
Triatoma costalimai.

Um dos pontos limitantes dos estudos acima referidos foi a pequena
guantidade de exemplares de T. arthurneivai disponiveis, restrita aos exemplares-
tipo (CARBAJAL DE LA FUENTE et al., 2011). Esse fato fez oportuno, no presente
estudo, aprofundar o debate lancando mé&o de exemplares que tém sido capturados
no municipio de Diamantina, possibilitando a aplicacdo de ferramentas de biologia
molecular associadas a técnicas de morfometria incluindo todas as espécies

envolvidas, de forma a elucidar as relacdes filogenéticas entre elas.

1.4 Geoprocessamento e aplicacdes ao estudo de doencas

Entende-se geoprocessamento como 0 conjunto de técnicas mateméaticas e
computacionais de aquisi¢cdo, tratamento, manipulacdo e apresentacdo de dados
espaciais com fins de aplicacgdo a um determinado objetivo. No contexto do
geoprocessamento estdo inseridas as ferramentas de sensoriamento remoto,
Sistemas de Informacdes Geogréaficas (SIG), Sistema de Posicionamento Global
(Global Positioning System — GPS) (FITZ, 2008).

O sensoriamento remoto consiste fundamentalmente na aquisicdo de dados
sobre determinado objeto sem que se haja contato entre o sensor e 0 objeto
analisado. Quando o objeto em questdo € a superficie terrestre, 0s sensores mais
aplicados sdo o0s sensores aerotransportados e 0S sensores satelitais
(FLORENZANO, 2008).

Os sensores de observagédo da Terra podem ser categorizados como sensores
passivos ou ativos. Os sensores passivos captam a radiacdo solar refletida pela
superficie terrestre ou mesmo a radiacdo emitida pela mesma, visto que qualquer
corpo a temperaturas superiores a zero Kelvin emite radiacdo. Nessa categoria esta
incluida a maior parte dos sensores de observacdo da Terra. Os sensores ativos,

por sua vez, emitem pulsos de radiacdo e captam a energia eletromagnética refletida
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pela Terra. Esses sensores sdo capazes de descrever a rugosidade de superficies
com bastante precisao. Os mais conhecidos sao os que utilizam pulsos de micro-
ondas (RADAR - Radio Detection and Ranging) ou laser (Light Detection and
Ranging — LIDAR) (FLORENZANO, 2008; PONZONI, SHIMABUKURO, 2009).

Algumas caracteristicas dos sensores definem sua aplicabilidade nos estudos
terrestres. A resolucdo de um sensor abrange conjunto de varidveis importantes
para fundamentar a escolha e utilizacdo de dados satelitais, e essencialmente séao
(HERBRETEAU et al., 2005; PONZONI, SHIMABUKURO, 2009):

e Resolucdo espacial: definida como a unidade minima discriminavel pelo
sensor no terreno. Nesse sentido 0s sensores podem apresentam altas
resolucdes, podendo discriminar alvos com areas inferiores a 1m2 como no
caso dos satélites da série Ikonos e Quickbird, até resolu¢cdes mais baixas,
como 250m nos satélites da série MODIS (Moderate Imaging
Spectroradiometer) ou 1km? no caso do AVHRR (Advanced Very High
Resolution Radiometer);

¢ Resolucdo espectral: corresponde a capacidade de captacdo do sensor em
diferentes faixas do espectro eletromagnético. Quanto maior essa resolucao,
mais bandas o sensor possui, e maior a capacidade de detectar alvos com
diferentes comportamentos espectrais;

e Resolucdo Radiométrica: essa propriedade diz respeito a qualidade da
imagem gerada pelo sensor, mensurada em niveis de cinza. Um sensor,
como exemplo, que tenha a resolucédo de 1 bit origina uma imagem preto e
branca. Uma imagem em 8 bits, por outro lado, possui 256 niveis de cinza;

e Resolucdo temporal: refere-se ao periodo de tempo que um sensor leva para
imagear a mesma faixa da superficie terrestre.

Os dados provenientes de sensoriamento remoto sao especialmente Uteis para o
estudo de fendmenos bioldgicos em escalas nas quais a observacdo direta é
inviavel. No caso das doencas, € possivel analisar como as variaveis ambientais
podem ser associadas a ocorréncia das mesmas, a distribuicdo de vetores,
ocorréncia de desastres, possibilitando a construcdo de modelos que possam
contribuir para o entendimento e controle de tais agravos (HERBRETEAU et al.,
2005).

Entre os produtos originados de dados de sensores satelitais, os indices de

vegetacdo tém sido amplamente utilizados. Entre eles, o Indice de Vegetacédo da
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Diferenca Normalizada (Normalized Density Vegetation Index — NDVI) (ROUSE
JUNIOR et al., 1973) o qual é frequentemente empregado no estudo dos padrdes de
distribuicAo de vetores de doencas como malaria (OLIVEIRA et al.,, 2013),
esquistossomose (GUIMARAES et al., 2010; SCHOLTE et al., 2012; SCHOLTE et
al., 2014), doenca de Chagas (CARBAJAL DE LA FUENTE et al., 2009; GURGEL-
GONCALVES et al., 2012; COSTA et al., 2014) e leishmanioses (DONALISIO et al.,
2012; OLIVEIRA et al., 2012; ANDRADE et al., 2014; SANTINI et al., 2015). O NDVI
€ obtido de valores de reflectancia de uma superficie imageada nas bandas do

infravermelho proximo e do vermelho, conforme a equacgéo 1:

(pIVP — pV)

NVl = —
’ (pIVP + pV)

Equacéo 1
Onde:

NDVI € o indice de Vegetacéo da Diferenca Normalizada;

plVP é a reflectancia da superficie na faixa do infravermelho préximo;

pV é a reflectancia da superficie na faixa do vermelho.

Os valores do NDVI variam de -1 a +1, conforme o vigor da biomassa verde.
A reflectancia da vegetacao tende a ser alta no espectro do infravermelho préximo
visto que nessa faixa a luz € pouco absorvida pelos constituintes da planta e pela
agua. Por outro lado a reflectancia da vegetacdo € muito baixa no comprimento de
onda do vermelho, uma vez que a luz nessa faixa € altamente absorvida pelos
pigmentos fotossintéticos (PONZONI, SHIMABUKURO, 2009).

Outros produtos satelitais que ja foram aplicados ao estudo de enfermidades
sdo as componentes derivadas da transformacdo Tasselled Cap, inicialmente
aplicada ao sensor Multispectral Scanner do satélite LANDSAT 4 (KAUTH,
THOMAS, 1976). O procedimento envolve operacbes matematicas para as bandas
do sensor utilizando os valores de reflectancia de alvos da superficie terrestre
resultando em componentes que sintetizam informagé&o digital contida em todas as
bandas. De acordo com Crist e Cicone (1984), que aplicaram a transformacao a
dados derivados do sensor Thematic Mapper do satélite LANDSAT 5, as trés
primeiras componentes sao conhecidas como brightness, greenness e wetness e
estdo relacionadas, respectivamente, a radiacdo emitida pelo solo (inclusive calor), a

biomassa verde e a umidade tanto no solo como na vegetacdo. Os valores das
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componentes sdo absolutos e ndo correspondem a medidas de grandezas de
temperatura ou umidade. As componentes quatro, cinco e seis nao apresentam
relacdo com nenhuma caracteristica descrita em especifico.

A transformacdo Tasselled Cap ja foi aplicada a varios sensores satelitais
como os do SPOT HRV-1 (Satellite Pour I'Observation de la Terre High Resolution
Visible-1) (HILL, AIFADOPOLOU, 1990), LANDSAT 7 ETM+ (Enhanced Thematic
Mapper Plus) (HUANG et al.,, 2002), ASTER (Advanced Spaceborne Thermal
Emission and Reflection Radiometer) (YARBROUGH et al.,, 2005a), Quickbird 2
(YARBROUGH et al., 2005b), MODIS (LOBSER, COHEN, 2007), CBERS-02B
(China-Brazil Earth-Resources Satellite) (SHENG et al., 2011), sendo que para cada
um € necessaria a determinacdo prévia dos coeficientes para as operacoes.
Recentemente, Baig et al. (2014) descreveram os coeficientes para a transformacéo
para imagens do sensor Operational Land Imager (OLI) a bordo do LANDSAT 8, a
partir dos valores de reflectancia ao nivel do sensor, o que permite a aplicacdo de
componentes derivadas da transformacao Tasselled Cap para mais este sensor que
esta operacional, fornecendo imageamento terrestre atualizado.

Além das analises por sensoriamento remoto, as analises estatisticas
espaciais sdo ferramenta importante para o estudo de agravos a saude, no contexto
do geoprocessamento. Do ponto de vista da epidemiologia, a localizacdo de um
fenbmeno no espaco e como esse fenbmeno se distribui pode subsidiar as medidas
preventivas. Mencao deve ser feita ao trabalho pioneiro do médico John Snow, que
ao analisar a distribuicdo de casos de coélera na cidade de Londres em 1854,
observou que a maior parte dos casos ocorria proxima a uma bomba de captacéo de
agua na Broadway Street. Ao interditar a bomba, o surto foi controlado (DRUCK et
al., 2004).

No ambito da estatistica espacial, os fendbmenos podem ser estudados ao
nivel individual (evento pontual), agregado por area (como taxas de evento por setor,
por bairro) ou por superficie (por exemplo, teor de minerais em amostras de solo).
No caso de fendbmenos pontuais, esses podem apresentar padrfes de distribuicdo
agregada — quando tendem a ocorrer proximos entre si; regular — quando 0s
fendbmenos ocorrem ao longo de toda uma area, de forma ordenada; ou aleatoria,
guando ndo é possivel detectar um padrdo espacial para a ocorréncia do evento
(DRUCK et al., 2004).
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Os Sistemas de Informacéo Geografica (SIG) permitem integracdo de dados
geograficos derivados de sensores remotos, andalise cartografica, sistema de
posicionamento global, em um ambiente computacional possibilitando o tratamento e
analise desses dados de forma a gerar informacg6es georreferenciadas sobre um ou
mais fendbmenos de interesse (FITZ, 2008).

Nesse contexto, a aplicacdo de modelos estatisticos integrados aos SIG tem
viabilizado a construcdo de mapas ndo sé de ocorréncia, como também de
distribuicdo preditiva de espécies por meio de ferramentas de modelagem de
distribuicdo ou modelagem de nicho ecoldgico (ELITH, LEATHWICK, 2009).

O conceito de nicho ecolégico, conforme Hutchinson (1959) diz respeito a um
hipervolume n-dimensional que abrange todos os fatores bidticos e abidticos
relacionados a presenca de uma espécie. A modelagem de nicho ecolégico consiste
no processamento computacional de dados de ocorréncia de espécies em
associacdo com dados de variaveis ambientais. O modelo resultante apresenta as
areas em que as condicbes ambientais permitem, com maior ou menor
probabilidade, a ocorréncia da espécie estudada (GIANNINI et al., 2012).

A modelagem de nicho ecolégico tem sido largamente utilizada no estudo da
distribuicdo de doengas. De maneira semelhante, diversos trabalhos tém utilizado
essa abordagem, com as mais variadas metodologias, para predicdo de areas de
ocorréncia dos vetores do T. cruzi (BATISTA, GURGEL-GONCALVES, 2009;
CARBAJAL DE LA FUENTE et al., 2009; GURGEL-GONCALVES, CUBA-CUBA,
2009; SOUZA et al., 2010; GURGEL-GONCALVES et al.,, 2011; GURGEL-
GONCALVES et al.,, 2012; PEREIRA et al., 2013; COSTA et al., 2014; SOUZA et al.,
2015).

O conhecimento dos padrdes de distribuicdo espacial dos triatomineos e das
variaveis ambientais relacionadas a presenca das diferentes espécies pode
contribuir para o delineamento de agdes de controle de tais vetores, além de auxiliar
na compreensdo das relagdes biogeogréficas e ecoldgicas das espécies (GALVAO,
JUSTI, 2015).
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Identificar fatores ecologicos e epidemiologicos associados a distribuicdo de
triatomineos e determinar a infeccdo de vetores e reservatérios por Trypanosoma
cruzi no municipio de Diamantina, Minas Gerais, com vistas ao aprimoramento da

vigilancia entomologica.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a distribuicdo espacial de triatomineos nas areas urbana e rural do
municipio de Diamantina;

e Identificar varidveis ambientais relacionadas a presenca das espécies de
triatomineos no municipio de Diamantina;

e Caracterizar a ocorréncia de triatomineos em ambientes domiciliares e
peridomiciliares;

e Caracterizar a colonizacéo triatominica em ecétopos silvestres;

e Identificar as linhagens de T. cruzi a partir de triatomineos e reservatorios
infectados;

e Avaliar os conhecimentos e praticas da populacdo no tocante a doenca de
Chagas e seus vetores em localidades urbanas e rurais com diferentes
indices de infestacdo triatominica;

e Contribuir para a compreensao das relacdes filogenéticas entre as espécies
do complexo ‘Triatoma maculata’ e as espécies morfologicamente

semelhantes (T. arthurneivai e T. wygodzinskyi).
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3 METODOLOGIA
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3.1 Area de estudo

A éarea de estudo compreendeu as localidades urbanas e rurais do municipio
de Diamantina, localizado no nordeste do estado de Minas Gerais, na regido do Alto
Vale do Jequitinhonha. Este municipio foi escolhido para o presente trabalho por ser
historicamente endémico para a doenca de Chagas humana e representar, com
suas especificidades, o panorama atual da endemia em uma importante regido de
Minas Gerais. De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, no ano de 2010, Diamantina possuia populacao de 45.880 habitantes em
uma area de 3.891,659 Km?2 (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2010). No mesmo ano residiam, na sede municipal, 32.891 pessoas.
O numero de localidades cadastradas no Sistema de Informacdo de Localidades
(SISLOC) da FUNASA, em 2014, é de 333, sendo 308 rurais e 25 urbanas.

O municipio estd localizado na porcdo meridional da Cordilheira do
Espinhaco, em grande parte apresentando areas com altitudes superiores a 1000
metros acima do nivel do mar. A sede municipal encontra-se a cerca de 1200 m. O
clima € CWhb, tropical de altitude, de acordo com a classificacdo de Képpen-Geiger
(ALVARES et al., 2013). A temperatura e a precipitacdo médias anuais sao de 19°C
e 1.400mm, sendo que a estacdo chuvosa ocorre entre 0s meses de outubro e
marco (DIAMANTINA, 2009; VIEIRA et al., 2010).

Embora o bioma predominante seja o cerrado, 0 municipio encontra-se em
uma zona de transicdo entre os biomas do cerrado, a oeste, e da mata atlantica a
leste da cordilheira. Nas areas com altitude superiores a 1000 metros, 0s campos
rupestres séo a vegetacao predominante, entremeados por matas ciliares. Esse tipo
vegetacional € representado principalmente por vegetacdo gramineo-arbustiva,
disposta em substrato quartzitico, sendo a area de endemismo de mais de 85% das
espécies de Eriocaulaceae e Xyridaceae (EITEN, 1992; COSTA et al. 2008;
GONTIJO, 2008).

Duas importantes bacias hidrograficas brasileiras compdem a hidrografia do
municipio, a do Jequitinhonha, que drena os cursos d’agua da vertente leste da
cordilheira do Espinhaco, e a do S&o Francisco, que drena a porcéo oeste da cadeia
montanhosa (DIAMANTINA, 2009).
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3.2 Vigilancia entomolégica da doenca de Chagas no municipio de Diamantina

As atividades de controle vetorial da doenca de Chagas no municipio de
Diamantina vém ocorrendo desde meados da década de 1960, quando um
consorcio entre a Comissdo de Desenvolvimento do Vale do Jequitinhonha
(CODEVALE) e o governo do Estado de Minas Gerais promoveu agbes de
desinsetizacdo que levaram a instalacdo da vigilancia entomoldgica na regido. O
abandono das acbGes na década seguinte, entretanto, permitiu a recuperacdo de
colénias intradomiciliares de triatomineos, o que demandou novas ac¢fes junto ao
PCDCh, principalmente a partir de 1982 (DIAS, 2000).

A espécie com maior importancia no que diz respeito ao numero de
exemplares capturados desde os LT realizados no inicio dos anos 1980 foi P.
megistus. Contudo, em periodos mais recentes (ap6s o ano 2000), T. vitticeps tem
apresentado um numero cada vez maior de exemplares entre os triatomineos
capturados no municipio e, além deste, outras sete espécies ocorrem na area (DIAS,
2010).

A vigilancia entomoldgica de triatomineos atualmente encontra-se sob
execucdo direta do municipio, que realiza visita mensal aos 28 Postos de
Informacédo de Triatomineos (PIT), sendo quatro localizados na area urbana e 24 na
zona rural (Figura 4). Durante as visitas as notificacfes de insetos pelos moradores
sao recebidas e os insetos encaminhados para o laboratério na sede do municipio.
As notificagbes sao atendidas por um agente municipal de vigilancia ambiental em
saude, que visita o domicilio notificante com o objetivo de detectar eventuais focos
de colonizacdo intra ou peridomiciliares, o que, em caso positivo, determina a
necessidade de borrifagdo do domicilio e anexos com inseticidas de agéo residual.

Desde o segundo semestre de 2014, além das atividades de notificacdo e
atendimento, o municipio tem realizado a visita a 20% das localidades em natureza
de pesquisa ativa de triatomineos, em pelo menos 80% das unidades domiciliares
dessas localidades, conforme diretrizes estaduais para a vigilancia ambiental em
saude (FERRAZ et al., 2014). Essas visitas séo feitas por trés agentes de vigilancia
ambiental em saude (dois municipais e um vinculado a FUNASA), sob supervisédo da

Superintendéncia Regional de Saude de Diamantina.



54

3.3 Coleta de triatomineos em ambiente domiciliar

Os triatomineos capturados durantes as atividades de rotina da vigilancia da
doenca de Chagas eram encaminhados ao laboratério municipal para identificacéo
especifica e exame de conteldo intestinal a fresco em solucao fisiolégica NaCl 0,9%
para verificar a presenca de tripanossomatideos. Diariamente, apds esses
procedimentos, entre os meses de setembro de 2011 e agosto de 2014, os insetos
eram captados por um dos membros da equipe do estudo, sendo levados para o
Laboratdrio de Doencgas Parasitarias do Departamento de Farmacia da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM).

Para cada triatomineo capturado era atribuido um cédigo com a inicial do
membro da equipe que recebeu e um numero sequencial. Dados referentes a data
de recebimento do inseto pelo servico, data do exame parasitolégico, numero de
registro do inseto no livro de exames da Secretaria Municipal de Saude, endereco de
captura, nome do morador, espécie de triatomineo, local de captura, sexo ou estadio
ninfal, resultado do exame para tripanossomatideos e tipo de atividade na qual o
inseto fora capturado (notificacédo, atendimento ou pesquisa), eram registrados em
formulario préprio (Apéndice 1).

No Laboratério de Doencas Parasitarias da UFVIM era confirmada a
identificacdo da espécie e do sexo ou estadiamento das ninfas. O conteudo intestinal
de todos os insetos positivos para flagelados e de uma amostra dos negativos foi
reservado em solugcdo de Guanidina-EDTA 6M para realizacdo de ensaios
moleculares para deteccdo de DNA de tripanossomatideos e determinacdo de
linhagens de T. cruzi em casos positivos.

Todos os insetos eram montados em alfinetes e depositados em caixas
entomologicas do referido laboratorio. Alguns exemplares negativos foram mantidos
vivos e destinados para o estabelecimento de coldnias no laboratorio.

O teste G foi utilizado para verificar associagdo entre as variaveis tipo de
atividade, estadio evolutivo dos insetos e local de captura. Tais analises foram

conduzidas no programa BioEstat 5.0.
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Figura 4 — Localizacdo dos Postos de Informacédo de Triatomineos (PIT) na area

rural (estrelas) e localizacdo da cidade de Diamantina em mapa altimétrico do

municipio de Diamantina, Minas Gerais, Brasil.
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3.4 Andlise da distribuicdo espacial de triatomineos e variaveis ambientais

relacionadas nas localidades rurais do municipio de Diamantina

Para a analise da distribuicdo espacial dos triatomineos no municipio de

Diamantina, as localidades cadastradas no SISLOC foram georreferenciadas por

meio de um aparelho GPS de navegacado (GPSMap 76S, Garmin™), por coleta de
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coordenadas em banco de dados do censo agropecudrio do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica de 2007, ou por cartas topogréficas e mapas do municipio. O
datum padrao utilizado foi o World Geodesic System 1984 (WGS 1984) e a projecéo
de trabalho a Universal Transversa de Mercator (UTM) na zona 23. Para o meio rural
a unidade de analise foi a localidade.

Um banco de dados foi elaborado em planilha do Microsoft Excel 2010™, no
gual para cada localidade rural foi atribuida uma coordenada geografica em graus
decimais de um ponto central da localidade ou de uma casa positiva para
triatomineos, além do nimero de triatomineos capturados de acordo com a espécie
naquele logradouro. Esses dados foram importados para um ambiente SIG, onde as
coordenadas geogréficas foram convertidas em coordenadas métricas e os dados
foram analisados quanto a distribuicdo das diferentes espécies ho municipio.

As variaveis ambientais utilizadas para comparacdo entre as areas de
ocorréncia entre as diferentes espécies de triatomineos no municipio foram:
elevacdo, as componentes brightness e wetness derivadas de transformacéo
Tasselled Cap e o NDVI calculadas de cenas do sensor OLI. A elevagéo foi obtida
de modelo digital gerado por dados da Shuttle Radar Topographic Mission (SRTM)
(disponivel em http://srtm.usgs.gov/). Os produtos gerados do sensor OLI possuem
30m de resolucao espacial. Para compatibilizar a utilizacdo de dados do SRTM que
tém resolucédo de 90m, os dados foram reamostrados para 30m no programa QGIS
2.10.1 Pisa (QGIS DEVELOPMENT TEAM, 2013).

As imagens utilizadas para a extragdo das variaveis foram obtidas no site do
United States Geological Survey (http://earthexplorer.usgs.gov/). Foram
selecionadas duas cenas, uma da Orbita/ponto 218/072 e outra 218/073, cuja
aquisicdo ocorreu no dia 21 de margo de 2014. As imagens foram registradas
utilizando uma imagem referéncia ortorretificada do LANDSAT 7 ETM+, corrigidas
pelo método Dark Object Subtraction (DOS) (CHAVEZ-JUNIOR, 1988) e
mosaicadas. Os valores digitais foram convertidos em valores de reflectancia no
topo da atmosfera, conforme instru¢cdes do manual do fornecedor das imagens,
disponivel eletronicamente em
http://landsat.usgs.gov//documents/Landsat8DataUsersHandbook.pdf.

O NDVI foi calculado conforme a operacédo anteriormente apresentada pelo
uso das reflectancias calculadas das bandas 4 (vermelho) e 5 (infravermelho
proximo). As operacdes de transformacdo Tasselled Cap para os valores de
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reflectancia foram conduzidas utilizando os coeficientes descritos por Baig et al.
(2014). O processamento das imagens e os célculos das varidveis foram conduzidos
no ambiente de Linguagem Espacial para Geoprocessamento Algébrico (LEGAL) do
programa SPRING 5.3 (CAMARA et al., 1996).

No entorno de cada ponto representativo de uma localidade foi tragado um
circulo de raio 1000m, do qual foram extraidos os valores de elevacdo, NDVI,
brightness e wetness para cada uma das espécies de triatomineos e exportados
como arquivos de texto. Os valores das variaveis nas areas de ocorréncia foram
comparados entre as diferentes espécies por meio do teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de comparac¢des multiplas de Dunn, no programa GraphPad Prism
5.

As distribuicbes das espécies Panstrongylus megistus, T. vitticeps e T.
arthurneivai, com dispersdo em maior numero para as localidades rurais, foram
também modeladas por meio de Modelo Linear Generalizado (Generalized Linear
Model — GLM) por meio de bibliotecas no pacote estatistico R 3.2.2. As bibliotecas
utilizadas foram dismo, raster, sp, rgeos, rgdal, maptools, MASS, boot.

No entorno das localidades de ocorréncia de cada espécie foram tracados
circunferéncias de raio 1000m, dentro das quais foram extraidos pontos aleatdrios
utilizados como representacdo da presenca da espécie para a construcao dos
modelos. Dessa forma, 259 pontos de presenca foram utilizados para modelagem da
distribuicdo de T. vitticeps, 206 para P. megistus e 47 para T. arthurneivai. Como
pontos aleatorios de background foram utilizados 300, 300 e 100 pontos para cada
espécie, respectivamente.

A area avaliada correspondeu ao retangulo compreendido entre as
coordenadas -18.61979; -44.35785 e -17.0844; -43.0422. As variaveis ambientais
preditoras foram a elevacéo, as componentes brightness, greenness e wetness e o
NDVI obtidos conforme descrito anteriormente. Para cada uma das espécies foi
construido um GLM considerando todas as variaveis ambientais. O NDVI foi entéo
retirado de um segundo modelo por apresentar alta colinearidade com greenness e
wetness. Assim um segundo modelo foi construido sem o NDVI. Em seguida, as
variaveis que apresentaram significancia estatistica (p < 0,05) no modelo sem NDVI
foram utilizadas para constru¢cao de novo modelo.

Os modelos finais gerados foram avaliados utilizando um percentual (30%)
dos pontos de presenca. Foram construidas curvas Receiver Operating
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Characteristic (ROC) para analise da capacidade preditiva dos modelos pela medida
da area sob a curva (Area Under Curve — AUC). Foi também realizada validacéo
cruzada dos dados por meio da fungdo “cv.glm”, sendo calculados os erros do

modelo de predicao.

3.5 Andlise da distribuicdo espacial de triatomineos na &rea urbana da cidade de

Diamantina

A distribuicdo espacial de triatomineos na area urbana da cidade de
Diamantina foi realizada levando em conta o domicilio ou imével com presenca dos
insetos como unidade de analise. O georreferenciamento dos iméveis foi feito in loco
seguindo os mesmos padrbes de formato de coordenadas e datum utilizados para a
area rural. Os dados foram integrados a uma planilha no Microsoft Excel™ em que
cada ponto de coordenada geografica representou um imoével ou residéncia
infestada por pelo menos um triatomineo. Os dados foram discriminados de acordo
com a espécie e positividade para tripanossomatideos e integrados ao SIG.

Para a delimitacdo da area urbana da cidade de Diamantina, os croquis da
divisdo de controle de zoonoses referentes aos bairros da cidade foram utilizados
como referéncia para tracar os contornos dos bairros no programa Google Earth™
7.1.2.2041, de onde as feicOes foram importadas e integradas ao SIG.

No contexto urbano, a andlise da distribuicdo foi conduzida considerando
cada ponto correspondente a um imoével infestado como sendo um evento. Para fins
de andlise exploratéria, a funcdo quartica do estimador de densidades de Kernel foi
empregada. Esse estimador consiste em uma técnica ndo paramétrica de
interpolacdo que permite a visualizacdo de &reas com maior ocorréncia de um
evento em estudo baseado no numero de eventos na vizinhanga (GATRELL et al.,
1996). O estimador de Kernel quartico pode ser definido pela equagéo 2:

T

3 3 K2\’
A(5) = Z— 1-—— «
() mz( 72) Equagéo 2

i=1

Onde
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4z(8) ¢é a densidade estimada de eventos na posicao s;
h; é a distancia entre o ponto a ser estimado e o ponto do evento i, €;
T corresponde ao valor da largura de faixa, que é a distancia que controla a

suavizacao da superficie a ser interpolada.

Para verificar a existéncia de padrdes para a distribuicdo de triatomineos na
area urbana, foi utilizado o estimador da funcdo K de Ripley (1981), que é definido

pela equacao 3:

F__ s Wy Equacéo 3

Onde:

E) é o estimador do nmero de eventos em funcéo de uma distancia h;

R corresponde a area da regido de interesse;

n é o numero total de eventos na regido R;

In(dj) € a funcéo indicadora que é igual a 1 se dj < h ou igual a zero em caso
contrario;

w;; € um fator de correcéo de borda.

Devido a dificuldade de interpretacdo dos resultados da funcéo K, o resultado
€ expresso graficamente em outra fungédo, definida pela equagéo 4:
(h) = —h Equacéo 4

Onde:
L(é o estimador de L em funcao da distancia h;

E(r) ¢ o0 estimador de K em funcao da distancia h.

Os valores para o estimador da funcdo L proximos a linha de base

equivalente a zero indicam distancias em que o fendbmeno apresenta padrdo de
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distribuicdo aleatério, valores abaixo dessa linha representam distancias em que o
fendmeno apresenta padrdo de distribuicdo regular e valores superiores a zero
apontam a presenca de agrupamentos ou clusters nas distancias em estudo.

Para avaliar a significancia dos resultados, sdo geradas simulacfes nas quais
0s pontos séo aleatorizados conforme as distancias na regido de estudo, com base
no modelo de Aleatoriedade Espacial Completa. As distancias em que os valores de
L superam o limite superior do envelope de simulagdes correspondem a distancias
em que ha agrupamentos estatisticamente significativos em um nivel de significancia
de 0,05.

As distancias utilizadas na andlise da distribuicdo dos triatomineos na area
urbana de Diamantina foram de 0 a 1000 metros, em intervalos de 25 metros. Para
avaliar a significancia dos agrupamentos foram aplicadas 999 simulacoes.

Os estimadores de densidade de Kernel e da funcdo K foram calculados,
respectivamente, nos programas TerraView 4.2.2 e SPRING 5.2.7 (CAMARA et al.,
1996). A largura de banda para o estimador de Kernel foi calculado automaticamente
pelo programa, com a opc¢éao de raio adaptativo, que leva em conta a quantidade de
eventos e o tamanho da area de estudo (LAGROTTA et al., 2008). Dessa forma, em
areas com grande concentracdo de pontos o algoritmo utiliza raios de larguras
menores, enquanto em areas com menor concentragao o raio € ampliado.

A variavel ambiental analisada para os eventos de infestacdo na area urbana
foi o NDVI, calculado a partir de imagens do sensor OLI a bordo do satélite
LANDSAT 8. As cenas utilizadas foram dos periodos de 25 de agosto de 2013 e 28
de agosto de 2014, disponibilizadas pelo site http://earthexplorer.usgs.gov/. Essas
imagens foram selecionadas por apresentarem cobertura de nuvens praticamente
nula. As imagens foram processadas com 0s mesmos procedimentos das utilizadas
para a area rural. O NDVI foi calculado para ambas as cenas OLI, e em seguida foi
calculada a diferenca entre os dois periodos para avaliar se houve mudanca
substancial na cobertura vegetal, arbitrariamente definida como aumento ou
diminuicdo superior a 0,01 no indice. Tendo em vista que alteragbes dessa monta
estiveram restritas a areas muito pequenas da regido, levando em conta a zona
urbana da cidade de Diamantina, a imagem mais recente foi utilizada como
referéncia para a anélise em relacdo a presenca de triatomineos.

Ao redor de cada imével infestado foram tragcados circulos excéntricos de
raios de 50, 100, 150, 200 e 250 metros. Pontos aleatorios (n = 150) foram gerados
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em bairros que ndo apresentaram notificacdo de triatomineos no periodo de 2001 a
2014 e, ao redor desses pontos, circulos com as mesmas dimensdes foram
tracados. Em cada distancia foram extraidos os valores de NDVI ao redor dos
pontos e os valores comparados entre as areas de ocorréncia de cada espécie e 0s
pontos aleatérios nas areas de ‘pseudo-auséncia’, nas diferentes distancias de
andlise.

A cena foi também classificada quanto a cobertura vegetal de acordo com os
valores de NDVI, em trés classes: solo exposto (NDVI inferior a 0,15), campo (entre
0,15 e 0,3) e mata (=0,3). Um mapa de distancias foi gerado para avaliar a distancia
entre os diferentes tipos de cobertura e pontos de pseudo-auséncia e de ocorréncia
das diferentes espécies.

As imagens foram processadas no programa SPRING 5.2.7 (CAMARA et al.,
1996) e os pontos aleatérios gerados no programa TerraView 4.2.2. As analises
estatisticas foram feitas no programa GraphPad Prism 5™, sendo utilizado o teste

de Kruskal-Wallis para comparacao entre 0s grupos.

3.6 Avaliacao de conhecimentos e atitudes sobre triatomineos e doenca de Chagas

entre moradores do municipio de Diamantina, Minas Gerais

A vigilancia entomolégica da doenca de Chagas no municipio de Diamantina
ocorre principalmente pela participacdo da comunidade nas notificacbes de
triatomineos, seguidas das visitas de atendimento pelos agentes municipais de
controle de zoonoses. Nesse sentido, a avaliacdo de conhecimentos e atitudes dos
moradores permite dimensionar como esse aspecto pode influenciar nos indicadores
entomoldgicos no municipio.

Para o presente trabalho, a avaliagdo dos conhecimentos foi realizada em
localidades com diferentes indices de infestagdo domiciliar por triatomineos, sendo
que a escolha das localidades de estudo ocorreu apoés estratificacdo de todas as
localidades do municipio conforme o numero de triatomineos capturados nas
mesmas entre 0os anos de 2001 e 2011. Dessa maneira, quatro categorias de
localidades foram discriminadas: localidades sem infestacéo (onde ndo houve relato
de triatomineos), localidades de baixa infestacdo (correspondentes ao tercil com
menor numero de triatomineos — um a cinco), média infestacao (correspondentes ao

tercil médio do numero de triatomineos — seis a 41) e alta infestacdo (tercil de
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localidades em que o maior numero de triatomineos foi capturado acima de 41). Em
cada uma das categorias foi selecionada uma localidade rural e uma urbana, que
reunissem caracteristicas ambientais semelhantes (mormente vegetacdo de campo
rupestre e altimetria em cerca de 1000m) e ndo fossem contiguas. Dessa forma, as
localidades de Fazenda Bandeirinha, Vila Extragdo, Povoado Vau, Povoado Quartel
do Indaid e Bairros Santo In4cio, Serrano, Cidade Nova e Gruta de Lourdes foram
selecionadas.

O instrumento utilizado para a coleta dos dados foi um questionario com
perguntas com multipla escolha e discursivas, baseado nos modelos de Silveira et
al., 2009 e Villela et al., 2009 (Apéndice IlI). Juntamente ao questionario um
mostruario era levado para avaliar a capacidade de reconhecimento da populacéo
em relacdo aos triatomineos (Apéndice Ill). As perguntas enfocaram as condutas
tomadas caso o morador encontrasse um barbeiro, formas clinicas da doenca de
Chagas, medidas para evitar triatomineos em casa, relacdo com pessoas infectadas
e sugestdes para melhoria do servico.

Os questionarios foram aplicados casa a casa, para criancas maiores de 10
anos devidamente autorizadas pelo responsavel, e adultos mediante assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndices IV e V).

As respostas foram tabuladas no programa Epi Info™ 3.5.4 e os dados
analisados comparativamente entre as localidades com diferentes niveis de
infestacdo domiciliar, sendo utilizado o teste de x> com nivel de significancia de 0,05,

no programa BioEstat 5.0.

3.7 Captura de triatomineos em ambiente silvestre

A coleta de triatomineos no ambiente silvestre foi conduzida entre julho de
2012 e junho de 2013 nas proximidades do Campus JK (UFVJIM) e da comunidade
de Extracdo, ambas com presenca relatada de trés e quatro espécies de
triatomineos, respectivamente. A area do campus caracteriza-se pela paisagem
dominada por campos rupestres, com vegetacao herbacea e afloramentos rochosos
(Figura 5). A comunidade de Extracdo apresenta formagdes rochosas mais
pronunciadas, sem a presenca de campos amplos como os da area anteriormente

mencionada (Figura 6).
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Dez armadilhas luminosas foram instaladas para a captura de triatomineos,
sendo cinco em cada area de estudo. As armadilhas utilizadas seguiram o modelo
proposto por Dias et al. (2011), tendo sido alterado o tipo de lampada, de forma que
o LED (Light Emitting Diode) branco foi substituido por um LED ultravioleta (Nautika
Repel®) que, segundo o fabricante, exerce atragéo sobre insetos.

As armadilhas eram visitadas semanalmente para verificar a presenca de
triatomineos e o funcionamento das lampadas. O esforco de captura total foi de

3650 armadilhas-noite.

Figura 5 — Armadilha luminosa instalada em area de campo rupestre, Campus JK,

Alto da Jacuba, Diamantina.

FoONTE: Fotografia tirada pelo autor.
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Figura 6 — Arredores da comunidade de Extrag&do, Diamantina.

FONTE: Fotografia tirada pelo autor.

Incursbes em campo (duas em cada local com duracdo de cerca de trés
horas) nestas mesmas areas com vistoria de eventuais ecétopos foram, também,
realizadas, com prospeccéo de tocas de animais, ninhos de aves, troncos de arvores
a fim de detectar triatomineos. Para tanto utilizamos uma camera com visdo noturna
por LED infravermelho (HM 30 HDL®) adaptada a uma mangueira uma que gerava
imagens do interior dos abrigos em uma tela portatil (Figuras 7 e 8). Essa
metodologia j& se mostrou eficiente em detectar e descrever tocas de aves
(MARKWELL, 1997). As atividades foram realizadas pela equipe do Laboratério de
Doencas Parasitarias da UFVJIM.
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Figura 7 — Prospeccao de possiveis abrigos de mamiferos com emprego de camera

em area de campo rupestre nas proximidades do Campus JK da UFVJM.

FONTE: Fotografia do acervo pessoal do autor, tirada por Marco Aurélio Cunha Moreira Pacheco.

Figura 8 — Imagem em niveis de cinza do interior de uma fenda em afloramento
rochoso na area de um campo rupestre, nas proximidades do Campus JK da
UFVJIM.

FONTE: Fotografia tirada pelo autor.
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3.8 Avaliacéo da infeccdo de pequenos mamiferos por Trypanosoma cruzi

A captura de pequenos mamiferos para identificacdo de reservatérios do T.
cruzi no municipio de Diamantina foi realizada nas proximidades de um domicilio
entre os bairros Consolacdo e Jardim (area urbana) e na localidade rural Fazenda
Alto da Jacuba, na area de reserva do Campus JK da UFVJM, na mesma &rea onde
foram instaladas armadilhas para captura de triatomineos.

Para captura desses animais foram utilizadas armadilhas metélicas de grade
com dimensdes 25cm x 25cm x 60cm. Na area urbana foram instaladas 40
armadilhas, e na area rural 68 armadilhas, dispostas em transectos lineares (quatro
na area urbana e cinco na area rural), com espacamento de dez metros entre as
mesmas. Como isca foi utilizada uma mistura de banana, amendoim, sardinha, 6leo
de figado de bacalhau, acucar e caldo de carne. As armadilhas permaneceram
durante quatro noites na area urbana e cinco noites na area rural, totalizando um
esforco de captura de 160 armadilhas-noite e 340 armadilhas-noite,
respectivamente. As coletas foram realizadas na primeira quinzena de maio de
2014.

Pela manha as armadilhas eram vistoriadas quanto a presenca de pequenos
mamiferos. Em caso positivo, o animal era pesado, medido e sedado com uma
mistura de Ketamina (60mg/kg) (Vetanarcol® - Konig) e Xilazina (Xilazin® - Syntec)
(8mg/kg) por via intramuscular. O sangue desses animais era coletado por punc¢éo
venosa, e depositado em meio de cultura McNeal, Novy e Nicolle (NNN) com uma
camada de meio Liver Infusion Tryptose (LIT). Os animais foram, também,
submetidos ao xenodiagnoéstico com trés ninfas de terceiro estadio de Rhodnius
prolixus (essa espécie foi utilizada devido a rapida reprodugédo em laboratorio e
disponibilidade de exemplares), que permaneciam sobre o ventre do mamifero até o
ingurgitamento. Além disso, trés esfregacos em lamina foram realizados em cada
animal, sendo fixados em metanol e corados com os corantes Giemsa e May-
Grunwald para verificagcdo em microscopio 6ptico (aumento 400x). Parte do sangue
coletado foi depositada em solucdo de guanidina-EDTA 6M para realizacdo de
ensaios moleculares para deteccdo de DNA de T. cruzi e Trypanosoma rangeli
Tejera 1920. Todos os procedimentos foram realizados no campo. Os animais foram
marcados nas orelhas e soltos apos recuperacao da anestesia.
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O exame do xenodiagnostico foi realizado 15 e 30 dias apds o repasto
mediante compressao abdominal dos triatomineos, diluicdo das fezes em solucéo

salina (0,9% NaCl) e verificacdo ao microscopio optico em aumento de 400x.

3.9 Ensaios moleculares para deteccdo e caracterizagdo das linhagens de

Trypanosoma cruzi

As analises moleculares para deteccéo e caracterizacdo das sublinhagens de
T. cruzi entre triatomineos seguiram dois passos: em primeiro momento todas as
amostras positivas para 0 exame parasitolégico e uma amostra dos triatomineos
negativos foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction — PCR) da regido conservada dos minicirculos de kDNA (VALLEJO et al.,
1999) para deteccdo e confirmacdo da infeccdo pelo parasito. Esse marcador é
positivo para T. cruzi na presenca de fragmento de ~330 pares de base (pb) e
positivo para T. rangeli com fragmentos de 300 e 450pb (PAVIA et al., 2007).

Em um segundo momento, com o objetivo de caracterizar as DTU circulantes
entre os triatomineos, as amostras positivas ao kDNA foram submetidas as PCR de
fragmento do gene ribossomal rDNA24Sa (SOUTO et al.,, 1996), da regiao
intergénica spliced leader (Spliced-Leader Intergenic Region — SL-IR) do gene do
mini-exon (BURGOS et al., 2007) e a PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) do gene da citocromo oxidase Il (COIll) (FReITAS et al., 2006). A
combinacdo dessas trés metodologias permite a diagnose especifica da DTU
envolvida (D’AVILA et al., 2009).

As amostras foram obtidas por meio da disseccdo do tubo intestinal de
triatomineos capturados no ambiente domiciliar e peridomiciliar durante as
atividades de vigilancia entomologica no municipio de Diamantina. O contetudo do
intestino posterior foi estocado em cerca de 200uL de solucdo de Guanidina-EDTA
6M a 4°C.

A extracdo do DNA das amostras seguiu o protocolo proposto por Gomes et
al. (1998), com algumas modificacdes (Anexo I).

A reacgdo para deteccdo de fragmento do kDNA foi realizada utilizando os
seguintes reagentes: 10mM TRIS-HCI (Tris-HCl)/pH 8,4; 0,1% de Triton X-100
(Tampéo PCR 10x, Fermentas®, Brasil), 75mM de cloreto de potassio, 3,5mM
cloreto de magnésio (MgCly), 0,2mM de cada desoxinucleotideo (dATP, dCTP,
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dGTP, dTTP - Sigma, St. Louis, MO, EUA), 0,5U de Tag DNA polimerase,
Fermentas®, Brasil), 10pmoles de cada iniciador S35 (5AAATAATG
TACGGG(T/G)GAGATGCATGA3) e S36 (5’'GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT3)
(Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil), 3,0uL da amostra extraida de sangue e agua
Milli-Q suficiente para 12uL. Os ciclos para a amplificagdo consistiram em uma
desnaturacao inicial a 94°C durante cinco minutos, 35 ciclos (um minuto a 94°C, um
minuto a 60°C e um minuto a 72°C) e um periodo de extenséo final de dez minutos a
72°C.

Para a PCR do fragmento do gene rDNA24Saq, os reagentes utilizados foram:
10mM Tris-HCI pH 9,0; 50mM KCI; 0,1 % Triton X-100 (Tampao 10x, Fermentas®,
Brasil) 3,5mM MgCl,; 0,625U Taq DNA Polimerase (Fermentas®, Brasil), 0,2mM de
cada dNTP; 0,25uM dos iniciadores D71 (5"-AAGGTGCGTCGACA GTGTGG-3') e
D72 (5-TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-3") e quantidade de agua Milli-Q estéril
suficiente para completar 13uL. A amplificagao foi conduzida com uma desnaturacéo
inicial a 94°C por cinco minutos, seguida de 30 ciclos (94°C por 30 segundos, 60°C
por 30 segundos, 72°C por 30 segundos), finalizando com uma etapa de extensdo a
72°C por 10 minutos.

A reacdo de PCR para amplificagcdo do gene do mini-exon foi feita
empregando 3uL de DNA da amostra, 20 mM Tris-HCI/pH 8,4; 50 mM KCI, (Tampé&o
PCR, 10x, Fermentas®, Brasil), 3 mM MgCl,; 250 mM de dNTP; 3uM de cada
iniciador; 1U Taq DNA polimerase Platinum (Fermentas®, Brasil) 3uM dos
iniciadores  Tclll (5"-CTCCCCAGTGTGGCCTGGG-3) e UTCC (5-CGT
ACCAATATAGTACAGAAACTG-3') e agua Milli-Q para volume final de 13 L. Os
ciclos de amplificacdo consistiram em uma etapa de desnaturacéo inicial de cinco
minutos a 94°C, anelamento a 68°C por um minuto e extensdo a 72°C por um
minuto. A cada trés ciclos o tempo de desnaturacdo diminuiu um minuto, a
temperatura de anelamento foi diminuida sequencialmente para 66, 64, 62 e 60°C e
a extensdo permaneceu a 72°C por um minuto. Na temperatura de anelamento de
60°C o numero de ciclos foi de 35, sendo seguido por uma extenséo final a 72°C por
10 minutos.

Para a amplificacdo do gene COIl, as reacdes empregaram: 10mM Tris-HCI
pH 8,4, 50mM KCI, 0,1% Triton X-100, 1,5mM MgCl, (Tampé&o 10x, Fermentas®,
Brasil); 1U Tag DNA Polimerase (Fermentas®, Brasil); 250uM dNTP; 0,3 puM dos
iniciadores  TcMit10  (5’-CCATATATTGTTGCATTATT-3') e TcMit21 (5-
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TTGTAATAGGAGTCATGTTT-3’), 3uL DNA amostra e agua Milli-Q para volume final
de 13pL. Os ciclos de amplificacao foram realizados com desnaturacao inicial a 94°C
por cinco minutos, seguido de 39 ciclos (94°C por 45 segundos, 48°C por 45
segundos e 72°C por um minuto). A extenséo final foi processada a 72°C por 10
minutos.

Apés confirmacdo da amplificagdo eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata, 10uL do amplificado foram
submetidos a digestédo pela enzima Alul. A reacao para digestdo incluiu ainda 3 pL
de agua Milli-Q, 1,5 pL do tampéo da enzima e 0,5 pL da enzima (10U/pL), para um
volume final de 15 pL. Os reagentes foram incubados a 37°C por 16 horas.

Todas as amplificacbes e a digestdo dos amplificados do COIl foram
realizadas em termociclador Amplitherm Thermal Cyclers TX96 Plus. Os produtos
das amplificacdes e os produtos da digestdo foram visualizados por eletroforese em
gel de poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata.

Para controles positivos foram utilizadas os clones de referéncia: P209 cll1
(Tcl), MAS cl1 (Tcll), C5631 cl1 (Tclll), CAN Il CL1 (TclV), Bug 2148 cl1 (TcV) e
Tulahuen cl2 (TcVI). O rDNA discrimina Tcl/Tclll (110pb), Tcll/TclV/TcVI (125pb) e
TcV (110pb+125pb). O SL-IR discrimina Tcl, Tcll, TcV e TcVI (~150pb) de Tclll e
TclV (200pb). A PCR-RFLP do gene COIl, por sua vez discrimina Tcl (262pb +
81pb+30pb), Tcll (212pb+81pb+30pb), Tclll a TcVI (294pb+81lpb+30pb). Os
controles negativos foram de contetdo fecal de triatomineos mantidos em colénias

de laboratério.

3.10 Analises morfométricas e moleculares de espécies do complexo ‘Triatoma

maculata’ e espécies morfologicamente relacionadas

Para a realizacdo de anadlises fenéticas e filogenéticas das espécies
consideradas por Carcavallo et al. (1999) como pertencentes ao complexo ‘Triatoma
maculata’, os triatomineos foram obtidos de coletas de campo e a partir de
exemplares de colonias mantidas no Laboratorio de Triatomineos e Epidemiologia
da Doencga de Chagas (LATEC).

Os exemplares de T. arthurneivai foram originarios de capturas domiciliares e
silvestres nos municipios de Diamantina, Couto de Magalhdes de Minas e

Presidente Kubitschek, todos no estado de Minas Gerais.
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Os exemplares de T. wygodzinskyi foram provenientes de segunda geracao
de colonia obtida a partir de mais de 500 insetos oriundos de capturas em campo no
municipio de Sao Joao da Boa Vista, estado de Séo Paulo.

Os espécimes de T. pseudomaculata foram obtidos de primeira geracéo de
colénia de laboratério cujos parentais foram capturados em peridomicilios no
municipio de Sobral, no estado do Ceara, além de um espécime do municipio de
Francisco Badard, na regido do Vale do Jequitinhonha, estado de Minas Gerais,
utilizado apenas para analise molecular.

Os exemplares de T. maculata, por sua vez, foram obtidos de primeira
geracdo de colbnia originaria de insetos capturados em palmeiras no municipio de
Mucajai, estado de Roraima. Os espécimes de T. pseudomaculata e T. maculata
foram os mesmo utilizados por Belisario (2006).

As espécies do complexo ‘Triatoma maculata’ foram analisadas por meio de
morfometria geométrica das asas e por comparacao de sequéncias de fragmento de
gene mitocondrial do citocromo B (CytB).

Para os estudos de morfometria geométrica, foram analisadas as duas asas
(quando integras) de exemplares de ambos 0s sexos das quatro espécies

analisadas conforme segue:

e T. arthurneivai: 10 fémeas (19 asas) e dez machos (20 asas);
e T. maculata: 15 fémeas (30 asas) e 18 machos (36 asas);
e T.pseudomaculata: 11 fémeas (22 asas) e 19 machos (37 asas);

e T.wygodzinskyi: 11 fémeas (22 asas) e 13 machos (25 asas).

As asas de T. maculata, T. pseudomaculata e T. wygodzinskyi foram
montadas entre laminas. As asas dos exemplares de T. arthurneivai foram
fotografadas in situ no intuito de ndo danificar os insetos, haja vista a raridade do
encontro da espécie. Tal abordagem ja fora utilizada por Carbajal de La Fuente et al.
(2011), sem prejuizos nas analises. Os hemélitros foram fotografados em cémera
digital (AxioCam MRc Zeiss®) acoplada a um microscépio estereoscopio (Stemi
SV6, Zeiss®), com aumento de 80X. No intuito de uniformizar a coleta das imagens,
uma plataforma de 1,5 cm de altura foi utilizada para nivelar as asas montadas em

lamina e as asas fotografadas diretamente dos exemplares.
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As coordenadas foram obtidas no programa COOQO a partir de nove pontos de
referéncia correspondentes aos cruzamentos de venac¢des na por¢do membranosa

dos hemélitros, conforme a figura 9.

Figura 9 — Vista dorsal do hemélitro direito de T. maculata, exibindo pontos de

referéncia utilizados para a analise morfométrica.

FONTE: BELISARIO, 2006.

As coordenadas foram reamostradas, reposicionadas e reorientadas por meio
da Andlise Generalizada de Procustres no programa MOG (versédo 7.5).

A partir do poligono formado com vértices nas coordenadas dos pontos de
referéncia, foi calculado o tamanho centroide que é definido como a raiz quadrada
da soma dos quadrados das distancias de cada coordenada de referéncia até o
centroide do poligono. O tamanho centroide foi calculado no programa MOG, e
comparado entre os grupos avaliados por meio do teste de Kruskal-Wallis e como
pos-teste o teste de comparacfes multiplas de Dunn, com nivel de significancia de
0,05.

A Andlise de Componentes Principais das varidveis de conformacéo foi
realizada no programa COV (versdo 3.5), com a qual foi obtida a distancia
Euclidiana entre os grupos. No programa PAD (versdo 8.2) foi realizada a Analise
Discriminante, da qual foi obtida a distancia de Mahalanobis das variaveis de
conformacado, com a qual foi construida uma &rvore Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean (UPGMA). A significancia dos resultados foi testada por meio

de 10000 permutacgdes.



72

Para as analises moleculares foram utilizados 13 T. arthurneivai procedentes
dos municipios de Diamantina e Couto de Magalhdes de Minas (MG), um T.
pseudomaculata do municipio de Francisco Badar6 (MG) e um T. pseudomaculata
do municipio de Sobral (CE), um T. wygodzinskyi de S&o Jo&do da Boa Vista (SP) e
um T. maculata de Mucajai (RR). Além das espécies do complexo ‘Triatoma
maculata’ um exemplar de T. infestans foi adicionado como grupo externo nas
analises filogenéticas.

O alvo das andlises moleculares foi fragmento do gene do CytB. Esse
marcador foi inicialmente utilizado para estudo de populacdes de Anopheles
gambiae e tem sido extensivamente aplicado ao estudo de triatomineos (LYMANN et
al., 1999, MONTEIRO et al., 1999, QUISBERTH et al., 2011, WALECKX et al., 2011,
JUSTI et al., 2014).

As andlises moleculares dos triatomineos foram realizadas a partir de
amostras de DNA extraidas das pernas dos insetos. A extracdo foi realizada com Kit
Wizard® (PROMEGA™) de purificagdo de DNA gendmico, conforme protocolo
(Anexo I1). A dosagem de DNA nas amostras foi determinada por meio de aparelho
de espectrofotometria NanoDrop®, a partir de 2uL do material extraido.

A PCR foi conduzida utilizando 3 uL de DNA de amostra nas concentragcdes
de 5 e 10 ng/uL, 15 yL da enzima GoTaq® (Invitrogen™), 3 uL dos iniciadores
CytBF (5 GGA CAA ATA TCA TGA GGA GCA ACA G 3') e CytBR (5 ATT ACT CCT
CCT AGC TTA TTA GGA ATT G 3) [10mM] e 6 uL de agua ultrapura. A
amplificacéo foi realizada em termociclador Eppendorf Mastercycles Gradient®, com
0s seguintes parametros: Desnaturacéo inicial a 95°C durante cinco minutos, 30
ciclos com temperaturas de 95°C, 50°C e 72°C, por 45, 45 e 60 segundos,
respectivamente, e dez minutos a 72°C.

Para controle dos resultados da reacdo, os produtos da PCR foram
visualizados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% corados com nitrato de
prata, sendo positivo quando da presenca de amplicons com ~400 pb. Os
amplificados foram purificados por meio do dispositivo E-Gel Size Select™ 2%
Agarose Invitrogen™, conforme instru¢des do fabricante.

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando o kit BigDye Terminator
3.1® (Life Technologies™) com os mesmos iniciadores utilizados na primeira PCR.

Para cada amostra foram realizadas quatro reacdes, sendo duas com concentragao
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de amplificado em 5ng/uL e duas em 10ng/pL. O sequenciamento foi conduzido na
plataforma de sequenciamento do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ.

As sequéncias obtidas foram alinhadas empregando o algoritmo Clustal W e
analisadas no programa BioEdit 7.1.9 (HALL, 1999), ocasido em que foram
avaliadas quanto a correspondéncia com seus respectivos cromatogramas
(WALECKX et al., 2011). As sequéncias consenso para o marcador apresentaram
um fragmento de 399 pb.

As andlises filogenéticas para o grupo foram efetuadas no programa MEGA 6
(TAMURA et al., 2013), sendo analisadas 18 sequéncias. O algoritmo do programa,
baseado em Critérios de Informacdo Bayesianos e Critérios de Informacdo de
Akaike, apontou como melhor modelo para a analise das sequéncias e construcéo
das arvores filogenéticas, o modelo de Hasegawa-Kishino-Yano utilizando seis
distribuicbes Gamma (HKY+G).

A construcdo da arvore obedeceu aos padrdes de méxima parcimonia, e a
técnica de reamostragem por bootstrap foi utilizada para avaliar a confiabilidade das
filogenias resultantes. Foram realizadas 999 replicatas para as reamostragens. A
sequéncia correspondente a T. infestans foi posicionada como grupo externo na
analise. Foram construidas duas arvores, uma de maxima parciménia e outra de
maxima verossimilhanca. As distancias genéticas foram calculadas por meio do
método de distancia-p entre cada par de haplotipo, com estimativa de variancia por

analise de bootstrap com 999 replicacdes.

3.11 Aspectos éticos

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFVJM, sob os protocolos 084/11 e 510.250, respeitando as resolucbes 196/96 e
466/12 do Conselho Nacional de Saude. As coletas de dados evolvendo seres
humanos foram realizadas mediante assinatura de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. As coletas de mamiferos foram realizadas com autorizagdo do Instituto
Chico Mendes para Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) (Anexo I1llI) e sob
protocolo 036/2014 da Comiss&o de Etica para Uso de Animais da UFVJM.

Complementarmente, os dados e informagcdes advindos deste estudo serao
apresentados a Secretaria Municipal de Saude de Diamantina e a Secretaria de
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Estado da Saude Minas Gerais, como forma de colaborar com a vigilancia

epidemiologica da doenga de Chagas na regido.
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4 RESULTADOS
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4.1 Indicadores entomologicos e distribuicdo espacial de triatomineos no municipio

de Diamantina

Entre setembro de 2011 e agosto de 2014, 975 exemplares de triatomineos
pertencentes a oito espécies foram capturados e identificados nas atividades de
vigilancia entomolégica no municipio de Diamantina. Do total, 762 insetos foram
examinados sendo que 56 (7,4%) originarios de 30 localidades (12 urbanas e 18
rurais) apresentaram flagelados no conteudo intestinal (Figura 10), destacando-se a
positividade para P. geniculatus e T. vitticeps (Tabela 1). Os demais insetos nao

apresentaram condicfes para exame por estarem Secos.

Figura 10 - Distribuicdo de localidades com triatomineos positivos para

tripanossomatideos conforme a espécie. Legenda: Quadrados: Panstrongylus geniculatus;

Circulos: Panstrongylus megistus; Tridngulo: Triatoma pseudomaculata; Cruzes: Triatoma vitticeps.
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NoOTA: A area urbana foi incluida como uma Unica localidade.

FONTE: Elaborado pelo autor.
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Tabela 1 — Numero de triatomineos capturados e identificados nas atividades de
vigilancia entomoldgica no municipio de Diamantina de acordo com a espécie e
positividade para tripanossomatideos, entre setembro de 2011 e agosto de 2014 (n =
975).

Espécie Capturados % Examinados Positivos % infecgdo
Panstrongylus diasi 3 0,3 - - -
Panstrongylus geniculatus 38 3,9 21 8 38,1
Panstrongylus megistus 528 54,2 461 4 0,9
Rhodnius neglectus 1 0,1 - - -
Triatoma arthurneivai 27 2,8 15 - -
Triatoma pseudomaculata 12 1,2 7 1 14,3
Triatoma sordida 16 1,6 14 - -
Triatoma vitticeps 350 35,9 244 43 17,6
Total 975 100 762 56 7.4

FONTE: Elaborada pelo autor.

A maior parte dos insetos correspondeu a exemplares adultos (70,7%), sendo
0 numero de machos predominante sobre o nimero de fémeas. Espécimes imaturos
foram observados para P. megistus, T. sordida e T. vitticeps, a maioria ninfas de 5°
estadio (Tabela 2).

Dentre o total de insetos capturados, 465 (47,7%) foram encontrados no
intradomicilio, 479 (49,1%) no peridomicilio e 31 (3,2%) n&o tiveram a descricdo do
local de captura nas fichas de notificacdo. No intradomicilio os principais comodos
positivos foram o quarto (40,4%) e a sala (33,1%), enquanto no peridomicilio o maior
namero de insetos foi capturado no galinheiro (74,1%), onde houve maior densidade

de ninfas (Tabela 3).



Tabela 2 — Numero de triatomineos capturados e identificados nas atividades de vigilancia entomoldgica no municipio de Diamantina

de acordo com o0 sexo ou estadio evolutivo, entre setembro de 2011 e agosto de 2014 (n = 975).

Espécie Adultos Ninfas

Machos % Fémeas % NV % NIV % NI % NIl % N %
Panstrongylus diasi 2 66, 7 1 33,3 - - - - - - - - - -
Panstrongylus geniculatus 22 57,9 16 42,1 - - - - - - - - - -
Panstrongylus megistus 133 25,2 129 244 175 33,1 58 11 25 4,7 5 1 3 0,6
Rhodnius neglectus 1 100 - - - - - - - - - - - -
Triatoma arthurneivai 16 59,3 11 40,7 - - - - - - - - - -
Triatoma pseudomaculata 9 75 3 25 - - - - - - - - - -
Triatoma sordida - - 2 12,5 7 43,8 2 12,5 1 6,3 4 25 - -
Triatoma vitticeps 278 79,4 66 18,9 - - 2 0,6 4 11 - - - -
Total 461 47,3 228 234 182 18,7 62 6,4 30 31 9 09 3 03

NV: Ninfa de 5° estadio; NIV: Ninfa de 4° estadio; Nlll: Ninfa de 3° estadio; Nll: Ninfa de 2° estadio; NI: Ninfa de 1° estadio.
FONTE: Elaborada pelo autor.
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Tabela 3 — Numero de triatomineos capturados e identificados nas atividades de vigilancia entomoldgica no municipio de Diamantina

de acordo com a espécie, estadio evolutivo e local de captura, entre setembro de 2011 e agosto de 2014 (n = 975).

. Intradomicilio Peridomicilio
Espécie ) ) ~ ) ) ) ) Outros*** NI
Banheiro Cozinha Quarto Sala Outros* NI Area Canil Engenho Galinheiro Paiol Porta Outros** NI
P. diasi
Adultos - 1 1 1 - - - - - - - - - - - -
Ninfas - - - - - - - - - - - - - - - -
P. geniculatus
Adultos 4 5 12 7 2 - 3 3 - - - - 1 - - 1
Ninfas - - - - - - - - - - - - - - -
P. megistus
Adultos 3 12 23 24 - 1 6 - 4 172 10 - 3 - - 4
Ninfas - 1 19 4 - - - - 20 166 5 - - 34 - 17
R. neglectus
Adultos - - - - - - - - - 1 - - - - - -
Ninfas - - - - - - - - - - - - - - - -
T. arthurneivai
Adultos - 1 7 10 4 - 2 - - 1 - - 1 - 1 -
Ninfas - - - - - - - - - - - - - - - -
T. pseudomaculata
Adultos 2 1 2 6 1 - - - - - - - - - - -
Ninfas - - - - - - - - - - - - - - - -
T. sordida
Adultos - - - - - - 2 - - - - - - - - -
Ninfas - - - - - - - - - 14 - - - - - -
T. vitticeps
Adultos 14 28 119 102 33 10 9 1 - 1 2 6 10 1 - 8
Ninfas - - 5 - - - - - - - 1 - - - - -
Total 23 49 188 154 40 11 22 4 24 355 18 6 15 35 1 30

*Area de servico, bar, corredor, forro, garagem, oficina, parede, escola, varanda; *Dep0ésito, garagem, muro, parede, porta-malas, quadra esportiva, varanda;
***Armadilha; NI: Ndo informado.

FoNTE: Elaborada pelo autor.
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A maioria dos insetos foi fruto de notificagcbes por parte dos moradores
(57,1%), seguida pelo atendimento as notificacbes (42,6%) e pesquisa ativa (0,3%)
(Tabela 4). Durante o periodo foram realizadas 445 notificacdes que resultaram em
32 (7,2%) atendimentos positivos (encontro de pelo menos um triatomineo durante
atendimento). Ao levar em conta o percentual de notificagbes com atendimentos
positivos por espécie foram observados 100% (um atendimento positivo / uma
notificacao), 27,3% (24/88), 11,1% (1/9), 3,9% (1/26) e 1,6% (5/321) para T. sordida,
P. megistus, T. pseudomaculata, T. arthurneivai e T. vitticeps, respectivamente.

Tabela 4 — Numero de triatomineos capturados e identificados nas atividades de
vigilancia entomoldgica no municipio de Diamantina entre setembro de 2011 e
agosto de 2014, de acordo com a espécie, estadio evolutivo e atividade em que

ocorreu a captura (n = 975).

Atividade de captura

Especie Notificag&o Atendimento Pesquisa ativa
Adulto % Ninfa % Adulto % Ninfa % Adulto % Ninfa %

P. diasi 3 0,6 - - - - - - - - - -
P. geniculatus 38 7,3 - - - - - - - - - -
P. megistus 99 19,1 35 854 163 959 231 94,3 - - 3 100
R. neglectus 1 0,2 - - - - - - - - - -
T. arthurneivai 26 5 - - 1 0,6 - - - - - i
T. pseudomaculata 11 2,1 - - 1 0,6 - - - - - -
T. sordida 2 0,4 - - - - 14 57 - - - -
T. vitticeps 339 65,3 6 14,6 5 2,9 - - - - - -
Total 519 100 41 100 170 100 245 100 - - 3 100

FONTE: Elaborada pelo autor.

A atividade de vigilancia esteve significativamente associada tanto ao estadio
evolutivo dos insetos capturados (Teste G: 307,86; p < 0,0001), como ao local de
captura — intradomicilio ou peridomicilio (Teste G: 444,03; p < 0,0001). As ninfas
foram encontradas majoritariamente durante os atendimentos, ao passo de que 0s
exemplares adultos foram mais frequentemente notificados. A pesquisa ativa
resultou na captura de trés ninfas.

Durante o periodo foram registrados 62 episédios de reinfestacdo por
triatomineos em 43 unidades domiciliares, ocorrendo 56 vezes para T. vitticeps,

guatro vezes para P. megistus e duas vezes para P. geniculatus. Contudo, visto que
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em muitas fichas de notificacdo os campos de endereco e nome do morador
estavam incompletos, tais numeros podem estar subestimados.

Quando consideradas as notificagdes, foi observado maior namero de
exemplares capturados entre os meses de setembro e janeiro, coincidente com o
inicio da estacdo quente e chuvosa no municipio. Entretanto o padrdo ndo foi
homogéneo entre as espécies, ja que a maioria dos espécimes de T. arthurneivai foi

capturada nos meses frios e secos (Grafico 1).

Gréfico 1 — Numero de triatomineos notificados de acordo com a espécie e 0 més no
municipio de Diamantina, Minas Gerais, entre setembro de 2011 e agosto de 2014.
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FONTE: Elaborado pelo autor.

O indice de dispersdo de triatomineos (Numero de localidades positivas x
100/ Numero de localidades existentes) no municipio foi de 30,9%, sendo de 27,6%
entre as localidades da area rural (n = 308), e 72% na area urbana (n = 25). As

especies mais dispersas foram T. vitticeps e P. megistus (Tabela 5).
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Tabela 5 — Namero de localidades infestadas e indice de dispersdo de triatomineos

de acordo com a espécie e a zona, Diamantina, setembro de 2011 a agosto de
2014.

Espécie Localidades infestadas indice deodisperséo

Rurais (n=308) Urbanas (n=25) (%)
Panstrongylus diasi 3 - 0,9
Panstrongylus geniculatus 10 11 6,3
Panstrongylus megistus 39 6 13,5
Rhodnius neglectus 1 - 0,3
Triatoma arthurneivai 11 3 4,2
Triatoma pseudomaculata 6 - 1,8
Triatoma sordida 1 - 0,3
Triatoma vitticeps 51 13 19,2
Total 85 18 30,9

FONTE: Elaborada pelo autor.

As distribuicfes das diferentes espécies nas localidades do municipio seguem

apresentadas nos mapas representados pelas figuras 11 a 17.

Figura 11 — Distribuicdo de P. diasi no municipio de Diamantina, Minas Gerais, entre

setembro de 2011 e agosto de 2014. Legenda: X representam localidades positivas.
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FONTE: Elaborada pelo autor.
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Figura 12 — Distribuicdo de P. geniculatus no municipio de Diamantina, Minas

Gerais, entre setembro de 2011 e agosto de 2014. Legenda: [ 1ocalidades positivas.

W 44°08'14" W 43°1051"

S 17°21'36" S 17°21'13"

S 18°2827" S 18°2802"
W 44°08'14" W 43°10'51"

FONTE: Elaborada pelo autor.

Figura 13 — Distribuicdo de P. megistus no municipio de Diamantina, Minas Gerais,

entre setembro de 2011 e agosto de 2014. Legenda: A representam localidades positivas.
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FONTE: Elaborada pelo autor.
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Figura 14 — Distribuicdo de T. arthurneivai no municipio de Diamantina, Minas

Gerais, entre setembro de 2011 e agosto de 2014
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FONTE: Elaborada pelo autor.

. Legenda: O localidades positivas.
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Figura 15 — Distribuicdo de T. pseudomaculata no municipio de Diamantina, Minas

Gerais, entre setembro de 2011 e agosto de 2014. Legenda: (1 localidades positivas.
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Figura 16 — Distribuicdo de T. vitticeps no municipio de Diamantina, Minas Gerais,

entre setembro de 2011 e agosto de 2014. Legenda: < localidades positivas.
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FONTE: Elaborada pelo autor.

S 18°2802"
W 43°1051"

Figura 17 — Distribuicdo de R. neglectus + e T. sordida &1 no municipio de

Diamantina, Minas Gerais, entre setembro de 2011 e agosto de 2014. Legenda: * R.

neglectus; L1 T. sordida.
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Quanto as variaveis ambientais analisadas no entorno das localidades
infestadas, em todas houve diferenca estatisticamente significativas entre as
espécies (altitude: Kruskal-Wallis = 98820. p < 0,0001; NDVI; Kruskal-Wallis =
30040; p < 0,0001; brightness: Kruskal-Wallis = 4712; p < 0,0001; wetness: Kruskal-
Wallis = 4712; p < 0,0001). As diferencas entre grupos estdo detalhadas no gréafico

2.

Gréfico 2 — Elevacgdo, NDVI, brightness e wetness para localidades de ocorréncia de
diferentes espécies de triatomineos no municipio de Diamantina, entre setembro de

2011 e agosto de 2014. Legenda: Letras diferentes representam diferengas estatisticamente
significativas entre grupos (teste de comparagdes multiplas de Dunn). Caixas representam mediana,

percentis 10 e 90. Suicas representam valores minimo e maximo.
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FONTE: Elaborada pelo autor.
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Nos modelos de distribuicdo construidos por meio de GLM, a presenca de P.
megistus esteve associada significativamente a altitude, greenness e wetness. No
modelo com somente essas varidveis, 0 wetness ndo mais apresentou relacao
significante com a ocorréncia da espécie. A presenca de T. arthurneivai foi
significativamente influenciada por todas as variaveis e a de T. vitticeps apenas pela
altitude (Tabela 6).

Tabela 6 — Ajustes de modelos lineares generalizados para distribuicdo de T.

arthurneivai, T. vitticeps e P. megistus no municipio de Diamantina, Minas Gerais.

Erro valor

Espécie Estimados padro 5 p-valor

T. arthurneivai (todas as variaveis)

(Intercept) -1,75658 2,790878 -0,629 0,52909
Altitude 0,005486  0,00123 4,459 8,22e-06
Brightness -0,008321 0,003418 -2,435 0,01491
Greenness 0,015755 0,007504 2,1 0,03577
Wetness -0,02087 0,007282 -2,866 0,00416
T. vitticeps (todas as variaveis)

(Intercept) -3,247023 1,109029 -2,928 0,00341
Altitude 0,003839 0,000482 7,965 1,66e-15
Brightness -0,001228 0,001104 -1,112 0,26627
Greenness 0,002944 0,002135 1,379 0,16804
Wetness -0,003213 0,002121 -1,515 0,12977
P. megistus (todas as variaveis)

(Intercept) -0,6437479 1,1694535 -0,55 0,582
Altitude 0,0014237 0,0004596 3,097 0,00195
Brightness -0,0021927 0,0012797 -1,713 0,08664
Greenness 0,0068317 0,0024016 2,845 0,00445
Wetness -0,0059557 0,0024482 -2,433 0,01499
P. megistus (variaveis significativas)

(Intercept) -2,4656134 0,5535034 -4,455 8,41E-06
Altitude 0,0015789 0,0004498 3,51 0,000448
Greenness 0,0045577 0,0018482 2,466 0,013662
Wetness -0,0027206 0,0014438 -1,884 0,059513

FONTE: Elaborada pelo autor.

Embora as varidveis tenham apresentado contribuicdo para a presenca das
espécies estudadas, os modelos ndo apresentaram boa capacidade preditiva, como
observado nas curvas ROC (Grafico 3) e nos erros de predicdo encontrados pela

validacéo cruzada (P. megistus: 40,6%; T. arthurneivai: 23,4%; T. vitticeps: 32,4%).
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Gréfico 3 — Curvas ROC para modelos lineares generalizados de distribuicao

preditiva de triatomineos no municipio de Diamantina, entre 2011 e 2014. A) P.

megistus; B) T. arthurneivai; C) T. vitticeps.

n AUC=0.597 AUC=0.55 AUC=0.591
o < e e
= < —i 2
=
2 |A B C
O o © ©
O o o S A
0
S o © ©
% o1 o o1
]
T < < <
o oA o o1
>
L N N N
_8 S o1 S A
2 /1

o =] / Q
g oA o1? =

00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10

Raz&o de falsos positivos Raz&o de falsos positivos

FONTE: Elaborada pelo autor.

Raz&o de falsos positivos

4.2 Distribuicdo espacial de triatomineos na area urbana da cidade de Diamantina

Ao longo do periodo de estudo foram referenciados ao servico 140

triatomineos pertencentes a quatro espécies capturados na area urbana da cidade

de Diamantina, dos quais 107 foram examinados,

tripanossomatideos de 19,6% (Tabela 7).

com positividade para

Tabela 7 — Numero de triatomineos capturados nas atividades de vigilancia

entomoldgica quanto a espécie e positividade para tripanossomatideos na area

urbana da cidade de Diamantina, entre setembro de 2011 e agosto de 2014.

Espécies Capturados Examinados Positivos % infecc¢éo
Panstrongylus geniculatus 25 13 5 38,5
Panstrongylus megistus 8 5 - -
Triatoma arthurneivai 7 6 - -
Triatoma vitticeps 100 83 16 19,3
Total 140 107 21 19,6

FONTE: Elaborada pelo autor.

Todos os exemplares capturados foram adultos,

machos para todas as espécies (Tabela 8).

sendo a maioria desses
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Tabela 8 — Numero de triatomineos capturados nas atividades de vigilancia

entomoldgica na area urbana de Diamantina, entre setembro de 2011 e agosto de

2014, de acordo com a espécie e 0 sexo.

Espécies Macho Fémea
Panstrongylus geniculatus 15 10
Panstrongylus megistus 6 2
Triatoma arthurneivai 5 2
Triatoma vitticeps 73 27
Total 99 41

FONTE: Elaborada pelo autor.

O intradomicilio foi o ambiente com maior nimero de capturas (87,9%), sendo

0 quarto e a sala os comodos mais infestados (Gréafico 4). A excecdo de um

exemplar de T. vitticeps, capturado durante atendimento, todos os outros insetos

foram capturados pelos moradores e encaminhados via notificagao.

Grafico 4 — Percentual de triatomineos capturados de acordo com o local de captura,

na area urbana de Diamantina, Minas Gerais, entre setembro de 2011 e agosto de

2014 (n = 140).
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FoNTE: Elaborado pelo autor.
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A funcdo K para os iméveis infestados por triatomineos apresentou padréo
agregado para P. geniculatus, T. arthurneivai, T. vitticeps e para 0s insetos positivos
ao exame parasitolégico.

No caso de P. geniculatus as distancias de agregacgdo estatisticamente

significativas estiveram entre zero e 25m e entre 100 e 1000m (Grafico 5).

Gréfico 5 — Estimador da funcdo K expresso em valores de L(h) para a distribuicdo
de P. geniculatus na area urbana da cidade de Diamantina, entre setembro de 2011
e agosto de 2014.
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FONTE: Elaborado pelo autor.

A distribuicao espacial de P. megistus apresentou padrédo aleatério para todas

as distancias de estudo (Grafico 6).



91

Grafico 6 — Estimador da fungcédo K expresso em valores de L(h) para a distribuicédo
de P. megistus na area urbana da cidade de Diamantina, entre setembro de 2011 e
agosto de 2014.
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FONTE: Elaborado pelo autor.

A ocorréncia de T. arthurneivai exibiu padrbées de agregacdo espacial

estatisticamente significativos em distancias superiores a 50m (Grafico 7).

Grafico 7 — Estimador da fungédo K expresso em valores de L(h) para a distribuicdo
de T. arthurneivai na area urbana da cidade de Diamantina, entre setembro de 2011

e agosto de 2014.
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FONTE: Elaborado pelo autor.

No caso de T. vitticeps, a distribuicdo espacial apresentou agregacao
significativa em distancias de zero a 775m tendendo, a partir dessa distancia, a um

padrao de distribuicdo regular (Gréafico 8).
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Grafico 8 — Estimador da funcéo K expresso em valores de L(h) para a distribuicéo
de T. vitticeps na area urbana da cidade de Diamantina, entre setembro de 2011 e

agosto de 2014.
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FONTE: Elaborado pelo autor.

O padrao espacial da distribuicdo de triatomineos positivos foi de agregacao

em distancias até 400m (Grafico 9).

Gréfico 9 — Estimador da funcao K expresso em valores de L(h) para a distribuicdo
de triatomineos positivos para tripanossomatideos na area urbana da cidade de

Diamantina, entre setembro de 2011 e agosto de 2014.
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FONTE: Elaborado pelo autor.

A distribuicdo dos triatomineos na area urbana de Diamantina é exibida na

Figura 18.



Figura 18 — Distribuicdo espacial de triatomineos em iméveis (X) na area urbana da cidade de Diamantina, entre setembro de 2011 e

agosto de 2014. Imagem é composicao falsa-cor RGB — 654, do sensor LANDSAT-8 OLI (28 de agosto de 2014).
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FONTE: Elaborada pelo autor.
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As figuras 19 a 23 apresentam a distribuicdo de triatomineos e de exemplares
positivos para tripanossomatideos na cidade de Diamantina, com 0s respectivos
mapas de Kernel (exceto P. megistus que ndo apresentou distribuicdo agregada).

Figura 19 — Estimador de densidades de Kernel para a distribuicdo de P. geniculatus
em ambiente domiciliar na area urbana da cidade de Diamantina, entre setembro de

2011 e agosto de 2014. X representam iméveis infestados.
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FONTE: Elaborado pelo autor.
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Figura 20 — Distribuicdo espacial de imoveis infestados por P. megistus na area
urbana da cidade de Diamantina, entre setembro de 2011 e agosto de 2014. X

representam iméveis infestados
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FONTE: Elaborada pelo autor.

Figura 21 — Estimador de densidades de Kernel para a distribuicdo de T. arthurneivai
em ambiente domiciliar na area urbana da cidade de Diamantina, entre setembro de

2011 e agosto de 2014. X representam imoveis infestados.
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Figura 22 — Estimador de densidades de Kernel para a distribuicdo de T. vitticeps em
ambiente domiciliar na area urbana da cidade de Diamantina, entre setembro de

2011 e agosto de 2014. X representam iméveis infestados.
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FONTE: Elaborada pelo autor.

Figura 23 — Estimador de densidades de Kernel para a distribuicdo de triatomineos
positivos em ambiente domiciliar na area urbana da cidade de Diamantina, entre

setembro de 2011 e agosto de 2014. X representam imdveis infestados.
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A distribuicdo espacial de P. geniculatus e T. vitticeps apresentaram diferenca
estatisticamente significativa nos valores de NDVI para todas as distancias

analisadas, conforme representado no gréafico 10.

Gréfico 10 — Valores de NDVI em entornos de imdveis infestados e ndo infestados
(pontos aleatérios ‘Random’), com diferentes raios, na cidade de Diamantina, Minas

Gerais, entre setembro de 2011 e agosto de 2014. Legenda: Letras diferentes apontam as

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis (p <0,05).
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FONTE: Elaborado pelo autor.
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A figura 24 mostra a distribuicdo do NDVI na area urbana de Diamantina.

Figura 24 — indice de Vegetacdo da Diferenca Normalizada (NDVI) da area urbana
de Diamantina e entorno. NDVI obtido das bandas 4 e 5 do sensor LANDSAT-8 OLI
(28 de agosto de 2014). Areas em tons mais escuros representam maior quantidade

de biomassa verde.
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FONTE: Elaborada pelo autor.

Em relagdo a distancia entre os imodveis infestados por triatomineos e o0s
diferentes tipos de cobertura de terreno, foi observada maior proximidade entre
areas de campo e a ocorréncia de P. geniculatus e T. vitticeps, diferindo
significativamente dos pontos de ‘pseudo-auséncia’ de triatomineos, que estavam
mais proximos de areas com solo exposto (Grafico 11).

Os resultados referentes a essas andlises na area urbana de Diamantina
estdo publicadas em artigo cientifico no periédico Memérias do Instituto Oswaldo
Cruz (Apéndice VI).
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Gréfico 11 — Distancias entre imoveis infestados e tipos de cobertura de solo de
acordo com a espécie de triatomineo, municipio de Diamantina, 2011 a 2014.

Legenda: Random: pontos aleatérios de pseudo-auséncia; Pgen: P. geniculatus; Pmeg: P. megistus;
Tart: T. arthurneivai; Tvit: T. vitticeps. Caixas representam medianas e percentis 10 e 90. Suicas
representam valores minimos e maximos. Letras diferentes apontam as diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis (p <0,05).
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FoONTE: Elaborado pelo autor.

4.3 Avaliacdo de conhecimentos e atitudes sobre triatomineos e doenca de Chagas

entre moradores do municipio de Diamantina, Minas Gerais

Foram entrevistados 583 moradores (215 homens e 368 mulheres), sendo
388 da area urbana e 195 da area rural do municipio. O nimero de entrevistados por
estrato de infestac&o foi de 81 (sem infestacédo), 105 (baixa infestacdo), 141 (média
infestacdo) e 256 (alta infestacdo), com médias de idade de 39,16 (Desvio Padrao:
+17,2), 41,17 (+ 19,1), 39,03 (+ 20,6) e 40,5 (+ 19,5) anos, respectivamente. O
namero de criangas e adolescentes foi 77 pessoas.
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N&o foi observada associacao entre o numero de entrevistados que afirmou
saber reconhecer o triatomineo e a categoria de infestacdo da localidade em que
residiam e, quando exibidos os exemplares de hemipteros para identificacédo, 76,5%
dos entrevistados reconheceram corretamente os triatomineos, n&o havendo
associagdo estatisticamente significativa entre a proporcdo de acertos e as
localidades segundo o indice de infestacéo (Tabela 9).

Em relacdo a faixa etaria, igualmente nao foi observada associacdo
estatisticamente significativa entre os acertos, comparados 0s entrevistados
menores de 25 anos e os com idade maior ou igual a 25 anos (x* = 1,692, p =
0,2280). Entretanto, quando comparadas as zonas de residéncia a proporgcédo de
acertos foi maior entre moradores da zona rural (85.1%) do que entre os da area
urbana (71.9%) (x = 12,555, p = 0,0006).

O triatomineo mais apontado foi o P. megistus adulto (381 vezes), seguido
pela ninfa da mesma espécie (95 vezes). O exemplar de R. neglectus foi apontado
em 76 oportunidades.

Quando perguntados se ja tinham visto os ‘barbeiros’, 71,4% (416) dos
entrevistados responderam positivamente, sendo a resposta associada a infestacéao
da localidade (Tabela 9). Os locais mais relatados foram dentro de casa (43,3%), em
locais associados a atividades laborais no meio rural — garimpos, matas, rogas
(19,1%), e em servicos de saude (7,5%).

No que se refere a avaliacdo das condutas adotadas caso 0 entrevistado
encontrasse um triatomineo foi observada associacdo estatisticamente significativa
entre os indices de infestacdo e as condutas dos moradores, sendo maior o
percentual de condutas adequadas (entregar o inseto para algum servico de
referéncia) entre os moradores das areas de média e alta infestacdo, em relacdo aos
moradores das areas sem infestacdo e de baixa infestacdo. Da mesma forma, uma
vez questionados sobre a existéncia de algum lugar onde poderia levar algum
barbeiro, a proporcéo de respostas afirmativas foi crescente conforme a categoria de
infestac@o da localidade de residéncia dos entrevistados (Tabela 9). Os locais mais
indicados foram os servicos de saude e as escolas, que nas areas rurais muitas

vezes funcionam como PIT (Tabela 10).
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Tabela 9 — Conhecimentos e atitudes sobre triatomineos e a doenca de Chagas
entre moradores de areas com diferentes niveis de infestagdo vetorial domiciliar.

Diamantina, Minas Gerais, Brasil.

Localidades por estrato de infestacdo triatominica

Questbes relacionadas aos triatomineos e a Sem Baixa Média Alta
doenca de Chagas infestacao infestagdo  infestacdo  infestac¢éo X2 p-valor
n % n % n % n %

Afirmou conhecer o 'barbeiro’ 47 0,193
Sim 50 61,7 56 533 79 56,0 164 64,1
Nao 31 383 49 46,7 62 440 92 359
Reconheceu o 'barbeiro’ 42 0,237
Corretamente 61 753 76 724 103 73,0 206 80,5
Incorretamente 20 24,7 29 27,6 38 270 50 195

15,
Ja viu o 'barbeiro’ 6 0,001
Sim 61 753 63 60,0 92 652 200 78,1
Nao 20 24,7 42 40,0 49 348 56 21,9

18,
Conduta adotada caso encontre um 'barbeiro’ 5 <0,001
Adequada (encaminha o inseto ao servico de
referéncia) 30 37,0 41 39,0 82 582 145 56,6
Inadequada (mata ou encaminha
incorretamente) ou ndo sabe 51 63,0 64 61,0 59 41,8 111 434
Existe algum local onde pode levar o barbeiro 41,
na regiao? 5 <0,001
Sim 43 531 63 60,0 110 78,0 208 813
Nao 15 185 11 10,5 5 3,5 16 6,3
N&o sabe 23 284 31 295 26 184 32 125
Conhece alguém que foi picado pelo 32,
'‘barbeiro'? 0 <0,001
Sim 30 370 24 229 20 142 72 28,1
Nao 49 605 71 67,6 94 66,7 166 64,8
N&o sabe 2 2,5 10 9,5 27 191 18 7,0
O 'barbeiro’ transmite alguma doenca? 43 0,233
Sim 78 963 99 943 126 894 234 0914
Nao 3 3,7 6 5,7 15 10,6 22 8,6
Qual o nome da doenca que o 'barbeiro’ 5,0
transmite? a  0,1692
Doenca de Chagas 68 84,0 93 87,7 111 77,6 216 84,4
Outra* 6 7.4 3 2,8 9 6,3 12 47
N&o sabe ou ndo respondeu 7 8,6 10 9,4 23 161 28 10,9
Existe algum servico de controle da doenga 18,
de Chagas na regido? 1 <0,001
Sim 26 32,1 31 295 48 34,0 126 49,2
Nao 55 679 74 705 93 66,0 130 50,8

a agrupadas as categorias "outra doenca" e "néo sabe ou nao respondeu"
FONTE: Elaborada pelo autor.



102

Tabela 10 — Locais para onde os moradores encaminham os triatomineos segundo o
nivel de infestacdo domiciliar por triatomineos da localidade de residéncia.

Diamantina, Minas Gerais, Brasil.

Categoria de infestacdo domiciliar

Local de referéncia para levar o Sem Baixa Média Alta
triatomineo infestacdo infestacao infestacéo infestacao
n % n % n % n %

Escola 0 0 0 0 26 23,4 1 0,5
Posto de saude 15 34,9 21 32,8 46 41,4 109 54,2
Secretaria Municipal de Saude 7 16,3 14 22,0 26 23,4 47 23,4
Zoonoses / SUCAM 12 27,9 20 31,3 4 3,6 30 14,9
Superintendéncia Regional de

Saude 3 7,0 2 3,1 1 0,9 5 25
Vigilancia Sanitaria 2 4,6 0 0 0 0 2 1,0
Outros* 1 2,3 6 9,4 4 3,6 6 3,0
N&o sabe, mas sabe que tem 3 7,0 1 1,6 4 3,6 1 0,5

* "Assistente Social, Bombeiros, Ministério da Saude, Laboratério, Universidade, Instituto Estadual de
Florestas, Secretaria do Meio Ambiente, casa de funcionario da Secretaria Municipal do Turismo."

FONTE: Elaborada pelo autor.

Do total de entrevistados, 25% (146) afirmaram conhecer alguém que ja foi
picado pelo inseto, sendo maior a propor¢cdo entre os moradores da area sem
infestacdo. Também foi observado que 92,1% (537) dos entrevistados responderam
gue o barbeiro pode transmitir alguma doenca, sendo que 83,7% (488) afirmaram
ser essa a doenca de Chagas, contudo ndo houve associagao entre essas respostas
e a infestacdo da localidade. Entre o total dos que responderam a questdo, 195 o
fizeram ap0s a leitura das alternativas (Tabela 9).

Quanto a conhecer alguém gque tem a doenca de Chagas 59,2% (345) dos
entrevistados responderam positivamente, sendo que 50,7% das respostas
(183/361) apontaram amigos e/ou conhecidos. Entre os familiares, os pais
corresponderam a 11,4% (41) das respostas, seguidos de 6,4% (23) para avos,
5,26% (19) para irmaos, e 23,6% (85) incluiram outros familiares. Dez pessoas
(2,8%) relataram serem portadoras da infeccao.

No que diz respeito aos Orgdos que a doenca pode atingir, o coracdo foi
indicado em 73% das oportunidades (394/540), seguido por 6,3% (34) para o figado,
por 5,9% (32) para os pulmdes, de 3,3% (18) para os rins, de 2,6% (14) para o
intestino e de 1,7% (9) para o es6fago, sendo essas as alternativas presentes no

guestionario. Outras opcOes apresentadas pelos moradores incluiram sangue,
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cabeca, olhos, pernas, pele, musculo, costas, peito, sistema nervoso e bago e
corresponderam a 7,2% (39) das indicacbes. Ademais, 93 das pessoas nhao
souberam responder a questdo mesmo apos a leitura das opc¢bes disponiveis. Um
total de 191 pessoas respondeu a questado apoés a leitura das alternativas.

Sobre quais medidas os préprios moradores poderiam adotar para evitar 0s
barbeiros em casa, predominaram em todas as areas investigadas as respostas

relacionadas a limpeza e organizacao da casa (Tabela 11).

Tabela 11 — Condutas para evitar barbeiros em casa apontadas por moradores de
areas com diferentes indices de infestacdo domiciliar. Diamantina, Minas Gerais,

Brasil.

_ Categoria de infestag@o domiciliar
Condutas para evitar

barbeiros em casa Sem infestagcdo Baixa infestagéo Média infestacdo  Alta infestacao

n % n % n % n %
Limpeza e
organizacdo da casa 35 30,4 55 38,7 81 28,6 98 36,8
Manejo do galinheiro e
de outros anexos 17 14,8 13 9,15 42 14,8 46 17,3
Utilizacao de
inseticidas 13 11,3 15 10,6 26 9,2 19 7,1
Evitar frestas ou
entulhos
(esconderijos) 33 28,7 34 23,9 64 22,6 48 18,1
Olhar e limpar cama e
colchdes 0 0 2 14 14 50 15 5,6
Outros* 5 4.4 7 4.9 23 8,1 15 5,6
Nao sabe 12 10,4 16 11,3 34 12,0 25 9,4

*"Evitar certas plantas proximo a casa (abacateiro, bananeira, espinheiro); Evitar agua parada
(caixas d'agua, pneus e garrafas); Matar ou capturar o barbeiro; Manter o ambiente claro; Mandar
olhar a casa; Telar as janelas; Evitar roupas penduradas na porta; Manter a casa fechada; Evitar
luzes acesas; Queimar o lixo; Receber visitas dos agentes de saude; Colocar panos embaixo das
portas; Pintar a casa de branco; Nao acumular lama na porta; Nao jogar lixo na rua."

FoONTE: Elaborada pelo autor.

Em relacdo a existéncia de servico de controle da doenca de Chagas no
municipio, 39,6% (231) dos entrevistados respondeu afirmativamente, estando as
maiores propor¢des associadas as areas de média e alta infestacdo (Tabela 9). Foi
facultado aos moradores apresentarem sugestdes para o servico de controle, tendo
sido apresentadas 241 sugestdes, conforme a Tabela 12.

Os resultados referentes aos conhecimentos e atitudes da populagcéo de

Diamantina sobre os triatomineos e a doenca de Chagas estdo no manuscrito em
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anexo, aceito para publicacdo no periddico Ciéncia & Saude Coletiva (Apéndices VII
e VII).

Tabela 12 — Sugestbes apresentadas para o servico de controle da doenca de
Chagas por moradores de areas com diferentes niveis de infestacdo domiciliar.

Diamantina, Minas Gerais, Brasil.

Categoria de infestacédo domiciliar

Sugestoes Sem infestacdo  Baixa infestacdo Média infestacdo  Alta infestagdo
n % n % n % n %

Aumentar as visitas 16 55,2 12 38,7 21 42,9 45 34,1

Dar continuidade ao

combate e borrifacdo 1 3,5 2 6,5 6 12,2 15 11,4

Trazer informacdes 5 17,2 7 22,6 2 4,1 13 9,9

Atividades de limpeza

(capinar, tirar lixos) 2 6,9 1 3,2 0 0 5 3,8

Outros* 2 6,9 0 0 3 6,1 4 3,0

Nenhuma 3 10,3 9 29,0 17 34,7 50 37,9

*'Melhorar o servi¢o de saude todo; Achar uma vacina para ndo infectar; Valorizar o trabalho e
salario dos agentes; Todo mundo ajudar no controle; Trazer médico; Prefeito olhar mais para nés;
Ter um lugar para levar os barbeiros; Encanamento de esgoto para a populagéo; Cobrar mais dos
moradores."

FONTE: Elaborada pelo autor.

4.4 Captura de triatomineos em ambiente silvestre

As armadilhas em ambiente silvestre tiveram sucesso de captura de um
exemplar macho de T. arthurneivai, ap6és quatro semanas de permanéncia das
armadilhas em campo, na area de reserva do Campus JK (sucesso de captura de
0,03%). As buscas em possiveis ecotopos proximos a armadilha resultaram

negativas.

4.5 Infecgdo por Trypanosoma cruzi em reservatorios

As capturas de pequenos mamiferos resultaram em 18 animais, sendo 11 na
area da reserva do Campus JK (sucesso de captura de 5,3%) e sete na area urbana
da cidade de Diamantina (sucesso de captura de 4,4%) (Tabela 13). Todos os
animais estavam negativos para a infec¢cdo por tripanossomatideos em todos os

métodos utilizados (lamina corada, xenodiagnéstico e PCR).
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Tabela 13 — Numero de pequenos mamiferos capturados e identificados nas
atividades de vigilancia entomoldgica de acordo com a espécie e local de captura no

municipio de Diamantina, Minas Gerais, maio de 2014.

Espécie Local de captura NUmero de individuos
Cavia aperea Silvestre 1
Cerradomys subflavus Silvestre 2
Didelphis albiventris Urbana 6
Oligoryzomys sp. Silvestre 1
Rattus rattus Urbana 1
Thrichomys apereoides Silvestre 7
Total - 18

FONTE: Elaborada pelo autor.

4.6 Caracterizacdo molecular de T. cruzi de amostras de fezes de triatomineos

Foram analisadas 245 amostras de fezes de triatomineos. Os resultados para
deteccdo de T. cruzi apontaram positividade de 15,9% (39) para o kKDNA. A PCR do
rDNA obteve positividade em 25,6% das amostras, 10,3% para o SL-IR e 18% para
o COlIl.

As figuras 25 e 26 mostram os padrdoes de banda obtidos para os produtos
amplificados no rDNA e no SL-IR.

A diagnose da DTU foi possivel para 12,8% das amostras positivas para o
kKDNA, apontando a presenca de trés grupos relacionados a duas espécies de

triatomineos conforme a Tabela 14.
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Figura 25 — Perfis de bandas obtidos pela amplificacdo de fragmento de DNA de T.
cruzi presente no conteudo intestinal de triatomineos capturados no municipio de
Diamantina — MG por meio da analise do polimorfismo do gene da regido 3" do gene

24Sa rDNA. Legenda: PM — padrdo de peso molecular de 25 pb; P209 cll Tcl — clone de

referéncia: amplicon de 110pb (DNA de Trypanosoma cruzi I); MAS cll1 Tcll — clone de referéncia:
amplicon de 125pb (DNA de Trypanosoma cruzi Il); CAN Il cl1 TclV — clone de referéncia: amplicon
de 120pb (DNA de Trypanosoma cruzi 1V); Bug 2148 cll TcV — clone de referéncia: amplicon de

110pb ou 110+125pb (DNA de Trypanosoma cruzi V); A — amostras amplificadas em analise.

300pb—>

200pb—>
150pb—>

100pb—>

FONTE: Fotografia do acervo pessoal do autor, tirada por Gabriel Ferreira Caran.

Figura 26 — Perfis de DNA obtidos pela genotipagem de DNA de Trypanosoma cruzi
presente no conteudo intestinal de triatomineos capturados no municipio de
Diamantina-MG por meio da anélise do polimorfismo da regido intergénica de genes

do mini-exon de Trypanosoma cruzi. Legenda: PM — padrdo de peso molecular de 25 pb;
P209 cl1 Tcl — clone de referéncia: amplicon de 150-157pb (DNA de Trypanosoma cruzi l); MAS cll
Tcll — clone de referéncia: amplicon de 150-157pb (DNA de Trypanosoma cruzi Il); M5631 cl1 Tclll —
clone de referéncia: amplicon de 200pb (DNA de Trypanosoma cruzi Ill); CAN Il cl1 TclV - clone de
referéncia: amplicon de 200pb (DNA de Trypanosoma cruzi 1V); Bug 2148 cll TcV - clone de
referéncia: amplicon de 150-157pb (DNA de Trypanosoma cruzi V); Tulahuen cl2 TcVI — clone de
referéncia: amplicon de 150-157pb (DNA de Trypanosoma cruzi VI); Br — controle negativo da reacéo;

A — amostras amplificadas em andlise.

150pb

FONTE: Fotografia do acervo pessoal do autor, tirada por Raphael Queiroz Reis.
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Tabela 14 — DTU detectadas em amostras de fezes de triatomineos capturados e
identificados nas atividades de vigilancia entomologica no municipio de Diamantina,
Minas Gerais, entre setembro de 2011 e agosto de 2014, conforme a localidade e

espécie de triatomineo.

o _ rDNA Mini-exon RFLP-COII
Especie Localidade Souto et. al. Burgos et. al. Freitaset.al. DTU
1996 2007 2006

T. vitticeps Bairro Palha 110pb 150/157pb 262+81+30pb  Tcl
T. vitticeps Sitio Morrinhos 125pb 150/157pb 212+81+30pb  Tcll
T. vitticeps Vila Extracao 125pb 150/157pb 212+81+30pb  Tcll
P. geniculatus Bairro Santo Inacio 110pb 200pb 294+81+30pb Tclll
T. vitticeps Bairro Cazuza 110pb 200pb 294+81+30pb  Tclll

FONTE: Elaborada pelo autor.

4.7 Analises morfométricas e moleculares para o complexo ‘Triatoma maculata’

A analise morfométrica discriminou as espécies do complexo ‘Triatoma
maculata’. O tamanho centroide n&do apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre T. maculata e T. pseudomaculata. As demais espécies tiveram
diferentes tamanhos de centroide (Kruskal-Wallis: 129,1; p < 0,0001) (Gréfico 12).

A analise da regressdo entre as variaveis de conformacdo e o tamanho
isométrico revelou residuo alométrico significante (p<0,05), apontando para a
influéncia do tamanho na conformacdo das asas. Na analise discriminante a
primeira variavel candnica (fator 1) descreveu 47% da variacao total da forma e
discriminou T. arthurneivai das demais espécies. A segunda variavel canénica (fator
2) descreveu 34% da variagcado, segregando T. wygodzinskyi das demais espécies
(Grafico 13). Um terceiro fator descreveu 19% das variacbes. A arvore UPGMA
gerada com as distancias de Mahalanobis agrupou T. maculata e T.
pseudomaculata, esses proximos a T. wygodzinskyi e T. arthurneivai discrepante de
todos (Tabela 15; Figura 27).



108

Grafico 12 — Tamanho centroide para asas de T. arthurneivai (Tart), T. maculata
(Tmac), T. pseudomaculata (Tpse) e T. wygodzinskyi (Twy). Letras diferentes

representam diferencas estatisticamente significativas, p < 0,05 (Kruskal-Wallis).

Twy - H|l ¢

Tpse - HIHH b

Espécies

Tmac - HlH b

Tart - HIH @

400 500 600 700 800 900 1000
Tamanho centroide

FONTE: Elaborado pelo autor.

Grafico 13 — Mapa fatorial da Andlise Discriminante para variaveis de forma de asas
de T. arthurneivai (Tart), T. maculata (Tmac), T. pseudomaculata (Tpse) e T.
wygodzinskyi (Twyg). Quadrados representam os centroides dos grupos. Fator 1 e

Fator 2 representam as variaveis canénicas da forma.

3.506
Tart @

Tmac @
Tpse @
Twyg @

Fator 2

-6.403

4419 5.841
Fator 1

FONTE: Elaborado pelo autor.
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Tabela 15 — Distancias de Mahalanobis para variaveis de conformacéo para asas de

T. arthurneivai (Tart), T. maculata (Tmac), T. pseudomaculata (Tpse) e T.

wygodzinskyi (Twyg).

Espécies Distancias de Mahalanobis
Tart 0,0
Tmac 6,4* 0,0
Tpse 5,1* 4,2* 0,0
Twyg 6,4* 5,1* 5,0* 0,0

*Diferencas significativas (p<0,05) computadas por teste de permutacdes (10000) apds correcéo de
Bonferroni.
FONTE: Elaborado pelo autor.

Figura 27 — Arvore UPGMA derivada das distancias de Mahalanobis para as
variaveis de conformacéo de asas de T. arthurneivai (Tart), T. maculata (Tmac), T.

pseudomaculata (Tpse) e T. wygodzinskyi (Twyg).

Tart

Tmac

Tpse

Twyg

FoONTE: Elaborada pelo autor.

O sequenciamento do CytB originou um fragmento de 399pb. Apds o
alinhamento foram observados 300 sitios conservados, 99 sitios variaveis, 63 sitios
parciménia informativos e 36 singletons. A arvore de maxima verossimilhanca para o
grupo é exibida na figura 28. O modelo posicionou um clado formado por T.
maculata, irmdo de outro formado por T. pseudomaculata e T. wygodzinskyi, que
seriam, nessa construcdo, espécies irmas. Outro ramo agrupou todos os exemplares
de T. arthurneivai sendo que dentro desse clado houve dois agrupamentos.
Resultados semelhantes foram encontrados para a arvore construida mediante
modelo de maxima parcimbénia (Figura 29). As distancias genéticas entre 0s
exemplares de T. arthurneivai foram todas inferiores a 4,3%, e entre todas as
espécies foram maiores 11%, exceto para T. pseudomaculata e T. wygodzinskyi,

para as quais as distancias foram menores ou iguais a 5,5% (Tabela 16).
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Figura 28 — Arvore consenso de Maxima Verossimilhanca para filogenia de espécies
do complexo ‘Triatoma maculata’ baseada em fragmento do CytB. Algoritmo
utiizado HKY+G. Tinf: T. infestans; TpCE: T. pseudomaculata de Sobral, Cear3;
TpMG: T. pseudomaculata de Francisco Badaré, Minas Gerais; Tw: T. wygodzinskyi
de S&o Joado da Boa Vista, Sdo Paulo; Tmac: T. maculata de Mucajai, Roraima; R-
02, D-28, J-175, J-171, TaCh, J-217, R-51, R-52, Tal, Ta2, J-170 e J-165: T.
arthurneivai de Diamantina, Minas Gerais; CMM: T. arthurneivai de Couto de

Magalhdes de Minas, Minas Gerais. NUmeros representam os valores de bootstrap.

J165

613170

56 Tal

=
R52

CMM

R-51

J-217

98 | TaCh

J171

J-175

D-28

RO2
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83

— TpMG
81 84 1 TpCe

Tmac

Tinf

——o
0.05

FONTE: Elaborado pelo autor.
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Figura 29 — Arvore consenso de Méaxima Parcimonia para filogenia de espécies do
complexo ‘Triatoma maculata’ baseada em fragmento do CytB. Tinf: T. infestans;
TpCE: T. pseudomaculata de Sobral, Ceard; TpMG: T. pseudomaculata de
Francisco Badard, Minas Gerais; Tw: T. wygodzinskyi de Sdo Jodo da Boa Vista,
Séao Paulo; Tmac: T. maculata de Mucajai, Roraima; R-02, D-28, J-175, J-171, TaCh,
J-217, R-51, R-52, Tal, Ta2, J-170 e J-165: T. arthurneivai de Diamantina, Minas
Gerais; CMM: T. arthurneivai de Couto de Magalhdes de Minas, Minas Gerais.

Numeros representam os valores de bootstrap.
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FONTE: Elaborado pelo autor.



Tabela 16 — Distancia genética (distancia p) em valores percentuais entre T. arthurneivai, T. infestans, T. maculata, T.

pseudomaculata e T. wygodzinskyi, baseada em alinhamento de sequéncia de fragmento de 399 pb do gene do CytB.

Triatoma arthurneivai
Sequéncias CMM D-28 J-165 J-170 J-171 J-175 J-217 R-02 R-51 R-52 Tal Ta2 TaCh Tinf® Tmac’® TpCe® TpMG*

Triatoma arthurneivai

CMM

D-28 3,5

J-165 0,5 4,0

J-170 0,5 4,0 0,0

J-171 3,5 0,0 4,0 4,0

J-175 3,5 0,0 4,0 4,0 0,0

J-217 3,5 0,0 4,0 4,0 0,0 0,0

R-02 3,5 0,0 4,0 4,0 0,0 0,0 0,0

R-51 0,3 3,3 0,8 0,8 3,3 3,3 3,3 3,3

R-52 0,5 3,5 0,5 0,5 3,5 3,5 3,5 3,5 0,8

Tal 0,8 4,3 0,3 0,3 4,3 4,3 4,3 4,3 1,0 0,8

Ta2 0,8 4,3 0,3 0,3 4,3 4,3 4,3 4,3 1,0 0,8 0,0

TaCh 3,5 0,0 4,0 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,3 3,5 4,3 4,3

Tinft 138 13,3 133 13,3 13,3 13,3 13,3 133 135 138 13,0 13,0 133

Tmac? 135 150 14,0 14,0 15,0 15,0 150 150 13,8 14,0 13,8 13,8 150 158

TpCe?® 120 11,5 12,0 12,0 11,5 11,5 115 115 123 123 11,8 118 11,5 140 120
TpMG* 13,0 125 13,0 13,0 12,5 12,5 125 125 133 133 128 128 125 138 128 2,3
T™w° 12,8 118 128 12,8 11,8 11,8 11,8 11,8 130 130 125 125 118 145 113 4,0 55

1 Triatoma infestans (colénia LATEC); 2 Triatoma maculata (Mucajai, RR); 3 Triatoma pseudomaculata (Sobral, CE); * Triatoma pseudomaculata
(Francisco Badaré, MG); ® Triatoma wygodzinskyi (S&0 Jo&o da Boa Vista, SP).

FONTE: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO
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5.1 Indicadores entomoldgicos e distribuicdo espacial de triatomineos no municipio

de Diamantina

A transmissdo vetorial da infeccdo por T. cruzi no Brasil encontra-se
controlada, o que decorre, em grande medida, do impacto da virtual eliminacéo do T.
infestans do territério nacional, além do controle da infestacdo domiciliar por
espécies nativas. Entretanto, a recorrente invasao de triatomineos autéctones, com
variados graus de adaptacdo ao ambiente domiciliar, justifica a manutencdo da
vigilancia entomoldgica nos municipios (SILVEIRA, 2011b; ABAD-FRANCH et al.,
2013).

Nesse contexto, o municipio de Diamantina, localizado no Vale do
Jequitinhonha, representa uma &rea onde houve transmissdo vetorial ativa do T.
cruzi no passado, tendo sido as espécies mais importantes do ponto de vista
epidemioldgico o T. infestans e o P. megistus (DIAS et al., 1985; DIAS, 2010). Nos
trés anos que compreenderam o presente estudo, 975 exemplares de oito espécies
de triatomineos foram encontrados no ambiente domiciliar no municipio de
Diamantina. Esses nimeros apontam tanto uma alta diversidade de espécies como
um grande namero de exemplares capturados nesse municipio, sobretudo quando
comparado com outras areas do estado de Minas Gerais: Villela et al. (2005)
verificaram a presenca de 1531 exemplares pertencentes a quatro espécies em 46
municipios da regido centro-oeste do estado, entre 2000 e 2003; Paula et al. (2010),
em 16 municipios das regides do Alto Paranaiba e do Triangulo Mineiro, detectaram
990 exemplares de cinco espécies, entre 2002 e 2004; Santos et al. (2014), no
municipio de Acucena, Vale do Rio Doce assinalaram 70 triatomineos de trés
espécies entre 2006 e 2009.

A diversidade da fauna triatominica encontrada no municipio de Diamantina
pode ser atribuida a variedade de caracteristicas ambientais na extensdo do mesmo,
gue esta inserido em uma zona de tensao entre o Cerrado e a Mata Atlantica e, nas
areas mais elevadas (cerca de 1000m), h& presengca marcada dos campos
rupestres, os quais dominam a paisagem (GONTIJO, 2008). Quando analisada a
distribuicdo das diferentes espécies, tal hipotese € reforcada, haja vista as
diferencas tanto no sentido latitudinal como altitudinal, sendo P. megistus e P.

geniculatus observados ao longo de todo o municipio, P. diasi e T. pseudomaculata
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restritas a porcédo setentrional, T. arthurneivai e T. vitticeps ocorrendo na porcao
meridional e T. sordida no extremo ocidental.

Embora T. sordida tenha sido registrado em apenas uma localidade, dados
anteriores da Superintendéncia Regional de Saude de Diamantina (ndo publicados)
reforcam a ideia da distribuicdo restrita da espécie as localidades limitrofes com os
municipios de Augusto de Lima e Monjolos, na vertente oeste da Cordilheira do
Espinhaco. J& o R. neglectus, que no presente estudo foi encontrado apenas na
localidade de Pinheiro, registros anteriores apontam sua presenca mais dispersa no
municipio (SUPERINTENDENCIA REGIONAL DE SAUDE DE DIAMANTINA, dados
nao publicados).

O elevado numero de exemplares capturados em Diamantina pode estar
relacionado a constante solicitacdo da equipe do estudo aos agentes de controle de
zoonoses a coletarem o maior numero possivel de insetos durante as atividades de
captura, o que difere das normativas para pesquisa e captura de triatomineos que se
attm a coleta de uma amostra e ndo a totalidade dos insetos encontrados
(VINHAES et al., 2014). E crivel, porém, que esse dado ainda assim esteja
subestimado, visto que nem todos os atendimentos as notificacbes foram
acompanhados pelos pesquisadores. Entretanto, essa abordagem permitiu
dimensionar com maior precisdo o quantitativo de insetos presentes em ambientes
domiciliares, tanto mais considerando que na maior parte dos estudos as
informacdes sdo obtidas por meio de dados secundarios referentes a registros de
atividades de campo.

Panstrongylus megistus foi a espécie mais frequente no municipio de
Diamantina, o que se deve, em grande parte, a densidade das colbnias
peridomiciliares, especialmente nos galinheiros, devido a farta disponibilidade de
alimento. Esses locais podem constituir-se em uma fonte de dispersdo para o
intradomicilio (SILVA et al., 2003). Apesar de a espécie ser apta a estabelecer
colénias intradomiciliares, o predominio peridomiciliar dessa foi também observado
em outras areas de Minas Gerais (MACHADO DE ASSIS et al., 2009; PAULA et al.,
2010; VILLELA et al., 2010; BELISARIO et al., 2013) além de outras unidades da
federacdo, como o Distrito Federal (MAEDA et al., 2012) e o estado de Sergipe
(LIMA et al., 2012).

Fato relevante concernente a colonizacdo por P. megistus foi o encontro de

grande proporcédo de exemplares adultos e ninfas de quinto estadio. Isso pode se
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dever a maior dificuldade de deteccdo de ninfas de tamanhos diminutos. Contudo, a
observacéo de insetos em estadios mais avancados também sugere que 0s eventos
de colonizacdo eram relativamente antigos haja vista o P. megistus apresentar
normalmente um ciclo anual, sendo necessario um longo periodo para
estabelecimento de colonias com o perfil observado (DIAS, 1955; DIAS, DIAS, 1968;
VILLELA et al., 2005).

No intradomicilio a maior parte dos exemplares foi capturada nos quartos de
dormir, o que pode estar relacionado a busca do inseto por fontes sanguineas.
Embora a maioria dos achados intradomiciliares tenha correspondido a insetos
adultos, possivelmente invasores, ninfas, inclusive de estadios mais avancados
também foram capturadas nesse ambiente, algumas portando tripanossomatideos, o
gue aponta para o risco para a transmissao do parasito.

Outro ponto a ser ressaltado € que quase um terco das notificacdes de P.
megistus resultou em atendimentos positivos (com captura de mais insetos),
atestando a capacidade ndo s6 de invasdo, mas também de colonizacdo do
ambiente domiciliar pela espécie no municipio. Tal informacédo se faz ainda mais
relevante pelo fato de que a populacéo reconhece principalmente os adultos dessa
espécie, sendo a notificacdo importante passo para deteccdo e posterior extirpacado
de colénias domiciliares por agentes de controle, como observado também por
Villela et al. (2007) e Villela et al. (2009).

O numero de notificacbes de P. megistus foi maior em dois periodos: entre os
meses de outubro e janeiro e em abril. Esses periodos correspondem,
respectivamente, ao inicio e ao fim do periodo chuvoso, que também acumulam as
temperaturas mais elevadas no ano, quando se observam maiores proporcdes de
adultos e ninfas de 5° estadio. Padrdo semelhante fora observado também por Dias
(1955) e Dias e Dias (1968) no municipio de Bambui, por Villela et al. (2005) em 46
municipios da regido centro-oeste de Minas Gerais, além de Maeda et al. (2012), no
Distrito Federal. Nesse sentido Dias et al. (dados nao publicados) observaram forte
correlacdo positiva entre o niumero de adultos capturados na regido do Vale do
Jequitinhonha e valores de temperatura e precipitacao registrados historicamente
nas estacdes meteoroldgicas da area.

A distribuicdo espacial do P. megistus apresentou padrao disperso por todo o
municipio. Isso pode ser explicado, em certa medida, pela manutencdo de focos

silvestres em capdes e matas ciliares, conforme assinalado por Forattini (1980).
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Essas areas em geral sdo protegidas por abrigarem nascentes de agua usadas tanto
para consumo humano como para irrigacdo da pequena agricultura e, na
proximidade de tais locais, € onde a populacdo rural da regido normalmente se
estabelece (RIBEIRO et al., 2007). A relacdo entre o P. megistus e a vegetacao &
ainda endossada pela observacdo de que a componente greenness contribuiu
positivamente no modelo de distribuicdo da espécie para o municipio de Diamantina.

Em contraste com a zona rural, na area urbana da cidade de Diamantina
foram capturados apenas adultos de P. megistus, sem indicios de colonizacéo.
Entretanto, a ocorréncia da espécie nessa area esta provavelmente relacionada a
manutencdo de pequenos fragmentos de mata na cidade (Figura 24) onde hé
presenca de gambés (Didelphis albiventris) que sdo fonte alimentar habitual deste
triatomineo (FORATTINI et al., 1970; SANTOS-JUNIOR et al., 2011; SANTOS-
JUNIOR et al., 2013).

A segunda espécie mais frequentemente capturada no municipio de
Diamantina foi T. vitticeps, que é um triatomineo frequentemente encontrado em
domicilios, entretanto com raros registros de colonizacdo domiciliar. Em geral
apresenta-se altamente infectado por tripanossomos e, com efeito, no municipio de
Diamantina apresentou 17,6% de exemplares infectados, sendo responsavel por
quase 77% do total de insetos positivos entre todas as espécies. Essas altas taxas
de infeccdo devem estar relacionadas as fontes alimentares desse triatomineo, as
quais incluem, entre outros vertebrados, diversos mamiferos (DIAS et al., 1989;
GONCALVES et al., 2000; LOROSA et al., 2003; SANTOS et al., 2006; SOUZA et
al., 2011), sendo pertinentes, dessa forma, investigacdes futuras no municipio para
esclarecer suas fontes de alimentagdo e, consequentemente, de infeccdo nesse
local.

Quase a totalidade das capturas de T. vitticeps correspondeu a exemplares
adultos detectados no intradomicilio pelos proprios moradores, sendo raros 0s
atendimentos positivos para a espécie, apontando a ndo formacéo de colbnias neste
ambiente. Isso pode ser explicado pela dispersao ativa desses insetos por meio do
voo, sendo ‘atraidos’ pela luz elétrica nos domicilios, como sugerido por Dias et al.
1989. Nesse ambiente os comodos mais infestados foram os quartos e as salas, 0
gue pode indicar uma busca de alimento pelo inseto, uma vez que esses comodos

sdo onde ha maior permanéncia de pessoas repousando.
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As notificacbes de T. vitticeps ocorreram durante todos os meses do ano, com
menor frequéncia entre junho e agosto. Corroborando esse achado, Dias et al.
(dados nao publicados) observaram para o Vale do Jequitinhonha que o nimero de
adultos capturados dessa espécie possui significativa correlacdo direta com a
precipitagdo. Em Diamantina 0s meses mais secos correspondem justamente ao
periodo com menor numero de exemplares capturados. Nesse sentido, Souza et al.
(2010), no estado de Minas Gerais, observaram igualmente que a distribuicdo da
espécie tem relacdo com a precipitacdo anual e com a precipitacdo no trimestre
mais umido. Além disso, esses autores observaram a influéncia da umidade na
eclosdo dos ovos, sendo o sucesso de eclosao drasticamente reduzido em valores
de umidade relativa inferiores a 50% e mais ainda em torno de 20%. Sendo assim, a
dispersdo nos meses mais umidos pode garantir a colonizacdo mais eficiente de
novos sitios aumentando a chance de eclosédo dos ovos e sobrevivéncia das ninfas.

Por outro lado, a captura majoritaria de machos, alcangcando uma proporcao
de 4,2:1, chama a atencao por se contrapor a ideia de dispersdo unicamente para
colonizacdo de novos sitios pelas fémeas. Essa observacdo €, também,
diametralmente oposta ao que esta descrito para outras areas de ocorréncia de T.
vitticeps (DIAS et al., 1989; GONCALVES et al., 1998; GONCALVES et al., 2000;
LEITE et al.,, 2010). Essa pode ser uma particularidade das populacbes do
triatomineo na regido, motivada por caracteristicas ambientais. Para T. infestans,
Gdrtler et al. (2014), observaram influéncia da relacdo entre peso/comprimento no
voo de fémeas, o que nao alterou o voo dos machos. Além disso, esses autores
constataram que em eco6topos com maior disponibilidade de alimento o niumero de
fémeas voadoras é menor. Considerando que os estudos sobre T. vitticeps estéo
concentrados em areas de Mata Atlantica enquanto Diamantina estd em uma regiao
de transicdo com caracteristicas mais marcantes de Cerrado, é possivel que as
relacdes troficas nesses ambientes sejam distintas.

As ninfas corresponderam a apenas seis (1,7%) dos exemplares capturados,
sinalizando a baixa capacidade de colonizacdo domiciliar de T. vitticeps. Entretanto,
o fato de cinco dessas ninfas terem sido encontradas ingurgitadas sob um colchéo
serve de alerta para um potencial de colonizacao intradomiciliar por populacdes de
T. vitticeps e a necessaria vigilancia sobre essa espécie.

Além de ter sido a espécie mais frequentemente notificada no municipio de

Diamantina, T. vitticeps foi também a mais dispersa nas localidades tanto rurais
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qguanto urbanas, estando em quase 20% do total. A altitude parece influenciar na
distribuicdo desse triatomineo, que esteve restrito a porcdo meridional do municipio,
majoritariamente em areas com altitude em torno de 1000 m, na margem esquerda
do Rio Jequitinhonha. Essa regido corresponde em grande parte ao platd de
Diamantina, onde o relevo é deveras acidentado. Leite et al. (2010) observaram no
estado do Espirito Santo que a invasdo domiciliar por T. vitticeps esta fortemente
correlacionada as variacfes de inclinacdo do terreno o que € sugerido pela presenca
de abrigos de hospedeiros entre as anfractuosidades das rochas. Observa-se, em
Diamantina, que varias espécies de vertebrados habitam esses ambientes, incluindo
aves, pequenos roedores, marsupiais e lacertilios (LESSA et al., 2008).

Na area urbana da cidade de Diamantina foram capturados 28,6% do total de
exemplares de T. vitticeps, tendo sido a principal espécie capturada nessa area. A
andlise de padrbes pontuais demonstrou que a infestacdo ocorre de forma
agregada, com distribuicdo principalmente em bairros de periferia, com maior
densidade nos limites da area urbana e a Serra dos Cristais, ao norte da cidade,
préximo aos campos rupestres, o que pode estar relacionado a presenca de focos
naturais de onde os adultos dispersam. Essa ideia é reforcada pela presenca de
vegetacdo mais abundante nas areas em que esse triatomineo foi capturado, em
comparacao com as areas centrais da cidade e as areas onde houve capturas de P.
megistus e T. arthurneivai.

A proporc¢éo de T. vitticeps infectados na area urbana foi alta, 0 que aponta a
presenca de reservatorios infectados nas circunvizinhangas, envolvendo pelo menos
duas linhagens de T. cruzi (Tcl e Tclll), além de Tcll na area rural (Tabela 14). Tal
diversidade de linhagens pode estar associada a também diversidade de fontes
alimentares disponiveis, visto que Tcl tem sido comumente associada a gambas e
animais arboricolas enquanto Tcll € uma linhagem encontrada frequentemente entre
vetores domiciliares, animais sinantropicos e humanos (inclusive no Vale do
Jequitinhonha — OLIVEIRA et al., 2015), e Tclll parece ligada a animais escavadores
(YEO et al., 2005; ABOLIS et al., 2011; CARRASCO et al., 2012).

O P. geniculatus foi a terceira espécie mais frequentemente capturada no
municipio de Diamantina. Esse triatomineo é encontrado em todos 0s paises da
América do Sul (exceto Chile), além de Trinidad, Panama, Costa Rica, Nicaragua e
México (CARCAVALLO et al., 1999; LEITE et al., 2007).
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No Brasil € uma espécie com registros nos biomas da Amazoénia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (GURGEL-GONCALVES et al.,, 2012). A despeito do
carater silvestre, adultos invadem eventualmente os domicilios (SILVEIRA, 2000),
havendo ainda registro de formacéo de coldnias associadas a criacdo de suinos em
ambiente peridomiciliar no norte do pais (VALENTE et al., 1998). No municipio de
Diamantina foram encontrados exclusivamente adultos, com maior frequéncia no
intradomicilio. Contudo, o encontro de trés exemplares em um canil chama atencao,
pois os caes, além de servirem como fonte de alimento para triatomineos (PIRES et
al., 1999; FALAVIGNA-GUILHERME et al., 2001; FELICIANGELI et al.,, 2004;
VILLELA et al., 2010; CANTILLO-BARRAZA et al., 2015), podem ser reservatorios
do T. cruzi (GURTLER et al., 2007; RODRIGUEZ-BONFANTE et al., 2011; PENEAU
et al., 2014; MEJIA-JARAMILLO et al., 2014; ALROY et al., 2015; SALDANA et al.,
2015).

A alta positividade para tripanossomos observada nos P. geniculatus
capturados pode ser explicada pela associacdo com diferentes mamiferos. Na
natureza essa espécie ja foi encontrada associada a tocas de tatus, sabidamente
importantes reservatérios do flagelado, tanto no Brasil como na Argentina (CHAGAS,
1912; MARTINS et al., 1940; BARRETTO, 1979; ALVARADO-OTEGUI et al., 2012).
Na Venezuela foi encontrada colonizando uma caverna calcaria, com presenca de
exemplares infectados, onde possivelmente se alimentava em morcegos, tatus e
roedores (MOLINARI et al., 2007), além de um evento de formacdo de colbnia
intradomiciliar associada a Rattus rattus (REYES-LUGO, RODRIGUEZ-ACOSTA,
2000). A espécie foi também incriminada como responsavel por surto de
transmissao oral do T. cruzi que acometeu 103 pessoas com uma morte em escola
na area urbana de Caracas (NOYA et al., 2010; MUNOZ-CALDERON et al., 2013).
No Peru P. geniculatus pode ter sido responsavel por caso agudo de doenca de
Chagas em uma crianca de seis anos em uma area onde seria 0 Unico triatomineo
ora encontrado, e onde também se relataram incidentes de picadas desse inseto
entre humanos (VEGA et al., 2006). Ainda a espécie foi atribuida a suspeita de ter
transmitido o T. cruzi a um homem de 28 anos em um suburbio de Paramaribo,
capital do Suriname (OOSTBURG et al., 2003).

Em Diamantina a maior parte dos exemplares de P. geniculatus (65,8%) foi
capturada na sede municipal, tendo sido encontrada naturalmente infectada pela

DTU Tclll, linhagem associada ao ciclo silvestre no Brasil e paises vizinhos. Essa
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DTU foi também encontrada em P. geniculatus por Carrasco et al. (2012) em
exemplares oriundos da Venezuela, entre os quais também encontraram Tcl e TclV.
Nesse mesmo estudo Tclll fora a uUnica DTU encontrada no tatu Dasypus
novencinctus o que corrobora os achados de Llewellyn et al. (2009) em isolados de
mamiferos de diversos paises sulamericanos e Alvarado-Otegui et al. (2012) que
observaram a linhagem em tatus no Chaco Argentino.

De maneira semelhante ao T. vitticeps, na &rea urbana da cidade de
Diamantina P. geniculatus foi capturado em locais com indices de vegetacdo mais
altos que as areas sem relatos de triatomineos ou mesmo nas areas de ocorréncia
de P. megistus, T. arthurneivai. Contudo, a distribuicdo dessa espécie esteve mais
concentrada em bairros periféricos ao limite sul sendo possivel inferir que estas
areas estao proximas de focos naturais do triatomineo.

A quarta espécie mais capturada foi T. arthurneivai que, além de ter sido
observada em imoéveis da é&rea urbana de Diamantina, também o foi em 11
localidades rurais do municipio.

As informacfes sobre a ecologia dessa espécie sdo muito escassas Vvisto que
a maioria dos trabalhos publicados nesse sentido referem-se ao T. wygodzinskyi,
espécie com a qual fora, por muitos anos, confundida (SANTOS et al.,, 2007,
CARBAJAL DE LA FUENTE et al., 2011). A descricdo do T. arthurneivai data de
1940, tendo sido os exemplares capturados no atual municipio de Santana do
Riacho, na porcdo meridional da Cordilheira do Espinhago. A paisagem local é
dominada por campos rupestres que formam area de contiguidade no sentido norte
até a regido de Diamantina.

Em Diamantina, entre 2011 e 2014, a espécie ocorreu sempre em simpatria
com T. vitticeps, inclusive na area urbana. Sua distribuicdo esteve associada
positivamente a altitude e a variavel greenness e negativamente ao brightness e ao
wetness. Apesar dessa sobreposicado de areas de ocorréncia, diferentemente do T.
vitticeps o T. arthurneivai ndo apresentou positividade para tripanossomatideos
mesmo em localidades onde aquele estivera infectado, o que pode sinalizar
distincdo entre as fontes alimentares desses triatomineos.

O T. pseudomaculata representa uma das espécies com importancia
epidemioldgica secundaria no Brasil. Sua ocorréncia acompanha as areas abertas
dos biomas Cerrado e Caatinga, ocorrendo em troncos de arvores secas e ninhos de
aves (FORATTINI, 1980; DIAS-LIMA et al., 2003; GURGEL-GONCALVES et al.,
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2012). Em Diamantina foi encontrado em regifes proximas a chapadas, na margem
direita do rio Jequitinhonha.

Embora outros trabalhos apontem carater peridomiciliar (MACHADO DE
ASSIS et al., 2007; MACHADO DE ASSIS et al., 2009; CARVALHO-COSTA et al.,
2010), os achados de Diamantina corresponderam exclusivamente a adultos
encontrados no intradomicilio, com registro de um exemplar infectado. Alguns
relatos apontam, ainda, a capacidade de colonizacdo do intradomicilio, sendo que
um desses estudos foi realizado no estado do Ceara e o outro no municipio de
Berilo, na regido do Vale do Jequitinhonha, a cerca de 100 km das localidades de
ocorréncia da espécie no municipio de Diamantina (FROTA et al., 1999; MACHADO
DE ASSIS et al., 2007).

Geralmente apontada como espécie de regibes secas (MACHADO DE ASSIS
et al., 2009), estranhamente em Diamantina os arredores das areas de ocorréncia
deste triatomineo apresentaram uns dos mais altos valores de NDVI quando
comparados a outras espécies. Essa diferenca pode ser devido ao uso de uma Unica
cena no calculo do indice de vegetacdo, mais ainda levando em conta que essa
correspondeu ao final do periodo chuvoso. Nesse sentido, Carbajal de la Fuente et
al. (2009) observaram relagcao entre a distribuicdo do inseto e a variagcdo do NDVI.
Visto que as areas de ocorréncia de T. pseudomaculata em Diamantina passam por
periodos de intensa estiagem, € possivel que nesses periodos o NDVI seja baixo.

O fato do T. pseudomaculata ter sido encontrado apenas em localidades
rurais do norte do municipio possibilitou a distincdo entre as areas de ocorréncia
dessa espécie e T. arthurneivai, cujas identificac6es, segundo Dias (2010), poderiam
ser confundidas dadas as semelhancas morfolégicas e a coocorréncia das espécies
no municipio. Com efeito, ambas as espécies foram capturadas, porém foi possivel
perceber uma clara diferenca latitudinal nas distribuicbes das mesmas: enquanto T.
arthurneivai esteve restrito as por¢gbes meridionais do municipio, em altitudes mais
elevadas e areas mais frias, o T. pseudomaculata foi encontrado em areas menos
elevadas e com mais altos valores medianos de NDVI, brightness e wetness ao
norte do municipio. Esse achado pode contribuir para a diagnose especifica da
espécie.

O T. sordida, embora seja a principal espécie em numero de exemplares
capturados pelas a¢bes de controle vetorial no Brasil, no municipio de Diamantina

esteve limitada a uma col6nia peridomiciliar encontrada em galinheiro na localidade
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de Pedras, no extremo oeste do municipio. Essa regido corresponde a depresséo do
Rio Sdo Francisco, onde predomina a vegetacdo de Cerrado, bioma no qual a
espécie esta amplamente dispersa (FORATTINI, 1980; GURGEL-GONCALVES et
al., 2012). Os habitats mais comuns desse triatomineo sdo troncos e entrecascas de
arvores, podendo ocorrer também em palmeiras, de onde se dispersam ativa ou
passivamente (DIOTAIUTI et al., 1993; BAR, WISNIVESKY-COLLI, 2001; VIANNA,
2011).

O P. diasi, assim como o T. pseudomaculata, foi encontrado na porgéo norte
do municipio, sendo que as duas espécies ocorreram em simpatria. Trata-se de uma
espécie silvestre, sem importancia na transmissao da infeccdo ao homem, tendo
sido encontrada também na regido centro-oeste de Minas Gerais (VILLELA et al.,
2005) e em outros sete estados brasileiros nas regiées Centro-Oeste, Nordeste,
Norte e Sudeste (SILVEIRA et al, 1984; GURGEL-GONCALVES et al., 2012). Dias
(2010) observou que a espécie que ndo havia sido reportada nos primeiros
inquéritos entomoldgicos empreendidos na regido do Vale do Jequitinhonha entre
1975 e 1983 foi posteriormente encontrada em 20 de 34 municipios pesquisados
entre 2001 e 2008, sugerindo que atividades de eletrificacdo do meio rural e
alteracbes ambientais focais possam favorecer a convergéncia de exemplares
durante o voo para o interior das habitacgoes.

Restrito a um exemplar durante o periodo de estudo, R. neglectus foi
encontrado em uma notificacdo de macho em um galinheiro. Na natureza é
encontrada com grande frequéncia em colonias estabelecidas em palmeiras de
diversas espécies (BARRETTO, 1979; ABAD-FRANCH et al., 2015). Diotaiuti e Dias
(1984) encontraram numerosas colonias desse triatomineo em macaubas
(Acrocomia aculeata) na regido metropolitana de Belo Horizonte, estando 15,9% dos
exemplares infectados por tripanossomatideos. Gurgel-Goncgalves e Cuba-Cuba
(2007) detectaram colonias desse triatomineo associadas a ninhos de passaros da
familia Furnariidae em palmeiras da espécie Mauritia flexuosa em veredas no Distrito
Federal. Rodrigues et al. (2014) encontraram a mesma espécie colonizando
palmeiras em uma area central da cidade de Aracatuba, estado de S&o Paulo, onde
0s insetos dispersavam desses ecoOtopos para apartamentos proximos onde foram
encontrados ingurgitados inclusive com sangue humano. Carvalho et al. (2014)
também detectaram col6nias da espécie em palmeiras da espécie exotica Livistona

australis na praca principal da cidade de Monte Alto, S&do Paulo, e Vianna et al.
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(2014) observaram a colonizacdo em palmeiras imperiais (Roystonea oleracea) em
area rural do estado de Goias. Em Diamantina esse triatomineo provavelmente deve

também colonizar palmeiras.

5.2 Avaliacdo de conhecimentos e atitudes sobre triatomineos e doenca de Chagas

entre moradores do municipio de Diamantina

A vigilancia entomoldégica com participagdo comunitaria representa,
atualmente, a principal estratégia para controle da transmissao vetorial da doenca de
Chagas, sendo a populacdo corresponsavel pela deteccdo e notificacdo de
triatomineos, sobretudo em &areas cuja infestacdo domiciliar encontra-se a niveis
subpatentes aos métodos de busca direta por agentes de saude (SILVA et al., 1999;
VILLELA et al., 2005). Entretanto, com os niveis de controle vetorial alcangados
no Brasil a falsa ideia da erradicacdo da doenca de Chagas tem emergido, o que,
somado ao aparecimento de outros agravos com maior visibilidade, como a dengue,
redundou no afrouxamento ou mesmo abandono das atividades de controle
triatominico em muitos municipios da area endémica (SCHOFIELD et al., 2006;
ABAD-FRANCH et al., 2013).

Os resultados ora apresentados apontam uma capacidade de reconhecimento
dos triatomineos semelhantes entre as localidades estudadas em Diamantina,
independente do historico de infestacdo e da faixa etaria dos entrevistados. Em
outros estudos, Silveira et al. (2009) e Villela et al. (2009) observaram, em Mambai e
Buritinopolis (Goias), e Bambui (Minas Gerais), respectivamente, que as pessoas
mais jovens ndo conhecem os vetores como 0s adultos. Essa discordancia com os
dados da literatura pode estar vinculada ao fato de os autores terem trabalhado em
faixas etarias distintas, e a inclusdo de adultos jovens, nesse estudo, pode ter levado
a um resultado positivo no reconhecimento do vetor em Diamantina. Outra
possibilidade a ser considerada é a diferenca de infestacdo nessas areas, visto que
nas areas estudadas por esses autores, T. infestans foi o principal vetor e, ap0s as
atividades de controle e também devido a alteracbes ambientais, a infestacao
intradomiciliar por outras espécies é quase nula, o que pode fazer com que 0s mais
jovens ndo reconhegcam o inseto. Em Diamantina, por outro lado, o encontro

recorrente de triatomineos nas casas (principalmente T. vitticeps) pode favorecer a
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manutenc¢ao da habilidade dos moradores em reconhecé-los, inclusive entre os mais
jovens.

No presente estudo os moradores da zona rural tiveram mais acertos na
identificacdo dos insetos, 0 que pode estar relacionado ao carater
predominantemente rural da doenca e, consequentemente, a maior difusdo e
abordagem no contexto de educagdo em saude entre moradores dessas éareas.
Contudo, a infestacdo por triatomineos em areas urbanas, como observado em
Diamantina, ressalta a importancia de tratar do assunto também nesse contexto.

A capacidade de reconhecimento dos triatomineos ndo esteve associada com
a infestacdo das localidades, porém foi possivel observar que as condutas adotadas
pelos moradores sdo diferentes, sendo que os residentes das areas de maior
infestacdo foram mais propensos a encaminharem os insetos aos servicos de
referéncia, além de estarem mais bem informados sobre a existéncia do servi¢o de
controle no municipio de estudo. Isso pode decorrer do maior volume de notificacdes
dos insetos pelos moradores, 0 que consequentemente demanda a presenca dos
agentes de saude para o atendimento, aumentando a divulgacao local do servico.
Nesse sentido, Buttenheim et al. (2014) observaram que a participacdo das pessoas
em uma campanha de controle de triatomineos no Peru estava espacialmente
agregada e diretamente relacionada a participacdo dos vizinhos, sugerindo esse
efeito de mobilizacédo local.

A constatacdo de que muitos moradores das localidades consideradas sem
infestacdo e de baixa infestacdo ja terem visto os triatomineos dentro da sua prépria
casa ou de outrem, suscita reflexdo sobre a necessidade de maior divulgagéo
acerca do correto encaminhamento dos insetos ao servico, uma vez que as
localidades sem presenca relatada desses podem, na verdade, estar em condi¢ao
de subnotificagéo.

Assim como observado por Villela et al. (2009) na regido centro-oeste do
estado de Minas Gerais, 0 principal triatomineo identificado pela populagéo foi o P.
megistus adulto, o que, de acordo com esses autores esta relacionado a importancia
epidemiologica da espécie na regido e a énfase da imagem do mesmo nos materiais
de divulgacdo e educacido em saude. A semelhanca desse estudo, P. megistus é a
principal espécie capturada no municipio de Diamantina desde as fases iniciais do
PCDCh (DIAS, 2010). Essa observacao é reforcada em trabalhos que demonstram

que a maior frequéncia de deteccdo pelos moradores corresponde a exemplares
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adultos enquanto as ninfas sé@o principalmente encontradas durante os trabalhos de
busca pelos agentes de combate a endemias (SILVA et al., 1999; VILLELA et al.,
2005).

Grande parte dos entrevistados respondeu positivamente tanto para conhecer
alguém que ja foi picado pelo vetor, como para alguém que tenha a doenca de
Chagas, o que pode se explicar pelo fato do Vale do Jequitinhonha representar uma
area com alta prevaléncia da infeccdo pelo T. cruzi, com grande contingente de
chagésicos crénicos (PEREIRA, COURA, 1986; MONTOYA, 1998). Nessa regiao,
assim como no Brasil de modo geral, a cardiopatia chagéasica é a forma clinica
sintomatica mais comum na fase cronica da doenca de Chagas (PEREIRA, COURA,
1986; MONTOYA, 1998; ANDRADE et al., 2011). A importancia desta forma clinica
no contexto regional pode ter sido responsavel pela maior proporcdo de pessoas ter
respondido que o coracdo € o 6rgao afetado pela doenca, o que também foi
observado em outras areas do Brasil (SILVEIRA et al., 2009; VILLELA et al., 2009;
MAEDA, GURGEL-GONCALVES, 2012).

No estudo desenvolvido por Villela et al. (2009), a limpeza geral da casa foi
mencionada como a principal forma para evitar a presenca dos triatomineos,
seguida pela utilizacdo de inseticida. No presente estudo, também foi mencionada
principalmente a limpeza geral da casa, porém a utilizagdo de inseticidas foi pouco
mencionada, ficando em quarto lugar entre as respostas. Tal fato pode estar
relacionado a diferenca entre as espécies de triatomineos encontradas invadindo
domicilios nas duas regibes. Enquanto no centro-oeste de Minas Gerais
predominam as capturas de P. megistus (94% dos insetos entre 2000 e 2003)
(VILLELA et al., 2005), espécie com elevado potencial de coloniza¢cdo, no municipio
de Diamantina, a maior parte das notificacdes corresponderam a outras espécies,
principalmente T. vitticeps, que tém menor frequéncia de colonizagdo domiciliar.
Sendo assim, a borrifacdo de inseticidas nem sempre € realizada pelos agentes de
saude quando os moradores notificam um inseto, o que pode gerar um
entendimento de menor importancia desta acao.

A principal sugestdo apresentada pelos entrevistados para melhorias no
servico de controle da doenga no municipio foi a de aumentar o numero de visitas
pelos agentes de combate a endemias, 0 que pode estar relacionado tanto a uma
heranca do carater assistencialista e verticalizado das agdes nas fases iniciais do

PCDCh, como também ao enfraguecimento das atividades na esfera municipal, ja
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que muitas localidades, que ndo geram a demanda, podem ficar longos periodos
sem receber qualquer acdo direcionada & doenca de Chagas. Além disso, essas
sugestbes concentram-se principalmente em acfes do servico para os moradores,
sendo possivel perceber que a populacdo muitas vezes ndo se reconhece como
coparticipante no processo de vigilancia entomologica da doencga de Chagas.

Nessa perspectiva, as diretrizes para vigilancia entomoldgica no estado de
Minas Gerais preconizam a busca ativa de triatomineos em todas as residéncias de
um percentual de localidades por municipio de acordo com a regido do estado,
porém, a obrigatoriedade dessas acdes so foi estabelecida no segundo semestre de
2014, quando o controle desses vetores passou a integrar o elenco de acodes
prioritarias da vigilancia ambiental (FERRAZ et al.,, 2014). O municipio de
Diamantina passou a desenvolver essas atividades, previstas para 20% do total de
localidades. A adocdo desse modelo integrado entre o servico e os moradores
podera futuramente ajudar a preencher as lacunas identificadas pelos entrevistados,
favorecendo o envolvimento da populacdo em ac¢bes coletivas para a vigilancia
entomoldgica da doenca de Chagas, inclusive em areas silenciosas para
notificacdes. Reflexo disso ja foi observado no municipio quando da deteccédo de
ninfas de P. megistus durante uma pesquisa entomoldgica na localidade de

Tombador, que ndo notificara nenhum inseto durante o periodo do presente estudo.

5.3 Analises morfométricas e moleculares do complexo ‘Triatoma maculata’

As analises morfométricas tém sido amplamente utilizadas com éxito em
estudos com triatomineos. No estudo das espécies do complexo ‘maculata’ e das
morfologicamente semelhantes, T. arthurneivai e T. wygodzinskyi, a morfometria de
asas foi apta a discriminar as espécies. No caso do tamanho centroide, T.
arthurneivai foi a maior espécie, seguida por T. wygodzinskyi, T. maculata e T.
pseudomaculata, essas ultimas com exemplares que, além de apresentarem menor
tamanho, n&o apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si. Essas
observacdes sdo consoantes com as diferencas de tamanho entre as espécies
apresentadas por Lent e Wygodzinsky (1979), que apontam que o T. arthurneivai
possui comprimento de 22 mm para 0os machos e entre 19,5 e 21 mm para as
fémeas, T. wygodzinskyi tem machos com comprimento entre 19 mm e 19,5mm e

fémeas entre 19 mm e 20 mm. J4 o T. pseudomaculata tem machos entre 17 e 19
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mm de comprimento e fémeas maiores, com 19 a 20 mm. O T. maculata, por sua
vez, apresenta machos com 16,5 a 21,5 mm de comprimento e as fémeas
apresentam entre 17,5 e 22 mm.

Quando consideradas as variaveis de conformacdo, a analise fatorial
discriminou todas as quatro espécies estudadas. Santos et al. (2007), por meio de
morfometria de cabeca e térax também observaram essa distingdo entre estas
espécies. Carbajal de La Fuente et al. (2011) igualmente observaram a distincdo
entre T. arthurneivai e T. wygodzinskyi por meio de morfometria de asas. No
presente estudo a arvore UPGMA das distancias de Mahalanobis agrupou T.
maculata e T. pseudomaculata em um grupo mais similar a T. wygodzinskyi
enquanto T. arthurneivai ficou separado das demais espécies.

A andlise molecular foi igualmente efetiva na discriminacdo das espécies,
contudo a topologia das arvores resultantes diferiu da encontrada na morfometria, ja
gue nas geradas pela analise molecular foi formado um grupo composto por T.
wygodzinskyi e T. pseudomaculata, com T. maculata como espécie irma do grupo e
T. arthurneivai isolado desses. O agrupamento de T. pseudomaculata e T.
wygodzinskyi como espécies irmas na analise molecular do CytB corrobora os
achados de Carbajal de La Fuente et al. (2008) utilizando padrdo de sensilas
antenais. Esses autores observaram que essas duas espécies guardam
caracteristicas mais semelhantes entre si do que com T. maculata. Os resultados
aqui apresentados sao coerentes também com Hypsa et al. (2002), os quais
constataram, por analises moleculares de fragmentos de genes ribossomais, esse
agrupamento de T. pseudomaculata e T. wygodzinskyi, ora erroneamente
identificado como T. arthurneivai do estado de Sao Paulo (SANTOS et al., 2007;
CARBAJAL DE LA FUENTE et al., 2011). Hypsa et al. (2002) observaram ainda o
agrupamento de T. maculata longe das outras duas espécies e possivelmente mais
proxima de T. brasiliensis. Essas observagbes foram, mais recentemente,
endossadas por Justi et al. (2014) que, empregando marcadores mitocondriais e
nucleares obtiveram arvores filogenéticas nas quais T. pseudomaculata e T.
wygodzinskyi figuraram como espécies irmas e mais proximas de espécies do
complexo ‘matogrossensis’ (Triatoma costalimai, Triatoma williami e Triatoma
guazu), enquanto T. maculata apareceu como proxima de espécies do complexo
‘brasiliensis’ (Triatoma brasiliensis, Triatoma juazeirensis, Triatoma melanica,

Triatoma sherlocki).
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Os resultados ora apresentados, embora limitados as espécies
morfologicamente semelhantes ao T. maculata, corroboram, em parte, os achados
da literatura, com a adicdo de T. arthurneivai, 0 que até entdo ndo aparecera em
nenhum dos estudos citados. Logicamente as controveérsias a respeito do complexo
‘maculata’ devem ser mais profundamente analisadas e, com a disponibilidade de
dados moleculares de mais esta espécie, o0s resultados poderdo ser mais

elucidativos.



130

6 CONCLUSOES
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O municipio de Diamantina apresentou alta riqueza de espécies de
triatomineos, demonstrada por oito espécies encontradas no ambiente
domiciliar entre 2011 e 2014, sendo elas P. diasi, P. geniculatus, P. megistus,
R. neglectus, T. arthurneivai, T. pseudomaculata, T. sordida e T. vitticeps;
Detectou-se infestacdo da &area urbana da cidade de Diamantina por P.
megistus, T. arthurneivai, P. geniculatus e T. vitticeps com predominio das
duas ultimas com alta taxa de infeccéao natural por T. cruzi;

A distribuicdo espacial de imdveis positivos para triatomineos na cidade de
Diamantina apresentou padrdo agregado para P. geniculatus, T. arthurneivai
e T. vitticeps, sendo as areas de maior ocorréncia localizadas em bairros
periféricos;

Nas areas rurais, as espécies se mostraram dispersas em diferentes regides
do municipio: P. geniculatus e P. megistus ocorreram em toda a extensdo do
municipio, P. diasi e T. pseudomaculata ocorreram na parte norte, T.
arthurneivai e T. vitticeps ocorreram na porcao sul e T. sordida no limite oeste
do municipio;

Em funcdo da ocorréncia maior dispersao de P. megistus, T. arthurneivai e T.
vitticeps foi tentada a construgdo de modelos lineares generalizados
empregando variaveis derivadas de transformacéo Tasselled Cap. Entretanto,
essa metodologia ndo apresentou alto poder preditivo para descrever a
distribuicdo das referidas espécies, embora tenha revelado associacfes entre
as variaveis;

A ocorréncia de P. megistus esteve positivamente associada a altitude e ao
greenness e negativamente ao wetness;

A ocorréncia de T. arthurneivai esteve positivamente associada a altitude e ao
greenness e negativamente ao brightness e ao wetness;

A ocorréncia de T. vitticeps esteve positivamente associada a altitude;

Seis espécies foram encontradas no intradomicilio: P. diasi, P. geniculatus, T.
arthurneivai, T. pseudomaculata, P. megistus e T. vitticeps, sendo que as
duas ultimas apresentaram, além de adultos, ninfas neste ambiente;

Os comodos mais frequentemente infestados no intradomicilio foram o quarto

de dormir e a sala;
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No peridomicilio foram encontrados exemplares de P. geniculatus, R.
neglectus, T. arthurneivai, T. sordida, P. megistus e T. vitticeps, sendo que as
trés ultimas apresentaram ninfas neste ambiente;

A infestacdo em anexos peridomiciliares ocorreu com maior frequéncia no
galinheiro, sendo que a presenca de ninfas foi observada também no
engenho e no paiol,

Uma unica captura em ambiente silvestre ndo viabilizou descricdo precisa
sobre a colonizacao de triatomineos em ecotopos silvestres;

Foram detectadas trés DTU do T. cruzi circulantes entre triatomineos (Tcl,
Tcll e Tclll), tendo sido o T. vitticeps infectado por todas e o P. geniculatus
somente infectado por Tclll;

Entre roedores e marsupiais capturados na area urbana e rural de Diamantina
nao foi detectada infec¢ao natural por T. cruzi;

A populacdo de localidades urbanas e rurais de Diamantina reconhece
triatomineos que estdo presentes no municipio, todavia, em localidades com
baixo triatomismo domiciliar os moradores demonstraram ndo conhecer as
condutas adequadas de notificacdo dos insetos aos servicos de controle
locais, fato que ressalta a importancia da intensificacdo das acles
correspondentes de educacdo em saude no municipio;

As analises moleculares e morfométricas de espécies morfologicamente
semelhantes ao T. maculata distinguiram nitidamente as espécies, sendo que
a andlise filogenética de fragmento do gene do cytB posicionou T.
pseudomaculata e T. wygodzinskyi como espécies irmas entre si e mais

préximas de T. maculata do que de T. arthurneivai.
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7 CONSIDERACOES FINAIS
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No contexto atual de controle da transmisséo vetorial do T. cruzi no Brasil, em
que as atividades de vigilancia entomoldgica sdo realizadas na esfera municipal, o
presente estudo trouxe informacdes que contribuem para o aprimoramento das
respectivas acées no municipio de Diamantina, Minas Gerais.

Do ponto de vista ecoepidemiologico, algumas questdes recorrentes foram
reforcadas, como a importancia do P. megistus como principal vetor domiciliar no
municipio. Além disso, outras questdes emergiram e merecem aprofundamento,
como a infestacdo domiciliar por espécies de triatomineos de caracteristicas
ecoldgicas pouco conhecidas, e a invasdo de vetores em ambiente urbano, ainda
pouco estudado.

Futuras investigacdes poderdo ser levadas a cabo para analisar melhor
algumas questbes aqui levantadas. A titulo de exemplo cabe mencionar a
identificacdo das fontes alimentares dos triatomineos, a ampliagdo das amostragens
de animais silvestres e a inclusdo de animais domésticos como cédes e gatos na
avaliacdo da infeccdo por T. cruzi, objetivando entender melhor as inter-relagdes
entre os ciclos silvestre e domiciliar do parasito. Em patrticular, seria ideal, também,
trabalhar com a infeccdo humana na area estudada, em termos de prevaléncia e
caracterizacdo de populacdes do T. cruzi eventualmente encontradas, como
complemento ao presente trabalho.

Na perspectiva da participacdo comunitaria na vigilancia entomolégica
sobressaiu o fato de que a deteccdo dos insetos ocorre principalmente por
notificacdo. O fortalecimento da vigilancia por meio da promocao da educacdo em
saulde, estruturacdo do servigco e resposta constante as notificacdes deve garantir a
continuidade do processo e dos niveis de controle alcancados.

Finalmente, o trabalho abre perspectivas para estudos em uma regido com
historico de transmissao vetorial ativa da infeccdo chagasica, porém com parcos
estudos sobre a ecoepidemiologia da mesma. Nesse sentido, a integracao entre os
servicos de saude locais e as instituicbes de extensdo, ensino e pesquisa como a
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri e o Centro de Pesquisas
René Rachou / FIOCRUZ se apresenta como importante catalisador para realizacéo

de tais investiga¢gdes, como demonstrado no presente estudo.
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Apéndice | — Formulario para preenchimento de dados referentes aos triatomineos
capturados pelo servico municipal de controle da doenca de Chagas.

ORIENTAQOES PARA O PREENCHIMENTO DO LIVRO DE CONTROLE DE
TRIATOMINEOS

Certifique-se de que o registro esta datado e se os campos conferem com a ficha de
notificacdo ou com a ficha de atividades de campo e com o livio de exames da
Secretaria Municipal de Saude de Diamantina (SMS);

Confira se o0s insetos encontram-se devidamente separados para permitir a
identificacdo posterior;

Para cada triatomineo sera feito um registro;

Certifique se o registro do livro corresponde ao registro do pote ou saquinho do
inseto;

Preencha o livro com caneta de tinta azul ou preta;

O inseto sera recolhido depois de realizado o exame na SMS;

Todo o registro sera datado e assinado pelo responsavel;

O preenchimento sera feito conforme exemplo abaixo.

Cadigo: / (Exemplo D/1 é o primeiro captado por Dimas) Dimas: D Jodo: J

: Raphael Data exame:

. NUmero de registro SMS: vide numero no livro de exames

. Data de recebimento pelo colaborador: vide ficha de notificagdo / campo

. Localidade de captura: vide ficha de notificacdo ou campo
. Municipio de captura: DIAMANTINA

. Nome do morador: vide ficha de notificacdo ou campo

. Espécie de triatomineo: vide ficha de notificacdo ou campo

N o 0N W N P T

. Local de captura: () Intradomicilio:

() Peridomicilio:
.Sexo/instar: ( )M ( )F( )NL( )N2( )N3( )N4 ( )N5
9. Resultado exame: ( ) POSITIVO  ( ) Negativo( ) Seco / Nao examinado

(0e]

10. Tipo de atividade: ( ) Notificacdo ( ) Atendimento ( ) Pesquisa Ativa

Assinatura:
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Apéndice Il — Questionario utilizado para avaliar conhecimentos e praticas da

populacéo sobre triatomineos e doenca de Chagas

Nome: Idade:
Sexo: (M) (F) Escolaridade
Localidade: Data: / /

1 — Vocé sabe reconhecer o “barbeiro”? ( ) Sim ( ) Nao
2 — Qual(is) dos insetos vocé identifica como barbeiro? (1) - (2) - (3) - (4) - (5) - (6)
3 —Vocé ja viu o inseto? ( ) Sim,onde? ( ) Nao

4- O que vocé deve fazer caso encontre um barbeiro?
( ) Matar

( ) Avisar ou entregar o inseto ao agente de saude

( ) Levar para algum local.

Onde?

( ) Nao sabe o que deve fazer

5 —Vocé, ou alguém da familia, ja foi picado pelo “barbeiro”? ( )Sim

Quem? ( ) Nao ( ) Nao sabe ou nao se lembra
6 — Vocé sabe se ele pode transmitir alguma doenga? ( )Sim ( ) Nao

7 — Qual o nome da doenca? ( ) Li as opcgbes

(1) Xistose (2) Febre amarela (3) Doenca de Chagas (4) Dengue (5) Calazar

8 — Vocé ja ouviu falar da doenca de Chagas? ( )Sim ( ) Nao

9 — Vocé sabe que 6rgaos esta doenca pode atingir? ()Lias
opcoes

(1) Figado (2) Esobfago (3) Pulméao (4) Intestinos (5) Coragédo (6) Rins

10 — Vocé conhece alguém que tem esta doenc¢a? ( ) Sim, quem? ( ) Nao

11 — Existe algum local onde vocé possa levar os barbeiros que capturar (Posto de
Informacao de Triatomineo), na sua regiao? ( ) Sim, onde? (
) Nao ( ) N&o sabe

12 — O que se deve fazer para evitar “barbeiros” em

casa?

13 — Vocé sabe se existe algum servico de controle da doenca de Chagas no seu
municipio? () Sim ( ) Nao
14 — Vocé quer dar alguma sugestéo para este servigo?
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Apéndice Il — Mostruario de hemipteros utilizado para respostas da questédo
“Qual(is) desses insetos vocé identifica como barbeiro?”
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Apéndice IV — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para participacdo de
adultos em pesquisa

MINISTERIO DA EDUCACAO \

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e

" )
Comité de Etiuc(;u:m Pesquisa UFVJM

%

il
’ggmﬁl‘“:\“‘

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé estd sendo convidada(o) a participar de uma pesquisa intitulada:
“Conhecimentos e praticas da populacdo do municipio de Diamantina em relacdo a
doenga de Chagas e seus vetores”, a se realizar entre os moradores deste
municipio. Essa pesquisa € coordenada pelo Professor Herton Helder Rocha Pires e
contara ainda com a colaboracdo das Professoras Liléia Diotaiuti e Rosana Passos
Cambraia e dos estudantes Dimas Ramon Mota Queiroz e Joao Victor Leite Dias.

A sua participacdo ndo é obrigatéria sendo que a qualquer momento da pesquisa
vocé podera desistir e retirar seu consentimento. Caso vocé ndo queira participar,
nao tera prejuizo em sua relacdo com o pesquisador ou com a Universidade Federal
dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM).

Os objetivos desta pesquisa sdo: Avaliar os conhecimentos e praticas que a
populacdo do municipio de Diamantina tem sobre a doenca de Chagas e seus
insetos transmissores, para ajudar na melhoria do combate a esta doenca. Caso
vocé decida aceitar o convite, participard da seguinte forma: respondendo a
guestionario semi-estruturado composto de perguntas de multipla escolha (com
opcOes para escolher) e de livre resposta (dissertativas) sobre o0s seus
conhecimentos sobre a doenca de Chagas e seus transmissores. O tempo previsto
para a sua participacdo € de aproximadamente quinze minutos.

Os riscos relacionados com sua participacéo sdo a identificacdo de seu nome dentro
do conjunto da pesquisa, e serdo minimizados pela manutencdo de seu nome em
sigilo, sendo utilizado um nimero como referéncia.

Os beneficios relacionados com a sua participagdo incluem: proporcionar maiores
conhecimentos sobre 0 que a populacdo de Diamantina pensa acerca da doenca de
Chagas e seus vetores e, assim, ajudar na criacdo de propostas para manutengao
de seu controle.

Os resultados desta pesquisa poderao ser apresentados em seminarios, congressos
e similares, entretanto, os dados e informacdes obtidos por meio da sua participagao
serdo confidenciais e sigilosos (ficardo em segredo), nao possibilitando sua
identificacdo. A sua participacdo bem como a de todas as pessoas envolvidas sera
voluntaria, ndo havendo remuneragcdo para tal. Qualquer gasto financeiro da sua
parte em relacdo a pesquisa sera ressarcido pelo responsavel pela pesquisa. Nao
esta prevista indenizacdo por sua participacdo, mas em qualquer momento se vocé
sofrer algum dano, comprovadamente decorrente desta pesquisa, tera direito a
indenizacao.
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Vocé recebera uma copia deste termo onde constam o telefone e o endereco do
pesquisador principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sobre sua
participacdo, agora ou em qualquer momento.

Coordenador(a) do Projeto
Endereco:_Farmacia Analises Clinicas / UFVJM, Rod. MGT-367, Km 583, n° 5000,
Alto da Jacuba, Diamantina, Minas Gerais

Telefone:3835321236

Declaro que entendi os objetivos, a forma de minha participacao, riscos e beneficios
da mesma e aceito o convite para participar. Autorizo a publicacdo dos resultados
da pesquisa a qual garante o anonimato e o sigilo referente a minha participacao.

Nome do sujeito da pesquisa:

Assinatura do sujeito da pesquisa:

Informagdes — Comité de Etica em Pesquisa da UFVJIM — Campus JK
Rodovia MGT-367, Km 583, n° 5000 — Alto da Jacuba — Caixa Postal 38 —
39.100-000 — Diamantina/MG
Tel.: (38)3532-1240 - Coordenadora Profa. Agnes Maria Gomes Murta; Secretaria
(Dione de Paula) - Email: cep.secretaria@ufvjm.edu.br ou cep@ufvjm.edu.br.



mailto:cep.secretaria@ufvjm.edu.br
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Apéndice V — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para participacdo de
menores de idade em pesquisa

\u MINISTERIO DA EDUCACAO \

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e

" )
Comité de Etiuc(;u:m Pesquisa UFVJM

“\\
RS

%

IZ'E;;{:I;I‘!:\"’I

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Como voluntéario, seu/sua dependente estd sendo convidado(a) a participar de uma
pesquisa intitulada: “Conhecimentos e praticas da populacdo do municipio de
Diamantina em relacdo a doenga de Chagas e seus vetores”, a se realizar entre os
moradores deste municipio. Essa pesquisa € coordenada pelo Professor Herton
Helder Rocha Pires e contara ainda com a colaboracdo das Professoras Liléia
Diotaiuti e Rosana Passos Cambraia e dos estudantes Dimas Ramon Mota Queiroz
e Jodo Victor Leite Dias.

A participacdo ndo € obrigatoria sendo que a qualquer momento da pesquisa vocé
podera desistir e retirar o consentimento da participacdo de seu dependente. Caso
vocé aceite a participacdo, nao tera prejuizo em sua relacao ou de seu dependente
com o pesquisador ou com a Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri (UFVJIM).

Os objetivos desta pesquisa sdo: Avaliar os conhecimentos e praticas que a
populacdo do municipio de Diamantina tem sobre a doenca de Chagas e seus
insetos transmissores, para ajudar na melhoria do combate a esta doenca. Caso
vocé permita a participacdo de seu dependente, ele/ela participard da seguinte
forma: respondendo a questionario semi-estruturado composto de perguntas de
multipla escolha (com opcdes para escolher) e de livre resposta (dissertativas) sobre
0s seus conhecimentos sobre a doenca de Chagas e seus transmissores. O tempo
previsto para a participacdo é de aproximadamente quinze minutos.

Os riscos relacionados com sua participacédo sao a identificacdo do nome do menor
dentro do conjunto da pesquisa, e serdo minimizados pela manutencédo do nome em
sigilo, sendo utilizado um namero como referéncia.

Os beneficios relacionados com a participagdo incluem: proporcionar maiores
conhecimentos sobre 0 que a populacdo de Diamantina pensa acerca da doenca de
Chagas e seus vetores e, assim, ajudar na criacdo de propostas para manutengao
de seu controle.

Os resultados desta pesquisa poderao ser apresentados em seminarios, congressos
e similares, entretanto, os dados e informacdes obtidos por meio da participacao de
seu dependente serdo confidenciais e sigilosos (ficardo em segredo), nao
possibilitando sua identificagdo. A participacdo de todas as pessoas envolvidas sera
voluntaria, ndo havendo remuneragdo para tal. Qualquer gasto financeiro da sua
parte ou de seu dependente em relacdo a pesquisa serd ressarcido pelo
responsavel pela pesquisa. Nao esta prevista indenizacédo pela participacédo de seu
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dependente, mas em qualguer momento se ele/ela sofrer algum dano,
comprovadamente decorrente desta pesquisa, tera direito a indenizagao.

Vocé recebera uma copia deste termo onde constam o telefone e o endereco do
pesquisador principal, podendo tirar suas dadvidas sobre o projeto e sobre sua
participacéo, agora ou em qualquer momento.

Coordenador(a) do Projeto
Endereco:_Farmacia Analises Clinicas / UFVJM, Rod. MGT-367, Km 583, n° 5000,
Alto da Jacuba, Diamantina, Minas Gerais

Telefone:3835321236

Declaro que entendi os objetivos, a forma de participacdo, riscos e beneficios da
mesma e autorizo 0 meu dependente a participar. Autorizo a publicacdo dos
resultados da pesquisa a qual garante o anonimato e o sigilo referente a sua
participacao.

Nome do sujeito da pesquisa:
Assinatura do sujeito da pesquisa:
Assinatura do responsavel:

Informagdes — Comité de Etica em Pesquisa da UFVJIM — Campus JK
Rodovia MGT-367, Km 583, n° 5000 — Alto da Jacuba — Caixa Postal 38 - 39.100-
000 — Diamantina/MG
Tel.: (38)3532-1240 - Coordenadora Profa. Agnes Maria Gomes Murta; Secretaria
(Dione de Paula) - Email: cep.secretaria@ufvim.edu.br ou cep@ufvjm.edu.br.
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Apéndice VI — Artigo completo publicado no periddico “Memodrias do Instituto

Oswaldo Cruz’

Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 177(1): 43-50, January 2016 43

Spatial distribution of triatomines in domiciles of
an urban area of the Brazilian Southeast Region

Joao Victor Leite Dias™2*, Dimas Ramon Mota Queiroz?, Helen Rodrigues Martins?,
David Eladio Gorla?, Herton Helder Rocha Pires?, Liléia Diotaiuti’

'Fundacdo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas René Rachou, Laboratério de Triatomineos e Epidemiclogia da Doenga de Chagas,
Belo Horizonte, MG, Brasil *Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Departamento de Farmdcia,
Laboratorio de Doencas Parasitdrias, Diamantina, MC, Brasil *Consejo Nacional de Investigaciones Clentificas y Técnicas,
Instituto Multidisciplinario de Biclogia Vegetal, Cdrdoba, Argentina

Reports of triatomine infestation in urban areas have increased. We analysed the spatial distribution of infesta-
tion by triatomines in the urban area of Diamantina, in the state of Minas Gerais, Brazil. Triatomines were obtained
by community-based entomological surveillance. Spatial patterns of infestation were analysed by Ripley’s K fimc-
tion and Kernel density estimator. Normalised difference vegetation index (NDVI) and land cover derived from sat-
ellite imagery were compared between infested and uninfested areas. A total of 140 adults of four species were cap-
tured (100 Triatoma vitticeps, 23 Panstrongylus geniculatus, § Panstrongylus megistus, and 7 Triatoma arthurnervai
specimens). In total, 87 9% were captured within domiciles. Infection by trypanasames was observed in 19 6% of 107
examined insects. The spatial distributions af T. vitticeps, P. geniculatus, T. arthurneivai, and trypaneseme-positive
triatomines were clustered, occurring mainly in peripheral areas. NDVI values were statistically higher in areas
infested by T. vitticeps and P. geniculatus. Buildings infested by these species were located closer fo open fields,
whereas infestations of P. megistus and T. arthurnervai were closer to bare soil. Human occupation and modification
of natural areas may be involved in triatomine invasion, exposing the population to these vectors.

Key words: Triatominae - spatial analysis - vector control - urbanisation

Chagas disease represents a major public health issue in
Latin American countries. Human infection occurs mainly
by vector-borne transmission, in which the protozoan Tiy-
panesoma cruzi (Chagas 1909) 1s transmitted by infected
triatomines (Hemuiptera: Reduviidae) (Rassi Jr et al. 2010).

In Brazil. Chagas disease transmission has been asso-
ciated with people living in rural areas and with poor hous-
ing conditions in which triatomines are able to colonise
(Coura 2007). The species primarily involved in transmis-
ston of T, cruzi i Brazil duning the XX century was the
domestic msect Triatoma infestans (Klug 1834). This al-
lochthonous species was found in domiciles throughout
nearly all the endemic area, although other species of tri-
atomine bugs were of primary importance in large areas
of Brazil, especially Triatoma brasiliensis Nerva 1911 and
Panstrongvlus megistus (Burmeister 1835) (Dias 2007).

After a sustained vector control program. Brazil was
certified as free from T cruzi transmission by T infes-
tans in 2006. Nevertheless, native triatomine species are
continuously observed invading and colonising artificial
environments (Abad-Franch et al. 2013). The expansion
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of human-inhabited areas, including cities, may disturb
sites where natural cycles of T cruzi occur, leading tri-
atomines to invade domiciles, and also maintaining syn-
anthropic reservoirs close to dwellings (Coura 2007). In
Brazil, reports of infestation by autochthonous triato-
mines in domiciles of urban areas have increased dur-
ing recent years (Santana et al. 2011, Maeda et al. 2012,
Carvalho et al. 2014, Rodrigues et al. 2014, Ribeiro Jr et
al. 2015). The objective of this study was to evaluate the
importance of this domestic invasion by triatomines and
the spatial pattern of invasion occurrence 1n an urban
scenar1o of the Southeast Region in Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Study area - This study was performed in the urban
area of the municipality of Diamantina, located in the
Jequitinhonha Valley region, in the northeast of the state
of Minas Gerais, Brazil. This region was one of the most
important areas in terms of Chagas disease transmission
in Brazil (Dias et al. 1985). In the early 1980s. 11.7%
of the rural population of the Diamantina municipality
were infected by T cruzi (MS/SUCAM/DIDOCh 1980).

The municipality has an area of 3,892 km?®, and its
population was estimated at 47.803 people in 2014 (MP/
IBGE 2014).

Climate 1s classified as Cwb. according to the Kop-
pen-Geiger climate classification system (Alvares et al.
2013), and exhibits two distinct seasons: a rainy season
that occurs between October-March and a dry season
that occurs between April-September. The annual aver-
age temperature 15 19°C and the annual precipitation is
approximately 1,400 mm (Vieira et al. 2010).
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Diamantina is located in the southern area of the
municipality, at approximately 1,300 m above sea level.
placed atop a plateau known as the Diamantina Plateau
and surrounded by the Cristais Mountains, which are part
of the Espinhaco Mountain Range. Diamantina is com-
posed of 25 neighbourhoods. At least 31.654 people live
in the city, which contains approximately 20,400 build-
ings (Dhamantina 2009). In this area, soils are shallow and
sandy, with a quartzite substrate. Vegetation 1s character-
1sed by rocky fields known as campos rupestres, which
are typical of the Espinhaco Mountain Range (Eiten 1992,
Costa 2005, Vasconcelos 2011). Forest fragments are often
found associated with watercourses (Diamantina 2009).

Since 1999, the central area of Diamantina has been
recognised by the United Nations Educational. Scientif-
ic, and Cultural Orgamzation as a World Heritage Site
(UNESCO 2000). which implies the existence of specif-
ic laws for urban management, leading people to occupy
peripheral areas of the city.

Triatomine collection - Tnatomunes were captured
during the activities of entomologic surveillance of Cha-
gas disease, between September 2011-August 2014. People
who found a suspect insect in their houses sent 1t to the
municipal health service where specific identification and
a parasitological exam of triatomine faeces were performed
using optical microscopy. When insects were confirmed to
be triatomines, a public health agent visited the house and
performed a full entomological evaluation according to the
Southern Cone Initiative protocol (OPS 1993).

We verified the species identification of triatomine
spectes and data associated with the msect collection was
recorded (house address and geographic coordinates, name
of householder, place where the triatomine was found. sex
or nymph stage. posttvity for trypanosome, and mforma-
tion about who captured the insect - whether 1t was cap-
tured by the house owner or a health professional).

Spatial analysis - Infested houses were geo-referenced
with a handheld GPS unit (GPS Map 765, Garnun™?). The
geographic coordinate recorded in front of the infested
house was considered for analysis. A “shapefile” of the 25
urban neighbourhoods of Diamantina was drawn based
on the Brazilian National Health Foundation sketches
with the support of a Google Earth™ scene as a reference.

The pattern of the spatial distribution of different tr1-
atomine species and trypanosome-infected insects was
evaluated using graphical analysis of univariate Ripley’s
K-function expressed as an L function. The analysis
identifies clustered, randomly, or regularly distributed
events 1n an area; pattern significance may be evaluated
by simulations based on complete spatial randomness
(Dixon 2002). Visually identified hotspots were calcu-
lated by a Kernel density estimator, which is a nonpara-
metric interpolation technigque based on the occurrence
of events over a region of interest and smoothed by a
searching radius (Gatrell et al. 1996).

The spatial analysis of triatomine invasion events was
carried out using the K-function included in SPRING 527
(Camara et al. 1996), in which we considered distances be-
tween zero-1,000 m. Sigmificance was evaluated with 999
simulations considering a significance level of 3%. A quar-
tic Kernel density estimation function was calculated in

TerraView 4.2.2 (dpirinpe br/terraview/) using an adaptive
radius, which varies according to the number of events and
the extent of the study area (Lagrotta et al. 2008).

We expected that vegetation cover would influence
the occurrence of triatomine invasions because of the
association between vegetation and the ecotopes of tra-
tomines and their hosts. Vegetation cover [estimated from
normalised density vegetation index (NDVI) imagery, see
below] was compared between occurrence and nonoccur-
rence triatfomine invasion sites. The coordinates of the in-
fested houses served as the occurrence sites. whereas 150
random points generated over uminfested neighbourhoods
served as the nonoccurrence sites.

The NDVI wvalues were calculated from bands 4
(red - wavelength 0636-0.673 pm) and 5 (near infra-
red - wavelength 0.851-0.879 pm) of the Operational
Land Imager on the LANDSAT 8 satellite. Scene acqui-
sition dates were 25 August 2013 and 28 August 2014
(earthexplorerusgs.gov/). Atmospheric correction was
performed using the dark object subtraction method
(Chavez Jr 1988). NDVI values were calculated for each
date using SPRING 5.2.7 (Camara et al. 1996). Because
vegetation could vary from year to year due to differenc-
es 1 rainfall. we calculated the difference 1n NDVI val-
ues between dates to evaluate 1ts change throughout two
consecutive years. Because the NDVI values showed
little change between 2013-2014 (restricted to only a few
changed pixels in the 1mage), the most recent 1mage was
chosen to evaluate the NDVTI in sites where triatomines
were both found and not found.

To compare the NDVI values, buffers were drawn
surrounding each occurrence and nonoccurrence points
with radii of 50 m, 100 m, 150 m. 200 m. and 250 m. The
NDVT average for each circle buffer was calculated and
compared to triatomine occurrence and nonoccurrence
points, by species.

The association between house invasion by triatomines
and distance to land cover type was analysed. Land cover
was classified into the following three classes according
to NDVI values and based on field observations: bare
soil (NDVI between 0-0.15), open fields (NDVI between
0.15-0.3), and forest (NDVI = 0.3). Distances between in-
fested or uninfested houses and land cover classes were
measured and compared according to species.

A Kruskal Wallis test followed by Dunn’s multi-
ple-comparison tests, with a significance level of 0.05
(GraphPad Prism™ 35), was used to compare NDVI val-
ues with distances to the vegetation cover classes at both
triatomine occurrence and nonoccurrence sites.

Ethics - This study was approved by the Ethical
Committee of the Federal University of Jequitinhonha e
Mucuri Valleys (protocol 520.250).

RESULTS

A total of 140 adult triatomines of four species were
captured between September 2011-August 2014 and re-
ferred to the Diamantina health services. Triatoma vit-
ticeps (Stal 1859) was the most frequent (732, 27%).
followed by Panstrongylus geniculatus (Latreille 1811)
(154, 10%9). P. megistus (6. 2%), and Triatoma arthur-
nefvai Lent & Martins 1940 (54, 22).
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Fig. 1: number of triatomines by species captured m urban area of Diamantina, state of Minas Gerais, Brazil, September 2011-August 2014,

according to month.

Among the captured triatomines, examination of infec-
tion 1n 33 insects was not possible because the specimens
were dry and therefore did not present intestinal content for
analysis. Of a total of 107 examined nsects. none of the
P megistus (5 examined specimens) and T arthurneivai
(6 examined specimens) were infected; however, trypano-
some infections were observed 1n P. geniculatus (5/13 ex-
amined specimens) and T vitticeps (16/83 examined speci-
mens), totalling 19.6% of the examined msects.

Most of the triatomines were captured inside houses
(879%). Infested sites were primarily bedrooms (33 .6%)
and living rooms (32 1%), followed by bathrooms (6 4%a).
katchens (5.7%). and utility areas (5.7%). Other locations
included back yards (3.6%). balconies (0.7%), garages
(2.1%), prison courtyard (0.7%). sports courts (0.7%),
streets (2.9%), and walls (2.1%). Two cases in which in-
sects (1.4%) were captured inside the houses lacked infor-
mation about where the capture occurred and three (2.1%z)
triatomines had no site capture information. Infected P.
geniculatus were captured in kitchens (2). hiving rooms
(2). and utility areas (1), whereas infected T, vitticeps were
captured in bedrooms (6). living rooms (4). walls (2), bal-
conies (1), bathrooms (1), utility areas (1), and streets (1).

Captures occurred 1n all months, but were more fre-
quent in December and January (Fig. 1). Only one speci-
men was captured by the public health services agent; all
other specimens were captured by house owners who sub-
sequently notified public health. There were 114 infested
houses, largely distributed (72%) among 18 neighbour-
hoods. In 15 (13.2%%) houses, multiple episodes of infesta-
tion occurred - twice in eight houses, three times in five
houses, four times in one house. and six times 1n one house.
In five houses, triatomines of two different species were
captured - T vitticeps and P. geniculatus. Among the in-
fested houses, 112 (98.3%) were georeferenced, but two had
incomplete addresses. which precluded house finding and
geo-referencing. All the infested houses were made of brick
and had roofs with slab and/or ceramic or asbestos tiles.

Regarding the spatial distribution of infested houses,
only P megistus did not present significant clustered dis-
tribution patterns by K-function analysis (Fig. 2A-D). Pos-
ttrvity for trypanosomes was clustered as well (Fig. 2E).
The distributions of P. geniculatus, T, arthurneivai, and T
vitticeps exhibited an evident peripheral pattern (Fig. 3).

NDVI values were significantly higher in areas in-
fested by P. geniculatus and T vitticeps than in areas
infested by other species or uninfested. No sigmificant
differences were observed between the NDVI values for
P megistus and T arthurneivai infested areas and unin-
fested areas (Fig. 4).

Considering land cover, the area exhibited a highly het-
erogeneous pattern. However, some triatomine species were
observed closer to specific land cover than others. In con-
trast to other species. houses infested by T vitticeps were
further away from forest fragments than uninfested areas.
Houses infested by T vitticeps and P gemiculatus were
located significantly closer to open fields than umnfested
random points. For these two species. an inverse trend was
observed in areas surrounded by bare soil (Fig. 5).

DISCUSSION

Although onginally associated with rural areas, re-
ports of infestation by triatomines are increasing in ur-
ban areas, including those species known to be involved
in T cruzi transmission to humans (Guzman-Tapia et al.
2007, Santana et al. 2011, Maeda et al. 2012, Carvalho
et al. 2014, Rodrigues et al. 2014, Ribeiro Jr et al. 2015).

Winged adult specimens of four triatomine species
were captured throughout the year in the domiciles of
an urban area of Diamantina. Two of these species were
found naturally infected by trypanosomes. It 1s possible
to infer that these trypanosomes were T cruzi, what 15
supported by Reis et al. (2013), which detected kDNA
of this parasite in faeces of triatomines from this region,
inclhuding some of the insects in the present study.

T vitticeps was the most frequently captured triatomine
in Diamantina and was highly infected by trypanosomes,
as also observed in other parts of Brazil (Dias et al. 1989,
dos Santos etal. 2005, 2006a, 2014, Souza et al. 2010). Even
with 1ts low vector capability (dos Santos et al. 2006h),
some reports incriminate the species in the transmission of
T cruzi to humans (Lorosa etal. 2003, 2008, Sangenis et al.
2015), pointing out the importance of a close entomological
surveillance on this species in 1ts areas of occurrence.

In contrast to findings from other areas (Dias et al.
1989, Gongalves et al. 1998 2000, Leite et al. 2010),
more males than females of T vitficeps were captured 1n
Diamantina. This discrepancy may be due to population
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Fig. 2: E-function expressed as L-function values according to distances between buildings infested by triatomines in the city of Diamantina.
state of Minas Gerais, Brazil, September 2011-August 2014. A: Panstrongylus geniculatus; B: Panstrongylus megistus; C: Triatoma arthur-
neivai, D: Triatoma vitticeps; E: triatomines infected by trypanosomatids.

differences driven by environmental characteristics that
may influence msect dispersal. Giirtler et al. (2014) ob-
served an influence of weight/length ratio on the flight
capability of females of T infestans that was not ob-
served for males. In addition to this. these authors dem-
onstrated that females. 1n sites with constant food avail-

ability, were less prone to fly, and this behaviour may be
associated with the maintenance of a high weight/length
ratio. Most findings of T virficeps are reported from
areas covered by the Atlantic Forest [states of Espirito
Santo (ES) and Rio de Janeiro], but Diamantina 1s placed
within a Cerrado biome, surrounded by rocky fields.
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Fig. 3: spatial distribution of triatomines captured in the city of Diamantina, state of Minas Gerais, Brazil, September 2011-August 2014. A:
Panstrongylus geniculatus; B: Panstrongylus megistus; C: Triatoma arthurneivai, D: Triatoma vifticeps.

The spatial distribution of infestation by T vitticeps in
Diamantina was clustered and was mainly observed in pe-
ripheral neighbourhoods. These areas represent the bound-
ary between the urban area and the Cristazs Mountains, a
preserved area mainly covered by campos rupestres. This
condition may explain the fact that donuciles mfested by
T vitticeps were closer to open-fields than uninfested ran-
dom points. The terrain in this area 1s irregular, exhibiting
fissured rocks. Notably, Leite et al (2010) observed that
donuciliary infestation by T vitticeps 1s associated with ar-
eas where the terrain is highly variable, in which crevices
mught be the shelter for triatomine hosts 1 ES.

Higher NDVI values close to T vitticeps infested
domuiciles (even when those houses were far from forest
fragments) might be associated with border areas with
a low building density. so that circles around infested
houses would include a smaller area lacking vegetation.

Although P geniculatus 1s considered a sylvatic
triatomine, it was observed colonising pigsties in Bra-
zil (Valente et al. 1998) and was involved in oral acute
Chagas disease urban outbreaks in Venezuela (Alarcon
de Noya et al. 2010, Mufioz-Calderdn et al. 2013) and
vectorial transmission of T eruzi in Peru (Vega et al
2006). The high infection rates observed for this triato-
mine may be explained by its association with important
hosts of T cruzi, particularly armadillos (Chagas 1912,
Martins et al. 1940, Barretto 1979, Alvarado-Otegui et
al. 2012). Species distribution in Diamantina was more

conspicuous in areas close to open-fields and forest frag-
ments that may be the natural foci of these species.

P megistus 1s the most important T cruzi vector in
the vast areas of Brazil In the urban area of Diaman-
tina, this triatomine was randomly distributed in areas
with low vegetation cover as estimated by NDVI val-
ves. However, it is worth remarking that isolated patches
with high NDVT values were found next to houses infest-
ed by P. megistus. These patches may represent small
forest fragments that would maintain the sylvatic foc1 of
P megistus, where adults could disperse from. as ob-
served by Santos Jr et al. (2013), into other urban areas of
Brazil. Flight represents the main dispersal mechanism
for triatomines and, as observed for T infestans and Tii-
atoma sordida, these insects can easily span distances
greater than 100 m (Schofield et al. 1991, 1992).

T arthurneivai is a rarely captured species. report-
ed only in areas covered by campos rupestres, located
in the southern part of the Espinhaco Mountain Range
(Lent & Martins 1940, Dias et al. 2011). Based on its
restricted distribution and singular characteristics of
vegetation and relief. Dias et al. (2011) proposed that the
Espinhagco Mountain Range is the endemic area of this
triatomine The present study results agreed with these
previous observations; infestations by I arthurneivai
were clustered in hotspots of occurrence found near bor-
ders between the urban area and the Cristais Mountains,
a segment of the Espinhaco Mountain range.
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Despite the success in eliminating domestic popula-
tions of triatomines. the Chagas disease control services
of Brazil face challenges in maintaining the entomologic
surveillance. Although most triatomunes captured in
Diamantina domiciles have low colonisation capacity in
houses, their high prevalence of trypanosome mnfections
may represent a considerable risk for the transmission of
T cruzi to humans. Thus, 1n areas such as Diamantina,
where there 1s a mosaic of urban areas and naturally pre-
served environments that may function as “dispersive 1s-
lands”. strengthening entomological surveillance efforts
in these scenarios is needed.
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Resumo A participacdo comunitaria constitui a principal estratégia para manutencao
da vigilancia entomolégica da doenca de Chagas. O objetivo deste estudo foi avaliar
conhecimentos sobre triatomineos e a doenca de Chagas entre moradores de oito
localidades de Diamantina, Minas Gerais, atentando a uma eventual relacédo entre 0s
conhecimentos e a infestacdo vetorial. Para avaliacdo dos conhecimentos foi
aplicado questionario com questdes fechadas e abertas a 583 moradores com idade
igual ou superior a dez anos e, para avaliar a capacidade de reconhecimento de
triatomineos, foi apresentado mostruario com insetos. As respostas as questdes
fechadas foram analisadas quanto a frequéncia e associacdo com a infestacao
triatominica. As respostas as questdes abertas foram organizadas em eixos
tematicos e analisadas descritivamente. Embora a capacidade de reconhecer os
triatomineos nao tenha sido associada a infestacdo das localidades, os residentes
em areas com maior infestacdo demonstraram conhecer melhor os servicos de
referéncia e a necessidade de encaminhar os insetos a estes. Nao foi observada
associacao entre a infestacdo triatominica e os conhecimentos sobre a doenca de
Chagas. Os resultados ora apresentados podem orientar acfes de educagdo em

saude voltadas para a participacdo da comunidade na notificacdo de triatomineos.

Palavras-chave: Conhecimento; Doenca de Chagas; Controle vetorial.
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Abstract Community participation represents the main strategy to maintain
entomological surveillance of Chagas disease. This study aims to evaluate
knowledge of triatomines and Chagas disease among residents from eight localities
in the municipality of Diamantina, Minas Gerais, observing possible association
between knowledge and vector infestation. In order to evaluate knowledge a
guestionnaire comprising multiple choices and open-ended questions was applied to
583 people being ten years old or more. To evaluate capability in recognizing
triatomines, a showcase with insects was used. Response to multiple choice
guestions was evaluated according to frequency and association with triatomine
infestation. Responses to open-ended questions were organized in themes and
analyzed descriptively. It was observed that, although triatomine recognition ability
was not significantly related to infestation levels of localities, people from most
commonly infested areas were more informed about health services and the need to
send the insects to them. No association was observed between triatomine
infestation and specific knowledge about Chagas disease. These results may orient
activities of health education involving community participation in triatomines

notification.

Keywords: Knowledge; Chagas disease; Vector control.

Introducéo

A doenca de Chagas representa uma endemia de grande importancia no
continente Americano, onde acomete principalmente populacdes vulneraveis de

zonas rurais que vivem em precarias condicfes de habitacdo. A transmisséo vetorial
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do Trypanosoma cruzi (Chagas 1909) responde como a principal forma de infeccao
ao homem 1. Os vetores sdo hemipteros hematéfagos de 149 espécies,
pertencentes a subfamilia Triatominae, popularmente conhecidos como ‘barbeiros’
2,3.

No Brasil, as acbes de combate a doenca de Chagas, desde os seus
primordios, focalizaram no controle de vetores no ambiente domiciliar, sendo
conduzidas em forma de campanha na década de 1950, alcancando toda a area
entdo endémica em meados de 1980, por meio do Programa de Controle da Doenca
de Chagas (PCDCh), sob coordenacdo e execucdo direta do governo federal por
meio da Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica (SUCAM) 4.

O PCDCh seguiu o0 modelo da Campanha de Erradicacdo da Malaria, tendo
sido estruturado em trés grandes fases: fase de reconhecimento geografico e
levantamento triatominico, fase de ataque ao vetor domiciliado e fase de vigilancia
entomoldgica. Nas duas primeiras fases as acfes tinham carater vertical, com
presenca ostensiva de agentes visitando residéncias em busca de insetos e
aplicando inseticidas de acao residual nas habitacGes da area endémica. Na fase de
vigilancia entomoldgica, por outro lado, a baixa infestacdo domiciliar dificultava a
deteccdo de vetores por pesquisa direta dos agentes, ndo justificando, do ponto de
vista de custo-efetividade, a permanéncia dos mesmos no campo, em extensas
areas, muitas vezes de dificil acesso. Nesse contexto, a detec¢cédo dos triatomineos
cabia majoritariamente aos moradores que, ao encontrarem algum inseto suspeito,
encaminhavam para uma pessoa da comunidade, responsavel por um dos Postos
de Informacdo de Triatomineos (PIT), geralmente sediados em escolas, postos de
saude ou residéncias. A partir dos PIT o inseto era enviado ao servi¢co de saude para

identificacdo e exame para deteccdo de tripanossomatideos. Uma vez confirmado
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gque o inseto era um triatomineo, um agente de campo visitava a residéncia
notificante e conduzia uma busca de outros espécimes e, em casO positivo,
executava a borrifacdo com inseticidas em todo o imével e em seus anexos
peridomiciliares 5,6,7.

Atualmente, gracas aos esforcos de controle, a transmissdo vetorial da
infeccdo chagasica no Brasil encontra-se controlada 1. Nesse contexto, a vigilancia
entomoldgica com participacdo comunitaria € reconhecida de forma mais ampla do
gue uma fase dentro do PCDCh, constituindo-se como estratégia continua e
sustentada no tempo e espaco para prevencao de novas infeccdes 7.

O Vale do Jequitinhonha, localizado na porcdo nordeste do estado de Minas
Gerais representa uma das regides mais pobres no Brasil, tendo sido, no século XX,
uma das areas com maior incidéncia da doenca de Chagas, com presenca
recorrente de triatomineos nos domicilios, e também uma das primeiras regiées no
pais a empreender atividades de controle desses vetores 7,8,9.

As primeiras agOes datam dos anos 1960, quando o Departamento Nacional
de Endemias Rurais (DNERu) levou a cabo a desinsetizacdo de residéncias por
meio de inseticidas, executada por agentes de saude outrora envolvidos na
Campanha de Erradicacdo da Malaria 9,10. Nos anos 1970, as ac¢les ficaram a
cargo de consorcio estabelecido entre a Comissédo de Desenvolvimento do Vale do
Jequitinhonha (CODEVALE) e o Centro Regional de Saude de Diamantina. Entre
1975 e 1976, grande parte da regido se encontrava sob vigilancia entomoldgica com
participacdo ativa do professorado rural no recebimento de notificagcbes de
triatomineos. Nos anos posteriores, entretanto, as atividades arrefeceram
progressivamente devido ao enfraguecimento do papel executivo do Centro

Regional e a baixa adesdo dos municipios, o que favoreceu o recrudescimento das
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colénias intradomiciliares de triatomineos, sobretudo Panstrongylus megistus
(Burmeister 1835) e Triatoma infestans (Klug 1834). Tal situagédo justificou a
retomada das acgdes intensivas de levantamento triatominico e ataque aos vetores
na década de 1980, quando a SUCAM assumiu o PCDCh na regido 7,11.

Desde o0 ano de 1999, a execucao das ac¢des de vigilancia entomologica da
doenca de em todo o pais esta sob a responsabilidade dos municipios. As atividades
consistem principalmente em notificacbes de insetos suspeitos por parte dos
moradores ao servico de referéncia (postos de saude, escolas) e consequentemente
visitas de agentes de combate a endemias aos imdveis notificantes em busca de
outros triatomineos, quando em caso positivo € realizada a desinsetizacao.

Nessa conjuntura, a participacdo da comunidade na notificacdo de
triatomineos € de fundamental importancia para a manutencdo do controle de
vetores domiciliares. Entretanto, tem sido observado que, com o0 sucesso na reducéo
da transmisséo da infec¢do chagéasica, somado ao aparecimento de outros agravos
que carregam maior visibilidade na midia e na comunicacdo em saude, parte da
populacao, principalmente os mais jovens, 0S quais nao vivenciaram 0s contextos de
transmissao ativa da doenca de Chagas associada a alta infestacdo triatominica,
tém dificuldades em reconhecer e encaminhar devidamente os insetos aos servigos
12,13.

Nesse sentido, é necessario que a problematica vetorial da doenca de
Chagas permaneca nas acbOes de educacdo em saude a fim de assegurar a
sustentabilidade da vigilancia, garantindo o acesso da populacéo a informacgdes que
constituam conhecimento sobre a doenca — conhecimento aqui compreendido como
um fendbmeno de relacdo entre sujeito e objeto, sendo a apreensédo do objeto pelo

sujeito considerada verdadeira do ponto de vista cientifico quando devidamente
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consoante com a experimentacdo e observacdo 14. Sendo o conhecimento
resultado de uma relacdo que envolve o sujeito, a incorporacdo deste a pratica
cotidiana depende, entre outras coisas, das crencas, interesses, valores e do
contexto social das pessoas envolvidas 15.

Um dos grandes desafios para as acdes de prevencédo e controle de doencas
€ justamente transpor, tanto no nivel das instituicbes como no nivel individual, o
hiato existente entre o que se sabe e 0 que se faz, distanciamento conhecido como
“know-do gap” 16. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude 17, uma das
ferramentas importantes para orientar estratégias de mitigagédo do “know-do gap” é a
identificacdo dos conhecimentos da populacéo a respeito das tematicas de interesse
para a saude, o que pode auxiliar no reconhecimento dos pontos fracos e lacunas
como passo inicial nos processos de translacdo do conhecimento que em suma
consiste na incorporacdo de conhecimentos adquiridos por meios cientificos ou por
evidéncia pratica ao cotidiano de gestores, prestadores e usuarios como forma de
garantir a melhor assisténcia a saude 18.

Em se tratando da vigilancia entomolégica da doenca de Chagas, dado seu
importante componente de participacdo popular, é possivel inferir que pessoas que
ndo conhecem os triatomineos nem sua importancia epidemiolégica ndo notificam os
insetos aos servicos de saude, consequentemente ndo havendo atendimento e
captura por agentes de controle, resultando em subnotificagdo do numero de
triatomineos em areas onde possa eventualmente ocorrer infestacao.

Destarte, a identificacdo dos conhecimentos que as pessoas tém em relacéo
aos triatomineos e a doenca de Chagas pode contribuir para a orientacdo de acdes
em saude no sentido de fortalecer a participacdo comunitaria na vigilancia dos

vetores da infeccdo chagasica. Assim, 0 presente estudo propds avaliar tais
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conhecimentos entre moradores de localidades com diferentes indices de infestacéo
vetorial no municipio de Diamantina, localizado na regido do Alto Vale do

Jequitinhonha, Minas Gerais, regido endémica para a doenca de Chagas.

Métodos

A area de estudo compreendeu localidades urbanas e rurais do municipio de
Diamantina, localizado na regido do Vale do Jequitinhonha, nordeste do estado de
Minas Gerais, e que possuia, no ano de 2014, populacdo estimada em 47.803
habitantes em uma area de 3.891,659 kmz?, distribuidos em 333 localidades, sendo
25 bairros localizados na sede e 308 comunidades situadas no restante do
municipio. A populacdo urbana representa aproximadamente 87% da populagéo
total 19.

Segundo o Inquérito Soroldgico Nacional, realizado no inicio da década de 1980, o
municipio de Diamantina apresentava sorologia positiva para o T. cruzi em 11,7% da
populacdo, superando as médias do estado de Minas Gerais e do Brasil, que eram
de 8,8% e 4,2%, respectivamente 20.

Para a definicdo das localidades de estudo, foi criado um critério em que todas as
localidades do municipio foram agrupadas em quatro categorias conforme o nimero
de triatomineos capturados no ambiente domiciliar mediante notificacdes e
atendimentos, entre os anos de 2001 e 2011, periodo para o qual se dispunham de
informacdes entomoldgicas detalhadas.

Dessa forma, as categorias incluiram: localidades sem infestacdo (auséncia de
triatomineos no periodo), localidades de baixa infestacdo (correspondentes ao tercil

com menor niamero de triatomineos — de um a cinco insetos), média infestacdo
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(correspondentes ao segundo tercil — entre seis e 41 insetos) e alta infestacdo
(correspondentes ao tercil das localidades com maior nimero de triatomineos —
entre 42 e 124 insetos). Foram selecionadas duas localidades de cada categoria,
sendo uma pertencente ao nucleo urbano da sede municipal (bairros) e uma
localizada fora da sede (localidades rurais), conforme divisdo adotada pela
Fundacdo Nacional de Saude em que todas as localidades fora das sedes
municipais constituem localidades rurais 21. Por questdes logisticas e de maior
facilidade de acesso, foi realizado sorteio entre as localidades que atendessem ao
critério de estar no maximo a 40 km de distancia da sede do municipio, sendo
também semelhantes quanto ao relevo e vegetacdo (cerca de 1000 m acima do
nivel do mar e vegetacdo predominante de campo rupestre). Além disso, optou-se
por sortear novamente uma localidade caso outra localidade limitrofe ja tivesse sido
sorteada.

Dessa forma, as localidades escolhidas com suas respectivas populacdes
residentes, de acordo com dados da Prefeitura Municipal de Diamantina, foram:
Bairro Serrano (291 habitantes) e Fazenda Bandeirinha (58) como localidades sem
infestacdo, Bairro Santo Inacio (547) e Povoado do Vau (101) como baixa
infestacdo, Bairro Gruta de Lourdes (328) e Povoado de Quartel do Indaia (105)
como meédia infestacdo, Bairro Cidade Nova (1298) e Vila de Extracédo (268) como
alta infestacdo. Cabe ressaltar que os dados disponiveis sobre o tamanho das
populacdes datavam de 2003, devido a caréncia de atualizacbes de registros pela
prefeitura.

Embora tradicionalmente vinculada ao meio rural, a infestacéo triatominica na
sede municipal de Diamantina tem sido recorrente, sobretudo em bairros periféricos,

0 que justificou a necessidade de inclusdo de localidades urbanas nesse estudo.
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Para a levantamento dos conhecimentos da populagéo sobre os vetores do T.
cruzi e a doenca de Chagas, foi aplicado questionario de acordo com os modelos de
Silveira et al 12 e Villela et al 13. O instrumento continha doze questdes de mdultipla
escolha e duas questdes discursivas.

As questdes de multipla escolha versavam a respeito dos conhecimentos sobre os
triatomineos e condutas que devem ser adotadas em relacdo ao inseto (capacidade
de o morador reconhecer o barbeiro entre insetos apresentados em mostruario, se
alguma vez ja tinha visto o inseto, se o entrevistado ou algum familiar fora picado
pelo inseto, 0 que deveria fazer caso encontrasse um barbeiro, se o barbeiro
transmitia alguma doenca e, em caso positivo, qual seria a doenca), sobre a doenca
de Chagas (se ja ouvira falar sobre a doenca, quais 6rgdos a mesma acomete, se
conhece alguém que tenha a doenca), e sobre saber ou ndo se existe algum local
para onde possa levar os insetos e se ha servico de combate a esses insetos no
municipio. As questdes discursivas inquiriam sobre o que se deve fazer para evitar
barbeiros em casa e se o morador gostaria de dar alguma sugestdo ao servico de
controle da doenca de Chagas no municipio.

Para avaliar a capacidade de reconhecimento de triatomineos entre o0s
entrevistados, ao inicio da aplicacdo do questionario foi exibido um mostruario com
exemplares de hemipteros (um predador adulto, um adulto e uma ninfa de P.
megistus, um adulto de Rhodnius neglectus Lent 1954, uma ninfa e um adulto de um
hemiptero fitofago), sendo solicitado ao morador que apontasse qual ou quais
insetos ele identificava como barbeiro. Foi considerado que o entrevistado conhecia
o triatomineo quando apontava pelo menos um exemplar corretamente, conforme

Villela et al 13.
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Os entrevistados foram adultos e criangas com idade igual ou superior a dez anos,
abordados em suas proprias residéncias por dois entrevistadores previamente
treinados que percorriam as localidades de casa em casa, objetivando cobrir o
maximo de residéncias possivel por localidade. Em cada casa eram entrevistadas
individualmente todas as pessoas que quisessem participar do estudo e, no caso de
menores, quando houvesse consentimento dos pais ou responsaveis. A coleta de
dados foi conduzida entre dezembro de 2011 e setembro de 2013 com uma amostra
significativa de 583 pessoas, considerando um nivel de significancia de 0,05.

A opcéo por incluir criancas no estudo foi baseada em observacdes anteriores que
constataram que pessoas mais jovens tém dificuldades em reconhecer os
triatomineos, quando comparadas aos adultos, o que pode ser devido a perda de
visibilidade da problemética da doenca de Chagas no ambito de transmisséo vetorial
controlada 12,13.

Apos a aplicacdo dos questionarios os entrevistadores reuniam os moradores da
residéncia e conversavam a respeito dos triatomineos e seu papel na transmissao
infeccdo chagésica, além da importancia da participacao da populacdo na deteccéo
e no correto encaminhamento dos insetos aos servicos municipais de saude.

Esse estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, sob o numero de
protocolo 084/11, respeitando as normas da resolucéo 196/96 do Conselho Nacional
de Saude. A participacdo na pesquisa foi condicionada a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido pelo participante ou, no caso de menores de 18
anos, pelos pais ou responsavel legal.

As respostas foram tabuladas no programa Epi Info™ 3.5.4 22. As questdes

de mdultipla escolha foram analisadas quanto a frequéncia das alternativas
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apontadas, e analisadas quanto a associagcdo com as diferentes categorias de
infestacdo das localidades. A capacidade de reconhecer os triatomineos foi também
analisada de acordo com a faixa etaria dos participantes e a zona de residéncia. As
faixas etarias foram divididas entre pessoas com idade menor ou igual a 25 anos e
maiores de 25 anos de idade, tendo sido adotado o critério devido ao periodo de
nascimento daqueles coincidir com fases em que a transmisséao vetorial da infeccéao
chagésica ja estava controlada na regido. As analises estatisticas foram realizadas
no programa BioEstat 5.0 23, sendo adotado teste de x> com nivel de significancia
de 0,05. As respostas as questdes discursivas foram categorizadas de acordo com
0S eixos tematicos que emergiram do conteldo das respostas dos entrevistados.
ApoOs a categorizacdo, as frequéncias de respostas correspondentes a cada eixo

foram analisadas de forma descritiva.

Resultados

Foram entrevistados 583 moradores (215 do sexo masculino e 368 do sexo
feminino), sendo 388 da area urbana e 195 da &rea rural do municipio. O nimero de
entrevistados por estrato de infestacdo foi de 81 (sem infestacédo), 105 (baixa
infestacdo), 141 (meédia infestacdo) e 256 (alta infestacdo), com meédias de idade de
39,16 (Desvio Padrao: +17,22), 41,17 (+ 19,08), 39,03 (+ 20,60) e 40,52 (+ 19,50)
anos, respectivamente. Entre criancas e adolescentes menores de 18 anos foram
entrevistadas 77 pessoas.

N&o foi observada associacdo entre o nimero de entrevistados que afirmou
saber reconhecer o triatomineo e a categoria de infestacdo da localidade em que

residiam e, quando exibidos os exemplares de hemipteros para identificacéo,
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76,50% dos entrevistados reconheceram corretamente o0s triatomineos, nao
havendo associacéo estatisticamente significativa entre a proporcédo de acertos e as
localidades segundo o indice de infestacdo (Tabela 1). No tocante a faixa etéria,
igualmente ndo foi observada associacdo estatisticamente significativa entre o0s
acertos, comparados os entrevistados menores de 25 anos e os com idade maior ou
igual a 25 anos (x* = 1,692, p = 0,2280). Entretanto, quando comparadas as zonas
de residéncia a proporcdo de acertos foi maior entre moradores da zona rural
(85.13%) do que entre os da area urbana (71.91%) (x* = 12,555, p = 0,0006).

O triatomineo mais apontado foi o P. megistus adulto (381 vezes), seguido
pela ninfa da mesma espécie (95 vezes). O exemplar de R. neglectus foi apontado
em 76 oportunidades.

Quando perguntados se ja tinham visto os ‘barbeiros’, 71,36% (416) dos
entrevistados responderam positivamente, sendo a propor¢cdo diferente entre as
localidades (Tabela 1). Os locais mais relatados foram dentro de casa (43,28%), em
locais associados a atividades laborais no meio rural — garimpos, matas, rogas
(19,13%), e em servicos de saude (7,52%).

No que se refere a avaliacdo das condutas adotadas caso 0 entrevistado
encontrasse um triatomineo foi observada associacdo estatisticamente significativa
entre os indices de infestacao e as condutas referidas pelos moradores, sendo maior
o percentual de condutas adequadas (entregar o inseto para algum servico de
referéncia) entre os moradores das areas de média e alta infestacdo, em relacao aos
moradores das areas sem infestacdo e de baixa infestacdo. Da mesma forma, uma
vez questionados sobre a existéncia de algum lugar onde poderia levar algum

barbeiro, a proporcéo de respostas afirmativas foi crescente conforme a categoria de

infestacdo da localidade de residéncia dos entrevistados (Tabela 1). Os locais mais



186

indicados foram os servicos de salde e as escolas, que nas areas rurais muitas
vezes funcionam como Postos de Informacao de Triatomineos (Tabela 2).

Do total de entrevistados, 25,04% (146) afirmaram conhecer alguém que ja foi
picado pelo inseto, sendo maior a propor¢cdo entre os moradores da area sem
infestacdo. Também foi observado que 92,11% (537) dos entrevistados
responderam que o barbeiro pode transmitir alguma doenca, sendo que 83,71%
(488) afirmaram ser essa a doenca de Chagas, contudo ndo houve associagao entre
essas respostas e a infestacdo da localidade. Outras enfermidades apontadas
incluiram febre amarela (2,06%), ‘xistose’(0,86%), dengue (0,86%), calazar (0,52%),
a malaria (0,52%), o cancer (0,17%) e tuberculose (0,17%), sendo que estas trés
tltimas ndo constavam entre as alternativas do questionario (Tabela 1).

Quanto a conhecer alguém gque tem a doenca de Chagas 59,18% (345) dos
entrevistados responderam positivamente, sendo que 50,69% das respostas
(183/361) apontaram amigos e/ou conhecidos. Entre os familiares, os pais
corresponderam a 11,36% (41) das respostas, seguidos de 6,37% (23) para aves,
5,26% (19) para irméos, e 23,55% (85) incluiram outros familiares. Dez pessoas
(2,77%) relataram serem portadoras da infeccao.

No que diz respeito aos 6rgaos que a doenc¢a pode atingir, o coracdo foi indicado em
72,96% das oportunidades (394/540), seguido por 6,30% (34) para o figado, por
5,93% (32) para os pulmdes, de 3,33% (18) para os rins, de 2,59% (14) para o
intestino e de 1,67% (9) para o es6fago, sendo essas as alternativas presentes no
guestionario. Outras opcbes apresentadas pelos moradores incluiram sangue,
cabeca, olhos, pernas, pele, musculo, costas, peito, sistema nervoso e baco e

corresponderam a 7,22% (39) das indicacbes. Ademais, 93 das pessoas nao
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souberam ou ndo quiseram responder a essa questdo mesmo apos a leitura das
opcOes disponiveis, sendo 20 dessas menores de 18 anos.

Sobre quais medidas os proprios moradores poderiam adotar para evitar 0s
barbeiros em casa, predominaram em todas as areas investigadas as respostas
relacionadas a limpeza e organizacao da casa (Tabela 3).

Em relacdo a existéncia de servico de controle da doenca de Chagas no
municipio, 39,62% (231) dos entrevistados respondeu afirmativamente, estando as
maiores proporcdes associadas as areas de média e alta infestacdo (Tabela 1). Foi
facultado aos moradores apresentarem sugestdes para o servigo de controle, tendo

sido apresentadas 241 sugestdes, conforme a Tabela 4.

Discussao

A vigilancia entomolégica com participagdo comunitaria representa,
atualmente, a principal estratégia para controle da transmissao vetorial da doenca de
Chagas. Nesse cenério a populacdo contribui de forma relevante para a deteccao e
notificacao de triatomineos 24,25.

Entretanto, com o0s niveis de controle vetorial alcangados no Brasil, e mais
especificamente com a certificacao da eliminacdo da transmissao do T. cruzi pelo T.
infestans, espécie aléctone principal incriminada na transmissédo domiciliar, surgiu a
falsa ideia da erradicacéo da doenca de Chagas, o que, somado ao aparecimento de
outros agravos com maior visibilidade, como a dengue, redundou no abandono das
atividades de controle triatominico em muitos municipios da area endémica 26, 27.

Os resultados apontam uma capacidade de reconhecimento dos triatomineos

semelhantes entre as localidades no municipio de Diamantina, independentemente
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do historico de infestacdo e da faixa etaria dos entrevistados. Em outros estudos,
Silveira et al 12 e Villela et al 13 observaram, em Mambai e Buritinépolis (Goias), e
Bambui (Minas Gerais), respectivamente, que as pessoas mais jovens nao
conhecem os vetores como 0s adultos. Essa discordancia com os dados da
literatura pode estar vinculada ao fato que no presente estudo foram contados como
jovens as pessoas com idade igual ou inferior a 25 anos, enquanto os estudos
supracitados trabalharam com faixas etarias mais baixas. Outra possibilidade a ser
considerada é a diferenca de infestacdo nessas areas, visto que nas regides
estudadas por estes autores, T. infestans foi o principal vetor e, apds as atividades
de controle e também devido a alteracdes ambientais 28, a infestacdo intradomiciliar
por outras espécies é quase nula, o que pode fazer com que 0S mais jovens nao
reconhecam o inseto. Em Diamantina, por outro lado, o encontro recorrente de
triatomineos nas casas pode favorecer a manutencdo da habilidade dos moradores
em reconhecé-los, inclusive entre os mais jovens.

No presente estudo os moradores da zona rural acertaram mais a identificagdo dos
insetos. Isso pode estar relacionado a maior visibilidade que a doenca de Chagas
tem entre populacdes do meio rural, que sdo os que recebem acdes direcionadas ao
controle dos vetores com mais frequéncia devido ao carater de transmissao
predominante nessas areas. Contudo, na cidade de Diamantina, assim como em
outras regides do Brasil e da América Latina, 0os crescentes relatos de triatomineos
em areas urbanas, em alguns casos inclusive envolvidos na transmisséo do T. cruzi
ao homem, ressaltam a importancia de tratar do assunto também nesse contexto
29,30,31.

Diferentemente da capacidade de reconhecimento dos triatomineos, foi possivel

observar associacdo entre as atitudes dos moradores e a infestacdo domiciliar. Os
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residentes das areas de maior infestacdo afirmaram com maior frequéncia que
deveriam encaminhar os insetos aos servicos de referéncia, além de estarem mais
bem informados sobre a existéncia do servico de controle no municipio de estudo.
Apesar de nao ser possivel, no presente estudo, afirmar que os conhecimentos e as
atitudes dos moradores em relacao aos triatomineos refletem na pratica das acoes,
nao se pode igualmente descartar a possibilidade da infestacdo domiciliar estar
subnotificada em localidades onde os moradores responderam que matariam ou nao
encaminhariam os triatomineos aos servi¢cos. Reforca essa hipotese a constatacao
de que muitos moradores das localidades consideradas sem infestacdo e de baixa
infestacdo afirmaram ja ter visto os triatomineos dentro da sua propria casa ou de
outrem. Essas observacdes suscitam reflexdo sobre a necessidade de maior
divulgacao acerca do correto encaminhamento dos insetos ao servigco, uma vez que
as localidades sem presenca relatada desses podem, na verdade, estar em
condicdo de subnotificacdo. Ademais, em localidades ndo notificantes, os servicos
de referéncia ndo sdo acionados e os atendimentos as notificacdes ndo ocorrem. De
acordo com Dias e Garcia 32, os atendimentos contribuem para a motivacdo da
comunidade na continuidade das notificagbes e na participagdo ativa na vigilancia
sobre os vetores da infeccao chagésica.

Além disso, a mobilizacdo de pessoas da propria comunidade na vigilancia
entomoldgica pode estimular outras pessoas a aderir as acdes. Nesse sentido,
Buttenheim et al 33 observaram em Arequipa, Peru, que a participagdo de
moradores de area urbana em uma campanha de controle de triatomineos era maior
qguando seus vizinhos também aceitavam participar das atividades, e menor entre
vizinhos que recusavam as acfes, 0 que levou os autores a sugerirem uma espeécie

de contagiosidade da participacdo comunitaria.
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Assim como observado por Villela et al 13 em regido do Estado de Minas
Gerais, o principal triatomineo identificado pela populacdo foi o P. megistus adulto, o
gue, de acordo com esses autores esta relacionado a importancia epidemiolégica da
espécie no contexto local e a énfase da imagem do mesmo nos materiais de
divulgacdo e educacdo em saide. A semelhanca desse estudo, P. megistus é a
principal espécie capturada no municipio de Diamantina desde as fases iniciais do
PCDCh 11. Essa observacéo é reforcada em trabalhos que demonstram que a maior
frequéncia de deteccdo pelos moradores corresponde a exemplares adultos
enquanto as ninfas séo principalmente encontradas durante os trabalhos de busca
pelos agentes de combate a endemias 24,25.

O fato do Vale do Jequitinhonha representar uma area com alta prevaléncia
da infeccdo pelo T. cruzi, com grande contingente de chagasicos crbnicos 34,35,
pode ter refletido na grande proporcéo das pessoas que responderam positivamente
tanto para conhecer alguém que ja foi picado pelo vetor, como para alguém que
tenha a doenca de Chagas. Além disso, o carater estigmatizante associado a
doenca de Chagas 36 também pdde ser percebido, mesmo que nao
intencionalmente, quando a maior parte dos entrevistados adotou o termo genérico
‘conhecido’ para designar quem tem a enfermidade.

A cardiopatia chagasica € a forma clinica sintomatica mais comum na fase
cronica da doenca de Chagas no Brasil 37, com ocorréncia acentuada em
municipios no Vale do Jequitinhonha, acometendo até 42,7% e 55,7% dos
infectados em estudos realizados nos municipios de Virgem da Lapa 34 e Berilo 35,
respectivamente. A importancia desta forma clinica no contexto regional pode ter

sido responsavel pela maior proporgcéo de pessoas ter respondido que o coracao € o
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orgao afetado pela doenca, o que também foi observado em outras areas do Brasil
12,13,38.

Nos estudos desenvolvidos por Villela et al 13 e Maeda e Gurgel-Gongalves
38, em Minas Gerais e no Distrito Federal, respectivamente, a limpeza da casa foi
mencionada como a principal acdo para evitar 0s triatomineos, seguida pela
utilizacdo de inseticida. No presente estudo, também foi mencionada mais
frequentemente a limpeza geral da casa, porém a utilizacdo de inseticidas foi pouco
referida, ficando em quarto lugar entre as respostas. Isto pode estar relacionado a
diferenca entre as espécies de triatomineos encontradas em domicilios nessas
regides 25. Visto que em Diamantina atualmente a infestacdo é mais frequente por
espécies com baixa capacidade de colonizacdo, a borrifacdo de inseticidas nem
sempre € realizada pelos agentes de saude quando os moradores notificam um
inseto, 0 que pode minorar a importancia desta acdo na perspectiva da populagéo
atendida 11.

A principal sugestdo apresentada pelos entrevistados para melhorias no
servico de controle da doenca foi aumentar o nUmero de visitas pelos agentes, o que
pode estar relacionado tanto a uma heranca do carater assistencialista e
verticalizado das acdes nas fases iniciais do PCDCh, como também ao
enfraquecimento das atividades na esfera municipal, j& que muitas localidades, que
nao geram a demanda, podem ficar longos periodos sem receber qualquer acéao
direcionada a doenca de Chagas. Além disso, essas sugestdes concentram-se em
acOes do servico para os moradores, sendo possivel perceber que a populacao
muitas vezes nao se reconhece como coparticipante no processo de vigilancia

entomologica.
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Nessa perspectiva, as diretrizes para a vigilancia no estado de Minas Gerais
preconizam a busca ativa de triatomineos em todas as residéncias de um percentual
de localidades por municipio de acordo com a regido do estado, porém, a
obrigatoriedade dessas acdes sO foi estabelecida no segundo semestre de 2014,
guando o controle desses vetores passou a integrar o elenco de a¢des prioritarias da
vigilancia ambiental. O municipio de Diamantina passou a desenvolver essas
atividades, previstas para 20% do total de localidades a cada ano 39. A adocéao
desse modelo integrado entre o servico e os moradores podera ajudar a preencher
as lacunas identificadas no estudo, favorecendo o envolvimento da populacdo em
acles coletivas para a vigilancia entomoldgica da doenca de Chagas, inclusive em
areas silenciosas.

Transpor o abismo existente entre o conhecimento cientifico e a aplicacdo pratica na
saude tem sido um grande desafio para o controle de doencas de transmissao
vetorial como a doenca de Chagas, a dengue, as leishmanioses. Para que a
vigilancia entomolégica da doenca de Chagas seja mantida de forma sustentada no
contexto de acdes descentralizadas em que se encontra a saude publica no Brasil, a
participacdo comunitaria € imprescindivel 40. Dessa forma, as pesquisas que
permitam identificar as caréncias no que diz respeito aos conhecimentos da

comunidade podem subsidiar as acdes em saude ampliando o alcance e a

efetividade junto a populacgéo.
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Tabela 1. Conhecimentos e praticas sobre triatomineos e a doenca de Chagas entre
moradores de areas com diferentes niveis de infestacdo vetorial domiciliar.
Diamantina, Minas Gerais, Brasil.

Localidades por estrato de infestacio triatominica

Questdes relacionadas aos trigtomineos ¢ 4 doenga de Sem Bama Média Alta
Chagas infestaciio infestagio infestacio infestago £ p-valor
n Y n Y n Y n Y
Afirma conhecer o "barbeiro’ 4,72 01933
Sim 50 6173 6 5333 79 5603 164 64,06
Nio 31 3827 49 4667 62 4387 92 3594
Reconhece o "harbeiro’ 4723 02375
Corretamente ol 75,31 To 7238 103 73,05 206 80,47
Incorretamente 2 2469 20 2762 38 2695 S0 19,53
Ja viu o "barbeiro’ 15,56 00014
Sm 6l 753,31 63 L1IREN 92 6525 200 7813
Nio 2 2464 42 410,00 449 34,75 56 21,88
Conduta adotada case encontre um ‘barbe iro’ 1847 00004
Adequada (encaminha o inseto ao servigo de referéncia) 30 37,04 41 3905 82 5816 145 56,64
Inadequada (mata ou encaminha incorretamente) ou nfo
sabe 51 6296 64 6085 59 41,84 111 4336
Existe algum local onde pode levar o barbeiro na regifio? 41,50 00001
Smm 43 5308 63 H0,00 110 7801 208 81,25
Mo 15 18,52 11 10,48 5 3,55 16 6,25
Nao sabe 23 2840 31 2952 26 1844 32 12,50
<
Conhece alguém que foi picado pelo "harbeiro™? 3196 00001
Sm 3 374 24 2286 20 14,18 72 2813
Nio 49 6049 TI 6762 94 BHET 166 6484
N#o sabe 2 247 10 952 27 1815 18 7,03
O "barbeiro’ transmite alguma doenga? 428 0,2331
Sim 78 9630 9% 9429 126 8936 234 9141
Nio 3370 6 5,71 15 1064 22 8359
Qual o nome da doenga que o "barbeiro’ ransmite? 5.04°  0,1686"
Doenga de Chagas 68 8395 93 8774 111 7762 216 84,38
Outra®* 6 741 3 283 9 629 12 469
N sabe ou ndo respondeu 7 864 10 043 23 1608 28 1094
Existe algum servigo de controle da doenga de Chagas na
regido? 1808 00004
Sim 26 32,10 31 2952 48 3404 126 4922
N aio 35 ATW 74 70,48 93 6596 130 50,78

*agrupadas as categorias "outra doenga" e "ndo sabe ou ndo respondeu”

*Febre Amarela, Dengue, Xistose, Calazar, Malaria, Cincer, Tuberculose.
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Tabela 2. Locais para onde os moradores encaminham os triatomineos segundo o
nivel de infestacdo domiciliar por triatomineos da localidade de residéncia.
Diamantina, Minas Gerais, Brasil.

Categoria de infestacdo domiciliar

Local de referéncia para levar o Sem Baixa Média Alta
triatomineo infestacao infestacao infestacéo infestacao
n % n % n % n %
Escola 0 0 0 0 26 23,42 1 0,50
Posto de saude 15 34,88 21 32,81 46 41,44 109 54,23
Secretaria Municipal de Saude 7 16,28 14 21,88 26 23,42 47 23,38
Zoonoses / SUCAM 12 27,91 20 31,25 4 3,60 30 14,93
Superintendéncia Regional de
Saude 3 6,98 2 3,13 1 0,90 5 2,49
Vigilancia Sanitaria 2 4,65 0 0 0 0 2 1,00
Outros* 1 2,33 6 9,38 4 3,60 6 2,99
N&o sabe, mas sabe que tem 3 6,98 1 1,56 4 3,60 1 0,50

* "Assistente Social, Bombeiros, Ministério da Salde, Laboratério, Universidade, Instituto Estadual de
Florestas, Secretaria do Meio Ambiente, casa de funcionario da Secretaria Municipal do Turismo."
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Tabela 3. Condutas para evitar barbeiros em casa apontadas por moradores de
areas com diferentes indices de infestacdo domiciliar. Diamantina, Minas Gerais,
Brasil.

, Categoria de infestacdo domiciliar
Condutas para evitar

barbeiros em casa Sem infestacdo  Baixa infestagcéo Média infestacao Alta infestagéo
n % n % n % n %

Limpeza e

organizacéo da casa 35 30,4 55 38,7 81 28,6 98 36,8

Manejo do galinheiro e

de outros anexos 17 14,8 13 9,15 42 14,8 46 17,3

Utilizacao de

inseticidas 13 11,3 15 10,6 26 9,2 19 7,1

Evitar frestas ou

entulhos

(esconderijos) 33 28,7 34 23,9 64 22,6 48 18,1

Olhar e limpar cama e

colchdes 0 0 2 1,4 14 5,0 15 5,6

Outros* 5 4.4 7 4,9 23 8,1 15 5,6

Nao sabe 12 10,4 16 11,3 34 12,0 25 9,4

*"Evitar certas plantas proximo a casa (abacateiro, bananeira, espinheiro); Evitar agua parada
(caixas d'agua, pneus e garrafas); Matar ou capturar o barbeiro; Manter o ambiente claro; Mandar
olhar a casa; Telar as janelas; Evitar roupas penduradas na porta; Manter a casa fechada; Evitar
luzes acesas; Queimar o lixo; Receber visitas dos agentes de saude; Colocar panos embaixo das
portas; Pintar a casa de branco; Nao acumular lama na porta; Nao jogar lixo na rua."
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Tabela 4. Sugestdes apresentadas para o servico de controle da doenca de Chagas
por moradores de areas com diferentes niveis de infestacdo domiciliar. Diamantina,
Minas Gerais, Brasil.

Categoria de infestagdo domiciliar

Sugestdes Sem infestacdo Baixa infestacdo Média infestagcdo  Alta infestacao
n % n % n % n %

Aumentar as visitas 16 55,2 12 38,7 21 42,9 45 34,1

Dar continuidade ao

combate e borrifacdo 1 3,5 2 6,5 6 12,2 15 11,4

Trazer informagdes 5 17,2 7 22,6 2 4,1 13 9,9

Atividades de limpeza

(capinar, tirar lixos) 2 6,9 1 3,2 0 0 5 3,8

Outros* 2 6,9 0 0 3 6,1 4 3,0

Nenhuma 3 10,3 9 29,0 17 34,7 50 37,9

*'Melhorar o servi¢o de saude todo; Achar uma vacina para néo infectar; Valorizar o trabalho e
salario dos agentes; Todo mundo ajudar no controle; Trazer médico; Prefeito olhar mais para nos;
Ter um lugar para levar os barbeiros; Encanamento de esgoto para a populagéo; Cobrar mais dos
moradores."
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Anexo | — Protocolo de extracdo de DNA pela metodologia de Gomes et al. (1998) —

Fenol: Cloroférmio.

Homogeinizar cada amostra de sangue EDTA e coletar 150uL do conteudo intestinal
ou fezes de triatomineo em microtubo de 1,5 mL, livre de DNA e RNAase e estéril,
Adicionar 75uL de fenol tamponado com Tris-HCI pH = 8,0 e 75uL de cloroférmio
gelado, agitar por aproximadamente 2 minutos;

Centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos;

Coletar o sobrenadante em tubo de microcentrifugac¢ao 1,5 mL;

Ao sedimento adicionar 100uL de &gua Milli-Q estéril, agitar por 1 minuto e
centrifugar novamente a 14.000 rpm por 5 minutos. Coletar o sobrenadante e
acrescentar ao tubo contendo o sobrenadante anterior;

Adicionar ao sobrenadante 400uL de cloroférmio gelado, homogeinizar por 2 minuto
e centrifugar a 14.000rpm por 5 minutos;

Retirar os sobrenadante e precipitar o DNA no gelo por 15 minutos em presenca de
acetato de sédio 100mM (10% do volume do sobrenadante) e dois volumes de
etanol absoluto gelado. Homogeinizar lentamente 20 vezes;

ApoOs precipitacdo, centrifugar por 10 minutos, desprezar o sobrenadante, secar o
tubo na bancada por 15 minutos;

Ressupspender em 20uL de agua Milli-Q esteéril;

Deixar o DNA por 24-36h a 4°C para completa solubilizag&o;

Lavar com etanol 70% na proporc¢éo de dois volumes (40uL);

Precipitar no gelo por 20 minutos;

Repetir a etapa 8 (mas centrifugar pr 20 minutos);

Ressuspender em 10uL de agua Milli-Q estéril;

Estocar a 4°C para completa solubilizacdo do DNA antes de fazer a PCR.
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Anexo Il — Protocolo de extracdo de DNA de pernas de triatomineos por meio do Kit
Wizard PROMEGA®.

1. Colocar a perna em um microtubo devidamente rotulado. Lavar a pinca com
hipoclorito antes de pegar cada perna.

2. Adicionar 300ul da solugao de lise nuclear e macerar a perna com auxilio de um
pistilo. (Entre uma pata e outra lavar a ping¢a e pistilo com hipoclorito e agua MQ).

3. Deixar a temperatura ambiente ou no multi-block (56°C — 30min) até a solucédo se
tornar viscosa (com bolhas).

4. Adicionar 100l da solugéo de precipitacdo protéica e vortex vigorosamente por
20 a 30 segundos visualiza-se o precipitado disperso na solucao.

5. Centrifugar a 14000 rpm por 3 min a temperatura ambiente, observando a
formacao de um “pellet” escuro.

6. Transferir cuidadosamente o sobrenadante para um novo tubo contendo 300ul de
isopropanol (CH3 CHOHCH3) e misturar delicadamente (20min- 10 min de cada
lado), até o aparecimento de uma massa (pontos) em suspensao — na maioria das
vezes 0s pontos ndo aparecem.

7. Centrifugar a 14000 rpm a temperatura ambiente por 6 min e observar a formacgéo
de um pellet claro.

8. Descartar o sobrenadante (virar o microtubo), adicionar 300pl de etanol 70% a
temperatura ambiente e inverter o tubo varias vezes delicadamente (5 min de cada
lado).

9. Repetir os passos 7 (1 minuto) e 8, centrifugar mais 1 minuto.

10. Aspirar cuidadosamente o etanol (com pipeta) e colocar o tubo no multi-block até
a evaporacao total do etanol.

11. Adicionar 70yl da solugéo de hidratagédo de DNA e incubar a 65°C (ou até mais
de 50°C) por 1h ou deixar “overnight” a temperatura ambiente, agitando

periodicamente (2 a 3 vezes).
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Anexo Il — Autorizacdo para captura e procedimentos com animais silvestres pelo

Instituto Chico Mendes para Conservacao
Biodiversidade
Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizaco e Informacio em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 34066-1 Data da Emissdo: 02/07/2012 16:22

Dados do titular

Nome: Herton Helder Rocha Pires CPF: 651.726.716-68

Titulo do Projeto: Estudo dos fatores envolvidos na distribuicio de triatomineos e infeccio de vetores e reservatérios por Trypanosoma cruzi no

municipio de Diamantina, Minas Gerais, Brasil

Noeme da Instituic3o : Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri CNPJ: 16.688 315/0001-57

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF [Descricao do local Tipo

1 [ DIAMANTINA MG Extragao Fora de UC Federal
2 | DIAMANTIMNA MG Alto da Jacuba Fora de UC Federal
3 | DIAMANTIMNA MG Bairro Jardim Fora de UC Federal
4 | DIAMANTINA MG Bairro Rio Grande Fora de UC Federal
5 | DIAMANTINA MG Pinheiro Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# Afividade Taxons
1 | Captura de animais silvesires in situ Rodentia, Didelphimorphia, Reduviidae
2 | Coletaftransporte de amostras biologicas in situ Didelphimorphia, Rodentia
3 | Coletafransporie de especimes da fauna silvesire in situ Reduviidae (*Qide: 300)
4 Manutencao temporaria (ate 24 meses) de invertebrados Reduviidas
silvestres em cativeiro
5 | Marcagao de animais silvestres in situ Rodentia, Didelphimorphia
*

Qtde. de individuos por espécieflocalidadefunidade de conservagio, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

1 | Amosiras biologicas (Outros mamiferos) Sangue

2 | Método de capturalcoleta (Invertebrados Terrestres) gr;'rp\talfrgh:.“l;?;:osa Cutros metodos de capturalcoletal—), Armadilha de interceptagao de voo,

3 | Metodo de cap ta (Outros mamiferos) Amiadilha tipo gaiola com atracao por iscas ("Box Trap/Tomahawk/Sherman™)

4 | Método de marcagdo (Invertebrados Temestres) gl;gh;sﬂmetodos de marcagao(Serf£o colonizados em frascos individualizados com a espAGicie e
5 | Metodo de marcagao (Qutros mamiferos) Tatuagem (tinta), Anel

Destino do material biologico coletado

[#F] Nome local desting [ Tipo Destino

[1_[ Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri |

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucio Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidad3o podera verificar a autenticidade ou reqularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov_br/sisbio).

| Pagina 2/3

Caddigo de autenticagédo: 15518952

da
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Niamero: 34066-1 Data da Emissao: 02/07/2012 16:22

Dados do titular
Nome: Herton Helder Rocha Pires CPF: 651.726.716-68

Titulo do Projeto: Estudo dos fatores envolvidos na distribuigdo de triatomineos e infeccdo de vetores e reservatorios por Trypanosoma cruzi no

municipio de Diamantina, Minas Gerais, Brasil

Nome da Instituicdo : Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri CNPJ: 16.888.315/0001-57

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (mesfano) [ Fim {mes/ano)
1 | Rastreamento de colonias de tiatominecs em abrigos de peguenos mamifercs 072012 08/2013
2 | Coleta de sangue de pequenos mamiferss em areas periurbanas e silvestres 072012 08/2013
3 | Captura de peguencs mamiferos em areas periurbanas e silvestres 072012 08/2013
4 | Realizacao de xenodiagnosticos em pequencs mamiferos 072012 08/2013
5 | Coleta de triatomineos em meio silvesire 07r2012 102014
6 | Processamento de amostras de tipancssomatideos isolados de mamiferos & tnatomineos 072012 1002014
7 | Coleta ativa de friatominecs em meio silvestre por rastreamento de pequenos mamiferos 0712012 1002014

De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagao tem prazo de validade egquivalents ac previsto no cronograma de afividades do projeto, mas devera ser
revalidada anualmente mediante a apresentacio do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua
emissdo.

Observac@es e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o termitario nacional, que impliguem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, egpécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se desfinem ao estudo, a difusdo ou & pesquisa, estio sujeitas a autorizacio do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagio NAD exime o pesquisador fitular e o2 membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, plblica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do drgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservago estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseire ou morader de drea dentro dos limites de unidade de conservagdo
federal cujo processo de regularizagdo fundidria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fing previstos na Instrugio Normativa IBAMA n* 154/2007 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n® 1062010, no que
3 | especifica esta Autorizagio, ndo podendo ser uilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material bioldgico coletado deverd ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.

A autorizagdo para envio ao exterior de material biologico ndo consignado devera ser requerida poer meie do endereto eletrénico www.ibama.gov.br (Servigos on-ine -
4 | Licenga para importago ou exportagéo de flora e fauna - CITES e nao CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio. gov_br/sisbio - menu
Exportacio.

O} titular de licenga ou autorizacfo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

S | ao grupe taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a cutros grupos; & empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populactes do grupo taxondmico de interesse em condicéo in situ_

O titular de autorizagdo ou de licenga permanents, assim como os membros de sua equipe, quando da viclacdo da legislagdo vigente, ou quando da inadeguacio,

6 | omizsdo ou falsa descricio de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante deciefo motivada, ter a auterizacdo ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material bioldgico coletado apreendide nes termos da legislagéio brasileira em vigor.
Este documento ndo dizpensa o cumprimento da legislacio que dispde scbre acesso a componente do patrimonio genético existents no temitério nacional, na

7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patimdnio genético, para fins de pesguisa cientifica,
bioprospecgdo e desenvolvimento tecnologico. Veja maiores informacgdes em www.mma.gov.bricgen.

Em caso de pesguisa em UNIDADE DE COMSERVACAQ, o pesquisader titular desta autorizacBo devera contactar a administracio da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicbes, as condicdes para realizag8o das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Qutras ressalvas
| As armadilhas utilizadas para captura de mamiferos deverao ser vistoriadas pelo menos duas vezes ao dia (matutino e vesperting) para minimizar
a morte devido a hipo ou hipertermia.

Equipe

# Home Funcao CPF Doc. ldentidade Nacionalidade
1 | Jozo Victor Leite Dias Colaborador 079.649.678-57 MG-12415573 SSP-MG Brasileira

2 | Lileia Gongalves Diotaiu Onentacao 250.335.656-72 M305938 SSPMG-MG Brasileira

3 | Helen Rodrigues Marting ‘Colaborador 034 082.986-96 m-9.179.920 ssp-MG Brasileira

Este documento (Auterizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007 . Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov. brisisbia).

cogoseauemtcasao 5wz | |||

| Pagina 1/3
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacio em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Namero: 34066-1 Data da Emissdo: 02/07/2012 16:22

Dados do titular
Nome: Herton Helder Rocha Pires CPF: 651.726.716-68

Titulo do Projeto: Estudo dos fatores envolvidos na distribuicio de triatomineos e infeccdo de vetorss e reservatorios por Trypanosoma cruzi no

municipio de Diamantina, Minas Gerais, Brasil

Nome da Instituicdo : Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri | CMNPJ: 16.888 315/0001-57

Registro de coleta imprevista de material bioldgico
De acordo com a Instrugdo Normativa n®154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
acasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida
anotacdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecdo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biolégicas (CCBIOQ).

Taxon*® Qide. Tipo de amosira Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizac3o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugio Normativa n°154/2007. Através do cadigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidadio podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na

Internet (www.icmbio_gov bri/sishia).

Cddigo de autenticagéo: 15518952 “l”l‘l‘
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