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INSTITUTO OSWALDO CRUZ
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

ECO-BIOLOGIA DE TRIATOMINEOS NO MUNICIPIO DE ORIXIMINA, ESTADO
DO PARA, AMAZONIA, BRASIL

Alice Helena Ricardo da Silva

O municipio de Oriximina (PA), situado a margem esquerda do rio
Trombetas na Amazoénia Oriental, € um dos mais importantes da Calha Norte, pois
com a extracdo de bauxita em Porto Trombetas, torna-se o principal pélo de
extracdo de minério do mundo. Apresenta uma posi¢ao geografica estratégica, por
fazer fronteira com os paises da Guiana e Suriname, e limites com o estado de
Roraima. O Estado do Para, onde esta inserido politicamente, tem apresentado o
maior niumero de casos agudos de doenca de Chagas nas ultimas duas décadas,
cuja forma de transmisséo tem sido atribuida ao consumo de frutos de palmeiras
nativas. O objetivo deste trabalho foi estudar a eco-biologia dos triatomineos desta
regido, até entdo ndo estudada, contribuindo com os servi¢cos para as acoes de
vigilancia e controle dos triatomineos. As investigacdes foram realizadas em areas
silvestres e rurais utilizando o método de busca passiva, com o0 uso das
armadilhas de Noireau e a busca ativa. O material coletado foi identificado em
nivel de espécie utilizando a chave dicotdmica de Lent & Wygodzinsky e pela
técnica da PCR Multiplex. Os triatomineos capturados foram examinados para
averiguar a presenca de tripanosomatideos e o isolado, cartacterizado por tipagem
molecular. A identificacdo das fontes alimentares foi feita pelo método de ELISA.
Dos 442 espécimes coletados, 289 foram identificados como Rhodnius robustus e
153 como Rhodnius pictipes. A taxa de infeccado para tripanosomatideos foi de
17,4% e o isolado classificado como Z3. Devido a falta de contetudo estomacal dos
insetos, trabalhou-se com pool para avaliagcdo da fonte alimentar e, sendo assim,
as 54 amostras utilizadas para o teste de ELISA foram constituidas de 118
insetos. Dos 11 anti-soros testados, apenas quatro positivaram para ave,
hemolinfa, cavalo e roedor. Verificou-se uma variacdo morfolégica nos espécimes
gue foram confirmados como R. robustus por PCR Multiplex. R. robustus
apresentou uma associacdo com palmeiras do tipo inaj4, que formam
aglomerados, tornando-se abundantes em areas rurais, ao contrario de R. pictipes
encontrados em outras espécies de palmeiras no ambiente silvestre. A
comprovacao de espécies de triatomineos na regido estudada e a presenca de T.
cruzi em um dos espécimes coletados nas proximidades da Sede do Municipio
evidenciou a importancia da vigilancia entomoldgica e epidemiolégica na area
estudada.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ
ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

ECO-BIOLOGY OF TRIATOMINES IN THE ORIXIMINA MUNICIPALITY STATE
OF PARA, AMAZON, BRASIL

Alice Helena Ricardo da Silva

The municipality of Oriximina located on the left bank of the river Trombetas,
in the eastern Amazon, is one of the most important cities of Northern Rail, as with
bauxite mining at Porto Trombetas, becomes the main hub of the mining world.
Presents a strategic geographical position, by making the border with the countries
of Guyana and Suriname, and limits to the state of Roraima. The state of Par4,
where it operates politically, has submitted the largest number of acute cases of
Chagas disease in the past two decades, whose mode of transmission has been
attributed to consumption of fruits of native palms. This work aims to study the eco-
biology of the insects of this region, hitherto not studied, contributing to the
vigilance and control of triatomines. The investigations were conducted in
wilderness areas and rural areas using the method of passive search, with the use
of Noireau traps and active search. The material collected was identified to the
species level using the dichotomous key of Lent & Wygodzinsky and Multiplex
PCR, was also used to investigate the presence of tripanosomatids and the
identification of the feeding habits using the ELISA method. Of the 442 specimens
collected, 289 were identified as Rhodnius robustus and 153 as Rhodnius pictipes.
The infection rate for trypanosomatids was 17.4% and one strain was identified as
Z3. Due to the lack of gut contents of the insects, we worked with a pool for the
evaluation of food source and, thus, the 54 samples used for ELISA, were
composed of 118 insects. Of the 11 antisera tested, only four were positive for bird,
hemolymph, horse and rodent. There was a morphological variation in specimens
that were confirmed as R. robustus by Multiplex PCR. The association of R.
robustus with palm type inaja, which form clusters, becoming abundant in rural
environments, was confirmed as opposed to R. pictipes which was found in other
palm species in the wild. Evidence of species of insects in the region studied and
the presence of T. cruzi in one of the specimens, near the headquarters of the city,
highlighted the importance of epidemiological and entomological surveillance in the
region.
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1. INTRODUCAO
1.1. Regido Amazdnica

A formacao da Amazonia data de trés milhdes de anos, formando o maior
bioma tropical do planeta e ocupando cerca de 6,5 milhdes Km? (Dall’Agnol e
Rosa-Costa, 2008). Considerado um mosaico devido a diversidade de
ecossistemas que o compde, € constituido por florestas tropicais Umidas e secas,
e de terra firme, areas inundaveis de terra baixa e montanha, formagfes semi-
aridas tais como campinas e campinaranas, além das &areas que ja foram
modificadas pelo homem (Ab’Saber, 2002). Entre a vegetacdo que compde esse
sistema, as palmeiras tém um papel significativo principalmente em relacdo a
diversidade e utilizagéo pela populagcdo humana. Existem aproximadamente 2.800
espécies de palmeiras no mundo, e 13,8% destas sdo nativas da Bacia
Amazonica (Kahn e Corradini, 1994).

As palmeiras caracterizam a paisagem amazonica e estéo distribuidas em
diversos tipos de habitat como floresta de platd, floresta de vertente, floresta de
campinarana, floresta de baixio, florestas periodicamente inundadas além de
estarem disseminadas por diversas florestas degradadas como, capoeiras e
pastagens abandonadas. Na floresta de terra firme, a maioria das espécies esta
adaptada ao sub-bosque, e a minoria sdo palmeiras arborescentes. Nas areas
periodicamente inundadas, capoeiras e pastagens, ocorrem em pouca diversidade
e grande abundancia (Miranda e Rabelo, 2006).

A idéia de que o ecossistema amazobnico tem potencial para tolerar os
freqUentes impactos antropicos € decorrente da proposicdo de que a Floresta
Amazobnica, com sua enorme diversidade faunistica, permaneceu relativamente
estavel durante milhdes de anos, embora estivesse exposta a intempéries
(Rossetti e Toledo, 2008). Entretanto, em oposicdo ao que se acreditava, 0s
impactos ambientais na Amazbnia, principalmente aqueles causados pelas
pressées antrépicas, tém consequéncias no equilibrio deste bioma. Um exemplo é
0 gue ocorre com a retirada da cobertura vegetal que permite o aparecimento de
extensas populacdes quase homogéneas de palmeiras como, Orbignya phalerata,
Maximiliana maripa, Attalea monosperma, Astrocaryum acaule e Astrocaryum

vulgare (Miranda e Rabelo, 2006).
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1.2. Doenca de Chagas na Amazonia

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana constitui uma das mais
importantes endemias, afetando de 15 a 16 milhdes de pessoas na América Latina
e 75 a 90 milhdes expostas a infeccdo (Coura et al., 2007; Moncayo e Silveira,
2009).

De acordo com Teixeira et al. (2001), a Amazbnia, que era considerada
como area nao-endémica para a transmissao, teve este status questionado. Miles
(2003) considerava que, apesar de haver transmissdo de baixa intensidade com
casos humanos autéctones, a doenca de Chagas ainda ndo era endémica na
regido por causa da auséncia de especies de triatomineos adaptadas as moradias
e da pequena populacdo humana. Mais recentemente, Pinto et al. (2008) definiram
a doenca como endémica, enquanto, Valente et al. (2009), ao relatarem pelo
menos 600 casos da forma aguda na Amazonia brasileira, classificaram-na como
emergente.

Duas éareas podem ser diferenciadas de acordo com os padrdes de
transmissao: as regioes originalmente de risco para a transmissao vetorial, uma
onde esta incluida a maior parte dos Estados, e a outra que compreende a
Amazonia Legal (Consenso de Chagas, 2005).

Os mecanismos de transmissdo na Amazoénia nao correspondem aqueles
gue sao reconhecidos como das areas endémicas, com a instalacdo e
permanéncia do vetor nas casas (Silveira, 2007). As espécies encontradas sao
geralmente silvestres ndo colonizando as moradias. Entretanto, existem relatos de
colonizacdo incipiente, como Triatoma maculata e Panstrongylus geniculatus,
reconhecidos na Venezuela como vetores secundarios, de importancia na area
extra-amazoénica, vem sendo capturado com frequéncia em habitacbes humanas
no Estado de Roraima, no Brasil (Luitgards-Moura et al., 2005b). Outro exemplo
deste fato foi observado com Panstrongylus herreri e Rhodnius ecuadoriensis, no
Peru, onde séo considerados os principais vetores intradomiciliares, sendo ambos
encontrados infectados por Trypanosoma cruzi e Trypanosoma rangeli (Rojas et
al., 2005; Aguilar et al., 2007).
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Dessa forma, na Amazobnia a transmissdo do parasito vem ocorrendo
através de mecanismos excepcionais, como vetorial domiciliar sem colonizacéo,
vetorial extradomiciliar, ocupacional e a ocorréncia de surtos episédicos de
transmissao oral do parasito (Rojas et al., 2005).

Suspeita-se que a transmisséo vetorial dentro das casas sem domiciliacdo
ocorra por incursdes periédicas ou regulares ao interior das residéncias por
insetos adultos, atraidos inicialmente pela luz, ou por triatomineos introduzidos
passivamente nas residéncias juntamente com materiais de construcdo ou lenha
(Forattini et al., 1971; Silveira, 2007). A transmissao vetorial extradomiciliar ocorre
guando o homem invade as éareas de floresta e entra em contato com o
triatomineo, como no caso da exposicdo ocupacional dos coletores de piacava a
triatomineos silvestres como Rhodnius brethesi (Coura et al., 1994; Coura et al.,
2002). A transmissado oral, que indiretamente ou passivamente, pode ser
considerada como vetorial, ocorre pelo consumo de alimentos contendo
triatomineos ou contaminados com as suas fezes ou ainda pela ingestao de carne
crua de hospedeiros mamiferos infectados com o parasito (Valente et al., 1999;
Noébrega et al., 2009).

Os primeiros casos de doenca de Chagas na Amazoénia datam del1941, por
Floch e Tasque, na Guiana Francesa, enquanto que na Amazobnia Brasileira, 0s
primeiros relatos sdo originarios do Estado do Para, em 1960, em que quatro
membros da mesma familia foram infectados. Entretanto, nenhum triatomineo foi
encontrado, indicando que a infeccdo pudesse ter ocorrido por via oral (Shaw et
al., 1969) (Figura 1.1).

Segundo Aguilar et al. (2007) o risco desta doenca se estabelecer como
uma importante ameaca a populacdo amazonica esté relacionado a um complexo
grupo de interacdes biolégicas e determinantes sociais.

Os fatores bioldgicos estdo associados a diversidade de fauna existente,
permitindo que haja uma ampla variedade de espécimes, dentre vetores e
reservatorios que participam do ciclo silvestre de transmisséo de T. cruzi (Miles et
al., 1981a,b; Coura et al., 2002; Dias et al., 2002; Luitgards-Moura et al., 2001).
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Maba: Aauilar. 2006 (modificado de Abad-Franch et al..
I Area hinnendémica
. Surtos

© casos diaanosticados

Figura 1.1: Localizacdo dos surtos e casos de doenca de Chaagas diaanosticados na

Os determinantes sociais relacionados com o aumento do niumero de casos
incluem a atividade econdmica humana que acarreta crescimento populacional de
forma desordenada nas areas rurais. Com o desmatamento e colonizacdo, 0s
animais silvestres sdo forcados a se dirigir para outras areas, levando os
triatomineos a recorrerem a fontes alimentares alternativas em areas de peri e
intradomicilio (Coura et al.,, 1999). Além disso, a migracdo de populactes
humanas de regides endémicas, muitas vezes acompanhadas de reservatorios
domeésticos de T. cruzi ou de seus vetores, permite a introducdo de espécies néo
autéctones infectadas com o protozoario, possibilitando a ocorréncia da
domiciliacao triatominica, como problema de saude publica, em regido onde ainda

nao foi assinalada (Forattini, 1980; Coura et al., 1994; Teixeira et al., 2001).

1.3. Vetores da Amazébnia

A Amazbnia compreende nove paises da América Sul, Brasil, Bolivia,
Colébmbia Equador, Guiana, Guiana Francesa, Peru, Suriname e Venezuela. Na
Amazobnia Brasileira estdo incluidos os estados do Acre, Amapa, Amazonas,
Maranhéo, Mato Grosso, Para, Roraima, Rondbnia e Tocantins.

Na regido Amazbnica sdo descritas pelo menos 27 espécies de
triatomineos agrupadas em 9 géneros (Aguilar et al., 2007; Abad-Franch e
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Monteiro, 2007). Na Amazonia brasileira foram identificadas pelo menos dezesseis
espécies de triatomineos, das quais dez foram encontradas infectadas por T. cruzi
(Coura et al., 2002; Junqueira et al., 2005). E embora a maioria das espécies seja
silvestre, ha a presenca de T. maculata em domicilio em Roraima (Luitgards-
Moura et al., 2005).

Os géneros Belminus, Cavernicola, Eratyrus, Microtriatoma, Panstrongylus,
Rhodnius e Triatoma s&o assinalados na regido Amazonica (Tabela 1.1) (Lainson
et al., 1979; Miles et al., 1981a; 1983; Coura et al., 2002). Destes, seis espécies
estdo associadas a microhabitats de palmeiras (Abad-Franch et al., 2007, 2010).

Tabela 1.1: Triatomineos da Amazonia brasileira encontrados infectados (+) e n&o
infectados (-) com o Trypanosoma cruzi (Coura et al., 2002).

Espécies
Belminus herreri (-) Rhodnius brethesi (+)
Cavernicola lenti (-) Rhodnius neglectus (+)
Cavernicola pilosa (-) Rhodnius nasutus (-)
Eratyrus mucronatus (+) Rhodnius paraensis (+)
Microtriatoma trinidadensis (+) Rhodnius pictipes (+)
Panstrongylus geniculatus (+) Rhodnius robustus (+)
Panstrongylus lignarius (+) Triatoma maculata (-)
Panstrongylus rufotuberculatus (+) Triatoma rubrofasciata (-)

No Estado do Amazonas, Municipio de Barcelos, Coura et al. (1993,
1994a,b, 1999) constataram o comportamento de ataque de Rhodnius brethesi
aos coletores da piacaba e, através de estudos sorolégicos, evidenciaram a
presenca de infeccéo por T. cruzi e T. rangeli em humanos.

Luitgards-Moura (2001, 2005b), realizando o levantamento da fauna
triatominica no estado de Roraima, encontrou no municipio de Boa Vista (RR)
espécies de T.maculata e P. geniculatus no domicilio e no peridomicilio. Em
Rorainopolis, encontrou palmeiras positivas tanto no ambiente peridomiciliar
guanto no silvestre, identificando as espécies como R. robustus e R. pictipes.

No Estado do Para existem 15 espécies de triatomineos, a maioria de

habito silvestre, entre as quais se destacam R. pictipes, R. brethesi, R. robustus e
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P. geniculatus, espécies que vém demonstrando comportamento invasivo nos
estados vizinhos, merecendo, por isso, especial atencdo (Miles et al., 1981a;
1983).

1.4. Habitat de Rhodnius spp

Os habitats dos triatomineos séo diversificados, indo desde tocas a ocos de
arvores para o género Panstrongylus, afloramentos rochosos e ninhos de roedores
para Triatoma e palmeiras para Rhodnius (Gaunt e Miles, 2000).

As palmeiras sao ec6topos antigos e bem definidos. A sua variabilidade
morfolégica favorece a nidificacdo e a colonizacao de diferentes mamiferos, aves,
répteis e anfibios, que podem atuar como fontes de alimento para os triatomineos
(Mascarenhas, 1991), mostrando-se como importantes ecotopos naturais (Barretto
et al., 1969; Romafna et al., 1999; Gurgel-Gongalves et al., 2004; Lima et al.,
2008). A matéria organica encontrada em sua copa, juntamente com as epifitas
gue crescem em seu redor, favorece a formagdo de um microclima importante no
estabelecimento de triatomineos do género Rhodnius, bem como a adaptacao de
diferentes espécies as palmeiras (Diotaiuti et al., 2005; Dias et al., 2008). Dessa
forma, a probabilidade de deteccdo de colbnias de triatomineos é maior quanto
maior for a quantidade de matéria organica e epifitas dispostas nas palmeiras
(Abad-Franch et al., 2010).

Na Amazobnia e em outras regides Neotropicais as palmeiras do género
Attalea sdo importantes locais de nidificacdo e refugio para as populacdes
silvestres de Rhodnius. O complexo Attalea engloba quatro géneros, Attalea,
Maximiliana, Orbignya e Scheelea, que compreendem as espécies mais
abundantes capazes de formar grandes grupos nhas areas antropizadas na
floresta. Associadas a este complexo, estdo as espécies de triatomineos R.
nasutus, R. neglectus, R. prolixus, R. robustus e R. pictipes (Romaria et al., 1999).

A distribuicdo geogréfica das espécies silvestres de Rhodnius coincide com
a das palmeiras que ocupam, ambientes que vao desde florestas umidas ou secas
até o cerrado (Barrett, 1991; Dias et al.,, 2008; Lima et al., 2008). Podem

apresentar varios graus de associacdo, dos mais estritos como R. brethesi,



infestando a espécie Leopoldina piassaba (Mascarenhas, 1991), aos mais
generalistas como R. pictipes, relatado em mais de um género de palmeira (Abad-
Franch et al., 2005). Contudo, existem excecOes quanto a esta associacdo, cComo
Rhodnius domesticus, que esta geralmente associado a bromélias e ocos de
arvores e Rhodnius paraensis encontrado em uma toca de rato-de-espinho
(Echimys chrysurus) (Gaunt e Miles, 2000) e R. nasutus formando colGnias em
oiticica, arvore tipica da caatinga (Licania rigida) (Lima e Sarquis, 2008).

As mudancas ambientais antropogénicas podem propiciar o contato das
espécies de Rhodnius abrigados em palmeiras com a populacdo humana (Abad-
Franch et al., 2005). A retirada da floresta priméaria permite a formagao de “ilhas”
de palmeiras (Miranda e Rabelo, 2006), entretanto algumas palmeiras sao
preservadas proximas as habitacbes humanas (Withlaw e Chianotis, 1978). Com a
expansao dessas espécies vegetais, as colonias de triatomineos tornam-se mais
densas, e consequentemente acarretando em maior competicdo pela fonte
sanguinea. Os insetos adultos famintos dispersam, invadindo as casas proximas,
provavelmente atraidos pela luz (Forattini, 1979; Teixeira et al., 2001). Além disso,
0 uso de produtos de palmeiras pelos moradores das areas rurais, como folhas e
estipes na construcdo de cercas e telhados de casas, favorece o transporte
passivo dos triatomineos silvestres para o ambiente doméstico (Pifano et al., 1973;
Bar e Wisnivesky-Colli, 2001).

A presenca dessas espécies vegetais serve como indicador ecoldgico de
areas de risco de transmissdo do parasita T. cruzi, por abrigarem, além dos
vetores, 0s hospedeiros que participam do ciclo silvestre de transmissdo deste
protozoario flagelado. Enfatiza-se assim a importancia desse grupo na
epidemiologia da doenca da Chagas (Romafia et al.,, 1999, 2003; Gurgel-
Goncalves et al., 2004; Abad-Franch et al., 2010).

1.5. Habito Alimentar
O interesse na determinacdo das fontes alimentares dos insetos

hematéfagos foi crescendo a medida que foram realizadas descobertas com

relagdo ao envolvimento de insetos na transmisséo de doencgas. O conhecimento



do hébito alimentar dos insetos transmissores tornou-se uma ferramenta
importante para o delineamento de estratégias de controle de varios agravos
transmitidos por estes invertebrados (Gordon et al. 1991; Ngumbi et al. 1992;
Savage, 1993). Estabelecer o padrdo alimentar dos insetos hematofagos € de
grande importéncia para o entendimento da sua biologia, além ser fundamental
para a Saude Publica (Duarte e Marzochi, 2007). No que se referem aos
triatomineos, os resultados obtidos dessas andlises contribuem de forma
significativa para a compreensdo dos possiveis reservatorios naturais que
participam do ciclo de transmissdo de T. cruzi (Gongalves et al., 2000; Freitas et
al., 2005).

1.6. Diversidade de Trypanosoma cruzi na Amazonia

Baseando-se no polimorfismo observado nos perfis eletroforéticos de seis
enzimas, Miles et al (1977; 1978) caracterizaram trés perfis de enzimas
pertencentes a grupos de parasitos (zimodema), onde o zimodema | (ZI) e
zimodema Il (Z3) estdo relacionados ao ciclo de transmissao silvestre e
zimodema Il (ZI1) com o ciclo doméstico do parasito (Miles et al., 1978).

Na Amazonia brasileira ha um predominio de T. cruzi | e do zimodema 3
(Z3) silvestres, diferente das zonas classicas de doenca de Chagas endémicas no
Brasil, onde se encontra predominio de T. cruzi Il, doméstico (Junqueira et al.,
2005).

Mais recentemente, em reunido realizada para a padronizacdo na
nomenclatura de T. cruzi, por consenso, 0 comité reconheceu que as cepas de T.
cruzi deveréo ser classificadas em seis DTUs (Discret Taxonomic Units) que foram

denominadas de T. cruzi I-VI (Zingales et al., 2009).

1.7. Aspectos Taxondmicos do género Rhodnius

O género Rhodnius participa do ciclo enzoético de T. cruzi transmitindo a

infeccdo para humanos em partes da América Central, Venezuela, Col6mbia,



Equador, Peru, Bolivia e Brasil, incluindo toda a bacia Amazobnica (Lent e
Wygodzinsky, 1979; Barrett, 1991; Carcavallo, 1998).

Barrett (1988), com base na dificuldade da identificagcdo de algumas
espécies muito semelhantes de Rhodnius, criou o complexo prolixus, no qual
foram incluidas quatro espécies: Rhodnius nasutus, Rhodnius neglectus, Rhodnius
prolixus e Rhodnius robustus. De acordo com Lent e Wygodzinsky (1979), as duas
primeiras tem distribuicdo geogréfica restrita ao territério brasileiro, com ocorréncia
nas regides nordeste e centro-oeste, respectivamente. As demais espécies, no
Brasil, ocorrem nos Estados do Amazonas, Pard, Roraima, Rondbdnia, havendo
davida quanto a definicdo da distribuicdo geografica (Dujardin et al. 1991). R.
prolixus tem sua ocorréncia assinalada também no Estado de Goias (Lent e
Wygodzinsky, 1979) e Rio de Janeiro (Pinho et al. 1998).

R. prolixus & predominantemente domestico, encontrado do norte da
América do Sul ao sul do México, e considerado vetor primario da doenca de
Chagas na Ameérica Central, Coldmbia e Venezuela. R. robustus é silvestre e sua
distribuicdo se sobrepde a de R. prolixus ao longo da América do Sul (Lent e
Wygodzinsky, 1979) (Figura 1.2).

De acordo com Lent e Wygodzinsky (1979), as caracteristicas morfolégicas
gue distinguem as espécies do complexo prolixus em dois grupos, R. nasutus/R.
neglectus e R. prolixus/R. robustus sdo os angulos antero-laterais do pronoto e
faixas escuras do lobo posterior do pronoto. Ou ainda pelo processo mediano do
pigéforo, estrutura da genitélia externa dos machos. Entretanto, tais caracteristicas
tém deixado duvidas quanto a identificacdo em nivel de espécie, 0 que motivou 0
inicio da utilizacdo de novos marcadores taxondémicos e moleculares para a

correta identificacao.



S Jorvize
N {m-ua URAS

GUATEMALA
ELSALVADOR ™! NJCARAGUA

COsTA"
| RICA

¢
ey
PANAMA ",

} coLomsia
Ll

® R. prolixus ;
* R. robustus i
B R. neglectus
A R. nasutus

SOUTH ATLANTIC/

0CEAN

Mapa: Monteiro et al., 2000.

Figura 1.2: Distribuicdo das quatro espécies que constituem o complexo prolixus.

Varios autores vém buscando através de diferentes metodologias, padroes
de diferenciacédo para os representantes do complexo prolixus. Harry (1993a, b),
Harry et al. (1992) e Solano et al. (1996) buscaram esta diferenciacdo usando
caracteres da genitalia externa e estudos isoenzimaticos, Soares et al. (1998),
pela verificacdo da diferenca no perfil das proteinas da glandula salivar e Villegas
et al. (2002) pela morfometria geométrica. Analises moleculares, como o estudo
de fragmentos de mtDNA, de citocromo b e de rRNA (Lyman et al., 1999) também

foram realizadas.

1.8. Controle Vetorial

Um dos principais programas de controle vetorial teve inicio em 1991, com
a Iniciativa do Cone Sul, voltada ao controle de Triatoma infestans abrangendo a
Argentina, Brasil, Bolivia, Chile, Paraguai, Uruguai e Peru e da América Central.
Em 1997, outro programa foi implementado o visando o controle de R. prolixus e
Triatoma dimidiata abrangendo El Salvador, Guatemala, Honduras e Nicaragua e
do Pacto Andino na Colémbia (Dias, 2007b).
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Na América do Sul, as acdes de controle voltadas para a estratégia do
monitoramento entomolégico do principal vetor T. infestans no domicilio, tiveram
um impacto expressivo na reducao da transmissao da doenca de Chagas no Brasil
(Vinhaes e Dias, 2000). Devido as medidas de controle baseadas na eliminagéo
das colbnias de triatomineos do intra e peridomicilio e avaliacdo do sangue para
transfus@es, obteve-se uma reduc¢do na incidéncia da doenca em 70% nos paises
da América do Sul (Dias e Schofield 1999, Moncayo 1999). Como consequéncia
de todas essas atividades, em junho de 2006 o Brasil recebeu o certificado de
interrupgdo da transmissdo por T. infestans. Entretanto, de acordo com o
Consenso de Chagas (2005), a vigilancia entomolégica se faz necessaria, uma
vez que as especies nativas, que tem capacidade de invasdo tendem a
domiciliacdo. Porem, ao contrario do que foi obtido para a espécie T. infestans, 0
resultado das acdes de controle das demais espécies nativas, com potencial de
invadirem e estabelecerem coldnias quando do expurgo de espécies domiciliadas,
foi menos satisfatorio, uma vez que sao encontradas no domicilio, no peridomicilio
e no ambiente silvestre, podendo ser consideradas como “candidatos vetores”, isto
€, com possibilidade de participar ativamente na transmissdo da doenca. A
presenca nos diferentes ambientes se deve ao fato da ampla valéncia ecoldgica
gue estas espécies possuem (Schofield, 1994).

Até recentemente, o impacto dos vetores silvestres e semi-silvestres tinham
sido subestimados, ou mesmo ignorados. Nos ultimos anos houve um aumento no
interesse no estudo desses triatomineos, uma vez que algumas dessas espécies
tém sido frequentemente encontradas invadindo domicilios (Dujardin et al., 1991;
Abad-Franch et al., 2005). Este comportamento é consequéncia das atividades
antropicas e a reducédo das fontes alimentares no ambiente natural, o que dificulta
as medidas de controle da doenca de Chagas a longo prazo (Vinhaes e Dias,
2000; Dias, 2007a). Autoridades de Saude Publica tém voltado sua atencéo para
esses triatomineos silvestres porque podem ser a chave da compreensdo do
processo inicial de colonizacdo das habitacGes e de recolonizacdo apés medidas

de intervencgéo de controle do vetor (Dujardin, 1991; Costa, 1999; Dias, 2007a).
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A emergéncia da doenca de chagas na Amazoénia € um desafio frente as
estratégias de controle conhecidas, uma vez que a transmissdo ocorre
principalmente por triatomineos silvestres e pela via oral. Devido a essas
peculiaridades, € necessaria a adocdo de medidas de vigilancias diferenciadas
daquelas usadas nas regides histéricamente endémicas (Silveira, 2007). Da
mesma forma, reconhece-se a falta de informagdes sobre aspectos da doenca de
Chagas voltados para a bio-ecologia das populacdes dos vetores, para 0s
parasitas envolvidos, a extensdo da doenga humana e as formas de transmissao
na area. Assim com o objetivo de prevenir o estabelecimento da transmissao
vetorial endémica da doenca de Chagas propds-se em 2004 a criagdo da
“Iniciativa dos paises Amazénicos para a Vigilancia e o Controle da Doenga de
Chagas” (AMCHA), constituida pelos paises Bolivia, Brasil, Colombia, Equador,
Franca, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela (Rojas et al., 2005).

Aliado a esses fatos a ocorréncia de casos humanos da doenca de Chagas
na Amazonia mostra o risco aumentado proporcionalmente a aproximacao, cada
vez maior entre vetores, reservatérios de tripanosomas e o homem (Coura et al.,
2002). Dessa forma a principal linha de investigacdo no presente estudo é realizar
um levantamento das espécies de triatomineos e sua distribuicdo nos ecétopos
silvestres em um municipio do Estado do Para, em uma regido ndo estudada,

contribuindo dessa forma com as acdes de vigilancia entomoldgica.
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2. Objetivo Geral

Conhecer a fauna triatominica e aspectos da eco-biologia desses insetos em
diferentes comunidades do municipio de Oriximind, Amazénia, Estado do Para.
Contribuindo com eventuais ac¢des de vigilancia e controle de potenciais vetores

de Trypanosoma cruzi na Amazonia.
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2. Objetivos Especificos

e |Investigar a ocorréncia de triatomineos em diferentes ecétopos de
comunidades do municipio de Oriximina.

e Identificar as espécies de triatomineos capturados com base na chave
dicotdbmica de Lent e Wygodzinsky (1979).

e Conhecer os eco6topos naturais de triatomineos e da fauna associada.

e Determinar a taxa de infeccdo por tripanosomatideos, pela andlise do
conteddo intestinal dos triatomineos.

¢ Identificar a fonte alimentar dos triatomineos pelo teste de ELISA.

e Avaliar o status taxonbmico de espécimes cuja identificagcdo gerou duvida,

pela técnica de PCR-Multiplex.
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3- MATERIAIS E METODOS
3.1. Area de Estudo

O municipio de Oriximina (4°45'48" latitude sul e 55°22'09" longitude oeste)
esta localizado no bioma Amazénico, a noroeste do Estado do Para, Mesorregiao
do Baixo Amazonas (Fig. 3.1). Possui area de 107.602,99 km?, a populacéo é de
aproximadamente 58.683 habitantes e dista, em linha reta, 810 Km de Belém, a
capital do Estado; por via fluvial, 1.080 Km; e por via terrestre, 4.409 Km.
(http://mww.ibge.gov.br/cidadesat/painel/painel.php?codmun=150530). Situado a
margem esquerda do rio Trombetas, € um dos municipios mais importantes da
Calha Norte, pois com a extracdo de bauxita em Porto Trombetas, torna-se um
importante poélo de extracao de minério do mundo

(http://www3.ufpa.br/projetomineracao/docs/tribut/Arg%2038 minas.pdf). Sua

altitude é de 46m acima do nivel do mar e o ponto mais alto do municipio é a serra
de Tumucumaque, com 700 m de altitude. A topografia da cidade declina no
sentido do rio Trombetas e o declive maximo (6020) é de 40 m.

O regime pluviométrico anual define uma estacéao relativamente seca, mas
o total de chuvas é suficiente para manter o periodo. Quanto a umidade relativa,
esta apresenta valores acima de 80%, em quase todos os meses do ano. A
pluviosidade aproxima-se dos 2.000 mm anuais, entretanto, € um tanto irregular
durante o ano. As estacOes chuvosas coincidem com os meses de dezembro a
junho, caracterizando o periodo de inverno e, as menos chuvosas, de julho a
novembro, o periodo de verdo. A temperatura do ar é sempre elevada, com média
anual de 25,6°C. O excedente de agua no solo, segundo o balanco hidrico,
corresponde aos meses de fevereiro a julho, com um excedente de mais de 750
mm, sendo marco o més de maior indice. A deficiéncia de agua se intensifica
entre agosto e dezembro, sendo setembro o0 més de maior caréncia, ao se
constatar em menos de 90 mm
(portal2.saude.gov.br/portal/arquivos/.../Diagnostico_Local_Oriximina-PA).

O municipio pesquisado compreende uma regido de fronteira até entdo néao
estudada. Localizado na Amazénica Oriental, apresenta diversidade da cobertura

vegetal caracteristica, 0 que propicia diversidade faunistica, fomentando
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condicOes para a ocorréncia de diferentes representantes da fauna de animais
vertebrados e invertebrados que podem servir de hospedeiros e/ ou reservatorios
do parasito T. cruzi. Dessa forma, um estudo sobre os triatomineos possibilita
conhecer os aspectos ecoldgicos desses vetores contribuindo para os servigcos de
acOes de vigilancia e controle.

O presente trabalho foi realizado em areas rurais e silvestres do municipio
abrangendo nove comunidades (Tabela 3.1). Nestas, foram identificados e
investigados 25 pontos de coletas, todos georreferenciados. As localidades
Caipuru, Estrada do Laudica, Estrada do Lixdo e Paracui sdo areas rurais
impactadas, com a presenca de algumas casas e grande parte destinada a
criacdo de gado. A comunidade do Pocéo consta de areas rurais e silvestres. As
comunidades do BEC (Batalhdo de Engenharia e Construcédo), Campos Gerais,

Campina e Sapucua séo areas silvestres (Fig. 3.2).

Tabela 3.1: Comunidades, ambientes e pontos de coleta pesquisados no
municipio de Oriximina (PA), no periodo de novembro de 2007 a novembro de
2008.

Comunidades Ambiente Pontos de coleta
Caipuru Rural 6
Estrada do Laudica Rural 1
Estrada do Lixao Rural 2
Paracui Rural 1
Pocéo Silvestre, Rural 5
Fazenda Gilberto (BEC) Silvestre 1
Campina Silvestre 1
Campos Gerais Silvestre 4
Sapucua Silvestre 4
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Figura 3.1: A - Localizagdo das nove comunidades trabalhadas no municipio de Oriximin& (PA).
B - Pontos de captura.
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Fotos: Teresa Cristina Gongalves

Figura 3.2: Diferentes tipos de ambientes pesquisados no municipio de Oriximina.

A — Ambiente rural. B — Ambiente silvestre.
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3.2. Atividades de campo
3.2.1. Ambientes e métodos de Captura

As capturas ocorreram ao longo de um ano, nas estagoes seca e chuvosa,
abrangendo os meses de novembro de 2007 e abiril, junho, agosto e novembro de
2008. Os ecotopos de busca foram escolhidos de acordo com a possivel condi¢ao
de abrigar triatomineos, tais como: palmeiras com inflorescéncias e
infrutescéncias, cujas bases das folhas permanecem aderidas ao estipe/tronco
apos a abscisao da folha e presenca de epifitas e outros tipos de vegetacao (Fig.
3.3, 3.4). Palmeiras como acai e bacaba, apesar de ndo apresentarem tais
caracteristicas, também foram pesquisadas, devido aos relatos de associacao
com a transmissao por via oral do parasito T. cruzi, pela ingestdo de sucos
(Valente et al., 1999) (Fig. 3.5).

/

Foto: Teresa Cristina Gongalves

Fig. 3.3: Palmeira de inaja com presenca de infrutescéncia (seta maior), e diferentes epifitas (setas menores),
tais como bromélias e samambaias.
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Fotos: Teresa Cristina Gongalves

Fig. 3.4: Tipos de ambientes. A - Palmeira com a base das folhas ainda presas ao estipe/tronco e a presenca
de epifitas, tais como samambaias e abiorana, B — Inflorescéncia de palmeiras.
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Fotos: Teresa Cristina Gongalves

Fig. 3.5: Aspecto geral dos cachos de frutos de palmeiras. A — Bacaba; B — Acai.

= Busca ativa
A busca ativa foi realizada em locais passiveis de colonizacdo por estes

insetos, tais como casca de arvores, afloramentos rochosos, bromélias (Fig.
3.6A), inflorescéncias, folhas e espatas de palmeiras, e ninhos de animais. As

buscas eram feitas entre 30 minutos e 1 hora com auxilio de pincas e sem 0 uso

de desalojante.

= Busca passiva
A busca passiva foi feita utilizando-se armadilhas descritas por Noireau et

al., (1999). Estas sdo constituidas de um recipiente plastico, cilindrico, fechados
com tampa telada envolto por fita adesiva de dupla face contendo isca animal viva

(pinto com até uma semana) e devidamente identificada (Fig. 3.6B). O numero de
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armadilhas utilizadas por ecotopo investigado variou de uma a cinco dependendo
da &rea do mesmo e consequentemente de possiveis refugios para triatomineos.
As armadilhas permaneceram do periodo vespertino ao matutino totalizando, em
média, uma faixa de 8 horas. Esse horério foi escolhido com o intuito de evitar o
calor excessivo do meio-dia e de ser o de maior atividade dos triatomineos. O
trabalho foi realizado em areas das comunidades em diferentes tipos de eco6topos,
como palmeiras, vegetacdo associada, troncos, ocos de arvores, tocas de animais
e afloramentos rochosos. Nas palmeiras as armadilhas foram dispostas no angulo
formado pelas folhas e o estipe e entre as plantas que crescem no seu entorno e
gue formam a vegetacao associada.

Os espécimes de triatomineos coletados foram mantidos em tubos Falcon
de 50ml contendo papel de filtro e identificados com o nimero da armadilha.

Foto: Teresa Cristina Gongalves

Foto: Anthony Guimarées

Figura 3.6: A — Busca ativa, disseccdo de bromélia. B — Armadilha de Noireau.
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Todos os seres vivos encontrados aderidos a fita dupla foram considerados

como fauna associada aos triatomineos.

3.2.2. Levantamento de saberes sobre a ocorréncia do inseto barbeiro

Foi feito um levantamento junto a Secretaria Municipal de Saude a respeito
da ocorréncia de casos de doenca de Chagas no municipio, assim como
notificacoes sobre a presenca desses insetos.

Ao longo do trabalho, foi questionado aos moradores, cujas casas
encontravam-se nos locais pesquisados, aos moradores da sede do municipio,
bem como os manipuladores de acai, registrados pela Vigilancia Sanitaria no
municipio de Oriximind, sobre o conhecimento do inseto barbeiro. Nesta
investigacdo foram utilizadas, como material didatico, placas de Petri com todas
as fases de desenvolvimento dos triatomineos (Fig. 3.7).

Foto: Catarina Macedo

Figura 3.7: Material didatico apresentado a comunidade. Placa de Petri com as formas jovens e
adulto do triatomineo.
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3.3. Atividades de Laboratorio
3.3.1. Identificacdo dos espécimes

Os espécimes coletados foram identificados, utilizando-se a chave
dicotbmica segundo Lent e Wygodzinsky (1979). Parte do material foi alfinetada e
mantida no Setor de Entomologia Médica e Forense do Laboratério de
Transmissores de Leishmanioses, e parte destinada ao estabelecimento das

colbénias e demais estudos.

3.3.2. Estabelecimento e manutencéo das coldnias

Conforme os espécimes iam sendo identificados, aqueles pertencentes as
mesmas espécies eram acondicionados em frascos, separados por localidade de
coleta para a formacéo das colbnias. Estas estdao sendo mantidas em laboratorio
a uma temperatura media de 25°C, umidade relativa de 65% e alimentadas

semanalmente em camundongos sui¢cos (Mus musculus).

3.3.3. Identificacdo da presenca de infec¢céo por tripanosomas, isolamento e
manutencdo em meio de cultura

Os espécimes vivos recém-chegados do campo foram mantidos em
posicao vertical em tubos Eppendorf estéreis por aproximadamente 4h para a
coleta de fezes e urina, na tentativa de averiguar ndo somente a presenca de
infeccdo por tripanosomatideos, mas também isolar o parasito em meio de
cultura. Nao havendo sucesso com esse método, foi feita a compressao
abdominal e o material (fezes e/ou urina) observado entre lamina e laminula ao
microscopio oOptico. Os espécimes mortos foram dissecados em condices
estéreis, para a retirada do tubo digestivo. Este foi macerado em 500uL de
solugao salina e 500uL de fluorocitosina e semeados em meio de cultura. A
identificacdo da presenca de parasitos foi feita diretamente pela observacdo de
ambos os materiais entre lamina e laminula ao microscopio optico. As amostras
obtidas foram mantidas em meio NNN (Novy e MacNeal, 1904; Nicolle, 1908)
acrescidos de 4ml de LIT (Liver Infusion Tryptose) (Camargo, 1964) como fase

liquida, suplementado com 20% de soro fetal bovino. Tao logo a cultura atingisse
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a média de 5 parasitos por campo, o material era considerado bom para ser
criopreservado.
As amostras foram identificadas com as iniciais do nhome do Municipio

(Orix), seguida de uma numeragao crescente.

3.3.4. Tipagem molecular da cepaisolada

Cerca de 50ng de DNA genbmico do isolado Orix 1, recém cultivado a partir
de material criopreservado, foi submetido a amplificacdo de parte da regido
intergénica do gene de mini-exon, segundo protocolo de Souto et al. (1996).
Foram utilizados DNA gendmico dos clones Dm 28c (T. cruzi I), CL Brener (T.
cruzi 1), e da cepa 3663 (ZIll) e Trypanosoma rangeli como controles. A
visualizacdo do produto da amplificacéo foi realizada por eletroforese em gel de
agarose a 2%, submetido a coloracao por brometo de etidio.

3.3.5. Identificac&o de fonte alimentar

A fonte alimentar dos triatomineos foi identificada utilizando o teste de
Imunofluorescéncia Indireta, ELISA (Burkot et al., 1981) modificado por Duarte e
Marzochi (1997).

As fezes e urina de 39 triatomineos, colhidas através da compresséo
abdominal, foram diluidas em 50ul de PBS (pH 7,2 a 0,01M) e mantidas em tubos
Eppendorf. Os papéis de filtro que forravam 15 frascos de transporte contendo ao
todo 79 triatomineos foram separados e armazenados em tubos Falcon. Ambos
foram mantidos em freezer -20°C. Posteriormente, os papéis de filtro de cada
frasco foram eluidos em 50ul de PBS durante 12 horas, e centrifugados obtendo-
se assim as amostras. Dessa forma, um total de 54 amostras foram preparadas.

Para a realizacao dos testes, foram utilizados os antissoros dos possiveis
vertebrados, incluindo o homem, e invertebrados, que podem estar atuando como
fontes alimentares nas localidades estudadas. Assim, optou-se pelos seguintes:
ave (Gallus gallus), cabra (Capra aegagrus), cavalo (Eqqus caballus), cdo (Canis

familiaris), gamba (Didelphis marsupialis), gato (Felis domesticus), humano (Homo
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sapiens), réptil (Tupinambis marianae), roedor (Rattus norvegicus), tatu (Dasypus
novemcinctus) e hemolinfa de barata (Blatella germanica).

A preparacao dos anti-soros e a avaliacao de sua titulacéo e especificidade
foram feitas de acordo com Siqueira (1960). A titulagdo dos anti-soros foi: ave
(1:20.000), barata (1:13.000), boi/cabra (1:15.000), cédo (1:15.000), gambé
(1:15.000), gato (1:12.000), humano (1:15.000), lagarto (1:14.000) e roedor
(1:127.000). Os soros normais e anti-soros utilizados foram cedidos pelo
Laboratorio de Biologia Epidemioldgica — Escola Nacional de Saude Publica
(ENSP).

3.3.5.1. Sensibilizacdo das placas

As amostras foram diluidas em Tampao Carbonato-Bicarbonato a 1:20 e
distribuidas na quantidade de 50ul na placa de poliestireno de 96 pocos. Cada
linha da placa de poliestireno correspondia a uma amostra. As placas

permaneceram em camara umida por duas horas em estufa a 37° C.

3.3.5.2. Adicédo dos antissoros

Dando prosseguimento, as placas foram retiradas da estufa e lavadas com
PBS — Tween 20 a 0,05%. Os anti-soros foram diluidos a 1:2000 no Tampéao de
Diluicdo (PBS — Tween 20 acrescido de leite em p6 desnatado a 1%) e 100 pl de
cada foi adicionado, de maneira que todos os anti-soros interagissem com todas
as amostras. As placas entdo sofrem nova incubacédo, sendo esta por 30 minutos

na estufa a 37° C e lavadas como descrito anteriormente.

3.3.5.3. Adicédo do Conjugado

Em seguida, foi adicionado em todos os pog¢os 100 ul do conjugado (IgG de
cabra anti Ig total de coelho conjugada a peroxidase — Sigma Chemical USA)
diluido em PBS — Tween 20 a 1:20000. O material foi novamente incubado a 37° C

por 30 minutos e posteriormente lavado.
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3.3.5.4. Revelacao do Teste

Em cada poco foram colocados 100 pul de Tampao de Revelagao, que
consiste em 25ml de Tampao citrato-fosfato, 10 pl de peréxido de hidrogénio 30
volumes e 10 mg de OPD — Orthofenile di-amine, Sigma Chemical USA. As placas
foram submetidas a um periodo de incubacdo de 15 minutos em temperatura
ambiente. Com a finalidade de bloquear a reacdo, foram usados 50 pl de uma

solucéo de acido sulfurico 1N.

3.3.5.5. Interpretacao dos resultados

A interpretag&o dos resultados foi feita em leitora de microplacas utilizando-
se filtros de 490 e 630nm.

Foram consideradas como positivas aquelas amostras em que os valores
de absorbéancia foram superiores aos valores de cut-off. Estes foram calculados a
partir dos controles negativos somados a trés desvios padrdo. Como controles
positivos, foram usados os soros das fontes alimentares pesquisadas. Espera-se

gue os controles positivos tenham leituras de absorbancia superiores a 1,0.

3.3.6. Caracterizacdo molecular de triatomineos

Esta analise foi realizada utilizando a técnica de PCR-Multiplex de acordo
com Pavan e Monteiro (2007).

Os 21 espécimes analisados foram obtidos das localidades do Caipuru e

Pocéo todos na fase de quinto estadio e adulto.

3.3.6.1. Extracdo do DNA

A extracdo de DNA foi feita através do protocolo de Collins (1987). Um par
de patas de cada triatomineo foi retirado, transferido para tubos Eppendorf de
1,5ml e imerso em nitrogénio liquido até o seu congelamento. O material foi
macerado com o auxilio de ponteiras plasticas e, posteriormente, adicionada 50 pl
uma solucédo de NaCl a 0,08M, sacarose a 0,16M, EDTA a 0,06M, SDS a 0,5%,
Tris-HCI a 0,1M, em pH 8,6. O homogenato foi incubado a 65°C por 30 minutos.

Acetato de potédssio a 8M foi adicionado para uma concentracdo final de 1M e,
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apos a incubacédo, deixado por 30 minutos a 4°C, centrifugado em temperatura
ambiente por 10 minutos a 12.000g. Em seguida, o sobrenadante foi removido
para outro tubo com adicdo de 100 uyl de etanol a 95%, sendo entdo novamente
centrifugado a 12.000g por 10 minutos. Ap6s o descarte do sobrenadante o pellet
foi lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em 16 pl de Tris 10mM, EDTA a
1mM, em pH 8.

3.3.6.2. Tipagem molecular - PCR-Multiplex

Parte do gene mitocondrial citocromo b, foi amplificado pela técnica de
PCR, para a identificacdo dos triatomineos. Foram utilizados como primers quatro
oligonucleotideos, a sequéncia direta, universal: 5 — TTTGCTCTTCACTTCCTC —
3, e outras trés para a identificacdo das espécies: 5 -
GGRATAAAGTTTTCTGGATC - 3 (R. robustus II-IV), 5 —
ATATCATTCTGGCTGGATA — 3’ (R. prolixus) e 5 — CCATTGCAGCAACCCCC -
3’ (R. robustus I). Os fragmentos obtidos foram 239 pares de bases (pb) para R.
robustus 1I-1V, 285pb para R. prolixus e 349pb para R. robustus I. As reacdes
foram processadas em termociclador programado para um passo de desnaturacao
a 96°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 48°C por 45

segundos e 72°C por 45 segundos e por fim 10 minutos de extensao final a 72°C.

3.3.6.3. Eletroforese

Os produtos da reacdo de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% em TBE 0,5X, corado com brometo de etidio. As amplificacdes
foram visualizadas sob luz ultravioleta, fotografadas e comparadas com os

padrdes de peso molecular.

3.3.6. Identificac&o das Palmeiras
As palmeiras foram identificadas pela chave dicotbmica de Miranda e
Rabelo (2006).
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3.3.7. Analise Estatistica

Para comparar as distribuicdes de triatomineos entre as diferentes
comunidades pesquisadas e os ecoétopos foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis utilizando o programa GraphPad InStat v.3.05 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) assim como o teste chi-quadrado (y?). Valores

foram considerados significativos com p< 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. Captura dos triatomineos

Para a realizacdo deste estudo foram empregados dois métodos de
captura, busca ativa e busca passiva, entretanto somente através da busca
passiva foi possivel a captura de triatomineos. Das 1.496 armadilhas dispostas
nas nove comunidades, 197 foram positivas para a presenca de triatomineos (Fig.
4.1). Em todas as comunidades pesquisadas registrou-se a presenca de
triatomineos aderidos as armadilhas, exceto na comunidade de Estrada do
Laudica, onde nenhum triatomineo foi capturado. As diferencas no namero de
armadilhas positivas e insetos capturados entre as comunidades n&o foram
significativas (Kruskal-Wallis p> 0.05) (Tabela 4.1).

Fotos: Teresa Cristina Gongalves

Figura 4.1: Aspecto geral da armadilha de Noireau evidenciando a captura de espécimes de
Rhodnius pictipes e fauna associada (seta).
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Tabela 4.1: Numero de armadilhas, ecétopos e insetos capturados nas

comunidades investigadas no municipio de Oriximina, Estado do Par4, Brasil.

_ Armadilhas Ecotopos Insetos
Comunidades - — - -
Quantidade Positivas % Investigados Positivos % capturados
Caipuru 561 103 18 157 53 34 243
Campina 32 4 12 32 4 12 9
Campos Gerais 199 2 1 62 2 2
Estrada do BEC 37 2 5 37 2 3
Estrada do Laudica 52 0 0 13 0 0 0
Estrada do Lix&o 51 2 4 22 1 4 1
Paracui 30 1 3 10 1 10 1
Pocéo 382 75 20 145 46 30 166
Sapucua 152 8 5 107 8 7 17
Total 1496 197 13 585 117 20 442

Nestas comunidades foram pesquisados 24 tipos de ecotopos, dos quais 16
estavam negativos para a presenca de triatomineos e 8 estavam positivos. Sao
eles: inaja (Attalea marita), mucaja (Acrocomia sclerocarpa), murumuru
(Astrocaryum murumuru), tucuma (Astrocaryum aculeatum), pataua (Oenocarpus
bataua). Quanto a vegetacdo associada, estes insetos foram encontrados nas
bromélias (Bromelia sp) epifitas de mucaja e inaja e nas abioranas (Lucuma
lasiocarpa), neste caso mais ecléticas, ndo somente restrito a palmeiras (Fig. 4.2
a 4.8, Tabela 4.2).

Um total de 585 eco6topos estava distribuido entre os 24 tipos supracitados,
sendo que 318 localizados na area silvestre e 267 na area rural. A presenca de
triatomineos foi assinalada em 117 ecoétopos, resultando na captura de 442
espécimes, 153 Rhodnius pictipes e 289 Rhodnius robustus (Tabela 4.2).

A palmeira de inaja foi o ecétopo mais pesquisado (366) por ser o de maior
ocorréncia nas comunidades estudadas. Nestes, foram capturados 268
R. robustus e 44 R. pictipes, evidenciando diferenca significativa (P< 0,0001)
guanto a associacdo desses insetos com esse ecoOtopo. Para os demais, nao
houve diferenca significativa quanto a incidéncia das espécies. Nas palmeiras de

pataua, nas bromélias associadas ao mucaja e nas abioranas observou-se
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somente a presenca de R. pictipes, enquanto que na palmeira de tucuma apenas
R. robustus (Tabela 4.2). Entretanto, em trés palmeiras de inaja e em uma
bromélia epifita de inaja foram encontradas as duas espécies concomitantemente
(Fig. 4.8).

Figura 4.2: Triatomineos capturados mo municipio de Oriximina (PA).
A — R. pictipes. B — R. robustus.
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Fotos: Teresa Cristina Gongalves

Figura 4.3: Aspecto geral da palmeira inaja (Attalea marita), com detalhe da vegetagéo associada.
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Fotos: Teresa Cristina Gongalves

Figura 4.4: Aspecto geral da palmeira de mucaja (Acrocomia aculeata), com detalhe da vegeta¢éo associada.
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Fotos: Teresa Cristina Gongalves

Figura 4.5: Aspecto geral da palmeira de murumuru (Astrocaryum murumuru), com detalhe da copa e do fruto.
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Fotos: Teresa Cristina Gongalves

Figura 4.6: Aspecto geral da palmeira de tucuma (Astrocaryum aculeatum), com detalhe da copa, com cacho de
fruto (seta) e do fruto.
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Fotos: Teresa Cristina Gongalves

lias epiftas Bromelia sp.

é

Figura 4.7: Aspecto geral da palmeira de mucaji (Acrocomia aculeata), com brom
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Foto: Teresa Cristina Gongalves

Figura 4.8: Aspecto geral da palmeira de inaja (Attalea marita), com abiorana (Lucumalasiocarpa) (seta).
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Tabela 4.2: Eco6topos investigados e espécimes de Rhodnius capturados, no

municipio de Oriximin4, Estado do Par4, Brasil.

NuUmero de ec6topos NUmero de espécimes
Tipos de ecotopos Investigados Positivos R. robustus R. pictipes Total de insetos
Palmeiras
Acai (Euterpe oleracea) 27
Bacaba (Oenocarpus bacaba) 9 0
Buriti (Mauritia flexuosa) 5 0 0 0
*Inaja (Attalea marita) 366 87 268 44 312
Mucaja (Acrocomia aculeata) 2 1 0 29 29
Mumbaca (Astrocaryum gynacathum) 1 0 0 0 0
Murumuru (Astrocaryum murumuru) 24 5 5 28 33
Pajura (Couepia bracteosa) 4 0 0
Pataua (Oenocarpus bataua) 24 4 0 9
Tucuma (Astrocaryum aculeatum) 10 1 1
Outros
Abacatirana (Ocotea costulata) 1 0 0 0
Abiorama (Lucuma lasiocarpa) 0
Apuizeiro (Ficus sp) 0 0
*Bromélia/ Inaja 25 12 15 13 28
Bromélia/ Mucaja 16 6 0 22 22
Buraco no solo 0 0 0 0
Castanheira 0 0 0 0
Oco de arvore 19 0 0 0 0
Pedra 19 0 0 0 0
Raiz 1 0 0 0 0
Sob a casca 1 0 0 0 0
Tapereba (Spondias mombin) 1 0 0 0 0
Timborana (Piptadenia suaveolens) 1 0 0 0 0
Toca 10 0 0 0 0
Tronco 5 0 0 0 0
Total 585 117 289 153 442

* Nestes ec6topos foram encontradas infesta¢des mistas, sendo duas palmeiras de inaja e uma

bromélia associada ao inaja.
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Nos ambientes silvestres, 7 (6%) ecoOtopos estavam positivos para
R. robustus e 36 (30%) para R. pictipes, enquanto que nos ambiente rurais 68
(57%) ecoétopos estavam infestados com R. robustus e 8 (7%) com R. pictipes
(Fig. 4.9).

Quanto ao numero de triatomineos capturados, 21 R. robustus e 136
R. pictipes foram encontrados nos ambientes silvestres e 268 R. robustus e 17

R. pictipes nos ambientes rurais (Fig. 4.10).

Foto: Teresa Cristina Gongalves

Figura 4.9: Armadilha de Noireau positiva para duas espécies de triatomineos. Rhodnius pictipes (seta menor) e
Rhodnius robustus (seta maior).

40



Considerando-se 0 numero de ecoétopos infestados entre os ambientes
silvestre e rural, e a variagdo na incidéncia das espécies encontradas nos

mesmos, a analise estatistica dos dados pelo teste qui-quadrado foi significante.

R.robustus

M Rural

M Silvestre

R. pictipes

Figura 4.10: Numero de ecétopos infestados por Rhodnius robustus e Rhodnius pictipes no
ambiente rural e silvestre, em nove comunidades do municipio de Oriximina (PA).

R. robustus

. M Rural

u Silvestre

R. pictipes
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Figura 4.11: Nimero de espécimes de Rhodnius robustus e Rhodnius pictipes capturados no
ambiente silvestre e rural de nove comunidades do municipio de Oriximina (PA).
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Dos 442 insetos capturados, 430 eram ninfas e 12 adultos. Das ninfas, 281
pertenciam a espécie R. robustus e 149 a R. pictipes, e dos adultos 8 eram
R. robustus e 4 R. pictipes. Quanto aos tipos de ambientes, no silvestre R.
robustus apresentou apenas os estadios ninfais, enquanto R. pictipes foi
representado por formas jovens e adultas. No ambiente rural observou-se o
inverso, ou seja, R. robustus foi encontrado em todas as fases de

desenvolvimento e R. pictipes somente na fase ninfal (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Espécimes de Rhodnius capturados nos diferentes ecotopos de

acordo com as fases de desenvolvimento.

Ecoétopos
Fases_de Abiorama  Bromélia/lnaja  Bromélia/Mucaja Inaja Mucaja  Murumuru Pataua  Tucuma
desenvolvimento

Rr Rp Rr Rp Rr Rp Rr Rp Rr Rp Rr  Rp Rr Rp Rr Rp

1° 0 1 6 4 0 5 63 17 0 2 1 3 0 3 0 O
2° 0 2 5 1 0 4 62 4 0 5 1 4 0 2 0 O
3° 0 1 2 4 0 6 72 6 0 6 1 7 0 1 0 O
4° 0 2 0 2 0 5 41 9 0 12 1 2 0 1 1 0
5° 0 1 1 2 0 2 23 7 0 4 1 10 0 2 0 O
M 0 0 0 0 0 0 5 0 0 O 0 2 0 O 0 O

F 0 1 1 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0

4.2. Avaliacdo dainfeccéao por tripanosomatideos

Dos 442 insetos capturados, 172 (38,9%) foram analisados para investigar
a presenca de infeccdo por tripanosomatideo. Desses, 30 estavam positivos
representando uma taxa de infec¢ao natural de 17,4%.

Nos demais espécimes nao foi possivel realizar a andlise devido ao tempo
gue os insetos demoraram a ser analisados, uma vez que esta era processada no
Setor de Entomologia Médica e Forense do Laboratorio de Transmissores de
Leishmanioses do Instituto Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro. Assim, a maioria dos
insetos chegou ao laboratorio morto e/ou com estado nutricional debilitado, néo
havendo praticamente nenhum conteddo estomacal para prosseguir com a

andlise.
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Dos insetos analisados foi obtido um isolado de tripanosomatideo Orix 1,

classificado como T. cruzi Z3 pela técnica de PCR (Figura 4.11).

Figura 4.12: Caracterizacdo molecular do isolado Orix 1 através da analise do segmento do
espacador ndo-transcrito do gene de mini-exon por eletroforese em gel de agarose a 2% e corado
com brometo de etideo. PM — Peso molecular (50pb), 1 — amostra controle de T. cruzi | (Dm28c), 2
— amostra controle de T. cruzi Il (CL Brener), 3 — amostra controle de T. rangeli, 4 — amostra

controle de Z3 (3663), 5 — Orix 1 e 6 — controle negativo.

4.3. Identificacdo das fontes de alimentacao

Das 54 amostras analisadas, 20 (37%) foram reativas para 0s seguintes
anti-soros: 9 (45%) ave, 2 (10%) cavalo, 5 (25%) hemolinfa, 2 (10%) ave/ roedor e
2 (10%) cavalo/hemolinfa. As 34 amostras restantes nao reagiram com nenhum
dos anti-soros testados (Tabela 4.4). Os anti-soros cabra, cdo, gamba, gato,
humano, réptil e tatu ndo reagiram.

R. robustus reagiu para ave, cavalo, hemolinfa e cavalo/hemolinfa,
enquanto que R. pictipes reagiu para cavalo, hemolinfa, ave/roedor e

cavalo/hemolinfa (Tabela 4.4).

43



Tabela 4.4: Identificacdo das fontes alimentares pelo teste de ELISA dos
espécimes de Rhodnius robustus e Rhodnius pictipes, capturados no municipio de
Oriximin& (PA).

Fonte Alimentar

Espécie ave cavalo hemolinfa ave/roedor cavalo/hemolinfa n&o reagiu total
R. robustus 9 1 1 0 1 21 33
R. pictipes 0 1 4 2 1 13 21
Total 9 2 5 2 2 34 54

Observou-se que as amostras oriundas do ambiente silvestre reagiram para
0os anti-soros de hemolinfa, ave/roedor e cavalo/hemolinfa. As amostras do
ambiente rural foram reagentes para ave, cavalo, hemolinfa e cavalo/ hemolinfa
(Tabela 4.5).

Tabela 4.5: Identificacdo das fontes alimentares pelo teste de ELISA dos

espécimes capturados nos ecotopos silvestre e rural do municipio de Oriximina
(PA).

Fonte Alimentar
Ambiente ave cavalo hemolinfa  ave/roedor cavalo/hemolinfa nao reagiu total

Silvestre 0 0 4 2 1 10 17
Rural 9 2 1 0 1 24 37
Total 9 2 5 2 2 34 54

4.4. Fauna Associada

Nas buscas passivas realizadas em todas as comunidades pesquisadas,
exceto Estrada do Laudica, foi registrada a ocorréncia de fauna associada de
invertebrados e vertebrados, aderida a fita adesiva das armadilhas. Entre os
invertebrados encontravam-se representantes do Filo Arthropoda: Classe
Arachnida ordens Aranae, Acarina e Opilionida, da Classe Hexapoda ordens
Dyctioptera, Coleoptera, Hetemiptera, Isoptera, Dermaptera, Hymenoptera,
Diptera e Orthoptera, da Classe Diplopoda e do Filo Mollusca: Classe Gastropoda.

Entre os vertebrados pequenos lacertideos (Figura 4.2).
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Foto: Cicero Mello

Fotos: Catarina Macedo

Fig. 4.13: Diferentes tipos de fauna associada, capturados na armadilha de Noireau. A — Lagarto. B — Opilido.
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4.5. Caracterizacdo Morfologica

Os espécimes adultos capturados foram identificados como R. pictipes e
R. robustus com base nas caracteristicas morfolégicas de acordo com Lent e
Wygodzinsky (1979). Entretanto, ao observar as ninfas de 4° e 5% estadio verificou-

se uma diferenca no padrdo croméatico. Estas ninfas apresentavam as tibias de

coloragéo parda uniforme, semelhante a do fémur, diferente do padrdo comum a
R. robustus (Fig. 4.13).

Figura 4.14: Aspecto cromatico de Rhodnius robustus. A — Aspecto geral da ninfa de 5° estadio capturada no

municipio de Oriximina (PA); B — Aspecto geral da ninfa de 5° estadio capturada em Rondénia. Escala = 1mm.
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4.6. Caracterizacéo Molecular

Visando confirmar a identificacdo dos espécimes de R. robustus foi feita a
caracterizacdo molecular pela técnica de PCR Multiplex, de triatomineos
capturados nas comunidades do Caipuru e Poc&o. Nas 21 amostras analisadas foi
possivel observar a amplificagdo de um fragmento do gene de citocromo b, de 239
pb que se refere ao grupo R. robustus II-1V (Fig. 4.14).

Caipuru

R. robustus |

R. robustus II-IV
_—
J—

Controle
negativo
R. prolixus

PM

1
2
3

400pb
300pb
200pb
100pb

Caipuru Pogdo

R. robustus II-IV

Controle
negativo

R. prolixus
R. robustus |

PM

400pb
300pb
200pb
100pb

Figura 4.15: PCR Multiplex — produtos da PCR discriminados em gel de agarose 1.5 % corado com brometo de etidio.
PM = peso molecular 100 bp, R. prolixus (285bp), R. robustus | (349bp), R. robustus II-IV (239bp). Amostras de 1 a
13 procedentes da comunidade do Caipuru e 14 a 21 da comunidade do Poc¢éo do municipio de Oriximina (PA).
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4.7. Levantamento de saberes sobre a ocorréncia do inseto barbeiro no
municipio de Oriximina

Nas visitas domiciliares para investigar o conhecimento dos moradores
sobre o inseto barbeiro, utilizou-se um material didatico constituido de uma placa
de Petri com todas as fases de desenvolvimento.

Das casas visitadas uma encontrava-se na estrada do BEC, duas no
Pocao, seis no Sapucud e uma na Estrada do Lixdo. Em todas os moradores
afirmaram conhecer o inseto barbeiro.

Entre os nove manipuladores de acai registrados pela Vigilancia Sanitéaria,
todos processavam o fruto no quintal de suas casas, localizadas em diferentes
bairros da sede do municipio. Conhecendo o procedimento para o preparo da
polpa, questionou-se sobre a presenca do inseto, e todos foram unanimes em
dizer que apesar de conhecerem o inseto, 0 mesmo havia sido encontrado durante
o procedimento de extracdo da polpa.

Como medida de prevencao, uma palestra sobre os aspectos da biologia do
triatomineos foi ministrada para aos manipuladores de acai, com distribuicdo de
encarte educativo ilustrado e placa com o ciclo do inseto. Dos oito convidados

cinco estiveram presentes.
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5. Discusséao

Por longo periodo de tempo a regido Amazébnica ficou a margem dos
estudos sobre a ocorréncia de triatomineos, uma vez que o ciclo do parasito
T. cruzi era até entdo enzodtico (Coura et al., 1994a). Os reservatorios, vetores e
ciclos enzooticos silvestres da infec¢cdo encontram-se naturalmente estabelecidos
na regiao, tendo sido alvo de inUmeros estudos que sempre registraram 0s riscos
potenciais da doengca em humanos (Miles et al., 1981a, b, 1983; Valente et al.,
1999; Coura et al., 2002; Pinto et al., 2008).

O primeiro surto de doenca de Chagas na Amazonia Brasileira foi descrito
na cidade de Belém (PA) (Shaw et al., 1969). A partir de entdo, varios casos
esporadicos, foram relatados provavelmente por transmisséo oral ou pelo contato
acidental com os triatomineos infectados (Coura et al., 1994a).

De acordo com Pinto et al. (2008), dentre os municipios circunvizinhos
apenas Santarém apresenta casos da doenca. Este fato chama atencéo para a
necessidade de uma vigilancia epidemiolégica devido a intensa migracao intra-
regional temporaria entre os dois municipios. Na regido Amazoénica o0 primeiro
caso agudo foi descrito por Floch e Tasque (1941) e na Guiana Francesa por
Floch e Camain (1948). Recentemente, Coura e Dias (2009) relacionaram outros
casos de doenca de Chagas na Amazbnia. Esses dados evidenciam a
necessidade de um estado de vigilancia entomoldgica constante na regido. A
pesquisa sobre a fauna triatominica em Oriximina tem sua importancia na medida
em que nao existem dados na literatura sobre estudos com esta abordagem neste
municipio.

Das nove comunidades investigadas, apenas na Estrada do Laudica, todas
as armadilhas foram negativas para a presenca de triatomineos e de fauna
associada. Esta comunidade apresenta numero reduzido de palmeiras e outros
ecétopos, 0 que corrobora a afirmacdo de Abad-Franch et al. (2010) quando
menciona que em areas intensamente perturbadas as colénias de triatomineos
tendem a tornarem-se raras.

A escolha do ambiente silvestre e rural para a investigacdo da fauna

triatominica, foi reforcada pela inexisténcia de notificacdes de triatomineos e de
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casos de doenca de Chagas conforme obtido na Secretaria de Saude do
municipio. Além disso, o estudo dos triatomineos em seus ecotopos silvestres
possibilita a introducdo de novos conceitos com relacdo a distribuicdo espacial das
espécies locais e 0s potenciais riscos epidemiolégicos que representam para a
populacdo humana préxima as areas pesquisadas (Romafa et al., 1999).

O ecletismo de R. robustus e R. pictipes quanto aos ec6topos naturais
relatado por Miles et al. (1983) e Abad-Franch et al. (2005) foi confirmado apenas
para R. pictipes, encontrado em quatro espécies de palmeira (inaja, mucaja,
murumuru e pataua) e em dois tipos de vegetacdo associada (abioramas,
bromélias). Para R. robustus esta caracteristica ndo foi tdo marcante, por estar
mais associado a palmeira de inaja, e em nUumero pouco expressivo em
murumuru, tucuma e bromeélia em inaja.

E conhecido na literatura que as atividades humanas podem alterar a
dinamica das populacdes de triatomineos (Barreto, 1976, Abad-Franch et al.,
2005; Aguilar et al., 2007). A distribuicdo dos triatomineos encontrados sugere que
as mudancas provocadas pela acdo humana tém impacto diferente sobre essas
duas espécies. Sendo a tendéncia para R. robustus ocupar principalmente as
areas abertas e rurais, tornando-se abundantes, enquanto R. pictipes demonstrou-
se mais associado a ambientes silvestres e fragmentos de mata, como relatado
por Fé et al. (2009a).

A densidade das palmeiras de inaja pode estar sendo influenciada por
varios fatores, dentre os quais cita-se a fragmentacdo da floresta, estudada por
Scariot (2001) na Amazodnia Central, onde foi observado que a acdo antrdpica
influencia diretamente na distribuicdo dessas palmeiras. Como demonstram ser
resistentes a desmatamentos e queimadas sobrevivem nas éareas abertas
passando a exercer dominancia sobre as outras espécies, formando grupos quase
homogéneos de palmeiras (Miranda e Rabelo, 2006).

Acredita-se que a existéncia de grupos de palmeiras de inaja no ambiente
rural favoreca o crescimento das popula¢gdes de R. robustus, tornando por isso, a
fauna desses triatomineos mais expressiva do que na area silvestre, onde a

densidade dessas palmeiras é baixa (Henderson, 1993). E por serem locais
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preparados para a criacdo de gado, o homem ndo somente se insere como
também propicia outras fontes de alimentacéo (Rojas et al., 2005).

No presente trabalho, ambas as espécies de triatomineos foram
encontradas concomitantemente em trés palmeiras de inaja e uma bromélia,
confirmando Miles et al. (1983) sobre a dificuldade em se distinguir os nichos
ocupados por R. pictipes e por R. robustus, uma vez que ambos podem ocupar as
mesmas palmeiras.

Entre os ec6topos negativos destaca-se a palmeira de acai e de bacaba,
gue ndo apresentam uma arquitetura favoravel ao aciimulo de matéria organica e
consequentemente o crescimento de vegetacdo associada, necessarios para a
formacéo de microhabitat adequado ao abrigo de hospedeiros/ reservatérios de T.
cruzi e de triatomineos, e dessa forma a colonizagcédo desses ecotopos (Lorenzo et
al., 2003; Diotaiuti et al., 2005; Dias et al., 2008).

O consumo do suco do acai vem sendo associado com 0s casos de
transmissao oral de T. cruzi na Amazonia (Valente et al., 1999; SVS, 2008;
Valente, 2008) e especula-se que os frutos possam vir do campo misturado com
triatomineos ou estes podem ser atraidos pela luz no momento do preparo dos
sucos contaminando-os (Valente et al., 2009). No momento da colheita o coletor
gue se desloca até o topo para alcancar o cacho da fruta, deixa no solo o paneiro
ou um saco para o acondicionamento dos cachos que serdo levados até os
manipuladores, para o processamento. Tendo em vista a flexibilidade do tronco
desta palmeira, no ato da subida, a copa bate nas vegetacdes mais proximas
(palmeiras, vegetacdo associada, bromélias) como se estivesse varrendo.
Acredita-se que esta movimentacdo seja suficiente para deslocar alguns
triatomineos em outras palmeiras ao redor que podem vir a cair nos recipientes
acima mencionados.

Da mesma forma, frutos de palmeiras comestiveis como pataud, buriti e
bacaba (Ferreira, 2005) também podem estar relacionados ao mecanismo de
transmissao oral, que hoje significa uma importante via geradora de morbidade e
mortalidade através das formas agudas (Pérez-Gutiérrez et al., 2006). Outra via de

contaminacao pode ser pelo manuseio e retirada desses frutos. Como estdao em
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forma de cacho, ficam muito proximos ao estipe da palmeira onde podem estar
abrigados triatomineos, assim, durante o manuseio para a retirada dos frutos
deve-se ter cuidado uma vez que havendo colbnia de triatomineos pode ocorrer a
contaminacao da ferramenta utilizada.

Neste estudo destaca-se ndo apenas a importancia epidemiolégica como
ecotopos de risco as palmeiras Attalea maripa (inajd) (Miles et al., 1983; Romafa
et al., 1999; Romafia, 2007) e Acrocomia aculeta (mucajd) (Miles et al., 1983;
Barretto, 1979; Diotaiuti and Dias, 1984; Dias et al., 2008), mas também
Astrocaryum murumuru (murumuru) e Oenocarpus bataua (pataua), comuns na
regido amazénica e que foram encontradas infestadas com triatomineos.

O indice adulto/ninfa encontrado foi 0,027, diferindo do observado em
populacdes de Rhodnius que habitam palmeiras que é inferior a 1, variando entre
0,36 e 0,90 (Pizarro et al., 1998, Gurgel-Goncalves et al., 2004). O excessivo
numero de formas jovens encontrado sugere um comportamento de dispersao
destes insetos em busca de novas fontes alimentares. O processo de ocupacao
do municipio leva a fragmentacao do habitat provocando a expulsdo de roedores e
outros pequenos mamiferos o que torna escassa a fonte alimentar (Barreto, 1976).
Uma consequéncia deste comportamento pode ser a invasao acidental de
residéncias proximas, possibilitando a transmissdo do agente etiolégico da doenca
de Chagas (Abad-Franch, 2006), como relatado por Fé et al. (2009b) para R.
pictipes e R. robustus na Amazdnia e por Feliciangeli et al. (2002) para R.
robustus na Venezuela.

A identificacdo do habito alimentar € um indicativo das possiveis fontes
alimentares e um dado importante para o entendimento da epidemiologia da
doenca de Chagas. Das 54 amostras, 34 ndo reagiram para nenhum dos anti-
soros testados, sugerindo alimentacdo em outro vertebrado cujo antissoro nao foi
testado, ou pela auséncia de conteudo estomacal (Dias et al., 2008; Lima et al.,
2008) uma vez que 97,29% dos espécimes eram ninfas de 1°, 2° e 3° estadios e
no momento do exame encontravam-se em estado de jejum.

O habito alimentar pode ser um reflexo da disponibilidade de alimento nos

ecotopos, uma vez que o habitat exerce maior influéncia na distribuicdo dos
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triatomineos que a fonte alimentar (Miles et al., 1981). A ornitofilia para algumas
espécies pode ser um comportamento oportunista em vez de uma caracteristica
seletiva (Diotaiuti e Dias, 1987). Como relatado por Luitgards-Moura (2005b) para
T. maculata, considerada ornitofilica, mas que prontamente se adaptou a
alimentagdo em Mus musculus. Assim as concentra¢des de palmeiras propiciam
condicdes para que haja o consumo de sangue de ave por R. robustus (Naiff et al.,
1998), uma vez que palmeiras sdo locais de refagio e nidificagdo para as aves. O
mesmo carater oportunista pode ter ocorrido para alimentagdo em cavalo,
encontrado para R. pictipes e R. robustus, conforme observado para Triatoma
vitticeps (Gongalves et al., 2000) e Triatoma rubrofasciata (Lorosa et al., 1998).

Hemolinfa foi a segunda fonte alimentar mais frequente, encontrada para
ambas as espécies, sugerindo que no ambiente natural triatomineos podem na
falta de outros vertebrados, recorrer a outros artropodes (Lorosa et al., 2000;
Sandoval et al., 2004). R. pictipes demonstrou a maior hemolinfagia sugerindo
uma fauna mais rara e de dificil acesso.

A presenca de infeccdo por T. cruzi demonstra a existéncia de ciclo
enzootico do parasito em R. robustus capturados na comunidade do Caipuru. O
isolado Orix 1 foi caracterizado como Z3 utilizando como marcador molecular o
gene de mini exon (Fernandes et al., 1998, 2001), o que esta de acordo com 0s
resultados de caracterizacdo de isolados na regido Amazonica como Z3 (Miles et
al., 1978; Marcili et al., 2009).

De acordo com Lent e Wygodzinsky (1979), uma das caracteristicas
morfoldgicas que diferencia R. prolixus e R. robustus é a coloracdo nas tibias nas
fases de 4° e 5° estadios. Os resultados do PCR Multiplex confirmam com sendo
R. robustus os espécimes capturados em Oriximina, entretanto a observacao feita
guanto a coloracdo da tibia das ninfas de quarto e quinto estadios contraria a
descricdo de Lent e Wydodzinsky (1979), e assim para estes espécimes o carater
coloracdo das tibias ndo é valido para diferenciacdo entre R. prolixus e R.
robustus.

Em 2000, Monteiro et al, utilizaram ferramentas moleculares para estudar

espécimes identificados como R. prolixus e R. robustus, de diferentes regides do
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Brasil e de outros paises. Os resultados revelaram a inexisténcia de R. prolixus no
Brasil e uma heterogeneidade dentro do grupo de R. robustus, que os permitiram
classificd-los em 1, II, lll e IV, sendo considerado um conjunto de espécies
cripticas. Onde o grupo | corresponde a triatomineos originarios da regido do
Orinoco, Venezuela, enquanto os grupos -1V representam aqueles da regido
Amazonica (Monteiro et al.,, 2003). Com base na literatura sugere-se que 0sS
espécimes de R. robustus capturados, devido a localizacdo do municipio de
Oriximina, sejam R. robustus IV.

De acordo com Monteiro (2000), a tarefa de controlar a doenca de Chagas
emergente na regido Amazobnica poderia inicialmente ser feita mediante um
componente de “Informacdo, Educacdo e Comunicacdo”, visando a populacao
residente. Tal programa encorajaria as pessoas a tomar medidas de prevencéo e
controle do triatomineo.

No presente trabalho, a constatacdo do conhecimento do inseto barbeiro
por parte da populacdo apontou a necessidade de um trabalho de educacéao, para
gue medidas preventivas pudessem ser tomadas para evitar o contato da
populacdo com o vetor, minimizando as chances de infeccdo por T. cruzi. Neste
sentido, foi ministrada uma palestra para os manipuladores de acai com intuito de
esclarecé-los sobre a necessidade de uma conduta adequada no manuseio e
preparo deste alimento.

O municipio de Oriximind embora, até o momento, sem notificacdo de
casos da doenca de Chagas merece atencédo, uma vez que a presenca de vetores
infectados com T. cruzi foi constatada em palmeiras de areas peri-urbanas,
proximas a sede do municipio. Devido a sua importancia econémica, vem se
expandindo em direcdo ao ambiente silvestre tanto na area de extracao de bauxita
guanto nas proximidades da sede, o que pode favorecer o contato homem-vetor.
Sendo assim, € importante a implementacdo de estratégias de vigilancia
entomoldgica e acdes preventivas da doenca de Chagas no municipio de

Oriximina.
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6. Conclusdes

e As palmeiras de pataua, tucuma, murumuru, mucaja e inaja, cujos frutos
sdo comestiveis, estavam positivas para a presenca de triatomineos,
evidenciando a necessidade de atencdo no manuseio de seus frutos.

e As palmeiras de inaja encontradas com maior frequéncia nas areas
antropizadas, foram os ecétopos com maior taxa de infestacdo por
triatomineos, principalmente por R. robustus, apontando a necessidade de
outros estudos com o intuito de conhecer o ciclo enzoo6tico na regiéo.

e As palmeiras de acai e de bacaba, que vem sendo incriminadas na
participacdo da transmissdo oral, nesta regido, nao parecem estar
envolvidas neste ciclo.

e De acordo com os resultados apontados pela analise molecular, a variacao
do padrédo cromatico dos R. robustus capturados em Oriximina difere do
gue foi preconizado por Lent e Wygodzinsky, merecendo por isso um
estudo detalhado e uma reavaliacdo destes conceitos.

e O encontro de uma cepa de Trypanosoma cruzi Z3 mostra a presenca do
parasito na regido e a necessidade de uma urgéncia na vigilancia
entomoldgica e epidemioldgica.

e Rhodnius pictipes com maior incidéncia no ambiente silvestre, e em
diferentes espécies de palmeiras, confirma seu caracter generalista.

e O resultado do habito alimentar ndo foi 0 comumente encontrado envolvido

no ciclo de transmisséao, sugerindo a busca de fonte alimentar alternativa.
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7. Perspectivas

e Analisar a genitdlia externa de machos e fémeas, das populacbes de
diferentes padrbes crométicos de Rhodnius robustus, utlizando a
microscopia eletronica de varredura.

e Estudar a morfometria geométrica das asas das populacbes de
Rhodnius robustus.

e Medir o tamanho dos espécimes de Rhodnius robustus das populacbes
com diferentes padrdes cromaticos.

e Realizar o cruzamento das populagcdes de Rhodnius robustus, com
diferentes fenotipos.

e Identificacdo da presenca de Trypanosoma cruzi nos triatomineos

capturados, utilizando a técnica de PCR.
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