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RESUMO

Este trabalho analisou a ocorréncia, indice de contaminagao natural, a classificacéao
de géneros, classificagdo de estagio de vida e indice de localizagdo de triatomineos
(hemiptera: reduviidae) no municipio de Buritis-RO. Foi pesquisado em Orbynia
speciosa (babacu) em ambiente de pastagem formada por mecanizagdo. As
palmeiras foram derrubadas e os triatomineos capturados, realizado esfregaco do
conteudo intestinal dos exemplares adultos, analisados em microscopia 6ptica e
classificado o tipo de tripanosoma (7. rangeli e T.cruzi ). Os jovens, preparado
mostruario de exemplares nos diferentes estagios de Ninfa. Encontrado apenas uma
espécie, (Rhodnius montenegrensis),100% de contaminacdo dos adultos para
tripanosomatideos (7. cruzi, T. rangeli ou mista). O alto indice de proliferagcado dessa
espécie e a alta taxa de contaminagao sugere um estudo mais aprofundado sobre o
comportamento dessa espécie no sentido de manter uma vigilancia epidemiolégica
para prevenir riscos a saude humana.

Palavras chaves: triatomineos, tripanosomatideos, Orbynia speciosa e doenga de
chagas.



ABSTRACT

This study had analyzed the occurrence rate of natural contamination, the
classification of genres, the classification of stage of life and location index of
Triatoma infestants (hemiptera: reduvidae) in the city of Buritis, Rondénia State. The
Orbynia speciosa was searched in pasture environment formed by mechanization.
Palm trees were felled and Triatoma infestants were captured, held smear the
intestinal contents of adult specimens analyzed in optical and classified the type of
trypanosome (T. rangeli and T. cruzi). In prepared sample of young specimens at
different stages of Ninfa was found only one specie (Rhodnius Montenegrense) with
100% contamination of adults to trypanosomes (T. cruzi, T. rangeli or mixed). The
high rate of proliferation of this species and the high rate of contamination suggests
further study on the behavior of this species in order to maintain surveillance to
prevent risks to human health.

Keywords: Triatoma infestants, trypanosomes, Orbynia speciosa and barber bug
fever.
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INTRODUGAO

Os triatomineos também conhecidos por barbeiros, sdo insetos conhecidos
pelas populagdes rurais de varias regides do Brasil, com tamanhos e cores variaveis
muitas vezes sao confundidos com outros reduvideos. Sdo insetos largamente
difundidos nas Américas, encontrados desde o sul dos Estados Unidos até o sul da
Argentina, sdo de grande importancia, pois pode transmitir a Tripanossomiase
Americana também denominada doenca de Chagas (MENEGUET et al., 2011).

Os triatomineos ou “barbeiros” sao insetos que pertencem a um dos poucos
grupos da Ordem Hemiptera que se alimentam do sangue de vertebrados, sendo
responsaveis pela transmissao do T. cruzi, agente etiolégico da Doenca de Chagas
(GALVAO et al., 2003). Na América Latina, essa doenga figura entre as quatro
principais endemias, sendo um dos seus maiores problemas sanitarios (ARGOLO et
al., 2008). A transmissao da infecgédo ocorre principalmente pela deposigéao de fezes
do vetor sobre os tecidos cutédneos e mucosas (MASSARO et al., 2008). Além de se
infectarem com o T. cruzi, os triatomineos, principalmente as espécies do género
Rhodnius, podem se infectar com o T. rangeli ou manter infec¢gdes mistas com os
dois parasitos, que podem ser igualmente transmitidas ao homem e aos hospedeiros
vertebrados (FERREIRA, 2013).

O Trypanosoma rangeli € um parasita hemoflagelado que infecta diversas
espécies de hemipteros hematofagos e mamiferos, inclusive o homem. Este
protozoario ndo é considerado patogénico para hospedeiros vertebrados que sao
infectados pela picada do vetor, principalmente por triatomineos do género Rhodnius
(RAMIREZ et al., 1998). O ciclo de vida do parasito no hospedeiro invertebrado se
inicia com a ingestao de formas tripomastigotas sanguineas durante o repasto em
vertebrados infectados (FERREIRA, 2013). Atualmente, recomenda-se a utilizagédo
de diversas metodologias laboratoriais para identificar e caracterizar os isolados
primarios de T. rangeli, bem como para diferencia-lo do T. cruzi, ja que podem
apresentar reagdes sorologicas cruzadas (RAMIREZ et al., 1998). O tripomastigota
sanguineo € a unica forma evolutiva do T. rangeli detectavel no hospedeiro
vertebrado (Figura 1) (MORETO, 2007).
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Esquema representativo do ciclo de Esquema representativo do ciclo de
vida do protozoario flagelado vida do protozoario flagelado
Trypanosoma rangeli Trypanosoma cruzi

Figura 1- Ciclo evolutivo do T. rangeli no inseto vetor
Fonte: (GARCIA et al., 2009)

A doenca de Chagas é causada pelo protozoario flagelado, Trypanosoma
cruzi, de curso clinico crénico, tem como principal vetor o inseto, popularmente,
chamado de “barbeiro” ou “chup&o”, enquanto os hospedeiros sdo o0 homem e os
mamiferos domésticos e silvestres (OLIVEIRA, 2008).

Descrita por Carlos Chagas em 1909, a tripanossomiase americana ou
doenga de Chagas (DC) passou a constituir problema como doenca humana na
Amazoénia, a partir de 1969 e com maior énfase, a partir de 1996 (PINTO et al.,
2007). Ha anos, a comunidade cientifica vem relatando e discutindo as
possibilidades de emergéncia e dispersdo da doenga de Chagas humana (DCH) na
Amazbnia, mercé de ampla circulagdo do Trypanosoma cruzi em focos silvestres
onde varias espécies de vetores e reservatorios infectados tém sido descritas (DIAS
et a., 2002).

Segundo o Ministério da Saude, a ocorréncia de doenga de Chagas aguda
tem sido observada em diferentes estados (Bahia, Ceara, Piaui, Santa Catarina, Séao

Paulo), com maior freqiéncia de casos e surtos registrados na regido da Amazoénia
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Legal (Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Amapa, Para, Tocantins), onde a
transmissao oral tem sido registrada com maior frequéncia. Nos anos de 2000, 2001
e 2004, ocorreram 57 casos de doenga de Chagas aguda, por transmissao oral; no
periodo de 2005 a 2007, esses numeros somaram 301 casos. Em 2008, foram
diagnosticados 111 casos de DCA na regi&do Amazobnica e esses casos estavam
envolvidos em transmiss&o oral (BRASIL, 2013).

A destruicdo das palmeiras (babagu) pode mudar o ciclo desses insetos,
aproximando-os do homem em busca de alimento e habitat em decorréncia do

desmatamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BREVE HISTORICO

Os triatomineos, popularmente denominados de barbeiros, s&o insetos
conhecidos pelas populag¢des rurais de varias regides do Brasil. Com tamanhos e
cores variaveis, muitas vezes sdo confundidos com outros reduvideos. S&o insetos
largamente distribuidos nas Américas, encontrados desde o sul dos Estados Unidos
até o sul da Argentina. S0 de grande importancia, pois podem transmitir o
protozoario T. cruzi, causador da Tripanossomiase Americana, também denominada
doenca de chagas (DIAS et al., 1989).

Embora a descricdo da primeira espécie (Cimex rubrofasciatus, agora
Triatoma rubrofasciata De Geer, 1773) tenha ocorrido no final do século XVIII, o
contato desse inseto com o homem & bastante anterior (PERFETTI, 2007).

O primeiro relato, que se tem noticia sobre o aspecto e os habitos de
triatomineos ocorreu em 1590 e foi feito pelo padre Reginaldo de Lizarraga, quando
fazia uma viagem de inspegédo a conventos do Peru e Chile (GALVAO, 2013).

Darwin também observou esses insetos em sua viagem a América do Sul a
bordo do H.M.S. Beagle em 1835 (GALVAOQ, 2007; GALVAO, 2013).

A doenga foi descoberta em 1908 pelo médico brasileiro Carlos Chagas e
coube ao mesmo diagnosticar e estudar clinicamente o primeiro caso humano da
tripanossomiase em uma crianga no ano de 1909 (CAUTINHO; DIAS, 1999;
JURBERG et al., 2004). A doenga de Chagas é o unico exemplo da histéria em que
0 agente causal foi descoberto antes da doenca propriamente dita (TARTAROTTI et
al., 2004).

Com a descoberta Carlos Chagas homenagiou o epidemiologista Oswaldo
Cruz com o seu nome no agente causador T. cruzi (FIOCRUZ, 2000).

O T. cruzi induz trés processos patologicos fundamentais no tecido dos
vertebrados: a resposta inflamatéria, as lesbes celulares e a fibrose. Estes
processos, que sao sequenciais e, o que € mais habitual, simultaneos e inter-
relacionados, podem localizar-se em qualquer tecido ou 6rgdo. Entretanto, o
coragdo, o tubo digestivo e o sistema nervoso constituem suas sedes mais
frequentes e importantes (LOPES; CHAPADEIRO, 1997).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA

Considerada endémica em paises da América Latina e Central, a doencga de
Chagas vem se disseminando também em outras partes do mundo como resultado
da imigragcdo. S&o cada vez mais frequentes os registros da doenga nos Estados
Unidos, em paises da Europa, na Australia e no Japao (SCHMUNIS; YADON, 2010).

Em todo o mundo, mais de 14 milhdes de pessoas estdo infectadas pelo
parasito causador da doenga de Chagas (FIOCRUZ, 2013), sendo estimado que
cerca de 100 milhdes de pessoas ainda correm o risco de contrair esta doenga
(GUHL; VALLEJO, 1999; TARTAROTTI et al.,, 2004; OYAFUSO et al., 2008). A
incidéncia anual € de 200 mil novos casos registrados em varios paises (MOREL,;
LAZDINS, 2003; MARIANA et al., 2009). Essa grande distribuicdo ocorre devido o T.
cruzi ser transportado com os movimentos populacionais de regides endémicas para
paises n&do endémicos, como na América do Norte (Estados Unidos e Canada), e no
oeste do Pacifico (especialmente Japdo e Australia) e mais recentemente, na
Europa (sobretudo a Bélgica, Espanha, Francga, Italia, Reino Unido e Suiga, e em
menor grau, Alemanha, Austria, Croacia, Dinamarca, Holanda, Luxemburgo,
Noruega, Portugal, Roménia e Suécia). Estima-se que ha mais de 300.000
individuos infectados nos Estados Unidos, 5.500 no Canada, 80.000 na Europa e na
regido do Pacifico ocidental, 3.000 no Japo e 1.500 em Australia (COURA; VINAS,
2010).

Na América Latina, a doenga afeta cerca de oito milhdes de pessoas (RASSI,
Jr et al., 2010), figurando entre as quatro principais endemias, sendo um dos seus
maiores problemas sanitarios (ARGOLO et al., 2008). Ha uma maior prevaléncia nas
populagdes dos paises pobres do continente americano (FILHO; LIMA, 2008). Os
paises endémicos compreendem paises da América do Sul como Colémbia,
Venezuela, Equador, Peru, Brasil, Bolivia, Chile, Uruguai, Argentina, e da América
Central o México (GUHL; SCHOFIELD, 1996; TARTAROTTI et al., 2004).

Até o inicio de 1990, a doenga de Chagas foi classificada pelo Banco Mundial
como a mais séria das doencgas parasitarias na América Latina, com um impacto
socioeconbmico (médido como DALY - Disability-Adjusted Life Years)
consideravelmente maior do que os efeitos combinados de todas as outras infec¢des
parasitarias (OXFORD, 1993; DIAS et al., 2002).
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No Brasil a estimativa € que existam aproximadamente 1,6 milhdes de
pessoas infectadas, por doencga de chagas (RASSI Jr et al., 2010), tendo baixado na
ultima década a propor¢ao de 6bitos de quase quatro em cada grupo de 100 mil por
ano para menos de trés (FAPESP, 2012). Apesar do Brasil ter sido declarado livre
da transmissédo vetorial da DC por T. infestans, casos agudos ainda tém sido
registrados devido a transmissao por espécies de triatomineos nativas. Atualmente,
novos casos e surtos da doenca de Chagas aguda (DCA) tém sido mais registrados
na regido da Amazonia Legal (Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Amapa, Par3,
Tocantins). Entre 2007 e 2011, ocorreram 849 casos de DCA no Brasil, a maioria por
transmissao oral (70%); destes casos, 611 (72%) foram diagnosticados no estado do
Para (BRASIL, 2013).

A tripanossomiase americana passou a causar problemas como doenga
humana na Amazénia a partir de 1969, com maior énfase a partir de 1996
(FERREIRA et al., 1997; VALENTE et al., 1997; CONSENSO, 2005; PINTO et al.,
2007).

Na Amazénia foram encontradas 18 espécies de triatomineos, 10 infectadas
com T. cruzi, em Rondbnia poucos sao os dados cientificos em relagdo a doencga de
Chagas. Um dos primeiros estudos sobre infec¢cado de triatomineos por T. cruzi foi
realizado na regido de Monte Negro, onde obteve se aproximadamente 23,7% de
infeccdo (MASSARQO et al., 2008). As espécies R. robustus, R. pictipes, R. prolixus e
R. milesi foram encontradas associadas ao babagu (MASSARO et al., 2008). Em
Ouro Preto do Oeste o indice foi de 35.6% de infeccdo, contando todos os
tripanossomatideos, sem especificar o T. cruzi MENEGUETTI et al., 2012).

2.3 AGENTE ETIOLOGICO

O T. cruzi, agente etiolégico da doenga de Chagas, € um protozoario flagelado,
seu ciclo de vida inclui a passagem obrigatéria por hospedeiros de varias classes de
mamiferos inclusive o homem e insetos hemipteros hematofagos, comumente
chamados de barbeiros (Figura 2) (COURA, 2003).
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Doenga de Chagas: Ciclo de Vida do
Trypanossoma cruzi
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Figura 2 - Ciclo de vida do T. cruzi
Fonte: (MINISTERIO DA SAUDE, 2009)

Diversos animais silvestres sao hospedeiros do T. cruzi, com destaque para
alguns mamiferos como quatis, gambas (mucura, cassacos ou sarigues) e tatus,
todos endémicos do Brasil em especial da regido amazénica. Porém hoje os
hospedeiros ndo se limitam a apenas animais silvestres, pois animais domésticos
como 0s cachorros, gatos e suinos, ja estdo tendo uma importancia significativa no
ciclo biolégico do T. cruzi. Ja as aves e os vertebrados de sangue frio sdo refratarios
ao parasito (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

No sangue dos mamiferos, o T. cruzi apresenta-se na forma de tripomastigota
que é extremamente movel e nos tecidos como amastigota. No tubo digestivo dos
triatomineos, ocorre a transformagao do parasito dando origem a forma infectante,
presente nas fezes do inseto (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

A regido amazobnica vem sofrendo nos ultimos anos com as altas incidéncias
de pessoas que contrairam doenga de Chagas, principalmente através da
transmissao oral, esses casos ocorreram principalmente em familias carentes onde

as condicdes sanitarias sdo inadequadas.
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Entre os estados da regido amazbnica o estado de Rondbnia pode ser
considerado como um dos estados de menor investimento em pesquisas nessa
area, a populagcdo desconhece a ocorréncia dos vetores e as autoridades néao
sabem como agir. Recentemente foram confirmados dois casos no municipio de
Ariguemes — RO, de contaminacido de criangas através da amamentacao, tendo as
maes relatado que ndo sabiam que eram infectadas. Ocorreram também relatos de
triatomineos em residéncias carentes nos municipios de Ouro Preto do Oeste,
Monte Negro, Ariquemes, Vilhena e Porto Velho, porém sem a comprovagédo de
domiciliagdo. Esses fatos mostram a necessidade da realizacido de estudos para
uma melhor compreensao da distribuicdo dos vetores e da sua interacdo com a

populagao local.

2.4 TRANSMISSOES

A transmissao da infecgao ocorria principalmente pela deposigdo de fezes e
urina do vetor sobre os tecidos cutaneos, mucosa ou ferimento causado pelo
aparelho bucal dos triatomineos. Outras vias menos frequentes eram transfusdes
sanguineas, por via oral, via transplacentaria, acidentes de laboratério, manipulagéo
de animais infectados e transplante de 6érgaos (MASSARO et al., 2008).

A contaminagao por via oral que era considerada menos frequente ou até
mesmo rara teve um aumento significativo de casos positivos, principalmente na
regiao amazoénica. De junho de 2006 a junho de 2007, 116 pessoas contaminaram-
se com a doenga no estado do Para apds ingerir sucos tipicos da regiao
(principalmente acai e bacaba) triturados com o barbeiro (REIS, 2013). De acordo
com o Instituto Evandro Chagas de 1968 a 2005, foram registrados em media 12
casos de contaminagao por ano na regido amazoénica por via oral, ou seja, houve um
aumento de 867%, comparado ao periodo de junho de 2006 a junho de 2007 (REIS,
2013).

O Ministério da Saude aponta ao menos trés razbes para essa situagao: a
subnotificagcdo de casos até entdo, o desmatamento e as queimadas na Amazébnia e
a falta de cuidado com a higiene no processamento artesanal da fruta (REIS, 2013).

A contaminagcdo também pode ocorrer a partir da ingestdo de carne crua e

mal cozida de cacga, ou alimentos contaminados por urina ou secrecdo anal de
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marsupiais infectados e leite cru de animais contaminados (DEANE et al., 1984;
PANAFTOSA, 2006).

Na transmisséo oral o parasita penetra pela mucosa do eséfago, do estomago
e das porgdes iniciais do intestino delgado (DIAS et al, 2002).

Embora se conhegcam surtos deste tipo em diversos paises, ambientes e
localidades endémicas, a Amazoénia tem sido o ecossistema onde tal transmissao
tem recolhido a maior frequéncia e visibilidade (PANAFTOSA, 2006).

2.5 DISTRIBUICAO DOS TRIATOMINEOS

A subfamilia Triatominae esta distribuida principalmente nas regides tropicais
e subtropicais do hemisfério ocidental, algumas espécies ocorrem nas margens da
Australia (GALVAO, 2007).

No mundo sao conhecidas 142 espécies de triatomineos distribuidas em 18

géneros, (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacao sistematica atual da subfamilia Triatominae atualizada

Subfamilia Género N° de espécies

Triatominae Alberprosenia
Belminus
Bolbodera
Microtriatoma
Parabelminus
Carvenicola
Linshcosteus
Psammolestes
Rhodnius
Dipetalogaster
Eratyrus
Hermanlentia
Meccus
Mepraia
Nesotriatoma
Panstrongylus
Paratriatoma
Triatoma 69*

Total 18 142

*excluindo a espécie fossil Triatoma dominicata Ponair Jr., 2005
(GALVAO, 2003; GALVAO et al., 2003; FORERO et al., 2004; GALVAO; ANGULO 2006, COSTA et
al., 2006; GALVAO, 2007; COSTA; FELIX 2007; SANDOVAL et al., 2007; MARTINEZ et al., 2007;
ROSA et al., 2012).
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No Brasil sdo descritas 62 espécies distribuidas em oito géneros (GURGEL-
GONCALVES et al., 2004 ). Nos paises que compdéem a regido amazdnica s&o
conhecidas pelos menos 27 espécies distribuidas em oito géneros (ABAD-FRANCH;
MONTEIRO 2007). Na Amazébnia brasileira pelo menos 10 espécies ja foram
detectadas com registro de infecgdo por flagelados do tipo Trypanosoma cruzi (FE et
al., 2009).

Em Rondénia existem registros de oito espécies de triatomineos distribuidas
em quatro géneros, Panstrongylus geniculatus, Eratyrus mucronatus, Rhodnius
robustus, Rhodnius prolixus, Rhodnius pictipes, Rhodnius milesi, Rhodnius
montenegrensis, além de um registro isolados de Triatoma rubrovaria (Figura 3),
porém esse relato do T. rubrovaria possivelmente foi devido a erros de classificagcédo
taxondmica, ou resultantes de um espécime importado, uma vez que é nativa do
Uruguay e Rio Grande do Sul (MASSARO et al., 2008; MENEGUETTI et al., 2011a;
MENEGUETTI et al., 2011b; MENEGUETTI et al., 2012; ROSA et al., 2012).

F

Figura 3 - A) Panstrongylus geniculatus, B) Eratyrus mucronatus (MENEGUETTI et
al., 2011b), C) Rhodnius robustus (ROSA et al., 2012), D) Rhodnius prolixus (NHM,
2012), E) Rhodnius pictipes (SANTOS, 2009), F) Rhodnius milesi (SANTOS, 2009),

G) Rhodnius montenegrensis (ROSA et al., 2012), H) Triatoma rubrovaria
* Erros de classificagao taxonémica, ou espécime importado.
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Apesar dessa biodiversidade o estado de Rondbénia ndo é considerado de
risco para a transmissdo vetorial da doengca de Chagas (CONSENSO, 2005),
partindo do ponto em que todas as espécies de triatomineos sao consideradas
vetores em potencial da doenga de Chagas, mas o seu comportamento € que define
sua capacidade vetorial (LENT; WYGODZINSKY, 1979; ZARATE, 1984;
CARCAVALLO, 1997; MOLINA et al., 2000), sendo assim faz-se necessario uma
reavaliacao de risco sobre a transmissao vetorial no estado.

A ocorréncia em especial das espécies do género Rhodnius € preocupante
visto que a espécie R. robustus, ja foi encontrada em peridomicilios e domicilio
infectada pelo T. cruzi, sendo considerado um vetor potencial na transmissao
silvestre da doenca de Chagas (MENEGUETTI et al., 2012). Os registros de R.
prolixus no estado devem ser confirmados a partir de técnicas moleculares e
morfométricas, pois as evidéncias biogeograficas e morfométricas indicam que esta
espécie ndo ocorre ao sul da Amazénia (ABAD-FRANCH; MONTEIRO, 2007,
GURGEL-GONCALVES et al., 2008), essa informagdo é epidiologicamente
importante, pois R. prolixus € um importante vetor para a doenga de Chagas na
América Central (ZELEDON, 2004).

A ocorréncia de espécimes do género Rhodnius em palmeiras é relatada em
estudos nas regides de vegetagdo desmatada de Manaus — AM (NAIFF et al., 1998),
Monte Negro - RO (MASSARO et al., 2008) e Ouro Preto do Oeste - RO
(MENEGUETTI et al., 2012), também sendo observado sua ocorréncia em

residéncias nesse mesmo municipio (MENEGUETTI et al., 2011 c).

2.6 ECOTOPOS NATURAIS

As espécies Euterpe oleracea (acgai), Bactris gasipaes (pupunha),
Oenocarpus bacaba (bacaba), Orbynia speciosa (babagu) e Mauritia flexuosa (buriti)
sdo palmaceas distribuidas em toda regidao amazbnica, fazendo parte da dieta
alimentar e da fonte de renda de varias comunidades. (MINISTERIO DA SAUDE,
2009).

Varios estudos tém salientado a importancia de palmeiras como ecétopos
naturais, pois servem de abrigo e alimento a uma fauna diversa de mamiferos como

morcegos, ratos, gamba e macacos, além de serpentes, escorpides, anfibios e
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grande variedade de insetos, representando uma combinag¢do de abrigo e recursos
alimentares para o desenvolvimento e procriagao dos triatomineos, principalmente
de espécies do género Rhodnius, importantes vetores da doenga de Chagas nas
Américas (GURGEL-GONCALVES et al., 2004).

Acredita-se que o desmatamento, associado a perda de habitat dos
triatomineos, pode aumentar a frequéncia de vetores em contato com humano.

O sistema de vigilancia epidemiolégica, principalmente nas regides centro-
nordeste e norte do Brasil devem priorizar paisagens desmatadas onde palmeiras
ocorrem proximas as residéncias (ABAD-FRANCH et al., 2009).

A maioria das espécies do género Rhodnius encontra-se predominantemente
associadas as palmeiras, enquanto as espécies do género Triatoma e
Panstrongylus, vivem preferencialmente em associagao com hospedeiros terrestres
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Algumas poucas espécies, ao longo de seu processo evolutivo adaptaram-se
aos domicilios e as estruturas construidas no peridomicilio, como galinheiros e
chiqueiros e tornaram-se mais importantes na transmissao da doenga ao homem
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a infeccao natural de triatomineos (Hemiptera: Reduviidae) por T.
cruzi e T. rangeli em palmeiras babagu (Orbynia speciosa) localizadas em pastagens

formadas por mecanizagao, ocorrentes no municipio de Buritis — Rondénia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar as espécies de triatomineos ocorrentes nas coletas realizadas em
palmeiras babacgu (Orbynia speciosa) localizadas em pastagens formadas por
mecanizagao, ocorrentes no municipio de Buritis — Ronddnia.

¢ Relacionar os triatomineos encontrados no municipio com o0s ocorrentes nos
estados da regido Amazénica;

e |dentificar os principais veiculos de transmissdo e hospedeiros na regiao
Amazobnica;

e Analisar a contaminagao dos triatomineos capturados em seu estagio adulto
por T. cruzi

e Analisar a contaminagdo dos triatomineos em seu estagio adulto por T.

rangeli;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AREAS DE ESTUDO

O estado de Rondbnia esta localizado na regido norte do Brasil e faz divisa ao
norte com o estado do Amazonas, a leste com o estado do Mato Grosso, ao sul com
a republica da Bolivia, e a oeste com o estado do Acre. O municipio de Buritis possui
uma populacdo de pouco mais de 32 mil habitantes e esta localizado a leste do

estado de Rondobnia, conforme (Figura 4).

Amazonas

Amazonas

Bolivia

The state of Rondonia

Northern - Brasil Bolivia Mato
Grosso
0 100 200 300 400 km

Figura 4 - Localizagédo no estado de Rondénia do Municipio de Buritis
Fonte: (COSTA, 2012)

4.2 COLETA

Foram realizadas coletas mensais (Licenga permanente IBAMA, n°: 14934-1
para captura de insetos), de Junho a Dezembro de 2012 (Latitude 9°57°32,3” S —
Longitude 64°08°'05,2”W).
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4.3 METODOS DE COLETA E IDENTIFICACAO DOS TRIATOMINEOS

Coletas em palmeiras (Orrbignya speciosa): Os exemplares foram
derrubados com auxilio de uma moto serra, em seguida as bracteas (onde podem se
alojar uma grande quantidade de invertebrados e pequenos vertebrados), foram
retiradas uma por vez na busca de triatomineos (Figura 5 e 6), estas que serao

selecionadas aleatoriamente conforme descrito por (MENEGUETTI et al., 2012).

Figura 5 - Coleta de triatomineos em O. speciosa, (A) retirada das bracteas, (B)

triatomineos em copula, (C) captura de triatomineo
Fonte: (MENEGUETTI et al., 2011 b)

Os trabalhos de procura e captura dos triatomineos foram realizados por
equipe previamente orientada e supervisionada pelo professor Ms. Dionatas Ulises

de Oliveira Meneguetti, conforme (Figura 6).
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Figura 6 - Coleta de triatomineos no municipio de Buritis
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Os triatomineos coletados foram identificados com base em Lent e
Wygodzinsky (1979) e separados de acordo com seu estagio ninfal, sendo
encaminhados em caixas térmicas, em temperatura ambiente para o laboratério de

parasitologia da FAEMA, Ariquemes-RO, para sua identificagao.

4.4 ISOLAMENTO E CULTURA DOS TRIPANOSOMATIDEOS

O experimento foi realizado com parceria do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sao Paulo (ICB-5-USP), onde os espécimes foram
desinfectados individualmente em solugcdo de Hibitane® (ICl) (Gluconato de
clorohexedine a 5%, um sache de 10 ml diluido em 1 litro de agua destilada), sendo
em seguida, submetidos a compressao do abdome para retirada do conteudo da
ampola retal, posteriormente foi diluido em uma solugdo mista (Composta de
Solugéo 1- bicloreto de mercurio - HgCI2 0,025 g, cloreto de sédio - NaCl 0,65 g, HCI
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concentrado 0,125 ml, etanol absoluto 25 ml e agua destilada 75 ml) e solugéo 2-
(antibidticos: penicilina 5.000.000 Ul, gentamicina 40 mg/ml; e fungicida: 5-
fluorcitosina 1mg/ml, diluida em agua destilada e protegida da acédo da luz) e
examinado entre lamina e laminula, com objetiva 40x e ocular de 16x, para pesquisa
de flagelados semelhantes a T. cruzi. Quando positivo, o material foi semeado em 6
tubos de meio bifasico de cultura de Hoff's (DIFCO, Laboratories USA) sendo as
culturas positivas transferidas para meio monofasico (RPMI 1640, Roswelt Park
Memorial Institute - Divisdo de Antigenos, GIBCO Laboratories USA) e/ou LIT (Liver
Infusion Tryptose) para crescimento, identificagdo e obtencdo de extratos para
caracterizagcao dos parasitos. Os mesmos triatomineos foram depois dissecados, e
do material obtido, preparados esfregacos em laminas e corados por kit Panético
Rapido LB (que é composto de trés solu¢des: primeira triariimetano a 0,1%, segunda

xantenos a 0,1% e terceiro tiazinas a 0,1%), para identificacédo (Figura 7).

Figura 7 - (A) Retirada do Conteudo da Ampola retal; (B) Diluicdo da Ampola retal;
(C) T. rangeli

Fonte: Arquivo pessoal do autor

Posteriormente os parasitos foram cultivados em tubos de ensaio de
poliestireno estéreis e descartaveis com parede chata onde se acrescentava 0,1 ml
de sobrenadante de cultura em 2 ml de meio de cultura RPMI 1640 e/ou LIT
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado a 55°C. Quando os cultivos in
vitro apresentarem crescimento exponencial de 1X106 parasitos por mm3 contados
em camara de Newbauer (7 a 10 dias), o meio sera transferido para garrafas de
cultura de 25 ml com o0 mesmo meio para a produg¢ao de massa parasitaria. O cultivo
foi realizado em 100 ml de meio suplementado com 5% de soro fetal bovino inativo,
a 28°C, por 7 a 10 dias.
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4.5 EXTRAGCAO DO DNA DE TRIPANOSOMATIDIOS

O DNA dos parasitos foi extraido de amostras do abdémen e das fezes dos

triatomineos com o Kit de Extragao de DNA da Qiagen.

4.6 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A analise foi realizada em parceria com a (ICB-5-USP), onde a identificagao e
genotipagem dos isolados foram realizadas por meio da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR-multiplex), segundo Fernandes 2001. Esta reacdo amplifica
especificamente uma parte do espagador ndo transcrito do gene de mini-exon que
varia com as espécies de Trypanosomatideos (T. cruzi e T. rangeli) e com as
linhagens de T. cruzi e T. rangeli. Os fragmentos gerados variando entre 100 e 250
pares de bases. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagdes de PCR

apresentam as seguintes sequéncias:

TCI: (200 pb) (5-ACACTTTCTGGCGCTGATCG)
TCII: (250 pb) (5-TTGCTCGCACACTCGGCTGCAT)
Z3: (150 pb) (5-CCGCGCACAACCCCTATAAAAATG)
TR: (100 pb) (5-CCTATTGTGATCCCCATCTTCG)
EXON: (5-TACCAATATAGTACAGAACTG)

A reacdo é constituida por 100 pmol de cada iniciador, 150 uM de dNTPs,
num tampao de 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 1,5 mM de MgClI2, 25 mM de KClI, 0,1
mg/mL de albumina bovina e 2,5 U de TagDNA Polimerase. Aproximadamente 10 ng
de DNA gendmico serdo acrescentados e as reagdes realizadas num volume final de
50 pL com agua Tipo I. O perfil térmico consistiu de um passo inicial de 5 minutos a
95°C, seguidos de 34 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 30
segundos a 72°C, com uma extensao final de 10 minutos a 72°C. Em cada reagéao
de PCR foram utilizadas como controle as seguintes cepas de referéncia: TC1 X10
Clone 1, TC2 Cepa Y, Z3 Esmeraldo Clone 1 e T. rangeli R1625. Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, a 100 volts por

1 hora. Apds a eletroforese o DNA foi revelado com brometo de etidio e visualizado
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sob luz ultravioleta. Para controle do tamanho dos fragmentos amplificados foi
utilizado um marcador molecular de 50 pares de base.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi coletada uma unica espécie de triatomineo Rhodnius Montenegrensis,

conforme pode ser observado na (Figura 8 e 9).

Figura 8 - Espécie Rhodnius montenegrensis, imagem superior de casal adulto
A- Fémea; B- Macho
(Fonte: Arquivo pessoal do autor)

Foram derrubadas duas (2) palmeiras por més, somando um total geral de 14
palmeiras e coletado um total de cento e vinte (120) exemplares de triatomineos,

somando uma média de 8,57 capturas més.
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Figura 9 - Triatomineos do Género Rhodnius montenegrensis, observado o dorso
ventral de um casal adulto. A- fémea; B- Macho

(Fonte: Arquivo pessoal do autor)
A - A fémea apresenta um abdomen um pouco mais avantajado, com um
orificio ovulatério na parte posterior-inferior.

B - O macho possui um abdémen menos avantajado e de forma mais oval.

Possivelmente boa parte dos vetores identificados em nossa regido como
Rhodnius robustos sejam Rhodnius montenegrensis, pois essa espécie so foi
catalogada em 2012 (ROSA et al, 2012). Segundo Massaro 2008, o género
Rhodnius representa 100% dos triatomineos coletados em palmaceas no estudo da
fauna de triatomineos e da ocorréncia de doenga de Chagas em Monte Negro e
também de acordo com os resultados descritos em outras regides do Brasil, porém é
importante observar que os trabalhos publicados anteriormente foram todos em
datas anteriores a 2012, ano de catalogacdo do Rhodnius montenegrensis,
sugerindo um estudo mais aprofundado e atualizado nessa regido.

Em municipios vizinhos como Monte Negro — RO, que faz divisa com Buritis
€ possivel que seja uma mesma espécie que mantem ampla proliferagao, pois 100%
dos triatomineos capturados em Buritis sdo do género Rhodnius montenegrensis e a

identificacdo dos exemplares coletados e identificados nesse municipio vizinho
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(Monte Negro) como R. robustus, é possivel que ndo o seja ja que a catalogagao
desse novo género até aquela data ndo havia ocorrido.
A quantidade adquirida mensalmente n&o deixa duvida da predominancia do

género na regido. (figura 10).
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Figura 10 - Grafico dos exemplares coletados nos diferentes meses do ano, no
periodo da coleta

Fonte: (Arquivo pessoal do autor)

O grafico acima demonstra a quantidade de Triatomineos capturados nas
palmeiras do género Orrbignya speciosa popularmente chamada de Babagu na
regido de Buritis — RO, incluindo as ninfas de estagios N1 a N5 e adultos, ndo sendo
necessario especificar o Género, devido todos pertencerem a um mesmo género, 0
Rhodnius montenegrensis.

Neste grafico, observou-se uma quantidade decrescente de capturas de junho
a julho e uma quantidade crescente de julho a setembro, permanecendo estavel até
dezembro, com isso ainda n&o é possivel afirmar uma regressao ou progressao do
numero desses vetores em determinada época do ano.

Os estagios em que foram capturados também foram classificados,
possibilitando uma possivel determinacdo de predomindncia da espécie em
determinado estagio, porém, vale ressaltar que os adultos além de serem mais
hostis a presenca humana, também dispdem de outro fator a eles favoravel, que é a

possibilidade de poderem voar.
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Varios fatores podem influenciar no numero de capturas desses individuos

tais como; localizacdo da palmeira; se proximo ou distante da floresta, altura da

mesma e se com muitas ou poucas bracteas secas em decomposigao entre outros

fatores. Figura 11.
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Figura 11 - Numero total de triatomineos capturados por estagio

(Fonte: Arquivo pessoal do autor)

Os dados mostram que todos os triatomineos adultos analisados estavam

contaminados com tripanosomatideos (7. cruzi, T. rangeli ou mista), conforme pode

ser observado na (Tabela 2)

Tabela 2. .triatominios capturados em Buritis, meses de coleta, estagio e
contaminagao
Junho Julho Agosto |Setembro| Outubro Novembro |Dezembro
A 2/2(*) | 2/2(*) | 1/1(*¥) _ _ 4/4(3*)(1***)|  4/4*
N5 1/- 2/- 1/- 5/- 6/- 6/- 2/-
N4 5/- 1/- 4/- 8/- 4/- 2/- 1/-
N3 6/- 4/- 8/- 12/- 1/- 2/- 6/-
N2 5/- 3/- 1/- 1/- 2/- 1/- 0/-
N1 3/- 2/- 1/- J_ J_ J_ 1/-

* ) = contaminagao por T. Rangeli

***) = contaminagédo por T. Rangelie T. cruzi
- ) = Sem contaminagao.

(
( **) = contaminagao por T. cruzi
(
(

(Fonte: Arquivo pessoal do autor)
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Ao observar a tabela acima se percebe um numero maior de vetores adultos
infectados com T. rangeli que com T. cruzi, ndo sendo analisadas as ninfas.

De acordo com Ferreira (2013), além de se infectarem com o T. cruzi, os
triatomineos, principalmente as espécies do género Rhodnius, podem se infectar
com o T. rangeli ou manter infeccbes mistas com os dois protozoarios, que podem
ser igualmente transmitidas ao homem e aos hospedeiros vertebrados.

Segundo Meneguetti et al (2012), em trabalho realizado no municipio de Ouro
Preto do Oeste-RO, o indice foi de 35.6% de infecgdo, contando todos os
tripanossomatideos, sem especificar o T. cruzi.

Ja Massaro et al (2008) analisou apenas a contaminagdo por T. cruzi,
obtendo 23,7% de contaminagcdo, demonstrando que parte da contaminagao
relatada por Meneguetti et al (2012) pode ter sido T. rangeli.

As espécies T. rangeli e T. cruzi, podem ser observadas na (Figura 12 e 13)

Figura 12 — T. rangeli observado em microscopio optico, em objetiva de 40x com

lamina e laminula
(Fonte: Arquivo pessoal do autor)
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Figura 13 — T. Cruzi,
Fonte: (QUEIROZ, 2011; OLLIARO, 2011; VASCONCELOS; GOMES; LINS, 2009)

Esse é o primeiro caso de T. Rangeli encontrado em triatomineos no estado
de Rondénia, ndo havendo publicagdo de trabalho anterior com registro de vetores
infectados com esse tipo de protozoario em nosso estado.

Além dessa descoberta, foi capturado R. montenegrensis com infec¢gao mista
(T. rangeli e T. cruzi ), sendo o primeiro relato de vetores dessa espécie
contaminado com os dois tipos de tripanossoma.



CONCLUSAO

Constatou-se que a espécie ocorrente no estudo € Rhodnius montenegrensis,
essa que ja é relatada em outros municipios de Rondbnia (Ji-Parana, Porto Velho,
Monte Negro, Ouro Preto, Teixeirépolis, Ariquemes e agora em Buritis). Diferente
dos outros municipios, onde foi encontrado mais de uma espécie, em buritis s6 foi
encontrado essa unica espécie, estando todos os exemplares adultos capturado
contaminado com T. cruzi, T. rangeli ou ambos.

Observou-se também que a maior ocorréncia de triatomineos encontrados
estava na fase de N3 e nos meses de agosto e setembro houve um aumento
significativo no numero de captura desses triatomineos na fase de N3.

Por serem veiculo de transmissdo de uma doenca tao importante do ponto de
vista epidemioldgico, somado ao alto indice de proliferacdo dessa espécie e a alta
taxa de contaminagdo, sugere-se um estudo mais aprofundado sobre o
comportamento dessa espécie no sentido de manter uma vigilancia epidemiolégica

para prevenir riscos a saude humana.
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