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Resumo

DISSERTACAO DE MESTRADO EM VIGILANCIA E CONTROLE DE VETORES

Sebastido Clebson de Macedo Anunciagéo

A doenca de Chagas (ou tripanossomiase americana), € uma doenca negligenciada
causada pelo parasito Trypanosoma cruzi, sendo o inseto vetor, triatomineo, o principal meio
de transmissdo da doenca. O numero de casos de doenca de Chagas via infec¢do oral tem
aumentado, através de consumo de alimentos contaminados com inseto ou fezes de inseto
infectado. Portanto, a vigilancia entomoldgica e o controle do inseto vetor sdo as intervencdes
mais eficazes. Em relacdo ao controle, a busca por novos produtos com diferentes modos de
acao se torna necessaria para evitar o desenvolvimento de populacdes resistentes. Nesse
trabalho realizamos uma triagem de 6leos essenciais puros ou em emulsao via aplicacéo topica
e de contato, buscando os que apresentassem maior atividade biologica sobre a sobrevivéncia,
ecdise, fagoinibicéo e infeccdo por T. cruzi em ninfas de 5 estadio de Rhodnius prolixus. Além
disso, foram realizadas coletas de triatomineos em localidades com notificacBes de presenca de
inseto vetor e andlise de infeccdo dos insetos coletados. Analisamos também os dados
constantes dos registros no LACEN/SES/RJ e do I0OC (Fiocruz), sobre a presenca de
triatomineos e de infecgdo por T. cruzi nesses insetos. Dos 6leos essenciais analisados, 0 NEO
(930pg/inseto) causou mortalidade em 58,5% dos insetos infectados e tratados. Em relacdo a
taxa de fagoinibicéo, os tratamentos dos insetos com OLA e VMFS2 causaram 44% e 100% de
inibicdo da alimentacdo sanguinea, respectivamente. A taxa de ecdise dos insetos infectados
tratados com MF2FS e OLA causaram reducdo das taxas para até 0% e 27,3%, respectivamente.
O oleo essencial OLA causou 45,5% de ma formacdo em adultos apds ecdise. Em relacdo a
infeccdo de T. cruzi, o tratamento dos insetos com o solvente etanol diminuiu a quantidade de
parasitos por inseto e o 6leo essencial NEO diluido em acetona reduziu significativamente a
infeccdo por parasitos em todas as concentracdes testadas. Essa triagem pode indicar este 6leo
essencial com potencial para o controle do inseto vetor ou no controle da infecgéo do flagelado
agente etiologico da doenca de Chagas. Em relacdo a coleta de triatomineos no estado do Rio
de Janeiro, Petropolis foi 0 municipio com maior quantidade de vetores capturados, com
presenca de adultos e ninfas e infeccdo positiva por T. cruzi. Dos dados de registro da SES e do
IOC, Petropolis é também o municipio com maior quantidade de insetos coletados e maior
namero de insetos positivos para infecgdo por T. cruzi. A espécie de triatomineo predominante
foi Triatoma vitticeps seguido de Panstrongylus geniculatus. O intradomicilio foi o ambiente
predominante dos triatomineos encontrados. Os dados obtidos por essa analise podem
contribuir para 0 melhor entendimento da distribuicao de vetores de T. cruzi pelos municipios
do Rio de Janeiro e, assim, nortear as a¢des de vigilancia em saide pela SES do RJ junto aos
municipios, alertando para a necessidade de melhoria das acGes destinadas a vigilancia e
controle da doenca de Chagas.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN SURVEILLANCE AND VECTOR CONTROL

Sebstido Clebson de Macedo Anunciacgéo

Chagas disease (or American trypanosomiasis) is an infection caused by the parasite
Trypanosoma cruzi, and the insect vector, triatomine, is the main means of disease transmission.
The number of cases of Chagas disease via oral infection has increased, through consumption
of food contaminated with insects or infected insect feces. Therefore, entomological
surveillance and vector insect control is the most effective intervention. Regarding control, the
search for new products with different modes of action is necessary to avoid the development
of resistant populations. In this work we screened essential oils diluted in solvents or as
emulsions through topical application and contact treatment, looking for those with higher
activity on survival, ecdysis, phagoinhibition of Rhodnius prolixus nymphs, treated, and the
effect on infection of the T. cruzi parasite in the insect vector. In addition, we collected
triatomines in localities with reported presence of the insect vector and analyzed the infection
of the collected insects. Also, we analyzed the data of presence of triatomines and infection of
these insects from the records in the SES and the 10C. Of the essential oils analyzed, NEO
(930pg/insect) caused 58.5% mortality in infected and treated insects. Regarding
phagoinhibition rate, the treatments of insects with OLA and VMFS2 caused 44% and 100%
inhibition of blood feeding. The ecdysis rate of the infected insects treated with MF2FS and
OLA caused reduction of the rates to as low as 0% and 27.3%, respectively. OLA essential oil
caused 45.5% malformation of adults after ecdysis. Regarding T. cruzi infection, treatment of
insects with the solvent ethanol decreased the number of parasites per insect and the essential
oil NEO diluted in acetone reduced the infection of parasites in all concentrations tested. This
screening may indicate the essential oil with the greatest potential to control the insect vector
or to control infection of the Chagas disease parasite. Regarding the collection of triatomines
in the state of Rio de Janeiro, Petropolis was the municipality with the highest quantity of
captured vectors, with the presence of adults and nymphs and positive infection by T. cruzi.
From the SES and 10C registry data, Petropolis is also the municipality with the largest number
of insects collected and the highest number of positive insects for T. cruzi infection. The
predominant triatomine species was Triatoma vitticeps followed by Panstrongylus geniculatus.
And the intra-household was the predominant environment of the triatomines found. The data
obtained from this analysis can contribute to a better understanding of the distribution of T.
cruzi vectors in the municipalities of Rio de Janeiro. Thus, it can guide the actions of health
surveillance by the SES in the municipalities and bring an alert for greater actions aimed at
Chagas disease, which is a neglected disease.
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1. INTRODUCAO

1.1 A doenca de Chagas

A doenga de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana ¢ uma doenca potencialmente
fatal, causada pelo protozoario parasito Trypanosoma cruzi (Kinetoplastea:
Trypanosomatidae), Chagas (1909, 1911). Doenca considerada de grande importancia para a
salde publica mundial. Segundo dados da OMS (Organizacdo Mundial de Saude) estima-se
que existam 75 milhdes de pessoas em risco, com 6 a 7 milhdes de pessoas infectadas com T.
cruzi e 14.000 mortes anuais em todo o mundo, especialmente em 21 paises da América Latina
que € uma regido endémica® (WHO, 2020). A DC ja foi exclusivamente das Américas do Sul e
Central, no entanto nas Gltimas décadas o padréo epidemioldgico da DC vem mudando devido
ao fluxo migratorio, proporcionando aumento dos nimeros de infecgdo por T. cruzi nos Estados
Unidos, Canada, alguns paises da Africa, Mediterraneo oriental e Pacifico Ocidental e em
muitos paises europeust. A estimativa do Ministério da Saide (MS) é que no Brasil 1,9 milhdes
de pessoas sdo portadores cronicos da doenca. Em 2017, foram confirmadas 4,5 mil mortes,
sendo superadas apenas por doencas infecciosas como (HIV) Virus da Imunodeficiéncia
Humana e tuberculose?. Em 2020, foram confirmados 146 casos de DC no Brasil, com
mortalidade de 2% (3/146). Todos os Gbitos ocorreram no estado do Pard. O maior nimero de
casos foi registrado na regio norte do pais®. A DC apresenta quadro infeccioso, com fase aguda
e crbnica apresentando altas taxas de morbimortalidade em paises endémicos, entre eles o
Brasil. A OMS reconhece a DC como uma doenga negligenciada®

Em 2006, o Brasil foi certificado pela Organizacdo Panamericana de Saude (OPAS) por
ter eliminado o principal inseto transmissor do T. cruzi (Triatoma infestans) no pais e pela
melhoria na qualidade da coleta de sangue nos hemocentros, diminuindo o nimero de casos da
transmiss&o nas Ultimas duas décadas®.

Apesar da diminuigéo de casos de DC, via transmisséo pela picada e da eliminacéo do
principal inseto vetor, T. infestans no pais em 20065, ocorre atualmente o aumento do niimero
de casos de infecgdo oral, através de consumo de alimentos contaminados, principalmente no
Norte do Brasil, Venezuela, Bolivia e Colombia’.

As formas de infec¢@o da DC causadas pelo agente etiolégico T. cruzi, séo pela picada
do inseto vetor, por contaminacdo oral, por transmissdo congénita, transfusdo de sangue,
acidente de laboratdrio e transplante. A infeccdo humana pelo inseto vetor ocorre quando o

triatomineo vetor pica o hospedeiro e defeca préximo ao local da picada, por onde o parasito
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penetra através da pele feridal. O triatomineo infectado pode também ser o responsavel pela
contaminac&o oral, na qual fezes do inseto ou o proprio inseto € macerado junto com o alimento
que é ingerido pelos humanos (Fig. 1).

Figura 1. Ciclo do Trypanosoma cruzi. Ao picar o hospedeiro vertebrado infectado, o
triatomineo (1) ingere formas tripomastigotas; (2) no intestino médio posterior ocorre uma
diferenciacdo e estas formas se tornam epimastigotas, capazes de se multiplicar (3), no intestino
posterior T. cruzi se diferencia novamente na forma infectiva tripomastigota e é eliminado pelas
fezes; (4). Ao se cocar, 0 hospedeiro vertebrado pode carrear as fezes até o local da picada,
permitindo a entrada do parasito na ferida; (5). O T. cruzi, invade as células e se diferencia em
formas amastigotas (sem flagelo), que também se multiplicam (6) até que arrebentam as células,
entram na corrente sanguinea e se diferenciam em formas tripomastigotas que podem encontrar
outras células ou serem ingeridas novamente por um triatomineo (7). As fezes dos insetos
também podem contaminar alimentos, ou carne mal passada de animais contaminados e
transmitir o parasita (8). Imagem retirada De Meis & Castro (2017)8
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1.1.1 Os Triatomineos como vetores do Trypanossoma cruzi

A subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) é a Unica com capacidade de
transmissdo da DC, podendo albergar um complexo grupo de protozoarios parasitos. A
subfamilia Triatominae € representada por 157 (154 existentes e 3 fosseis), e 2 sub-espécies
compostas por cinco tribos®. Em duas dessas tribos (Rhodniini e Triatomini) sdo encontrados
os trés géneros de importancia médica (Panstrongylus, Triatoma, Rhodnius) (Fig. 2). Os
triatomineos sdo conhecidos popularmente por: barbeiro, chupdo, procot6. Os triatomineos
sdo insetos hematdfagos, que se alimentam de sangue de animais mamiferos, aves e outros
animais'! em todos os estagios de desenvolvimento®2,

Assim como todos os insetos, possuem o corpo dividido em cabeca, térax e abdémen. A
cabeca dos triatomineos € dividida em trés regides distintas: anteocular (anterior aos olhos),
ocular, e pds-ocular. Nessa regido estdo presentes também as antenas, clipeo, genas, jugos,
labro, rostro (aparelho bucal) olhos compostos e ocelos. De acordo com a posi¢do das antenas
e onde estdo inseridas (tubérculos anteniferos) determinam-se os géneros dos triatomineos (Fig.
2). Outras regides também Uteis para definir os géneros de triatomineos sdo definidas a partir
das proporcdes das regides anteocular, ocular e pos-ocular; entre segmentos das antenas e do

rostro; e entre as genas e o clipeo®®.

Panstrongylus

Apresenta a cabeca curta,
“robusta”, com as antenas
localizadas perto dos olhos.

Triatoma

Apresenta a cabega de tamanho
médio, com as antenas localizadas
no meio (entre os olhos e a ponta
da cabeca).

Rhodnius

Apresenta a cabeca alongada,
com as antenas localizadas na
ponta da cabeca.

Figura 2. Diferenciacdo da posicdo das antenas na cabeca dos diferetes géneros de
triatomineos. Imagem retirada de Meis & Castro (2017)8
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Do momento da eclosdo do ovo até a fase de adulto, os triatomineos passam por cinco
estadios de ninfas, que se diferenciam dos adultos por possuirem olhos menores, auséncia de
ocelos, auséncia de asas e desenvolvimento incompleto das genitélias interna e externa. As
ninfas de 4° e 5° estadios apresentam também tecas alares, (esboco das futuras asas)!*. De
acordo com o boletim divulgado em 2015 pelo Il Consenso Brasileiro em Doenga de Chagas,
no Brasil foram registrados trés géneros e 15 espécies de triatomineos de importancia médica
entre os anos de 2007 e 2011: Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma
pseudomaculata, Triatoma maculata, Triatoma rubrovaria, Triatoma sordida, Panstrongylus
geniculatus, Panstrongylus lutzi, Panstrongylus megistus, Rhodnius nasutus, Rhodnius
neglectus, Rhodnius robustus, Rhodnius pictipes, Triatoma rubrovaria e Triatoma vitticeps®.

De acordo com as coletas realizadas por Silveira (1984) em 1.942 municipios, em 18
estados brasileiros e mais distrito federal, vetores infectados e colonizacdo domiciliar, as
principais espécies de triatomineos vetores do T. cruzi foram: T. infestans, P. megistus, T.
brasiliensis, T. sordida e T. pseudomaculata®®.

No estado do Rio de Janeiro T. vitticeps é a principal espécie encontrada infectada com
T. cruzi, tendo sido encontrados 465 triatomineos no distrito de Triunfo em Santa Maria
Madalena, regifo Serrana do Rio de Janeiro®. Porém em S&o Fidelis, municipio da regido do
Norte Fluminense, foram encontrados P. geniculatus em uma residéncia no intradomiciliol’. A
distribuicdo do T. vitticeps se restringe aos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais e Bahia, com alto indice de domiciliacdo dessa espécie relatado nos estados de Minas
Gerais e Bahia®®. Nesses vetores, coletados entre os anos de 1989 e 1995, observou-se elevadas
taxas de infeccdo por T. cruzi, além de relatos sobre a invasdo e colonizagdo do ambiente
domiciliar®. Recentemente foi comprovado em estudo de Sangenis et al (2015)?°, casos da DC
no Estado do RJ, cujo vetor incriminado foi T. vitticeps. Ainda de acordo com as informacgoes
no portal da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), no municipio de Mangaratiba no estado
do Rio de Janeiro em, 2012 foram encontrados T. pseudomaculata com altas taxas de infec¢édo

natural?®.

1.1.2 Trypanosoma cruzi e desenvolvimento no hospedeiro invertebrado

O protozoario do T. cruzi pertence ao reino Protista; sub-reino Protozoa; filo
Sarcomastigophora; ordem Kinetoplastida; familia Trypanosomatidae; género Trypanosoma?®,
As diferentes cepas de T. cruzi foram definidas a partir de parametros como: perfil
parasitémico, morfologia, viruléncia, patogenicidade e tropismo tissular. Atualmente, a

diversidade bioldgica, bioquimica e genética das cepas de T. cruzi foram definidas a partir de
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inimeras abordagens ao longo dos anos para caracterizacdo populacional de subgrupos de T.
cruzi, e esses subgrupos foram definidos como: zimodemas, esquisodemas, biodemas,
atualmente Unidades de Tipagem Discretas (DTUs). DTUs sdo “conjuntos de estoques
geneticamente mais relacionados entre si, e que sdo identificaveis por marcadores genéticos,
moleculares ou imunoldgicos comuns”??. O género Trypanosoma sdo heteroxenos de
vertebrados, sendo transmitidos por insetos hematéfagos. O ciclo bioldgico dos
tripanosomatideos apresenta mudancas nas formas celulares, gracas ao complexo fenémeno de
diferenciacéo celular. O pleomorfismo é evidenciado durante a transicéo entre os meios de vida
no vertebrado e invertebrado, mas pode ocorrer também dentro do mesmo vertebrado. As
formas celulares sdo: epimastigotas, tripomastigotas, amastigotas?®.

O protozoario T. cruzi tem a capacidade de infectar muitos hospedeiros vertebrados
entre eles: humanos, animais silvestres e domésticos, e invertebrados como os triatomineos. O
parasito da DC possui diferentes fungdes morfoldgicas e funcionais, alternando entre estagios
que passam por divisdo binaria e as formas ndo replicativas e infectantes?*. No sangue dos
mamiferos o parasito apresenta-se nas formas de tripomastigotas (flagelada) apresentando
acentuada motilidade e nos tecidos encontram-se as formas amastigotas (sem flagelo externo
ao corpo celular). No trato digestivo do inseto vetor ocorre a diferenciacdo do parasito dando
origem as formas infectantes nas fezes do inseto vetor?.

O processo infeccioso no hospedeiro invertebrado ocorre quando formas
tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas (estagio replicativo), no intestino médio
posterior e se aderem as membranas perimicrovilares das células intestinais (Fig. 3). Em
seguida, os parasitos migram para o intestino posterior ou reto, onde se aderem a camada cerosa
da cuticula através de interacGes hidrofobicas (Fig. 3). Nesta fase 0s epimastigotas se
diferenciam para tripomastigota metaciclico, forma ndo replicativa e infecciosa, sendo

eliminados pelas fezes ou urina no momento da alimentacdo sanguinea®* (Fig. 3).
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Figura 3. Ciclo do Trypanosoma cruzi no inseto vetor. PMM: membrana perimicrovilar.
Adaptado de Azambuja et al®® (2016).

1.2 Controle de triatomineos

De acordo com as diretrizes do MS, publicadas na portaria regulamentadora de
execucdes e financiamento n° 1.378/13, das acOes de vigilancia e controle da DC visam:
interrupgdo da transmissdo da DC por meio vetorial e pela transfusdo de sangue; deteccéo,
notificacdo, investigacdo e tratamento dos casos agudos e congénitos e, assisténcia aos
pacientes chagasicos cronicos®®. Em relacdo a vigilancia entomoldgica da DC, a rotina das
atividades entomoldgicas preconizada pelo ministério da salde, seja na vigilancia ativa como
na passiva, sao executadas no ambiente domiciliar. Essa atividade também sofreu a reducéo dos
trabalhos de campo com o surgimento da pandemia por COVID-19. A atividade de busca ativa
programada e preconizada para areas com fauna triatominica com risco de domiciliagéo e visa
a necessaria implantacdo de postos de identificacdo de triatomineos (PIT) além do
fortalecimento da educacéo em satde.?

No Brasil os principais grupos de inseticidas usados no controle de vetores séo:
organofosforados, carbamatos e peritrdides?’. Os inseticidas podem ser de a¢io quimica ou
bioldgica, podendo causar morte ou impedir o desenvolvimento do inseto. O principio ativo dos
inseticidas pode ser de origem sintético ou natural com variadas formulacfes e técnicas de
aplicacdo, como: spray, iscas, difusdo de liberagdo lenta®.

O uso indiscriminado de inseticidas sintéticos no controle vetorial causa algumas
preocupacdes quanto sua a toxicidade e possiveis impactos ambientais. Alguns desses efeitos

descritos sdo: toxicidade para humanos e mamiferos em geral, peixes e aves, contaminac¢do do
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solo, 4gua e ar e, ocorréncia de resisténcia fisioldgica do inseto?®. O fendmeno de resisténcia
aos inseticidas ocorre a partir do resultado de uma modificacdo genética que proporciona
alterag@es fisioldgicas, morfoldgicas ou comportamentais de uma populacdo®.

1.2.2 Produtos naturais como controle de vetores e prevencdo da transmissdo de

patogenos

Os metabdlitos secundarios de plantas geralmente apresentam marcante atividade
biolégica e possuem estrutura complexa, baixo peso molecular e encontram-se em menor
concentracdo que 0s metabdlitos vegetais primarios. Os principais grupos de compostos
encontrados com atividade bioldgica nos metabodlitos secundarios séo: Oleos essenciais,
quinonas, taninos, alcaloides, cumarinas, flavonoides®!. Estas substancias apresentam especial
interesse por sua capacidade de atuacdo especifica sobre organismos alvos e auséncia ou
minima atividade bioldgica para organismos ndo alvos, além do baixo impacto ambiental
associado a sua aplicacdo, o que as qualifica para utilizacdo em programas integrados para o
controle de vetores de patdgenos causadores de doencas e pragas agricolas®?.

Estudos realizados por Moraes et al (2020)%3, demostraram que 6leos essenciais das
espécies Cinnamodendron dinisii e Siparuna guianensis, apresentaram atividade
tripanosomicida in vitro contra T. cruzi em concentragdes de 282,93 e 209,30 pg/mL,
dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO). Foi sugerido pelos autores do grupo que a atividade
desses Oleos estaria relacionada a terpenos oxigenados presentes em pequena quantidade em
ambas as espécies vegetais. Em outro estudo realizado por Souza et al®* (2018). 6leos essenciais
de Alpinia zerumbet e Alpinia vittata, apresentaram efeitos de mortalidade e fagoinibi¢do em
Rhodnius nasutus. Os principais constituintes encontrados foram o terpineno-4-ol e
monoterpeno b-pineno.

Em R. prolixus, alguns 6leos essenciais apresentam grande potencial de acdo como
inseticida, afetando sua sobrevivéncia. O tratamento topico do Oleo essencial da planta
Zanthoxylum tingoassuiba causa alta mortalidade dos percevejos Dysdercus peruvianus e
Oncopeltus fasciatus e do barbeiro R. prolixus, além disso altera a ecdise em D. peruvianus e
R. prolixus.® O 6leo essencial de outra espécie do mesmo género, Zanthoxylum caribaeum
causou mortalidade em R. prolixus em trés diferentes tipos de aplicacéo, topica, oral e contato.
Além do efeito de mortalidade esse 6leo essencial também causou paralisia e ma-formacao dos
adultos de R. prolixus®. Os 6leos essenciais de A. zerumbet e A. vittata apos aplicagdo topica
na concentragao de 125 ug/mL induzem alta mortalidade (73% e 83%, respectivamente) sobre

ninfas de quinto estadio de Rhodnius nasutus®. Os 6leos essenciais de Cymbopogon flexuosus
21



e Citrus sinensis apresentaram atividade inseticida sobre ninfas de primeiro estagio e ndo em
ninfas de quinto estagio de R. prolixus®’.

Em alguns casos os principios ativos isolados dos 6leos essenciais podem exercer um
maior efeito bioldgico do que o dleo essencial, como foi observado por Figueiredo et al
(2017)8, nesse estudo os autores observaram que os constituintes carvacrol e timol aplicados
isoladamente em R. prolixus foram mais eficientes do que o 6leo essencial de Lippia sidoides.
A dose letal 50 em ninfas de R. prolixus tratados com o 6leo essencial foi de 54,4 mg/cm?
enquanto o tratamento com carvacrol e timol apresentaram LCso de 32,98 e 9,38 mg/cm?,
respectivamente.

Oleos essenciais apresentam caracteristicas fisicas e quimicas diferentes entre si, embora
alguns constituintes quimicos e atividades bioldgicas sejam semelhantes®. Tais compostos
qguimicos também apresentam caracteristicas com efeito subletais importantes no
comportamento dos insetos®®. Os pesticidas originados de 6leos essenciais, apresentam varias
vantagens importantes j& que devido a sua caracteristica volatil e efeito residual minimo, os
impactos no meio ambiente sdo0 menores se comparados com o0s pesticidas sintéticos
comercializados atualmente, uma vez que as populacdes de insetos predadores, polinizadores e
parasitoides sdo menos afetadas. Outra vantagem dos pesticidas a base de 6leo essenciais é a
respeito da resisténcia, que se desenvolve mais lentamente devido as complexas misturas de
constituintes que apresentam esses 6leos*.

Da mesma forma, a continuidade das acdes de vigilancia entomoldgica associadas as
acOes educativas, em paralelo a busca por estratégias de controle, sdo importantes na prevencao
de novos focos de transmissao vetorial da doenca de Chagas. Grande parte dos agentes quimicos
possui acao sobre o sistema nervoso dos insetos. J& os produtos de origem natural, atuam em
geral sobre o comportamento dos insetos (repeléncia, atracdo, fagoinibicdo entre outros), e na
sua fisiologia, como no sistema neuroenddcrino (modulando a producdo de horménios de
desenvolvimento), sistema reprodutor entre outros®:.

No presente trabalho fizemos uma triagem de emulsdes e 6leos essenciais extraidos de
diferentes plantas avaliando os efeitos fisiolégicos em triatomineos infectados e efeito na
infeccdo do parasito no vetor. Adicionalmente, investigamos a presenca de triatomineos e sua

infeccdo em diferentes cidades do estado do Rio de Janeiro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar os efeitos de 0Oleos essenciais na sobrevivéncia e fisiologia de Rhodnius
prolixus e no desenvolvimento do parasita Trypanosoma cruzi neste vetor invertebrado.

Levantar a ocorréncia das espécies de triatomineos no estado do RJ.

2.2 Objetivos Especificos

* Verificar os efeitos da aplicacdo dos 6leos essenciais com potencial inseticida em Rhodnius
prolixus por aplicagdo topica ou de contato;

« Verificar os efeitos da aplicacdo dos 6leos essenciais com potencial de fagoinibicdo em
Rhodnius prolixus por aplicacdo tépica ou de contato;

« Verificar os efeitos da aplicacdo dos 6leos essenciais com potencial de alterar a ecdise de
Rhodnius prolixus por aplicacéo topica ou de contato;

« Verificar os efeitos da aplicacdo dos Oleos essencial com potencial inibicdo do
desenvolvimento de Trypanosoma cruzi em Rhodnius prolixus por aplicagdo tdpica ou de
contato;

* Realizar o levantamento da presenca de triatomineos em municipios do estado do Rio de
Janeiro no periodo de 2018 a 2021;

« Pesquisar a infeccdo por Trypanosoma cruzi nos triatomineos coletados e capturados no estado

do Rio de Janeiro.

Para facilitar a leitura e compreensao dos dados obtidos, separamos o0 material e métodos
e resultados em duas partes. A parte 1 esta relacionada com os ensaios de triagem de 0Oleos
essenciais e seus efeitos em Rhodnius prolixus e no desenvolvimento do Trypanosoma cruzi. E
a parte 2 estdo a metodologia e resultados relacionados com as coletas e analises de dados de

registro de triatomineos e infectividade desses vetores no estado do Rio de Janeiro.

23



3. MATERIAL E METODOS PARTE 1

3.1 Triatomineos e alimentacéo

Foram utilizadas ninfas de quinto estadio de R. prolixus provenientes da colénia do
Laboratorio de Bioquimica e Fisiologia de Insetos (LABFISI) do Instituto Oswaldo Cruz (10C).
Essa col6nia é mantida em condicdes controladas de temperatura e umidade (28°C e 60%) e
alimentadas periodicamente com sangue desfibrinado de coelho em sistema artificial segundo
a descricdo de Garcia et al*'. As ninfas foram coletadas randomicamente apds a muda e
mantidas em jejum por 15 a 20 dias. Apos este periodo, foram alimentadas no mesmo sistema
em sangue de coelho citratado por aproximadamente 40 minutos, tempo suficiente para que
insetos de quinto estadio facam uma boa alimentacédo saturante.

O sangue de coelho citratado foi fornecido pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia em
Biomodelos (ICTB) que segue os principios de ética sendo aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) do I0C com numero de protocolo L-019/17.

3.2 Obtencao dos produtos naturais

Os Oleos essenciais foram extraidos através de hidrodestilagdo em aparelho de
Clevenger. O nome das espécies das plantas utilizadas para obtencdo dos diferentes 6leos
essenciais, bem como os métodos de preparo das emulsGes ndo serdo detalhados nesta
dissertacdo para garantir os direitos de registro e de patentes e, portanto, daremos cédigos as
espécies usadas. Os 0leos essenciais LICA, MF2FS e OLA foram fornecidos pela Dra. Ana
Claudia Amaral do Laboratério de Produtos Naturais de Farmanguinhos/FIOCRUZ. Os 6leos
OLA e VMFS2 foram também preparados em emulsdo de agua pelo laboratorio citado acima.
Emulsdes séo definidas como um sistema heterogéneo, termodinamicamente instavel, a partir
da associacdo de substancias lipofilica com hidrofilica, sendo que uma das fases fica
descontinuada e dispersa em goticulas, envolta em agentes tensoativos emulsificantes*?. Os
Oleos essenciais PILO e NEO foram fornecidos pelo Laboratério de Tecnologia de Produtos
Naturais, Departamento de Tecnologia Farmacéutica, da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal Fluminense (UFF) em colabora¢do com o Prof. Dr. Leandro Machado

Rocha.
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3.3 Tratamentos dos insetos com os produtos naturais

Aplicacéo topica:

Aplicamos 2L de solucdo de dleos essenciais diluidos em diferentes solventes (DMSO,
etanol e acetona) e em diferentes concentragdes no dorso dos insetos 30 minutos antes da
alimentacdo. Em seguida os insetos foram colocados para alimentacdo com sangue contendo
ou ndo parasitos. O grupo controle (C) recebeu 2uL de solvente utilizado na diluicdo dos
produtos naturais e o grupo branco (B) ndo recebeu solvente*®. Os 6leos essenciais foram
primeiramente diluidos 2x ou 5x, 10x, 100x e 1000x com uma pequena variacdo entre 0s
ensaios, como detalhado na Tabela 1. O peso de cada 6leo essencial foi aferido para calculo da
concentracdo em mg/mL (Tabela 1). Alguns 6leos essenciais foram preparados em emulsdo e
entdo diluidos como apresentado na Tabela 1. Posteriormente 0s insetos tratados foram
colocados em estufa com temperatura e umidade controlada (28°C e 60%) durante 45 dias. Para
avaliacdo bioldgica dos insetos aos efeitos dos 6leos essenciais, foram considerados parametros

como: inibicdo da alimentacdo, mortalidade, deformacao, ecdise e infeccao.

Aplicacéo por contato:

O volume de 1mL de cada concentracdo de 6leo essencial OLA (Tabela. 1) foi aplicado
em papel de filtro com tamanho de 176 cm? e entdo foram colocados para secagem por 30
minutos em local arejado. Esse papel impregnado com dleo essencial foi dobrado e colocado
dentro dos frascos de vidro. Ninfas de quinto estadio de R. prolixus ap6s a alimentacdo e
infeccdo com sangue contendo T. cruzi, foram colocadas nesses recipientes de vidro contendo
0 papel impregnado com o Gleo essencial. Os insetos do grupo controle foram colocados em
recipientes de vidro contendo papel de filtro embebido com o solvente. Os recipientes foram
colocados em estufa em temperatura de 28° e 60% de umidade durante 45 dias para observacédo

e avalicdo biologica*.
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Tabela 1. Diluicbes e concentracdes da solucdo (mg/mL) dos éleos essenciais e por inseto
(1g), dos Oleos essenciais ou suas emulsdes utilizadas nos ensaios de tratamento das ninfas

de quinto estadio de Rhodnius prolixus infectados com Trypanosoma cruzi.

Diluicdes / Concentracdo da solucdo (mg/mL)

Oleo essencial Peso _
/ Concentragao por inseto (g em 2pL)
PILO 100ul=86,3mg 2X 10x 100x 1000x
4315 86,3 8,6 0,86
863,0 172,6 17,3 1,7
NEO 10uL =9,3mg 2X 10x 100x 1000x
465 93,0 9,3 0,9
930,0 186,0 18,6 1,9
LICA 10uL =11,5mg 5x 10x 100x 1000x
230,0 115,0 11,5 1,2
460,0 230,0 23,0 2,3
OCE 10uL =8,7mg 5X 10x 100x 1000x
174,0 87,0 8,7 0,9
348,0 174,0 17,4 1,7
MF2FS 11uL =42,2mg 5X 10x 100x 1000x
767,3 383,6 38,4 3,8
1534,5 467,3 76,7 7,7
OLA 100uL =89,3mg 5x 10x 100x 1000x
178,6 89,3 8,9 0,9
357,2 178,6 17,9 1,8
OLA 50 mg/mL - 10x 100x 1000x
(emuls&o) Agua 50 5 0,5 0,05
100,0 10,0 1,0 0,1
VMFS2 50 mg/mL 10x 100x 1000x
(emulséo) DMSO 5 0,5 0,05
10,0 1,0 0,1
VMFS2 50 mg/mL - 5x 10x
(emulséo) Acetone 50 10 5
100,0 20,0 10,0
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3.4 Cultivo de Trypanosoma cruzi e infeccdo dos insetos

A cepa de T. cruzi Dm28c foi mantida em meio brain heart infusion (BHI) em
incubadora a 27°C. Para infecgdo dos insetos, aliquotas dos parasitos foram coletadas de meios
de cultivo em fase exponencial de crescimento. Os insetos previamente tratados com 0leos
essenciais via aplicacdo topica ou de contato foram infectados com T. cruzi através de
alimentacdo artificial com sangue de coelho citratado e inativado, contendo 1x10’
epimastigotas/mL de sangue. Os insetos dos grupos-controle e branco foram alimentados com
sangue inativado e parasitos, sendo que no grupo-controle os insetos foram tratados com o

solvente utilizado para diluir os 6leos essenciais.

3.5 Fagoinibicio, Mortalidade e Metamorfose

Apos tratamento dos insetos com os 6leos essenciais e alimentacdo/ infeccdo como
descrito na secdo 3.3, estes foram avaliados quanto ao repasto sanguineo. A alimentagédo
sanguinea foi oferecida para cada grupo em um periodo de 30 minutos, tempo suficiente para
um repasto saturante. Em seguida, os insetos foram contados e classificados pela distencao
abdominal e separados em grupos de alimentacdo saturante, ou parcial ou nenhuma
alimentacdo. Para os insetos que ndo se alimentaram ou nao fizeram uma alimentaacao saturante
oferecemos a alimenta¢do sanguinea novamente por trés tentativas. Contabilizamos os insetos
que néo se alimentaram, e os insetos com alimentacdo saturante foram utilizados nos ensaios
posteriores.

A mortalidade e fagoinibicdo dos insetos tratados e infectados descritos acima, foi
avaliada uma vez por semana por um periodo total de 30 a 40 dias. Os insetos foram separados
em trés frascos para cada tratamento, cada frasco contendo dez insetos. Nesse prazo de 30 a 40
dias foi também avaliada a porcentagem de muda em cada grupo de tratamento, observando-se
a presenca de insetos com deformagdes corpdreas. Os dados obtidos foram comparados

estatisticamente em teste One Way Anova ou teste T no programa Graphpad Prism.

3.6 Contagem de Infecgdo de Trypanosoma cruzi

A quantificacdo de parasitos nos insetos tratados com os diferentes 6leos essenciais em
diferentes dosagens e formas de aplicacdo foi realizada através da disseccdo de intestino médio
posterior e intestino posterior apds 30 a 45 dias de infecgdo. Esses compartimentos foram

dissecados e homogeneizados em 200uL de tampdo fosfato salina (PBS) e entdo contados em
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camara de Neubauer utilizando microscopios Opticos de contraste de fase. Os dados obtidos
foram comparados estatisticamente no programa Graphpad Prism. Primeiramente foram feitos
testes de normalidade e em seguida, os testes One Way Anova com pos teste Kruskal Wallis

(ndo paramétrico).
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4. RESULTADOS PARTE 1

4.1 Mortalidade

De acordo com as anélises os diferentes solventes, acetona, etanol, DMSO e PBS, nédo
tiveram efeito na mortalidade de insetos infectados com T. cruzi quando comparados aos insetos
do grupo sem solvente, branco (Fig. 4).
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Figura 4. Porcentagem de mortalidade de ninfas de quinto estddio de Rhodnius
prolixus infectados com Trypanosoma cruzi e tratados por aplicacéo topica com diferentes
solventes. Insetos analisados entre o periodo de aplicacdo dos solventes até 40 dias apés a
infeccdo. Média de porcentagem de mortalidade de 4 experimentos, cada experimento com N
de 10 a 20 insetos. One Way ANOVA (ns = p >0,05).

Na figura 5 observa-se a porcentagem de mortalidade de insetos infectados e tratados
por aplicagdo topica com os diferentes Oleos essenciais e emulses. De acordo com esses
resultados pode-se observar que alguns 0leos essenciais como NEO, LICA, OLA, MF2FS e
VMEFS2 (em emulsdo) tem um efeito de mortalidade acima de 40 % e maior do que 0S grupos

controle (diferentes solventes — acetona, etanol, DMSO e PBS) e branco (sem solvente).
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Figura 5. Porcentagem de mortalidade de ninfas de quinto estadio de Rhodnius
prolixus infectados com Trypanosoma cruzi e tratados por aplicacdo topica com diferentes
6leos essenciais. Controle: acetona, etanol, DMSO e PBS. Insetos analisados entre o periodo
de aplicacdo dos solventes até 40 dias ap6s. Porcentagem de mortalidade em cada experimento,
com N de 10 a 20 insetos. Para alguns tratamentos ndo foi possivel realizar mais do que um
ensaio de mortalidade.

Com os 6leos essenciais de PILO e NEO, foi possivel repetir os ensaios 4 vezes com
PILO e 5 vezes com NEO, podendo assim analisa-los como mais critério. Na figura 6 pode-se
observar que o 6leo essencial de PILO nédo tem efeito de mortalidade nos insetos infectados

com T. cruzi tratados por aplicacédo topica.

50+
40+
304 T

20+

Mortalidade (%)

C 2x 10x 100x 1000x
Tratamento com PILO

Figura 6. Porcentagem de mortalidade de ninfas de quinto estadio de Rhodnius
prolixus infectados com Trypanosoma cruzi e tratados por aplicacdo topica com oleo
essencial PILO. B: branco; C: acetona; 2x; 10x; 100x; 1000x: dilui¢des. Insetos analisados
entre o periodo de aplicagdo dos solventes até 40 dias apds. Média da porcentagem de
mortalidade de 4 experimentos, com N de 20 a 30 insetos. One Way ANOVA (ns = p >0,05).
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O tratamento de R. prolixus infectados com o 6leo essencial NEO por aplicacao topica
resultou em diferenca estatistica na diluicdo de 2x em etanol em compara¢do com o grupo
controle (p< 0,05 Fig. 7). Nessa dilui¢do o dleo essencial NEO foi aplicado a uma concentracdo
final de 930 g por inseto e teve média de porcentagem de mortalidade de 58,48%. Ja 0 grupo

de insetos controle tratados com etanol obtiveram mortalidade média de 28,23% (Fig. 7).
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Figura 7. Porcentagem de mortalidade de ninfas de quinto estadio de Rhodnius
prolixus infectados com Trypanosoma cruzi e tratados por aplicacdo topica com oleo
essencial NEO. B: branco; C: etanol; 2x; 10x; 100x; 1000x: diluigdes. Insetos analisados entre
0 periodo de aplicacdo dos solventes até 40 dias apds. Média da porcentagem de mortalidade
de 6 experimentos, com N de 20 a 30 insetos. One Way ANOVA (* p < 0,05).

O tratamento com os 6leos essenciais LICA, MF2FS, OLA, OCE e VMFS2 (em
emuls&o) descritos na tabela a seguir ndo foi possivel repetir mais de uma vez e, portanto, ndo
foi possivel fazer anélise estatistica. Na tabela 2 estdo descritos os resultados de porcentagem
de mortalidade de 1 experimento com cada 6leo essencial contendo 20 a 30 insetos para cada

diluicéo.
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Tabela 2. Porcentagem de mortalidade de ninfas de quinto estadio de Rhodnius prolixus
infectados com Trypanosoma cruzi e tratados por aplicacdo topica de diferentes dleos
essenciais.

Tratamentos Solvente Diluicbes / Mortalidade (%)
Branco - 30,3
Acetona 33,2
Controle Etanol 22,0
DMSO 16,7
LICA Acetona 5X 10x 100x 1000x
22,2 18,2 40,0 50,0
OCE Etanol 59X 10x 100x 1000x
5,0 15,0 15,0 15,0
MF2FS Acetona 5X 10x 100x 1000x
16,7 60,0 71,4 0,0
OLA Etanol 59X 10x 100x 1000x
8,0 36,0 64,0 56,0
VMFES2 - 10x 100x 1000x
(emulséo) DMSO 0 16,7 8,3
VMFS2 Bruto 5X 10x -
(emulséo) Acetona 100 8,3 100

De acordo com os resultados preliminares podemos observar que o 6leo de LICA teve
porcentagem de mortalidade maiores que o grupo branco e controle nas diluicdes de 100 (40%)
e 1000x (50%), ou seja nas menores concentracfes (Tab. 2). Porém como ndo foi possivel
repetir o teste com esse 6leo ndo podemos dizer se isso foi um erro experimental ou se realmente
as menores doses causam maior mortalidade. O 6leo essencial MF2FS também apresentou
maior mortalidade nas dilui¢des de 10x (60%) e 100x (71,4%) apesar de na maior concentracdo
(5x) ter resultado em uma mortalidade de 16,7%. O Gleo essencial OCE teve mortalidade menor
que as do grupo branco e controle. O tratamento topico dos insetos com OLA também resultou
em mortalidade de 64 e 56% nas maiores diluicdes de 100 e 1000x, respectivamente. E a
emulsdo VMFS2 diluida em acetona causou mortalidade de 100% na concentragdo sem diluir
(50mg/mL) e na de 10x diluida. Porém essa emulsdo diluida em DMSO ndo causou

mortalidades acima dos grupos branco e controle.
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4.2 Fagoinibicao

Observamos que o tratamento dos insetos com alguns 6leos essenciais causou alteragao
no repleto repasto sanguineo e optamos por quantificar a porcentagem de inibicdo da
alimentacédo. Os 6leos essenciais que demonstraram esse efeito foram MF2FS, OLA e VMFS2
(em emulsdo). Na tabela a seguir estdo representados os dados de porcentagem de insetos que
ndo se alimentaram apds tratamento por aplicacdo topica dos 6leos essenciais.

Tabela 3. Porcentagem de Rhodnius prolixus que n&o se alimentaram apds tratamento de

ninfas de quinto estadio com 6leos essenciais.

Tratamento Solvente Branco Controle Fagoinibicéo (%) Diluicdes
5X 10x 100x 1000x
MF2FS Acetona 73 50 60 50 100
OLA Etanol 0 0 44 40 20 4
VMFS2 - 10x 100x 1000x
DMSO 0 - 25 25 0
VMFS2 Bruto 59X 10x -
Acetona 20 75 33,3 100 -

MF2FS diluido em acetona causou alto efeito de inibi¢do da alimentacdo em todas as
diluicdes aplicadas topicamente nas ninfas de R. prolixus. Porém nesse ensaio o grupo controle
tratado com o solvente acetona, também teve alta fagoinibicéo, 73% (Tab. 3). Ja 0 6leo essencial
OLA apresenta taxa de fagoinibicéo de 44 e 40% dos insetos tratados nas diluigcdes de 5 e 10x.
Na aplicacdo da emulsdo VMFS2 diluida em DMSO observamos fagoinibicdo de 25% em
ambas as dilui¢bes de 10 e 100x (Tab. 3). Essa mesma emulsao diluida em acetona apresentou
porcentagens de inibicdo da alimentacdo maiores do que na outra diluicdo, sendo 75% sem
diluir (50mg/mL) e 100% na diluicdo de 10x. O tratamento topico de ninfas com Oleos
essenciais de OLA e VMFS2 (em emulsdo) causaram inibicdo da alimentagdo sanguinea. A
maior inibigdo observada foi com MF2FS em emulséo diluido em acetona (75 a 100%), seguido

do 6leo essencial OLA diluido em etanol (40 — 44%).
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4.3 Metamorfose

Neste estudo avaliamos também os efeitos dos diferentes solventes na ecdise dos insetos
tratado. Podemos observar no grafico da figura 8 que, os diferentes solventes nédo tiveram efeito
na ecdise dos insetos tratados. Outro efeito fisioldgico em que muitos 6leos essenciais possuem
acao € na diminuicdo da taxa de ecdise dos insetos ou outros efeitos de méa formacéo de adulto.
Na figura 9 podemos observar que a maioria dos 6leos essenciais ndo altera a taxa de ecdise em
comparagao com o grupo branco e controle. Porém o 6leo essencial MF2FS e OLA via tdpica

resultaram em porcentagens de ecdise menores que em 40 % dos insetos (Fig. 9).
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Figura 8. Porcentagem de metamorfose de ninfas de quinto estadio de Rhodnius
prolixus infectados com Trypanosoma cruzi e tratados por aplicacédo topica com diferentes
solventes. Insetos analisados entre o periodo de aplicacéo dos solventes até 40 dias apds. Média
de porcentagem de ecdise de 4 experimentos, cada experimento com N de 10 a 20 insetos. One
Way ANOVA (ns = p >0,05)
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Figura 9. Porcentagem de metamorfose de ninfas de quinto estadio de Rhodnius prolixus
infectados com Trypanosoma cruzi e tratados por aplicacdo topica com diferentes 6leos
essenciais. Controle: acetona, etanol e DMSO. Insetos analisados entre o periodo de aplicacédo
dos solventes até 40 dias ap6s. Porcentagem de ecdise em cada experimento, com N de 10 a 20
insetos. Para alguns tratamentos ndo foi possivel realizar mais do que um ensaio experimental.

Os 6leos essenciais de PILO e NEO ndo alteraram a porcentagem de ecdise dos insetos
infectados e tratados topicamente em todas as dilui¢Ges utilizadas quando comparados com 0s

grupos branco (B) e controle (C) tratados com o solvente etanol (Fig. 10).
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Figura 10. Porcentagem de metamorfose de ninfas de quinto estadio de Rhodnius
prolixus infectados com Trypanosoma cruzi e tratados por aplicacdo topica com oleo
essencial de PILO e NEO. B: branco; C: acetona para PILO ou etanol para NEO; 2x; 10x;
100x; 1000x: dilui¢Bes. Insetos analisados entre o periodo de aplicagdo dos solventes até 40
dias apds. Média da porcentagem de ecdise de 6 experimentos, com N de 20 a 30 insetos. One

Way ANOVA (ns p > 0,05).
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Os demais resultados de 0leos essenciais que ndo puderam ser ensaiados mais de uma
vez estdo dispostos na tabela 4. Destacam-se 0s 6leos essenciais de MF2FS e OLA por aplicagéo
topica que demonstraram diminuicdo na porcentagem de ecdise dos insetos tratados. Com
MF2FS as porcentagens de ecdise foram de 40, 0, 11 e 0% de ecdise dos insetos tratados nas
diluicdes 5x, 10x, 100x e 1000x, respectivamente (Tab. 4). Apesar de ndo podermos fazer as
andlises estatisticas para esse 0leo essencial podemos indicar como potencial para futuros
ensaios. O 6leo essencial OLA demostrou alteragéo nas taxas de ecdise em compara¢do com 0s
grupos branco e controle apenas nas dilui¢cdes de 100 (50%) e 1000x (27,3%) e para comprovar
esses efeitos novos ensaios deverdo ser realizados. N&o foi possivel avaliar a porcentagem de
ecdise para o tratamento com emulsdo de VMFS2 em acetona, j& que nesse grupo Varios insetos

morreram devido ao tratamento (Tab. 2).

Tabela 4. Porcentagem de metamorfose de ninfas de quinto estadio de Rhodnius prolixus

apos tratamento topico com 6leos essenciais.

Tratamentos Solvente Diluicdes / Ecdise (%0)
Branco - 82,1
Acetona 72,9
Controle Etanol 71,1
DMSO 83,3
LICA Acetona 5X 10x 100x 1000x
62,5 55,5 62,5 77,7
MF2FS Acetona 5X 10x 100x 1000x
40,0 0,0 11,1 0,0
OCE Etanol 5x 10x 100x 1000x
66,7 80,0 66,7 85,7
OLA Etanol 5X 10x 100x 1000x
91,7 100,0 50,0 27,3
VMFES2 - 10x 100x 1000x
(emuls&o) DMSO 60,0 70,0 80,0
VMFS2* Bruto 5X 10x -
(emulséo) acetona

* no ensaio com VMFS2 tivemos pouca quantidade de insetos para analisar a taxa de ecdise
devido a alta mortalidade observada antes.
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Outra observacdo importante sobre a fisiologia de insetos tratados com diferentes
produtos é a ocorréncia de ma formacéo de adultos. Nesse caso o0 inseto consegue fazer a ecdise,
porém o adulto formado apresenta problemas de formagdo que impedem sua locomogéo, voo
ou reproducdo. Nesse caso, apenas o 6leo essencial OLA via aplicacdo topica na diluicdo de
1000x apresentou uma taxa alta de ma formacéo de adultos, 45,5%, em contraste com 0 grupo
branco de 3,1% e os grupos controle com 0 e 13% de mé& formacdo (Tab. 5). Portanto, seria
interessante analisar novamente esse 6leo essencial com mais repeti¢des para confirmar ou ndo
o resultado observado aqui. A deformacéo dos insetos tratados com OLA em doses baixas, mas
ndo em altas provavelmente foi causada devido a dilui¢cdo do dleo essencial, que uma vez nao

matando o inseto, provocou a ma formacgéo (Tab. 5).

Tabela 5. Porcentagem de méa formacao de adultos de Rhodnius prolixus apés tratamento

de ninfas de quinto estadio com 6leos essenciais (tratamento topico).

Tratamentos Solvente Diluicdes / Ecdise (%0)
Branco - 3,1
Acetona 12,2
Controle Etanol 0,0
DMSO 0,0
PILO Etanol 2X 10x 100x 1000x
52 2,8 3,8 3,3
NEO Etanol 2X 10x 100x 1000x
2,6 2,8 4,7 1,4
LICA Acetona 5X 10x 100x 1000x
0,0 11,1 12,5 0,0
MF2FS Acetona 5X 10x 100x 1000x
0,0 0,0 0,0 0,0
OCE Etanol 5X 10x 100x 1000x
0,0 0,0 0,0 0,0
OLA Etanol 5X 10x 100x 1000x
0,0 0,0 16,7 45,5
VMFES2 - 10x 100x 1000x
(emuls&o) DMSO 0,0 0,0 0,0
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Na Tabela 6 colocamos os dados de efeitos fisioldgicos do tratamento de ninfas de R.
prolixus por contato de superficie impregnada com o 6leo essencial OLA na forma bruta
(50mg/mL), e dilui¢do 10x, 100x e 1000x. Podemos observar na tabela 6, que o éleo essencial
OLA causou mortalidade acima de 60%, sendo necessario repetir os testes para confirmacao
dos resultados (Tab. 6). Em relacdo a ma formacéo de adultos e ecdise, o 6leo essencial OLA,
via contato, ndo acarretou a ocorréncia de ma formacao e também néo diminuiu a taxa de ecdise,
ambos em comparagdo com o grupo controle. Como observamos alta taxa de mortalidade nesse
tratamento, ndo foi possivel realizar a contagem de parasitemia devido a baixa quantidade de

insetos restantes ao longo da infeccédo por T. cruzi.

Tabela 6. Efeitos fisiologicos de ninfas de quinto estaddio de Rhodnius prolixus infectados
com Trypanosoma cruzi ap6s tratamento por contato com o 6leo essencial OLA em
emulséo e diluido em agua.

_ Tratamentos Diluigdes
Efeitos
Branco Bruto 10x 100x 1000x
Mortalidade (%0) 30,3 70,0 62,5 60,0 60,0
Ecdise (%) 82,1 75,0 75,0 100,0 57,0
Ma formacao (%) 3,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Infeccéo
4.4 Infecgéo

Em relacdo a quantidade de parasitos que se desenvolveram apos tratamento com 0s
diferentes 0leos essenciais em R. prolixus, os resultados diferiram quanto ao solvente testado.
Inicialmente diluimos os dleos essenciais de NEO e PILO em acetona, mas em resultados
preliminares parecia que o solvente acetona diminuia 0 nimero de parasitos nos insetos, nao
sendo um bom solvente para dilui¢do. Portanto, passamos a diluir os 6leos essenciais em etanol
e fizemos vérias repeti¢cdes do ensaio dessa maneira. Poréem ao final dos ensaios, tabulacdo dos
dados e calculo das diferencas estatisticas detectamos diminuigéo significativa de parasitos em
insetos do grupo controle tratados com etanol (p=0,0085); (Fig. 11A, 11B e Fig. 12). As
diferentes diluicbes de NEO e PILO em etanol ndo diferiram significativamente em relagdo a

guantidade média de parasitos por inseto com o grupo controle tratado com etanol (Fig. 11).
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Figura 11. Quantidade de parasitos em Rhodnius prolixus infectados com
Trypanosoma cruzi e tratados por aplicacdo topica com 6leo essencial de PILO e NEO
diluido em etanol. Intestino médio posterior e intestino posterior de insetos analisados entre o
periodo de 30 a 40 dias apds tratamento e infeccdo. Média de nimero de contagem de parasitos
de 6 experimentos, com N de 20 a 30 insetos. One Way ANOVA e Teste T Student (Mann-
Whitney test) (* p < 0,05 e ** p <0,01).

Na figura 12 podemos observar uma diminuicdo significativa de nimero médio de T.
cruzi (8,42 x 10% no intestino de R. prolixus tratados topicamente com 2 pL do solvente etanol
(p = 0,0085) em comparagdo com o grupo branco sem tratamento (24,38 x 10%). Apesar do
grupo de insetos tratados com o solvente acetona também ter diminuido o nimero médio de
parasitos por inseto (13,90 x 10%) n&o detectamos diferenca significativa em relacéo ao grupo
branco. O grupo tratado com o solvente DMSO também ndo teve diferenga significativa em
relagdo ao grupo branco mas, tivemos um nimero baixo de insetos. Além disso, resultados néo
publicados de nosso laboratério indicaram efeito do solvente DMSO no desenvolvimento de
parasitos no inseto. Portanto, seria importantissimo um estudo mais detalhado sobre os efeitos

dos diferentes solventes no desenvolvimento de T. cruzi em R. prolixus.
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Figura 12. Quantidade de parasitos em Rhodnius prolixus infectados com
Trypanosoma cruzi e tratados por aplicacdo topica com diferentes solventes. Intestino
médio posterior e intestino posterior de insetos analisados entre o periodo de 30 a 40 dias ap6s
tratamento e infeccdo. Média de nimero de contagem de parasitos de 4 experimentos, cada
experimento com N de 10 a 20 insetos. Teste T Student (Mann-Whitney test) (** p < 0,01).

Nos ensaios com os 6leos essenciais PILO e NEO diluidos em acetona, apesar de ndo
termos feito tantas repeticbes experimentais, foi possivel detectar o efeito sobre o
desenvolvimento dos parasitos no vetor tratados com o dleo essencial NEO (Fig. 13). Todas as
diluicdes testadas de NEO, de 2 a 1000x, que correspondem a 863 pg a 1,7 ug de 6leo diluido
aplicado topicamente por inseto, ocasionaram na diminuicdo significativa da quantidade de
parasitos no intestino dos insetos tratados. No grupo branco, sem tratamento, 0 nimero médio
de parasitos por inseto é de 24,4 x 10* por inseto. Ja nos grupos tratados com NEO diluido em
acetona as quantidades de parasitos foram de 3,4, 4,3, 2,6 e 1,9 x 10* por inseto nas diluigcdes
de 2x, 10x, 100x e 1000x, respectivamente (p<0,05; Fig. 13).
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Figura 13. Quantidade de parasitos em Rhodnius prolixus infectados com
Trypanosoma cruzi e tratados por aplicacédo topica com 0leo essencial de PILO e NEO
diluidos em acetona. B: branco; C: acetona; 2x; 10x; 100x; 1000x: dilui¢Bes. Intestino médio
posterior e intestino posterior de insetos analisados entre o periodo de 30 a 40 dias ap06s
tratamento e infeccdo. Média de nimero de contagem de parasitos de 2 experimentos com N de
10 a 30 insetos. One Way ANOVA e Teste T Student (Mann-Whitney test) (* p < 0,05).

Nos tratamentos com os 0leos essenciais LICA, OLA e VMFS2 (em emulsdo) néo foi
possivel fazer mais de uma repeticdo experimental, mas analisamos preliminarmente os dados
de nimero de parasitos na quantidade de insetos testados em cada experimento (Fig. 14). Em
algumas concentracdes o N de insetos foi de 3 devido a mortalidade ocorrida incialmente no
ensaio. Portanto, os resultados aqui discutidos sdo um indicativo de potencial de a¢do e devem
ser repetidos. Nesse caso, podemos observar que o tratamento com os 6leos essenciais LICA
na diluicdo de 1000x em acetona (0,83 x 10* parasitos/inseto) e OLA na diluigdo de 5x em
etanol (0,30 x 10* parasitos/inseto) diminui o nimero de parasitos por insetos em comparagio
com o grupo controle e tratados apenas com os solventes, acetona (13,9 x 10* parasitos/inseto)
e etanol (8,43 x 10* parasitos/inseto) (Fig. 14).
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Figura 14. Quantidade de Rhodnius prolixus infectados com Trypanosoma cruzi e
tratados por aplicacdo topica com 6leo essencial de LICA, OLA e VMFS2 (em emulséo).
B: branco; Ac: acetona; Et: etanol; DMSO; 5x; 10x; 100x; 1000x: dilui¢fes.: dimetilsulfoxido.
Intestino médio posterior e intestino posterior de insetos analisados entre o periodo de 30 a 40
dias apds tratamento e infeccdo. Média de nimero de contagem de parasitos de 1 a 2
experimentos com N de 3 a 30 insetos. Teste T Student (Mann-Whitney test) (* p < 0,05).
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5. DISCUSSAO PARTE 1

A triagem de diferentes 0leos essenciais e emulsdes com atividade sobre a fisiologia do
triatomineo e na infecgdo pelo T. cruzi realizados nesse estudo foi capaz de identificar 6leos
essenciais com potencial acdo de diminuicdo da sobrevivéncia, ecdise, alimentacdo sanguinea
e infeccdo de Trypanosoma cruzi em Rhodnius prolixus.

Em relacdo a atividade na mortalidade em R. prolixus infectados com o parasito,
destacamos o efeito do 6leo essencial NEO diluido em etanol na concentracéo de 930 pg/inseto
(2uL de 465mg/mL) que causou mortalidade acima de 50%. Outros Gleos essenciais como
LICA, MF2FS e OLA e as preparacfes em emulsdo de VMFS2 e OLA também apresentaram
porcentagens altas de mortalidade apds tratamento, porém ndo foi possivel comprovar esses
resultados estatisticamente. Cabe destacar que VMFS2 (em emuls&o) causou mortalidade em
poucas horas ap0s a aplicacdo topica nos insetos infectados. Indicamos estes éleos citados
acima com potencial para resultados positivos em futuros testes para controle desses vetores.

Em Rhodnius, alguns éleos essenciais apresentaram acao sobre a sobrevivéncia também de
ninfas de quinto estadio por aplicagdo topica como de Alpinia zerumbet (125 pg/mL), Alpinia
vittata (125 pg/mL)*®, Zanthoaxylum caribaeum (bruto)*® e Pilocarpus spicatus (1 e 0,5
uL/inseto)*. As mortalidades encontradas com a aplicacéo topica desses dleos essenciais foram
de 73,3 e 83,3 para A. zerumbet e A. vittata, de 91,1 e 90,5 % para P. sipicatus e de 80 a 98%
para Z. caribaeum. Apesar das taxas de mortalidade desses 6leos essenciais serem altas
podemos notar que foram testadas com o éleo essencial bruto sem diluicdo com excecdo do
o0leo essencial das plantas do género Alpinia que foram testadas na diluicdo de 125 pg/mL
utilizando o solvente DMSO*°.

Além de efeito na sobrevivéncia, observamos outros efeitos em ninfas de R. prolixus. O
tratamento de ninfas topicamente com o0leos essenciais de OLA e VMFS2 (em emulsao)
causaram inibicdo da alimentacdo sanguinea. A maior inibi¢do observada foi com MF2FS em
emuls&o diluido em acetona (75 a 100%), seguido do 6leo essencial OLA diluido em etanol (40
— 44%). Os o6leos essenciais da planta do género de Alpinia também apresentaram agéo de
fagoinibicio por aplicacdo topica em ninfas de quinto estagio de R. nasutus®. J& o tratamento
de ninfas de R. prolixus com o 6leo essencial de P. spicatus via alimentagdo sanguinea
ocasionou fagoinibicdo, porém, nesse caso 0 6leo essencial foi administrado diretamente no
repasto sanguineo®.

Os 0leos essenciais de OLA e MF2FS diminuiram a taxa de ecdise dos insetos, sendo
MF2FS a maior diminui¢do na proporg¢do de muda, com 40, 0, 11 e 10% de ecdise nas diluigdes
5x, 10x, 100x e 1000x, respectivamente. Ja a taxa de ecdise de ninfas de R. prolixus dos grupos
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branco e controle sdo maiores que 70%. O 6leo essencial OLA diminuiu a taxa de ecdise para
50 e 27,3 % nas dilui¢des 100 e 1000x e induziram alta taxa de adultos malformados (45,5%).

No estudo realizado por Tietbohl*® (2019) com 6leo puro de Myrciaria floribunda no
desenvolvimento de Rhodnius prolixus, resultados semelhantes na ecdise dos insetos, onde nas
diluicdes 500, 250 e 125 mg/mL induziram 0,5%, 0,5% e 1,1% respectivamente, dos insetos
atingiram a faze adulta normal, resultando em 1,7% e 2,1% (p >0,05) de mortalidade. Estes s&o
conhecidos como inseticidas reguladores de crescimento (IGRs) e sdo amplamente utilizados
no controle de insetos pragas agricolas. Em R. prolixus, extrato de Azadirachta indica e seu
principio ativo azadiractina inibem a ecdise dos insetos. Azadiractina nas doses 1,0, 0,1 e 0,01
ug/mL reduziu a taxa de ecdise de ninfas de R. prolixus para 0, 0 e 15% respectivamente®’.

Os resultados demonstram que alguns 6leos essenciais testados no presente estudo
podem contribuir para a diminuicdo da taxa de transmissdo do T. cruzi. Os 6leos essenciais
NEO e LICA diluidos em acetona e OLA em etanol diminuem a quantidade de parasitos
infectando os insetos quando tratados topicamente. Esse efeito encontrado no nosso estudo é
evidenciado nos estudos de Gonzales 1992, onde reduziu a quantidade de parasitos encontrados
nas fezes do inseto, ndo pelo efeito do 6leo no parasito, e sim pelo efeito do 6leo na membrana
perimicrovilar do inseto, fazendo com que o parasito ndo tenha sucesso na fixacao no trato
digestivo do hospedeiro invertebrado Gonzales*® (1992). O 6leo essencial de NEO apresentou
resultado significativamente diferente do grupo controle (acetona), com média de parasitos por
inseto abaixo de 4,3 x 10* em todas as diluicdes testadas. No grupo controle, o niimero de
flagelados infectando os insetos foi em média de 13,9 x 10* parasitos/inseto. Importante
destacar aqui o efeito também dos solventes no desenvolvimento dos parasitos, no qual o
tratamento dos insetos com o solvente etanol reduziu a quantidade de parasitos para 8,4 x 10*
enguanto no grupo branco sem tratamento de solventes a quantidade média de parasitos é de
24,4 x 10* parasitos por inseto. O efeito de produtos naturais no desenvolvimento de T. cruzi
em R. prolixus foi tambem observado com os compostos azadiractina, extraido da planta A.

indica®® e fisalina, extraido da Physalis angulata®.
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6. MATERIAL E METODOS PARTE 2

6.1 Coleta de triatomineos

As coletas dos triatomineos foram realizadas através da busca ativa ou passiva, foram
escolhidos os locais com notificagdo da presenca de triatomineos na Secretaria de Saude do
Estado do Rio de Janeiro. A busca ativa consistiu na investigacdo de vestigios da presenca do
inseto no domicilio ou peridomicilio, como fezes nas paredes, ovos eclodidos e exivias, que
podem confirmar a presenca desses insetos no local. A busca passiva realizou-se através da
utilizacdo de armadilhas do tipo Noireau (Noireau 199) com isca viva para atracdo do inseto
afim de fazer o repasto sanguineo. A captura com armadilha com isca animal ou Noireau,
consistiu na utilizacdo de um pote plastico, com uma tampa com tela de arame, envolto por uma
fita adesiva dupla face, e no interior um pinto de uma semana de vida que servia de atrativo
para os triatomineos**(SISBIO 43394-1/2014).

Figura 15. Armadilha tipo Noireau.

Os triatomineos capturados foram acondicionados em recipientes proprios de plastico,
com papel comum sanfonado e forro na base e enviados para o Laboratorio de Biologia
Molecular e Doengas Endémicas (LABIMDOE). O objetivo desse procedimento foi aumentar

a sobrevivéncia dos insetos, garantindo a qualidade das analises de infectividade para T. cruzi.

6.2 Identificacdo taxonémica de triatomineos coletados

A identificacdo taxondmica das espécies e dimorfismo sexual dos triatomineos
coletados nos municipios, foi realizado seguindo a chave dicotdmicas dos autores Galvao**
(2014).
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6.3 Diagnostico de infeccdo por T. cruzi

O diagnéstico da infeccdo dos triatomineos coletados nas visitas de campo foi realizado
em colaboragdo com a Dra. Thaiane Verly e Dra. Constanca Britto do LABIMDOE. Apés a
disseccéo do intestino medio e ampola retal, as amostras de insetos de campo foram submetidas
a separacdo de DNA por coluna de silica. A analise de infectividade natural foi baseada na
amplificacdo do material genético de T. cruzi e do triatomineo, em formato duplex, pela PCR
convencional, seguindo as Boas Praticas Laboratoriais para evitar contaminagfes. Foram
utilizados controles negativos como amostra de inseto da colénia do LABFISI e ndo infectado
por T. cruzi além de tubos com todos os reagentes, mas sem o DNA e outro contendo apenas

agua estéril*,

6.4 Levantamento de registros de triatomineos do estado do Rio de Janeiro

O levantamento dos dados de triatomineos foi realizado a partir das informacdes dos
registros da Geréncia de Pesquisa em Antropozoonoses do Laboratorio Central de Saude
Publica, (GPA/LACEN-RJ) da secretaria de estado de saude do Rio de Janeiro (SES/RJ),
repassadas em colaboracdo com a geréncia técnica na pessoa do gerente José Luis da Silva.
Além dos dados da GPA/LACEN-RJ, analisamos também os dados de registros de triatomineos
de um projeto de pesquisa chefiado pela Dra. Jacenir Mallet do Laboratério Interdisciplinar de
Vigilancia Entomoldgica em Diptera e Hemiptera (LIVEDIH) do I0OC. Os dados registrados e
analisados no presente projeto do LIVEDIH séo do periodo de 2008 a 2021.

O estado do Rio de Janeiro fica localizado na regido sudeste do Brasil, tendo uma area
total de 43.750,426km?2, populacdo estimada para 2021 de 17.463.349 pessoas, possui 92
municipios (IBGE, 2021)*°. Os seguintes municipios comunicaram a presenca de triatomineos,
conforme demostrado abaixo.

Cantagalo- Municipio da mesorregido centro fluminense do estado RJ, faz parte da
mesorregido Centro-Norte Fluminense. De acordo com a estimativa do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) a populacéo estimada em 2021, era de 20.163 habitantes, sua
extensdo territorial é de 747,210 Km?, bioma mata atlantica (IBGE, 2021).

Itaperuna- Municipio da mesorregido do noroeste Fluminense no estado do RJ, sua
populacdo estimada em 2021, era de 104.354 habitantes, sua extensdo territorial total é de
1.106,694 Km?, distante 300Km da capital. (IBGE, 2021).

Mangaratiba- localizada na mesorregido metropolitana do estado, regido da costa
verde, sua populacdo estimada em 2021 é de 45.941 habitantes, conforme estimativa do, sua
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extensdo territorial é de 367.606 kmz2, bioma mata atlantica, 85Km distante da capital (IBGE,
2021).

Paraty- localiza-se no litoral sul fluminense, regido da costa verde, sua populagdo
estimada em 2021, era de 44.175 habitantes, sua extensdo territorial & de 924,296 Kmz?, distante
258 Km da capital, bioma mata atlantica (IBGE 2021).

Petropolis- Municipio da regido Serrana do estado do RJ, sua populacéo estimada para
0 ano de 2021, era de 307.144 habitantes, sua extenséo territorial é de 791,144 Km?, bioma
Mata Atlantica (IBGE, 2021).

Porciuncula- Municipio da mesorregido Noroeste Fluminense, sua populacdo estimada
para 0 ano de 2021, era de 19.068 habitantes, sua extensao territorial € de 291,847 Km?, distante
da capital 673 Km da capital do estado do RJ, bioma mata atlantica (IBGE, 2021).

Sao Fidelis- municipio da regido norte do estado, sua populacéo estimada para o ano de
2021, era de 38.749 habitantes, de acordo com o IBGE, sua area é de 1034,833 Kmz, bioma
Mata Atlantica (IBGE, 2021).

Santa Maria Madalena- Municipio da mesorregido centro fluminense, populagdo
estimada para o ano de 2021, era de 10.380 habitantes, bioma Mata Atlantica (IBGE, 2021).

Trajano de Moraes- municipio da mesorregido centro fluminense, sua populacao
estimada para o0 ano de 2021, era de 10.653 habitantes, sua extensdo territorial é de 591, 151
Kmz, bioma mata atlantica. Os dados referentes as cidades foram obtidos no site do (IBGE,
2021)%.

Os mapas com os dados de notificagbes sobre a ocorréncia de triatomineos foram

construidos utilizando o programa QGIS versao 3.16 e EXCEL 2019.
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7. RESULTADOS PARTE 2

7.1 Coleta de triatomineos no estado do Rio de Janeiro

Paralelamente aos ensaios de efeitos dos Oleos essenciais na fisiologia e no
desenvolvimento de T. cruzi em R. prolixus, fizemos uma pesquisa entomolédgica em alguns
municipios do estado do Rio de Janeiro e analisamos os dados de registro de notificacfes de
triatomineos na Secretaria de Estado de Saude (SES) do Rio de Janeiro.

Na visita técnica realizada no municipio de Trajano de Moraes, em marco de 2020, com
armadilha de isca viva e busca ativa nos imoveis, com relato de presenca de triatomineos em
2010, ndo foi encontrado nenhum triatomineo. Nessa visita foram colocadas 20 armadilhas em
5 diferentes residéncias, localizadas em regides urbanas e rurais, tanto no intradomicilio como
no peridomicilio, o tempo estava bom, foi feito um dia de coleta nas residéncias (Fig. 16). De
acordo com relato do coordenador da Vigilancia Entomoldgica do municipio, em 2019, ano
anterior a nossa visita, foi realizada aplicacdo de inseticida nos imoveis da localidade para
eliminacdo do vetor da febre amarela (Haemagogus) dependendo do efeito residual do
inseticida isso, possivelmente pode ter afetado a presenca de triatomineos. Na visita técnica foi
também realizado um trabalho de sensibiliza¢do sobre a presenca de triatomineos envolvendo

identificacdo, locais de abrigo, armazenamento e envio do material coletado.

RN

Figura 16. Coleta de triatomineos em Trajano de Moraes, Rio de Janeiro

Em Pedro do Rio, no municipio de Petropolis, fizemos uma visita no dia 03 novembro

de 2020 na residéncia de um morador que havia encontrado triatomineos no peridomicilio perto
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do canil uma semana antes da nossa visita, os insetos foram enviados LABIMDOE. O temo
estava nublado, temperatura 22.9°, 62% de umidade do ar. Durante a visita técnica ndo
encontramos nenhum inseto vetor da DC através de busca ativa. A residéncia localiza-se em
uma grande area onde antigamente funcionava uma pousada, atualmente sO a residéncia
principal recebe manutencgédo, permanecendo o restante dos imoveis abandonados e com muita
mata ao redor, servindo como abrigo para diferentes animais e vetores, o imovel esta proximo
a borda da mata de floreta atléntica. Os insetos coletados pelo morador (1 macho e 2 ninfas)
foram levados para o Laboratério de Entomologia da SES para identificacdo taxondmica e a
infeccdo foi avaliada pela Dra. Thaiane Verly do LABIMDOE. O adulto foi identificado como
Triatoma vitticeps e o0 resultado do ensaio de PCR foi positivo para T. cruzi em 1 macho e 1
ninfa.

No més de marco de 2021, durante trés dias, foi realizado um trabalho de busca ativa
em outro imovel com presenca de triatomineos no municipio de Petropolis. Durante a busca
neste imével foram encontrados 1 fémea, 11 machos e 13 ninfas de triatomineos no
intradomicilio (Fig. 17). Os insetos adultos foram identificados taxonomicamente como da
espécie Triatoma vitticeps. Todos 0s insetos encontrados foram enviados para 0 LABIMDOE,
IOC para diagnostico de infeccdo por T. cruzi através da técnica de PCR. Dessa coleta 4 machos

mostraram-se positivos para T. cruzi.

Figura 17. Coleta de triatomineos em Petrdpolis, Rio de Janeiro. A- Funcionario da
Secretaria Municipal de Saude coletando triatomineos no forro da residéncia. B- Triatomineos
coletados no local.

Ainda no ano de 2021, ap6s a Secretaria Municipal de Saide (SMS) de Paraty reportar-
se ao setor de vigilancia em salde do estado, atraves da GPA/LACEN, realizamos uma vista
técnica na localidade para verificar a ocorréncia de triatomineos. O local do registro de
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triatomineos é bem isolado, com uma vegetacdo altamente densa e a residéncia localizada bem
proximo a borda da mata. Durante o trabalho de busca ativa, ndo foram encontrados
triatomineos, porém, o morador ressaltou que foi picado por triatomineo ja que, 0 mesmo tem
conhecimento do inseto vetor. Foram repassadas as orientacdes ao morador para que, quando
surgir outro inseto suspeito de ser o transmissor do patdgeno causador da DC, o0 mesmo capture
0 inseto para envio a SMS do municipio.

Em todas as localidades visitadas, foi realizado trabalho de sensibilizagdo da populagéo
local em relacdo aos cuidados e reconhecimento de triatomineos. Também ressaltamos o
procedimento de sempre comunicar aos agentes de controle de endemias (ACES) a presenca de

inseto suspeito de ser vetor de importancia medica.

7.2 Anélise dos registros de triatomineos da Secretaria de Saude do Estado

De acordo com informacdes repassadas pela geréncia técnica de entomologia da SES,
héa relatos de triatomineos nos municipios descritos na Tabela 7. Nessa tabela constam também

0s insetos coletados nesse projeto de mestrado.

50



Tabela 7. Dados de espécies de triatomineos, estagio de desenvolvimento, infeccdo para Trypanosoma cruzi e ambiente onde foi capturado em
coletas realizadas em municipios do estado do Rio de Janeiro registrados na Secretaria Estadual de Saude de 2008 a 2021.

PERI/INTRA

Itaperuna Triatoma. Vitticeps 1 1 1 1 2017 1
Mangaratiba Triatoma. 1 1 I 1 2020

Tibiamaculata
Paraty Panstrongylus 8 2 10 5 2019/2021 5

gniculatus 1 1 2 1 2019

panstrongylus 1 | 1 2019

megistus

Rhodnius domesticus
Petrépolis Triatoma vitticeps 28 41 280 349 11 10 3 24 3 346 2008/2021 8
Porciuncula Triatoma vitticeps 2 2 I 1 2020 1
S. Maria Triatoma vitticeps 2 2 3 1 I 5 2 2008/2020 2
Madalena
Tota 40 45 282 368 14 11 3 24 8 358 18

M: macho; F: Fémea; N: ninfa; I: indeterminado; PERI: peridomicilio; INTRA: intradomicilio.
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Diante da anélise desses dados podemos observar que 0 municipio em que se realizou o
maior nimero de coletas de triatomineos foi em Petrépolis, com um total de 8 coletas no periodo
de 2008 a 2021. Nos municipios Paraty e Santa Maria Madalena realizaram-se 5 e 2 coletas,
nos periodos de 20019 a 2021 e de 2008 a 2020, respectivamente (Tab. 7). As regides politico-
administrativas do estado do Rio de Janeiro representadas nesses dados registrados de
notificacdo de triatomineos entre 2008 e 2021 na SES foram: Noroeste Fluminense (ltaperuna),
Costa Verde (Mangaratiba e Paraty), Metropolitana (Petrdpolis) e Serrana (Santa Maria
Madalena). Faltando apenas as regides: Norte Fluminense, Baixadas Litoraneas, Médio Paraiba
e Centro-Sul Fluminense com registros da presenca de triatomineos.

O municipio no qual foi encontrado o maior nimero de triatomineos nos registros da
SES foi Petropolis com um total de 349 insetos incluindo adultos e ninfas, todos classificados
como T. vitticeps, sendo a maioria encontrados no ambiente de intradomicilio. O segundo
municipio do estado do Rio de Janeiro com maior quantidade de triatomineos notificados foi
Paraty com 12 insetos, sendo 10 da espécie P. geniculatus, 1 P. megistus e 1 R. domesticus,
todos encontrados no intradomicilio (Tab. 7).

A espécie de triatomineo com maiores registros de notificacdo no estado do Rio de
Janeiro é T. vitticeps, com total de 354 exemplares coletados em 4 diferentes municipios,
seguido por P. geniculatus com 10 exemplares encontrados em um Unico municipio. Apenas
um exemplar de P. megistus, R. domesticus e T. tibiamaculata foram encontradas apenas em
um municipio cada (Tab. 7).

Em relacdo ao estagio de desenvolvimento dos insetos capturados a maioria encontrada
consistiu em ninfas, seguidas de machos e fémeas com 282, 45 e 40 individuos,
respectivamente. Apesar do grande nimero de ninfas encontradas no total, estas estavam
presentes apenas nos municipios de Petrdpolis e PorciGncula. Ja o estagio adulto (fémea ou
macho) foi encontrado em quase todos 0s municipios com registro, com excecéo de Porcilncula
onde apenas ninfas foram encontradas (Tab. 7).

O resultado da presenca de insetos infectados para T. cruzi foi interessante ja que de
todos os municipios com exemplares analisados em nenhum municipio obteve-se resultado
totalmente negativo. Importante frisar que nem todas as coletas foram enviadas para analise de
infeccdo e que nem todos os exemplares coletados foram analisados. Mesmo essa anélise néo
sendo total podemos notar uma alta quantidade de insetos positivos para presenca do parasito
(Tab. 7). O municipio de Petropolis apresentou maior quantidade de insetos positivos para
presenca de T. cruzi (24 insetos infectados) e foi 0 municipio em que se detectou positividade
também em ninfas. Em Santa Maria Madalena foi encontrado 1 macho positivo para o parasito
(Tab. 7).
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Em colaboracdo com pesquisadores do Laboratério Interdisciplinar de Vigilancia
Entomoldgica em Diptera e Hemiptera (LIVEDIH) do I0OC, que realizam trabalhos de coleta
de triatomineos no estado do Rio de Janeiro, unimos os resultados de registros de ocorréncia de
triatomineos da SES com os desse estudo para analisar de uma forma mais ampla a ocorréncia
de potenciais vetores do protozoario causador da DC. Observamos através de revisdo de
literatura que apesar de uma constante notificagdo de triatomineos no estado ndo ha nenhuma
publicacdo recente de revisdo de dados de presenca de triatomineos no Rio de Janeiro. Sendo
assim, mapeamos a ocorréncia, identificacdo e a infeccdo por T. cruzi das espécies de
triatomineos, de acordo com os dados da SES e do trabalho liderado pela Dra. Jacenir Mallet
do (LIVEDIH) do I0OC.

Entre os anos de 2008 e 2021 foram coletados 452 triatomineos, sendo 76 machos, 82
fémeas e 294 ninfas. Deste total 68 triatomineos foram detectados como infectados com T.
cruzi, sendo 22 fémeas, 37 machos e 6 ninfas. Trezentos e setenta insertos foram considerados
negativos e 34 nao foram testados quanto a infeccao pelo flagelado. No mapa abaixo podemos
observar os diferentes municipios (Macaé, Petropolis, Santa Maria Madalena, Trajano de
Moraes, Cantagalo, Sdo Fidélis, Conceicdo de Macacu e Tangud) onde foram registrados

triatomineos com resultado positivo para T. cruzi (Fig. 18).

SAO FIDELIS

4.

CANTA GALO 4 i 1 S. MARIA MADALENA

T. DE MORAES C. MACABU

1

MACAE
PETROPOLIS |

17
TANGUA

1> bing

Figura 18. Mapa dos municipios por quantidade de triatomineos infectados com T. cruzi
no estado do Rio de Janeiro. Mapa construido usando o programa Excel 2019. Os circulos
maiores, representam 0s municipios com maior quantidade de triatomineos e os circulos
menores, menos quantidades de triatomineos encontrados.
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De acordo com os dados analisados em conjunto, o municipio de Petrépolis apresentou a
maior quantidade de triatomineos infectados com T. cruzi (33), seguido do municipio de Tangua
(17) (Fig. 18). Outro fato relevante no presente estudo é que, a regido com maior incidéncia de
triatomineos infectados foi a regido Metropolitana (Petrépolis e Tangua), onde foram
encontrados um total de 385 triatomineos sendo 50 positivos para presenca de T. cruzi, seguida
pela regido Serrana (Santa Maria Madalena, Cantagalo e Trajano de Moraes) com 39
triatomineos identificados, sendo 14 positivos para infeccdo. Podemos ressaltar que, ainda que
na regido da Costa Verde (Mangaratiba e Paraty) apesar de se terem obtidos dados de 13
triatomineos, estes nao foram analisados quanto a infeccao por. T. cruzi (Fig. 19). Ja na regido
Norte Fluminense (Conceicdo de Macacu, Macaé e Sao Fidélis) foram encontrados 11
triatomineos sendo 4 positivos para infecgdo. E na regido Noroeste Fluminense (ltaperuna,
Porcilncula e Sao José de Uba) apenas 4 triatomineos foram encontrados com um resultado

negativo para infec¢éo e o restante ndo analisado.
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8. DISCUSSAO PARTE 2

O presente trabalho também analisou os dados de distribuigdo de triatomineos no estado
do Rio de Janeiro. Diante das notificacGes de triatomineos em municipios com indicios da
presenca do inseto vetor, foram feitas visitas de busca ativa e busca com armadilhas. Dos
municipios visitados, Petropolis foi 0 municipio com presenca confirmada do triatomineo por
busca ativa em duas localidades nos distritos, Pedro do Rio e Secretario. Estes foram
identificados como sendo da espécie T. vitticeps, e com confirmag&o de infecgdo pelo T. cruzi,
inclusive em exemplares do inseto em estagio de ninfa. Na literatura existem poucas
publicacdes de deteccdo de triatomineos no municipio de Petropolis. Em 1942 Lent® detectou
a presenca de T. vitticeps na localidade de Secretario, do municipio de Petropolis, em Nova
Friburgo e Rio de Janeiro (Distrito Federal daquela época). Porém a presenca dessa espécie de
triatomineo encontra-se descrita em diversos municipios do estado do Rio de Janeiro.

De acordo com Galvdo'* a espécie T. vitticeps tem distribuicdo nos seguintes estados
Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro. No estado do Rio de Janeiro, 0s
municipios com diagndstico de infeccdo por T. cruzi nos triatomineos da espécie T. vitticeps
sdo0: Conceicdo de Macabu®; Rio de Janeiro®; Silva Jardim®; Arcadia-Miguel Pereira®®; S&o
Fidélis®® e Santa Maria Madalena?.

Nas regides Norte e Noroeste Fluminense do estado do RJ tém registrado aumento das
notificagdes de ocorréncia de formas adultas de triatomineos, principalmente de T. vitticeps
(dados nédo publicados). As constantes notificacdes de triatomineos nos municipios do estado
do Rio de Janeiro, possivelmente se devem ao fato do avan¢o do desmatamento transformando
grande parte das areas em pasto, atividade predominantemente rural, casas com edificacGes
simples de madeira ou de alvenaria somente com telhados precérios e forro®.

A grande maioria dos triatomineos da espécie T. vitticeps coletados em nosso projeto e
dos dados de notificagdo da SES foram encontrados no intradomicilio. Por exemplo, na busca
ativa em um imovel de Secretario, Petropolis, foi encontrada uma col6nia de T. vitticeps com 1
fémea, 11 machos e 13 ninfas no intradomicilio, mais especificamente no telhado da residéncia,
provavelmente devido a falta de manutengdo. A presenca de T. vitticeps no intradomicilio
também é relatada em outros estudos. Gongalves'’ (1998) descrevem que os triatomineos da
espécie T. vitticeps invadem residéncias pela atracdo a luz das casas, se estabelecendo em
telhados sem manutencdo, forros malconservados e janelas abertas durante a noite. Essas
condicOes sdo mais favoraveis para a colonizagdo dos triatomineos em imdveis do que paredes

de pau a pique pois propiciam o abrigo também de animais que podem ser fonte de alimentagéo
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dos triatomineos. Dessa forma, séo locais que proporcionam abrigo e alimentagéo para o inseto
vetor estabelecer a coldnia.

Com hébitos tipicamente silvestre T. vitticeps dificilmente sdo encontrados no
intradomicilio, atraidos pelo brilho das luzes nas casas na borda da mata. Porém foram
encontrados triatomineos no interior de um imdvel no municipio de Petrépolis-RJ. Houve
também relato de um morador no municipio de Paraty que disse ter sido picado por barbeiro no
interior de sua residéncia. Lembrando que essas notificacdes derivam principalmente da
populacdo que entra em contato com os ACEs, manifestando ter encontrado um possivel
barbeiro o que depende do conhecimento da populacéo sobre esses vetores.

Além de T. vitticeps, foram encontradas no estado do Rio de Janeiro as espécies:
Triatoma tibiamaculata; Panstrongylus geniculatus; Panstrongylus megistus; Rhodnius
domesticus. Sendo a espécie P. geniculatus com maior ocorréncia depois de T. vitticeps. Porém
todos os exemplares de P. geniculatus (8 fémeas e 2 machos) foram capturados em um Unico
municipio, Paraty. O municipio de Paraty cercado pelo Oceano Atlantico e o Planalto da
Bocaina possui umidade relativa do ar com poucas variagdes significativas ao longo do ano, e
médias mensais durante a estacdo chuvosa entre 78 e 82% e nos demais meses ndo sao inferiores
a 77%°3, indicam um municipio mais favoravel ao triatomineo da espécie P. geniculatus.

Jé para as espécies T. tibiamaculata, P. megistus e R. domesticus foi encontrado apenas
um exemplar de cada em diferentes municipios. Os triatomineos da espécie T. tibiamaculata
sdo adaptados a nichos especializados, sugerindo uma adaptacéo evolutiva por longo periodo®®,
demonstram preferéncia por habitat naturais como: ninhos de marsupiais, e roedores®. A
espécie R. domesticus é encontrada principalmente em ninho de roedores ou marsupiais, em
bromélias epifitas e, esporadicamente em arvores ocas €, apresentam niveis de infeccdo com T.
cruzi superiores a 50%?%7. Estudos indicam evidente crescimento de registro domiciliar desta
espécie em diferentes regibes do pais, incluindo regido Centro Oeste, Leste e Sul. Possivelmente
os fragmentos de mata sejam os focos para abrigar individuos desta espécie de triatomineos®®.
Estudos de Forattini>® (1970) apontam que os habitats preferenciais de P. megistus s&o: buracos
em arvores, troncos de arvores, mourdes, amontoado de lenha e ninhos.

Os triatomineos capturados (adultos e ninfas) nas localidades de Sado Pedro do Rio e
Secretario, distritos de Petrdpolis-RJ, apresentaram positividade para T. cruzi. Na analise dos
dados provenientes da SES e do Laboratorio Interdisciplinar de Vigilancia Entomologica em
Diptera e Hemiptera (LIVEDIH) do 10C, constatamos a maior quantidade de notificacGes de
triatomineos infectados com T. cruzi nos municipios de Petrdpolis e Tangua, ambos municipios
pertencentes a regido Metropolitana do estado do RJ. Na regido Metropolitana foram

encontrados 50 insetos infectados, seguido pela regido Serrana com 14 e regido Norte,4.
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Estudos realizados por Lorosa>® (2003) relataram um foco de caso de DC no distrito de
Arcédia (Miguel Pereira-RJ), regido Serrana, sendo T. vitticeps incriminado como transmissor
do agente etiolégico da doenca. Em 2013, foram identificados triatomineos infectados nos
municipios de Sdo Sebastido do Alto, Sdo Fidélis (Norte) e Santa Maria Madalena (Serrana)
73% apresentaram positividade para T. cruzi do gendtipo | pela PCR multiplex do gene do mini-
exon®*, Sangenis? (2015), relataram o primeiro caso de DC na capital do RJ, no bairro do
Engenho de Dentro.

A presenca de ninfas de triatomineos infectados € outro fator importante no estudo. Os
municipios, Petropolis e Tangua, apresentaram ninfas das espécies T. vitticeps e P. megistus
positivas para o T. cruzi Esses dados confirmam que nessas localidades o ciclo biolégico do
vetor esté estabelecido, com presenca de insetos em todos os estagios de vida, confirmando a
reproducéo da populacéo e aquisicdo de sangue como fonte alimentar, ja que esses insetos sdo
hemato6fagos e necessitam de sangue para realizarem a ecdise para 0 proximo estagio e postura
de ovos pelas fémeas adultas.

A presenga frequentemente documentada de T. vitticeps invadindo o ambiente domiciliar
em varias localidades do estado do Rio de Janeiro, com apontamento de colonizacdo pela
presenca de ninfas além dos adultos, e com varios exemplares infectados sdo preocupantes e
destacam sua importancia na necessidade de manutencao da vigilancia entomoldgica na regido.
Apesar dos relatos de seu baixo potencial vetorial e da incerteza entre especialistas sobre a sua
importancia no ciclo humano da DC, cabe destacar o ciclo de contaminacdo em animais
silvestres pela via de contaminacéo oral. Associando essa questdo com a ocorréncia em alta nos
ultimos anos de casos de DC em humanos também pela via oral de contaminagdo, o Boletim
epidemiolégico da doenca de Chagas de 2019 da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS-MS
2021)?, ressalta a importancia de alerta para vigilancia desses vetores no estado do Rio de
Janeiro.

Os dados obtidos por este estudo podem nortear as a¢6es de vigilancia em salde pela SES
junto aos municipios. Portanto, essa analise e sua publicacdo poderiam contribuir para um
melhor entendimento da distribuicdo de vetores de T. cruzi pelos municipios do Rio de Janeiro
ressaltando e alertando para a necessidade da intensificacdo da vigilancia entomoldgica e

controle de triatomineos para a controle da DC no Estado do RJ como doenga negligenciada.
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9. CONCLUSOES

O tratamento via aplicacdo tdpica do 6leo essencial NEO (930pg/inseto) causou
mortalidade de 58,5% nas ninfas de Rhodnius prolixus infectadas com Trypanosoma
cruzi.

O dleo essencial NEO diluido em acetona reduziu significativamente a infeccdo dos
parasitos em todas as concentracgdes testadas.

Os tratamentos topico de ninfas de R. prolixus com 6leo essencial OLA e VMFS2 (em
emulsdo) causou 44% (concentracdo de 357,2 pg/inseto) e 100% (concentracao de 10,0
pg/inseto) de inibicdo da alimentagdo sanguinea, respectivamente.

A taxa de ecdise de ninfas de quinto estadio de R. prolixus infectados com T. cruzi
tratados topicamente com MF2FS e OLA foi reduzida para até 0% (concentracdo de
17,9 ug/inseto) e 27,3 (concentracdo de 1,8 pg/inseto), respectivamente. O Oleo
essencial OLA (1,8 ug/inseto) causou 45,5% de mal formacao apds a metamorfose em
adultos.

O tratamento topico (2uL) de ninfas de R. prolixus com o solvente etanol diminuiu a
quantidade de T. cruzi por inseto e o tratamento com o 6leo essencial NEO diluido em
acetona reduziu a infeccdo pelos flagelados no vetor em todas as concentragGes testadas.
Petrdpolis foi 0 municipio com maior quantidade de vetores capturados, com presenca
de adultos e ninfas e infec¢do positiva por T. cruzi tanto nas coletas como nos registros
de notificagdes do estado do Rio de Janeiro.

A espécie de triatomineo predominante nas notificacfes no estado do Rio de Janeiro foi
Triatoma vitticeps seguido de Panstrongylus geniculatus.

O intradomicilio foi o ambiente predominante dos triatomineos encontrados pelos dados
de notificacéo de triatomineos no estado do Rio de Janeiro.
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