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RESUMO

A distribuicdo da fauna triatominica e a infecgdo natural pelo Trypanosoma cruzi foram
avaliadas visando compreender a dindmica de transmissdo deste parasito na zona rural do
estado do Rio Grande do Norte, além da pesquisa do Trypanosoma rangeli. As capturas de
triatomineos foram realizadas no ambiente silvestre, peridomiciliar e domiciliar de diferentes
municipios das mesorregides central e oeste desse estado. Os insetos foram identificados e
examinados pelo método direto, xenocultura e PCR para a identificacdo do T. cruzi. A
deteccdo do T. rangeli foi realizada pelo exame direto da hemolinfa de espécimes de
triatomineos e a PCR multiplex a partir do conteddo intestinal de 151 espécimes infectados
pelo T. cruzi. Dos 824 insetos capturados 66,4% foram de T. brasiliensis, 18,2% de T.
pseudomaculata, 12,7% de Panstrongylus lutzi e 2,7% de Rhodnius nasutus, e o T.
brasiliensis foi encontrado na maioria dos municipios. As espécies foram capturadas nos
estagios de ninfa e adulto, exceto P. lutzi, exclusivamente no estagio adulto. No ambiente
silvestre foram capturadas as espécies T. brasiliensis (57%), P. lutzi (28%) e T.
pseudomaculata (15%). No ambiente peridomiciliar foram identificadas T. brasiliensis (74%),
T. pseudomaculata (21%) e R. nasutus (5,0%), enquanto no intradomicilio somente o T.
brasiliensis. O indice de infec¢do dos triatomineos pelo T. cruzi foi 30,4%, sendo P. lutzi a
espécie mais infectada (78,0%), seguida do T. brasiliensis (24,4%), T. pseudomaculata
(22,6%) e R. nasutus (4,5%). Os indices de triatomineos infectados nos ambientes silvestre,
peridomiciliar e domiciliar foram 41,8%, 20,1% e 50,0%, respectivamente. O T. rangeli foi
detectado apenas pela PCR multiplex em 2,6% (4/151). A infeccdo pelo T. rangeli foi
observada em 4,4% (3/67) dos exemplares do T. brasiliensis e 1,5% (1/63) do P. lutzi. Os
dados mostraram que a positividade do P. lutzi aliada a sua capacidade de invadir o domicilio
atraido pela luz, sugere uma provavel participacdo deste inseto no intercdmbio entre os ciclos
epidemioldgicos de transmissdo do T. cruzi. O T. brasiliensis foi Unica espécie presente em
todos os ambientes, o que reforca sua importancia em relacdo a capacidade de adaptacdo ao
ambiente domeéstico, potencial como vetor e manutencao dos ciclos de transmissao silvestre e
doméstico no semiarido indicando a necessidade de agbes continuas na vigilancia
epidemioldgica. A ocorréncia do T. rangeli em T. brasiliensis e P. lutzi foi registrada pela
primeira vez na zona rural deste estado, ampliando a area de ocorréncia deste protozoario no
nordeste do Brasil.
Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, doenga de Chagas, T. brasiliensis, T. pseudomaculata

infeccdo natural, PCR, semiéarido



ABSTRACT
The triatomine fauna distribution and the natural infection by Trypanosoma cruzi was

evaluated aiming the comprehension of the transmission dynamics of this parasite in the
countryside of the State of Rio Grande do Norte. Additionally, the research for Trypanosoma
rangeli was also investigated. The captures of triatomines were performed at sylvatic,
peridomicile and domicile environments at different municipalities of the central and western
mesoregions of this state. The insects were identified and examined by direct method,
xenoculture and PCR to detect T. cruzi. The detection of T. rangeli was performed by direct
examination of the hemolymph and multiplex PCR of 151 positive specimens for T. cruzi. Of
824 captured insects, the species were distributed in Triatoma brasiliensis (66.4%), Triatoma
pseudomaculata (18.2%), Panstrongylus lutzi (12.7%) and Rhodnius nasutus (2.7%), and T.
brasiliensis was found in most of the evaluated municipalities. The species were captured at
nymph and adult stages, except P. lutzi, exclusively in adult stage. In the sylvatic environment
were captured T. brasiliensis (57%), P. lutzi (28%) and T. pseudomaculata (15%) species. At
the peridomicile environment were identified T. brasiliensis (74%), T. pseudomaculata (21%)
and R. nasutus (5.0%), while in the intradomicile was found only T. brasiliensis. The
infection rate of triatomines by T. cruzi was 30.4%, P. lutzi showed highest rate (78%),
followed by T. brasiliensis (24.4%), T. pseudomaculata (22.6%) and R. nasutus (4.5%).
Infected triatomines indexes at silvatic, peridomicile and domicile environments were of
41.8%, 20.1% and 50.0%, respectively. T. rangeli was only detected by multiplex PCR in
2.6% (4/151) of examined insects, of these 4.4% (3/67) were T. brasiliensis and 1.5% (1/63)
P. lutzi species. The data showed that the positivity of P. lutzi allied to its ability to invade
domicile attracted by light, suggests a likely participation of this insect between
epidemiological transmission cycles of T. cruzi. T. brasiliensis was the only specie present in
all environments, what reinforces its importance related to the capacity for adapting to the
domestic environment, potential as a vector, and maintenance of sylvatic and domestic
transmissions cycles in the semiarid, indicating the necessity of continuous epidemiological
surveillance. The presence of T. rangeli in T. brasiliensis and P. lutzi was first recorded in
rural zone of this State, broadening the area of occurrence of this protozoan in northeastern

Brazil.

Key words: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, Triatoma brasiliensis, T. pseudomaculata,
natural infection, PCR, semiarid
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1 INTRODUGAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 O género Trypanosoma

O género Trypanosoma € um dos mais importantes dentro da familia
Trypanosomatidae, o qual inclui vérias espécies como agentes etioldgicos de infecgdes e/ou
doencas humanas relevantes em relacdo a salde publica: o Trypanosoma cruzi, agente
etiologico da doenca de Chagas; Trypanosoma rhodesiense e Trypanosoma gambiense,
agentes da doenca do sono; e de animais o Trypanosoma brucei, Trypanosoma equiperdum e
Trypanosoma equinum. O ciclo bioldgico destes parasitos envolve passagens por hospedeiros
invertebrado e vertebrado (HOARE, 1972; STEVENS et al., 2001). Os tripanossomas séo
transmitidos por diversos insetos hematofagos que estdo associados aos hospedeiros
vertebrados e seus ecotopos, circulando no ambiente silvestre como uma enzootia (HOARE,
1972). Na América do Sul e Central as espécies de tripanossomas encontradas infectando o
homem sdo T. cruzi (CHAGAS, 1909) e Trypanosoma rangeli (TEJERA, 1920) que néo é
patogénica para os seres humanos e diversos mamiferos (D ALESSANDRO & SARAIVA,
1992, SOUTO et al., 1999, VALLEJO et al., 2003).

O Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi é um parasito digenético, polifilético e
amplamente distribuido na natureza, circulando entre o inseto vetor e mamiferos silvestres
(BRENER, 1973). A principal forma de transmissdo deste parasito ao homem e outros
mamiferos é a vetorial, essencialmente contaminativa (DIAS et al., 1945) que esta ligada
diretamente ao contato das fezes dos triatomineos contendo formas infectantes do parasito
com a pele lesada ou por mucosa ocular ou oral integras. Além disso, 0s mecanismos de
transmissdo transfusional e congénita contribuem para o processo da infeccdo e também
apresentam importancia epidemiolédgica (BRASIL, 2005).

Este protozoario hemoflagelado caracteriza-se principalmente pela presenca de uma
estrutura mitocondrial rica em DNA (acido desoxirribonucléico) denominada cinetoplasto,
que representa 20-25% do total de DNA da célula. E composto de aproximadamente 50
copias de maxicirculos em torno de 20kb (kilobases) e 5.000-10.000 cépias de minicirculos
de 1,4kb (SIMPSON, 1987). Os minicirculos do T. cruzi representam 95% do DNA total do
cinetoplasto-kDNA (SIMPSON & SILVA, 1971) e exibem mdltiplas sequéncias de classes
caracteristicas dentro de uma mesma célula. Apresentam 10% de seu tamanho constituido por
quatro regides conservadas de 118 pares de bases (pb) com 80% de homologia entre elas,
situadas a intervalos de 90° dentro de um minicirculo denominadas mini repeats, essas

regibes sao intercaladas por quatro regides de sequéncias variaveis de aproximadamente
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330pb (LEON et al., 1980; MACINA et al., 1986; DEGRAVE et al., 1988).

Em relagdo aos hospedeiros, o T. cruzi ndo se desenvolve no sangue de aves, anfibios
ou répteis, no entanto, é capaz de infectar uma variedade de espécie de mamiferos de oito
ordens e um grande numero de espécies de triatomineos, sendo considerado um dos parasitos
de mais sucesso adaptativo (BRENER, 1973). O T. cruzi pode infectar mais de 200 espécies e
subespécies de mamiferos e mais de 70 espécies de triatomineos (DEANE, 1961, 1964;
BARRETTO & RIBEIRO, 1979; SHERLOCK et al., 1997).

O Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli foi descrito no conteddo intestinal de Rhodnius
prolixus (TEJERA, 1920) e, posteriormente varios autores relataram o parasito em quase
todos os paises da América do Sul (GRISARD et al., 1999; GUHL & VALLEJO, 2003). E
um parasito ndo patogénico para os seres humanos e exibe caracteristicas bioldgicas bastante
particulares tais como, a patogenicidade do parasito para o vetor (MARINKELLE, 1968;
WATKINS, 1971), maior susceptibilidade as espécies do género Rhodnius
(D’ALESSANDRO & SARAVIA, 1992, 1999), a reagdo soroldgica cruzada com T. cruzi
(GUHL et al., 1985; 1987), resisténcia dos flagelados a lise mediada pelo complemento
(GUHL & VALLEJO, 2003), entre outras.

Este protozoéario é o segundo deste género que infecta os seres humanos, mamiferos
silvestres e domésticos (GRISARD et al., 1999; GRISARD, 2002). A transmissdo do T.
rangeli ocorre por via inoculativa por algumas espécies de triatomineos (principalmente do
género Rhodnius) e compartilha frequentemente hospedeiros com o T. cruzi (HOARE, 1972;
D’ALESSANDRO, 1976; D’ALESSANDRO & SARAVIA, 1992). Durante os ultimos anos,
a caracterizagdo bioldgica, bioquimica e molecular de varios isolados do T. rangeli revelou a
plasticidade gendmica e antigénica do parasito, para o qual o ciclo de vida do hospedeiro
mamifero é ainda desconhecido (GRISARD et al., 1999).

No Brasil, a infeccdo natural pelo T. rangeli vem sendo relatada tanto em hospedeiros
vertebrados quando em vetores. Na regido Norte a infec¢do foi detectada em mamiferos
Didelphis marsupialis no estado do Para (DEANE, 1958) e em R. neglectus no Tocantins
(DIOTAIUTI et al., 1992). Steindel et al. (1991) demonstraram a ocorréncia deste parasito
em roedores (Echimys dasythrix) na regido Sul do pais e Ramirez et al. (2002), em Didelphis
albiventris no Sudeste. Na regido Nordeste a ocorréncia do T. rangeli foi relatada nas fezes do
Panstrongylus megistus no estado de Alagoas (LUCENA & VERGUETTI, 1973), em
Rhodnius domesticus no estado da Bahia (BARRETT & OLIVEIRA, 1977) e, mais recente,
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em Rhodnius nasutus no estado do Ceara (DIAS et al., 2007). O T. rangeli também foi
detectado em humanos na Amazénia (COURA et al., 1996) e no estado da Bahia (DE
SOUZA et al., 2008). Uma vez que as infec¢cdes humanas por T. rangeli tém sido descritas em
varios paises, a ocorréncia de infeccdes simples e/ou mistas com T. cruzi deve ser considerada
em areas onde estes parasitos sdo simpatricos (GRISARD et al., 1999; GRISARD, 2002).

1.2 Sobreposicdo entre Trypanosoma cruzi e Trypanosoma rangeli

O T. cruzi e o T. rangeli apresentam ampla distribuigdo nas Américas Central e do Sul,
possibilitando a ocorréncia de infeccGes simples ou mistas em hospedeiros invertebrados e
vertebrados (D’ ALESSANDRO, 1976; GRISARD et al., 1999; GUHL & VALLEJO, 2003).
O primeiro caso de infecgdo mista por T. cruzi e T. rangeli foi detectado em R. robustus na
Venezuela (CARCAVALLO et al., 1975) e, outros autores também a detectaram em R.
pallescens no Panama (PINEDA et al., 2008). No Brasil foi observada em mamiferos
(gambas) e triatomineos das espécies R. neglectus e P. megistus no Sudeste (RAMIREZ et al.,
2002) e, no Nordeste em R. nasutus no Ceara (DIAS et al., 2007).

A infeccdo mista € muito comum, dificulta a identificacdo de ambos 0s parasitos por
serem morfologicamente semelhantes (VALLEJO et al., 1988) e devido a similaridade dos
antigenos de superficie (URDANETA-MORALES & TEJERO, 1992). Esta semelhanca
antigénica entre o T. cruzi e o T. rangeli induz a reatividade cruzada em métodos soroldgicos
de diagnostico da infeccdo humana (GUHL & MARINKELLE, 1982; GROGL & KUHN
1984; BRONZINA et al., 1980; AFCHAIN et al., 1979; GUHL et al., 1985; GUHL et al.,
1987; BASSO et al., 1989; ZUNIGA et al., 2007).

O método classico para o reconhecimento do T. rangeli é encontra-lo na hemolinfa ou
nas glandulas salivares dos triatomineos (HOARE, 1972; D’ALESSANDRO, 1976). O
método tradicional para avaliar a infecgdo de vetores por tripanossomas como, 0 exame direto
por microscopia, ndo é capaz de distinguir facilmente a infeccdo pelos T. cruzi e T. rangeli.
Assim, varias técnicas usando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tém sido
desenvolvidas (ACOSTA et al., 1991; MURTHY et al., 1992; CAMPBELL et al., 1993;
BRITTO et al., 1995; SALDANA & SOUZA, 1996; SOUTO et al., 1999; VALLEJO et al.,
1999; VARGAS et al., 2000; CHIURILLO et al., 2003; GUHL et al., 2002; ALIAGA et al.,
2011). A PCR ¢ recomendada como diagnoéstico diferencial devido a sua sensibilidade e
especificidade (GRISARD et al., 1999). Os minicirculos presentes no KDNA sdo excelentes

alvos para deteccdo do T. cruzi por PCR, devido o grande nimero de copias (WINCKER et
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al., 1994; JUNQUEIRA et al., 2005). Além desses, outros métodos tais como, a lise pelo
complemento de epimastigotas de cultura (SCHOTTELIUS, 1982), padrdes isoenzimaticos
(KREUTZER & SOUZA, 1981; MILES et al., 1983; EBERT, 1986), lectinas
(SCHOTTELIUS & MULLER, 1984; MIRANDA-SANTOS & PEREIRA, 1984) e
anticorpos monoclonais (GIOVANNI-DE-SIMONE, et al., 1987; HUDSON et al., 1987)
podem diferenciar o T. cruzi do T. rangeli.

A dificuldade na identificacdo dessas duas espécies constitui um sério problema do
ponto de vista epidemioldgico e aponta o T. rangeli como um parasito de importancia humana
na América Latina (GUHL & VALLEJO, 2003). Apesar da semelhanga morfoldgica e da
relacdo entre o T. cruzi e o T. rangeli compartilhando os mesmos hospedeiros vertebrados e
vetores, estudos filogenéticos e marcadores moleculares separam estas duas espécies,
sugerindo vias evolutivas diferentes (STEVENS et al., 1999).

1.3 A interrelacdao entre os ambientes na transmissao do T. cruzi

A infeccdo chagasica € uma enzootia silvestre amplamente distribuida na América
Latina, transmitida na natureza entre triatomineos e animais, que passou a ser uma
antropozoonose a partir de modificagdes antrdpicas realizadas no ambiente natural
(CHAGAS, 1909; COURA, 1988). O processo destrutivo desse ambiente desencadeou a
dispersdo dos triatomineos, expandindo o ciclo de transmissdo do parasito (FORATTINI,
1980) e, incluindo o homem e os animais domésticos no ciclo epidemioldgico da doenca de
Chagas (DIAS & COURA, 1997). A susceptibilidade do homem e dos animais domésticos ao
T. cruzi e a proliferacdo dos triatomineos nas habitacGes propiciaram a disseminacdo do
parasito, passando o ciclo doméstico a ter importancia fundamental na expansédo da infec¢éo
chagasica (BARRETTO, 1967) e podendo existir independentemente do ciclo silvestre
(FERNANDES et al., 1994).

Do ponto de vista ecoldgico, a doenca de Chagas € tipica de ambientes rurais, onde o
inseto vetor interage com animais dos ambientes silvestre, peridomiciliar e domiciliar,
transmitindo o T. cruzi (OLIVEIRA-LIMA et al., 2000). No ciclo de transmissédo do ambiente
silvestre, a circulacdo do parasito envolve a interacdo entre hospedeiros invertebrados
(triatomineos) e vertebrados (marsupiais, carnivoros, roedores, primatas, mamiferos silvestres
dentre outros animais), em ecétopos naturais do continente americano.

A transmissdo do T. cruzi nos ambientes peridomiciliar e domiciliar séo resultantes da

interacdo entre 0 homem e o vetor, como consequéncia de modificacdes sociais e ecoldgicas



20

provocadas pelo préprio homem, permitindo assim a colonizagdo de ecdtopos artificiais pelos
triatomineos (DIAS, 1992). A adaptagdo dos triatomineos ao domicilio é o fator determinante
para o estabelecimento da infeccdo humana. A transmissdo no peridomicilio envolve animais
domeésticos que atuam como reservatdrios do T. cruzi e triatomineos silvestres atraidos as
residéncias pela luz em busca de alimento. O ambiente peridomiciliar € muito importante do
ponto de vista epidemioldgico, pois atua como elo entre os ambientes silvestre e domiciliar
(DIAS, 2000). Além disso, alguns animais reservatérios, devido aos seus habitos
sinantrépicos, também apresentam um papel importante na transmissdo do T. cruzi ao
homem, interligando ambos os ambientes em um Unico ciclo epidemiolégico (FERNANDES
et al., 1989). O ciclo epidemiolégico do T. cruzi envolve 0 homem, os triatomineos e grande
nimero de mamiferos naturalmente infectados (CHAGAS, 1909; BARRETTO, 1979;
COURA, 1988; DIAS, 1992; FERNANDES et al.,1998; SILVEIRA, 2000) interligando os
ambientes silvestre e domiciliar de forma dindmica e complexa. Assim, o fluxo de interacdo
que predomina € unidirecional no sentido silvestre-doméstico, com poucas situacdes de
retorno (BARRETTO, 1979).

1.4 Aspectos epidemiologicos da infeccao pelo T. cruzi

Os programas bem sucedidos de controle ao vetor domiciliado, o T. infestans, tém
demonstrado que a estimativa atual de prevaléncia na América Latina é de 7,7 milhdes de
individuos infectados pelo T. cruzi e 25 milhdes expostos em &reas de risco e, no Brasil, ainda
ha estimativa de aproximadamente dois milhdes de infectados (SALVATELLA, 2007). A
reducdo da transmissdo do T. cruzi pelo vetor foi bastante significativa e de grande impacto na
prevaléncia da infeccdo em criancas de baixa idade relatada em inUmeros inqueéritos
soroldgicos realizados em varias regiGes do pais, na diminuicdo da mortalidade, e indices de
gestantes e doadores de sangue infectados, evidenciando o controle da transmisséo vetorial,
transfusional e congénita (VINHAES & DIAS, 2000; MONCAYO, 2003). No entanto, o
problema do controle da doenca de Chagas no Brasil ainda ndo esté totalmente solucionado,
uma vez que € fundamental a vontade politica e competéncia técnica para o controle da
doenga, alem do risco de diminuicdo da participacdo popular nas estratégias de combate
(DIAS, 2000).

Dentre as mais de 100 espécies de triatomineos descritas nas Américas algumas
merecem maior atencdo da saude publica. Essas sdo as que efetivamente foram capazes de

colonizar os ecétopos artificiais e, responsaveis pela maioria de casos humanos da doenca de
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Chagas: Triatoma infestans (Cone Sul e Peru), T. dimidiata (Coldmbia, Equador e América
Central), Rhodnius prolixus (Colémbia, Equador, Venezuela, América Central e México), P.
megistus (Nordeste e Centro-Sul do Brasil) e T brasiliensis (Nordeste do Brasil). Outras
espéecies como, T. sordida e T. pseudomaculata (Brasil), T. maculata (Venezuela), ou T.
barberi e T. longipenis (México), apresentam um grau de importancia crescente devido ao seu
potencial de domiciliacdo em circunstancias especiais (WHO 1991; DIAS, 1992).

Diante da situacdo epidemiologica atual da doenca de Chagas no Brasil e perspectivas
em relacdo ao controle da transmissdo vetorial devem ser consideradas as seguintes acdes: (i)
0 esgotamento das populacdes da principal espécie vetora, o T. infestans, aloctone e
exclusivamente domiciliar; (ii) o controle da colonizagdo intradomiciliar de espécies
autoctones com importancia na transmissao, que atualmente é residual por algumas espécies
nativas, como o T. brasiliensis, P. megistus e menos provavelmente por T. pseudomaculata e
T. sordida; (iii) a domiciliacdo de algumas espécies consideradas de habito silvestre,
diretamente relacionadas ao ciclo enzo6tico de transmissdo, com risco de atuar como vetores
do parasito em algumas areas, tais como, o T. rubrovaria no estado do Rio Grande do Sul e P.
lutzi na regido Nordeste (SILVEIRA & DIAS, 2011).

Os fatores bioecoldgicos e politico-sociais definem a localizacdo da endemia em areas
pobres e rurais, resultando na domiciliacdo de triatomineos infectados em vivendas de baixa
qualidade (FORATTINI, 1980). No Brasil, a regido Nordeste € considerada uma das mais
pobres, com elevado indice de habitacGes de baixa qualidade na zona rural, propicias para
abrigar triatomineos (DIAS et al., 2000). Apesar do programa de controle para a eliminacao
do T. infestans realizado por paises do Cone Sul, alguns triatomineos silvestres continuam a
invadir o ambiente domiciliar, colonizando-o, 0 que pode desencadear uma nova perspectiva
epidemioldgica da doenca de Chagas na regido (COSTA & LORENZO, 2009).

No contexto epidemiolégico da doenca de Chagas, a regido Nordeste apresenta
importancia acentuada, tendo sido a segunda em numero de infectados e de indices de
infestacdo de triatomineos no primeiro inquérito nacional de prevaléncia e distribuicdo dos
vetores realizados (CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1979). No segundo inquérito, em 1996,
esta regido apresentou o numero mais elevado de triatomineos capturados, que correspondeu a
69,2% do total de insetos e, as espécies T. brasiliensis e T. pseudomaculata foram as mais
frequentes no ambiente domiciliar, representando 43,12% e 37,47%, respectivamente
(SILVEIRA & VINHAES, 1998). Nessa regido, o controle dos triatomineos domiciliados



22

apresenta problemas no presente e futuro, por ser o centro de dispersdo e de maior
concentracdo de T. brasiliensis, atualmente a espécie mais preocupante e mais dificil de
controlar em todo o pais (FORATTINI, 1980; ALENCAR, 1987; DIAS & COURA, 1997,
SILVEIRA & VINHAES, 1998). Alem das espécies T. brasiliensis e T. pseudomaculata, o P.
megistus também apresenta importancia a saude publica (DIAS et al., 2000).

O T. brasiliensis e o T. pseudomaculata sdo espécies nativas do semiarido com ampla
distribuicdo territorial e apesar de terem sido reduzidas, ainda se mantém com ampla
dispersdo territorial e populacdes colonizando o intradomicilio (PIRAJA-DA-SILVA, 1913;
LUTZ & MACHADO, 1915; LUCENA, 1952; LUCENA, 1958; LUCENA, 1959;
ALENCAR & SHERLOCK, 1962; FORATTINI, 1980; ALENCAR, 1987; CARCAVALLO
et al., 1999; DIAS et al., 2000; SILVEIRA, 2000; GALVAO et al., 2003). Estas sdo as
principais vetoras do T. cruzi no Nordeste, capturados em ambientes peridomiciliar e
domiciliar que reinvadem a partir dos ecétopos naturais (DIAS, 1988) e sdo encontrados em
todos os estados desta regido (CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1979; SILVEIRA &
VINHAES, 1998; DIAS et al., 2000; COSTA et al., 2003; SILVEIRA, 2011).

Estudos pioneiros realizados nesta regido apontaram o T. brasiliensis e o T.
pseudomaculata como os mais frequentes nos ambientes silvestre, peridomiciliar e domiciliar
nos estados da Paraiba (LUCENA & COSTA, 1954), Ceara (ALENCAR, 1965), Piaui
(COURA et al., 1996) e no Rio Grande do Norte (LUCENA, 1959; CASTRO-FILHO &
SILVEIRA, 1979; DIAS et al.,, 2000). No estado da Paraiba, Lucena & Costa (1954)
chamaram a atencdo para a predominancia do T. brasiliensis e T. pseudomaculata no sertdo,
com indices de infeccdo pelo T. cruzi de 17,1% e 2,8%, respectivamente, porém com baixa
infestacdo domiciliar. A presenca do T. brasiliensis em unidades domiciliares na caatinga do
Piaui foi predominante, mas sem infec¢do. No entanto, o indice de infeccdo dessa espécie pelo
T. cruzi foi de 5,5% (COURA et al., 1996). No estado do Ceara foi registrada como espécie
predominante, com 15,4% de infeccdo pelo T. cruzi em 2.837 exemplares capturados
(ALENCAR, 1965). Sarquis et al. (2004) tambem detectaram elevados indices de infecgéo
em T. pseudomaculata (18%), R. nasutus (27,2%) e T. brasiliensis (15,3%) capturados em
varios ambientes no municipio de Jaguaruana. Diotaiuti et al. (2000) avaliaram o processo de
domiciliagéo e reinfestagdo do T. brasiliensis em 227 unidades domiciliares e encontraram
48% de casas infestadas. ApoOs o tratamento com inseticidas peritréides os resultados foram

satisfatorios no controle das populagdes domésticas, porém com répida reinfestacdo dos
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ecotopos peridomiciliares, atribuindo a abundéncia desta espécie no ambiente silvestre.

Dados recentes em varios estados do Nordeste mostraram que o T. brasiliensis e o T.
pseudomaculata continuam sendo as espécies mais capturadas, com diferentes perfis
ecoepidemiolédgicos (LUQUETTI et al., 2011). Vaérias espécies de triatomineos foram
capturadas em 138 municipios de Pernambuco, sendo o T. pseudomaculata, T. brasiliensis e
P. lutzi as espécies mais frequentes no estado. A infeccdo natural pelo T. cruzi foi detectada
em 17,8% de P. lutzi, 8,0% de T. pseudomacutata e 6,5% de T. brasiliensis (SILVA et al.,
2012). No Piaui, o T. brasiliensis foi 0 mais frequente, com 65% dos 22.896 triatomineos
capturados e 28% do T. pseudomaculata (GURGEL-CONCALVES et al., 2010). No Cear3,
em localidades rurais do municipio de Morada Nova foram capturados 730 insetos em todos
os ambientes, sendo aproximadamente 90% de T. brasiliensis, além de T. pseudomaculata e
R. nasutus. Os indices de infeccdo natural do T. brasiliensis e R. nasutus foram 11,6% e 2,8%
respectivamente, e nenhum espécime do T. pseudomaculata infectado (SARQUIS et al.,
2012).

A fauna triatominica do estado do Rio Grande do Norte é bastante variada, podendo ser
encontrada as espécies: T. brasiliensis, T. pseudomaculata, T. rubrofasciata, T.
melanocephala, P. diasi, P. lutzi, P. megistus e R. nasutus, sendo as duas primeiras as mais
frequentes em unidades domiciliares (CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1979; SILVEIRA,
2011). Um estudo pioneiro realizado por Lucena (1959) relatou uma vasta area do RN sem
importancia epidemioldgica, uma vez que nas zonas litoranea e salineira ndo havia indicios da
presenca de triatomineos e individuos infectados. Por outro lado, nas demais as condicGes de
transmissao eram severas, onde grande parte dos municipios era infestada com potencial para
transmitir o T. cruzi.

No estado do Rio Grande do Norte, o programa de controle da doenca de Chagas
iniciou nos anos 70 com o Departamento Nacional de Endemias Rurais e, de forma mais
organizada no Serid0 estendendo-se posteriormente até a area serrana se expandindo para
outros municipios. Este programa de combate ao inseto vetor vem ocorrendo de forma
descontinua devido a falta de recursos humanos, produtos quimicos e insumos (FUNASA,
1996).

Estudos recentes tém demonstrado a presenca de triatomineos infectados mesmo apos a
atuacdo do programa de controle da doenca de Chagas e elevados percentuais de

soroprevaléncia em determinadas areas do estado. Nos municipios de Caic6, Caraubas e Serra
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Negra do Norte a infeccdo natural pelo T. cruzi foi 28,3% em P. lutzi e 7,5% em T.
brasiliensis e 6,9% de individuos sororreativos (CAMARA, 2008; CAMARA et al., 2010).
No inquérito nacional de soroprevaléncia foi detectada a infeccdo pelo T. cruzi em uma
crianga no municipio de Varzea (LUQUETTI et al., 2011) e, a estimativa de soroprevaléncia
(6,5%) foi mais elevada em municipios da mesorregido oeste enquanto no municipio de Caico
na mesorregido central foi 3,3% (BRITO et al., 2012).

Como podemos notar, a doenca de Chagas ainda permanece um problema de saude
publica em muitas areas geogréaficas, pelo menos em parte, devido a potencial invasao e re-
colonizagéo das habitagdes por triatomineos silvestres, mesmo apds a eliminacdo de espécies
domiciliadas por meio de inseticida (GUHL et al. 2009). Um grande obstaculo para a
consolidacdo do controle efetivo dessa endemia em longo prazo é a ocorréncia de espécies de
triatomineos sinantropicas que sdo autoctones e podem reinvadir e reinfestar casas apds o
controle com inseticidas (FORATTINI, 1980; DIOTAIUTI et al., 2000; MILES et al., 2003,
SCHOFIELD, et al., 2006; COURA, 2007). Por outro lado, também ndo é possivel elimina-
las definitivamente de habitacbes humanas vulneraveis a infestacdo (SILVEIRA, 2000;
SILVEIRA & DIAS, 2011). A ocorréncia de novos casos de infeccdo chagasica em criangas,
a maior parte proveniente da regido Nordeste, esta provavelmente associada a transmissao
domiciliar por espécies nativas de triatomineos que tém comportamento ubiquo, com grande
ecletismo alimentar podendo por isso colonizar, indiferentemente, a casa e anexos do
peridomicilio (LUQUETTI et al., 2011).

Diante da situacdo atual do controle vetorial, aliada a emergéncia de algumas espécies
de triatomineos anteriormente com habitos estritamente silvestres ou com baixa capacidade
invasiva em relacdo aos ecoOtopos artificiais e, candidatas a condicdo de possiveis
transmissoras do T. cruzi no ambiente peri e intradomiciliar, neste trabalho foi avaliada a
fauna triatominica, os aspectos ecoldgicos, a infeccdo natural pelo T. cruzi e a presenca ou
ndo do T. rangeli na zona rural de municipios nas mesorregides central e oeste inseridos na

area endémica do estado do Rio Grande do Norte.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a distribuicdo da fauna triatominica e a infeccdo natural pelo Trypanosoma

cruzi e T. rangeli desses insetos em diferentes ambientes na zona rural das mesorregides

central e oeste do estado do Rio Grande do Norte.

2.2 Objetivos especificos

v

Capturar e identificar a triatomofauna presente nos ambientes silvestre, peridomiciliar
e domiciliar;

Identificar as espécies de triatomineos e associacdo aos diferentes ecétopos existentes
nos ambientes silvestre e peridomiciliar;

Determinar a infeccdo natural dos triatomineos pelo T. cruzi por métodos
parasitoldgico e molecular;

Comparar a positividade dos diferentes métodos que permitem a identificacdo do T.
cruzi;

Investigar a infeccdo das espécies de triatomineos pelo T. rangeli.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Captura de triatomineos silvestre,
peridomiciliar e domiciliar
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O estado do Rio Grande do Norte (RN) apresenta uma extensdo territorial de

52.810,7km? correspondendo a 0,62% do territério nacional e representa 3,14% da regido

Nordeste. O RN estd dividido politicamente em 167 municipios, agrupados em quatro

mesorregides: oeste, central, agreste e leste (Figura 1) e aproximadamente 90% do territorio

esta incluido no semiarido que abrange desde o sertdo até o litoral.

Nas mesorregides central e oeste a vegetacdo predominante € a caatinga hiperxerdfila,

caracterizada por ser densa e apresentar estrutura irregular, muitas vezes formando moitas e

descobrindo parcialmente o solo. O solo caracteristico dessas areas é o cambissolo eutrofico,

com relevo plano a fortemente ondulado. A temperatura média anual é de 25,5°C, sendo a

maxima de 31,1°C e a minima de 21,1°C. O clima semiarido ocorre de forma continua nessa
area e se estende até o litoral setentrional (ANUARIO ESTATISTICO DO RN, 2010).
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FIGURA 1 - Mapa do Brasil e em destaque o Estado do Rio Grande do Norte mostrando em detalhe
cinza escuro, 0s municipios situados nas mesorregides central e oeste, onde foram capturados os

triatomineos.
Fonte: Modificado pela autora a partir da base cartografica do IBGE Disponivel em
<http://www.ibge.gov.br/cidadesat/ufs/download/mapa_e_municipios.php?uf=rn> Acesso em 13 jun

2012.

A mesorregido central abrange uma érea correspondente a 15.810,436 Km?, que esta
dividida em cinco microrregifes: Macau, Angicos, Serra de Santana, Seridd Ocidental e
Seridd Oriental. Esta mesorregido € constituida de 37 municipios, as capturas de triatomineos
foram realizadas em dois deles, Caico e Serra Negra do Norte (Figura 1). No municipio de
Serra Negra do Norte, a captura no ambiente silvestre ocorreu na Estacdo Ecoldgica do Serid6
(ESEC Serido-ICMBIo0), Unidade de Conservacéo criada pelo decreto 87.222 de 31/05/1982,
Lei N°. 6.902 de 27/04/1982.

A mesorregido oeste ocupa uma area de 21.167,13km? subdividida em sete
microrregides (Mossoro, Chapada do Apodi, Médio Oeste, Vale do Acu, Serra de Sdo Miguel,
Pau dos Ferros e Umarizal) e constituida de 62 municipios. Nesta mesorregido, as buscas por
triatomineos ocorreram na zona rural dos municipios de Lucrécia, Governador Dix-Sept

Rosado, Mossord, Sdo Miguel, Severiano Melo, Apodi e Caraubas.
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Os municipios e as comunidades rurais foram selecionados por sorteio aleatorio
realizado no inquérito soroepidemioldgico no estado do RN (BRITO et al., 2012) e, este
estudo foi realizado em paralelo

3.3 Captura e identificacao de vetores

As capturas de triatomineos foram realizadas nos ambientes peridomiciliar e domiciliar
de todos os municipios estudados, nos periodos diurno e noturno. Em ambiente silvestre
foram incluidos os municipios de Apodi, Caratbas e Serra Negra do Norte. O critério para a
escolha destes municipios foi baseado na melhor acessibilidade e seguranca a determinados
ecétopos, disponibilidade de tempo e dos recursos financeiros. Em Apodi, 0s ecotopos
naturais pesquisados foram folhas de carnatbas (n=10) (Copernicia prunifera) e ninhos de
passaros (n=3) (Figura 2). Em Caralbas as buscas por triatomineos também foram realizadas
em um carnaubal (n=4), além de afloramentos de rochas (n=5) (Figura 3). No municipio de
Serra Negra do Norte os triatomineos foram capturados em afloramentos de rochas (n=4),
cerca de pedras e na parte externa do alojamento da ESEC Serid6 (Figura 4). O critério para a
escolha dos ecétopos foi aleatdrio e, a area correspondente ao alojamento foi classificada
como ecotopo indeterminado devido & auséncia de moradores e abrigos de animais utilizados
como fontes de alimentos para os triatomineos.

No ambiente peridomiciliar as capturas de triatomineos ocorreram em ecdtopos
artificiais localizados até 100m de distancia do domicilio (SARQUIS et al., 2006) tais como,
galinheiros, currais, chiqueiros, empilhamento de telhas e tijolos, palha seca da carnaiba e
alguns anexos fechados como igrejas e escolas (Figura 5). No domicilio, as buscas foram

realizadas em todos os cbmodos e moveis do ambiente (Figura 6).
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FIGURA 2 — Eco6topos naturais das capturas dos triatomineos silvestres
no municipio de Apodi. A: folhas da carnadba; B: ninho de péssaros.
Fonte: Acervo proprio, 2012.

FIGURA 3 - Ec6topos naturais (folha da carnadba e afloramento de
rochas) das capturas de triatomineos silvestres no municipio de Caradbas.
Fonte: Acervo préprio, 2012.



FIGURA 4 — Ecétopo natural (afloramento de rochas) da captura de triatomineos
silvestres no municipio de Serra Negra do Norte.
Fonte: Acervo proprio, 2011.

FIGURA 5 — Ec6topos peridomiciliares onde foram capturados triatomineos nos
diferentes municipios.
Fonte: Acervo préprio, 2009-2011.
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FIGURA 6 — Captura de triatomineos no ambiente domiciliar.
Fonte: Acervo prdprio, 2012.

Os triatomineos foram capturados manualmente com auxilio de pinca e acondicionados
em frascos de vidros, devidamente etiquetados (com data, ambiente, ecotopo e municipio de
origem). No laboratério de biologia de parasitos e doenca de Chagas/DACT/CCS, os insetos
foram identificados conforme os parametros da chave de identificacdo (CARCAVALLO et
al., 1998) e quantificados. Em seguida, o conteudo intestinal dos insetos foi analisado por
exame direto, xenocultura e PCR para a identificacdo do T. cruzi. A PCR multiplex também
foi realizada em todas as amostras positivas para T. cruzi e amostras negativas para a possivel
deteccdo do T. rangeli. A hemolinfa da perna dos insetos foi examinada para a detec¢éo do T.
rangeli.

3.4 Infecgdo natural dos triatomineos pelo T. cruzi
3.4.1 Exame do conteldo intestinal dos triatomineos

Os triatomineos foram colocados em solu¢do White por 30min e lavados com solucgéo
salina a 0,9% estéril. Em seguida, em ambiente estéril, cada espécime foi examinado
individualmente. O exame consistiu em remover a cuticula em torno do abdome e retirar o
conteudo intestinal colocando-o numa placa de 24 pocos contendo 500uL de solugdo salina
estéril (BRONFEN et al., 1989). Ap6s a maceracao, a suspensédo foi dividida em trés partes:
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(1% para o exame direto, uma pequena aliquota foi colocada entre lamina e laminula para
identificagdo de formas com ou sem mobilidade do parasito. Posteriormente, foram realizados
esfregacos da suspensdo em laminas e corados pelo Giemsa por 30min, examinados ao
microscopio optico em aumento de 100x e 400x%; (2%) para a xenocultura foram utilizados
aproximadamente 300uL da mistura de cada amostra semeados em tubo pléstico esteéril
contendo os meios de cultura Liver Infusion Tryptose-LIT (CAMARGO, 1964) + McNeal
Novy e Niccole (NNN) ou Agar sangue. Os tubos foram incubados a temperatura de 28°C e
uma aliquota de cada amostra foi examinada aos 15, 30 e 60 dias ao microscopio éptico com
aumento de 400x. As amostras positivas foram semeadas em meio LIT para o cultivo do T.
cruzi por curto periodo de tempo e criopreservadas em Nitrogénio liquido a —196°C; (3%) uma
parte desta mistura foi diluida (v/v) em solucéo de Guanidina-HCI 6M/EDTA 0,2M, mantida
5-7 dias a temperatura ambiente e fervidas a 100°C por 15min. Esta clivagem fisica lisa e
preserva 0 DNA em temperatura ambiente permitindo a linearizacdo dos minicirculos e sua
liberacdo da rede do KDNA (DNA do cinetoplasto) promovendo uma distribuicdo homogénea
de sequéncias alvos (BRITTO et al., 1993). As amostras foram armazenadas a 4°C até o
momento da extracdo do DNA (GOMES et al., 1998).

3.4.2 Reacdao em cadeia da polimerase (PCR)

A extracdo do DNA foi realizada com 200uL da amostra em microtubo de 1,5mL e
adicionados de 100uL de fenol Tris pH 8,0 e 100uL de cloroférmio. A mistura foi
homogeneizada lentamente durante 2min e centrifugada a 6.000rpm (Microcentrifuga
Eppendorf modelo 5418, Hamburg, Germany) por 5min. O sobrenadante foi removido para o
microtubo 2 e, ao sedimento foram adicionados 200uL de agua MiliQ estéril e centrifugado
nas mesmas condic¢des anteriores com transferéncia do sobrenadante para o microtubo 2. Na
proxima etapa foram adicionados 300uL de cloroférmio ao sobrenadante, centrifugado por
5min a 6.000rpm, seguida da precipitacdo do DNA em banho de gelo durante 15min em
presenca de 100mM de acetato de sodio, 40ug de glicogénio (Boehringer, Mannhein,
Germany) e dois volumes de etanol absoluto. Apos a centrifugacdo a 13.000rpm por 15min, o
sobrenadante foi descartado, volatilizado o etanol e o DNA foi ressuspendido em 20uL de

H,0 miliQ estéril e armazenado a 4°C até o momento de uso (GOMES et al., 1998).
3.4.2.1 Condigbes da PCR
Nas reacOes da PCR, as sequéncias da regido constante dos minicirculos do kDNA

constituiram o alvo da reagdo, amplificando um fragmento de 330pb (pares de base) com 0s
iniciadores: 121 (5-AAATAATGTACGGG(G/T)GAGATGCATGA-3’) e 122 (5’-GGT
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TCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3’) (DEGRAVE et al.,, 1988). As reacOes foram
realizadas em duplicata, em um volume final de 20uL contendo Tris-HCI 10mM (pH 9.0),
Triton X-100 0,1%, KCI 75mM, MgCl, 3,5mM, 0,2mM de cada deoxinucleotideo
(dATP/dTTP/dGTP/dCTP, Sigma Chemical Company, Missouri, USA), 1U de Taq DNA
polimerase (Promega, USA), 25pmoles de cada iniciador da reacdo e 2uL do DNA. Para a
mistura da reacdo foram adicionados 30uL de 6leo mineral (Sigma, USA) para evitar a
evaporacdo. O programa de amplificacdo foi constituido de uma desnaturaco inicial a 95°C
(5min), 35 ciclos de desnaturacdo a 95'C (1min), anelamento a 65 C (1min), extensdo a 72°C
(Imin) e extensdo final por 10min em termociclador (Mastercycler gradient-Eppendorf,
Hamburg, Germany). As etapas de extracdo do DNA e mistura da reacdo da PCR sempre
foram monitoradas com controles positivos e negativos. Como controles positivos da reacédo
de PCR foram utilizados 2uL de DNA de cultura acelular de T. cruzi da cepa CL (1ng/l pL)
em um tubo separado com a mesma mistura da reacdo. Para evitar contaminagdes, cada etapa
da reacdo foi realizada em ambientes separados, utilizando reagentes e equipamentos
destinados exclusivamente para cada uma delas.

Os produtos amplificados pela PCR foram visualizados por eletroforese em géis de
poliacrilamida a 6%, revelados pela prata (SANTOS et al., 1993) e o tamanho das bandas
amplificadas foi monitorado pela utilizagdo de marcador de peso molecular 100pb (Ladder,
Invitrogen, California, USA). Os géis foram fixados com solucdo de etanol a 10% e &cido
acetico a 0,5% por 10min com agitacdo constante. Apos a colora¢do com o nitrato de prata a
0,2%, os geis foram lavados rapidamente em H,O destilada, seguida de uma lavagem
posterior por 2min. A revelacdo foi com a solucdo de NaOH 0,75M e formaldeido 0,1M sob
agitacdo até o aparecimento das bandas. Os géis foram transferidos para solucéo fixadora e
fotografados para documentacéo.

3.5 Infeccao natural de triatomineos pelo Trypanosoma rangeli
3.5.1 Exame da hemolinfa dos triatomineos

A hemolinfa foi coletada de uma das pernas seccionada de cada triatomineo e uma
microgota colocada entre lamina e laminula para exame direto ao microscopio éptico em
aumento de 100x e 400x, para a identificacdo das formas evolutivas moveis ou ndo do T.
rangeli. Esse exame foi realizado em 152 espécimes de triatomineos, 117 de T. brasiliensis,
seis de T. pseudomaculata, oito de P. lutzi e 21 de R. nasutus no estagio adulto ou quinto

estadio ninfal.
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3.5.2 PCR multiplex
Para o diagndstico diferencial do T. cruzi e do T. rangeli esta reacdo foi realizada de

acordo com o protocolo descrito por Souto et al. (1999), utilizando os seguintes iniciadores:

D72 (5>-TTTGAATGGTCACCGAACAGT-3’)

D75 (5’-GATGCACTTGGTTGGCGTAG-3")

RG3 (5’-GGC CAA AGG GTA AGG CTC-3")

As reacOes foram realizadas em um volume final de 22uL contendo Tris-HCI 10mM
(pH 9.0), Triton X-100 0,1%, MgCl, 3,5mM, 0,4mM de cada deoxinucleotideo
(dATP/dTTP/dGTP/dCTP, Sigma,USA), 5U de Platinum® Taq DNA polimerase (Invitrogen
Life Technologies, California, USA), 17pmoles de cada iniciador da reacdo e 2uL de DNA
molde. Para a mistura da reacdo foram adicionados 30uL de 6leo mineral para evitar a
evaporacdo. O programa de amplificacdo foi constituido de uma desnaturagdo inicial a 94°C
(4min), 30 ciclos de desnaturacéo a 94°C (1min), anelamento a 60°C (1min) e extensdo a 72°C
(1 min) e, extensdo final por 7min em termociclador (Mastercycler Gradient-Eppendorf,
Hamburg, Germany). As etapas de mistura da rea¢do da PCR sempre foram monitoradas com
controles positivos e negativos. Como controles positivos da reacdo de PCR foram utilizados
2uL de DNA de cultura acelular de T. cruzi das cepas Colombiana (T. cruzi 1), JG (T. cruzi I1)
e T. rangeli (1ng/l pL) em tubo separado com a mesma mistura da reacao.

Os produtos amplificados pela PCR foram visualizados por eletroforese em géis de
poliacrilamida a 7,5% segundo o protocolo de Fernandes et al. (2001) e revelados pela prata
(SANTOS et al., 1993). O tamanho das bandas amplificadas foi monitorado pela utilizagédo de
marcador de peso molecular 100pb (Ladder, Invitrogen, USA).

3.6 Analise estatistica

O teste paramétrico de comparacdo de proporcdes foi aplicado para verificar a
positividade das trés técnicas de deteccdo do T. cruzi entre as espécies de triatomineos e
comparar a positividade das diferentes espécies em relacdo as mesorregides. O teste nao
paramétrico do Qui-quadrado foi utilizado para verificar a associacdo das espécies de
triatomineos e do indice de infecgdo destes insetos pelo T. cruzi em relacdo ao ambiente
onde foram capturados. Os testes foram considerados significativos quando o valor de p foi

igual ou maior que 0,05 (p <0,05). Para as analises foi usado o Sistema R (versdo 2.14).
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4 RESULTADOS

As capturas de triatomineos foram realizadas em diferentes municipios das
mesorregides oeste e central do estado do Rio Grande do Norte e foram pesquisadas cerca de
350 unidades domiciliares, além do ambiente silvestre. Do total de 824 espécimes capturados,
66,4% (547/824) foram da espécie T. brasiliensis, 18,2% (150/824) de T. pseudomaculata,
12,7% (105/824) de P. lutzi e 2,7% (22/824) de R. nasutus (Tabela 1). Na mesorregido oeste
foram capturados 64,6% (532/824) dos insetos, enquanto na central 35,4% (292/824) (Grafico
1). As espécies de triatomineos capturadas nas diferentes localidades podem ser visualizadas
na figura 7.

TABELA 1 - Distribuicdo das espécies de triatomineos capturados em duas
mesorregides do estado do Rio Grande do Norte

Mesorregides Total de

Espécies de triatomineo Central Oeste espécimes

N° % N° % N° %
T. brasiliensis 148 50,7 399 75,0 547 66,4
T. pseudomaculata 38 13,0 112 21,1 150 18,2
P. lutzi 105 36,0 - - 105 12,7
R. nasutus 1 0,3 21 3.9 22 2,7
Total 292 100 532 100 824 100

N°: nimero; %: percentual

FIGURA 7 - Espécies de triatomineos capturadas no
semiarido potiguar. A: T. brasiliensis; B: T. pseudomaculata;
C: P. lutzi; D: R. nasutus

Fonte: Acervo préprio, 2012
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Percentual de invetos (%)

central oeste

Mesorregites

GRAFICO 1 — Triatomineos capturados por mesorregiao
no estado do Rio Grande do Norte

Fonte: Elaborado pela autora com base em dados da
presente pesquisa, 2012.

As espécies T. brasiliensis, T. pseudomaculata e R. nasutus foram observadas em
ambas as mesorregides, sendo o maior numero de espécimes capturado na oeste. Na
mesorregido oeste, o T. brasiliensis foi capturado na maioria dos municipios, exceto em
Lucrécia, onde foram encontrados somente exemplares do T. pseudomaculata. Além disso, o
T. brasiliensis foi exclusivo em Mossor6 e Governador Dix Sept Rosado, predominante em
Apodi (46% - 35/76) e em Caralbas (82% - 306/371). O T. pseudomaculata foi mais
frequente em Severiano Melo (67% - 8/12) e Sdo Miguel (92% - 12/13). O R. nasutus, com
distribuicdo territorial restrita, foi observado somente no municipio de Apodi. Na mesorregiao
central, o T. brasiliensis foi capturado em Serra Negra do Norte e Caico, enquanto o P. lutzi e
o T. pseudomaculata foram capturados exclusivamente no municipio de Serra Negra do Norte

e, 0 R. nasutus em Caicé (Figura 8).
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1. Mossordé 6. Sao Miguel T brasiliensis
2. Governador Dix Sept Rosado 7. Lucrécia B pseudomaculata
3. Apodi 8. Serra Negra do Norte
, _ P lutzi
4. Caraubas 9. Caico
B R. nasutus

5. Severiano Melo

FIGURA 8 - Dispersdo geografica da fauna triatominica por municipio nas mesorregides oeste (1 a 7)
e central (8 e 9) do estado do Rio Grande do Norte.

Fonte: Modificado pela autora, com base em dados da presente pesquisa, a partir da base cartografica
do IBGE Disponivel em
<http://www.ibge.gov.br/cidadesat/ufs/download/mapa_e_municipios.php?uf=rn> Acesso em 13 jun
2012.

Os triatomineos foram capturados em varios ambientes, sendo mais frequente no
peridomicilio com um elevado percentual de capturas (53,0% - 437/824), seguido do silvestre
(45,5% - 375/824) e domiciliar (1,5% - 12/824). A espécie T. brasiliensis foi predominante e
a Unica presente em todos os ambientes. O T. pseudomaculata foi encontrado no ambiente
silvestre e peridomiciliar, enquanto que o P. lutzi e o R. nasutus foram exclusivamente
silvestre e peridomiciliar, respectivamente (Figura 9).

No ambiente silvestre foram capturados 375 espécimes, sendo 57% (212/375) do T.
brasiliensis, 28% (105/375) do P. lutzi e 15% (58/375) do T. pseudomaculata. Neste ambiente
foram identificados ninfas e adultos das espécies T. brasiliensis e T. pseudomaculata,
enquanto do P. lutzi, exclusivamente especimes adultos. Em relagdo aos 437 insetos
capturados no ambiente peridomiciliar, 74% (323/437) foram do T. brasiliensis, 21% (92/437)

do T. pseudomaculata e 5% (22/437) do R. nasutus, todos nos estagios de ninfa e adulto. No
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ambiente domiciliar foram identificadas 12 exemplares adultos da espécie T. brasiliensis
(Figura 9).

T. brasiliensis

B T. pseudomaculata
@AP. lutzi

BR. nasutus

100%
Silvestre Peridomiciliar Domiciliar

FIGURA 9 - Distribuigdo das espécies de triatomineos em diferentes ambientes, silvestre, peridomiciliar e
domiciliar das mesorregides central e oeste do Rio Grande do Norte.
Fonte: Elaborado pela autora com base em dados da presente pesquisa, 2012.

No ambiente silvestre 88% (186/212) dos exemplares do T. brasiliensis foram
capturados em afloramentos de rochas, 3% (6/212) em cerca de pedras e 9% (20/212) no
prédio do alojamento da reserva ecoldgica, considerado um ecétopo indeterminado neste
trabalho. Neste ecétopo também foram capturados todos os exemplares do P. lutzi e 66%
(38/58) dos espécimes de T. pseudomaculata, provavelmente atraidos pela luz. Alguns
espécimes do T. pseudomaculata também foram capturados em um dos trés ninhos de
passaros analisados. Neste ambiente os insetos foram pesquisados em 15 carnadbas, porém,
nenhum exemplar foi encontrado (Figura 10).

No ambiente peridomiciliar, o T. brasiliensis foi observado em uma variedade de
ecétopos, 41% (132/323) dos insetos associados ao galinheiro, 32% (105/323) a pilhas de
telhas e 19% (62/323) ao curral. O T. pseudomaculata e o R. nasutus foram as espécies
capturadas exclusivamente em galinheiros e palhas secas, respectivamente (Figura 10).
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FIGURA 10 — Distribuicdo das espécies de triatomineos nos diversos ecdtopos dos ambientes silvestre e
peridomiciliar nas mesorregides central e oeste do Rio Grande do Norte
Fonte: Elaborado pela autora com base em dados da presente pesquisa, 2012.

A infeccdo natural dos triatomineos pelo T. cruzi determinada pela analise do conteudo
intestinal de todos os exemplares capturados foi 30,4% (251/824), avaliada por exame direto,
xenocultura e PCR. O percentual de infeccdo mais elevado (78,0% - 82/105) foi encontrado
no P. lutzi, sequido de T. brasiliensis (24,4% - 134/547), T. pseudomaculata (22,6% - 34/150)
e R. nasutus (4,5% - 1/22) (Tabela 2). A analise isoladamente de cada técnica demonstrou que
a PCR amplificou o KDNA do parasito em 29,2% (241/824) dos espécimes, com elevada
positividade quando comparada aos métodos do exame direto e xenocultura. O exame direto e
a xenocultura detectaram o parasito em 5,5% (46/824) e 2,0% (17/824), respectivamente. No
T. brasiliensis a infecgéo pelo T. cruzi variou entre 0,3% (2/547) obtido por xenocultura a
24,3% (133/547) detectada pela PCR. No T. pseudomaculata essa variagdo foi de 0,6%
(1/150) no exame direto e xenocultura a 22,6% (34/150) na PCR. A infeccdo do P. lutzi foi
mais elevada tanto na PCR (69,5% - 73/105) quanto no exame direto (35,2% - 37/105) e na
xenocultura apenas 13,3% (14/105). A infeccdo do R. nasutus pelo T. cruzi foi detectada

exclusivamente pela PCR (Tabela 2).
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TABELA 2 — Infeccdo natural das espécies de triatomineos pelo T. cruzi por diferentes
métodos em nove municipios do estado do Rio Grande do Norte

Total Examedireto Xenocultura PCR Infeccdo™
Espécies coletado % % % NO %
T. brasiliensis 547 14 0.3 24,3 134 24,4
T. pseudomaculata 150 0.6 0.6 22,6 34 22,6
P. lutzi 105 35.2 133 69,5 82 78,0
R. nasutus 22 0,0 0,0 4,5 1 4,5
Total 824 55 2.0 29,2 251 30,4

N° - NUmero; % - Percentual; PCR- Polymerase Chain Reaction; * Triatomineos positivos em exame direto,

xenocultura e/ou PCR

Na analise estatistica usando o teste de comparacdo de propor¢des dois a dois, a
positividade dos métodos de deteccdo do T. cruzi foi comparada entre as espécies de
triatomineos capturadas. A positividade do P. lutzi quando comparada ao T. brasiliensise o T.
pseudomaculata, com os trés métodos de deteccdo do parasito, mostrou diferenca
significativa ao nivel de 5%, onde o valor de p foi menor que 0,0001. Quando o T.
brasiliensis foi comparado ao R. nasutus, a positividade foi significativa somente na
xenocultura (p=0,0195). Em relacdo ao T. pseudomaculata, a positividade do T. brasiliensis
foi significativa no exame direto (p =0,0013) e na PCR (p< 0,0001). Na comparagdo com o R.
nasutus, a proporcdo da positividade do T. brasiliensis foi significativa somente na PCR
(p=0,0298). A positividade do T. pseudomaculata também foi significativa na PCR quando
comparada ao R. nasutus (p=0,0410). O exame direto e a PCR ndo mostrou diferenca na
positividade quando o P. lutzi foi comparado ao T. brasiliensis, assim como no exame direto e
na xenocultura entre o T. brasiliensis e 0 R. nasutus e, entre o T. pseudomaculata e R.
nasutus, (p>0,05) (Tabela 3).
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TABELA 3 — Comparacdo de proporcdo da positividade de trés métodos usados para a
deteccdo do T. cruzi em diferentes espécies de triatomineos capturados no semiarido potiguar

Espécies de triatomineos Exame Xenocultura  PCR
direto

P. lutzi versus T. brasiliensis <0,0001 <0,0001 <0,0001
P. lutzi versus T. pseudomaculata <0,0001 <0,0001 <0,0001
P. lutzi versus R. nasutus 0,2193 0,0195 0,7989
T. brasiliensis versus T. pseudomaculata 0,0013 0,0759 <0,0001
T. brasiliensis versus R. nasutus 0,6382 0,6382 0,0410
T. pseudomaculata versus R. nasutus 0,6376 1,0000 0,0298

Comparacéo significativa: p-valor < 0,05

Na mesorregido central o percentual de triatomineos infectados foi 48,2% (141/292)
enquanto que na mesorregiao oeste 20,6% (110/532). O indice de infec¢do das espécies na
area central do estado foi mais elevado para o P. lutzi (78,0% - 82/105) seguido de T.
brasiliensis (33,7% - 50/148) e o T. pseudomaculata (23,6% - 9/38). Na mesorregido oeste
também foram detectados elevados indices de infeccdo em T. pseudomaculata e T.
brasiliensis, 22,3% (25/112) e 21,0% (84/399), respectivamente. O teste realizado para
comparar a propor¢do de insetos infectados entre as mesorregides mostrou diferenca
significativa para o T. brasiliensis (p=0,0018), enquanto para o T. pseudomaculata nao foi
observado (p=0,7990). Esse teste ndo foi realizado para o P. lutzi e R. nasutus devido ao fato
de ndo terem sido encontrados exemplares infectados nas mesorregibes oeste e central,
respectivamente (Tabela 5).

A infeccdo natural de cada espécie de triatomineo pelo T. cruzi também foi verificada
guanto aos ambientes onde foram capturadas. O percentual de infeccdo dos triatomineos foi
mais elevado nos insetos capturados no ambiente domiciliar, com 50% (6/12) dos exemplares
infectados e da espécie T. brasiliensis. O percentual de infeccdo dos insetos no ambiente
silvestre também foi bastante elevado (41,8% - 157/375). Neste ambiente, a infeccdo do P.
lutzi foi 78,0% (82/105), sendo o mais elevado, seguido do T. brasiliensis e do T.
pseudomaculata, com 31,1% (66/212) e 15,5% (9/58), respectivamente. O indice de infec¢do
mais baixo foi detectado em insetos do ambiente peridomiciliar (20,1% - 88/437), onde a
espéecie mais infectada foi T. pseudomaculata (27,1% - 25/92), seguida do T. brasiliensis
(19,1% - 62/323) e R. nasutus (4,5% - 1/22). O teste do Qui-quadrado demonstrou que ha
indicios de associagdo entre as espécies de triatomineos, os indices de infec¢des destas e 0

ambiente onde foram capturadas, com valor de p<0,00001 (Tabela 4).



TABELA 4 — Infeccdo natural dos triatomineos pelo T. cruzi capturados nas duas mesorregides e em diferentes ambientes
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Central Oeste Silvestre® Peridomiciliar® Domiciliar®
Espécie N° %l N° %l N° %l N° %l N° %l
T. brasiliensis® 148 33,7 399 21,0 212 31,1 323 19,1 12 50,0
T. pseudomaculata” 38 236 112 22,3 58 15,5 92 27,1 0 -
P. lutzi 105 78,0 - - 105 78,0 0 0,0 0 0,0
R. nasutus 1 - 21 4,7 0 0,0 22 4,5 0 0,0
Total 292 48,2 532 20,6 375 41,8 437 20,1 12 50,0

N°: Numero; %l: percentual de infectados; é p-valor=0,0018; bp-valor:O,7990 (Teste estatistico de comparagdo de proporgao)
Cp—valor<0,00001 (Teste estatistico Qui-quadrado)
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O T. rangeli ndo foi identificado pelo exame da hemolinfa em 151 espécimes de
triatomineos, mas foi possivel amplificar o DNA deste protozoario pela PCR multiplex,
a partir do contetdo intestinal de insetos positivos para T. cruzi no exame direto,
xenocultura e/ou PCR. Os fragmentos amplificados foram de 210pb ou 250pb,
indicando a presenca do DNA do T. rangeli ou do T. cruzi, respectivamente (Figura 11).
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FIGURA 11 - Gel de poliacrilamida 7,5% corado pelo nitrato de prata, representativo da amplificacéo do
DNA pela PCR multiplex nas amostras isoladas de diferentes espécies de triatomineos. PM: marcador de
peso molecular 100 pares de bases (pb); Controles: DNA do T. cruzi | do clone Col 1.7G2 da cepa
Colombiana fragmento 250pb; cepa JG correspondente a T. cruzi I, fragmento 265pb; cepa do T. rangeli
fragmento de 210pb. CN: controle negativo.

Fonte: Acervo prdprio, 2012.

Nota - Codigo das amostras do T. cruzi e T. rangeli: P. lutzi (PI), T. brasiliensis (Th) e T. pseudomaculata

(Tp)-

O DNA do T. rangeli foi amplificado pela PCR multiplex em 2,6% (4/151) das
amostras enquanto o do T. cruzi em 25,8% (39/151). O T. rangeli foi detectado em
4,4% (3/67) de T. brasiliensis capturados no ambiente peridomiciliar em Severiano
Melo e 1,5% (1/63) do P. lutzi capturados em ambiente silvestre no municipio de Serra
Negra do Norte. O DNA do T. cruzi foi detectado em 46,0% (29/63) espécimes do P.
lutzi, 13,4% (9/67) do T. brasiliensis e 5,0% (1/20) do T. pseudomaculata (Tabela 5).




TABELA 5 — Distribuicdo das amostras do Trypanosoma
rangeli e Trypanosoma cruzi detectadas pela PCR multiplex
por espécie de triatomineo

Espécie Amostras T. rangeli T. cruzi
de triatomineo

NO NO 0/0 NO %
T. brasiliensis 67 3 4.4 9 13,4
T. pseudomaculata 20 - - 1 5,0
P. lutzi 63 1 15 29 46,0
R. nasutus 1 - - - -
Total 151 4 2,6 39 25,8

N° - NUmero; % - Percentual

44



45

5 DISCUSSAO

A fauna triatominica e a infeccdo natural pelo T. cruzi e o T. rangeli foram
avaliadas em diferentes ambientes da zona rural nas mesorregides central e oeste, areas
consideradas endémicas no semiarido do estado do Rio Grande do Norte (RN). Os
dados mostraram que as espécies T. brasiliensis, T. pseudomaculata, P. lutzi e R.
nasutus continuam sendo capturadas nestas areas, porém, em numero mais baixo
quando comparados aos obtidos anteriormente por diferentes autores devido a eficiéncia
dos programas de controle ao vetor (CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1979; SILVEIRA
etal., 1984; SILVEIRA & VINHAES, 1998; COSTA et al, 2003).

Estudo realizado na regido Nordeste, buscando conhecer a fauna triatominica, a
infestacdo de ecdtopos artificiais e a infeccdo dos triatomineos pelo T. cruzi relatou a
presenca das especies T. brasiliensis, T. pseudomaculata, T. petrochii, P. lutzi e R.
nasutus no estado do RN (LUCENA, 1959). Os inquéritos e levantamentos
entomologicos realizados posteriormente demonstraram também as espécies, T.
melanocephala, P. megistus e R. neglectus (CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1979;
SILVEIRA & VINHAES, 1998; COSTA et al., 2003).

O T. brasiliensis € o T. pseudomaculata foram capturados na maioria dos
municipios estudados, permanecendo como as principais espécies no semiarido
potiguar. Esses dados corroboram os descritos na literatura desde a década de 50 em
varios estados do Nordeste do Brasil (LUCENA, 1959, CASTRO-FILHO &
SILVEIRA, 1979; SILVEIRA et al., 1984; SILVEIRA & VINHAES, 1998; COSTA et
al, 2003; SARQUIIS et al., 2004, 2006; GURGEL-GONGCALVES et al., 2010; SILVA
et al., 2012). Essas espécies se distribuem essencialmente nos dominios da caatinga e
sdo endémicas da regido Nordeste, a partir da qual se dispersam para outras regides
(FORATTINI, 1980).

Dados de inquéritos triatominicos no Brasil reforcam o reconhecimento das
especies por ordem de importéncia: T. infestans, P. megistus, T. brasiliensis, T.
pseudomaculata e T. sordida como, comprovadamente vetores do T. cruzi no ambiente
domiciliar (CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1973; SILVEIRA et al., 1984; SILVEIRA,
2011). O avanc¢o na dispersdo de T. infestans também foi observado, vetor aldctone
capturado em estados do Nordeste onde ndo havia sido encontrado, enquanto T.
brasiliensis e T. pseudomaculata com centro de endemismo na caatinga do semiarido
nordestino; T. sordida no cerrado e, P. megistus na mata atlantica, ainda que disperso
pelo interior do pais ao longo de matas galeria (SILVEIRA & DIAS, 2011).
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Corroborando ainda 0s nossos achados foi demonstrado recentemente que as espécies T.
pseudomaculata, T. brasiliensis e P. lutzi sdo as predominantes em 18.029 espécimes de
138 municipios do estado de Pernambuco (SILVA et al., 2012).

O P. lutzi e 0 R. nasutus também séo espécies comuns nos estados do Nordeste do
Brasil e nativas da caatinga (LUCENA, 1959; GALVAO et al., 2003). Os municipios
onde foram realizadas as capturas dos triatomineos no RN estdo inseridos numa area
que apresenta vegetacdo caracteristica do dominio de caatinga, localizada no semiarido,
0 que justifica a presenca dessas espécies neste estudo. O R. nasutus foi capturado nos
municipios de Apodi (mesorregido oeste) e CaicO (mesorregido central), zonas
fisiogréficas de incidéncia desta espécie anteriormente relatada (LUCENA, 1959). O P.
lutzi, apresentou distribuicdo territorial mais restrita, sendo encontrado apenas em
ambiente silvestre no municipio de Serra Negra do Norte.

A presenca de estagios de ninfa e adulto da maioria das espécies de triatomineos
confirma a colonizacdo nos diferentes ambientes, exceto para o P. lutzi que foi
encontrado apenas em estagio adulto. Esta espécie é considerada silvestre e menos
frequente em unidades domiciliares no semiadrido do RN (LUCENA, 1959) e, a
presenca de ninfas do P. lutzi ainda ndo foi relatada (LUCENA, 1959; CAMARA,
2008) sugerindo que a sua biologia e habitat natural ainda permanecem desconhecidos
neste estado. No entanto, fémeas adultas do P. lutzi foram observadas em troncos ocos
de pau branco (Auxemma oncocalyx) (GARCIA et al., 2005) e algumas ninfas foram
encontradas associadas a tocas de tatu, ecotopo propicio a colonizacdo desta espécie de
triatomineo, em pedras habitadas por Kerodon rupestris (moc6) e sob a casca de
Auxemma oncocalyx (Allemao) (DIAS-LIMA et al., 2003; SOUZA et al., 2003).

No presente estudo, nenhum exemplar de P. lutzi foi encontrado nos ambientes
peridomiciliar e domiciliar, porém hé relatos de espécimes adultos invadindo casas de
alguns municipios do semiarido potiguar (LUCENA, 1959) e dos inquéritos e
levantamentos entomoldgicos (CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1979; SILVEIRA et
al., 1984; SILVEIRA & VINHAES, 1998; COSTA et al, 2003). Nos estados de
Pernambuco (SILVA et al., 2012) e Ceara (GONCALVES et al., 2009) exemplares
adultos desta espécie foram encontradas no intradomicilio. Todavia, o P. lutzi foi
considerado uma espécie triatomineo de ambiente peridomiciliar, tendo como habitat
galinheiros e, ocasionalmente ocorrendo no ambiente domiciliar (SALVATELLA et al.,
1998). No estado do Ceard, o encontro dessa espécie no peridomicilio sugere que, a

proximidade das casas com o ambiente silvestre pode favorecer a atracdo dos
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triatomineos devido a diversidade de fontes alimentares (FREITAS et al., 2004a). A
domiciliagéo deste inseto tem sido assinalada no estado de Pernambuco, justificando
esse fendbmeno com a hipotese de uma possivel reducdo de T. pseudomaculata e T.
brasiliensis (SILVEIRA & DIAS, 2011). O ecletismo alimentar do P. lutzi tem sido
relatado sugerindo sua circulacdo em diversos ecétopos e as fontes de alimentos sdo
animais silvestres e domésticos (CARANHA et al., 2006).

A colonizacdo do T. brasiliensis em ambiente silvestre foi observada em
afloramento de rochas e cercas de pedras, enquanto uma densa colénia do T.
pseudomaculata foi encontrada associada a ninho de péssaros, corroborando os dados
da literatura. Esta espécie é frequentemente encontrada em rochas, geralmente
desenvolvendo colbnias associadas a pequenos roedores com elevadas taxas de infeccédo
pelo T. cruzi (COSTA et al., 1998) enquanto o T. pseudomaculata tem sido encontrado
em cascas de arvores e ninhos de passaros (CARCAVALLO et al., 1998).

As espécies capturadas no ambiente peridomiciliar foram observadas em todos os
estagios evolutivos, sendo esta colonizacdo mais evidente do que a observada no
ambiente silvestre. Esses achados sdo similares aos descritos por diferentes autores que
encontraram numero mais elevado de triatomineos no peridomicilio (SARQUIS et al.,
2004; MARCET et al, 2006; GONGCALVES et al., 2009; SILVA et al., 2012).

A disponibilidade de alimento tem sido sugerida como um fator crucial para
determinar o tamanho da populacdo nos diferentes ecétopos (SCHOFIELD, 1980).
Nesse contexto, 0os ambientes artificiais observados na zona rural dos municipios
avaliados podem estar proporcionando uma grande disponibilidade de alimentos, visto
que as coldnias de T. brasiliensis e T. pseudomaculata presentes no peridomicilio foram
encontradas associadas aos abrigos de animais. O ambiente peridomiciliar pode
desempenhar papel fundamental na dindmica do T. brasiliensis em todos 0s ambientes
(BORGES et al., 2005). O T. brasiliensis foi capturado em diversos ec6topos quando
comparado as outras espécies, sendo mais frequente em pilhas de telhas e currais
associado a varios animais e galinheiro, € o T. pseudomaculata encontrado
exclusivamente em galinheiro. Dados semelhantes foram obtidos em éareas rurais do
municipio de Independéncia, no Ceard, onde 0s ecdtopos mais frequentemente
infestados foram poleiros de galinhas, galinheiros, currais e pilhas de telhas
(DIOTAIUTI et al., 2000). Os habitats naturais dessas espécies podem estar interligados
com ecotopos artificiais constituindo um dnico ambiente em que os triatomineos se

beneficiam de uma boa fonte alimentar, fornecida por animais domesticos,
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principalmente galinhas, e ainda vivendo em seus substratos naturais (SARQUIS et al.,
2012). Os animais domésticos como cabras, galinhas, porcos e cdes sdo excelentes
fontes alimentares para colonias de triatomineos no ambiente peridomiciliar (SARQUIS
et al., 2012). Isto esta relacionado com o cenario ecoepidemiologico do Nordeste do
Brasil, onde as espécies T. brasiliensis e T. pseudomaculata apresentam potencial
epidemioldgico (OLIVEIRA-FILHO et al., 2000; FREITAS et al., 2004b; CARBAJAL
et al., 2007). O controle vetorial mais eficiente nas unidades domiciliares das areas
avaliadas é necessario a fim de eliminar a colonizacdo peridomiciliar e evitar novos
focos de triatomineos oriundos do ambiente silvestre. Em relagdo ao T. brasiliensis tem
sido sugerido o0 aumento da pressdo inseticida acompanhada da vigilancia
epidemioldgica, de maneira a obter controle efetivo e rapido sobre os novos focos,
abrindo espaco igualmente para atividades educativas, que contemplem a melhoria
fisica e manejo dos ecétopos peridomiciliares, em especial, aqueles que melhor e mais
comumente albergam os triatomineos em questdo (DIOTAIUTI et al., 2000).

A importancia epidemiolégica do ambiente peridomiciliar como foco de algumas
espécies de triatomineos tais como, T. brasiliensis e T. pseudomaculata tem sido cada
vez mais enfatizada (FORATTINI, 1980). O processo de adaptacdo do T.
pseudomaculata a ecétopos artificiais vem sendo relatado ha alguns anos com crescente
indice de colonizacdo peridomiciliar em varios estados (FORATTINI et al., 1981;
DIAS, 1991, 1992; DIOTAIUTI et al.,1998; GUARNERI et al., 2000). A elevada
densidade de animais encontrada no ambiente peridomiciliar, a grande quantidade de
anexos construidos e o acumulo de telhas, madeiras e tijolos sdo importantes para
manter os vetores préximos ao homem e animais domésticos. Como descrito por
Lorenzo et al. (2000) as telhas e tijolos, por serem feitos de argila Umida, apresentam
uma textura espessa funcionando como isolantes térmicos e criam ambientes
microclimaticos propicios a habitacdo dos triatomineos. A associagdo entre 0s
triatomineos, abrigos favoraveis a sua sobrevivéncia e a diversidade de alimentos,
podem estar proporcionando a colonizagdo do ambiente peridomiciliar por T.
brasiliensis e T. pseudomaculata nas comunidades rurais dos municipios das duas
mesorregides. Oliveira-Lima et al. (2000) avaliando os riscos de colonizagéo por estas
especies em areas rurais do Ceara, observaram que as colonias desses insetos eram mais
frequentes em anexos que abrigavam animais e pilhas de telhas e tijolos, corroborando

0S N0ssos achados.
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A espécie R. nasutus considerada silvestre (SILVEIRA et al., 1984) tem seu
habitat natural associado a palmeiras e ninhos de passaros (ALENCAR, 1987;
CARCAVALLO et al., 1999; ROMANA et al., 1999; LIMA et al., 2008). Todavia,
encontramos um foco de colonizacdo peridomiciliar desta espécie também em um
monte de palhas secas da carnatba no municipio de Apodi, provavelmente originado do
transporte passivo destas pelos moradores que trabalham com artesanato e também
residem em area com intensa atividade de plantio e extracdo da carnauba. Este fato
também foi relatado por outros autores que observaram a utilizagdo da palha da
carnalba para a construcdo de telhados de galinheiros e confeccdo de utensilios
manufaturados (SARQUIS et al., 2006). A presenga de R. nasutus em unidades
domiciliares pode ocorrer devido a proximidade com palmeiras, sendo o inseto atraido
pela luz (SARQUIS et al., 2004). Ha relatos de que esta espécie também tem sido
capturada no ambiente domiciliar no estado do Ceard (SARQUIS et al., 2006, 2012;
DIAS et al., 2011).

No nosso trabalho ndo encontramos nenhuma das espécies capturadas
colonizando o domicilio, apesar de intensa infestacdo e colonizacdo do ambiente
peridomiciliar, sugerindo que o peridomicilio pode esta funcionando como barreira,
impedindo a infestacdo e colonizacdo dos triatomineos no intradomicilio. A grande
quantidade de animais no peridomicilio pode ser um ponto favoravel que justifique o
baixo nimero de insetos infestando o domicilio e a auséncia de colonizacdo neste
ambiente (DIOTAIUTI et al., 1998; DIAS, 2000). A Unica espécie capturada no
ambiente domiciliar foi o T. brasiliensis e todos os espécimes no estagio adulto, que
provavelmente foram atraidos pela luz as vivendas humanas em busca de fontes
alimentares. 1sso sugere que esta espécie ainda invade frequentemente as casas, com o
risco de coloniza-las. Estes dados reforcam os relatos de que o T. brasiliensis é capaz de
explorar diferentes ecotopos na mesma regido (BORGES et al. 2005). A presenca do T.
brasiliensis colonizando o domicilio também foi relatada nos estados do Ceara
(DIOTAIUTI et al., 2000; SARQUIS et al., 2004; 2006; 2012), Piaui (GURGEL-
GONCALVES et al., 2010) e Pernambuco (SILVA et al., 2012).

A infecgdo natural dos triatomineos pelo T. cruzi foi bastante elevada detectada
por diferentes métodos de diagndstico. Os indices de infeccdo variaram entre as
espécies e a PCR revelou a positividade mais elevada e o Unico método que detectou o
parasito em R. nasutus. A superioridade desta reacdo na deteccdo do DNA do parasito

nas fezes de triatomineos tem sido demonstrada independente do procedimento
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metodoldgico e condi¢es utilizadas (RUSSOMANDO et al., 1996; SHIKANAI-
YASUDA et al., 1996; DORN et al., 1999; PIZARRO et al., 2007; ZULANTAY et al.,
2011).

Em estudo comparando a PCR e o0 exame direto na deteccdo do T. cruzi nas fezes
do T. infestans na Bolivia, Pizarro et al. (2007) obtiveram positividade de 81,1% e
55,5%, respectivamente. A PCR também revelou positividade elevada (84%) em
comparacdo ao exame direto (26%) nas fezes do T. infestans oriundos de areas
endémicas do Paraguai (RUSSOMANDO et al., 1996). No entanto, Breniére et al.
(1995) demonstraram que o exame direto foi 0 método mais sensivel, identificando o
parasito em 53,9% das amostras de fezes do T. infestans enquanto a PCR detectou
48,3%. Esta reacdo também é eficiente para detectar o DNA do parasito em amostras de
insetos mortos, no qual muitas vezes a microscopia mostra-se inadequada (DORN et al.,
1999). A PCR pode ser também realizada apds um periodo longo de o contetdo
intestinal ter sido obtido do inseto, diferentemente do exame direto (PIZARRO et al.,
2007).

O exame microscopico direto do contetdo intestinal ou dissecacdo e analise de
todo o triatomineo tem sido relatado como método tradicional de diagndstico bastante
confidvel para a detec¢do do T. cruzi (D’ALESSANDRO & SARAVIA, 1991; MOSER
et al., 1989; PIZARRO et al., 1996). Entretanto, neste estudo este método apresentou
sensibilidade limitada revelando baixos indices de infeccdo nos triatomineos, além de
ser pouco especifico devido a infeccdo com outros tripanosomatideos, tais como, T.
rangeli (CHIURILLO et al., 2003). Levando em consideragdo somente o exame direto,
nossos dados mostraram que a infeccdo natural do P. lutzi pelo T. cruzi foi superior a
descrita em inquéritos nacionais (CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1979; SILVEIRA &
VINHAES, 1998), uma vez que se trata de espécie silvestre relacionada com uma
variedade de hospedeiros silvestres que apresentam elevados indices de infec¢do pelo T.
cruzi. A infeccdo do T. brasiliensis foi mais baixa do que a observada no primeiro
inquérito (CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1979) e semelhante a que foi relatada no
segundo inquérito (SILVEIRA & VINHAES, 1998), o que pode ser resultado do
sucesso do programa de controle ao vetor realizado no estado que apesar de descontinuo
proporcionou a reducdo do numero de insetos nos ambientes, domiciliar e
peridomiciliar, diminuindo o indice de insetos infectados pelo T. cruzi. Em relacdo ao T.

pseudomaculata e ao R. nasutus praticamente ndo houve alteragdo em todos esses anos,



51

mantendo o indice de infec¢do pelo parasito sempre baixo como descrito anteriormente
(SILVEIRA & VINHAES, 1998).

Os indices de infeccdo natural de triatomineos pelo T. cruzi variam
consideravelmente com a espécie e com a intimidade que apresentam em relacdo aos
reservatorios do parasito e o meio onde se encontram (COURA, 1988). O elevado
percentual de infeccdo do P. lutzi pelo T. cruzi no ambiente silvestre pode ser explicado
pela associacdo deste inseto a tocas de tatu (DIAS-LIMA et al., 2003). Estudos
realizados no estado do Ceara sobre fontes alimentares revelaram os espécimes de P.
lutzi com elevados indices de infeccdo e haviam também se alimentado de gamba
(CARANHA et al., 2006). A infecgédo natural deste vetor indica um alerta para o risco
real de invasdo de ecotopos artificiais por esta espécie como sugerido por Silveira &
Vinhaes (1998) e, também tem sido demonstrada no estado de Pernambuco (SILVA et
al., 2012).

A espécie T. brasiliensis foi a Gnica a apresentar espécimes infectados pelo T.
cruzi nos ambiente silvestre, peridomiciliar e domiciliar. Como demonstrado por
Moncayo e Silveira (2009), a sobreposicdo entre ecOtopos naturais e habitacdes
humanas aumenta potencialmente a possibilidade de interacdo entre os vetores e 0s
habitantes, aumentando o risco de transmissédo humana do T. cruzi.

No ambiente silvestre, o indice de infeccdo natural do T. brasiliensis pelo T. cruzi
pode ser devido a sua associacdo a pequenos roedores que apresentam elevadas taxas de
infeccdo (COSTA et al., 1998). Todavia, o indice de infeccdo pelo parasito em
populacdes silvestres do T. brasiliensis no Ceara foi relativamente baixo o que contrasta
com 0s nossos resultados. Isso pode ser explicado devido as diferencas nas fontes
alimentares que implica em perfis de infeccdo distintos desta espécie pelo T. cruzi,
variando em relacdo aos diferentes ecotopos (SARQUIS et al., 2010). Em areas
endémicas, espécies como T. brasiliensis sdo capazes de se adaptar a ecotopos distintos,
agindo como um elo na transmissdo do T. cruzi entre 0s ambientes naturais e artificiais
(BORGES et al., 2005). No ambiente peridomiciliar a infecgdo foi baixa quando
comparada aos outros ambientes, o que pode ser devido ao fato da maioria dos
espéecimes terem sido encontrados associados as aves (ALENCAR, 1965; ALENCAR et
al., 1974; BENTO et al., 1989; GONCALVES et al., 1997; FREITAS et al., 2005). E
importante ressaltar que embora esses animais sejam fontes alimentares para 0s
triatomineos, ndo sdo considerados reservatorios uma vez que sdo refratéarios a infeccéo

pelo parasito (NERY-GUIMARAES et al., 1974), mas representam uma importante e
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abundante fonte alimentar para estes insetos. O encontro de ninfas infectadas capturadas
em galinheiros e até exemplares adultos sugere que estes insetos podem estar se
alimentando também de animais sinantropicos que adentram o ambiente peridomiciliar
em busca de alimentos ou de animais domeésticos que estejam funcionando como
reservatorio do parasito. Alguns animais silvestres tem um papel importante na
epidemiologia da infec¢do chagéasica, uma vez que circulam do ambiente silvestre para
o peridomicilio ou domicilio em busca de alimentos (COURA, 1988). Em relacéo a este
estudo, o animal sinantropico observado circundando o peridomicilio foi o prea (Cavia
aperea). Além disso, os animais domésticos também podem invadir o ambiente silvestre
e infectar-se via oral, trazendo a infecgdo para o peridomicilio e domicilio (COURA,
1988).

A positividade mais elevada de infeccdo natural do T. brasiliensis pelo parasito
foi em ambiente domiciliar. Esta espécie é epidemiologicamente importante no nordeste
do Brasil, devido as suas caracteristicas genéticas e bioldgicas, ampla distribuicéo
territorial, indices elevados de infeccdo e capacidade para se adaptar e colonizar
ecétopos artificiais (LUCENA, 1959; SILVEIRA & VINHAES, 1998; SARQUIS et al.,
2004). E também encontrada em densidade elevada com variados indices de infeccio
natural pelo T. cruzi e requer atencdo especial em seis estados da regido nordeste
incluindo o Rio Grande do Norte. A infeccdo do T. brasiliensis no intradomicilio tem
sido relatada nos estados do Ceard, Piaui e Pernambuco (SARQUIS et al., 2004;
SARQUIS et al., 2006; GURGEL-GONGCALVES et al., 2010; SILVA et al., 2012) e no
Rio Grande do Norte (LUCENA, 1959, CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1979;
SILVEIRA & VINHAES, 1998; COSTA et al., 1998; COSTA et al., 2003).

A infeccdo do T. pseudomaculata pelo T. cruzi foi observada tanto nos espécimes
capturados no ambiente silvestre quanto no peridomiciliar. O percentual mais elevado
foi observado em espécimes do peridomicilio, sugerindo a associacdo dessa espécie com
animais domésticos infectados presentes ou animais sinantropicos, além de aves. Estes
resultados mostram a crescente importancia epidemiolégica do T. pseudomaculata no
semiarido potiguar, uma vez que esta espécie pode estar atuando no ciclo de transmissédo
peridomiciliar, com reais riscos de invasdo de espécimes adultos infectados ao
intradomicilio, aumentando as chances de transmissdo do T. cruzi para os moradores
desta area. Nossos dados divergem daqueles descritos por Sarquis et al. (2004), que ndo
encontraram infeccdo desta espécie capturada em ambiente silvestre e similares aos

relatados no peridomicilio. Os baixos indices de infeccdo do T. pseudomaculata
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encontrados nos municipios do Rio Grande do Norte tém sido relatados em diferentes
décadas (LUCENA 1959; CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1979; SILVEIRA &
VINHAES, 1998; COSTA et al., 2003).

No ambiente peridomiciliar, o indice de infeccdo do R. nasutus foi baixo quando
comparado ao das outras espécies no mesmo ambiente. Esta espécie tem sido
frequentemente encontrada colonizando o peridomicilio e, algumas vezes infectada pelo
T. cruzi (SILVEIRA & VINHAES, 1998; SARQUIS et al., 2004).

O risco de transmissdo do T. cruzi em areas endémicas rurais depende
principalmente da densidade de triatomineos e da prevaléncia da infeccéo pelo T. cruzi
nos vetores, humanos e reservatorios animais (COHEN & GURTLER, 2001). Os
elevados indices de infeccdo aqui revelados, aliados a elevada soroprevaléncia humana
em alguns municipios da mesorregido oeste e Caicd na mesorregido central (BRITO et
al., 2012) e, a presenca de uma crianc¢a infectada no municipio de Varzea (LUQUETTI
et al., 2011) apontam que essa area, mesmo apds os programas de controle ao vetor,
continua sendo uma area de risco na transmissdao do T. cruzi para oS animais e 0
homem. Portanto, necessita de continua vigilancia entomolégica (SILVEIRA & DIAS
2011), com acBes sistematicas para o controle de vetores, a fim de evitar a transmissdo
do T. cruzi nos municipios.

Devido a sobreposicdo da distribuicdo geografica das espécies T. cruzi e T.
rangeli, a ocorréncia de infeccdo mista em hospedeiros vertebrados e invertebrados e, 0
pleomorfismo do T. rangeli torna-se necessario o uso de técnicas moleculares para a
identificacdo de espécies de tripanossomatideos. Isto se deve a dificuldade de distinguir
pelo exame direto se a infeccdo é por T. cruzi ou T. rangeli, ou por ambos e, varias
técnicas de PCR foram desenvolvidas para melhorar a identificacdo e/ou diferenciacéo
destes protozoarios (MURTHY et al., 1992; SOUTO et al., 1996, 1999; VALLEJO et
al., 1999; FERNANDES et al., 2001; PAVIA et al., 2007). A PCR tem sido descrita
como metodo mais sensivel do que a microscopia Optica para a detecgdo e
caracterizagdo especifica desses tripanossomas em triatomineos, principalmente quando
h& possibilidade de infeccdo mista (MACHADO et al., 2000).

Neste trabalho, a infeccdo pelo T. rangeli ndo foi detectada pelo exame direto da
hemolinfa. No entanto, Dias et al. (2007) analisaram a hemolinfa do R. nasutus
capturados na Chapada do Araripe, no Ceara, e encontraram 7,7% dos exemplares
infectados pelo T. rangeli e também infectados pelo T. cruzi. Diotaiuti et al. (1992)

examinando as fezes de triatomineos que infestavam palmeiras no municipio de Ponte
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Alta do Norte, em Tocantins, detectaram a presenga de um parasito morfologicamente
identificado como T. rangeli like em R. neglectus. Por outro lado, 117 espécimes do R.
neglectus capturados no Distrito Federal, regido Centro-Oeste, tiveram as glandulas
salivares e as fezes examinadas e em nenhum exemplar foi identificado o T. rangeli
(GURGEL-GONGCALVES & CUBA, 2007).

A distingéo entre o T. cruzi e o T. rangeli ou a ocorréncia de infeccdo mista foi
avaliada pela PCR multiplex no conteddo intestinal dos triatomineos e a infeccao pelo
T. rangeli foi detectada em poucos exemplares das espécies T. brasiliensis e P. lutzi.
Este protozoario também foi identificado no contetdo intestinal de diferentes espécies
como, R. prolixus (TEJERA, 1920), P. megistus (LUCENA & VERGETTI, 1973) e R.
pallescens (VASQUEZ et al., 2004). Indicios de infeccdo mista foram observados neste
estudo em dois exemplares do T. brasiliensis. Este dado reforca a necessidade do uso
outras técnicas moleculares para comprovar a infec¢do. A inconsisténcia no diagnéstico
da infeccdo mista obtida para os genes miniexon pode haver em fungdo da baixa
parasitemia do T. rangeli em relacdo ao T. cruzi (RAMIREZ et al., 2002). Estes autores
analisando a sensibilidade deste ensaio verificaram que 0 excesso de uma espécie torna
indetectdvel a presenca da outra e recomendaram que pelo menos dois alvos
moleculares para estabelecer e/ou confirmar a infeccdo simples ou mista. Estudos
filogenéticos de cepas do T. rangeli de varias regides geograficas podem colaborar para
esclarecer uma possivel rota migratdria que culminou na ocorréncia deste parasito no
Nordeste brasileiro (DIAS et al., 2007). A identificacdo do T. rangeli aqui descrita
reforcam a ideia de que resultados falso-positivos no diagnostico soroldgico da infecgdo
pelo T. cruzi sdo possiveis como relatados anteriormente (GURGEL-GONCALVES et
al., 2004).

Os nossos dados sugerem que a vigilancia epidemioldgica deve ser constante
mesmo ndo tendo sido observada colonizacdo no ambiente domiciliar, a fim de
assegurar que as espécies T. brasiliensis e T. pseudomaculata frequentemente
encontradas nos ambientes artificiais ambas com elevados indices de infeccdo natural
pelo T. cruzi, ndo se tornem um grave problema de saude publica nos municipios do
semiarido do estado do RN. A ampliacdo deste estudo na area endémica do semiarido
potiguar é fundamental para verificar a ocorréncia de colonizacdo domiciliar e
peridomiciliar por triatomineos em outros municipios, além de avaliar a infec¢do de
cada espécie pelo T. cruzi e T. rangeli, determinar as fontes alimentares dos insetos

infectados para identificar os animais que estdo servindo como reservatorio destes
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parasitos e, a busca de novos ecotopos naturais a fim de verificar a presencga de outras
espécies de triatomineos. Estudos ecoepidemioldgicos sdo importantes para alertar a
vigilancia epidemioldgica e contribuem com dados para auxiliar na escolha da melhor
estratégia de controle em relagédo as espécies de triatomineos identificadas, uma vez que
ainda permanece o risco de transmissdo do T. cruzi ao homem. Além disso, contribui
para comprovar a extensdo da ocorréncia do T. rangeli no semiarido potiguar ampliando
0 conhecimento em relacdo a distribuicdo geogréafica deste protozoario no Nordeste. Por
fim, demostra a necessidade de mais atencdo ao diagnéstico sorolégico da infeccao

chagésica humana abrindo perspectivas para novas abordagens na area.
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6 CONCLUSOES

v

v

A espécie Triatoma brasiliensis esta amplamente distribuida em todos os
ambientes e na maioria dos ecotopos dos municipios investigados;

A colonizacdo peridomiciliar por triatomineos foi evidente para o Triatoma
brasiliensis e o Triatoma pseudomaculata, a associacdo destas espécies a
ambientes artificiais sugere que estdo adaptadas e, devido aos elevados indices
de infeccdo pelo Trypanosoma cruzi necessitam de atencdo constante por parte
da vigilancia epidemiologica;

No semiarido potiguar, varios ecotopos sdo favoraveis ao ciclo de transmissao
do Trypanosoma cruzi nos ambientes silvestre e peridomiciliar e podem ser
usados como nichos por triatomineos;

O habitat natural e ecétopos do Panstrongylus lutzi continuam desconhecidos no
Rio Grande do Norte;

O Triatoma brasiliensis € a Unica espécie presente em todos os ambientes
reforcando sua importancia como potencial vetor devido a sua capacidade de
adaptacdo ao ambiente domiciliar e atuacdo no intercdmbio entre os ciclos de
transmissao do parasito no semiarido potiguar indicando a necessidade de agdes
continuas na vigilancia epidemioldgica;

A infeccdo natural dos triatomineos pelo Trypanosoma cruzi foi bastante
elevada e a do Panstrongylus lutzi se mostrou superior comparada as outras
espécies;

A PCR mostrou ser uma ferramenta eficiente e superior ao método direto e a
xenocultura na deteccdo do parasito na maioria dos triatomineos vivos, mortos
ou com baixa carga parasitaria, com elevado potencial em estudos
epidemioldégicos;

A identificacdo do Trypanosoma rangeli em triatomineos das espécies Triatoma
brasiliensis e Panstrongylus lutzi foi registrada pela primeira vez na zona rural
do semiarido potiguar ampliando a area de ocorréncia deste protozoario no

Nordeste do Brasil;
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