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RESUMO



Introducdo: Os triatomineos sao insetos hematofagos, hemimetablos, que vivem em col6nicas
predominantemente nos ambientes silvestres. Sua disponibilidade de fonte alimentar favorece
seu ciclo de vida, habito que os insere no ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi, agente
etioldgico da Doenga de Chagas — DC. Séo importantes vetores para satde publica pois
apresentam espécies consideradas vetores na transmissdo do agente etoldgico. Obijetivo:
Descrever o fitness de Rh. robustus e T. maculata utilizados no xenodiagnostico (XD) de
pacientes com DC e investigar sua susceptibilidade a infeccdo pelo T. cruzi. Materiais e
Meétodos: Foram observadas 360 ninfas de Il estadio, por 90 dias, ap6s serem utilizadas no
periodo de 30 minutos no xenodiagnostico de 18 pacientes com suspeita de Doenca de Chagas
Aguda (DCA). Dois grupos de triatomineos contendo 180 ninfas 1l estadio de Rh. robustus e
180 T. maculata foram separados. No grupo G1, 108 ninfas foram utilizadas para avaliar o
fitness entre as espécies utilizadas no XD. As variaveis observadas foram quantidade de sangue
ingerido; lapso de defeccdo; tempo entre a muda, e taxa de mortalidade. No grupo G2 108 ninfas
foram submetidas para avaliagdo da susceptibilidade ao T. cruzi, estimando-se a taxa de
infeccdo através da compressao abdominal e visualizacao de formas flageladas em microscopio
optico. As ninfas foram pesadas antes e depois do repasto, a avaliacdo de tempo de
desenvolvimento foram calculados uutilizando o teste T de Student e a positividade para T.
cruzi com o teste exato de Fisher, que apresenta valor significativo com p < 0.05 e intervalo de
confianga 95%. Resultados: Observou-se diferenca entre as medias de sangue ingerido pelas
duas espécies. Rh. robustus (0.116 + 0.095) e T. maculata (0.101 + 0.052) (p > 0.563); A
defeccdo de Rh. robustus ocorreu simultaneamente apds a alimentacdo, enquanto que em T.
maculata, foi apos 10-15 minutos, com diferenca na quantidade de fezes e urina entre as duas
espécies. O tempo entre a mudanca de estadio foi semelhante nos dois grupos, Rh. robustus
apresentou mudanca de estadio de 12-14 dias e T. maculata 16-21 dias. A taxa de mortalidade
no G1 variou entre 33,3% aos 7 dias e 100% aos 90 dias de observacdo para ambas espécies.
No G2 detectou-se infecgdo por T. cruzi em ambas espécies, aos 7 dias pos alimentacdo. Em T.
maculata - 7d(50%), 30d(33.3%), 60d(23.5%) e 90d(16.7%) enquanto que em R. robustus aos
7d(33.3%), 30d(17.6%), 60d(5.6%) e 90d(27.8%). T. maculata apresentou-se mais susceptivel
29/126 (23,01%) em relacdo Rh. robustus 23/126 (18,25%). Conclusédo: Rh. robustus ingeriu
maior quantidade de sangue, com defecacdo imediata, com intervalo de mudanca de estadio
mais acelerado; ambas espécies demonstraram susceptibilidade ao T. cruzi com pequena
diferenga na taxa de infecgdo. T. maculata apresentou emergéncia mais tardia, e lapso de
defecacdo mais lento, entretanto, observa-se que pela sua maior taxa de susceptibilidade, pode
ser utilizado no xenodiagnostico.

Palavras-chave: Triatomineos, hematofagia, infec¢éo por T. cruzi.

LISTA DE FIGURAS



Figura 1. Imagens representativas dos géneros Panstrongylus, Triatoma e Rhodinus............ 12

Figura 2. Imagens representativas dos géneros Panstrongylus, Triatoma e Rhodinus............. 12
Figura 3. Imagens representativas dos géneros Panstrongylus, Triatoma e Rhodinus............. 12
Figura 4. Morfologia geral de um Darbeir0..........ccceiieiiiceic s 13
Figura 5. Vista dorsal e vista lateral da cabeca de um triatomineo...........ccccoceevveivreeresrennne 14
Figura 6. Vista dorsal e vista lateral da cabeca de um triatomingo...........ccccceverrnrcirinennne 14
Figura 7. Vista dorsal e vista lateral da cabeca de um triatomingo...........ccccceverrnccininennne 14
Figura 8. Vista dorsal do abddmen evidenciando o dimorfismo sexual.............cccccceevirrinnnns 14
Figura 9. Imagem representativa do ciclo hemimetabolo de Rhodnius............cccccoeevvviviinene. 16

Figura 10. Avaliacdo de susceptibilidade das espécies de triatomineos utilizados no
XENOTIAGNOSTICO. ...ttt ettt bt bbb st b et b st b bbbttt e e b et et ene et 26

Figura 11. Lapso entre a primeira defecacdo e o desenvolvimento ninfal das espécies representados em



LISTA DE SIGLAS

CAAE — Certificado de Apresentagio de Apreciagio Etica
DC — Doenca de Chagas

DCA — Doenca de Chagas Aguda

FMT-HVD - Fundacéo de Medicina Tropical — Dr. Heitor Vieira Dourado
G1-Grupo 1

G2 — Grupo 2

N — Ninfa

T — Triatoma

T. cruzi — Trypanosoma cruzi

R — Rhodinus

XD — Xenodiagnostico

WHO - Organiza¢do Mundial da Sadde

% - Porcentagem

pL — Microlitros

Sumario

1. INTRODUGAO .....eeriirerrereeeseesessessesessessessesssssssessessessessssessesssssesessessesssssssessessessessssessessessssanses



1.1 DOENGA DE CHAGAS. ...cetttttueeeeereettttieeeeereestanaeeesssssstantesessessssanetesessssssniaesessssssssnnsesessssssnnnneeesssssssnnns 1

1.2 AGENTE ETIOLOGICO.c.uvterureeereesuteesueestesssseesssesssseesasaesseesssasssessssessnseesssessnsesssessnsessssessnseesssessnseesnne 1
1.2.1 CICLO BIOLOGICO DO T. CRUZI .eveeeuureresuueeeesieeesasuteeesassesessseesasssesesassasssssseessssssessssssesesnsssesssssenessnnes 2
1.3 TRANSMISSAO DA DOENGA AD HOMEM ..uuviieureerureeeueesteessseesseessseessessnseessessnsessnsessssessssessnseesssesssseesne 2
1.4 MANIFESTAGAO CLINICA ..evvtvieieeiieieeeieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteestereteretereseererrsererrrrerrrrrerrerertrerterererereereererrren 2
1.5 DIAGNOSTICO. .. eteeueteeeruiteeesittee s ettt e ssutteessbteesaubeeesusteeesabbeeeasbeeesansbeessabeeeeaanbaeesannseeesanseeesnnsenesannne 3
1.6 TRIATOMINEOS ...eeeeuvretesutteeesiteeessiuteeesseteessaseeessasseeesausaeessssseessssseeesaseaesssseessnssseessssseeesnssseessnsenesnnnes 4
1.6.1 Classificagdo dos triatomineos .4
1.6.2 MOIfOlOGiQ AOS VELOIES .......cooueeieieeeiiieeeetese ettt ettt ettt s e 5
1.6.4 Comportamento e habitat dos triaQtOMINEOS ............ccceeeeeiveeeeeiieeescieeeecieeeescieeeesvaaeeeseeas 8
NN 6 ol o X LY o [o IR U 9
1.6.6 Distribuicdo geografica dos triatoOMINEOS .............eeeecueeeeeieeeeesiiieeeecieeesiieeeesiteeeeereeeeaees 10
1.7 DOENGA DE CHAGAS NA AMAZONIA .....eeiuveeeuteesteeeiteesteesseesseeaseessseeassessssesssessnsessssessnsessssessnsesassesn 10
1.4.5.1 DOENGA DE CHAGAS NO AMAZONAS ...eeeuveeruteerreesreesseesseesseessesssseessesssseessessssessssessssessssessssess 11
JUSTIFICATIVA ...coiiiitettttiiisisnnstesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssnssessssses 12
OBJETIVOS....ciiiiiiiiinntetiiiiiisnnnseessiisssssssssessssssssssssssessssssssssssssesssssssssssnnsesssssssssssnnssesssssssssnns 12

I8 G 7 PP ROPRTOUPPRNt

3.2 ESPECIFICOS

4 MATERIAL E METODO .....cucueueuerrerenesesesssesesestsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssesens 13

4.1 TIPO E LOCAL DE ESTUDO

4.2 CARACTERIZAGAO DA PESQUISA ....ciiiiiiiiiiiiieieieieieieteteeesee et eee e et e e et e e e e e e e e e e e s e e eseeeseeesesesesesesesesessseeesesenenens 13
4.3 PROCEDIMENTOS ..uvteutteeuttesuteeeueessseeesseesasesesseesssesesssesssesesssesssesesssesssesesssesssseesnsessnseesseensseesaseesnseens 13
4.3.1 Observagdes do fitness de triAtOMINEOS ............ccueeeecveeeecieeeesiieeeecieeeeesieeeescereeesreseeanes 13

4.3.2 Taxa de sangue iNGerido ..............ccocueeecvveeecieeeessieeeesiirassennnns Erro! Indicador nédo definido.

4.4.2 COMPORTAMENTO ALIMENTAR ...cttteteiautnrteeteseaauuereteteessaaaunreeeeesesesaanssseeeeesssaansnsseesesssasnsseeeeesseannan 14
4.4.3 INVESTIGAGAO DA SUSCEPTIBILIDADE ....vveeuvereererretenuressueeesusessseeessseessseesssesssseessesssseesseesseesaseesseens 14
4.5 ANALISE DOS DADOS ....eettteeeeasunrurtreeesesaauuesetetesssaaausreeetessaaaanseseeesesesansseseeesesesanssseeesesssasnnmseeeeeesaanann 14

5. RESULTADO ..ccoiiiiiiiuunnneniiisisssssnseeessissssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanssnss 15
5.1 AVALIACAO DO FITNESS DAS DUAS ESPECIES POR GRUPO ...ceeeieieieieieieieieieieieieieieieeeseiesesesesesesesesesnsesesesenens 15
5.2 TAXA DE INFECCAO DAS DUAS ESPECIES APOS XENODIAGNOSTICO «.veeeeeieieieieieieieieeeeeeeseseseeeeesesesesesesesesenens 15

5.

6.

6. DISCUSSAO
CONCLUSAD ....eeverieriteiieeisstisstessseestessseesseessesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesnses 19

CONSIDERAGOES FINAIS .....cceeeeeeeuiiieeessessssseesessssssessessessssssesssssssssessessesssessessessssssensessesnes 20



1. INTRODUGCAO

1.1 Doenga de Chagas

A Tripanossomiase Americana, mais conhecida como doenca de Chagas, € uma
enfermidade endémica da América Latina, que tem se dispersado para outros continentes, se

tornando um problema para a saude publica mundial (Who, 2020).

Descoberta em 1909 (Chagas, 1909), estima-se que cerca de 6 a 7 milhdes de individuos
estejam infectados pelo T. cruzi, em especial na América do Sul (Who, 2020). Mudancas
epidemioldgicas ocorreram ao longo de varias décadas por meio de campanhas de controle de
transmisséo vetorial e transfusional em paises endémicos e, com resultados positivos resultaram
na reducdo expressiva de surgimentos de novos casos (Rassi et al., 2010; Monyaco et al., 2009;
Dias, et al., 2022).

1.2 Agente etioldgico

O agente etioldgico da doenca de Chagas é um protozoario flagelado, digenético, do
grupo Stercoraria, denominado de Trypanosoma cruzi, de ciclo evolutivo complexo,
desenvolvido em mais de 100 espécies de hospedeiros vertebrados onde realiza uma fase de
multiplicacdo intracelular - homens e outros mamiferos - primariamente os animais silvestres,
como os tatus, gambas, primatas ndo humanos e morcegos (aves, repteis e anfibios sdo
refratarios a infeccdo), e cerca de 150 espécies de hospedeiros invertebrados - insetos
hematofagos denominados de triatomineo - onde desenvolve uma fase de multiplicacdo
extracelular. Cerca de 20 das 150 espécies de triatomineos, conhecidas como barbeiros, vivem
em coldnias nos ambientes intra e peridomiciliares (Dias et al., 2016; Jansen et al., 2018),
podendo ser realizado em varias espécies de mamiferos domésticos, sendo as de maior
importancia epidemioldgica, aguelas que coabitam ou estdo proximos ao homem, tais como,

cées, porcos entre outros (Schofield, 1994).

O caréter eclético do T. cruzi e a sua capacidade de adaptacdo aos diferentes
hospedeiros redunda em ampla diversidade genética. Atualmente, sdo conhecidos 7 genotipos
denominados de DTU (Unidade Discreta de Tipagem) - T. cruzi I-VI e Tc Bat (Zingales et al.,
2009; 2012).



1.2.1 Ciclo biolégico do T. cruzi

O hospedeiro vertebrado se contamina quando a forma infectante tripomastigota
metaciclica presente nos dejetos do vetor adentram atraves da pele ou mucosas do hospedeiro,
onde o parasito invade células e tecidos e se diferencia em amastigota, que transformam-se em
tripomastigota liberadas na corrente sanguinea. Essas formas podem infectar células adjacentes,
atingir outras células hospedeiras ou serem ingeridos pelo triatomineo e dar assim continuidade
ao ciclo de multiplicacdo no inseto vetor, ao ser ingerido durante um repasto sanguineo. No
tubo digestivo do inseto as fomas tripomastigosta transformam-se em formas esferomastigostas
e em epimastigotas, e ao atingirem o reto se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas

eliminadas com as dejecGes do inseto (Brener, 1977).

O ciclo evolutivo do T. cruzi no vetor é influenciado por varios fatores, tais como: a
espécie do inseto, a linhagem do parasita, nimero de parasitas ingeridos e fatores ambientais.
Alguns triatomineos sdo parcial ou totalmente refratarios a infeccéo pelo T. cruzi, fenémeno
que tem sido atribuido a presenca no tubo digestivo do inseto de um fator hemolitico que lisa

as hemacias e reduz a populacdo parasitaria (Brener e Andrade, 2000).

1.3 Transmissdo da doenca ao homem

A infeccdo pelo T. cruzi pode ser adquirida a partir de transmissdo vetorial, transfusdo
de sangue, transplante de 6rgéos, transmissao transplacentaria, acidentes laboratoriais ou oral
por géneros alimenticios contaminados por fezes de triatomineos infectados. Entre os fatores
determinantes para a transmissdo e aproximacgdo do T. cruzi ao homem, estd a degradacdo
ambiental, alteragBes climéticas, migracdo humanas para &reas ndo controladas, maior
concentracdo da populacdo em areas urbanas e precariedade de condigdes socioeconémicas
(Dias et al., 2016).

1.4 Manifestacéo clinica

No homem, a DC, pode apresentar duas fases clinicas distintas: uma inicial denominada

de fase aguda e uma fase cronica. A fase aguda € caracterizada pela presenca da forma



tripomastigotas sanguineas no homem e elevacéo de anticorpos IgM anti-T.cruzi. Os individuos
desta fase podem ser assintomaticos ou apresentarem sintomas de infec¢do, como: febre, mal-
estar, anorexia e hepatoesplenomegalia (Benziger; Carmo; Ribeiro, 2017; Lidani et al., 2017;
Groom; Protopapas; Zochios, 2017). Por essa razdo, muitos individuos ndo sao identificados,
uma vez que ndo procuram cuidados médicos. E caracterizada como uma fase benigna e
inaparente. Apos cerca de 2 a 4 meses da infeccdo inicial, ocorre a fase cronica podendo ser
“indeterminada” ou “inaparente”, associando-Se a auséncia de sintomatologia clinica.
Apresenta elevacdo de anticorpos classe IgG anti-Tcruzi, ou apresentar manifestacdes clinicas
mais severas, como aumento do mdsculo cardiaco, complicagdes digestivas ou
cardiodigestivas. Apo6s anos, aproximadamente 20% dos individuos infectados desenvolvem
essa fase (CONITEC, 2018).

1.5 Diagnostico

De acordo com Dias et al., (2016), o diagnostico a DC é realizado através da avaliacdo
clinica, quando se identifica a fase da doenca e encaminhamento para o diagnostico laboratorial
conforme a seguir:

a) Na fase aguda, devido a evidéncia de parasitemia se recomendam exames
parasitoldgicos diretos como por exemplos gota espessa e esfregaco, associados a
sorologia.

b) Na fase crbnica se recomendam exames soroldgicos associados a exames
parasitologicos indiretos.

Entre os métodos de diagnostico parasitologicos indireto para doenca de Chagas esta

0 xenodiagndstico-XD. Consiste em alimentar barbeiros normais em supostos portadores da
infecco e determinar-se, depois, se eles adquirem ou n&o o parasitismo. E usado como exame
complementar, sobretudo, na fase cronica da doenga, quando os parasitos circulantes sdo
escassos no sangue de individuos sorologicamente positivos. E usado também no controle ou
acompanhamento da eficacia do tratamento especifico e para o isolamento de cepas do T. cruzi
(Dias, 1940).

Esse método, por ser de procedimento biologico complexo, sofre influéncia de varios
fatores, apresentando uma série de variagfes conforme o objetivo que se pretende. Em estudo
recente, de 447 exames de XD realizados, foi possivel verificar em 163/447(36%) a



positividade de triatomineos para infeccdo pelo T. cruzi (TAVARES, 2017). Observou-se
também que nos XD realizados com duas espécies simultaneamente houve uma variacao entre

2% e 1% de infeccdo por T. cruzi respectivamente.

O XD tem estimulado investigacGes com a finalidade de melhorar a sensibilidade deste
exame, devido a sua utilizagdo tanto para diagnosticar a tripanossomiase americana, no homem
e em outros mamiferos, quanto para demonstrar a parasitemia circulante, na experimentacao
com drogas tripanossomicidas (SILVA; SALHA, 1994). Estudos comparativos com emprego
de ninfas de espécies diferentes, tém sido realizados, visando encontrar a melhor espécie a ser
aplicada ao exame (MOREIRA; PERLOWAGORA, 1997; PERLOWAGORA et al 1990).

1.6 Triatomineos

Os triatomineos sdo um grupo de insetos hemat6fagos de grande importancia dentro
de satde publica por englobarem espécies que se inserem no ciclo biolégico de T. cruzi. Vivem
em média entre um a dois anos, com grande capacidade de reproducédo e, dependendo da
espécie, grande resisténcia ao jejum, existindo espécies que ficam mais de seis meses sem
alimentacdo (Jubert et al 2004). Sem o repasto sanguineo nao ocorrera desenvolvimento, isto €,
ndo héa evolucao do ciclo bioldgico e as fases imaturas denominadas de ninfas fardo no maximo
uma ecdise (muda). Quando houver uma nova alimentacdo sanguinea a muda volta a acontecer

normalmente (Galvéo, 2014).

A relacdo de triatomineos com o homem foi descoberta pelo médico brasileiro Carlos Chagas,
em 1907, em Lassance - Minas Gerais, durante um trabalho de combate a malaria. Naquela
ocasido ele foi alertado para a presencga de um inseto que “picava as pessoas”, principalmente
no rosto, nominado de “barbeiro”, encontrados no interior das habitagdes humanas. Esse fato
levou Carlos Chagas a realizar uma investigacao sobre esses insetos. Em 1909 estava descoberta
uma nova parasitose denominada de tripanossomiase americana mais conhecida como doenca
de Chagas-DC, uma nova espécie de parasito, nominada de Trypanosoma cruzi, e sua principal

forma de transmissdo ao homem (Chagas, 1909).

1.6.1 Classificacdo dos triatomineos



Os triatomineos pertencem ao Filo Arthropoda, classe Insecta, ordem Hemiptera,
familia Reduviidae e subfamilia Triatominae. A subfamilia Tratominae esta distribuida em
cinco tribos, 18 géneros, 152 espécies e trés fosseis. A identificacdo dos géneros e das
espécies, baseiam-se na descricdo de caracteristicas relacionadas com a forma, o tamanho
e a coloracdo de varias estruturas do corpo dos insetos (Poinar et al., 2019). Destacam-se
0s géneros Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma (Figura 1) de grande importéancia na satde
publica (Silveira & Rezende, 1994; Schofield & Dias, 1999; Vinhaes & dias, 2000).

A-Panstrongylus B — Triatoma C-Rhodinus

Figura 1. Imagens representativas dos trés géneros de importancia médica

Fonte: Silva Junior et al., 2021.

1.6.2 Morfologia dos vetores

Os triatomineos, como 0s demais insetos, possuem a divisdo do corpo em trés
segmentos: cabeca, térax e abddmen (Figura 2). A ordem Hemiptera, pertencente a Classe
Insecta, apresenta caracteristicas exclusivas de sua ordem, como a presenca do aparelho bucal

picador-sugador e a morfologia de suas asas, que os difere de outras ordens (Galvao, 2014).
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Figura 2. Morfologia geral de um barbeiro.

Fonte: GALVAO, 2014

A cabeca dos triatomineos divide-se em trés regides (Figura 3): anteocular, ocular e pos-
ocular. Encontram-se também o clipeo, genas, julgo, olhos compostos, ocelos, labros, rostro e
antenas. As antenas estdo localizadas em uma estrutura denominada tubérculo antenifero e sua
localizacdo € fundamental para diferenciacdo nos principais géneros de grande importancia

médica: Rhodnius, Triatoma e Panstrongylus.

ANTECLIPEO
CLIPEO OCELO ‘,.-
GliNA\Qﬁ——\ TUBERCULO ANTENIF I»R() __Yé
JuGo ™\ REGIAO ANTEOCULAR i J’ ( \(
i / | amo— =X

) -y = o
PLHO-E SINTILIPSO GENA — \\

. LABRO gl / i B e
OCE I_() ' - A 1 ROSTRO
REGIAO POS-OCULAR BUCTLA RO! OLRO
PESCOCO—E
A B

Figura 3 — A=Vista dorsal e B=vista lateral da cabeca de um triatomineo.

Fonte: GALVAO, 2014



O térax é formado por trés segmentos, denominados (Figura 4): protorax (anterior),
mesaétorax (mediano) e metatdrax (posterior). Encontram-se os apéndices locomotores, com as
divisbes dos trés pares de patas e os dois pares de casas. A regido dorsal de cada segmento é
chamada de noto, a parte lateral de pleura e a ventral de esterno. O pronoto dos triatomineos é
bem desenvolvido e suas divisdes constituem em dois lobos, com diversas estruturas
importantes utilizadas na sistematica. Apos a localizagcdo de um segmento triangular, chamado

de escutelo, se inicia os primeiros segmentos abdominais.
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Figura 4. A=Vista dorsal e B=vista lateral do torax de um triatomineo.

Fonte: GALVAO, 2014

O abdome é a regido mais longa do corpo, dividida em nove a dez segmentos. Suas
placas dorsais sdo chamadas de tergitos e as ventrais de esternitos. Na porc¢éo lateral do corpo,
entre as placas dorsas, é possivel nencontrar os conectivos. Estdo geralmente visiveis em vista
dorsal as asas. Sua coloracdo e distribuicdo das machas sdo caracteristicas essenciais na
identificaco das espécies de triatomineos. E nesta regifo onde encontram-se as genitéalias dos
machos e fémeas, cuja diferenciacdo é possivel no 5° estadio, permitindo a diferenciacdo do

sexo (Figura 5).
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Figura 5. Vista dorsal do abdémen evidenciando o dimorfismo sexual.

Fonte: GALVAO, 2014

1.6.4 Comportamento e habitat dos triatomineos

A maioria das espécies esta restrita a ambientes silvestres onde colonizam ninhos de
aves, que ndo sdo susceptiveis ao T. cruzi, e tocas de mamiferos (Lent; Wygodzinsky 1979).
Habitam também ninhos de gambas, tocas de tatu, apresentando preferéncia por abrigos em
pedras, tocas de animais no solo e palmeiras (Costa et al., 2008). Algumas espécies estdo
associadas a ecotopos artificiais, especialmente os domicilios, e também se adaptaram aos
ambientes domésticos e peridomésticos (como galinheiros, chiqueiros e currais) tais como
Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, Panstrongylus megistus e Triatoma brasiliensis
(Galvao, 2014).

Apresentam fotofobia, termotropismo positivo, e habitos noturnos quando realizam
repastos sanguineos demorados, mesmo que sejam eventualmente ocasionais, Ihes permitindo
suportar longos periodos sem alimentacdo (Friend; Smith 1985). Embora sejam insetos
noturnos, possuem picos bimodais diarios de atividade locomotora: ao amanhecer, buscam
abrigo e ao anoitecer, buscam o hospedeiro e se dispersam pelo voo (Lazzari 1992; Lorenzo;
Lazzari 1998). Possuem aparelho bucal adaptado para penetrar na pele do hospedeiro, encontrar
0S vas0s sanguineos e sugar o sangue sem ser percebido, devido a substancias anticoagulantes
e anestesicas na saliva. Exercem a hematofagia durante todas as fases de desenvolvimento para
poder realizar a muda nos diferentes estadios. Os adultos, de ambos 0s sexos também precisam

se alimentar de sangue para sua sobrevivéncia e producao de ovos férteis (Buxton, 1930). Tal



habito permite um estreito relacionamento com animais reservatorios silvestres e domesticos
(Dias, 2005).

Embora todas as espécies de triatomineos sejam vetores em potencial do T. cruzi,
apenas aquelas que colonizam o domicilio e ou peridomicilio reinem condi¢Bes necessarias
para transmitir o parasito causador da doenca de Chagas (Silveira, 2000), uma vez que se
encontram proximos ao homem. As diferentes espécies dependem de um maior grau de
antropofilia e metaciclogénese (producdo de um maior nimero de formas infectantes de T.
cruzi), e de um menor tempo entre repasto sanguineo e dejecdo (Silveira; Martins, 2014).
Assim, somente algumas espécies se tornam vetores efetivos, ou seja, as espécies que defecam
durante ou logo apds a alimentacdo; outras, no entanto, defecam apds abandonar a fonte de
alimento, longe do local da suc¢do. Este fato classifica as diferentes espécies como “boas ou

mas” transmissoras da doenga (Lazzari, 2014).

De maneira geral, utilizam o voo para dispersdo na fase adulta (Noireau et al 2001),
entretanto podem se dispersar transportados de maneira passiva, juntamente com pertences
humanos ou ainda através da deposicdo de ovos em penas ou pelos de animais (Schilman et al
1996; Galvéo et al 2001). Embora sejam insetos com pequena capacidade de disperséo pelo
vbo, diante das pressdes antropoldgicas, tais como os desmatamentos, queimadas e outras
agressoes ecoldgicas, que destroem seus habitats naturais, se as fontes de alimento se tornarem
escassas, eles podem fazer longos voos para atingir um novo habitat (Lehane; Schofield, 1981),
durante os quais mostram uma atracdo especial por luzes artificiais. Do ponto de vista
epidemioldgico, essa atracdo para a luz desempenha um importante papel na chegada de

triatomineos as habita¢gdes humanas (Lazzari, 2014).

1.6.5 Ciclo de vida

S&o insetos hemimetabolos, pertencem a ordem Hemiptera, subordem Heteroptera,
familia Reduviidae e subfamilia Triatominae. Seu ciclo de vida envolve uma metamorfose
incompleta que passa de ovo e evolui por cinco fases ninfais (Figura 6) até chegar a fase adulta
(Galvéo, 2014). Vivem em média entre um a dois anos, com grande capacidade de reproducéo
e, dependendo da espécie, grande resisténcia ao jejum, existindo espécies que ficam mais de
seis meses sem alimentacdo (Jubert et al., 2004). Sem o repasto sanguineo ndo ocorrera

desenvolvimento, isto é, ndo hé evolucdo do ciclo bioldgico e as fases imaturas denominadas



de ninfas fardo no méaximo uma ecdise (muda). Quando houver uma nova alimentacdo

sanguinea a muda volta a acontecer normalmente (Galvéo, 2014).
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Figura 6. Imagem representativa do ciclo hemimetabolo de Rhodnius

Fonte: Adaptado de GALVAO, 2014

1.6.6 Distribuicdo geografica dos triatomineos

Possuem ampla distribuicdo geografica nas Américas podendo ser encontrados
desde os Estados Unidos até o sul do Chile e Argentina. Algumas espécies podem ser
encontradas em ambientes fora do continente americano, associadas a diferentes espécies

de animais principalmente passaros e mamiferos (Schofield et al., 1999).

1.7 Doenga de Chagas na Amazonia

A regido Amazonica foi por muito tempo considerada livre da DC, no entanto, as
populacbes apresentam vulnerabilidade por viverem proximo ao ciclo bioldgico silvestre do

Trypanosoma cruzi (Dias et al., 2016; Barbosa et al., 2015).

Nas duas ultimas décadas passou a registrar surtos e micro-surtos pela ingestdo de

alimentos contaminados, principalmente o suco de acai, demandando mudancas na forma de



vigilancia epidemioldgica. A transmissdo de T. cruzi ocorre por via oral, € um mecanismo
primario, em especial no ciclo silvestre (Dias; Amato Neto, 2011), através da ingestdo de

vetores infectados, por mamiferos susceptiveis (Opas, 2019).

Nessa regido ha registro de pelo menos 25 espécies de triatomineos silvestres, das
quais, em 10 ja foram encontradas formas flageladas de T. cruzi, entretanto, apresenta
peculiaridades, distintas das areas originalmente de risco para transmissdo vetorial da doenca
de chagas - DC no pais (Coura et al., 2002; Abad-Franch et al., 2006), uma vez que diferente
das areas endémicas, ndo ha registro de triatomineos colonizando o domicilio, com excec¢do de
um anico encontro de coldnia de Pantrongylus geniculatus na ilha de Marajé no Para e
Triatoma maculata em Boa Vista - Roraima, todas as espécies de triatomineos encontradas, tem

habitos silvestres, essencialmente zoofilos, com pequena capacidade de dispersao pelo véo.

1.4.5.1 Doenga de Chagas no Amazonas

No Amazonas, o primeiro relato de DC foi realizado em 1977, quando Ferraroni et al., relataram
a ocorréncia de seis casos humanos, reativos para a DC crénica, na regido de Barcelos (Alto
Rio Negro). Anos depois a aquela regido ficou conhecida como area de transmissdo vetorial,
pelo fato de que populagdes extrativistas da fibra da piagaba vivem em contato constante com
0 Rhodnius brethesi (Coura et al., 1994). Nesse estado em menos de duas décadas 9 surtos por

transmissdo oral foram registrados (Sousa, 2019).

Amplamente distribuidas na Américas, as linhagens Tcl, Tclll e TclV tem sido

registrada no Amazonas (Santana et al., 2014; Magalh&es et al., 2021).

A Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT- HVD), é uma
autarquia do governo do Estado e tem sido a referéncia no atendimento para 0s casos de DC no
estado do Amazonas. Possui em sua estrutura organizacional o laboratdrio de entomologia onde
séo mantidas colonias de insetos e entre eles triatomineos, utilizados na realizagédo do XD, no
suporte a confirmagdo do diagndstico da DC bem como para os estudos sobre a interacéo

parasito-vetor.



2. JUSTIFICATIVA

Na Amazonia a ocorréncia de casos da doenca de chagas tem aumentado
progressivamente. No Amazonas a FMTHVD tem sido a referéncia no atendimento para os
casos de DC possuindo em sua estrutura organizacional o laboratdrio de entomologia onde séo
mantidas colbnias de triatomineos, utilizados na realizagcdo do XD, como suporte a confirmacao
do diagndstico da DC bem como para os estudos sobre a interagdo parasito-vetor. Entretanto,
do ponto de vista epidemioldgico, é importante conhecer as caracteristicas bioldgicas dos
triatomineos, sendo realizada a observagdo didria do vetor nas colbnias de laboratério. O
xenodiagnostico é essencial para diagnostico da doenca pois visualiza as formas flageladas de
T. cruzi em casos agudos ou crénicos, como exame complementar em pacientes portadores da
DC.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a susceptibilidade de Rhodinus robustus e Triatoma maculata a infeccdo pelo
Trypanosoma cruzi apés alimentacdo no xenodiagnostico em pacientes com doenca de Chagas

aguda

3.2 Especificos

Descrever o fitness (tempo de evolugéo, fecundidade, mortalidade, sobrevida) de Rhodinus
robustus e Triatoma maculata apds submissdo ao xenodiagndstico em pacientes com doenca

de Chagas;

Estimar a taxa de infecc¢do por Trypanosoma cruzi em Rhodinus robustus e Triatoma maculata

utilizados no xenodiagnostico;

Comparar as duas espécies quanto a taxa de susceptibilidade e capacidade de sobrevivéncia,

apos o xenodiagnostico.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Tipo e local de estudo

Esse estudo teve um carater retrospectivo e prospectivo e faz parte de um projeto
guarda-chuva submetido e aprovado pelo Comité de ética em pesquisa com humanos da FMT-
HVD, CAAE: 96950118.5.0000.0005 sob titulo: Triatomineos do estado do Amazonas:

distribuicdo espacial, bio-ecologia e importancia epidemioldgica.

4.2 Caracterizacao da Pesquisa

Para alcancar os objetivos propostos, foram incluidos dois grupos de triatomineos
(Rhodinus robustus e Triatoma maculata), utilizados no xenodiagndstico realizados entre
agosto de 2019 a maio de 2020.

4.3 Procedimentos

4.3.1 Observac0es do fitness de triatomineos

Para estabelecer o fitness das duas espécies, foram observadas ninfas de duas espécies
de triatomineos utilizadas em XD, em dois grupos acompanhadas conforme o protocolo do
laboratdrio, realizados no periodo entre setembro/2020 até outubro/2021, seja de paciente com
a doenca de Chagas aguda ou crénica. Em cada exame foram utilizadas 20 ninfas (Figura 7).
Grupo 1 — composto de 108 ninfas (54 cada uma das duas espécies), seguindo o protocolo
estabelecido na rotina de laboratorio da entomologia que consiste em acompanhar as ninfas sem
oferta de uma nova alimentacdo. Grupo 2 — composto de 252 ninfas (126 cada uma das duas
espécies, e seguindo o protocolo que consistiu em acompanhar as ninfas ofertando uma nova
alimentacdo a cada 15 dias apds o xenodiagndstico seguindo o protocolo da colbnia de

triatomineos.

4.3.2 Taxa de sangue ingerido

Cada ninfa foi pesada antes e apds a realiza¢do do xenodiagnostico para estimativa do
calculo de quantidade de sangue ingerida que sera aferida pela diferenca de seu peso antes e
apos o repasto sanguineo. Os dados foram tabulados e analisados no teste T de student,
utilizando o software BioStata.
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Figura 7 — Fluxograma representando os grupos de triatomineos estudados

4.4.2 Comportamento alimentar

A avaliacdo dos aspectos do comportamento alimentar dos triatomineos duas espécies
foram sendo observadas diariamente para estabelecer o periodo de desenvolvimento dos
estadios ninfais, percentual de mortalidade, tempo total do repasto sanguineo, lapso entre o final
do repasto e a primeira defecacéo e quantidade de sangue inferido.

4.4.3 Investigacao da susceptibilidade

A investigacdo da susceptibilidade foi feita através da leitura das fezes de triatomineos
utilizados no xenodiagndstico, de portadores ou suspeitos da DC. Realizou-se a técnica de
compressdo abdominal, seguindo o protocolo da rotina do laboratorio. Em triatomineos
utilizados em pacientes com doenga de Chagas Aguda, as leituras foram realizadas a partir do
7° e a cada 15 dias até completar 90° dia pés infec¢do. Nos casos crénicos, foram realizadas a
partir do 15°, e a cada 30 dias até 180 dia.

4.5 Analise dos dados

Para avaliacdo da média de positividade, os dados foram submetidos o teste T exato
de Fisher (p<0.05) e intervalo de confianca de 95%, usando o software BioStat.



5. RESULTADO

5.1 Avaliacao do fitness das duas espécies por grupo

De acordo com os resultados referentes as taxas de sangue ingerido durante o repasto no periodo
de 30 minutos se observou que Rh. robustus, apresentou média de 0.116 + 0.095 e T. maculata
0.101 £ 0.052 (p > 0.563).

Quanto a mudanca de estadio ninfal todas apresentaram mudanca de 111 estadio para o IV ap06s

0 xenodiagnostico e ao final de 180 dias observou-se 100 de mortalidade.

No G1 36/54 (66,7%) ninfas de Rh. robustus e 18 (33,3%) de T. maculata realizaram a muda

apos uma Unica oferta alimentar;

No G2 108/126 (85,71%) ninfas de Rh. robustus com media 12.777 = 0.878 de ingestdo de
sangue no 12°a 14° dia e 98/126 (77,78%) de T. maculata entre 0s 16° e 21° dias 17.470 + 1.841
(p <0.001).

5.2 Taxa de infeccdo das duas espécies ap6s xenodiagnostico

Na avaliacdo da susceptibilidade das espécies de triatomineos do G2 ao T. cruzi, detectou-se
positividade em 23/126 (18,25%) ninfas de Rh. robustus e 29/126 (23,01%) de T. maculata.

Observou-se positividade para T. cruzi no 7°. dia apos o xenodiagnostico em 33.3% das ninfas
de Rh. robustus e de 50% T. maculata

Espeécies No de ninfas Positividade para T. cruzi
Total Total | Dia7 | Dia30 | Dia60 | Dia 90
Triatoma maculata 126 29 50% 33% 24% 17%

Rhodnius robustus 126 23 33% 18% 6% 27%
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Figura 10 — Avaliag&o de susceptibilidade das espécies de triatomineos utilizados no xenodiagnostico.
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Figura 11 — Lapso entre a primeira defecacéo e o desenvolvimento ninfal das espécies representados
em dias.



Tabela 1 — Avaliacdo do fitness e taxa de susceptibilidade de Rh. robustus e T. maculata ap6s

xenodiagnostico.

Dados séo descritos como média + DP. Em parénteses, as porcentagens do grupo total. *Teste t de Student. **Teste exato de Fisher

6. DISCUSSAO

Neste estudo, acompanhou-se 0 desenvolvimento de triatomineos, insetos hemat6fagos
em suas fases de desenvolvimento ap6s a infeccdo pelo T. cruzi durante o xenodiagnostico de
pacientes com DCA, onde observou-se que a quantidade de sangue ingerido, que normalmente
varia de acordo com a espécie, fonte alimentar e também com relacéo ao seu estadio. Na busca
do triatomineo mais adequado para ser utilizado ao xenodiagnostico, alguns trabalhos tém sido
desenvolvidos, avaliando a susceptibilidade desses vetores ao T. cruzi (Martins et al., 2000) e,
através das variaveis como estadio ninfal, capacidade de ingerir sangue, condi¢des adequadas
para uma boa sobrevivéncia em coldnias artificiais e cepas do T. cruzi, demostram as vezes,

resultados contrarios da relacdo bioldgica dos triatomineos (Martins et al., 2000).

De modo geral, observou-se que T. maculata foi a espécie apresentou maior taxa de
infeccdo ao T. cruzi comparado a Rh. robustus, com uma pequena diferenga no quantitativo de
ninfas infectadas, alimentadas posteriormente com sangue de galinhas para continuacéo do seu
ciclo bioldgico. Marsden et al (1969) relatam que ndo é determinante somente ingestdo do
tripanosoma para o triatomineo desenvolver sua capacidade de infec¢do, sendo observado que
nem todos os triatomineos se infectaram ao ingerirem sangue de um paciente com elevada
parasitemia. Sendo assim, a quantidade de parasitas ndo seria necessariamente a Unica causa de

infeccdo do barbeiro.

Triatomineos do género Rhodnius contribuem para estudos da interagdo parasita-
hospedeiro e por possuirem uma variedade de habitos, acaba favorecendo a presenca de
algumas espécies em ambientes urbanos. A espécie Rh. robustus possue registros de invasao
domiciliar, ocasionado a partir de seus habitats naturais, principalmente em palmeiras (Gurgel-
Gongalves et al., 2004) e de acordo com Perlowagora-Szumlewicz (1982) espécies silvestres

de triatomineos demonstram ser mais suscetiveis comparadas as espécies domiciliares.



Barreto (1968) afirma que triatomineos que o género Rhodinus no seu habitat natural
e a disponibilidade de fonte alimentar, pode ser um fator para a relagdo entre as espécies e a
taxa de infeccdo, pois o parasita T. cruzi seria transmitido em gambas e ratos. De forma
corroborativa, Ryckaman (1965) ressalta a adaptacdo bioldgica e geografica no ciclo do
hospedeiro, parasita e vetor no quanto isso pode interferir na sua susceptibilidade. Reafirma-se
entdo, que é possivel relacionar fatores que se relacionem as variagbes de susceptibilidade,
sendo eles: o estadio do triatomineo e sua espécie, a cepa do trypanosoma e a fonte alimentar
(Sherlock et al., 1973).

A positividade das l1aminas dos xenodiagndsticos eram varidveis durante a fase de
leitura microscopica. Em certos momentos, enquanto T. maculata estava negativo, Rh. robustus
estava positivo, parecer ocorrer diferente capacidades de infeccdes entre as espécies. Um fator
importante sobre a susceptibilidade dos triatomineos ao T. cruzi, envolve as formas do
tripomastigota que apresentam de forma larga, fina e suas diversas cepas, que em estudos de
Brener (1971) os triatomineos infectavam-se melhor com a cepas nas quais predominavam as
formas tripomastigotas largas. De acordo com Phillips & Bertram (1967), foram encontradas
diferencas significantes entre as susceptibilidades dos estagios dos triatomineos, que declinava
a medida que o inseto se desenvolvia. A hipotese para o fato foi devido a rapida ingestdo de
sangue vista no ultimo estagio que seria o fator prejudicial para o desenvolvimento do

tripanossoma.

O XD tem estimulado investigagdes com a finalidade de melhorar a sensibilidade deste
exame, devido a sua utilizagdo tanto para diagnosticar a tripanossomiase americana, no homem
e em outros mamiferos, quanto para demonstrar a parasitemia circulante, na experimentacao
com drogas tripanossomicidas (Silva e Salha, 1994). Estudos comparativos com emprego de
ninfas de espécies diferentes, tém sido realizados, visando encontrar a melhor espécie a ser

aplicada ao exame (Moreira e Perlowagora, 1997; Perlowagora et al 1990).

Comparando a taxa de infeccdo entre as espécies no grupo G2 (com alimentagéo
periddica com sangue de galinha), observou-se variacdo na taxa de parasitemia das espécies
durante o desenvolvimento das ninfas até a fase adulta. A falta de positividade no XD néo
descarta a existéncia do T. cruzi nos triatomineos, podendo apresentar falsos-positivos (Santana
et al., 2014) e, podendo detectar a presenta o parasito na forma mais sensivel nas técnicas de
biologia molecular. A aplicagao da PCR especifica, associada ou nao a hibridizagao molecular,

permite detectar a presenca de infec¢ao por T. cruzi diretamente de material clinico (sangue e



tecidos em humanos e outros mamiferos) e em fezes de triatomineos (Brito et al., 2008) e sua
identificacdo ao nivel subgenérico (Pacheco et al, 1996), apresentando vantagens em relacéo

aos métodos parasitoldgicos convencionais.

Durante as alimentacOes posteriores ao xenodiagnostico com galinhas, ndo foi notado
diferenga comportamento dos barbeiros infectados quando submetidos a uma fonte de
alimentacdo diferente. Phillips & Bertram (1967) mencionam que os barbeiros, quando
expostos a hospedeiros infectados, ingerem quantidade necessarias de tripanosoma para 0
desenvolvimento do parasita, porém dependeriam da sua susceptibilidade. Contudo, diferencas
discretas foram citadas por Phillips & Bertram (1967), ao observarem o comportamento de
cepas de T. cruzi ao infectarem uma mesma espécie de triatomineo. Entretanto, notou-se que
pequenas diferencas na susceptibilidade entre racas de uma mesma espécie de triatomineo para

uma mesma cepa de tripanossoma.

Esse método, por ser de procedimento bioldgico complexo, sofrer influéncia de varios
fatores, apresentando uma série de variacGes conforme o objetivo que se pretende. Em estudo
recente, foi feita a descricdo dos resultados de 447 exames de xenodiagnéstico realizados em
pacientes com diagnostico para DC, foi possivel verificar em 163/447(36%) a positividade de
triatomineos para infeccdo pelo T. cruzi (Tavares, 2017). Observou-se também que nos
xenodiagnosticos realizados com duas espécies simultaneamente houve uma variacao entre 2%

e 1% de infeccdo por T. cruzi respectivamente.

5. CONCLUSAO

1. Rh. robustus foi a espécie que inferiu maior quantidade de sangue, com defeccédo
imediata e apresentou intervalo de mudanca de estadio mais acelerado. T. macula apresentou
emergéncia ninfal mais tarde e, lapso de defeccdo mais lento durante o XD e as alimentagdes

em sangue de galinha.

2. Notou-se semelhanga entre as taxas de mortalidade nas duas espécies durante a

compressdo abdominal para montagem das laminas parasitolégicas, uma vez que no decorrer



dos 90 dias de leitura, em apenas uma espécie, apds 60 dias, uma forma flagelada foi visualizada
nas fezes. A positividade do XD foi atraves do contetdo intestinal dos vetores.

3. T. maculata apresentou maior susceptibilidade a infec¢do por T. cruzi, manteve sua
positividade durante os 90 dias, porém ambas as espécies demonstraram capacidade de
infeccdo, apresentando uma pequena diferenca na sua taxa, podendo ser consideradas boas

espécies no exame.

4. Ressalta-se a importancia de mais estudos para investigacdo da susceptibilidade, uma
vez que somente a ingestao de tripanossoma ndo € determinada para o triatomineo desenvolver

sua capacidade de infecgé&o.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos envolvendo o fitness e a susceptibilidade de triatomineos, necessitam de uma
col6nia bem estabelecida, para que os barbeiros possam ser utilizados em outras abordagens. A
importancia da manutencéo correta, cuidados diarios, materiais necessarios e investimento séo
fundamentais para a longevidade do insetario de barbeiros em laboratério. Estudos que
oferecam mais uma oferta alimentar, observacéao do ciclo bioldgico do T. cruzi sdo necessarios
para o entendimento do ciclo desta doenca. Neste trabalho, afirma-se que Rh. robustus foi a
espécie que apresentou melhor consumo de sangue durante o XD e nas alimentacdes periddicas
com aves, teve o ciclo de desenvolvimento mais acelerado, mostrando ser um bom vetor da DC,
embora T. maculata possa ser a espécie mais tardia, de acordo com nossos resultados,

apresentou maior susceptibilidade nas leituras parasitoldgicas no periodo de 90 dias.
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