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Analises morfoldgicas, morfométricas e moleculares revelam uma nova espécie do
género Triatoma do Estado do Tocantins, Brasil

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Simone Caldas Teves Neves

O estado do Tocantins, endémico para a doenca de Chagas, carece de estudos
sobre a fauna triatominica silvestre presente em seu bioma predominante, o
Cerrado, que, ao lado da mata Atlantica, constitui um dos biomas de maior
biodiversidade do planeta. No estudo de monitoramento entomologico realizado no
municipio de Parand —TO, em parceria entre o Laboratério de Transmissores de
Leishmanioses IOC — FIOCRUZ e a ENERPEIXE SA foram capturados espécimes
de triatomineos do género Triatoma ndo passiveis de identificacdo taxondémica
especifica pela morfologia classica sugerindo um novo morfotipo. Uma abordagem
multidisciplinar, abrangendo caracterizacdo morfolégica e molecular foi realizada
para verificar se estes espécimes sustentam a hipotese de um novo status
especifico. Os espécimes de estudo juntamente com T. costalimai foram capturados
em afloramentos rochosos nos municipios de Parand e Aurora do Tocantins — TO,
respectivamente. A morfologia foi estudada por morfometria classica de estruturas
de valor taxonémico, abrangendo a genitalia externa de fémeas por microscopia
eletrbnica de varredura e a morfometria geométrica das asas. A filogenia molecular
foi estabelecida com base em sequéncias de DNA mitocondrial. Para fins de
comparacao foram utilizados espécimes de Triatoma williami, espécie afim de T.
costalimai, e de Triatoma sordida, assim como sequéncias Rhodnius stali e
Rhodnius prolixus, utilizados como grupo externo, obtidas no Genebank. Triatoma
sp. diferenciou-se de T. costalimai e T. williami quanto ao tamanho, coloracdo geral
do corpo e mancha do conexivo. A morfometria classica mostrou que machos e
fémeas de Triatoma sp. sdo menores que os de T. costalimai. O estudo da genitalia
externa de fémeas mostrou diferencas de Triatoma sp. em relacdo a T. costalimai e
T. williami e possibilitou a descricdo de cerdas e espinhos nunca estudados nestes
grupos. Pela morfometria geométrica das asas tanto o tamanho quanto a
conformacao, separou os espécimes de estudo das demais espécies. As relacbes
morfométricas nao foram de encontro com as filogenéticas. A variacdo de tamanho
de Triatoma sp. pode ser uma expressdo da plasticidade génica, diante das
variacbes ambientais. Entretanto, as variacbes morfolégicas observadas nas
diferentes abordagens estdo associadas a composicdo génica de cada inseto.
Apesar das semelhancas morfolégicas, verficou-se a separacéo de Triatoma sp. e T.
costalimai no estudo filogenético. Os resultados sdo consistentes para inferir que
Triatoma sp. trata-se de uma nova espécie. O encontro recente de Triatoma sp. em
domicilio no municipio de Paranda ressalta a importancia de mais estudos sobre a
biologia desta nova espécie.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Simone Caldas Teves Neves

ABSTRACT

The state of Tocantins, endemic for Chagas disease, lacks studies of wild triatomine
fauna in its predominant biome, Cerrado, which, together with the Atlantic rainforest
biomes is one of the most biodiverse on the planet. In an entomological monitoring
study conducted in the city of Parana -TO, a co-operation between the Laboratorio
de Transmissores de Leishmanioses IOC - FIOCRUZ and Enerpeixe SA, specimens
of Triatoma were captured but not identified by specific taxonomic identification,
classical morphology, suggesting a new morphotype. A multidisciplinary approach,
including morphological and molecular characterization was performed to verify if
these specimens support the hypothesis of a new specific status. These specimens
with T. costalimai morphologically similar species, were captured in rocky outcrops in
the municipalities of Aurora Tocantins and Parana - TO. The morphology was studied
by morphometric approach classical structures of taxonomic value, including the
external genitalia of females, by scanning electron microscopy, and geometric
morphometry of wings. The molecular phylogeny was based on mitochondrial DNA
sequences. Specimens of Triatoma williami, similar to T. costalimai, and Triatoma
sordida, as well as sequences of Rhodnius stali and Rhodnius prolixus from
Genbank were used with outgroup for comparison. Triatoma sp. differentiated itself
from T. costalimai and T. williami by size, overall color and connexivum stain. By
classical morphometry males and females of Triatoma sp. are smaller than those of
T. costalimai. The study of the external genitalia of females showed differences
between T. sp., T. costalimai and T. williami and also allowed the description of
bristles and thorns never studied in these groups. By geometric morphometry of
wings both size and shape of the wings, separated the specimens of study from the
other species. The morphometric relationships were not meeting with the
phylogenetic. The size variation of Triatoma sp. may be an expression of the genetic
plasticity, due to environmental variations. However, morphological variations
observed in the different approaches are associated with the genetic composition of
each insect. Despite morphological similarities, T. sp. was separated from T
costalimai allowing the phylogenetic study. The results are consistent to say that
Triatoma sp. is a new species. The recent meeting of Triatoma sp. at home in the city
of Parand-TO shows the importance of further studies on the biology of this new
species.
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1. Introducéo

1.1 Os Triatomineos

Os triatomineos séo insetos hematofagos pertencentes a Ordem Hemiptera,
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, que até o ano de 2010 estava composta
por 143 espécies e 15 géneros agrupados em cinco tribos: Rhodniini Pinto, 1926;
Triatomini Jeannel, 1919; Cavernicolini Usinger, 1944; Bolboderini Usinger, 1944 e
Alberproseniini Martinez & Carcavallo, 1997 (Lent & Wygodzinsky, 1979; Galvao et
al, 2003; Schofield & Galvao, 2009; Poinar, 2005; Frias-Lasserre, 2010).
Recentemente, Caranha et al (2011) reconsideraram o0s géneros Mepraia,
Nesotriatoma e Meccus, contabilizando 18 géneros.

Apesar da descricdo da subfamilia Triatominae preconizar o conceito de
hematofagia obrigatéria (Jeannel, 1919; Usinger, 1943) sabe-se atualmente que 0s
triatomineos podem se alimentar da hemolinfa de outros insetos (Lent &
Wygodzinsky, 1979; Dujardin et al, 2000), fato que corrobora a hipétese de que esta
subfamilia evoluiu de outros reduviideos, predadores ou fitéfagos, a partir de
mudancas morfologicas, fisiologicas, comportamentais e demograficas para
adaptacdo a hematofagia sobre os vertebrados e dependéncia dele para se
dispersar passivamente (Schofield, 2000a).

A origem evolutiva dos triatomineos pode ter sido monofilética ou polifilética
de acordo com hipoéteses baseadas em diferentes evidéncias. A origem monofilética
do grupo foi proposta com base no habito alimentar estritamente hematéfago e
segundo os seguintes caracteres apomorficos: rostro reto e fino apoiado na gula
com terceiro segmento capaz de fletir para cima durante a alimentacédo, presenca da
conexao membranosa entre o segundo e terceiro segmento do rostro, antenas
filiformes inseridas lateralmente e auséncia de glandulas abdominais dorsais nas
ninfas (Lent & Wygodzinsky, 1979). Esta hipétese monofilética foi confirmada a partir
de estudos de proteinas salivares e em estudo filogenético de Rhodniini, Triatomini e
Linshcosteini realizado com base na andlise de sequéncias de DNA mitocondrial
(DNAmt) (Soares et al, 1998; Gaunt & Miles, 2000; Hypsa et al, 2002).

No entanto, segundo Schofield (1988) de acordo com as caracteristicas
ecolégicas e biogeogréaficas a origem do grupo seria polifilética. Neste caso, a
evolucdo do grupo teria ocorrido a partir de reduvideos predadores originados a
partir de diferentes linhagens resultando em um grupo polifilético, 0 que explicaria
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determinados comportamentos e habito alimentar bem como a relacdo estreita com
determinados hospedeiros vertebrados. As caracteristicas compartilhadas seriam
devidas as mudancas convergentes do habito alimentar predador para a
hematofagia (Dujardin et al, 1999a; Lyman et al, 1999; Bargues et al, 2000;
Schofield, 2000a; Marcilla et al, 2001; Schaefer, 2003; Paula et al, 2005). Estudos
morfolégicos, bioquimicos e moleculares entre as tribos Rhodniini e Triatomini
corroboraram essa hipotese (Schofield & Dolling,1993; Catala, 1997; Barata, 1998;
Carcavallo et al, 1999; Gorla et al, 1997; Garcia et al, 1998; Dujardin et al, 1999Db;
Schofield & Dujardin, 1999; Bargues et al, 2000; Monteiro et al, 2000; Schofield,
2000b; Paula et al, 2005). Schaefer (2003), no entanto, afirmava que as diferencas
entre os grupos nao indicariam origens distintas sendo necesséria a realizacdo de
novos estudos para definicdo dessa origem evolutiva dos triatomineos.

A relevante importancia epidemiolégica deste grupo de insetos na
transmissdo da doenca de Chagas advém da susceptibilidade de se infectarem e
transmitirem o parasito Trypanosoma cruzi aliado ao habito alimentar hematofago
em todos o0s estagios de seu ciclo de vida sobre os vertebrados nos mais variados
habitats (Lent & Wygodzinsky, 1979). E, uma vez que a transmissao vetorial se da
pela penetracdo das formas infectantes do parasita, eliminadas nas fezes do
triatomineo durante o repasto sanguineo, quanto maior o nimero de repastos e mais
rapida a digestdo e defecacdo maior sera a capacidade vetorial destes insetos
(Coura, 2005).

Os trés géneros de maior importancia epidemiologica sdo Rhodnius,
Panstrongylus e Triatoma. No ambiente silvestre, as espécies de Rhodnius sao
associadas a palmeiras, as de Panstrongylus sdo predominantemente encontradas
em tocas ou cavidades de arvores e as do género Triatoma estdo associadas com
rochas e tocas de roedores, com espécies exclusivamente encontradas em
cavidades das arvores ou em ninhos, enquanto outras em rochas e cavernas (Gaunt
& Miles, 2000).

A distribuicdo geogréfica das espécies, essencialmente silvestres ou que se
encontram em processo de domiciliacdo, bem como a superposicdo e as distancias
geograficas existentes entre populacbes de uma mesma espécie, sao
consequéncias de mecanismos de dispersdo e das alteracdes antrépicas ocorridas
em comunidades naturais estaveis, ocasionados pela reducdo da flora e fauna

silvestres (Forattini 1980).



A dispersao passiva de triatomineos pode ocorrer por meio do transporte de
materiais de construcdo e do deslocamento de animais (Forattini et al1971), o que
demonstra a importancia do conhecimento e controle da fauna triatominica com
tendéncias de domiciliacao

As oscilacdes dos fatores climaticos também atuam nos processos seletivos e
de distribuicdo geogréfica, determinando a abundéancia latitudinal de alguns géneros
e espécies da Tribo Triatomini (Galvao et al, 1998; Bahrndorff et al, 2006).
Associados a esses parametros esta a plasticidade génica que determina o grau de
tolerancia e consequentemente a adaptacdo aos diferentes ambientes (Dujardin et
al, 1999b).

As variagbes morfologicas em triatomineos, com a formagédo de morfotipos,
podem estar associadas aos processos ecologicos e, a diferenciagdo morfolégica
dentro de um processo de especiacdo, pode ser mais rapida que o isolamento
reprodutivo ou o estabelecimento de barreiras genéticas (Usinger et al, 1966; Gorla
et al, 1997; Dujardin et al, 1999a; Mas—Coma & Bargues, 2009). Espécies com
diferencas morfolégicas consistentes teriam surgido de adaptacfes ecoldgicas
divergentes e neste caso poderiam também ser definidas como espécies ecoldgicas
e ou morfotipos (Dujardin et al, 1999b; Mas-Coma & Bargues, 2009).

O conhecimento da distribuicdo, ecologia e comportamento dos triatomineos
em ambiente silvestres, potenciais vetores do agente etioldgico da doenca de
Chagas, sdo parametros importantes e servem de suporte para 0s programas de

vigilancia entomoldgica.

1.2 Aspectos fisiogeograficos do Estado do Tocantins

Localizado na regido Norte do Brasil, o Tocantins é area endémica para a
doenca de Chagas e encontra-se em zona de transicdo geografica entre o cerrado e
a floresta amazonica, apresentando os biomas Amazonia, restrito a regido Norte do
Estado, e Cerrado que esta presente em cerca de 91% do territorio (IBGE, 2004;
Silva, 2007), com areas de tensdo ecoldgica ou de contato entre os tipos de

vegetacao e formacdes pioneiras (figura 1.1).
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Figura 1.1: Mapa de monitoramento por satélite da vegetacédo potencial do Estado
do Tocantins. Fonte: Embrapa, 1999.

As regides Sul e Sudeste do Tocantins apresentam vegetacdo composta por
arvores baixas, inclinadas, tortuosas com ramificacdes irregulares tipicas do cerrado
(figura 1.2). Em alguns trechos, observa-se a presenca de afloramentos rochosos
calcérios (figura 1.3). Nos ultimos anos estas regides foram sitio de instalacdo de
hidrelétricas como o Aproveitamento Hidrelétrico Peixe Angical, ENERPEIXE SA

(figura 1.4) e Sao Salvador.

A manutencado e expansao do cerrado sdo muito influenciadas pela dinamica
do fogo, que ao longo dos anos tem propiciado processos de sucessao ecoldgica e
mudancas na fitofisionomia natural. Estima-se que neste bioma existam mais de
6000 espécies de arvores, 800 espécies de aves além de uma grande variedade de
peixes e outras formas de vida sendo o Cerrado, portanto, ao lado da mata Atlantica,
considerado um dos biomas mais ricos do planeta (Franco & Uzunian, 2004; Silva,
2007). Este tipo de ambiente abriga a fauna de triatomineos e suas fontes

alimentares.



Foto: Catarina Macedo
Figura 1.2: Vegetacao tipica de cerrado no municipio de Aurora do Tocantins, regiao
Sudeste do Estado do Tocantins.

Foto: Catarina Macedo
Figura 1.3: Afloramentos rochosos no municipio de Parana-TO, regido Sul do Estado
do Tocantins.



Foto: Banco de dados da Enerpeixe SA

Figura 1.4: Aproveitamento hidrelétrico Peixe Angical (ENERPEIXE SA) no Rio
Tocantins — TO.

1.3Fauna triatominica do Estado do Tocantins

Dados fornecidos pela secretaria de salude do Estado do Tocantins sobre a
fauna triatominica coletada no peri e intradomicilio nos anos de 1994 e 1995
mostram uma diversidade composta por 12 espécies: Panstrongylus diasi,
Panstrongylus geniculatus, Panstrongylus megistus, Rhodnius neglectus, Rhodnius
pictipes, Rhodnius prolixus, Triatoma brasiliensis, Triatoma infestans, Triatoma
maculata, Triatoma pseudomaculata, Triatoma sordida, e Triatoma williami (Valdir,
comunicacao pessoal).

A espécie T. infestans teve seu ultimo registro domiciliar no municipio de
Combinado, Sudeste do Estado do Tocantins em 2002 (LACEN/TO 2002) e em
marco de 2003 o Estado recebeu a certificacdo da interrupcdo da transmisséo
vetorial da doenca de Chagas por Triatoma infestans (Macedo et al, 2011).

Um estudo realizado no periodo de 2004 a 2006 mostrou que a fauna
triatominica do estado era constituida de 11 espécies abrangendo os trés géneros

de importadncia médica: Triatoma sordida, Triatoma pseudomaculata, Triatoma



costalimai, Rhodnius neglectus, Rhodnius pictipes, Rhodnius robustus,
Panstrongylus geniculatus, Panstrongylus megistus, Panstrongylus lignarius,
Panstrongylus diasi e Panstrongylus lenti (Oliveira et al, 2008).

Macedo et al (2011), analisando os bancos de dados de informacao
entomoldgica e de casos da doenca de Chagas no Tocantins no periodo de 2005 a
2011, verificaram que 18.532 triatomineos de 16 espécies foram capturados em 126
dos 139 municipios que compdem o estado, com predominancia das espécies
Triatoma sordida (61,6%), Rhodnius pictipes (13,6%), Panstrongylus geniculatus
(9,3%) e Rhodnius neglectus (8,6%) com média estadual de infectividade total dos
triatomineos de 6,3%.

Desta forma, acbes de vigilancia entomoldgica devem ser realizadas para
monitoramento dessas espécies de triatomineos cujos habitats naturais estdo sob
constantes acdes antropicas onde podem se estabelecer focos de transmissédo da

doenca de Chagas.

1.4 Epidemiologia da doenca de Chagas

A doenca de Chagas ou Tripanosomiase Americana, infeccdo causada pelo
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, foi revelada pelo médico brasileiro Carlos
Chagas que apresentou pela primeira vez este parasito, 0S seus reservatorios
naturais e o agente transmissor (Chagas, 1909; 1912).

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude, a doenca de Chagas
atinge 10 milhdes de pessoas, principalmente na América Latina, e 25 milhdes estéo
em area de risco de contrair a infeccdo, levando-se em conta a distribuicdo
geografica dos insetos vetores e multiplos reservatorios envolvidos nos ciclos de
transmissdo. Neste cenario, milhdes de pessoas podem ter se infectado,
desenvolvido a doenca e até mesmo morrido sem o diagnéstico e assisténcia
médica adequados, sendo a estimativa de mortes somente para o ano de 2008 de
10.000 pessoas (Moncayo & Silveira, 2009; Coura & Vifas, 2010; WHO, 2010).

No Brasil estima-se que aproximadamente 3 milh6es de individuos estejam
infectados com predominancia dos casos crénicos da doenca decorrentes de
infeccdo adquiridas no passado (SVS/MS, 2011).

A disseminacdo da doenca de Chagas esta associada aos fatores sociais e
econdmicos como colonizacao de areas rurais muitas vezes associada as condicfes

de moradia, crescimento populacional e desenvolvimento industrial que atuam no
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desequilibrio ecolégico proporcionando condi¢des favoraveis para o estabelecimento
da doenca com a aproximacdo do homem ao ciclo silvestre do T. cruzi (Barreto,
1967; Avila-Pires, 1976; Vinhaes & Dias, 2000; Coura, 2007; Coura & Vinas, 2010).

Cerca de uma dezena de espécies de triatomineos apresenta capacidade de
se adaptar ao ambiente domiciliar, 0 que torna a transmissao vetorial 0 mecanismo
primario de difusdo da doenca (Vinhaes & Dias, 2000).

A transmissdo também pode ocorrer por via oral, pela ingestdo de alimentos
contaminados a partir de triatomineos ou suas dejecdes, congénita, de mae para
filho através da placenta, ou transfusional, no caso de doadores infectados com o
parasito, principalmente caso a triagem soroldgica ndo seja realizada corretamente
(Vinhaes & Dias, 2000; Dias, 20064, b; Dias & Neto, 2011; Moraes-Souza & Ferreira-
Silva 2011).

Outros mecanismos apontados como secundarios também podem acontecer
como acidentes de laboratério, manipulacdo de animais infectados, transplante de
orgaos, sexuais (feridas, esperma e fluidos menstruais) ou infeccdo induzida
criminalmente por inoculagéo ou oralmente (Coura, 2007; Dias & Neto, 2011). Estas
vias de transmissdo sdo menos frequentes e correspondem a menos que 1% da
incidéncia total (Schofield, 1994; WHO, 2002).

Os processos migratorios e a auséncia de triagem sorolégica em bancos de
sangue assim como de transplante de 6rgéos de paises ndo endémicos da Ameérica
do Norte e da Europa, bem como no Japao e na Australia, permitem a expansao da
area de ocorréncia da doenca de Chagas transformando-a num problema de saude
global (Dias & Neto, 2011; Moraes-Souza & Ferreira-Silva, 2011).

O controle vetorial por tratamento quimico, com a utilizacdo de inseticidas,
pode ser dificultado devido a complexidade do peridomicilio, inacessibilidade de
possiveis abrigos e capacidade de jejum dos triatomineos (Silveira & Dias 2011). No
entanto, os triatomineos apresentam desenvolvimento lento, baixa capacidade de
dispersdo e variabilidade genética, assim como sdo suscetiveis a inseticidas em
todos os estagios do ciclo de vida com excecdo dos ovos, o que favorece as
medidas de controle da doenca voltadas para a eliminacdo domiciliar do vetor
(Noireau et al, 2005).

Estudos apontam como prioridades no monitoramento e controle da doenca
de Chagas a realizacdo de estudos de biologia, comportamento e diversidade dos
triatomineos de modo a fornecer dados para o controle e vigilancia entomologica. O
monitoramento, em longo prazo, em areas endémicas com o acompanhamento da
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colonizacdo e reinfestacdo de espécies nos domicilios e possivel invasdo de
espécies silvestres; bem como a implementacdo de programas de ensino sobre a
doenca de Chagas para moradores de locais com alto risco de transmissao e para a
capacitacdo dos técnicos de saude que atuam nas a¢des de controle vetorial (Costa
& Lorenzo, 2009; Gongalves et al, 2009a, 2010).

No Brasil, até o final dos anos 70, a area com risco de transmisséo vetorial da
doenca de Chagas incluia 18 estados com mais de 2.200 municipios com
confirmacédo de presenca de triatomineos, e destes, 711 com presenca de Triatoma
infestans, na época apontado como principal vetor estritamente domiciliar (SVS/MS,
2011).

Com o0 estabelecimento de medidas de controle vetorial baseados na
borrifacdo de unidades domiciliares rurais com inseticida para eliminacdo dos
triatomineos, localidades consideradas endémicas tiveram a diminuicdo da presenca
de triatomineos nos domicilios assim como a porcentagem de municipios com
ocorréncia de T. infestans reduziu de 30,4% em 1983 para 7,6% em 1993 (Silveira &
Vinhaes, 1998). Por conseguinte, em junho de 2006, o Brasil recebeu da Comissao
Intergovernamental da Iniciativa do Cone Sul a certificacdo de livre da transmissao
vetorial por T. infestans. Os indices de transmissao vetorial cairam mais de 95% da
area endémica. No entanto, a certificacdo de livre de transmissdo por T. infestans,
segundo Silveira (2011), criou a falsa crenca de que a doenca de Chagas no pais
estava controlada devido ao mau entendimento do significado da diferenca entre
erradicacdo, eliminacdo e interrupcdo da transmissdo, 0 que comprometeu a
importancia atribuida a enfermidade assim como sua vigilancia e controle. Da
mesma forma, também a transmissao transfusional sofreu enorme reducédo com o
estabelecimento de programas de triagem sorolégica em bancos de sangue
(Schmunis, 1997; Schofield et al, 2006; Dias 2006b, 2007; Villela et al, 2009;
Silveira, 2011).

Em alguns estados (Rio Grande do Sul e Bahia) ainda sdo encontrados raros
focos residuais de T. infestans no peridomicilio o que reforca a necessidade da
manutencdo do estado de vigilancia (Dias 2007). Nos estados de Tocantins,
Maranhdo e Mato Grosso embora a interrupcdo tenha sido confirmada, foi
recomendada a necessidade de adocéo de estratégias de vigilancia, pelo fato de ai
coexistirem areas em gue a transmissao era ja conhecida, com caracteristicas eco-
epidemioldgicas préprias da regido amazonica, bem como casos recentes de surtos

causados por via oral.



Atualmente, a ocorréncia da doenca de Chagas no Brasil esta relacionada a
regides com risco de transmissdo vetorial, onde segundo o Consenso de Chagas
(SVS/MS 2005) deve concentrar a¢des de vigilancia entomoldgica para manutencéo
da interrupcdo da transmissdo da doenca de Chagas por T. infestans e para
prevencao da domiciliacdo de outras espécies vetoras, que podem passar a ocupar
esses nichos deixados vagos, e na regido da Amazonia Legal, onde vem ocorrendo
surtos de doenca de Chagas aguda relacionados a ingestdo de alimentos
contaminado (exemplo, acai, caldo de cana e bacaba) bem como casos isolados por
transmissao vetorial extradomiciliar (Valente et al. 2001; Pérez—Gutiérrez et al. 2006;
Valente SAS, 2008; SVS/ MS, 2011).

Os ultimos dados da secretaria de vigilancia em saude do Brasil apontam a
importancia da via de transmissao oral tendo em vista que, dos 1086 casos da
doenca de Chagas aguda no periodo de 2000 a 2010, 70% (765/1086) ocorreram
por transmissao oral, 7% (80/1086) por transmisséo vetorial e 22% (234/1086) sem
forma de transmissao identificada (SVS/MS, 2011). A figura 1.5 mostra o nimero de
casos agudos por municipio neste periodo.

No Estado do Tocantins, a epidemiologia da doenca de Chagas esta
associada a transmisséo oral e aos fatores sociais como condi¢cdes precarias de
moradia incrementados pelas as acfes antropicas sobre o meio ambiente, que
favorecem a domiciliacdo de triatomineos, como ocupacdo humana de areas
originalmente silvestres, por meio de queimadas e desmatamentos, assim como pela
instalacdo recente de hidrelétricas que levam a fragmentacdo do ambiente, alteram
a dinamica da fauna natural e aproximam o homem de espécies vetoras silvestres,
incluindo os triatomineos e consequentemente o ciclo silvestre do parasito T. cruzi
(Vaz et al. 2007). Estas localidades impactadas carecem de estudos sobre a
biodiversidade (Machado et al. 2008), bem como a respeito da fauna triatominica
silvestre.

Segundo Oliveira (2008), a vigilancia epidemioldgica no Estado esta centrada
no controle da transmissao vetorial em acfes de vigilancia entomoldgica. Estas tém
como objetivo a deteccdo da presenca do vetor e prevencdo da colonizacdo de
forma pré-ativa e de acordo com o grau de risco existente para a transmissédo da
doenca em determinada localidade, baseado em indicadores de morbidade (casos
agudos ou crbnicos autoctones da doenca), entomoldgicos (espécie do vetor,

infestacéo e dispersao) e ambientais (domiciliar e extra-domiciliar) (SVS/MS, 2005).
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Apesar de politicas publicas terem sido instituidas para melhoria das unidades
habitacionais (figura 1.6) em municipios do Tocantins, ainda sdo encontradas neste
Estado, ndo somente em beira de estrada, moradias de pau a pique (figura 1.7),
construidas em &reas originalmente silvestres, favoraveis a domiciliacdo de

triatomineos e ao estabelecimento de novos focos da doenca de Chagas.
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Figura 1.5: Numero de casos de doenca de Chagas aguda, por municipio, no Brasil,
periodo de 2000 a 2010.

Foto: Teresa Cristina M. Gongalves
Figura 1.6: Casa construida com recursos do programa de melhorias habitacionais para a

doenca de Chagas, municipio de Combinado - TO.
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Foto: Catarina Macedo
Figura 1.7: Moradias de pau-a-pique construidas em beira de estrada no municipio de
Parana -TO.

No periodo entre 2005 e 2011 no Estado do Tocantins foram registrados
casos agudos da doenca em municipios das regides de saude de Porto Nacional (1
caso no municipio de Pindorama do Tocantins — 2007) e Bico do Papagaio ( 1 caso
no municipios de Esperantina — 2008, 1 em Augustinépolis — 2008 e 4 casos, por via
oral, em Axixa do Tocantins — 2008) (Macedo et al, 2011). E, recentemente, em
novembro de 2011, 7 casos foram confirmados no municipio de Ananas, localizado
no Norte do Estado, em surto atribuido ao consumo de suco de jugara contaminado.
Este suco, bastante apreciado na regido, € extraido de forma artesanal da palmeira
jucara (Tum, 2011).

1.5 Taxonomia de triatomineos

A identificacdo especifica de triatomineos tem sido baseada nos caracteres
morfolégicos resumidos nas chaves dicotbmicas de Lent & Wygodzinsky (1979) que
compreende 111 espécies e 15 géneros, distribuidos em 5 tribos.

Descricbes de novas espécies assim como a revalidacdo de espécies e
géneros encontram-se listadas nos trabalhos de revisdo taxonémica de Carcavallo
(2000) e Galvéo et al (2003).
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Hypsa et al (2002) estudaram 57 espécies de Triatominae e, a partir de
sequenciamento de DNA e andlises filogenéticas, separaram as espécies em trés
grupos: Rhodnius, Triatomini norte andinas e espécies da América do Sul.

Schofield & Galvao (2009) em proposta mais recente, dividem as espécies do
género Triatoma em trés grupos:

1 - Rubrofasciata, que inclui a maioria das espécies da América do Norte e do Velho
Mundo e apresenta o0os complexos Phyllosoma, Flavida (=Nesotriatoma),
Rubrofasciata, Protracta e Lecticularia,;

2 - Dispar, com as espécies dos Andes, que inclui o complexo Dispar;

3 - e Infestans que compreende as espécies da América do Sul e apresenta os
complexos Infestans e Spinolai (Mepraia). O complexo infestans por sua vez é
dividido em seis subcomplexos: brasiliensis (T. brasiliensis, T. juazeirensis, T.
melanica, T. melanocephala, T. petrochiae, T. lenti, T. sherlock) , infestans (T.
delpontei, T. infestans, T. platensis), maculata (T. arthurneivai, T. maculata, T.
pseudomaculata, T. wygodzinskyi), matogrossensis (T. baratai, T. costalimai, T.
deaneorum, T. guazu, T. jurbergi, T. matogrossensis, T. vandae, T. williami),
rubrovaria (T. carcavalloi, T. circumaculata, T. Kklugi, T. limai, T. oliveirai, T.
rubrovaria) e sordida (T. garciabesi, T. guasayana, T. patagonica, T. sordida).

A reorganizacdo desses novos agrupamentos taxondémicos bem como a
descoberta de novas espécies revelam a necessidade de atualizacdo constante de
chaves dicotémicas, devidamente ilustradas, que devem ser amplamente divulgadas
no meio cientifico e nas instituicbes de saude de modo a facilitar a identificacdo
taxondmica especifica tanto em trabalhos de pesquisas sobre os triatomineos
guanto pelos programas de vigilancia entomoldgica para o controle da doenca de
Chagas.

O estudo para a validacdo de novas espécies aborda caracteristicas
fenotipicas cuja divergéncia contribui direta ou indiretamente para a reducao do fluxo
génico entre populacdes. Da mesma forma, o levantamento dos tracos de evolucao
rdpida como as diferencas fenotipicas, bioquimicas ou comportamentais entre
espécies proximas (“irmas”), e nao somente o isolamento reprodutivo, pode gerar
hipéteses sobre as causas fenotipicas da diferenciacdo ou possivel processo de
especiacado (Barraclough, 2010; Shaw & Mullen, 2011).

O conceito morfolégico de espécie, amplamente utilizado na taxonomia de
triatomineos, considera essas variacdes fenotipicas relativas a morfologia destes
insetos.
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Porém, segundo conceito biolégico de espécie, espécies sdo grupos de
populacdes naturais que estdo ou tem potencial de se intercruzar, ocupam um nicho
especifico na natureza e estdo reprodutivamente isoladas de outros grupos (Mayr,
1942). Neste sentido, Ryckman (1962) afirma que o isolamento reprodutivo seria o
melhor critério para acessar o status taxondmico de uma determinada populacao.

No entanto, estudos sugerem que o isolamento reprodutivo seria a perda da
compatibilidade reprodutiva sendo, portanto, uma consequencia do processo de
especiacdo e ndo a causa (Patterson 1985; Harrison, 1998; Shaw, 2001; Via & West
2008; Mallet, 2010; Shaw & Mullen, 2011).

O uso dos experimentos de cruzamentos com fins taxondmicos foi revisado
por Usinger et al (1966) que consideraram o conceito bioldgico para a definicdo das
espécies em Triatominae, atualmente visto como dificil de ser aplicado uma vez que
muitas espécies podem formar hibridos em condi¢cdes artificiais ou naturais
(Monteiro et al, 2004; Pérez et al, 2005).

Barret (1996) realizou cruzamentos entre colonias mantidas em laboratorio de
Rhodnius e levantou davidas quanto a validade do status taxondmico especifico de
Rhodnius robustus Larrousse, 1927. Outros experimentos realizados em laboratério
para avaliar a compatibilidade reprodutiva e genética de quatro populacdes
geograficas de T. brasiliensis mostraram que apesar de geneticamente
heterogéneas as populagdes reproduziam-se entre si (Costa et al, 2003). Costa et al
(2009), poréem, afirmaram que neste caso a compatibilidade reprodutiva nao seria
prova de que as populacdes pertencem a mesma espécie e, baseados no aparente
processo de especiacédo, verificado pelo estudo da variacdo morfologica, bioquimica
e molecular (Costa et al. 1997; 2001), assim como na conhecida possibilidade de
hibridizacdo em Triatominae em condi¢es artificiais, consideraram que uma das
populacdes (melanica) poderia ser elevado a um nivel especifico. Outros
experimentos realizados em laboratério por Costa et al (2009) verificaram através de
estudos geograficos, morfométricos, morfoldégicos e ecoldgicos a possibilidade da
subespécie T. brasiliensis macromelasoma ser produto de hibridizacdo entre duas
outras (T. brasiliensis brasiliensis e T. juazeirensis) e aventam a hipétese de que a
hibridizacdo pode constituir um mecanismo de especiacdo em espécies afins de
triatomineos.

Neste sentido, Jurberg (2003) afirma que a definicAo de uma espécie de

triatomineo consiste em “tarefa complexa” que, atualmente, pressupde também
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construir a arvore evolutiva dos grupos estabelecendo a filogenia, o uso de mduitiplas
ferramentas e de uma colec¢éo de referéncia.

No caso de populacbes de morfologia proximas, quando ndo é possivel
identificar a espécie somente com os critérios morfolégicos classicos, é necesséria,
portanto, a utilizacdo de outras abordagens morfolégicas e moleculares como, por
exemplo, o estudo das estruturas falicas, da ultraestrutura de caracteres de valor
taxonbmico, a andlise comparativa de estruturas por morfometria geométrica e
analises moleculares para identificacao destas espécies.

As estruturas falicas foram utilizadas para a comprovacao de diferencas
especificas nos complexos: Triatoma wygodzinsky (T. pseudomaculata e T.
wygodzinsky) e Triatoma sordida (T. sordida e T. guasayana) e no estudo de outras
espécies do género Triatoma e dos géneros Psammolestes, Rhodnius, Paratriatoma,
Eratyrus, Cavernicola e Panstrongylus (Lent et al, 1996; Lent & Jurberg 1965; 1969a;
1969b; 1970; 1971; 1972; 1975; Jurberg 1977; 1996; Lent & Juberg 1978; 1980;
Costa et al 1997; Jurberg & Galvao 1997; Carbajal de La Fuente 2007).

A genitalia externa das fémeas, cujo valor taxondmico foi questionado na
década de 60, foi recentemente estudada com a utilizacdo da técnica de microscopia
eletrénica de varredura, sugerindo sua importancia na taxonomia e diferenciacao
das espécies Panstrongylus herreri, Panstrongylus megistus, Rhodnius
colombiensis, Rhodnius prolixus, Triatoma infestans e Triatoma vitticeps (Rosa et al,
2010). Esta mesma abordagem foi utilizada para o género Rhodnius, que apresenta
maiores dificuldades para a identificacdo especifica (Neiva & Pinto, 1923) e
possibilitou a separacdo de 12 espécies por meio das estrias cuticulares, forma dos
segmentos abdominais e das estruturas das genitalias externas de fémeas
observadas por vista dorsal, posterior e ventral (Rosa et al, 2011).

A morfometria geométrica das asas também tem sido utilizada para
identificacdo taxondmica especifica em Triatominae de espécimes dos géneros
Rhodnius (Matias et al, 2001; Villegas et al, 2002), Triatoma (Gumiel et al, 2003;
Carbajal de La Fuente, 2007; Carbajal de La Fuente et al, 2011; Gurgel-Goncalves
et al, 2011) e Mepraia (Campos et al, 2011). Dujardin (2008) afirma que a
morfometria auxilia a responder questfes inerentes as caracteristicas biolégicas e
epidemiologicas das espécies. Porque esta técnica, que consiste no estudo de
conformacdo e tamanho das asas a partir da comparacdo de pontos homodlogos,

também permite inferir sobre a influéncia dos fatores ambientais como temperatura,
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ecotopo e alimentacdo na variacdo morfologica intra-especifica (Schachter-Broide et
al, 2009).

O sequenciamento de DNA mitocondrial, que € herdado maternalmente, ndo
sofre recombinacdo e apresenta uma taxa de evolucao de até dez vezes maior que
o DNA nuclear, transformando-se numa excelente técnica para a separacdo de
espécies cripticas e estudos de filogenia de triatomineos. Os marcadores do mtDNA
mais utilizados no estudo da filogenia de triatomineos sdo os fragmentos que
originam as subunidades ribossomais 12S e 16S, citocromo oxidase | (COIl) e
citocromo b (Cytb) para os quais ja foram depositadas inimeras sequencias no
banco de dados de DNA - GenBank (Garcia & Powell, 1998; Monteiro et al, 1998;
Lyman et al, 1999; Garcia et al, 2001; Monteiro et al, 2000; Garcia et al, 2001; Hypsa
et al, 2002; Abad-Franch et al, 2003; Monteiro et al, 2004; Sainz et al, 2004; Abad-
Franch, 2005; Martinez et al, 2006; Pfeiler et al, 2006; Almeida et al, 2009; Gardim,
2010).

Outras técnicas de analise do DNA como o RFLP (Naegele et al, 2006),
RAPD (Garcia et al, 1998; Pacheco et al, 2003) e sequenciamento de genes
nucleares (Monteiro et al, 2000; Bargues et al, 2002; Marcilla et al, 2002) também
tem sido utilizadas para auxiliar na definicdo taxonémica de espécies, bem como
para estabelecer a filogenia entre as espécies de triatomineos.

A combinacéo, portanto, da analise de DNA mitocondrial e nuclear com a
caracterizacao fenotipica e da compatibilidade reprodutiva obtida em experimentos
de cruzamentos permite reunir os conceitos morfoldgico, biolégico e filogenético de
espécie, resultando em classificacdo que refletiria um agrupamento natural destes
insetos e diminuindo, portanto, as chances da formacao de classificacao artificial por
nao levar em consideracao a origem evolutiva de cada grupo taxonémico.

Neste estudo, sera utilizada uma abordagem sistematica multidisciplinar,
incluindo analise morfolégica e molecular, para definicdo do status especifico de
espécimes cujas caracteristicas analisadas pela morfologia classica, resumidas na
chave dicotdmica de Lent & Wygodzinsky (1979), ndo permitiram a identificacdo

taxondmica dos mesmos.
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2. Justificativa

Em 2006, os 139 municipios que compdem o estado do Tocantins foram
classificados como de alto, médio ou baixo grau de risco de transmissao vetorial da
doenca de Chagas. Aqueles de alto risco, como Parand e Aurora do Tocantins,
incluiam 24,47% dos municipios, os de médio risco 52,51% e os de baixo 23,02%
(Oliveira, 2008).

Nos municipios da regido sudeste do estado de Tocantins, durante muitos
anos, foi registrada a ocorréncia no intradomicilio do principal vetor do agente
etiologico da doenca de Chagas, T. infestans. Apds sucessivas campanhas de
combate a este inseto no ambiente domiciliar e peridomiciliar, outras espécies, como
T. costalimai, passaram a ocupar os nichos que foram deixados vagos por T.
infestans podendo, desta forma, vir a exercer um papel importante na transmissao
da doenca de Chagas nesta regiao.

Favorecendo o comportamento de ocupacdo destes nichos, as acoes
antropicas em busca de melhorias de vias terrestre de comunicagéo, de vias de
abastecimento de agua e esgoto para as areas de assentamentos de populacdes
humanas e de construcédo de usinas hidrelétricas produzem efeitos impactantes na
flora e fauna locais. Como consequéncia, os animais buscam de forma ativa novos
habitats, e no caso dos triatomineos, aumenta a possibilidade de invasdes
domiciliares e formacdo de novos focos da doenca de Chagas (Forattini et al, 1971,
Ferrete et al, 2004).

O estudo taxonémico dos triatomineos capturados em regides impactadas e
endémicas para a doenca de Chagas, possibilita conhecer a biodiversidade destes
insetos vetores, que podem vir a colonizar ambientes artificiais e participar do ciclo
de transmissdo do parasito T. cruzi. Da mesma forma, a correta identificacdo
taxondmica € importante para o estabelecimento de programas de controle por
permitir acesso a informacées como o habitat de adultos e formas jovens, possiveis
hospedeiros, ecologia, competéncia vetorial, histérico de epidemias e medidas de
controle apropriadas para cada espécie.

No intuito de realizar um levantamento da fauna de insetos envolvidos na
transmissdo de agentes patégenos aos homens e animais por decorréncia da
construcdo da Usina de Aproveitamento Hidrelétrico de Peixe Angical, em 2004,
através de um convénio firmado entre o Instituto Oswaldo Cruz e a empresa
ENERPEIXE S.A., foram iniciados estudos de monitoramento da entomofauna da
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area impactada. Este projeto envolveu os municipios de Peixe, Sdo Salvador e
Parand, no sudoeste do Tocantins, e confirmou a presenga no ambiente silvestre
das espécies T. sordida, T. pseudomaculata, T. costalimai e R. neglectus
(Goncalves et al. 2009b). Além dessas espécies, alguns espécimes ndo se
enquadraram nos padrdes morfolégicos caracteristicos descritos na chave
dicotdmica de Lent & Wygodzinsky (1979) podendo somente ser classificados até a
categoria de género (Triatoma) com caracteristicas morfologicas afins de T.
costalimai e T. williami.

Em agosto de 2011, trés exemplares deste novo morfotipo, duas fémeas e um
macho, até entdo somente encontrado em ambiente silvestre, foram coletados no
domicilio, distante 200m do ambiente silvestre, de uma fazenda no municipio de
Parana (Adriana Feitosa, SESAU -TO, comunicacao pessoal).

No presente trabalho abordagens morfolégicas e moleculares foram utilizadas
para verificar se este morfotipo de Triatoma sp. pode ser classificado como uma
nova especie de modo a contribuir para o conhecimento da biodiversidade e

fornecer dados que poderao ser utilizados em acdes de vigilancia entomoldgica.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Definir se espécimes de triatomineos capturados na regido Sul do Estado do

Tocantins constituem uma nova espécie.

3.2 Objetivos Especificos

- ldentificar os espécimes coletados de acordo com a chave dicotbmica de Lent &
Wygodzinsky (1979);

- Analisar as estruturas externas de valor taxondmico dos espécimes coletados,

utilizando morfometria classica e comparar com T. costalimai;

- Descrever a morfologia da genitalia externa de fémeas e comparar com as

espécies proximas T. costalimai e T. williami;

- Verificar a proximidade fenotipica entre estes espécimes e as espécies de
morfologia semelhantes, T. costalimai e T. williami, por morfometria geométrica das

asas;
- Verificar a distancia genética entre os espécimes de status especifico ndo definido

e as espeécies T. costalimai e T. williami bem como desenvolver a reconstrucéo

filogenética utilizando seqiiéncias de um fragmento de gene mitocondrial.
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4. Material e métodos

4.1. Obtencdo e manutencdo dos espécimes

Os insetos a serem identificados, aqui denominados Triatoma sp. assim como
espécimes de Triatoma costalimai foram capturados no periodo de 2005-2007 e em
Abril de 2011 nos municipios de Parand e Aurora do Tocantins — Tocantins (figura
4.1).

Elaborado por Catarina Macedo
Figura 4.1: A - Localizacdo do Estado do Tocantins; B — Municipios trabalhados: a —
Parand, b — Aurora do Tocantins.

As capturas foram realizadas no ambiente silvestre em afloramentos rochosos
(figura 4.2) e no peridomicilio, em amontoados de madeiras (figura 4.3) por busca
ativa e passiva com armadilhas do tipo Noireau (Noireau et al, 1999). Os insetos
capturados foram cuidadosamente retirados das armadilhas (figuras 4.4, 4.5 e 4.6) e

acondicionados em tubos contendo papel filtro dobrado “em sanfona” e tampas com
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pequenos orificios. Cada tubo foi identificado com o nimero do ponto de captura que
foi georeferenciado com a utilizagdo de um GPS modelo Etrex Garmin.

No municipio de Parand-TO foram estabelecidos 3 pontos de captura (A, B e
C). A distancia entre A e B corresponde a 5,8Km, entre Ae C 479Kme Be C
1,15Km. No municipio de Aurora do Tocantins, as capturas foram realizadas em 4
pontos (D, E, F, e G). A disténcia entre D e E corresponde a 6,26Km, D e F 5,85Km,
DeG5,78Km,Ee F0,39Km, Ee G 3,81Kme F e G 3,64Km.

No laboratério estes insetos foram mantidos em condicfes estaveis de
temperatura (25-28°C) e umidade (78-82%) com alimentacdo a cada 15 dias em

camundongos suicos segundo protocolo CEUA LW 14/10.
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Foto: Catarina Macedo

Figura 4.2: Colocacéo de armadilhas Noireau em afloramentos rochosos.
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Foto: Catarina Macedo

Figura 4.3: Busca ativa de triatomineos no peridomicilio.

Foto: Catarina Macedo

Figura 4.4 Captura de ninfas e macho de T. costalimai com armadilha Noireau.

22



Foto: Catarina Macedo

Figura 4.5: Captura de macho deTriatoma sp. com armadilha Noireau.

Foto: Catarina Macedo

Figura 4.6: Retirada de ninfa de triatomineo da armadilha Noireau.

Nas analises, tanto morfologicas quanto moleculares, para o estudo de

Triatoma sp. também foram utilizados espécimes das espécies morfologicamente

proximas T. costalimai e T. williami assim como da espécie T. sordida cujas

procedéncias encontram-se resumidas no quadro 4.1.
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Quadro 4.1: Relacao das espécies de triatomineos analisadas, com as

respectivas procedéncias .

Espécie Localidades Total de espécimes
utilizados
Fémeas Machos
Triatoma sp. Parana / TO* 63 50
Triatoma costalimai Aurora do Tocantins / 36 28
TO*
Parana / TO* 6 3
Lavandeira / TO* - 1
Taguatinga / TO* 1 -
Séo Desidério / BA* 3 1
Triatoma sordida Itaobim / MG* 2 2
Paranaiba / MS* 2 1
Séo Valério / TO* 7 3
Triatoma williami Barra das Garcas / MT** 5 5

* Espécimes silvestres, capturados em expedicdes de campo realizadas pelo
Setor de Entomologia Médica e Forense do Laboratério de Transmissores de
Leishmanioses — I0C / FIOCRUZ

** Espécimes de coldnia cedidos pelo Laboratério Nacional e Internacional de
Referéncia em Taxonomia de Triatomineos do Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ.
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4.2 Caracterizacao morfologica e morfométrica

4.2.1 Morfologia externa

A identificagédo taxonémica foi baseada nos critérios estabelecidos por Lent &
Wygodzinsky (1979). Para as analises morfologicas e morfométricas do
comprimento total do corpo, da cabeca, do pronoto e do 1° 2° e 3° segmentos
rostrais bem como a largura da cabeca, dos olhos, do pronoto, do abddémen, e
distancia interocular (figura 4.8) foi utilizado o microscépio estereoscépio com ocular
milimetrada. Um total de 60 espécimes de Triatoma sp. (30 machos e 30 fémeas) e
37 de Triatoma costalimai (23 machos e 14 fémeas) foram analisados.

Os espécimes capturados foram montados com alfinetes entomologicos
conforme metodologia preconizada por Almeida et al (1998), e serdo depositados na
Colecao Entomoldgica do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ.

4.2.2 Morfologia da genitalia externa das fémeas em microscopia eletronica de

varredura

O estudo da morfologia da genitalia externa de fémeas foi realizado com 10
espécimes de Triatoma sp., 10 de Triatoma costalimai e 5 de T. williami. Os
triatomineos foram seccionados, no sentido transversal, na altura do sexto segmento
abdominal. A por¢ao terminal do abdémen foi lavada, desidratada em série alcodlica
crescente nas concentracdes de 7,5%, 15%, 30%, 50%, 70%, 90% e 3 vezes em
100%, por imersao durante 10 minutos em cada concentracdo. As estruturas foram
montadas em suporte sobre fita adesiva nas posi¢des ventral ou dorsal, formando
um angulo de 90° e deixada em estufa a 50°C para secagem por 24 horas e em
dessecador contendo silica gel até a metalizacdo (Santos-Mallet et al, 2012).
Posteriormente foram metalizadas com ouro e examinadas em microscopio
eletrébnico de varredura modelo JEOL JSM 6390 LV da Plataforma de Microscopia
Eletrénica do Instituto Oswaldo Cruz / FIOCRUZ.
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Esquemas adaptados de (Macedo, 2001).

Figura 4.7: Caracteres usados na morfometria. A — Triatoma sp. vista dorsal, a —
comprimento total do corpo, b — largura do abdémen; B — Cabeca vista dorsal, ¢ —
largura da cabeca, d — distancia interocular, e — largura do olho, f — comprimento da
cabeca; C —pronoto em vista dorsal, g — largura do pronoto, h — comprimento do
pronoto; D — cabeca em vista lateral, i — 1° segmento rostral, j — 2° segmento rostral,
| — 3° segmento rostral.
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4.2 .3 Andlise morfométrica das asas

Foram fotografadas asas direita e esquerda de machos e fémeas de Triatoma
sp., T. costalimai, T. williami e de T. sordida (o ultimo escolhido como grupo externo),
conforme tabela 4.1. Asas com falta de nervuras, incompletas, deformadas ou
ausentes foram descartadas pela impossibilidade de marcacdo dos pontos

anatbmicos.

Tabela 4.1: Espécies analisadas, localidades de origem e numero de espécimes

fémeas e machos.

Espécie Localidade Fémeas | Machos
Triatoma sp. Parana - TO 85 67
T. costalimai Aurora do Tocantins - TO 54 67
T. williami Barra das Garcgas - MT 5 10
T. sordida Sao Valério - TO 14 6

As asas foram removidas na base da articulacdo com o térax, montadas entre
[amina e laminula com alcool a 70%, numero de identificacdo do espécime e escala
(figura 4.8), e fotografadas com camara fotografica digital (Sony D SC — S70)

acoplada ao microscopio estereoscopico (Zeiss — SV6®).

Seguindo a metodologia definida por Bookstein (1991), sete pontos
anatémicos de referéncia (Landmarks) foram selecionados, unidos e analisados a
partir da arquitetura geométrica formada (Fig. 4.8). Esses pontos foram convertidos
em matrizes de coordenadas bidimensionais. Realizaram-se comparacfes do
tamanho (utilizando como estimador isométrico o tamanho do centrdide) e de
conformacao (usando o método de Procrustes). Para analisar o tamanho isométrico,
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis previamente corrigido pelo
método de Bonferroni. A proximidade entre a origem dos ambientes (ou sub-regides
biogeograficas) foi analisada usando as distancias de Mahalanobis. As mesmas
foram derivadas das variaveis de conformacdo e sua significancia estatistica foi
computada pelo teste de permutacdo. As analises foram executadas com CLIC v45
e JMP v4 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, U.S.A)).
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Foto: Simone Caldas Teves Neves

Figura 4.8: Asa direita de fémea de Triatoma sp. com marcacdo dos pontos
anatdmicos de referéncia, identificacdo do espécime e escala.

4.3 Filogenia molecular

O DNA total foi extraido a partir de 3 pernas de 4 espécimes de Triatoma sp.,
10 de Triatoma costalimai, (incluindo 1 de Lavandeira —TO, 1 de Taguatinga-TO, 1
de Parand — TO, 3 de Aurora do Tocantins e 4 de Sao Desidério-BA, provenientes
de colénias do LTL — IOC/FIOCRUZ) , 5 de Triatoma williami e 7 de Triatoma
sordida, daqueles utilizados nas analises morfolégicas e morfométricas. Como
grupo externo foram incluidas duas sequencias do género Rhodnius (Hemiptera:
Reduviidae: Triatominae) (AY035437 e AF324519) obtidas no banco de dados de
DNA (genbank) (quadro 4.2).
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Quadro 4.2: Espécimes de estudo, codigo de identificacdo e localidade de origem.

Espécie Cdédigo do espécime | Localidade

Triatoma sp. | T sp 04 Parand — TO

Triatoma sp. | T sp 16 Parand — TO

Triatoma sp. | T sp 03 Parand — TO

Triatoma sp. | T sp 05 Parand — TO

T. costalimai | TC 04 Lavandeira—TO

T. costalimai | TC 06 Aurora do Tocantins - TO
T. costalimai | TC 08 Taguatinga — TO

T. costalimai | TC 09 Aurora do Tocantins — TO
T. costalimai | TC 11 Aurora do Tocantins - TO
T. costalimai | TC 20 Parana - TO

T. costalimia | TC 141 Séao Desidério — BA

T. costalimai | TC 142 Sao Desidério — BA

T. costalimai | TC 145 Séao Desidério — BA

T. costalimai | TC 146 Sao Desidério — BA

T. williami TW 01 Barra das Gar¢cas — MT
T. williami TW 02 Barra das Gar¢cas — MT
T. williami TW 03 Barra das Gar¢cas — MT
T. williami TW 04 Barra das Gar¢cas — MT
T. williami TW 05 Barra das Gar¢cas — MT
T. sordida ITA 22 [taobim — MG

T. sordida ITA?24 [taobim — MG

T. sordida ITA 25 [taobim — MG

T. sordida ITA 26 [taobim — MG

T. sordida Par 03 Paranaiba — MS

T. sordida Par 04 Paranaiba — MS

T. sordida Par 05 Paranaiba — MS

R. stali GenBank AY035437

R. prolixus GenBank AF324519

As pernas de cada espécime foram acondicionadas em microtubos de 1,5mL.
Cada microtubo foi submerso em nitrogénio liquido e as amostras foram maceradas
até a obtencéo do aspecto de pé. Em seguida, foram adicionados 300 pL de tampéo
de extracdo (0,4M NaCl, 10mM tampéao tris pH 8,0, 2mM EDTA pH8,0), passando
por outra maceracao. Foram adicionados SDS 20% (concentracdo final de 2%) e
proteinase K 20mg/ml (concentracdo final de 400ug/mL). O conteudo foi
homogeneizado com leves batidas e incubado a 65°C em banho-maria durante a
noite (aproximadamente 16 horas). ApoOs incubacédo, adicionou-se NaCl 6M (na
proporcao 4:3 na relagdo tampao de extracdo: NaCl 6M) e homogeneizou-se por 30
segundos com a utilizacdo de um vortex. Em seguida o contetdo foi centrifugado por
30 minutos a 10000g, o sobrenadante foi transferido para outro tubo onde adicionou-

se igual volume de isopropanol. Este material foi incubado a -20°C por 1 hora e
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novamente centrifugado por 20 minutos a 10000g (4°C). Por fim, o sobrenadante foi
descartado, adicionou-se etanol 70% em cada microtubo, que foi posteriormente
descartado. O material foi ressuspendido em agua mili-Q e armazenado a -20°C
(Aljanabi & Martinez, 1997).

A amplificacdo por PCR e sequenciamento do fragmento do gene 16S, de
aproximadamente 530 pares de bases, foi realizada com a utilizagéo dos iniciadores
16sa (senso) 5 — CGT CTG TTT ATC AAA AAC AT 3’ e 16sb (antisenso) 5 — CTC
CGG TTT GAA CTC AGA TCA 3’ (Weirauch & Munro, 2009). A reacéo foi realizada
em termociclador eppendorf Master-cycle Gradient com desnaturacao inicial por 2
minutos a 94°C seguida de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 48°C por 30
segundos e 72°C por 45 segundos com extensao final por 7 minutos a 72°C. Foram
utilizados 0,5uL da solugdo de DNA genbmico para um volume final de reacdo de
50uL cujo protocolo da reacdo segue resumido na tabela 4.2. Como controle
negativo foi utilizada uma aliquota de agua.

Os produtos da amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 1%

corado com Syber ® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen™).

Cada amostra amplificada foi purificada utilizando a enzima Exosap — IT
(Prodimol). O volume de 5 pL do produto de PCR e 2 pL de exosap foram incubados
a 37°C por 15 minutos seguidos de mais 15 minutos a 80°C para inativacdo da

enzima.

Tabela 4.2: Protocolo de reacdo de PCR para amplificacdo de fragmento de gene
16S.

Reagentes (concentragdo) | Quantidade (pL) Concentracao final em
50 L de reacédo

Tampéao 10x 5,0 1x

MgClI 25mM 4,0 2 mM

dntp 2mM 5,0 0,2 mM

Primer 16sa 5uM 2,0 10 pmol

Primer 16sb 5uM 2,0 10 pmol

Taqg polimerase 5U/ pl 0,25 1,25U

* Completar com 0,5 pL de DNA e agua mili-Q qsp 50 pL.
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Para a reacao de sequenciamento foram utilizados 3,5 pL do purificado para
cada uma das fitas senso e anti-senso e 0os mesmos iniciadores da rea¢do de PCR
segundo protocolo apresentado na tabela 4.3. Foram utilizados 30 ciclos nas
seguintes temperaturas: 10 segundos a 96°C, 5 segundos a 48°C e 4 minutos a
60°C.

Tabela 4.3: Protocolo para a reacdo de sequenciamento

Reagentes (concentragcdo) | Quantidade (uL) | Concentracao final

ABI Prism ® Big Dye ® 1 -
Terminator v3.1 cycle

sequencing

Tampao para reacdo de 2 1X

sequenciamento 5X

Primer senso ou antisenso 1 5pmol
5 uM
Total 10* -

* Completar a reacdo com agua mili-Q e com o material amplificado (3 a 5 pL)
dependendo da quantidade.

Os di-deoxinucleotideos excedentes dos produtos da reacdo de
sequenciamento foram removidos com a adicdo, em cada amostra de 40uL de
isopropanol a 65% a temperatura ambiente, seguida de incubacédo por 15 minutos ao
abrigo da luz e centrifugacdo durante 45 minutos a 4000RPM em temperatura
ambinte (22-25°C), sendo o sobrenadante resultante descartado. Adicionou-se em
cada amostra 80 pL de etanol a 60% (em temperatura ambiente), que foi
centrifugada durante 15 minutos a 4000 RPM; esses dois ultimos procedimentos
foram repetidos; e em seguida, deixou-se o etanol secar por aproximadamente 1
hora a temperatura ambiente. As amostras foram armazenadas a 4°C por até 2

meses.
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O DNA marcado durante a reacdo de sequenciamento foi ressuspendido em
Formamida Hi-Di (Applied Biosystem) e incubado a 95°C por 10 minutos para
estabilizacdo da fita simples de DNA. As analises foram realizadas nos
sequenciadores ABlI 3730 da Plataforma PDTIS — FIOCRUZ e ABI 3130 do
departamento de Genética da Universidade Federal do Rio de Janeiro, ambos da
Applied Biosystem.

A edicao e obtencdo da sequencia consenso a partir da comparacéao das fitas
senso e anti-senso para cada espécime foi realizada com a utilizagdo dos programas
SegMan Lasergene versdo 7.0 (DNAStar, Inc.) e MEGA versao 5.0 (Tamura et al,
2011).

A analise da distancia genética foi realizada segundo Jukes- Cantor (Nei &
Kumar, 2000) e a reconstrucao filogenética pelo método neighbor-joining com a
utilizagdo do programa MEGA 5.0 (Tamura et al, 2011). A confiabilidade do clado foi
estimada a partir de 1000 replicatas de bootstrap.
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5. Resultados
5.1 Morfologia geral externa e morfometria

Foram capturados, em afloramentos rochosos, no periodo de 2005 a 2007 um
total de 190 espécimes de triatomineos, 122 no municipio de Parand e 68 no

municipio de Aurora do Tocantins.

Em Abril de 2011 foram capturados 1 espécime (ninfa de 3° estadio) em
Parand e 28 espécimes em Aurora do Tocantins sendo 19 ninfas (1N1, 3N2, 6N3,
1N4, 8N5) e 5 adultos (4 machos e 1 fémea) em ambiente silvestre e 4 ninfas de 5°
estadio no peridomicilio.

Do total de 69 espécimes, 36 fémeas e 28 machos capturados em Aurora do
Tocantins todos foram classificados como T. costalimai segundo Verano & Galvao

(1959) e utilizando-se a chave dicotomica de Lent & Wygodzinsky (1979).

Dos 122 espécimes capturados em Parand, 9 apresentaram-se semelhantes
a T. costalimai procedentes de Aurora do Tocantins, porém diferenciando-se quanto
ao padrao de coloracédo do corpo, marrom mais claro, e do conexivo com manchas
menores. Os 113 restantes (50 machos e 63 fémeas) ndo puderam ser identificados
em nivel especifico, agrupando-se em Triatoma sp. (figura 5.1) e apresentaram as

seguintes caracteristicas morfolégicas externas:

Figura 5.1: Espécimes de Triatoma sp.: A — Fémea, B — Macho.
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Comprimento total Macho — 20,15mm Fémea — 18,64mm

Cabeca (figura 5.2) - Marrom, alongada, ligeiramente rugosa, de comprimento
cerca de quatro vezes maior que a largura (1:0,23), e maior que o pronoto (1:0,7) ou
tdo longa quanto o pronoto mais o escutelo sem o processo apical, revestida por
pelos curtos, com 1+1 area glabra que se estende da base do tubérculo antenifero
até os ocelos. Regido ante-ocular cerca de quatro vezes mais longa que a pos-
ocular (1:0,22). Clipeo estreito alargando-se gradualmente a partir da regido
mediana. Genas pontiagudas ultrapassando nitidamente o apice do clipeo. Jugas
angulares apicalmente. Olho em vista lateral atingindo o nivel inferior da cabeca,
porém distante da margem superior. Distancia interocular duas vezes maior que a
largura do olho em vista dorsal (1:0,5). Tubérculo antenifero inserido no meio da
regido anteocular. Primeiro segmento antenal marrom, atingindo a metade do clipeo,
com raras cerdas dispostas em fileiras. Segundo segmento marrom, piloso com
cerdas mais longas do que o diametro do segmento. Terceiro segmento com base
escura e restante claro, e quarto segmento de tonalidade clara, ambos recobertos
por cerdas curtas e cerdas longas e esparsas dispostas perpendicularmente ao
segmento. Proporcdo dos segmentos antenais (1:4,5:2,7:2,4). Rostro de mesma
tonalidade da cabeca atingindo o proesterno. Primeiro e segundo segmentos com
cerdas curtas e esparsas, e terceiro segmento piloso, com cerdas finas e raras

cerdas longas. Proporcdo dos segmentos antenais (1:3:1).

T|E
=
v

Figura 5.2: Cabeca de Triatoma sp. em vista dorsal.

Pronoto (figura 5.3) - Marrom, de aspecto rugoso, comprimento

aproximadamente igual a largura. Lobo anterior com esboco de 1+1 tubérculos
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discais, lobo posterior rugoso com carenas sub-medianas quase atingindo a margem
posterior, &ngulo humeral arredondado.

Escutelo (figura 5.3) - Inteiramente marrom, rugoso com uma depressao
central em forma de V. Processo apical do escutelo cilindrico, de comprimento igual
ao do corpo do escutelo, com o apice truncado e voltado para cima.

Figura 5.3: Pronoto e escutelo de Triatoma sp.

Pernas - De colorido geral marrom uniforme com pequenas cerdas em
fileiras. Fémur anterior e mediano com um par de denticulos ventrais subapicais.
Fosseta esponjosa presente nos machos no primeiro par de pernas (figura 5.4).

Figura 5.4: Macho de Triatoma sp., detalhe da fosseta esponjosa no primeiro

par de patas.
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Hemélitros - Nos machos atingindo ou quase atingindo o bordo posterior do
sétimo urotergito (figura 5.1). Nas fémeas curtos atingindo o ter¢o basal ou a metade
do sétimo urotergito. Cério e clavo castanhos, veia subcostal com bordo claro. Corio
com 2+2 manchas alaranjadas localizadas nas regides basal e apical. Membrana
cinza com veias negras.

Abdémen - Convexo ventralmente, polido, coberto por cerdas -curtas,
parecendo glabro. Espiraculos claros proximos a sutura conexival (figura 5.5).
Uroesternito marrom. Conexivo predominantemente marrom com mancha clara
subtriangular de largura variavel, situado na regido apical, proximo a sutura
intersegmentar. FEmeas com abddmen mais largo do que os machos (1:0,8) (figura
5.1).

3mm

Figura 5.5: Abdémen Triatoma sp.em vista ventral de evidenciando os espiraculos.

As diferencas morfologicas entre T. sp e as espécies T. costalimai e T.
williami, préximas segundo chave dicotbmica de Lent & Wygodzinsky (1979),

encontram-se resumidas no quadro 5.1.

As tabelas 5.1 e 5.2 apresentam as medidas das principais estruturas
morfoldgicas utilizadas na taxonomia de fémeas e machos de Triatoma sp. e
Triatoma costalimai procedentes dos municipios de Parand e Aurora do Tocantins,
respectivamente.
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Quadro 5.1: Diferencas morfoldgicas entre Triatoma sp., Triatoma costalimai e Triatoma williami.

Espécie

Triatoma sp.

Triatoma costalimai

Triatoma williami

Coloragéo geral

Castanha

Negra

Castanho claro

Conexivo

Manchas amarelo claras acima
das suturas intersegmentares

Manchas vermelho claras cortadas
em bisel em triangulo de vértice
anterior

Totalmente amarelo com
pequena mancha preta na
margem externa

Suturas intersegmentares

Castanhas

Pretas envolvidas por porcéo
escura

Pretas envolvidas pela
coloracdo amarelada do
conexivo

Asas

Com mancha castanho clara,
atingindo o inicio do 8° urotergito
nos & e a metade do 7° urotergito
nas ¢.

Com mancha vermelha, atingindo
mais da metade do 8° urotergito nos
& e cobrindo o 8° urotergito nas <.

Cério quase totalmente
amarelado com nervuras
salientes e negras, asa
atingindo mais da metade do
8° urotergito.

37



Tabela 5.1: Medidas (em mm) de fémeas de Triatoma sp. e Triatoma costalimai capturados nos municipios de

Parané e Aurora do Tocantins — TO, respectivamente.

Espécies Triatoma sp. Triatoma costalimai

Variaveis Min. Max. X S s? Min.  Max. X S s?
Comprimento total 17,2 28,5 20,15 2,027 4,252 22,5 25,9 2487 1,162 1,352
Largura do abdémen 6,3 9,4 8,15 0,698 0,504 8,4 10,7 9,55 0,879 0,772
Comprimento do pronoto 2,3 3,2 2,79 0,208 0,044 3,1 3,5 3,27 0,160 0,025
Largura do pronoto 2,3 3,1 2,62 0,260 0,069 2,6 3,2 2,95 0,207 0,042
Comprimento da cabeca 3,9 4.4 4,06 0,145 0,021 4,1 51 4,81 0,376 0,141
Largura da cabeca 0,8 1,0 0,90 0,047 0,002 1,0 11 1,08 0,037 0,001
Distancia interocular 0,8 1,0 0,85 0,056 0,003 0,9 1,1 0,97 0,075 0,005
Largura do olho 0,4 0,5 0,40 0,017 0,000 0,5 0,5 0,50 0,000 0,000
Comprimento do 1° seg. rostral 0,8 1,1 0,94 0,080 0,006 1 1,2 1,07 0,075 0,005
Comprimento do 2° seg. rostral 2 3,0 2,54 0,223 0,051 3 3,3 3,14 0,127 0,016
Comprimento do 3° seg. rostral 0,8 1,0 0,92 0,071 0,005 1 1,2 1,08 0,089 0,008




Tabela 5.2: Medidas (em mm) de machos de Triatoma sp. e Triatoma costalimai capturados nos municipios de

Parané e Aurora do Tocantins — TO, respectivamente.

Espécies Triatoma sp. Triatoma costalimai

Variaveis Min. Max. X S s? Min.  Max. X S s?
Comprimento total 16,6 21,9 18,64 1,249 1,561 19,9 22,8 21,47 0,784 0,615
Largura do abdémen 6,0 7,9 6,94 0,486 0,236 5,6 8,4 6,99 0,834 0,696
Comprimento do pronoto 2,6 3,2 2,88 0,179 0,032 2,2 3,6 3,08 0,303 0,092
Largura do pronoto 2,2 3,0 2,55 0,188 0,035 2,5 3 2,77 0,176 0,031
Comprimento da cabeca 3,6 4,2 3,91 0,131 0,017 4,1 4,8 4,51 0,152 0,023
Largura da cabeca 0,7 0,9 0,84 0,056 0,003 0,9 1,0 0,96 0,047 0,002
Distancia interocular 0,7 0,8 0,76 0,049 0,002 0,8 1,0 0,87 0,073 0,005
Largura do olho 0,4 0,5 0,40 0,017 0,000 0,4 0,5 0,47 0,043 0,002
Comprimento do 1° seg. rostral 0,5 1,0 0,90 0,116 0,013 0,8 1,2 1,00 0,090 0,008
Comprimento do 2° seg. rostral 2,0 2,9 2,45 0,214 0,046 2,7 3,2 2,94 0,124 0,016
Comprimento do 3° seg. rostral 0,7 1,0 0,88 0,077 0,005 0,6 1,0 0,98 0,099 0,010

Min. — minima; Max — méaxima; X — média; S — desvio padrdo e S*— variancia.



Vale ressaltar que um total de 9 espécimes (6 fémeas e 3 machos) de
Triatoma sp. assim como 8 de T. costalimai (3 fémeas e 5 machos) apresentaram
asas com nervura incompleta, deformada ou ausente conforme figuras 5.6, 5.7 e
5.8.

Figura 5.6: Asa esquerda de macho de Triatoma sp. com nervura mediana
incompleta.

Figura 5.7: Asa direita de fémea de Triatoma sp. com nervuras irregulares.

Figura 5.8: Asa direita de fémea de Triatoma costalimai sem nervura mediana.
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5.2 Morfologia da genitalia externa de fémeas

A genitalia externa de fémeas de Triatoma sp., em vista dorsal, apresenta o
bordo posterior do VII tergito em forma de W, com 1 + 1 depresséo lateral elevando-
se na regido mediana; o bordo posterior do VIII tergito é retilinio decaindo
lateralmente terminando na metade da sutura do conexivo de &pice arredondado; o
IX tergito trapezoidal com paredes abauladas e recoberto por pelos grossos, curtos e
esparsos terminando junto ao tubo anal (figura 5.9A). Os espécimes de T. costalimai
apresentaram bordo posterior do VII tergito ndo retilineo, terminando junto a sutura
do conexivo; o bordo posterior do VIII tergito é convexo e termina na metade da
sutura do conexivo de apice pontiagudo; e o IX tergito € trapezoidal, com paredes
laterais retas e 1+1 reentrancia apical proxima ao tubo anal; revestido por pelos
grossos e longos (figura 5.9B). Em T. williami o bordo posterior do VII tergito
mostrou-se retilineo na regido mediana elevando-se nas margens laterais em
direcdo a sutura do conexivo; o bordo posterior do VIII tergito € retilineo terminando
na linha mediana do conexivo; o IX tergito € trapezoidal, com paredes laterais
abauladas, apresentando 1+1 depressao acentuada préxima ao tubo anal, revestido

com pelos grossos e curtos (figura 5.9C).

Ventralmente a linha do bordo posterior do VIII esternito € proeminente na
regido mediana em Triatoma sp., € 0S gonocoxitos do 8° segmento sdo longos e
largos (figura 5.10A). Nos exemplares de T. costalimai a linha do bordo posterior do
VII esternito € convexa e 0s gonocoxitos do 8° segmento longos e estreitos (figura
5.10B). Em T. williami verificou-se que o bordo posterior do VII esternito apresenta o
mesmo formato que em Triatoma sp. porém pouco proeminente e que 0S
gonocoxitos do 8° segmento sdo triangulares e proximos a linha mediana do VIl

esternito (figura 5.10C).

Na regido mediana da gonapofise 8 e na base do gonocoxito 8 de Triatoma
sp. verificou-se a presenca de espinhos curtos de apice pontiagudo unifurcado,
bifurcado ou trifurcado (figuras 5.11 e 5.12). Espinhos da mesma forma foram
observados somente na regido mediana da gonapofise 8 de T. costalimai (figuras
5.13 e 5.14). Em T. williami observou-se somente espinhos curtos de apice

pontiagudo unifurcado na regido mediana da gonapoéfise 8 (figura 5.15).
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Figura 5.9: Eletromicrografia de urotergitos de fémeas por microscopia eletrbnica de
varredura: A - Triatoma sp., B — Triatoma costalimai e C — Triatoma williami. VII — 7°
urotergito, VIII — 8° urotergito, IX — 9°urotergito.
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Figura 5.10: Eletromicrografia de uroesternitos de fémeas por microscopia eletrénica de
varredura: A - Triatoma sp., B — Triatoma costalimai e C — Triatoma williami. VIl — 7°
uroesternito, Gc — gonocoxito, Gp — gonapdfise.
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Figura 5.11: Espinhos no gonocoxito 8 (Gc8) e regido mediana da gonapdfise 8 (Gp8) de
Triatoma sp.

Figura 5.12: Detalhe dos espinhos unifurcado (a), bifurcado (b) e trifurcado (c) da regido
mediana da gonapdfise 8 de Triatoma sp.
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Figura 5.13: Regido mediana da gonapdfise 8 de Triatoma costalimai, mostrando cerdas e
espinhos.

Figura 5.14: Detalhe dos espinhos unifurcado (a), bifurcado (b) e trifurcado (c) da
regido mediana da gonapdéfise 8 de Triatoma costalimai.
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Figura 5.15: Detalhe dos espinhos unifurcados da regido mediana da gonapofise 8
de Triatoma williami.

5.3 Morfometria geométrica das asas

Na analise da variacdo de tamanho das asas, o teste de Kruskal-Wallis
revelou diferencas significativas (p< 0,001) entre T. costalimai, T. williami, T. sp. e T.

sordida sendo marcadamente menores as asas de Triatoma sp. (figura 5.16).
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Figura 5.16: Médias de tamanho do centréide de machos e fémeas de Triatoma
costalimai (Tc), Triatoma williami (Tw), Triatoma sp. (T sp) e Triatoma sordida (Ts).
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As asas das fémeas de T. costalimai e T. williami sdo significativamente
maiores que os machos, porém as de fémeas de Triatoma sp. séo significativamente

menores que 0s machos da sua espécie (p< 0,001) (figuras 5.17, 5.18 e 5.19).
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Figura 5.17: Média de tamanho do centroide de fémeas e machos de Triatoma

costalimai.
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Figura 5.18: Média de tamanho do centrbide de fémeas e machos de Triatoma
williami.
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Figura 5.19: Média de tamanho do centréide de fémeas e machos de Triatoma sp.

Para T. sordida ndo foram observadas diferencas significativas do tamanho
das asas entre os sexos (figura 5.20).
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Figura 5.20: Média de tamanho do centréide de fémeas e machos de Triatoma
sordida.

O mapa fatorial elaborado a partir de uma analise canbnica, mostrou uma
discreta separacao entre Triatoma sp. e T. costalimai. Entretanto, entre T. williami e
T. sordida foi observado um solapamento, e ocorreu a separacdo destas duas

espécies de Triatoma sp. e T. costalimai ( figuras 5.21 e 5.22).

Os niveis de reclassificacdo dos individuos de Triatoma sp. e T. costalimai

foram considerados moderados (48- 64%); para T. willami foram aceitaveis (70 e
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80%), baixos para as fémeas de T. sordida (35%) e altos para os machos (82%). A
contribuicdo dos fatores candnicos resultou de 59%, 30% e 6% para 0s trés
primeiros fatores. O teste de permutacdo corrigido por Bonferroni mostrou que
Triatoma sp. € significativamente diferente das outras espécies (P < 0,001), porém a

andlise discriminante mostra um solapamento entre Triatoma sp. e T. costalimai.
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Figura 5.21: Mapa fatorial mostrando uma discreta separacdo entre Triatoma sp. e Triatoma
costalimai e um solapamento entre Triatoma williami e Triatoma sordida.
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Figura 5.22: Arvore UPGMA a partir das distancias de Mahalanobis mostrando a
separacao de Triatoma sp. e Triatoma costalimai em diferentes clados irmdos porém

separados de Triatoma williami e Triatoma sordida também agrupados em clados
iIrmaos.
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5.4 Filogenia molecular

As distancias genéticas foram calculadas entre os espécimes da mesma
espécie e entre as espécies. As distancias intraespecificas obtidas sdo menores que

as interespecificas (tabelas 5.1 e 5.2).

Tabela 5.3: Distancia genética de Jukes Cantor dentro dos grupos

Distancia
Espécie genética
Triatoma sp. 0
Triatoma costalimai 0,01
Triatoma williami 0,0008
Triatoma sordida 0,0136

Tabela 5.4: Distancia genética entre 0s grupos

Distancias

Triatoma sp.
Triatoma costalimai 0,024
Triatoma williami 0,051 | 0,034

Triatoma sordida 0,054 {0,044 (0,044

Na filogenia obtida observou-se o seguinte relacionamento entre as espécies:
[(T. costalimai + Triatoma sp.) + (T. willilami + T. sordida)]. Os espécimes de
Triatoma sp., portanto, formaram um grupo distinto de T. costalimai e a espécie T.
sordida formou grupo irméo de T. williami. Um espécime capturado no municipio de
Parana (TC20), inicialmente classificado, pela morfologia como T. costalimai, que
apresentou caracteristicas morfolégicas compartilhadas com o novo morfotipo,

agrupou-se com Triatoma sp. (figura 5.23).
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Figura 5.23: Arvore filogenética constituida a partir de sequéncias 16S (neighbor —
joining, distancia Jukes — Cantor e 1000 replicatas de bootstrap) mostrando o
relacionamento genético dos espécimes de Triatoma sp. e Triatoma costalimai e dos
espécimes de Triatoma williami e Triatoma sordida. Um espécime de T. costalimai
de Parana agrupou-se com Triatoma sp. As diferentes cores indicam as localidades
de captura dos espécimes de T. costalimai: Verde — Aurora do Tocantins — TO;
Ciano — Lavandeira —TO; Azul — Taguatinga — TO; Amarelo — Sdo Desidério — BA;
Vermelho — Parand — TO. As siglas ITA e PAR séo referentes as localidades de
origem dos espécimes de T. sordida: ITA — Itaobim — MG, Par — Paranaiba — MS.
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6. Discussao

Triatoma sp., apesar de compartilhar com T. costalimai caracteristicas
morfolégicas como a relacdo entre o tamanho da cabeca e pronoto, tamanho do
terceiro segmento rostral, local de inser¢cdo do tubérculo antenifero, tamanho do
primeiro segmento antenal e coloracdo escura das pernas (Verano & Galvao, 1958),
diferenciou-se quanto ao comprimento total, apresentando-se menores, tanto para
machos quanto fémeas, padrao de coloracdo assim como o desenho e coloracédo do
conexivo e suturas intersegmentares impedindo sua inclusdo neste grupo

taxondmico especifico.

A segunda espécie de morfologia semelhante a Triatoma sp. segundo Lent &
Wygodzinsky (1979) seria T. williami. Porém, esta espécie apresenta o corio dos
hemélitros quase totalmente amarelado, excetuando o relevo das nervuras que séo
pretas, conexivo também quase totalmente amarelo, exceto pela mancha lateral
externa preta sobre as suturas intersegmentares e hemélitros atingindo mais da
metade do 8° urotergito, o que nao permite a inclusdo dos espécimes de T. sp nesta

espécie.

No municipio de Parand, em pontos de coleta com auséncia de barreira
geografica, separados somente por uma rodovia, triatomineos identificados
inicialmente como T. costalimai, apresentaram diferencas desta espécie quanto ao
tamanho corporal, apresentando-se menores, padrao de coloracdo do corpo marrom
mais claro e do conexivo com manchas menores, o que gerou davidas quanto a
identificacdo taxondémica. Estes espécimes nao foram utilizados nas andlises
morfométricas, contudo a analise filogenética possibilitou a identificacdo como

Triatoma sp.

Questionou-se, portanto, se as diferencas morfolégicas observadas neste
estudo poderiam ou ndo constituir fendtipos de especiacdo e se, somente por
estudos morfolégicos, seria possivel afirmar que essas populacfes sdo isoladas
reprodutivamente ou que estas caracteristicas estariam contribuindo para o

estabelecimento de barreiras genéticas entre elas.

No entanto, a variacdo cromatica observada entre Triatoma sp. e T costalimai

capturados em ambiente silvestre permaneceram constantes na criagdo mantida em
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laboratério até a segunda geracdo, na qual se encontra, o que pode sugerir que
estas caracteristicas sdo devidas a composi¢ao génica.

A utilizacdo de abordagem com base em modelos de nichos ecoldgicos
permitiria avaliar a relacdo entre as variagfes ecoldgicas e o possivel processo de
especiacdo conforme verificado por Costa et al (2002) para quatro variacdes
cromaticas de T. brasiliensis.

Noireau et al (1997) descreveram um morfotipo de coloragdo mais escura de
T. infestans, encontrado em ocos de arvores associado a roedores silvestres no
Chaco Boliviano, cujo padrdo cromatico era intermediario entre T. infestans e T.
melanosoma e que, apesar de se separar destas duas espécies, morfologicamente,
ndo apresentava diferencas isoenzimaticas ou isolamento reprodutivo, o que
confirma a importancia da utilizacdo de uma caracterizacédo baseada em diferentes
métodos, e ndo somente na morfologia para definicdo de uma espécie. Segundo
Dujardin et al (1999b) a morfologia por si s6 nédo pode ser utilizada para a definicdo
de espécie devido a plasticidade fenotipica diante de diferentes fatores associados
as modificacdes ambientais e segundo Githeko et al (2009), alteracfes climaticas.

Costa (1997) diante de populacdes de Triatoma brasiliensis, de quatro
padrées cromaticos distintos, realizou estudos multidisciplinares com analises

morfoldgicas, biologicas e bioguimicas para definicdo destas populacoes.

Diante deste quadro, optou-se pela utilizacdo de uma abordagem
multidisciplinar, cuja importancia para definicdo de espécies de triatomineos foi
apresentada por Jurberg (2003), com maior detalhamento morfolégico e
morfométrico, bem como com o estudo da filogenia, com o objetivo de ajudar a
elucidar a questdo: T. sp constitui uma nova espécie ou é uma populacdo de T.

costalimai?

O estudo da morfologia da genitalia externa de fémeas em triatomineos,
desconsiderado desde a década de 60, foi retomado por Rosa et al (2010) que, com
a utilizacdo da técnica de microscopia eletrénica de varredura, verificou diferencas
taxondmicas relevantes na genitalia das fémeas as quais permitiram a diferenciacéao
das espécies dos género Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma assim como a
identificacdo taxonémica de 12 espécies de Rhodnius, cuja identificacdo pela

morfologia geral externa gerava duavidas (Neiva & Pinto, 1923; Rosa et al, 2011).
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Neste trabalho, a utilizacdo desta mesma metodologia também possibilitou a
separacdo entre o novo morfotipo e as espécies T. costalimai e T. williami. Foram
visualizadas diferengcas em vista dorsal com relagdo ao bordo posterior do VIl e VIl
urotergitos assim como o formato e padrdo das cerdas do IX urotergito.
Ventralmente observaram-se diferencas com relagcdo a linha do bordo do VIii
uroesternito e formato do gonocoxito 8 sendo que, neste caso, T. sp apresentou
formato do bordo posterior do VII uroesternito semelhante ao de T. williami porém
ndo tdo proeminente, o que poderia ser mais uma caracteristica morfolégica que
aproxima os dois grupos. Nos trés grupos estudados, foi descrita a presenca de
espinhos pontiagudos unifucardos, bifurcados e trifurcados na regido mediana da
gonapdfise 8 e, somente em Triatoma sp., na base do gonocoxito 8. Estruturas
semelhantes foram observadas por Pereira-Lourenco et al (2011) no estudo de
morfologia da genitalia interna de Rhodnius neglectus, pela microscopia eletrénica
de varredura, no qual verificou-se a presenca destes espinhos na bolsa copulatoria,
possivelmente para a compressdao do espermatoforo e liberagdo dos

espermatozoides.

Desta forma, utilizando a MEV como ferramenta foi possivel diferenciar as
espécies colocando Triatoma sp. como uma nova espécie. Entretanto, apesar dos
resultados obtidos optou-se pela utilizagdo de mais uma metodologia visando esta

confirmacéao.

A morfometria geométrica que segundo Dujardin et al. (2010) permite
observar mudancas de conformacdo indetectaveis pelos métodos morfoldgicos
tradicionais, tem sido utilizada na identificacdo de espécies cripticas, como € o caso
deste estudo. A utilizacdo desta técnica em estudos taxondmicos permitiu a
classificacdo da espécie T. melanosoma como sinénima de T. infestans (Gumiel et
al, 2003); a diferenciacdo entre espécimes de T. arthurneivai e T. wygodzinkyi bem
como a correcdo na identificacdo de populacdes de T. arthurneivai de Sdo Paulo
para T. wygodzinkyi (Carbajal de La Fuente et al, 2011); e a separacdo de dois
grupos distintos das espécies M. gajardoi e M. spinolai bem como a descoberta de
asas vestigiais em algumas areas da parte norte do Chile o que pode indicar a
existéncia de uma zona hibrida (Campos et al, 2011). Recentemente, Gurgel-
Goncalves et al (2011) em estudo da morfometria de asas e cabeca das espécies T.
sordida e T. garciabesi também verificaram que a variacdo morfométrica e
diferenciacdo de nichos ecoldgicos podem ser utilizados na delimitacdo de espécies
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de triatomineos fenotipicamente semelhantes. Também na taxonomia do género
Rhodnius, de dificil classificacdo, a utilizacdo desta técnica permitiu a identificacéo
taxonémica especifica de um espécime de Rhodnius robustus de Alto Beni — Bolivia
por Matias et al (2001). Da mesma forma, a diferenciacdo entre R. robustus de
Mérida — Venezuela e R. prolixus Codejes — Venezuela em unidades evolutivas
distintas, apesar de morfologicamente e geneticamente muito semelhantes (Villegas
et al, 2002). A variavel tamanho, porém, segundo estudos de morfometria
geométrica ja realizados, € resultado da expressao génica e biologia dos espécimes
diante das condi¢bes ambientais como temperatura e condi¢éo nutricional, fartura ou
ndo das fontes alimentares, enquanto que a variacdo de conformacdo € devida

principalmente a componentes genéticos (Dujardin & Slice, 2007).

Diante dessas evidéncias de sucesso na utilizacdo da morfometria geométrica
na taxonomia, optou-se por utiliza-la para verificar se também entre Triatoma sp. e

T. costalimai esta abordagem permitiria a separacao taxondmica destas espécies.

O estudo da morfometria geométrica das asas mostrou diferencas
significativas, tanto com relagdo ao tamanho como na conformacao, entre Triatoma
sp. e a espécie de morfologia proxima T. costalimai, assim como a separacao destas
de T. williami e T. sordida, esta Ultima inicialmente escolhida como grupo externo por
apresentar grande diferenca morfologica e por ser proveniente de ecétopo diferente

(peridomicilio).

A analise do tamanho das asas também permitiu observar o dismorfismo
sexual nas espécies de estudo, porém, vale ressaltar diferentemente do que é
observado para a maioria dos triatomineos, as fémeas Triatoma sp. apresentaram
asas menores que 0s machos e, para a espécie T. sordida nao foi possivel verificar
diferencas significativas entre o tamanho das asas de machos e fémeas. Esta
plasticidade fenotipica observada entre estes grupos (machos e fémeas) bem como
entre as espécies pode ser resultado da diferenca de atividade biolégica entre os
Sexos ou entre as espécies, provenientes de localidades distintas e,

consequentemente, expostas a diferentes fatores ambientais.

Corroborando estes resultados estd o parametro morfologia da asa do
complexo matogrossensis, constituido pelas espécies: T. baratai, T. costalimai,
T. deaneorum, T. guazu, T. jurbergi, T. matogrossensis, T. vandae e T. williami
(Schofield & Galvao, 2009). De um modo geral todas apresentam o hemélitro
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atingindo a margem do 7° ou 8° urotergito, diferente de Triatoma sp., cujas fémeas
apresentam o primeiro par de asas atingindo a metade do 7° urotergito, deixando as
laterais do abdomen totalmente descobertos.

A variavel conformacédo da asa permitiu observar a separacéo entre Triatoma
sp. e T. costalimai e o solapamento entre T. williami e T. sordida, que se separam
dos dois anteriores. Desta forma, a arvore UPGMA construida a partir das distancias
de Mahalanobis, mostrou que Triatoma sp. e T. costalimai se agruparam em clados
diferentes, sendo este resultado mais uma indicacdo de que trata-se realmente de
uma nova espécie, mostrando mais uma vez a importancia desta técnica no

esclarecimento de divergéncias taxondmicas.

Nos ultimos anos, a utilizagdo da taxonomia molecular como forma de

contribuir para a definicdo de status taxondmicos, tem sido amplamente utilizada.

Desta forma, as analises de distancia genética e filogenia de um fragmento de
gene de DNA mitocondrial 16S corroboraram os resultados visualizados pela
morfologia e morfometria geométrica, ou seja, a separacdo em diferentes clados, de
Triatoma sp. de T. costalimai, assim como a relacao entre as espécies T. williami e

T. sordida, confirmando assim tratar-se de uma nova espécie.

Estudos de morfometria geométrica e filogenia que auxiliaram na taxonomia
foram realizados para outras espécies de triatomineos como T. melanosoma e as
espécies do complexo T. brasiliensis assim como para espécies de dipteros

Mansonia dives e Mansonia bonneae (Dujardin & Slice, 2007; Costa et al, 2009).

As variacdes morfologicas observadas em Triatoma sp. em relacdo a espécie
proxima T. costalimai, podem representar fenotipos de especiacdo que de alguma
forma ja estdo permitindo a separacdo genética, provavelmente recente, entre estes

grupos, ainda a ser comprovada em termos biologicos.

As alteracBes morfolégicas das venacdes observadas em 09 espécimes de
T.sp e em 08 de T.costalimai também podem ser interpretadas como efeitos do
processo de especiacdo, uma vez que segundo Klingenberg (2010) a variacao da
forma estd diretamente relacionada as mudancas genéticas no processo de
desenvolvimento de estruturas morfologicas.

Ainda que o isolamento reprodutivo, base do conceito biolégico de espécie,

ndo tenha sido testado, a apresentagdo deste novo morfotipo como nova espécie
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pode ser realizada com base nos conceitos morfologicos e filogenético, bem como
pela hipotese de que o isolamento reprodutivo seria a perda da capacidade
reprodutiva, ou seja, consequéncia da especiacdo e nao causa (Paterson 1985;
Harrison, 1998; Shaw, 2001, Via & West, 2008; Mallet, 2010; Shaw & Mullen, 2011).

Em setembro de 2011, periodo de seca, trés espécimes de Triatoma sp. (2
fémeas e 1 macho) foram coletados no domicilio, cerca de 200m do ambiente
silvestre, no municipio de Parand. Este periodo se caracteriza pela escassez de
recursos tréficos e alta temperatura, fatores que favorecem a atividade de véo
possibilitando o efeito da atragdo luminosa conforme observado por Carbajal de La
Fuente et al. (2008) para as espécies também do cerrado T. brasiliensis e T.
pseudomaculata.

Este achado torna-se importante, uma vez que 0s impactos ambientais
gerados pela instalacdo da hidrelétrica e construcdo de assentamentos para
remanejamento das familias das areas inundadas, tendem a desestabilizar os
ecotopos naturais. Paralelamente, os anexos construidos pelo homem, na nova
moradia, para a manutencdo de animais domésticos, podem vir a fornecer um
ambiente estavel para Triatoma sp. possibilitando num futuro a invasdo domiciliar,

conforme observado por Forattini et al. (1971) para T. sordida.

Essa capacidade de dispersdo dos triatomineos para o0 ambiente
peridoméstico e doméstico também pode estar associada a fatores atrativos como

luz e cheiro de hospedeiros (Barbu et al, 2010).

Além deste fato, a presenca de atividade pecuaria assim como de anexos
para criacdo de animais no peridomicilio permitem levantar a hipétese de dispersao
passiva de Triatoma sp. por meio de animais que se aproximam dos afloramentos
rochosos e voltam para os currais no peridomicilio conforme ja relatado para a
espécie rupicola T. juazeirensis por Carbajal de La Fuente et al (2008) que

verificaram a capacidade de adaptacéo desta espécie a madeiras do peridomicilio.

No entanto, a comprovacdo destas hipdteses relativas a capacidade de
dispersdo e adaptacdo ao ambiente artificial carecem de estudos, embora pareca
estar associada a plasticidade comportamental de Triatoma sp. Da mesma forma,
poderia se verificar a capacidade de colonizacdo, ou infestacdo a longo prazo,
destes insetos nas casas, ambiente artificial, apds o gasto energético da dispersao,

principalmente no caso das fémeas que apresentam asas curtas. Segundo Barbu et
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al (2010) esse gasto de energia poderia limitar atividades para a sobrevivéncia
destes insetos como alimentacdo e oviposicao.

Abordagem similar também seria de grande valia para a Vvigilancia
entomoldégica da espécie T. costalimai, capturada no municipio de Aurora do
Tocantins, onde observa-se a presenca dos afloramentos rochosos na zona rural

bem como no entorno da cidade, proximo as casas.

Além disso, o municipio de Aurora do Tocantins possui grutas e areas de alto
potencial para o turismo de aventura, com pareddes e pequenos abismos para a
pratica de esportes verticais, como o0 abismo da Umburaninha, os pareddes de pedra
da fazenda do Sr Vitorino e da regido do Freitas, assim como as grutas da regido do
morro da pedra e das Guarirobas, e a gruta do Sabia, que se localiza proximo a
cidade no entorno dos pontos de coleta de T. costalimai explorados neste trabalho
(Pedro et al, 2007).

7

Sob o ponto de vista epidemiolégico € sabido que os fatores como a
sazonalidade, situacdo soécio-econdmica, programas de controle e alteracdes
ambientais favorecem a ocorréncia da enfermidade o que pode ser influenciado
também pela variabilidade climatica (Githeko et al 2009). Ao contrario de Aurora do
Tocantins, onde T. costalimai passou a colonizar o peridomicilio e invadir o domicilio,
em Parand, apesar da proximidade da usina, esta espécie mantem-se no ambiente
silvestre. Entretanto, Triatoma sp., embora com notificagcdo recente no domicilio
alerta para a necessidade de uma vigilancia além de uma correta identificacao

taxonbmica.

E, uma vez que seja descrita a nova espécie em questdo, uma atualizacao
das chaves dicotdbmicas do género Triatoma, assim como do subcomplexo
matogrossensis, no qual Triatoma sp. deve ser inserido, se faz necesséaria para a
correta identificacdo taxondmica destes insetos tanto nas pesquisas quanto nas

acOes de vigilancia entomoldgica.
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7. Conclusodes

A morfologia classica nao foi robusta o suficiente para sustentar a hipotese da

existéncia do clado representado pelo espécime Triatoma sp.

O estudo da morfologia da genitalia externa das fémeas por MEV permitiu a
separacdo de Triatoma sp e as espécies proximas T costalimai e T williami,
evidenciando a importancia de ndo negligenciar estes caracteres na diagnose

das espécies.

A variacdo da conformacdo das estruturas alares, analisada através da
morfometria geometrica das asas comprova e sustenta a hipotese de um

novo clado.

Os estudos realizados com base no DNAmt evideciaram clados diferentes

com distancias genéticas compativeis a hipétese de uma nova espécie.

A abordagem multidisciplinar na caracterizacdo taxondmica dos espécimes
avaliados foi imprescindivel para inferir o status especifico destes

triatomineos.

Segundo os conceitos morfoldgico e filogenético de espécie, 0os espécimes de
Triatoma sp pertencem a um novo grupo taxondmico especifico que deve ser
descrito conforme as normas da Comissdo Internacional de Nomenclatura

Zooldgica.
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8. Perspectivas

v

Finalizar a descricao da morfologia da genitélia do macho de Triatoma sp.;

Descrever a morfologia de ovos e ninfas de Triatoma sp.;

Estudar o fenétipo antenal de Triatoma sp. e T. costalimai;

Realizar experimentos de cruzamentos entre Triatoma sp. e T. costalimai;

Estudar a biologia destes insetos e avaliar a competéncia vetorial;

Dar suporte para a identificacdo de Triatoma sp. tendo em vista a notificacdo

recente de 3 espécimes no domicilio.
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