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DIAS FBS Resumo

Considera-se que Rhodnius nasutus Stal, 1859 seja um triatomineo restrito ao
dominio da caatinga. Entretanto, seus limites ndo estdo bem reconhecidos. O
objetivo do presente trabalho foi identificar qual espécie de triatomineo ocorre
ao sul do estado do Ceara, nas palmeiras da Chapada do Araripe, Brasil e sua
importancia na transmissao local pelo Trypanosoma cruzi e Trypanosoma
rangeli. Embora esteja incluida no contexto da caatinga, esta regiao é
considerada uma area com vegetacdo mista de cerrado e Mata Atlantica.
Sendo as diversas espécies de palmeiras relatadas como ecotopo para
triatomineos do género Rhodnius, foram trabalhadas cinco espécies de
palmeiras, num total de 10 exemplares para cada espécie, a saber: babacgu
(Attalea speciosa), buriti (Mauritia flexuosa), carnauba (Copernicia prunifera),
catolé (Syagrus oleracea) e macauba-barriguda (Acrocomia intumescens). A
unica espécie de triatomineo encontrada foi R. nasutus, e o indice de
infestacdo global foi de 86%. No Cearda, esta espécie tem sido encontrada
frequentemente no peridomicilio e intradomicilio, demonstrando significativa
importancia na DC. O indice de infecgdo encontrado pelo Trypanosoma cruzi
foi de 16,8% e, pela primeira vez na literatura, relatamos a ocorréncia do
Trypanosoma rangeli no estado do Ceara, com indice de infec¢cao natural de
7,7%, nos insetos analisados. Os tripanosomatideos foram caracterizados
molecularmente, confirmando os achados microscopicos, sendo as cepas de T.
cruzi pertencentes ao grupo |, caracteristico de cepas circulantes do ambiente
silvestre. Estudos da reacado de precipitina sugerem que as principais fontes
alimentares do R. nasutus s&o ave e gamba. As arvores UPGMA geradas pela
analise morfométrica apontam o grupo de insetos dos buritis como o mais
distante geneticamente, o que pode estar relacionado ao isolamento geografico
deste grupo de insetos aos demais. Nossos resultados associados aos
enormes palmeirais encontrados na regido da Chapada do Araripe fazem desta

uma importante regido endémica da tripanosomiase americana silvestre.
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DIAS FBS Abstract

Rhodnius nasutus Stal, 1859 is considered a triatomine restricted to “caatinga”
regions. However, their occurrence restrictions are still unknown. The purpose
of this work was to identify which triatomine species occurs in the south of
Ceara state, in palm trees of Chapada do Araripe, Brazil and its importance in
the local transmission of Trypanosoma cruzi and Trypanosoma rangeli. In spite
of being included in the “caatinga” environment, this region is considered an
area with a mixed vegetation of “cerrado” and “Mata Atlantica” (Atlantic Forest).
As the most diverse species of palm trees are reported as ecotopes for
triatomines from the genus Rhodnius, were studied five species of palm trees,
with a total of 10 specimens of each species, as follows: “babagu” (Attalea
speciosa), “buriti” (Mauritia flexuosa), “carnauba” (Copernicia prunifera), “catolé”
(Syagrus oleracea) and “macauba-barriguda” (Acrocomia intumescens). The
only triatomine species found was R. nasutus, and a global infestation rate was
86%. In Ceara, this species has often been found in the peridomicile and
intradomicile, playing a significant role in Chagas disease. Trypanosoma cruzi's
infection rate was 16.8% and, for the first time in the literature, Trypanosoma
rangeli was reported to occur in the state of Ceara, with a natural infection rate
of 7.7%, in the insects analyzed. Trypanosomatids were molecularly
characterized, corroborating microscopic findings, with T. cruzi strains
belonging to group |, characteristic of circulating strains from a sylvatic
environment. Studies on precipitin reaction suggest that the most important food
resources of R. nasutus are birds and opossums. UPGMA trees generated by
morphometric analysis point to a group of insects of “buritis” as the most distant
ones, which may be related to the geographic isolation of this group of insects
compared to the other ones. Our results associated with large areas of palm
trees found in the region of Chapada do Araripe make this an important

endemic region of sylvatic American trypanosomiasis.
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1.1. DOENCA DE CHAGAS

A doencga de Chagas (DC), também conhecida como Tripanossomiase
Americana, € considerada a mais importante infeccdo parasitaria na América
Latina em termos de impacto econdmico e social (World Bank, 1993), e um dos
principais problemas de saude publica no continente Americano (WHO, 2003).
Primitivamente, a DC era considerada uma enzootia, e a medida em que o
homem entrou em contato com os focos naturais da doenga e modificou o
ambiente, passou a ser considerada uma zoonose (Barretto, 1979).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (2003), trata-se de
uma doenca tropical infecciosa que acomete cerca de 11 milhdes de pessoas,
e aproximadamente 100 milhdes de pessoas vivem em area de risco, podendo
se infectar com o agente etiolégico da DC, o Trypanosoma cruzi Chagas, 1909,
um protozoario flagelado pertencente a ordem Kinetoplastidae e familia
Trypanosomatidae. No Brasil, estima-se que aproximadamente quatro milhdes
de pessoas estejam infectadas pelo protozoario (Dias, 2000). Esta doencga
possui uma ampla distribuigdo geografica, sendo encontrados os seus vetores
desde os Estados Unidos até o sul da Argentina (Lent & Wygodzinsky, 1979)
(figura 1).

Chagas Disease

B Chagas Endemdc Commtries
WA IOSACTD, MWey 1000

Figura 1: Distribuicdo geografica dos paises endémicos para a doenca de Chagas.
Fonte: OMS, 1996.
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A DC é caracterizada por um quadro clinico agudo sintomatico ou
assintomatico que tende a evoluir ao quadro crénico. Na fase crbnica da
doenca, individuos infectados podem continuar a apresentar a forma
indeterminada (assintomatica), ou desenvolver sintomas, caracterizando as
formas cardiacas, digestivas (megacolon e/ou megaesodfago) ou até mesmo a
forma nervosa. Dois ou mais tipos destas formas podem ocorrer em um mesmo
individuo (Ferreira et al, 1997).

Varios sdo os mecanismos de transmissao da DC. A principal forma de
transmissao € a vetorial, sendo responsavel aproximadamente por 80% dos
casos da doencga de humanos (Dias, 1987; Schofield, 1994). Entretanto, outras
vias de infeccdo séo relatadas, como a transfusional, congénita, transplantes
de odrgaos, ingestdo de substancia infectada e acidentes Ilaboratoriais
(Moncayo, 1992; Schofield, 1994; Dias, 1987).

Ainda ndo ha vacina nem tratamento especifico e eficaz para a DC.
Atualmente, o Benzonidazol (Rochagan®) e o Nifurtimox (Lampit®) sdo as
drogas de escolha no tratamento da doenga. Nos casos agudos da doenga,
estas drogas levam a cura parasitolégica de mais de 80% dos pacientes
tratados, entretanto, sua eficacia varia de acordo com a area geografica,
provavelmente, devido as diferencas de suscetibilidade das diferentes cepas de
T. cruzi as drogas. Nos estagios crénicos da doenga, no entanto, ha uma
limitacdo da eficacia destes medicamentos por possuirem elevados efeitos
téxicos ao paciente, o que pode acarretar a interrupcdo do tratamento. A
suscetibilidade das diferentes cepas de T. cruzi a estas drogas também é
apontada como um fator limitante para a cura da DC nos estagios cronicos
(Urbina & Docampo, 2003).
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1.2. VETORES DA DOENCA DE CHAGAS

1.2.1 Sistemaética / Evolucéo Triatominae

Os vetores da DC sao insetos pertencentes a familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae. Até o momento, seis tribos e 138 espécies de
triatomineos foram catalogadas (Galvao et al, 2003; Forero et al, 2004; Poinar,
2005; Galvao & Angulo, 2006; Costa, Argolo, Felix, 2006; Costa & Felix, 2007).
A grande maioria destas espécies ocorre nas Americas.

Os triatomineos diferem dos demais insetos da familia Reduviidae pelo
seu habito hematofagico obrigatorio em todas as fases evolutivas, embora ja
tenha sido observado o exercicio do canibalismo, do predatismo e do
coprofagismo (Sherlock, 1979; Lent & Wygodzinsky, 1979; Salvatella et al,
1994). Evolutivamente, acredita-se que a hematofagia dos triatomineos seja
um evento recente e tenha se derivado a partir de diferentes reduviideos
predadores, através de uma série de mudancas morfoldgicas, fisioldgicas,
comportamentais e demograficas, sendo assim, um grupo polifilético.
(Schofield, 1994). Lent & Wygodzinsky (1979) a partir de dados morfolégicos
comparados a outros hemipteros, propdem como monofilética a subfamilia
Triatominae. Estudo utilizando analise cladistica de triatomineos, Paula et al.
(2005), analisando os fragmentos 16S de rDNA, concluem como polifilética a
subfamilia Triatominae, mas os autores chamam a atengdo para a importancia
do grupo externo, que podera definir e alterar o resultado da analise. Assim
sendo, a sistematica filogenética da subfamilia Triatominae ainda nao foi

totalmente esclarecida.
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1.2.2. Ecétopos de Rhodnius

Trés sa&o os principais géneros de triatomineos de importancia
epidemioldgica: Triatoma Laporte, 1832, Panstrongylus Berg, 1879 e Rhodnius
Stal, 1859. Os triatomineos abrigam os mais diversos eco6topos, como
palmeiras, tocas de animais, ocos de arvores, fendas sob rochas, locas de
pedras, ninhos de aves, bromélias epifitas, dentre outros (Lent & Wygodzinsky,
1979). No caso de Rhodnius, diversos autores (Gamboa, 1961; Pifano, 1973;
Barretto, 1979; Lent & Wygodzinsky, 1979; Diotaiuti & Dias, 1984; Romana et
al., 1999; Teixeira et al., 2001; Abad-Franch et al., 2001; Gurgel-Gongalves et
al., 2004a; Gurgel-Gongalves et al., 2004b) tém relatado as palmeiras como
ecétopo natural destes triatomineos. Estima-se que o microclima tenha papel
importante para o estabelecimento de uma estavel relagado Rhodnius / palmeira
(Lorenzo et al., 2003), talvez com relevante impacto no processo de adaptacao

das espécies deste género as diferentes palmeiras (Diotaiuti et al., 2005).

1.2.3. Trypanosoma rangeli e linhagens de Trypanosoma cruzi

Os triatomineos também s&o vetores de um outro tripanosomatideo, o
Trypanosoma rangeli Tejera, 1920, principalmente espécies pertencentes ao
género Rhodnius (D’Alessandro & Hincapie, 1986). O unico relato de infecgéo
natural por T. rangeli, inclusive em glandulas salivares, por triatomineos de
outros géneros foi em Triatoma dimidiata Latreille, 1811 (D’Alessandro &
Saraiva, 1992). Relatos sobre infecgdo natural de Rhodnius por T. rangeli ja
foram descritas em varias regides do Brasil e outros paises da América Latina
(Barrett & Oliveira, 1977; D’Alessandro & Hincapie, 1986; Diotaiuti et al., 1992;
Ramirez et al., 1998; Feliciangeli et al., 2002; Urrea et al., 2005; Calzada et al.,
2006). No Brasil, T. rangeli foi descrito pela primeira vez por Deane (1958) em
Didelphis marsupialis, no Estado do Para. Sua ocorréncia também ja foi
assinalada no Estado da Bahia, em R. domesticus Neiva & Pinto (1923); no
Estado do Amazonas, Santa Catarina e Minas Gerais (Barrett & Oliveira, 1977,
Miles et al., 1983; Steindel et al., 1991; Ramirez et al., 1998). O T. rangeli é
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transmitido ao hospedeiro vertebrado através da saliva dos triatomineos
infectados, no momento do repasto sangliineo. Nestes animais, o T. rangeli
nao € patogénico, apresentando parasitemia baixa e de curta duragcdo. A
distribuicdo do T. rangeli muitas vezes sobrepde-se geograficamente com T.
cruzi, permitindo a ocorréncia de infecgcdes simples ou mistas tanto em
hospedeiros vertebrados, quanto nos triatomineos (D’Alessandro, 1976). Em
ensaios sorolégicos, devido as semelhancas antigénicas entre T. cruzi e T.
rangeli, podem apresentar reagdo cruzada (Grisard et al., 1999). Como
diagndstico diferencial, a técnica da PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) é
recomendada devido a sua especificidade e sensibilidade (Grisard et al., 1999).

Utilizando a técnica da PCR a partir da analise do gene do mini-exon,
Souto et al (1996) conseguiram separar duas principais linhagens filogenéticas
de T. cruzi que posteriormente foram denominadas T cruzi |, associada ao ciclo

silvestre e T. cruzi ll, associada ao ciclo doméstico (Anonymous, 1999).

1.2.4. Taxonomia de Rhodnius

Devido as grandes semelhangas morfologicas existentes entre espécies
do género Rhodnius, a taxonomia deste género é bastante discutida por
diversos autores, principalmente entre R. prolixus e R. robustus Larrousse,
1927, devido ao fato de ocorrer em areas de simpatria e semelhancga no padrao
cromatico. Este fato levou Barrett (1988) a agrupa-las, juntamente com R.
nasutus e R. neglectus, em um complexo de espécies denominado “Complexo
R. prolixus”.

No entanto, varias ferramentas tém sido empregadas com éxito na
diferenciacdo das espécies deste complexo, como morfologia geral (Lent &
Wygodizinsky, 1979), morfometria (Harry, 1994) morfologia da genitalia
masculina (Lent & Jurberg, 1969; Harry, 1993), estudo bioquimico de
isoenzimas (Solano et al., 1996), estudo protéico da saliva (Soares et al.,
2000), estudos citogenéticos (Schereiber et al., 1972; Perez et al., 1992;
Panzera et al.,, 1996) e moleculares, como RAPD (Garcia et al., 1998). No

entanto, a grande dificuldade taxonémica do grupo refere-se a diferenciacéo
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entre R. robustus e R. prolixus. Isto é devido as grandes semelhancas
cromaticas e sobreposicao de areas de distribuicdo geografica, coincidentes
com florestas tropicais e subtropicais umidas, apesar de R. prolixus ocorrer nos
limites mais ao norte e R. robustus estender-se para areas amazo6nicas mais ao
sul (Schofield & Dujardin, 1999). Monteiro et al. (2003) analisaram sequéncias
de DNA mitocondrial (mtDNA) de 12 populagcbes de R. prolixus e 14
populacdes de R. robustus, inclusive espécimes de R. robustus procedentes
das localidades muito proxima as localidades tipo (local de descricdo da
espécie por Larousse, na Amazébnia brasileira, proximo a foz do rio Tefé, e na
regiao de Cayenne, Guiana Francesa). Apesar da grande controvérsia
taxondmica entre estas duas espécies, foi possivel verificar que R. prolixus e R.
robustus sao espeécies distintas. R. prolixus mostrou ser uma espécie
monofilética enquanto os espécimes de R. robustus analisados da regiao
Amazoénica formaram trés clados na arvore filogenética devido as diferencas
nas sequéncias do mDNA, constituindo um grupo parafilético (Monteiro et al,
2003).

1.2.5. Ecologia de R. nasutus e R. neglectus

Muitas espécies de aves que habitam palmeiras concomitantemente
com os triatomineos atuam como agentes dispersores de ovos, ninfas, e até
mesmo o inseto adulto (Lent & Wygodzinsky, 1979). Espécies do género
Rhodnius também podem ser capazes de colonizar o ambiente artificial.
Rhodnius prolixus Stal, 1859 é o principal vetor da doenca de Chagas na
Colémbia, Venezuela e alguns paises da América Central (Schofield, 1994).
Outras espécies de importancia epidemiolégica secundaria (Silveira &
Rezende, 1994), como o Rhodnius nasutus Stal, 1859 e R. neglectus tém sua
presenca constante no ambiente artificial, especialmente no peridomicilio
(Alencar, 1987).

Segundo Carcavallo et al (1998), Lent & Wygodzinsky (1979) e Schofield
(1994), o R. neglectus é uma espécie com distribuicdo geografica coincidente a

area de cerrado no Brasil, e 0 R. nasutus a caatinga (figura 2).
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Figura 2: Mapas mostrando a distribuicdo de triatomineos no Brasil. (A) R. nasutus; (B)

R. neglectus, segundo Carcavallo et al., 1998.

R. neglectus é uma espécie de triatomineo com ampla distribuigao
geografica, abrangendo no Brasil os Estados da Bahia, Goias, Mato Grosso,
Maranhdo, Minas Gerais, Parana, Pernambuco e Sdo Paulo (Galvao et al,
2003). Geralmente sdo encontrados em babacus (Attalea speciosa Mart. ex.
Spreng.), macaubeiras (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.), buritis
(Mauritia flexuosa L.f.) e ariruris (Attalea butyracea Mutis ex L.f.) (Diotaiuti &
Dias, 1984; Diotaiuti et al, dados ndo publicados). As vezes estdo associados a
ninhos de aves (Barretto, 1979). E um importante vetor do T. cruzi, pois tem
sido encontrado naturalmente infectado no ambiente silvestre, no peridomicilio
e no intradomicilio (Lent & Wygodzinsky, 1979; Barretto, 1979; Diotaiuti & Dias,
1984; Teixeira et al., 2001; Gurgel-Gongalves et al., 2004b).

No Estado do Maranh&o, Teixeira et al. (2001) admitem a hipétese de R.
neglectus deixarem as palmeiras a noite, atraidos pelas luzes dos domicilios,
para exercerem a hematofagia e em seguida retornarem as palmeiras.
Segundo estes mesmos autores, entretanto, esta observagdo necessita
maiores investigagdes. Este comportamento dos triatomineos ja foi confirmado

para R. brethesi Matta, 1919 na regido amazénica por Coura et al (1994) e
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parece também ser usual de R. robustus na Amazénia Equatoriana (Aguilar et
al., 1999) e de R. nasutus no Ceara (Sarquis et al, 2004)

A infestagdo de palmeiras do cerrado por R. neglectus foi extensamente
estudada por Barretto (1979) nos estados de Goias, Mato Grosso, Minas
Gerais e Sao Paulo, estando associada, principalmente, a palmeira babacu,
buriti, macauba (Acrocomia sclerocarpa Mart.) e aricuris. Sua distribuicao
atinge limites ao norte de Tocantins (Diotaiuti, Silveira, Elias, 1984), alcan¢cando
Paco do Lumiar, situada na llha de S&o Luis, Maranh&o (Teixeira et al., 2001),
provavelmente seguindo a rota dos grandes palmeirais originados na regido do
Bico de Papagaio, Tocantins (Diotaiuti et al.,1985).

Recentemente, inserido no contexto da caatinga, mas a uma altitude de
500-800 metros, foi observada a infestacdo de R. nasutus em babacus que
ocorrem na Serra de Meruoca, norte do Ceara, regido de maior umidade,
considerada como remanescentes da Mata Atlantica do periodo que havia
continuidade entre a mesma e a Amazobnia (Cavalcante, 2005). Muito
proximamente, e separada quase que apenas pela altitude, encontram-se a 90
metros de altitude grandes carnaubais da caatinga, também infestados pelo R.
nasutus. Neste estudo, o impacto das caracteristicas de cada palmeira sobre a
populacdo de triatomineo ficou muito evidenciado pela diferenca de tamanho
dos insetos, muito maiores nos que procediam de babagus (Diotaiuti et al.,
2005). O cruzamento entre R. nasutus das carnaubas e babagus produziu
individuos de tamanho intermediario, o que parece descartar que estas
caracteristicas tenham origem genética, mas sim, sejam influenciadas pelas
condi¢cdes ambientais (Dias et al., 2005).

Em estudo realizado no estado do Ceara, Alencar (1987) encontrou seis
principais espécies de triatomineos, estando o R. nasutus incluido nesta lista,
com constante presenca no peridomicilio, associados a galinhas (Gallus gallus)
e gato (Felis catus), como revelam os resultados da reagdo de precipitina
aplicada para identificacido das fontes alimentares utilizadas pelo triatomineo.
Segundo este mesmo autor, R. nasutus foi considerada a quarta espécie mais
capturada no Ceara, presente em 35,5% dos municipios pesquisados,
totalizando sua ocorréncia em 50 municipios cearenses, incluindo Crato e

Barbalha, cidades inseridas na regido da Chapada do Araripe, objeto de estudo

29



DIAS FBS Introducéo

deste trabalho. Também foram encontrados espécimes naturalmente
infectados pelo T. cruzi, demonstrando sua participagcdo no ciclo de
transmissao do parasito no ambiente artificial no Estado do Ceara. Ademais,
nao houve relato sobre a ocorréncia de R. neglectus neste estudo.

Estudo realizado em Jaguaruana, Ceara, municipio situado em areas
planas, pertencente ao dominio da caatinga, a unica espécie de triatomineo
encontrada por Sarquis et al (2004), associada a carnauba (Copernicia
purnifera (Mill.) H.E. Moore)), a unica espécie de palmeira da regiao, foi o R.
nasutus, com indice de infecgcao pelo T. cruzi de 25%. Esta espécie também
relatada habitando o peri e intradomicilio com indices de infec¢ao de 30,6% (n
= 62) e 100% (n = 2), respectivamente. Esses dados reforgam ainda mais a
associacdo entre o R. nasutus e a palmeira carnauba, e importancia deste

vetor na transmissao da tripanosomiase americana.
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1.3. AREA DE ESTUDO

A caatinga é um dos biomas brasileiros de que menos se dispbde de
informacbes sobre o0s seus componentes e das relacbes entre eles
(Nascimento & Nascimento, 1998). A Chapada do Araripe localiza-se entre os
Estados do Ceara, Pernambuco e Piaui, regido Nordeste brasileira. Trata-se de
uma regido morfogeografica de aproximadamente 1.063.000 hectares, em
continuidade com o Planalto Sertanejo e a Depressado Sertaneja. Grande parte
de sua extensdao € composta por area de preservacdo ambiental (APA),
denominada APA-Araripe. E considerada uma regido de transigdo
cerrado/caatinga com vegetagcdo arborea aberta, apresentando elementos
tipicos de cerrado, Amazébnia e Mata Atlantica. O uso das terras baseia-se na
agricultura de subsisténcia, principalmente feijao, mandioca, milho e cana-de-
acgucar. A Chapada do Araripe esta localiza-se na Bacia Sedimentar do Araripe,
um importante sitio paleontolégico por apresentar registros fossiliferos do
periodo Cretaceo (Bagnoli, 1998)

A Chapada do Araripe € um divisor de aguas das trés grandes bacias
hidrograficas do nordeste: bacia Jaguaribe, bacia do Rio S&o Francisco e do
Rio Parnaiba (figura 3). Em sua porcéo leste e separada da APA Araripe,
encontra-se a Floresta Nacional do Araripe (FLONA Araripe) com 38.262
hectares de mata basicamente secundaria, altitudes variando entre 840 e 920m
e classificada em cinco diferentes fisionomias: transicéo floresta umida/cerrado,
cerrado, floresta umida degradada pelo fogo, floresta umida semi-perenifélia e
carrasco. Possui cerca de 307 fontes ou nascentes de aguas, o que justifica
elevada umidade e diversidade vegetacional na regido (Bagnoli, 1998). O
indice pluviométrico anual € aproximadamente de 920mm e a temperatura
oscila entre 24°C e 26°C, com minima no inverno (julho) entre 21°C e 23°C e
maxima no veréo (janeiro) entre 25°C e 27°C. A amplitude térmica anual &
relativamente baixa na regido. No municipio de Barbalha, a amplitude térmica

anual é em torno de 3°C (Costa et al, 1998).
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Figura 3: Localizacdo das bacias hidrograficas brasileiras. Fonte: IBGE.

De acordo com Henderson, Galeano, Bernal (1995) e Lorenzi et al. (1996 e
2004) (figura 4) é provavel encontrar na regido da Chapada do Araripe as
palmeiras macauba, macauba-barriguda (Acrocomia intumescens Drude),
carnauba, catolé ((Syagrus oleracea (Mart.) Becc.), buriti e babagu, sendo a
macauba-barriguda desprovidas de qualquer informacgao referente a infestagao
por triatomineos, na literatura. A regiao da Chapada do Araripe é formada por
grandes palmeirais. Nas planicies aluviais, aliadas as altas temperaturas,
encontra-se o habitat de preferéncia da carnauba (figura 5). Entretanto, em
altitudes mais elevadas (cerca de 700m) é constante a presengca da macauba-
barriguda (figura 6), babacu (figura 7), buriti (figura 8) e catolé (figura 9) sendo
o catolé, uma palmeira indicadora de areas mais secas, quando comparada as

demais (Figueiredo et al, 1998).
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Figura 4: Mapas de distribuicdo de espécies de palmeiras, segundo Lorenzi et al.
(2004). A) babacu; B) buriti; C) carnauba; D) catolé e E) macauba-barriguda.
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Figura 5: A) Grande concentragdo de carnaubas (Copernicia prunifera) em regides
mais planas (aproximadamente 350m de altitude), municipio de Missédo Velha-CE (foto
do autor). B) Detalhe da axila foliar e das fibras da carnauba mostrando a coloragcéo
avermelhada, semelhante a coloragao do R. nasutus. No circulo, presenga de ovos de

triatomineos. (foto: Francisco Cialdine Frota Carneiro).
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Figura 6: Macauba-barriguda (Acrocomia intumescens), palmeira com distribuicdo em
areas mais serranas e sem dados sobre infestacao por triatomineos, municipio de
Barbalha-CE (foto do autor).

Figura 7: Babacu (Attalea speciosa), palmeira encontrada em regiées com altitude

mais elevada, municipio de Barbalha-CE (foto do autor).
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Figura 8: Buriti (Mauritia flexuosa), palmeira de regides com elevadas altitudes e solos

pantanosos no municipio de Santana do Cariri-CE (foto do autor).

Figura 9: Catolé (Syagrus oleracea), palmeira com distribuicdo em regides com

altitudes mais elevadas. Municipio de Crato-CE (foto do autor).
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Os mapas de distribuicdo de R. neglectus e R. nasutus confeccionados por
Carcavallo et al (1998), parecem ser complementares, cujos limites entre o sul
do Ceara e Pernambuco, coincidem com a Chapada do Araripe. Muito pouco
se conhece sobre os triatomineos presentes na regido, exceto pelas
informagdes do Programa de Controle da Doenca de Chagas (PCDCh), que
relatam o encontro de Rhodnius nas casas, identificado como R. nasutus. Seria
realmente esta espécie presente na regido, ou, devido as condigdes

biogeograficas, existiria condigcdes para a ocorréncia de R. neglectus?
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2.1. OBJETIVO GERAL

Determinar as espécies de Rhodnius presentes em palmeiras na Chapada do
Araripe, Brasil, e sua importancia na transmissao silvestre do Trypanosoma

cruzi e Trypanosoma rangeli.

2.9. OBJETIVOS ESPEC/FICOS

2.2.1 Identificar as espécies de triatomineos existentes em cinco espécies

palmeiras na regido da Chapada do Araripe, Brasil;

2.2.2 Determinar a taxa de infestagcdo por Rhodnius em cinco espécies de

palmeiras;

2.2.3 Determinar a densidade populacional de Rhodnius, em cinco espécies de

palmeira, na referida regiao;

2.2.4 Determinar a taxa de infec¢ao natural dos triatomineos capturados pelo T.

cruzi e T. rangeli;

2.2.5 Caracterizar molecularmente as cepas de tripanosomatideos isoladas dos

triatomineos infectados;

2.2.6 Determinar as fontes de alimentacédo dos triatomineos e suas possiveis

fontes de infeccdo pelo T. cruzi;
2.2.7 Determinar o microclima na axila foliar das palmeiras;

2.2.8 Determinar a variabilidade genética entre as diferentes populagcbes de

Rhodnius através da morfometria geométrica das asas.
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3.1. PROCEDENCIA E COLETA DOS TRIATOM/NEOS

Os triatomineos estudados neste projeto foram procedentes de regides
inseridas na Chapada do Araripe, que se localiza geograficamente a sul do
Estado do Ceara, noroeste de Pernambuco, e englobando também uma
pequena porcgao leste do estado do Piaui. (figura 11). As coletas localizaram-se
no Estado do Ceara, abrangendo os municipios de Barbalha (¢7°18’S
A38°55'W), Crato (¢p7° 14'S A39°24'W), Juazeiro do Norte (¢7°12’S A39°18'W),
Missao Velha (¢7°15’S A39°08'W) e Santana do Cariri (¢7°11'S A39°44W)

(figura 10) fazendo parte da micro-regiao do Cariri.
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Figura 10: Mapa politico do estado do Ceara. Ao sul do estado e em cinza, os

municipios onde foram realizadas as coletas dos triatomineos.
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Figura 11: Mapa esquematico da regido da Chapada do Araripe (area verde). Fonte:
IBAMA-CE.

As coletas dos triatomineos foram realizadas no periodo de 14 de margo
a 06 de abril de 2006 com a participagdo de agentes da Secretaria da Saude
do Estado do Ceara (SESA-CE).

A selegcao das areas trabalhadas foi determinada junto ao IBAMA-
Araripe, de acordo com a ocorréncia das espécies de palmeiras existentes nos
municipios da regido da Chapada do Araripe. As palmeiras foram identificadas
de acordo com Lorenzi et al (1996, 2004) e Henderson, Galeano, Bernal
(1995). O critério para a escolha dos exemplares de palmeiras trabalhados foi
aleatodrio, mas evitou-se dissecar palmeiras que estavam muito proximas uma
das outras. O critério do tamanho amostral (n = 50) foi baseado na
disponibilidade de tempo e dos recursos financeiros. Os triatomineos foram
coletados através da derrubada das palmeiras, de acordo com Diotaiuti & Dias
(1984), apds autorizagdo do IBAMA (anexos | e Il). Cada palmeira foi
identificada com um codigo e preenchida uma ficha de campo (anexo Ill), com
data e horario da derrubada, condi¢cdo climatica local, espécie e tamanho da
palmeira, fauna associada a palmeira, temperatura na axila foliar. Logo apds a

derrubada, as palmeiras eram dissecadas cortando-se na base da bainha foliar.
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Cada folha era retirada cuidadosamente e procurada minuciosamente a
presenca dos triatomineos. Foram também realizadas buscas nas bracteas,
cachos de cocos e caule. Todas as palmeiras foram referenciadas
geograficamente com auxilio de um GPS (Global Positioning System).

No campo, os insetos coletados foram acondicionados em potes de
plastico e identificados com o cédigo da palmeira, contendo em seu interior um
suporte de papel em forma de sanfona para facilitar a movimentacdo dos
insetos. No laboratério, todos os triatomineos foram contabilizados por estadio
evolutivo e sexo, por palmeira, para calculo da densidade, taxas de infestacao
e colonizagado. A identificagdo das espécies capturadas foi realizada através
das chaves de classificagcao propostas por Lent & Wygodzinsky (1979).

Os triatomineos capturados em cada espécie de palmeira constituiram
uma coldnia de estudo com um determinado cédigo, totalizando cinco grupos.

Definiu-se como palmeira positiva aquela que tivesse no minimo um

exemplar de triatomineo, presencga de exuvia, ou mesmo somente ovos.
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3.9. MANUTENCAO DE COLONIAS

A partir das coletas, foram estabelecidas cinco colénias de acordo com a
espécie de palmeira, no Laboratério de Triatomineos e Epidemiologia da
Doenca de Chagas do Centro de Pesquisa René Rachou / FIOCRUZ (LATEC),
em condigdes de temperatura e umidade semi-controladas (25°C + 1°C; 60%z
10%UR). Os barbeiros foram acondicionados em frasco de polietileno
devidamente identificado (aproximadamente 15cm de didmetro e 20cm de
altura), tendo ao fundo duas folhas de papel de filtro para a absorgéo das fezes
e da urina produzidas pelos insetos. Um papel cartolina foi dobrado em forma
de sanfona até a altura do frasco a fim de facilitar a movimentagdo e
alimentacdo dos mesmos. A superficie do frasco foi vedada com pano de
malha fina envolvida por esparadrapo e elasticos (gominhas).

Cada colbnia foi mantida separadamente por geracao, e semanalmente,
os triatomineos eram alimentados em galinhas (Gallus gallus) imobilizadas. Da
mesma forma, semanalmente, as col6nias eram limpas para a retirada de
exuvias e ovos, e separagao das geragoes.

Os insetos de campo que morreram foram montados em alfinetes
entomoldgicos, identificados e guardados como insetos de referéncia para

colecao de triatomineos do LATEC.
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3.3. EXAME DOS TRIATOM/NEOS

Todos os triatomineos coletados no campo e que chegaram vivos (n=26)
no laboratorio foram examinados quanto a presenca de tripanosomatideos.
Este procedimento foi realizado através de exame parasitolégico das fezes a
fresco, através da técnica de compressdao abdominal. As fezes dos
triatomineos foram diluidas em uma gota de solugéao salina 0,15M, colocadas
sobre lamina e laminula e observadas em microscoépio éptico de acordo com as
objetivas disponiveis, sendo aumento de 400x, no laboratério da SESA-CE, e
160x, no LATEC. Esse procedimento foi realizado no laboratério da 202
Regional da Secretaria de Saude do Estado do Ceara, no municipio de Crato, e
no LATEC.

Pelas limitacbes na estrutura do laboratério no Ceara, o exame da
presenca de T. rangeli na hemolinfa foi realizado somente no LATEC, pois o
procedimento exige o isolamento imediato dos parasitos em meio de cultura e
condigbes estéreis. Assim, somente os triatomineos positivos ao exame do
tubo digestivo e sobreviventes ao chegarem no LATEC, tiveram uma perna
seccionada, e uma micro gota de hemolinfa (aproximadamente 10ul) foi
colocada sobre lamina e laminula. O material foi visualizado em microscopio
Optico, utilizando aumento de 160x. Os insetos com resultado negativo no tubo

digestivo foram destinados a criagao.
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3.4. CULTIVO DE TRIPANOSOMAT/DEOS

Os tripanosomatideos foram isolados retirando-se o tubo digestivo e
cultivados em meio de cultura. Para isso, 26 insetos que foram positivos para
Trypanosoma, no exame das fezes ou na hemolinfa, tiveram a superficie
externa desinfetadas com &lcool 70% (v/v), e em seguida dissecados em
capela de fluxo laminar, removendo-se o tubo digestivo e as glandulas
salivares com auxilio de pincas e tesoura de dissecgao estéreis. O material
proveniente de cada inseto foi adicionado, individualmente, a 1ml de meio de
cultura LIT (Liver Infusion Tryptose) (Camargo, 1964), em tubos de vidro com
tampa de rosca. Posteriormente, o tubo digestivo foi macerado e transferido
para tubos contendo meio agar-sangue+LIT. Os tubos foram mantidos em
estufa incubadora a 27,5°C para multiplicacdo dos parasitos. Semanalmente,
aliquotas das culturas foram examinadas em microscopio Optico (aumento
160x) e repicadas quando necessario.

As amostras que apresentavam aproximadamente 10° parasitos/ml
foram submetidas a centrifugagcdo (1500x g por 10 minutos a 4°C). O
sobrenadante foi descartado e o “pellet’” ressuspendido em solugdo salina
0,15M. Este processo foi repetido trés vezes, sendo o sedimento obtido apos a
ultima centrifugagao criopreservado a —70°C até a sua utilizagédo para extragao
do DNA (Romanha, 1982).

Aliqguotas das cepas isoladas foram criopreservadas em nitrogénio
liquido (-196°C), de acordo com a técnica padronizada por Filardi & Brener
(1975), utilizando como agente crioprotetor, o glicerol 10%, fazendo parte do
banco de cepas do LATEC.
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3.5. CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS CEPAS DE
TRIPANOSOMAT/DEOS

A tipagem molecular foi baseada na amplificacdo de parte da regido
intergénica do gene de mini-exon do T. cruzi (Souto et al, 1996) e do T. rangeli
(Grisard et al 1999), por meio da técnica da PCR, realizada em Termociclador
modelo PTC-100™ (MJ Research, Inc. — Watertown, USA).

O DNA dos parasitos foi extraido utilizando a técnica de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico, de acordo com Steindel et al (1993) (anexo 1V). A
concentracdo de DNA foi determinada por meio de espectrofotdmetro
(Eppendorf Biophotometer— Hamburg, Germany), a 260nm de comprimento de
onda, sendo o grau de pureza das amostras determinado pela relagdo da
absorbancia 260/280nm.

Os produtos da PCR esperados apresentam 300pb para T. cruzi |,
350pb para T. cruzi ll. Foram utilizados os iniciadores TCI - 5-CCT GCA GGC
ACA CGT GTG TGT G-3’ (especifico para T. cruzi l), TCIl - 5-GTG TCC GCC
ACC TCC TCC GGC CC-3’ (especifico para T. cruzi ll), TC - 5-CCC CCC TCC
CAG GCC ACA CTG-3’ (comum aos dois grupos) (Souto et al, 1996). Para T.
rangeli o produto esperado apresenta 360pb, com os seguintes iniciadores:
TrINT-1 - 5-CGC CCA TTC GTT TGT CC-3’, TrINT-2 - 5-TCC AGC GCC ATC
ACT GAT C-3’ e TrINT-3 - 5-AAG ATG AGG CGT GGC TCT G-3’ (Grisard et
al, 1999). Todos iniciadores foram sintetizados pelo laboratério Alpha DNA
(Montreal, Quebec, Canada). Os reagentes usados na PCR foram: tampao de
PCR (20mM Tris-HCI pH 8,4; 50mM KCI; 0,75mM MgCI2), 200uM dNTP,
2pmoles de cada iniciador e 0,5U de Tagq DNA polimerase (Invitrogen,
Carisbad, CA, USA) e 1yl de DNA molde, perfazendo volume total de
10ul/reacdo. As condigdes da PCR estao descritas nas tabelas | e |l.

Para a visualizagdo dos produtos amplificados, 3uL da amostra
amplificada foram diluidos em igual volume de tamp&o de amostra 6x (0,25%
de azul de bromofenol, 0,25% de xilenocianol e 15% de ficol) e submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 8% em sistema de minigel (BIO-RAD),

sendo posteriormente corados com nitrato de prata 0,2% (Souto et al., 1996).
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Como padréao de peso molecular, foi utilizado o DNA do bacteriéfago ®X174
digerido pela enzima de restricao Haell.

Em todas as etapas, foram usadas cepas padrbes como controles
positivos. Para T. cruzi grupo |l utilizou-se a cepa Y, isolada de uma paciente
na fase aguda da doenca de Chagas, via xenodiagnéstico (Pereira da Silva &
Nussenzweig, 1953), e para T. cruzi grupo |, a cepa YuYu, isolada a partir de
um exemplar de Triatoma infestans Klug, 1834 capturado na area rural do Vale
do YuYu, municipio de Carinhanha, Bahia (Filard & Brener, 1975). Como
controle positivo para T. rangeli, utilizou-se a cepa San Agustin isolada de um
paciente chagasico colombiano (Tibayrenc et al, 1993). As amostras padrdes
encontram-se disponiveis no banco de cepas do Laboratério de Parasitologia
Celular e Molecular, FIOCRUZ/MG. Em todas as reacbes foi feito controle

negativo sem adicao do DNA molde.

Tabela |: Condigbes estabelecidas para a Reagdo em Cadeia da Polimerase nos estudos da

variabilidade do gene de mini-exon do Trypanosoma cruzi (Souto et al, 1996)

Temperatura de

Temperatura de ) Temperatura de
. Ciclo anelamento dos B
desnaturacao/tempo o Extensdo do DNA/tempo
iniciadores/tempo

94°C 5 min Primeiro 55°C 30 seg 72°C 30 seg
27 ciclos

94°C 1 min ] 55°C 30 seg 72°C 30 seg
seguintes

94°C 1 min ultimo ciclo 55°C 30 seg 72°C 10 min
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Tabela Il: Condi¢des estabelecidas para a Reagdo em Cadeia da Polimerase nos estudos da

variabilidade do gene de mini-exon do Trypanosoma rangeli (Grisard, 1999).

Temperatura de

desnaturagao/tempo
94°C 10 min
94°C 30s
94°C 30s

Ciclo

Primeiro
6 ciclos
seguintes
26 ciclos
seguintes

Ultimo Ciclo

Temperatura de
anelamento dos

iniciadores/tempo

45°C 2 min
50°C 1 min
50°C 1 min

Temperatura de
Extensdo do DNA/tempo

72°C 30 seg
72°C 30 seg
72°C 5 min
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3.6. REACAO DE PRECIPITINA

A fim de determinar o tipo de fonte alimentar dos triatomineos, realizou-
se a reagao de precipitina em colaboracio com a SUCEN-SP
(Superintendéncia de Controle de Endemias do Estado de Sao Paulo). Os
triatomineos que morreram antes da realizagdo do exame para constatagao de
tripanosomatideos no tubo digestivo tiveram o conteudo intestinal retirado e
transferido para laminas de papel de filtro. Para cada inseto foram anotados o
estadio evolutivo e o cédigo da palmeira de origem. Para os triatomineos que ja
haviam sido examinados, o procedimento foi semelhante, porém sendo
anotado também o resultado do exame parasitologico (positivo ou negativo).
Os conteudos intestinais, depois de secos, foram acondicionados dentro de
sacos plasticos, individualmente, e mantidos em temperatura ambiente. Os
testes de Reacéao de Precipitacdo em Tubo Capilar foram realizados segundo a
técnica descrita por Siqueira (1960). Cada material foi testado com anti-soros

de ave, cdo, gamba, gato, humano, porco e roedor, produzidos em coelhos.
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3.7. CARACTERIZACAO MICROCLIMATICA DAS
PALMEIRAS

Em cada palmeira trabalhada, foram coletados dados instantaneos de
temperatura. Para isto, logo apds a derrubada, era introduzido um termémetro
na axila da folha. Apds cinco minutos, o termémetro era retirado e anotado

seus valores na ficha de campo.
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3.8. MORFOMETRIA GEOMETRICA DAS ASAS

Para o estudo morfométrico, utilizaram-se 30 asas direitas de fémeas e
de machos provenientes de triatomineos da geracdo F1, oriundas das cinco
colonias estabelecidas a partir das coletas. As imagens das asas foram obtidas
utilizando maquina fotografica digital marca Sony, modelo FD Mavica
Interpolated 1.6 megapixel Images, acoplada a ocular de um microscépio
estereoscoépio Zeiss, modelo Stemi SV 6 (Germany), aumento 8x.

Para cada asa, foram utilizados oito pontos de referéncias (landmarks)
na regido membranosa do hemiélitro, todas realizadas pelo mesmo
investigador (figura 12). As coordenadas foram geradas a partir do programa
COQO, verséao 36 (Dujardin & Slice, 2006)

Figura 12: Vista dorsal de uma asa direita de R. nasutus. Os circulos e os numeros

indicam os pontos de referéncias utilizados.

A comparagado de tamanho entre os grupos foi obtida através do
tamanho centréide, que € o estimador de tamanho isométrico e representa o
ponto central do poligono formado pela jungdo dos pontos de referéncias. A
analise do tamanho isométrico foi realizada através do programa MOG, verséo
75 (Dujardin & Slice, 2006).

A Analise Generalizada de Procrustes (AGP) é um algoritmo matematico
que elimina os efeitos de escala, de orientagdo e de posigdo dos objetos,
conseguindo quantificar as variagbes entre os pontos de referéncias

correspondentes e busca o ajuste para a melhor sobreposicdo das
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configuracbes geométricas (Jaramillo & Dujardin, 2006). Esta analise foi
realizada pelo programa MOG, vers&o 75 (Dujardin & Slice, 2006). E na AGP
que sao gerados os valores das variaveis de conformacgao (Partial Warps) e o
tamanho centréide de cada individuo.

A Analise dos Componentes Principais foi realizada através do programa
COV, versdao 46 (Dujardin & Slice, 2006), utilizando os dois primeiros
componentes principais. Esta analise foi baseada na matriz das variaveis de
conformacdo e onde se obteve as distancias Euclidianas entre os grupos
analisados. A partir destes resultados, verificou-se através da analise de
variancia multivariada (MANCOVA) se o residuo alométrico foi igual entre os
grupos e obtida uma arvore UPGMA dos grupos.

A Analise Discriminante foi realizada com a utilizagdo do programa PAD,
versao 82 (Dujardin & Slice, 2006), tendo sido calculadas as distancias de
Mahalanobis entre as amostras, a partir das variaveis de conformacdo. A
analise discriminante verificou também a reclassificacdo dos individuos entre
os grupos. Uma arvore UPGMA foi gerada a partir das distancias de
Mahalanobis.

Todos os programas utilizados nas analises morfométricas estao

disponiveis em http://www.mpl.ird.fr/morphometrics.
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3.9. ANALISES ESTAT/STICAS

A densidade triatominica foi testada estatisticamente através do teste
nao-paramétrico Kruskal-Wallis e Comparagbes Multiplas de Dunn’s. As
analises estatisticas foram realizadas através dos programas Minitab (verséo
13) e/ou Graph Pad Prism (verséo 3).

Nos estudos morfométricos, a analise do tamanho centroide entre os
grupos foi testada através do teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Na analise
discriminante, foi testada a significancia estatistica entre os grupos através de
teste ndo paramétrico de permutagao e correcdo de Bonferroni. Um teste de
regressao linear multipla foi realizado a fim de verificar a significancia do
residuo alométrico na discriminagdo entre os grupos, utilizando os valores do

primeiro fator canénico e o tamanho centrdide (Jaramillo et al, 2002).
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4.1. INFESTACAO DAS PALMEIRAS

No periodo de 14/03/2006 a 06/04/2006 foram dissecadas cinco
espécies de palmeiras, num total de 10 exemplares para cada espécie de
palmeira, a saber. babacu (Attalea speciosa), buriti (Mauritia flexuosa),
carnauba (Copernicia prunifera), catolé (Syagrus oleracea) e macauba-
barriguda (Acrocomia intumescens).

A palmeira babagu obteve um indice de infestacdo por triatomineos de
100%, enquanto a macauba-barriguda obteve indice de 70%. Buriti, carnauba e
catolé tiveram indice de infestacdo de 90%, 80% e 90%, respectivamente. A
tabela Ill resume os dados de infestacdo das diferentes espécies de palmeiras.
O tempo médio para a dissecgao completa da copa das palmeiras variou de 35
minutos para as carnaubas a 120 minutos para os babacus. O tamanho das
palmeiras foi mensurado, sendo a carnauba a palmeira mais baixa, com 5
metros, enquanto as maiores palmeiras foram encontradas nos buritis,

alcancando até 20 metros.

Tabela lll: Valores absolutos e relativos de infestagao de triatomineos por espécie de

palmeira.

Palmeira / Espécie Valor abscl)rlllzfsta\izcl)or relativo

babagu (A. speciosa) 10/10 100%

buriti (M. flexuosa) 09/10 90%

carnauba (C. prunifera) 08/10 80%

catolé (S.oleracea) 09/10 90%

macauba-barriguda (A. intumescens) 07/10 70%

Total 43/50 86%
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4.2. DENSIDADE POPULACIONAL

Foram coletados 521 triatomineos, sendo 71 adultos e 450 ninfas,
identificados morfologicamente como R. nasutus de acordo com Lent &
Wygodzinsky (1979), com mediana de 4,0 triatomineos/palmeira e 5,0
triatomineos/palmeira infestada. Entretanto, os espécimes coletados nas
carnaubas apresentaram coloragao tipica de acordo com a descricdo da
espécie, enquanto os triatomineos provenientes das outras espécies de
palmeiras foram morfologicamente muito similares, apresentando coloragao
castanha por todo o corpo, porém diferente aos insetos das carnaubas que

apresentaram coloragao avermelhada (figura 13).

Figura 13: Fémeas de R. nasutus provenientes da geracédo parental coletados nas
cinco espécies de palmeiras na regido da Chapada do Araripe, Ceara, Brasil. a)

babacu; b) buriti; ¢) carnauba; d) catolé e e) macauba-barriguda.

Para calculo da densidade populacional, os triatomineos coletados no
campo foram contabilizados por estadio evolutivo (tabela 1V) (figuras 14 e 15).
Babagu foi a palmeira que apresentou maior densidade populacional,

totalizando 224 triatomineos e mediana de 19,0 barbeiros/palmeira positiva,
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enquanto buriti foi a palmeira com a menor densidade, totalizando 19
triatomineos, e média aproximada de um barbeiro/palmeira positiva. Catolé foi
a segunda palmeira com a maior densidade populacional, contabilizando 191
triatomineos coletados (mediana de 11,5 triatomineos/palmeira positiva),
seguido da macauba e carnauba com 63 e 24 barbeiros, e mediana de 2,5
barbeiros/palmeira positiva (tabela 1V). Do ponto de vista global, os estadios
evolutivos mais frequentes foram o quarto e o quinto estadios, com 161 e 146
triatomineos, respectivamente. Em nenhuma palmeira estudada foram
encontrados ovos viaveis, nem cascas de ovos de triatomineos. Duas
palmeiras (um exemplar de babacu e outro catolé) apresentaram grande
densidade triatominica com 73 e 77 R. nasutus, respectivamente, o que
aumentou consideravelmente os valores das medianas. Este fato pode ser
explicado pela presenca de um marsupial na palmeira de babacu e pela
existéncia de um ninho de bem-te-vi na palmeira catolé, ambos os animais

habitando as palmeiras.

Tabela IV: Numero de triatomineos coletados de acordo com estadio evolutivo e

espécie de palmeira

Estadio Quantidade de triatomineos / espécie de palmeira
bab burit b tolé b Total
evolutivo abacu uriti carnauba catolé macauba
12 estadio 03 zero 05 05 03 16
22 estadio 27 Z€ero 02 01 02 32
32 estadio 50 03 01 15 26 95
42 estadio 63 08 01 68 21 161
52 estadio 51 06 04 82 03 146
fémea 12 01 05 11 02 31
macho 18 01 06 09 06 40
Total (%) 224 (43,0) 19(3,6) 24 (4,6) 191 (36,7) 63 (12,1) 521 (100,0)
med/Q1; Qs 19 (7; 28) 1(1;2,25) 2,5(0,75;4,25) 11,5(6,25;26,5) 2,5(0,0;9,5)  4(0,0;9,5)

*Mediana / 12 quartil; 32 quartil.
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Figura14: Grafico representativo da densidade populacional de triatomineos por
estadio evolutivo e espécie de palmeira (st = estadio).

*todos os grupos = triatomineos coletados nas cinco espécies de palmeiras.
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Figura 15: Grafico representativo da densidade populacional de triatomineos por
espécie de palmeira. A linha horizontal em cada espécie de palmeira refere-se a

mediana. As letras correspondem as diferengas estatisticas significativas (p< 0,05).
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Tabela V: Diferencas estatisticas encontradas entre as cinco espécies de palmeiras

pesquisadas com relacido a densidade triatominica.

Palmeira babacu buriti carnauba Catolé Macauba

babagu
buriti p<0,01
carnauba p<0,05 p>0,05
catolé p>0,05 p<0,05 p>0,05
macauba p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

Teste estatistico utilizado: Kruskal-Wallis e comparagdées multiplas de Dunns.
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4.3. EXAME DOS TRIATOM/NEOS / /NDICE DE INFECCAO
POR TRIPANOSOMAT/DEOS.

De 521 triatomineos capturados, 382 barbeiros (77,3%) foram
submetidos a exame de compressdao abdominal para constatacdo de infeccéo
quanto a presenca de tripanosomatideos. Destes 382 triatomineos
examinados, 64 estavam infectados, o que representa um indice de infeccéo
de 16,8%. Os dados globais de captura, exame de triatomineos, numero de
triatomineos infectados e valor percentual de barbeiros infectados estdo
demonstrados na tabela VI. Apesar da baixa quantidade de triatomineos
examinados nas carnaubas (n = 16) e nos buritis (n = 15), a Unica espécie de
palmeira que nao apresentou insetos infectados foi a carnauba, enquanto
babagu apresentou o maior indice de triatomineos infectados (21,5%). Parece,
portanto, com relagcdo a infeccao por tripanosomatideos, que as palmeiras
analisadas neste estudo, estejam divididas em dois grupos: o primeiro
constituido pelas palmeiras de babagu e catolé com indices de infecgéo
proximos a 20%, e outro grupo, pertencente as palmeiras de buriti, carnauba e

macauba com indices de infeccéo variando de zero a 7%.

Tabela VI: Numero de palmeiras infestadas, triatomineos capturados, examinados,

infectados com tripanosomatideos, e percentual de infecgao, por espécie de palmeira.

Palmeira Ndamero palmeiras Triatomineos Triatomineos Triatomineos
infestadas (%) capturados (%) examinados (%) infectados (%)
Babacu 10 (23,3) 224 (43,0) 144 (64,4) 31 (21,5)
Buriti 9(20,9) 19 (3,6) 15 (79,0) 1(6,8)
Carnauba 8 (18,6) 24 (4,6) 16 (66,7) Zero
Catolé 9(20,9) 191 (36,7) 148 (77,5) 29 (19,6)
Macauba 7 (16,3) 63 (12,1) 59 (93,7) 3 (5,0)
Total 43 (100) 521 (100) 382 (73,3) 64 (16,8)
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4.4. CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS CEPAS DE
TRIPANOSOMAT/DEOS

Foram isoladas 26 cepas de tripanosomatideos. Destas, 19 cepas foram
caracterizadas molecularmente. Nao foi possivel a caracterizagdo das cepas
restantes (sete cepas) devido a contaminagao por bactérias e/ou fungos.

A tipagem molecular de todos os isolados foi compativel com T. cruzi
pertencente ao grupo | (relativo ao ciclo silvestre da doengca de Chagas),
apresentando uma banda de 300pb. (figura 16a). Em dois isolados, um
procedente de inseto capturado em palmeira buriti (cepa RNO1) e outro
proveniente de outro inseto capturado em catolé (cepa RNO04), apresentaram
uma banda com aproximadamente 203pb e duas outras bandas de menor
intensidade com 244 e 265 pb, respectivamente (figura 16b), ratificando os
achados morfolégicos (figura 17), demonstrando, pela primeira vez, ocorréncia
de infecgdo mista pelo T.cruzi e T.rangeli neste vetor e nesta regido (tabela
VII). A denominagao dos isolados foi baseada nos critérios estabelecidos em
Reuniao Satélite realizada em 1999 em ocasido da comemoragdo do 900
aniversario da descoberta da doenga de Chagas (Anonymous, 1999). As cepas

foram criopreservadas para estudos futuros.
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Figura 16: A) Amplificacado via PCR, utilizando os iniciadores TC, TC | e TC Il para
caracterizagéo de T. cruzi. PM — Padrao de peso molecular, CN — controle negativo da
reacao (sem adigdo de DNA), canaletas: 1 — cepa RNO1; 2 — RN02; 3 — RNO3; 4 —
RNO04; 5 — cepa YuYu (controle positivo, pertencente ao grupo T. cruzi l); 6 — cepa Y
(controle positivo pertencente ao grupo T. cruzi Il). B) Amplificagao via PCR, utilizando
os iniciadores TrINT 1, TrINT 2 e TrINT 3 para a caracterizagdo de T. rangeli. PM —
padrao de peso molecular, CN — Controle negativo da reacdo (sem adicao de DNA),
canaletas: 1 — cepa RNO1; 2 — RNO2; 3 — RNO3; 4 — RN04; 5 —controle positivo da

reagao (cepa San Agustin). Géis de poliacrilamida a 8% corados pela prata.
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Figura 17: Tripanosomas de meio de cultura LIT, corados pela Giemsa, aumento
1000x. A) cepa RNO1 isolada a partir de R. nasutus com infeccdo mista; A’) T. rangeli
isolado da cepa RNO1; A”) T. cruzi isolado da cepa RNO1; B) cepa San Agustin
(controle positivo de T. rangeli); C) cepa Y (controle positivo de T. cuzi grupo Il) e D)

cepa YuYu (controle positivo de T. cruzi grupo |).
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Tabela VII: Origem e caracterizagdo molecular das 19 amostras de Trypanosoma
cruzi, das 2 amostras de T. rangeli isoladas e das amostras padrbes utilizadas como

controles positivos nas reagdes de PCR.

Amostra Ecotopo Ciclo.de Hospedeiro Mini exon
Transmisséo
RNAS/BR/2006/RNO1* buriti Silvestre Rhodnius nasutus 1
RNAS/BR/2006/RN02 babagu
RNAS/BR/2006/RN03 catolé
RNAS/BR/2006/RN04* catolé
RNAS/BR/2006/RN05 babagu
RNAS/BR/2006/RN06 babacgu “ « «
RNAS/BR/2006/RNO7 babacgu “ « «
RNAS/BR/2006/RN08 babacgu “ « «
RNAS/BR/2006/RN10 babacgu “ « «
RNAS/BR/2006/RN12 babacgu “ « «
RNAS/BR/2006/RN15 catolé “ « «
RNAS/BR/2006/RN17 catolé “ n «
RNAS/BR/2006/RN18 catolé “ n «
RNAS/BR/2006/RN20 catolé “ n «
RNAS/BR/2006/RN21 catolé “ n «
RNAS/BR/2006/RN22 catolé “ n «
RNAS/BR/2006/RN23 catolé
RNAS/BR/2006/RN24 catolé
RNAS/BR/2006/RN25 catolé
Y Domiciliar Homem, 2
fase aguda
YuYu Silvestre Triatoma infestans 1
San Agustin (T. rangeli) Domiciliar Homem -

*triatomineos com infec¢do mista (presenca de T. cruzi e T. rangeli).
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4.5. REACAO DE PRECIPITINA

Foram testadas no total, 152 amostras do conteudo do trato digestivo
dos triatomineos coletados em campo (106 triatomineos procedentes dos
babacgus; dois dos buritis; nove das carnaubas; 25 dos catolés e 10 das
macaubas). As amostras foram testadas contra anti-soros de ave, cao, gamba,
gato, humano, porco e roedor, os unicos disponiveis para este estudo na
SUCEN-SP. A reagéao de precipitina foi reagente em 70 insetos (46,1%), sendo
20 R. nasutus reagentes para sangue de ave (13,2%) e 53 para sangue de
gamba (34,9%) (tabela VIII). Apenas trés exemplares alimentaram-se das duas
fontes de alimentagao reagentes.

Dos triatomineos procedentes das palmeiras babagus, 26 insetos
estavam infectados, sendo 18 destes reagentes para gambas, dois exemplares
com material insuficiente para a reagcao e seis amostras nao reagiram contra os
anti-soros testados. Em relagcédo aos triatomineos oriundos dos catolés, quatro
exemplares estavam infectados, sendo dois insetos com material insuficiente e
dois n&o reagiram contra os anti-soros testados. Trinta triatomineos ndo tinham
conteudo suficiente para avaliar a fonte alimentar e 52 insetos nao reagiram a
nenhum dos anti-soros testados. Sob o ponto de vista epidemiolégico, o fato
mais importante foi a auséncia de reagao das amostras testadas contra anti-

soro humano.
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Tabela VIII: Fonte alimentar identificada pela reagéo de precipitina em R. nasutus, por espécie

de palmeira e estadio evolutivo, coletados na regido da Chapada do Araripe, Ceara.

Palmeira Estadio Resultado

Ave + Material Nao Examinados/
Ave Gamba
Gamba insuficiente reagente  Reagente (%)
babacu  Ninfas 2 1 14 S 5 106/53 (56,2%)
adultos 3 zero 33 13 30
buriti ninfas zero zero zZero Zero zero 2/0 (0%)
adultos Zero zero Zero Zero
, ninfas zero 1 3 zero zero o
carnadba adultos 1 zZero zero 3 1 915 (45%)
catolé ninfas 2 Zero zero 1 1 25/9 (36%)
adultos 7 zero Zero 4 10
macatba hinfas zero zero zero 3 1 10/3 (30%)
adultos 2 1 Zero 1 2
Total ninfas 4 2 17 9 7 152/70 (46,1%)
adultos 13 1 33 21 45

Observacao: Total de triatomineos reagentes para:

ave = 20 (6 ninfas e 14 adultos) e gamba = 53 (19 ninfas e 34 adultos).
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4.6. MICROCLIMA

O periodo das coletas (margo e abril/2006) esta incluido no periodo
chuvoso da regido. Dente as cidades trabalhadas, Missdo Velha e Juazeiro do
Norte correspondem aos unicos municipios com altitude de regido de caatinga
(Fernandes, 1994), sendo encontrada apenas a palmeira carnauba. Os demais
municipios estdo inseridos em regido serrana, com altitudes acima de 700
metros.

Carnauba foi a palmeira que apresentou temperatura média mais
elevada na axila foliar com 30,1°C (tabela I1X). A temperatura da axila foliar dos
babacus e buritis apresentou microclima mais estavel, com menor variagao de
temperatura, enquanto carnauba e macauba apresentaram a maior variagao
térmica (figura 18). A figura 18 apresenta os dados de temperatura das
palmeiras. Todas as espécies foram capazes de amenizar a temperatura na
axila foliar em relacdo a temperatura ambiente, favorecendo a colonizagao

triatominica nas palmeiras.

Tabela IX: Temperatura (°C) medida em cada palmeira na axila foliar, apés a derrubada e do

ambiente.
Palmeira Temperatura
Axila foliar (X / DP)* Ambiente (X / DP)*
babacgu 23,3+0,5 274 +24
buriti 251+0,9 26,9+ 1,1
carnauba 26,2+1,5 30,114
catolé 23,3+1,1 254 +1,8
Macauba-barriguda 242+16 27,7+2,8
Média geral 244 +16 275+25

*X / DP = média e desvio padréao

69



DIAS FBS

Resultado

Temperatura Axila foliar e
Ambiente (°C)

351

w
o
|

N
(¢}
|

20

* 330K
*

v Mo o K
v e
vy K

AAAA —_— *§§§§
—_——— vy Fy K

(1] Aaa v bR X KX
mm Ky
LLLL] —_———— *

u
*ee
babacu (a) buriti ()  carnauba (c) catolé (d) macauba (e) ambiente (f)

Espécie de palmeira e Ambiente

Figura 18: Grafico representativo da temperatura da axila foliar das cinco espécies

de palmeiras e temperatura ambiente. A linha horizontal em cada espécie de

palmeira refere-se a mediana das temperaturas.
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4.7. FAUNA ASSOCIADA AOS TRIATOM/NEOS NAS
PALMEIRAS

A tabela X apresenta os dados de ocorréncia referente aos animais
observados nas palmeiras durante a disseccdo das mesmas, considerados
como possiveis fontes de alimentacdo para os triatomineos (figura 19). Foram
observadas varias espécies de artropodes (insetos e aracnideos), como
formigas, cupins, baratas, besouros, gafanhotos, outros Heteroptera,
pseudoescopides, centopéias, aranhas que nao puderam ser identificadas
Chamou a atencdo a frequéncia com que foram observadas aranhas

caranguejeiras, e centopéias medindo cerca de 20 centimetros.

Tabela X: FreqUéncia absoluta das possiveis fontes de alimentacdo para os

triatomineos, observadas nas diferentes espécies de palmeiras™.

palmeira  anfibio inad\;:ic(::** cobra gamba lagarto morcego Total
babacu 2 7 zero 1 5 2 17
buriti 2 4 1 zero 1 3 11
carnauba  zero 2 zero zero 3 1 6
catolé 1 3 zero zero 6 zero 10
macauba 1 2 zero zero 3 1 7
Total 6 18 1 1 18 7 51

*10 palmeiras de cada espécie

** Presenca de ninhos nao habitados e/ou somente penas de aves.
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Figura

19: Fauna associada aos triatomineos nas diferentes espécies de palmeiras da

Chapada do Araripe, Brasil.

A)
B)
C)
D)
E)
F)
G)
H)
1)

Morcego capturado em um babacu.

Gamba (Didelphis albiventris) habitando um babacgu. Na seta, presen¢a de um lagarto.
Detalhe do gamba capturado com sua prole.

Ninho com cinco filhotes de bem-te-vi (Pitangus sulphuratus) em uma carnauba.
Cobra-cip6é que habitava um buriti.

Aranha caranguejeira na folha de um buriti.

Urubu em uma folha do babacgu

Gafanhoto (Tropidacris cristata) que habitava uma palmeira carnauba

Perereca que habitava um buriti entre o peciolo e a bainha foliar.
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4.8. MORFOMETRIA GEOMETRICA DAS ASAS

Embora tenha sido observado dimorfismo sexual em todas as
populagdes (dados n&o mostrados), a analise morfométrica foi realizada
utilizando juntamente, os machos e as fémeas de cada grupo (figura 20). A
analise do tamanho centréide demonstrou diferenga estatistica entre as
populagdes (Kruskal-Wallis, p<0,01), sendo os insetos provenientes dos buritis
maiores aos demais grupos, e os insetos procedentes dos babagus menores
(p< 0,05) (tabela XI).

macauba — | [ ] : l
I LHEEED DOOR TRCNUINNE | W NERER D | |

catolé > | ) } I
T TR T RN N RTE

I
carnalba ——» i

| NP NEERD 10 THEIR 1N DDRON D0 1man
buriti > I I } I |
N NN R (AN Rl
babacu — | I T I /
I | DIEECIEID 1 TR0 NEIMEE A I

| | | | | | | | |
260,48 25328 28803 3279 X756 34233 35710 3F71.87 306.64

Figura 20: Distribuicdo dos individuos analisados em relagdo ao Tamanho Centrdide
(CS). Os nomes das palmeiras indicam a origem dos R. nasutus analisados. Cada
tragco azul representa a asa direita de cada individuo. A linha central em cada box plot

refere-se a mediana do tamanho centréide de cada grupo.
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Tabela Xl: Diferencas estatisticas encontradas entre as cinco espécies de palmeiras
pesquisadas em relagcdo ao tamanho centrdide. Os valores em negrito apontam as

diferencas estatisticas significativas.

Palmeira babacu buriti carnauba catolé Macauba

babagu
buriti p<0,01
carnauba p<0,01 p<0,01
catolé p<0,01 p<0,01 p>0,05
macauba p<0,05 p<0,01 p>0,05 p>0,05

Teste estatistico utilizado: Teste nao paramétrico Mann-Whitney.

A analise discriminante (AD) das variaveis de conformagdo mostrou que
a primeira variavel candnica contribuiu com 55% da variagao entre os grupos, e
a segunda variavel contribuiu com 29%, no entanto, ndo foi possivel observar
separagao entre os grupos. Esta analise ndo conseguiu discriminar os grupos
estudados (figura 21), demonstrando grande semelhanca os grupos em relagao
a conformacgao, o que geralmente € esperado para estudos intrapopulacionais.

A reclassificagao baseada nas distancias de Mahalanobis foi maior para
os triatomineos procedentes dos buritis (85%) e menor para os insetos da

macauba (38%).
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Figura 21: Mapa fatorial da analise discriminante. Os eixos CV1 e CV2 representam a
primeira e a segunda variavel de conformacgao (variavel canénica), respectivamente. O
nome das palmeiras refere-se aos grupos estudados. Cada ponto do grafico

representa um individuo.

Apesar da grande semelhanga entre os grupos apontada pelo mapa
fatorial da analise discriminante, tanto a arvore UPGMA criada a partir das
distdncias de Mahalanobis (AD), quanto a arvore UPGMA das distancias
Euclidianas demonstram que os insetos procedentes dos buritis formaram o
grupo mais isolado. Porém, estudos complementares, com a utilizacdo de
marcadores moleculares, serdo necessarios para a verificacao e determinagao
das distancias genéticas e das diferengas intrapopulacionais. Houve a
formacgdo de dois agrupamentos: um composto entre os insetos de babacgus
com macaubeiras, e outro entre carnauba e catolé. (figuras 22 e 23). As
permutagcdes multiplas das distancias de Mahalanobis demonstraram
diferencgas significativas entre todas as distancias dos grupos (p< 0,005). Da
mesma forma, as diferengcas foram significativas entre as distancias

Euclidianas.
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Figura 22: Arvore UPGMA obtida a partir das distancias de Mahalanobis das variaveis

de conformacao, derivadas da analise discriminante. Os nomes das palmeiras indicam
a procedéncia das populagdes de R. nasutus estudadas.
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Figura 23: Arvore UPGMA obtida a partir das distancias Euclidianas das variaveis de
conformacéao, derivadas da analise dos componentes principais comuns. Os nomes

das palmeiras indicam a procedéncia das populacdes de R. nasutus estudadas.
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DOENCA DE CHAGAS NO CEARA

Durante algumas décadas, o Estado do Ceara foi muito estudado,
abrangendo diferentes contextos que envolvem a doenca de Chagas:
infestacao triatominica no ambiente silvestre, peri e intra-domiciliar, infeccao de
mamiferos hospedeiros, inquéritos soroldgicos da populagao e caracteristicas
sécio-ambientais (Alencar, 1987). Este autor encontrou seis espécies de
triatomineos nos municipios pesquisados: Triatoma brasiliensis Neiva, 1911, T.
pseudomaculata Corréa & Espinola, 1964, Panstrongylus megistus Burmeister,
1835, P. lutzi Neiva & Pinto, 1923, R. nasutus e Psammolestes tertius Lent &
Jurberg, 1965. No municipio de Crato, Alencar (1987) estudando um pouco
sobre a ecologia do R. nasutus, em babagus e macaubeiras, encontrou este
triatomineo naturalmente infectado (indice de infeccédo 77,8%, n = 9) e
associado com gambas e morcegos. Para este autor, apesar de R. nasutus nao
exercer papel na transmissdo do T. cruzi ao homem, esta espécie esta
estritamente associado ao ambiente silvestre com os gambas e morcegos.

A condi¢ao sécio-econdmica de grande parte da populagéo rural e as
informacdes sobre a doenca de Chagas e seus vetores eram precarias. As
caracteristicas das casas também eram muito precarias, que segundo Alencar
(1987): “as caracteristicas das casas sao tipicas de regido pobre, sendo o piso
e as paredes de barro batido ou ‘taipa”. Esses fatores favoreceram a
domiciliagao triatominica, com elevados indices de colonizagdo no ambiente
artificial (peri e intradomicilio). Inquéritos soroldgicos realizados no periodo de
1942 a 1967 no Ceara demonstram que a taxa de positividade média dos
municipios pesquisados era de 14,8%. Neste periodo, os dois municipios
cearenses que apresentavam as mais elevadas taxas foram Crato, com 40,7%,
seguido de Juazeiro do Norte, com 37,5% (Alencar, 1987).

Embora o controle da transmissdo vetorial da DC tenha sido
institucionalizado em 1950 pelo Servico Nacional de Malaria, a sistematizacao
e estruturacdo do controle ao nivel nacional foram implantadas somente em
1975, com o criagdo do Programa de Controle da Doenga de Chagas (PCDCh)
pela SUCAM (Superintendéncia de Campanhas em Saude Publica). Nessa

época, a area de risco vetorial englobava 36% do territério nacional, em 18
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estados. Dentre as espécies de triatomineos catalogadas no Brasil, cinco foram
apontadas como tendo participacao direta na transmissdo domiciliar, sendo o
T. brasiliensis, espécie autéctone da regido Nordeste, considerado o principal
vetor na regido (Vinhaes & Dias, 2000). O PCDCh preconiza a borrifagéo das
unidades domiciliares (UD’s) infestadas com inseticidas, tendo a infestagao
domiciliar diminuida gradativamente. A partir dos dados do PCDCh, Silveira,
Feitosa, Borges (1984) catalogaram as espécies de triatomineos capturadas no
ambiente domiciliar de 1942 municipios brasileiros. Nesse periodo foram
encontradas cinco espécies de triatomineos no estado do Ceara, P. lutzi, P.
megistus, R. nasutus, T. brasiliensis e T. pseudomaculata. Com exceg¢ao de
Santana do Cariri, todos os outros municipios trabalhados no presente estudo
foram notificadas quanto a presenca do R. nasutus no intradomicilio, sendo
esta espécie considerada por Alencar (1987) a quarta mais capturada no
Ceara.

Em todas as areas trabalhadas neste projeto, apdés a coleta dos
triatomineos nas palmeiras, os insetos eram apresentados ao proprietario da
localidade e grande parte da populacdo local. Quase a totalidade desses
moradores n&o reconheceu o0 R. nasutus, e ndo sabiam que esta espécie trata-
se de um vetor da doenga de Chagas, embora os dados do PCDCh
demonstrem sua ocorréncia no peridomicilio (entre 2003 e 2005). Nos ultimos
anos, na regiao da Chapada do Araripe, R. nasutus € considerada a segunda
espécie mais capturada no peridomicilio, com presenga também no
intradomicilio, perdendo apenas para o T. pseudomaculata. Nas localidades
trabalhadas, muitos moradores fizeram referéncia sobre o encontro dentro das
casas de um unico “procotd”, de coloragcdo preta e de porte maior que,
possivelmente, de acordo com as espécies de ocorréncia no Ceara parece ser

P.megistus.

METODOS DE COLETA DOS TRIATOM/NEOS

Recentemente, Sarquis et al (2004) trabalhando no municipio de

Jaguaruana, regido de caatinga no nordeste do Ceara, encontraram T.
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brasiliensis, T. pseudomaculata, R. nasutus e P. lutzi nos ambientes artificiais
(peri e intradomicilio). Destas, somente o P. lutzi ndo foi notificado dentro das
casas. A coleta dos triatomineos no ambiente silvestre foi realizada com a
utilizacdo de armadilhas (Noireau et al, 2002), apenas na palmeira carnauba, a
unica presente na regido. Foram investigadas 523 palmeiras em quatro
localidades (infestagcao de 24,9%) e a unica espécie de triatomineo encontrada
nas carnaubas foi o R. nasutus, com indice de infeccdo de 25%, entretanto o
indice global de infeccdo do R. nasutus, incluindo todos os ecdétopos
analisados, foi de 27,2%. A presenga constante do R. nasutus no peri e
intradomicilio, juntamente com os dados do PCDCh, reforcam a possibilidade
desta espécie ser considerada uma potencial vetora da doenga de Chagas

humana e entre os reservatorios silvestres.

VARIACAO CROMATICA EM R NASUTUS

A distribuicdo geografica do R. nasutus é restrita a regido Nordeste
brasileira, englobando os Estados do Ceara, Maranhao, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Rio Grande do Norte. (Lucena & Lima-Borba, 1977; Carcavallo et al,
1998; Galvao et al, 2003) Embora R. nasutus esteja incluido em um complexo
de espécies, os espécimes coletados foram facilmente identificados através da
morfologia, embora tenha sido observada ligeira variagdo cromatica. Os
triatomineos coletados nas carnaubas apresentaram coloragdo padrao de
acordo com a descrigdo da espécie (avermelhada) (Lent & Wygodzinsky, 1979)
enquanto os insetos das demais espécies de palmeiras apresentaram
coloracao castanha. Gaunt & Miles (2000) suspeitam que a variagdo no padrao
de coloragao dos triatomineos, principalmente de algumas espécies do género
Rhodnius, pode ser um indicativo da influéncia do habitat (espécie de palmeira)
em relacao aos triatomineos. Nossas observacdées em campo corroboram com
essa teoria, pois principalmente nas carnaubas a coloragédo avermelhada dos
R. nasutus (ninfas e adultos) é extremamente semelhante as fibras existentes
na copa das palmeiras, ao caule e a base das folhas, possibilitando que R.

nasutus se camufle nessas estruturas da palmeira (figura 5, pagina 34). Para
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as demais palmeiras de tronco e axilas foliares mais escuras, R. nasutus
também apresentaram padrdo mais escuro.

R. nasutus € apontada por Abad-Franch et al (2005) como uma espécie
especialista, associada apenas a palmeira carnauba e ninhos de passaros. No
entanto, a partir do presente estudo, podemos incluir o R. nasutus juntamente
com outras espécies do género (e.g. R. neglectus, R. pictipes Stal, 1872, R.
prolixus, R. robustus), no grupo das espécies generalistas, pois foi encontrada
nas cinco espécies de palmeiras pesquisadas na regido da Chapada do
Araripe, sendo a macauba-barriguda sem nenhuma informagao na literatura,

até entao, sobre infestacao triatominica.

PALMEIRAS COMO ECOTOPO PARA R NASUTUS

Cada espécie de palmeira apresenta uma arquitetura prépria e
representa um ecossistema muito peculiar. Entretanto, em todas as cinco
espécies de palmeiras, a grande maioria dos triatomineos foi capturada entre a
bainha foliar e, as vezes, no inicio do peciolo.

Como um dos objetivos do presente trabalho foi determinar a densidade
populacional entre as espécies de palmeiras, a metodologia utilizada através
da disseccdo das palmeiras e coleta manual dos triatomineos foi a mais
adequada, pois outras metodologias (coleta manual, sem dissec¢ado, na copa
das palmeiras ou utilizacdo de armadilhas) podem nao garantir a captura total
da fauna triatominica. Uma vez que os barbeiros encontram-se em locais de
dificil acesso para a captura sem dissecgao, utilizada por Gurgel-Gongalves et
al (2004a), e devido ao grande porte de algumas espécies de palmeiras, a
utilizacdo de armadilhas, como feito por Sarquis et al (2004), pode nao atrair
todos os triatomineos.

Somente recentemente algumas espécies de palmeiras em outras
regides do Ceara (Serra da Meruoca) estao sendo estudadas em relagdo a sua
associagao com triatomineos do género Rhodnius onde destacam-se o babagu

em regides serranas e a carnauba na caatinga (Diotaiuti et al., 2005).
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Palmeiras do género Attalea ja vém sendo estudadas em varias regioes
brasileiras e em outros paises das Américas Central e do Sul, servindo como
ecotopo para varias espécies de triatomineos, principalmente do género
Rhodnius (Barretto, 1979; Romana et al., 1999; Teixeira et al., 2001; Diotaiuti et
al., 2005; Sanchez-Martin et al., 2006). Romafa et al (1999) investigando
possiveis ecoétopos silvestres de Rhodnius pallescens Barber, 1932 no
Panama, representados por cinco espécies de palmeiras, apontam a Attalea
butyracea como o principal ecotopo deste triatomineo na regido, principalmente
devido a alta densidade triatominica encontrada nesta palmeira. No presente
trabalho, babacu foi a palmeira que obteve a maior infestagao por R. nasutus,
maior densidade triatominica na regido da Chapada do Araripe, bem como uma
grande diversidade de possiveis fontes alimentares (aves e mamiferos). Dados
semelhantes ja foram descritos por Barreto (1979) em Uberaba, Minas Gerais
em babacus infestados por R. neglectus. Os triatomineos foram capturados no
tronco das palmeiras, debaixo das bainhas das folhas, mas parece que entre
as espécies de palmeiras estudadas, babacu apresentou o maior numero de
barbeiros nos cachos dos cocos e bracteas. A forma de insercao das folhas do
babacu no caule, constituindo um ambiente aparentemente bastante protegido,
provavelmente permite maior estabilidade microclimatica, servindo de abrigo
para animais hospedeiros da doengca de Chagas e refugios para os
triatomineos. Lorenzo et al., (2003) trabalhando com varias espécies de
palmeiras no estado do Tocantins, e utilizando sensores programaveis de
temperatura e umidade, demonstram que as palmeiras do género Attalea
possuem menor variacdo climatica, mantendo um microclima muito estavel e
favoravel para os triatomineos.

Por outro lado, a macauba-barriguda foi a espécie de palmeira com o
menor indice de infestag&o. Diotaiuti & Dias (1984 ) estudando outra espécie de
macaubeira (Acrocomia sclerocarpa, hoje A. aculeata) em municipios da
periferia de Belo Horizonte, Minas Gerais, encontraram um indice de infestacao
de 60,5% por R. neglectus, estando algumas palmeiras co-habitadas por P.
megistus. Embora tenham sido encontradas varias possiveis fontes de
alimentagdo para R. nasutus nas macaubeiras da regido da Chapada do

Araripe, talvez o que justifica sua menor taxa de infestagdo em relagdo as
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demais palmeiras seja a presenga de enormes espinhos, distribuidos por toda
a palmeira, desde o inicio do caule até a bainha foliar, peciolos e folhas, o que
pode dificultar a instalagdo de um numero maior de animais que sirvam de
fontes de alimentagao para os barbeiros. Nesta espécie de palmeira, a variagao
microclimatica na axila foliar foi ampla, fato ja demonstrado para A. aculeata
por Lorenzo et al (2003) em Tocantins, o que possivelmente pode estar
relacionado a uma arquitetura da planta que constitua um ambiente menos
estavel.

Embora a infestacdo encontrada nos buritis tenha sido alta (90%), a
densidade triatominica foi a mais baixa entre as espécies de palmeiras
pesquisadas (19 triatomineos). Esta palmeira € mais dificil para a coleta dos
triatomineos, por dois motivos: i) devido ao seu grande porte, tendo as bases
foliares muito grandes, exigindo a movimentagcéo da palmeira durante todo o
trabalho de dissecgao da mesma, e ii) local de ocorréncia: os buritis ocorrem
em solos alagados (brejos) e pantanosos, sendo popularmente conhecida
como palmeira-do-brejo. Em algumas localidades, muitas familias em Santana
do Cariri-CE vivem da extragcao da polpa do fruto do buriti para a venda ou da
fabricacdo do doce. Assim, somente era permitida a derrubada dos espécimes
machos, que ndo produzem os cachos dos cocos, limitando o estudo as
palmeiras com menor numero de esconderijos para os triatomineo,
ocasionando uma sub-avaliacido da infestagcdo. Além disso, também podem
influenciar nos resultados: i) o formato das folhas do buriti € em forma de leque
e os peciolos formam uma espécie de “calha”, onde acumula agua no interior
da palmeira, local onde os barbeiros ficam alojados ii) por ocorrer em solos
pantanosos, e por apresentar a copa aberta, no momento da queda da
palmeira a regido interna de alguns dos peciolos, bem préximos a axila foliar
fica preenchida de lama, impossibilitando a procura dos triatomineos.

Todas as palmeiras estudadas foram capazes de amenizar a
temperatura na axila das folhas, em relacdo ao ambiente externo, reduzindo
claramente as amplitudes, principalmente a amplitude maxima, favorecendo a
infestac&o triatominica. Em relagdo as medianas, ndo foram estatisticamente
diferentes do ambiente externo as temperaturas das axilas das folhas do buriti

e carnauba.

83



DIAS FBS Discussao

Assim como o buriti, as folhas da carnauba sdao em formato de leque
(palmatipartida), no entanto, com bainhas bem menores e estreitas, inseridas
alternadamente ao longo do caule, permitindo maior entrada de radiagao solar
por toda a copa. As temperaturas na axila foliar foram as maiores registradas
entre todas as palmeiras investigadas e com elevada amplitude, variando a
temperatura de acordo com o meio externo, mas, ainda assim, mantendo maior
umidade em relagdo ao ambiente. Provavelmente, um fator determinante para
a ocorréncia de R. nasutus nas carnaubas seja a umidade do ar, ja que os
artrépodes perdem mais agua em ambientes mais secos, utilizando o
fechamento dos espiraculos para o seu equilibrio hidrico (Edney, 1967). A
palmeira carnauba é incriminada como ecétopo natural de R. nasutus. Silva &
Silva (1989) verificando a influéncia da temperatura na biologia deste
triatomineo, demonstrou uma significativa redugéo no ciclo evolutivo quando os
insetos eram mantidos a 30°C (comparados com 25°C). Nesta temperatura,
além da diminuic&o no ciclo, os insetos ingeriam maior quantidade de sangue e
havia maior fecundidade. Considerando que na carnauba as condigbes sejam
semelhantes a este experimento no laboratério, pode-se concluir pela grande
adaptacdo do R. nasutus a esta palmeira, permitindo-lhe sobreviver em
condicdes inviaveis para outras espécies de triatomineos. Provavelmente, um
fator importante determinacdo da densidade triatominica nas palmeiras seja a
disponibilidade de fontes alimentares e refugios para os insetos. A carnauba foi
a unica espécie de palmeira que nao apresentou triatomineos infectados.
Dentre as cinco espécies de palmeiras pesquisadas, a arquitetura da carnauba
configura menor numero de esconderijos para os triatomineos, o que também
pode estar relacionado a populagdo de vertebrados que buscam abrigo na
copa desta palmeira, interferindo negativamente na infecgao dos triatomineos.
A distribuicdo desta palmeira foi restrita as menores altitudes (cerca de 360
metros), em solos arenosos, muitas vezes em locais alagados no periodo
chuvoso, ensolarados e com elevadas temperaturas. Trata-se de uma palmeira
que, na regiao da Chapada do Araripe, € preservada por muitos moradores que
vivem do artesanato realizado a partir das folhas jovens, confeccionando
chapéus e outros objetos. E interessante assinalar que a coleta destas folhas é

realizada subindo-se na palmeira e apoiando o abdémen na copa da mesma
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para equilibrar-se. Considerando a hiperatividade de R. nasutus, pode ser que
neste momento haja possibilidade do inseto picar o individuo. Este fato pode
ser interessante e merece investigagao.

O indice de infestacdo dos catolés foi igual ao do buriti (90%), mas
diferiu significativamente em relacdo a densidade populacional, sendo a
segunda palmeira com maior niumero de R. nasutus coletados. O indice de
infecgdo dos triatomineos foi de 19,6%. Pelas limitacbes da bateria de anti-
soros utilizadas para o processamento da reagdo de precipitina, nédo foi
possivel comprovar a importancia de alguns animais encontrados nas copas
das palmeiras como fonte de alimentagao para os triatomineos, conforme os
resultados obtidos por Diotaiuti & Dias (1984) em Minas Gerais. Em um ninho
de bem-te-vi (Pitangus sulphuratus) presente em um catolé foram encontrados
32 espécimes de R. nasutus, quase todos ingurgitados. Na mesma palmeira,
alguns triatomineos estavam infectados. Este fato demonstra que hospedeiros
da DC frequentam as palmeiras. Neste caso, varios moradores das localidades
trabalhadas no municipio de Crato, relataram a existéncia de marsupiais
(gambas) nas localidades, que provavelmente possam atuar como agentes
dispersores da DC e até mesmo, dos triatomineos no ambiente silvestre.
Catolé foi a segunda espécie de palmeira com maior numero de triatomineos e
apresentou em quase todos os espécimes répteis e anfibios.

Abad-Franch et al (2005) trabalhando com Phytelephas aequatorialis
infestadas por R. ecuadoriensis Lent & Ledn, 1958, regido oeste do Equador,
correlacionaram a quantidade de matéria organica em decomposi¢gao nas
palmeiras (folhas mortas, fibras) e a densidade triatominica. Estes autores
encontraram maior densidade em palmeiras com maior quantidade de matéria
organica. Apesar desta correlagdo nao ter sido observada neste estudo em
campo, nossas observacdoes parecem estar de acordo com estes dados,
considerando-se que quanto maior a palmeira, maior é a quantidade de matéria
organica disponivel.

R. nasutus é considerada uma espécie de triatomineo em vias de
adaptacdo ao ambiente artificial. Na regido estudada, esta espécie tem sido
frequentemente coletada em ambientes artificiais conforme demonstram os

dados do PCDCh, inclusive de exemplares infectados pelo T. cruzi. Sarquis et
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al (2004) apontam que a presenca do R. nasutus no intradomicilio seja devido
a proximidade das palmeiras as residéncias. Desta forma, os insetos
possivelmente invadem o intradomicilio a procura de alimento, atraidos a noite
pela luz, conforme ja descrito na regido amazdnica para o R. brethesi (Coura et
al., 1994).

PREFERENCIAS ALIMENTARES DOS TRIATOM/NEOS

Apesar do habito hematdfago obrigatério dos triatomineos, Brumpt
(1914) e Lent & Wygodzinsky (1979) relatam a possibilidade de cleptofagia, e
até mesmo o canibalismo, entre estes insetos. Varios estudos tém
demonstrado a preferéncia alimentar dos triatomineos no ambiente silvestre e
ambientes artificiais, assim a avaliacdo do comportamento alimentar dos
triatomineos torna-se uma ferramenta de pesquisa importante para o
esclarecimento da epidemiologia da DC. Algumas espécies de triatomineos
geralmente estdo associadas a poucas fontes de alimentag¢ao, enquanto outras
espécies sao bastante ecléticas. Diotaiuti & Dias (1984) verificando as fontes
alimentares dos R. neglectus capturados em macaubeiras nas proximidades de
Belo Horizonte-MG, demonstram que esta espécie de triatomineo € bem
eclética. O estudo da reacao de precipitina reagiu com animais de sangue frio,
aves e mamiferos, incluindo o homem. Entretanto, o sangue de ave foi o
alimento mais constante para R. neglectus. Barretto (1979) avaliando as fontes
alimentares de triatomineos em diversas espécies de palmeiras encontraram
maior freqUéncia em sangue de gamba, morcegos e roedor, conforme indicam
os resultados da precipitina, sendo estes animais importantes veiculadores de
tripanosomatideos. Em nossos estudos, utilizando a metodologia da reagao de
precipitina e testando as amostras contra anti-soros de ave, cdo, gamba, gato,
humano, porco e roedor, somente foi possivel a identificacdo de duas fontes
alimentares (ave e gamba) nas cinco espécies de palmeiras estudadas. Todos
os anti-soros testados reagiram ao respectivo soro homologo diluido, a pelo
menos, 1:10.000 e ndo reagiram aos soros heterdlogos diluidos a 1:10,

demonstrando alta sensibilidade da técnica. Cinquenta e dois espécimes nao
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reagiram aos anti-soros testados, dados que, provavelmente, podem sugerir a
alimentagcao destes triatomineos em outros vertebrados que n&o constam da
bateria de anti-soros utilizada. N&do deve ser completamente descartada a
possibilidade de que os triatomineos exercam o predatismo, se alimentando da
hemolinfa de outros artropodes que fazem parte da biocenose da palmeira,
como observado para outras espécies de triatomineos (Salvatella et al., 1994;
Sandoval et al.,, 2000; Lent & Wygodzinsky, 1979). Um fator importante
observado a partir desses resultados foi o elevado numero de insetos com
material insuficiente, o que pode estar relacionado ao periodo de dispersao das
aves e escassez de hospedeiros vertebrados nas palmeiras.

Talvez uma possivel fonte de alimentagdo dos triatomineos nas
diferentes palmeiras da Chapada do Araripe sejam os morcegos. Somente nos
catolés nao foi observada a presenga deste animal e nos buritis, era constante
sua presenga, sendo contabilizados mais de 30 morcegos em uma unica

palmeira dissecada.

TRYPANOSOMA CRUZI ¢ TRYPANOSOMA RANGELI

O T. rangeli foi anteriormente descrito no Nordeste brasileiro por Lucena
& Vergetti (1973) em fezes de P. megistus, no estado de Alagoas, e por Barrett
& Oliveira (1977) em R. domesticus, na Bahia, com base em caracteristicas
morfolégicas. Possivelmente, a transmissdo do T. cruzi e do T. rangeli aos
triatomineos na regido da Chapada do Araripe esta associada fortemente ao
gamba, conforme demonstram os dados de precipitina. O indice de infecgéo
por tripanosomatideos encontrado no tubo digestivo dos triatomineos foi de
16,8% (n=64). O T. rangeli € um parasito patogénico para os triatomineos e o
unico capaz de se instalar na hemolinfa e glandulas salivares dos triatomineo
(D’Alessandro & Saraiva, 1992). Optamos em fazer o exame da hemolinfa
somente no LATEC, pois o isolamento destes necessita ser imediato e em
condicbes estéreis. Desta forma, foi possivel examinar apenas os insetos
sobreviventes (n=26). O indice de infecgdo pelo T. rangeli encontrado na

hemolinfa foi de 7,7%. Devido a grande variabilidade morfolégica que T. rangeli
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apresenta nas diferentes formas evolutivas, o diagndstico especifico é dificil por
meio da morfologia. Além disso, também dificulta o diagndstico na possibilidade
de infecgdes mistas com o T. cruzi, tanto no hospedeiro vertebrado quanto no
inseto vetor. Pelas facilidades oferecidas pela técnica da biologia molecular via
PCR, a caracterizagdo dos parasitos isolados neste trabalho foi realizada
utilizando como marcador molecular, uma regiao intergénica do gene do mini-
exon (Souto et al, 1996; Grisard et al, 1999). Esta metodologia mostrou-se
especifica tanto para a caracterizagado das cepas de T. cruzi, quanto para T.
rangeli, ndo apresentando reagbes cruzadas, nem resultados duvidosos. Dois
espécimes de R. nasutus estavam com infeccdo mista, porém em nenhum
destes exemplares o T. rangeli chegou a invadir as glandulas salivares.

Cepas de tripanosomatideos podem  apresentar diferentes
comportamentos nos insetos vetores. Machado et al (2001), testando a
suscetibilidade de R. prolixus, R. neglectus, R. nasutus e R. domesticus com
trés diferentes cepas de T. rangeli, demonstraram maior infectividade nas
espécies cuja distribuicdo geografica se sobrepde ao local de descrigao das
cepas. Sessenta dias apds o repasto sanguineo infectante em camundongos,
100% dos R. domesticus apresentaram nas glandulas salivares formas de T.
rangeli de uma cepa isolada de um roedor em Santa Catarina; no mesmo
periodo pdés-repasto, esta mesma espécie de triatomineo n&do apresentou
nenhum inseto com infecgdo nas glandulas salivares com as cepas Macias,
isolada de paciente chagasico, via xenodiagnéstico e Choachi, isolada de R.
prolixus (Steindel et al, 1994). Guhl et al (2002) observaram que cepas de T.
rangeli isoladas de R. colombiensis Mejia, Galvdo & Jurberg, 1999 e de R.
pallescens foram incapazes de invadir e se desenvolverem dentro das
glandulas salivares de R. prolixus, o que reforga a existéncia de um
relacionamento complexo entre parasito-vetor. Vallejo et al (2003) divide T.
rangeli em dois grupos filogenéticos associados com vetores especificos, na
Colébmbia e em outros paises Latino Americanos. As espécies de Rhodnius sao
mais suscetiveis a infec¢ao pelo T. rangeli (D’Alessandro & Hincapie, 1986), ja
sendo relatada infeccdo experimental de 12 entre 14 espécies testadas ou
encontradas naturalmente infectadas (Guhl et al., 2002). No presente estudo, o

fato de T. rangeli néo ter sido detectado nas glandulas salivares de R. nasutus
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pode estar relacionado a suscetibilidade da espécie de triatomineo a cepa ou

relacionado com o tempo de infecgao.

MORFOMETRIA

A morfometria geométrica pode ser considerada uma ferramenta util na
deteccdo da variagao fenotipica resultante de causas genéticas ou ambientais.
Esta técnica possui a vantagem sobre a morfometria tradicional, pois a
morfometria geométrica € fundamentada em uma estatistica denominada
Analise de Procrustes. Nesta analise, a partir das coordenadas dos pontos de
referéncia, pode-se construir uma configuracdo geométrica da estrutura
analisada (Jaramillo & Dujardin, 2006). A partir de nossas analises, o tamanho
centréide foi estatisticamente diferente entre os grupos. Os triatomineos
procedentes dos buritis foram nitidamente maiores aos demais grupos e os
insetos do grupo babagu, menores aos demais. Jaramillo & Dujardin (2006)
admitem que as causas mais frequentes de tamanho entre individuos da
mesma espécie sejam fisioldgicas.

Na analise discriminante, a primeira variavel de conformacdo &
responsavel pela maior parte da variabilidade. Em nosso estudo, esta variavel
contribuiu com 55% e foi possivel observar uma ligeira separagéo dos insetos
procedentes de babagus e macaubas. A segunda variavel de conformacao
contribuiu com 29% da variabilidade dos grupos, mas néo foi possivel observar
separacao entre os mesmos. Na analise discriminante, a arvore UPGMA,
obtida pelas distdncias de Mahananobis, apontou o grupo de R. nasutus
procedentes dos buritis como sendo o mais externo, demonstrando,
possivelmente, ser este o grupo mais distante geneticamente. No entanto, os
demais grupos formaram agrupamentos, sendo o babagu mais préximo
geneticamente de macauba, e carnauba mais proximo do catolé.
Possivelmente, este fato pode ser explicado pela distribuigdo geografica das
espécies de palmeiras entre os grupos estudados. Na regido da Chapada do
Araripe, babagu e macauba sdo palmeiras que ocorrem em simpatria. Alguns

dos triatomineos coletados nessas duas espécies de palmeiras foram
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procedentes da mesma localidade. Assim, o fato destes grupos de insetos
serem muito proximos geneticamente pode ser devido ao fluxo génico de R.
nasutus entre babagu e macauba, o que merece ser investigado com maior
cautela utilizando marcadores moleculares.

Diotaiuti et al (2005) sugerem que as caracteristicas ambientais de cada
espécie de palmeira possam ser um fator relevante para o tamanho dos
insetos. Estes autores, utilizando a morfometria tradicional da cabeca e
comparando R. nasutus procedentes de babacgus e de carnaubas, verificaram
diferencas no tamanho dos insetos, sendo os triatomineos dos babagus muito
maiores que os das carnaubas. Neste estudo, nossos dados apontam como
maiores os insetos dos buritis. Esta espécie de palmeira ocorre em grande
quantidade no municipio de Santana do Cariri, aproximadamente 100km de
distdncia das demais espécies de palmeiras, e muito proxima a Floresta
Nacional do Araripe, local com grande diversidade de animais, incluindo
mastofauna. Possivelmente, o isolamento geografico e a diversidade de fontes
alimentares para os triatomineos ao redor das localidades trabalhadas possam

ter influenciado no tamanho dos barbeiros.

CONSIDERACAO EPIDEMIOLOGICA

Os dados aqui apresentados mostram a existéncia de uma grande
populacdo de R. nasutus nos palmeirais da Chapada do Araripe. Considerando
a extensdo destes palmeirais, a densidade triatominica deve ser,
provavelmente, surpreendente, principalmente nos babacgus e catolés. Estes
fatores associados aos dados do PCDCh, faz da Chapada do Araripe uma
importante area de transmissdo da doenca de Chagas silvestre. Fora o
processo ja bem descrito de colonizagdo das casas e transmissao vetorial do T.
cruzi, os achados de formas alternativas de transmissao na Amazénia (Coura
et al., 1994) e no Equador (Aguilar et al., 1999) devem ser investigados, na
perspectiva da vigilancia epidemiolégica da DC na Chapada do Araripe,

conforme ja sugerido por Sarquis et al. (2004).
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e A unica espécie de triatomineo encontrada em 50 palmeiras da regiao
da Chapada do Araripe foi R. nasutus.

e Foi observada diferenca cromatica nos R. nasutus das diferentes
espécies de palmeiras. Os triatomineos coletados nas carnaubas foi o
unico grupo que apresentou coloragado avermelhada, tipica da descrigéo
da espécie.

e A infestacdo das palmeiras pelos triatomineos na amostra estudada foi
elevada (86%).

e As maiores densidades triatominicas estdo relacionadas as palmeiras
babagu e catolé (mediana de 19 e 11,5 triatomineos/palmeira positiva,
respectivamente).

¢ Neste estudo, em todas as espécies de palmeiras, exceto na carnauba
foram encontrados R. nasutus naturalmente infectados pelo T. cruzi.

e As cepas de T. cruzi isoladas dos triatomineos pertenciam ao grupo |,
tipica de cepas circulantes no ambiente silvestre.

e Relatamos pela primeira vez a ocorréncia de T. rangeli no estado do
Ceara, parasitando R. nasutus, ampliando ainda mais a area de
ocorréncia deste tripanosomatideo.

¢ Neste estudo a reagao de precipitina foi reagente em 70 (46,1%) insetos,
sobre um total de 152 examinados, sendo 13,2% reagentes para ave e
34,9% reagentes para gamba. Outras possiveis fontes de alimentagao
como anfibios, aves, cobra, lagartos e morcegos foram detectadas em
29 das 50 palmeiras estudadas.

e Os dados de precipitina sugerem que os gambas foram potenciais
reservatorios do T. cruzi e T. rangeli no ambiente silvestre.

e Todas as espécies de palmeiras foram capazes de amenizar a
temperatura da axila das folhas, local principalmente colonizado por
triatomineos em relagdo ao ambiente externo, tendo os babagus
apresentado menores amplitudes.

¢ Na analise morfométrica, os triatomineos procedentes dos buritis foram

maiores que os demais grupos de insetos.
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R. nasutus € um triatomineo ndo somente adaptado a caatinga, mas
também ocorre em regides serranas, consideradas como
remanescentes de matas umidas e infestando as mais diversas espécies
de palmeiras.

Nossos resultados sugerem a existéncia de uma enorme area de
transmissao enzoodtica de T. cruzi e T. rangeli mantida pelo R. nasutus
com capacidade de infestacdo em ambientes artificiais, o que pode
acarretar risco para a populagao local.

Sugerimos as autoridades locais a instalagao de vigilancia entomoldgica
na regido, com treinamento das comunidades e da equipe de saude

para identificacdo, notificagcdo e combate de focos triatominicos.
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Anexo |: Autorizagdo do IBAMA para derrubada das palmeiras.

INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS — IBAMA
DIRETORIA DE FLORESTAS

COORDENADORIA DE GESTAO DOS RECURSOS FLORESTAIS

COORDENADORIA DE MANEJO FLORESTAL — COMAF

SUPERINTENDENCIA ESTADUAL DO CEARA

LICENCA PARA COLETA E TRANSPORTE

NUMERO DA LICENGA N° DE REGISTRO NO IBAMA PERIODO DE VALIDADE PROCESSO IBAMA
003/2006 30/03/2006 a 29/03/2007 02007.002599/2005-02
OBJETO: FAVORECIDO:
COLETA DE MATERIAL BOTANICO (PESQUISA CIENTIFICA) [C] INSTITUICAQ GIENTIFICA
D TRANSPORTE DE MATERIAL BOTANICO E PESQUISADOR
B4 ouTrROS: Derrubada de palmeiras na quantidade prevista no projeto alvo [] EXPOSITOR/ICONCURSO
do presente licenciamento. [] ouTrOS:

FAVORECIDO: Fernando Braga Stehling Dias

NOME DO PROJETO: Ocorréncia de Rhodnius spp (Hemiptera: Reduviidae) em diferentes palmeiras da Chapada do Arari-
pe, Brasil. _

INSTITUIGAO: Centro de Pesquisas René Rachou/ FIOCRUZ

ENDEREGO: Avenida Augusto de Lima 1715 — Bairro Barro Preto — Cidade de Belo Horizonte — Estado de Minas Gerais
RESPONSAVEL PELA EXPEDICAO: Fernando Braga Stehling Dias

TRANSPORTADOR: ndo havera transporte.

MEIO DE TRANSPORTE: ndo havera transporte.

PROCEDENCIA / LOCAL DA COLETA/ LOCAL DA PESQUISA: Area de Protegdo Ambiental da Chapada do Araripe (Estados do
Ceard, Pernambuco e Piaui).

DESTINO: material a ser tratado no proprio local de coleta.

Nome da espécie / Familia / Género Quantidade por espécie Partes da planta coletada
Acrocomia intumescens / Palmae / 280 (10/municipio) =
Altalea speciosa [ Palmae / 280 (10/municipio) -
Copernicia prunifera /| Palmae / 280 (10/municipio) -
Mauritia flexuosa | Palmae / 280 (10/municipio) E
Syagrus oleracea / Palmae / 280 (10/municipio) -

OBSERVAGOES / CONDICIONANTES:

1. Estalicenca ndo autoriza o uso do material biolégico para acessar informagdo de origem genética, contida no todo ou parte de
espécime vegetal, fungico, microbiano ou animal; em substancias provenientes do metabolismo desses seres vivos e de extratos
obtidos desses organismos vivos ou mortos, encontrados em condigdes in situ, inclusive domesticadas, ou mantidos em colegdes
ex situ, desde que coletados em condigdes in situ, no territério nacional, na plataforma continental ou na zona econdmica exclu-
siva, visando atividade exploratéria para identificar componentes do patriménio genético e informagdo sobre o conhecimento tra-
dicional associado, com potencial de uso comercial.

2. O Responsavel pela Expedicdo devera apresentar relatério final ao término da validade desta Licenga, além de encaminhar
copia das publicagdes resultantes dos trabalhos objelo da presente licenga.

3. “Esta licenga ndo exime o pesquisador de cumprir o disposto na MP 2186-16/01 que dispde sobre o acesso ao patriménio ge-
nético. No caso de acesso a amostra de componente do patriménio genético, este somente se dara mediante autorizag3o expres-
sa do Conselho de Gestdo do Patrimbnio Genético — CGEN, nos termos da Medida Proviséria n® 2186-16/2001 e Decreto n°

LOCAL E DATA DE EMISSAO AUTORIDADE EXPEDI

3945/2001".
undo Begniim Brag:
Fortaleza (CE), 30 de margo de 2006. T i

A/CE

« VALIDA EXCLUSIVAMENTE NO TERRITORIO BRASILEIRO.

« ESTA LICENGA NAO AUTORIZA: ) ) )

1. COLETA / TRANSPORTE DE ESPECIES AMEACADAS DE EXTINGAQ, SALVO QUAND® CONSTANTE EM PROJETO
-ESPECIFICO APROVADO;

2. COLETA / TRANSPORTE DE MATERIAL BIOLOGICO NAS AREAS DE INFLUENCIA DE EMPREENDIMENTOS SUJEITOS
AQ LICENCIAMENTO AMBIENTAL, COMFORME RESOLUGAQ DO CONAMA DE N° 237 DE 19/12/97, SALVO QUANDO
ESPECIFICADO,

3. COLETA / TRANSPORTE DE MATERIAL BOTANICO EM AREAS DE DOMINIO PRIVADO, SEM O CONSENTIMENTO
EXPRESSO OU TACITO DO PROPRIETARIO, NOS TERMOS DOS ARTIGOS 594, 595, 596, 597 E 598 DO CODIGO CIVIL;

4. COLETA / TRANSPORTE DE MATERIAL BOTANICO EM UNIDADES DE CONSERVACAQ FEDERAIS, ESTADUAIS,
DISTRITAIS OU MUNICIPAIS, SALVO QUANDO ACOMPANHADAS DO CONSENTIMENTO DO ORGAQ ADMINISTRADOR
COMPETENTE;

5. EXPORTAGAO DE ESPECIES VEGETAIS.

« VALIDA SOMENTE SEM EMENDAS OU RASURAS.

Qutros pesquisadores: Alexandre Silva de Paula, Claudia Mendonga Bezerra, Liléia Gongalves Diotaiuti.

Esta Licenca de Coleta e Transporte sub

stitui a de numero 001/2008. expedida em 10 de margo de 2006
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Anexo Il: Autorizacdo do IBAMA para coleta e transporte de triatomineos.

CONFERE (OM U U
A 22,8 3 Lein® 9.784/99

‘
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE E DA AMAZONIA LEGAL & %
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS
RENOVAVEIS - IBAMA/CE
DIRETORIA DE ECOSSISTEMAS - DIREC
LICENCA PARA CAPTURA / COLETA / TRANSPORTE /EXPORTACAQ

N° DA LICENCA N°DE REGISTRO PERIODO DE VALIDADE | PROCESSO IBAMA
NO IBAMA-CE |
05/2006 | ' 10/03/06 231/11/07 | 02007.002599/2005-02

OBIETO: | FAVORECIDC:

B CAPTURA E /OU COLETA DE ANIMALS SILVESTRES / MATERIAL ZOOLOGICO | T zooLoaGIco
.TRANSPORTE DE ANIMALS SILVESTRES ' MATERIAL ZOOLOGICO |\ INSTITUIC AO CIENTIFICA

[ COLETA E TRANSPORTE DE MATERIAL BOTANICO (PESQUISA CIENTIFICA) |. PESQUISADOR

| TRANSPORTE DE PRODUTOS E SUB-PRODUTOS DA FAUNA | T EXPOSITOR/CONCURSO

! EXPOSICAD E/ OU CONCURSO DE ANIMAIS SILVESTRES | L CRIADOURD COMERCIAL

t OUTROS (ESPECIFICAR) | ._ CRIADOURO CIENTIFICO

U OUTROS (ESPECIFICAR)

FAVORECIDO - ESPECIFICACAOQ: Fernando Braga Stehling Dias (estudante de mestrado)

ENDERECO PROFISSIONAL: Fundagao Oswaldo Cruz. Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ.,
Laboratorio de Trniatomineos e Epidemiologia da Doenga de Chagas, . Tel (31)32953-3366 1. 161 .E-mail:
Femando@cpqrr fioeruz.br

ENDERECO RESIDENCIAL: Rua Holanda Lima. 203/204. Gutierrez. 30190002, Belo Horizonte, MG. Tel: (31)
3335-5445/Fax: (31) 9999-1822. )
RESPONSAVEL PELA EXPEDICAO (NO CASO DE COLETA / CAPTURA): Fernando Braga Stehling Dias
PROCEDENCIA/LOCAL DA CAPTURA / LOCAL DA PESQUISA: Municipios inseridos na Chapada do

Araripe

DESTINO: Fundagao Oswaldo Cruz Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ, Belo Horizonte-MG

QUANTIDADE NOME CIENTIFICO NOME COMUM
ESPECIMES / TIPO (FAMILIA)

(POR ESPECIE)

DIVERSAS Rhodnius neglectus Barbeiro

DIVERSAS Rhodnius nasutus Barbeiro

DIVERSAS Triatoma sp. Barbeiro

OBS:EQUIPE DO PROJETO(PESSOAS ENVOLVIDAS): Fernando Braga Stehling Dias, Liléia Gongalves Diotaiut,
Clandia Mendonca Bezerra e Alexandre Silva de Paula

|.Esta licenga autoriza a captura ¢ coleta de animais silvestres ou material biologico para fins de pesquisa
cientifica.

2 Esta licenca niio exime o pesquisador de cumprir o dispositiy dida Provisoria n°2186-16/01,
que versa sobre o acesso ao patriménio genético. No caso dg-ficesso a stra de componente do
patrimdnio genético. este somente se dard mediante autorizagdo expressa do Conselho de Gestdo do

LOCAL E DATA DE EMISSAQ: ASSINATU
FORTALEZA/CE , 10/03/2006

VALIDA EXCLUSIVAMENTE NO TERRITORIO BRASILEIRO
£  ESTA LICENCA NAQ AUTORIZA:
CAPTURA/COLETATRANSPORTE DE ESPECIES AMEACADAS DE EXTINGAQ, SALVO QUANDO ESPECIFICADO
CAPTURA/COLETA/TRANSPORTE DE MATERIAL BIOLOGICO NAS AREAS DE INFLUENCIA DE EMPREENDIMENASS
A0 LICENCIAMENTO AMBIENTAL, CONFORME RESOLUCAO DO CONAMA N°237 DE 19/12/97, SALVO QUANDO EJPECIFICS
CAPTURA/COLETATRANSPORTE EM AREA DE DOMINIO PRIVADO SEM O CONSENTIMENTC EXPRESSO{OU TA
PROPRIETARIO NOS TEMOS DOS ARTIGOS 394.395,396,597 E 598 DO CODIGO CIVIL
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Anexo lll: Modelo da ficha de coleta de triatomineos utilizada neste
projeto.

Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundagéo Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisa René Rachou

Laboratério de Triatomineos e Epidemiologia da Doenga de Chagas

FICHA DE COLETA DE TRIATOMINEOS EM CAMPO
Data: / /
Horario Inicio: Término:

Condigéo Climatica: [ |Sol [ |Parcial. Nublado [ |Nublado

Localidade (municipio):

[ ]Chuvoso

Numero Palmeira:

Espécie de Palmeira:

Tamanho da Palmeira:

Espécie de Palmeira mais proxima:

Altitude:

Referéncia Geografica:

Fauna Associada a palmeira:

Palmeira: [ ] Positiva [ ] Negativa
Ovos: 1° estadio:

2° estadio: 3° estadio:

4° estadio: 5° estadio:
Fémeas: Machos:

Espécies de Triatomineos Capturadas:

Temp. a sombra: Umidade a sombra:

Temp. na copa apos derrubada: Umidade:

Temp. axila foliar:

Observagoes:

Av. Augusto de Lima, 1715, 30190-002 Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel: (31) 3349-7700 (ramal 7761) - Fax: (31) 3295-3115

e-mail: fernando@cpqrr.fiocruz.br
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Anexo IV: Protocolo utilizado para a extragdo do DNA gendmico dos

tripanosomatideos pela técnica de fenol-cloroformio alcool-isoamilico.

EXTRACAO DE DNA — METODO DE FENOL-CLOROFORMIO

1. Adicionar ao material (pellet de T. cruzi ou sangue) volume igual de tampao
de extracdo com SDS e 5uL de proteinase K (50 a 100ug/mL), misturando
suavemente por inversao do tubo, para homogeneizar.

2. Deixar incubando a 37°C overnight ou a 52°C por 1 hora, agitando
periodicamente.

3. Adicionar volume igual de fenol (pH 8,0) neutralizado e misturar suavemente
por 10 minutos.

4. Centrifugar a 14000RPM por 10 minutos, a temperatura ambiente.

5. Retirar o sobrenadante e transferir para um novo tubo contendo 2 volume de
fenol e 72 volume de cloroférmio-alcool-isoamilico (24:1) e misturar por 10
minutos.

6. Centrifugar a 14000RPM por 10 minutos, a temperatura ambiente.

7. Retirar o sobrenadante e transferir para um novo tubo contendo 1/10 do
volume de acetato de sodio 3M, pH 5,2.

8. Adicionar 2,5x o volume de etanol 100% gelado (o etanol devera estar a -
70°C por 1 hora ou a -20°C overnight) e misturar delicadamente, por inversao
do tubo, para homogeneizar.

9. Centrifugar a 14000RPM, 4°C, por 10 minutos.

10. Lavar o pellet por 2x com etanol 70% gelado (cerca de 1mL), misturando
delicadamente por inversdao do tubo e centrifugando a 14000RPM por 10
minutos a 4°C

11. Apds a ultima lavagem, retirar o sobrenadante com a pipeta e deixar secar
no multi-block por alguns minutos.

12. Acrescentar 50uL de TE ou DDW e deixar ressuspendendo a 37°C por 30
minutos, agitando periodicamente.

13. Estocar a -20°C se for estocar ou a 4°C, se for utilizar em breve.
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Anexo V: Solucdes utilizadas em géis de poliacrilamida

SOLUCOES UTILIZADAS EM GEIS DE POLIACRILAMIDA

1. “Sopas Primitivas”

Bis-acrilamida 30% 13,32 ml
4% TBE 5X 20,00 ml
H,0 MQ 65,88 ml
Bis-acrilamida 30%o 20,00 ml
6% | TBE 5X 20,00 ml APS
H,0 MQ 60,00 ml
Bis-acrilamida 30% 27,00 ml 1g Persulfato
8% TBE 5X 20,00 ml 100mI| DDW
H,0 MQ 53,00 ml
Bis-acrilamida 30%o 33,20 ml
10% | TBE 5X 20,00 ml
H,0 MQ 46,70 ml

2. Bis-acrilamida 30%

Acrilamida (C3zHsNO) 29¢g PM 71,08
Bis (N,N’-methylene-bis-acrylamide) 1g PM 154,17
H,O MQ gsp 100ml

3. Solucéo Fixadora (1 a 3 géis)

Etanol PA 15ml

Acido Acético 750ml

Agua MQ 150ml

4. Solucao Fixadora Glicerinada (500ml)

10% 20%
Glicerina 50ml Glicerina 100ml
Solucéo Fixadora 450ml | Solucéo Fixadora 400ml

5. Solucédo Corante

AgNO3 0,3g 29
Agua MQ 150ml 1000ml

6. Solucédo de Revelagéo

NAOH 0,75M  4,5g 30g
Agua MQ 150ml 1000ml

Nao esquecer de acrescentar 450ul de formaldeido 0,1M antes
de colocar os géis em contato com a solucdo (sendo nao revela)
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Anexo VI: Dados do PCDCh dos cinco municipios trabalhados da
Chapada do Araripe, Ceara.

Dados do Programa de Controle da Doenca de Chagas dos cinco municipios

estudados da Chapada do Araripe, Ceara, Brasil.
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Anexos

Ano: 2003
Espécie capturado examinado  positivo indice de infeccéo (%)
intra peri intra peri intra peri intra peri global
R.nasutus 4 113 O 106 O 1 0% 0,9% 0,9%
P. lutzi 0 0 0 0 0 0 0% 0% 0%
P.megistus 0 18 0 18 0 2 0% 1,1% 11,1%
T.brasiliensis 9 23 8 20 0 0 0% 0% 0%
T.pseudomaculata 82 657 70 625 O 6 0% 1,0% 0,9%
Total 95 811 78 769 O 9 0% 1,2% 1,1%
Ano: 2004
Espécie capturado examinado positivo indice de infec¢ao (%)
intra peri intra peri intra peri intra peri global
R.nasutus 15 147 14 146 O 3 0% 2,1% 1,9%
P. lutzi 1 0 1 0 0 0 0% 0% 0%
P.megistus 2 12 2 11 0 0 0% 0% 0%
T.brasiliensis 25 48 24 48 0 0 0% 0% 0%
T.pseudomaculata 64 646 62 628 3 4 48% 0,6% 1,0%
Total 107 853 103 833 3 7 29% 0,9% 1,1%
Ano: 2005
Espécie capturado examinado positivo indice de infeccao (%)
intra peri intra peri intra peri intra peri global
R.nasutus 3 199 3 193 O 4 0% 2,1% 2,0%
P. lutzi 5 41 3 31 1 0 333% 0% 2,9%
P.megistus 0 1 0 1 0 0 0% 0% 0%
T.brasiliensis 33 32 25 32 2 0 8,0% 0% 3,6%
T.pseudomaculata 51 738 38 657 O 11 0% 1,7% 1,7%
Total 92 1011 69 914 3 15 43% 1,6% 1,8%

intra = intradomicilio; peri = peridomicilio
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Anexos

GOVERNO DO ESTADO DO CEARA
,T SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE

ATIVIDADES / ANO

1996 1999 2002 2005 2006**
1. CAPTURA
1.1 N° Municipios Trabalhados 96 99 153 163 107
1.2 N° Localidades Trabalhadas 12.262 8.172 16.286 13.043 2045
1.3 N° UD's/Casas Trabalhadas 363.547 315.898 552.820 | 445.055 102.434
1.4 N° Localidades Positivas 6.905 5.150 9.396 6.798 1.712
1.5 N° UD's Positivas 28.234 27.379 40.655 24,669 B.767
1.6 N° Casas Positivas 9.921 11191 10.329 6.146 1.793
1.7 % Localidades Positivas 56,31 63,02 58 52 58
1.8 % UD's Positivas 1,07 8,67 7,35 55 6,6
1.9 % Casas Positivas 2,73 3,54 1,87 14 18
2. BORRIFACAO
2.1 N° Municipios Trabalhados 94 102 152 156 107
2.2 N° Localidades Trabalhadas 6.649 5.439 9.293 6.561 1.640
2.3 N° UD's/Casas Trabalhadas 120.547 52578 47.051 30.742 7.497
2.4 N° Habit. Diretamente Protegidos 395.574 141.098 166.103 97.949 24,128
3. TRIATOMINEOS
3.1 N° Triatomineos Capturados 66.012 55.168 78.023 55.333 16.115
3.2 N° Triatomineos Examinados 39.820 38.023 64.553 45.897 14.509
3.3 N® Triatomineos Positivos 175 150 309 421 128
3.4 % Triatomineos Positivos 0,44 0,39 0,48 0,92 0,88
4, SOROLOGIA HUMANA *
4.1 N°® Amostras Examinadas 3.959 314 0 0 0
4.2 N° Amostras Positivas 0 0 0 0
4.3 % Amostras Positivas 0 0 0 0 0

Convengdes: (*) Criangas de 7-9 anos ;
** - Dados até abril no nivel central (sujeito a revisio).

A COORDENADORIA DE DESENVOLVIMENTO E APOIO E ATENGAO A SAUDE - CODAS
NUCLEO DE CONTROLE DE ENDEMIAS TRANSMISSIVEIS POR VETORES - NUEND
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First report on the occurrence of Trypanosoma rangeli Tejera, 1920
in the state of Cear4, Brazil, in naturally infected triatomine
Rhodnius nasutus (Hemiptera, Reduviidae)

Fernando Braga Stehling Dias, Liléia Diotaiuti/*, Alvaro José Romanha’, Claudia
Mendonca Bezerra™*, Evandro Marques de Menezes Machado

L aboratério de Triatomineos e Epidemiol ogiada Doencade Chagas L aborat6rio de Parasitol ogia Celular e Molecular, Centro de
Pesqui sas René Rachou-Fiocruz, Av. Augusto de Lima 1715, 30190-002 Belo Horizonte, MG, Brasil ** Secretariado Estado da
Salide do Cear4, Fortaleza, CE, Brasil

The aim of this work was to identify and report the occurrence of Trypanosoma rangeli and Trypanosoma cruzi
in naturally infected Rhodnius nasutus (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae) in the state of Ceard, Brazl.
Triatomines feces, salivary glands, and hemolymph were collected for fresh examination, and specific detection
of T. rangeli and T. cruzi DNA by polymerase chain reaction was carried out. The specific characterization of
these two parasites showed the simultaneous presence of both parasites in two (7.7%) of the 26 positive insects.
Our results provide further knowledge on the geographical distribution of T. rangeli in Brazil.

Key words: Trypanosoma rangeli - Rhodnius nasutus - Ceara

Trypanosoma rangeli Tejera, 1920 and Trypano-
soma cruzi Chagas, 1909, are hemoflagellate protozoa
of the Family Trypanosomatidae, belonging to the Order
Kinetoplastida (D’ Alessandro 1976). Both parasites are
sympatric in Americas with a wide geographic distribu-
tion. T. cruz is the etiological agent of Chagas disease,
and T. rangeli is responsible for a non-pathogenic in-
fection in mammals (D’ Alessandro & Saraiva 1992).
Both parasites can be found in the same triatomine vec-
tor species, and in the same vertebrate hosts, which are
mammals belonging to different orders and genera, in-
cluding man (D’ Alessandro & Saraiva 1992). Although
T. rangeli is not pathogenic for the vertebrate host, its
occurrence should be recorded as it frequently presents
an overlapping distribution with T. cruzi (D’ Alessandro
1976). T. rangeli bears similarities with T. cruz regard-
ing surface antigens, impairing the diagnosis of Chagas
disease when serological assays are carried out. More-
over, considering the fact that T. rangeli is highly pleo-
morphic, its morphological identification may be rather
difficult, being misidentified as T. cruzi (Urdaneta-Mo-
rales & Tejero 1992).

Interactions between T. rangeli and its invertebrate
host starts after ingestion of trypomastigote forms dur-
ing the triatomine blood feeding. Following ingestion,
trypomastigotes undergo differentiation to epimasti-
gotes that multiply in the insect vector intestine. After
reaching the intestine lumen, the epimatigote forms in-
vade hemocelle, in which they remain to multiply either

Financial support: Fapemig, CNPg, CPgRR-Fiocruz
* Corresponding author: diotaiuti @cparr.fiocruz.br
Received 20 December 2006

Accepted 26 April 2007

inside or outside hemocytes and, then, they actively pen-
etrate through salivary glands, especially in Rhodnius
species, where metacyclogenesis occurs (D’ Alessandro
& Hincapie 1986). In vertebrate hosts, T. rangeli has
been reported to infect more than 20 generain five differ-
ent animal orders (D’ Alessandro & Saraiva 1992). The
vertebrate host infection occurs during the triatomine
blood feeding, through which infective trypomastigotes
are released together with the vector saliva (Vallgjo et
al. 1988).

In Brazil, the first report on the occurrence of T.
rangeli was issued by Deane (1958) in Didelphis mar-
supialis, in the state of Para. Steindel et al. (1991) re-
ported the presence of T. rangeli in the rodent Echimys
dasythrix in Southern Brazil. Several other reports on
T. rangeli occurrence in Brazil have been given by some
investigators such asthose by Diotaiuti et al. (1992) who
reported the occurrence of that flagellate, based on its
morphology, in R. neglectus in the state of Tocantins;
Lucena and Verguetti (1973) reported Panstrongylus
megi stus infections with the flagellate, also based on its
morphological traits, in the state of Alagoas; in Bahia,
Barrett and Oliveira (1977) reported natural infection
of aR. domesticus nymph with T. rangeli; Ramirez et al.
(2002) demonstrated D. albiventris infection with T.
rangeli in the Southeast. A single report on human in-
fection with T. rangeli was made by Coura et al. (1996)
in the Amazon region, and R. brethesi may be consid-
ered the most likely vector in the region.

The current investigation was aimed at verifying the
occurrence of T. rangeli in R. nasutus specimens col-
lected on different palm tree species, namely: babagu
palm (Attalea speciosa); buriti (Mauritia flexuosa);
carnaliba palm (Copernicia prunifera); catolé palm
(Syagrus oleracea); and macalba-barriguda (Acrocomia
intumescens), in rura areas from five municipalities of
Chapada do Araripe, in the southern region of Ceara,
Brazil, between 14 March and 06 April, 2006.
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The insects were evaluated regarding the presence
of trypanosome in their intestinal content through ana-
lyzing their fresh feces obtained by abdominal compres-
sion; hemolymph analysis on glass slides was also car-
ried out after sectioning one of the insect legs. Salivary
glands from positive hemolymph were dissected in or-
der to verify the presence of parasites. All biological
material obtained was analyzed under light microscopy
(magnification 160 x). The trypanosomes were isolated
from insects in LIT medium added to blood agar main-
tained at 27.5°C, keeping weekly passages.

Polymerase chain reaction (PCR) has been known to
be more sensitive than optical microscopy for detec-
tion and specific characterization of these trypanosomes
in insect vectors, mainly concerning the possibility of
mixed infection (Machado et al. 2000). Hence, we have
used PCR for specific detection of T. rangeli and T. cruz
in samples of isolated parasites; DNA was obtained from
parasite cultures using standard phenol/chloroform/
isoamyl alcohol extraction (Steindel et al. 1993). De-
tection of T. rangeli was based on amplification of an
intergenic region of T. rangeli mini-exon with the fol-
lowing primers: TrINT-1-5-CGCCCATTCGTT TGT
CC-3; TrINT-2-5-TCCAGC GCCATCACT GAT C-3;
and TrINT-3-5-AAGATG AGG CGT GGC TCT G-3
(Grisard et al. 1999). For T. cruzi detection, specific
primers were designed to amplify an intergenic region
of the mini-exon gene (Souto et al. 1996). As positive
control, the T. rangeli San Agustin strain, isolated from
a Colombian chagasic patient, was used. The products
were submitted to electrophoresisin polyacrylamide gel
and then revealed after being silver stained.

Out of the 26 insects positive for trypanosome in
their intestines, two (7.7%) showed to be positive for
trypanosome in hemolymph without showing parasites
in their salivary glands though. Molecular typing of iso-
lated samples using TrINT primers showed to be spe-
cific for T. rangeli, amplifying a band of approximately
203 bp and two other bands of less intensity, 244 and
265 bp, respectively, which provided corroborating evi-
dence to our microscopic findings (Fig. 1). In all iso-
lates, T. cruzi wasidentified (data not shown), including

MW CN 1 2
bp
310 — =
234 —E——
194 = == —

the samplesin which T. rangeli wasisolated, which con-
firmed the presence of mixed infection.

In the present study, identification of Trypanoso-
matidae found in the insect intestine tract by means of
morphological analysis was not possible, requiring adi-
agnosis confirmation through PCR. An overlapping
geographic distribution of both T. cruzi and T. rangeli,
occurrence of mixed infection in vertebrate and inver-
tebrate hosts and, T. rangeli pleomorphism account for
the need for molecular techniques for identification of
Trypanosomatidae species. By using PCR, that enabled
amplification of the intergenic region of the mini-exon
gene, we were able to identify the Trypanosomatidae
species in R. nasutus collected in the state of Ceara,
Brazil. The present communication is the first to report
the occurrence of T. rangeli in the state of Ceard, Bra-
zil, identified in naturally infected triatomines of the
species R. nasutus.

Chapadado Araripe is comprised in the mountain re-
gions of the Brazilian semi-arid, regarded as remaining
areas of humid forests in the caatinga vegetation. It pre-
sents typical elements of the Brazilian Amazon, Mata
Atléantica and cerrado (Bagnoli 1998), what is validated
through geologics, floristics, and faunistics evidences
(Monteiro & Kaz 1994). In regions with an overlapping
of the geographic distribution of T. cruzi and T. rangeli,
co-infections in vectors and vertebrates are common
(D’ Alessandro & Saraiva 1992). The presence of mar-
supials in the palms, being this important reservoir of
both parasites, may favour the occurrence of co-infec-
tion in the same insect, as suggested for other authors
(Cuba-Cuba 1998, Ramirez et a. 2002), specially con-
sidering that blood of these animals in the stomachal
content of infected triatomines was identified through
the precipitin technique (data not shown).

The occurrence of T. rangeli in naturally infected R.
nasutus from palm treesin Ceara provides further know-
ledge on the geographical distribution of this parasitein
Brazil. Considering that in the Brazilian caatinga there
are areas similar to the Chapada do Araripe (Ca-valcante
2005), it is very likely that the occurrence of T. rangeli
in triatomines colonizing palm trees in the Northeast,

<—265bp
- \ <—244bp

S— W <—203bp

Polymerase chain reaction amplification products of the mini-exon gene generated by Trypanosoma samplesisolated from naturally infected Rhodnius
nasutususing the primers TrINT 1, TrINT 2, and TrINT 3. MW: molecular weight, the numbers on theleft are the size markers (¢X 174 digested by the
restriction enzymeHaell); NC: negative control (no DNA add). Lanes- 1: strain RNOL; 2: RN02; 3: RNO3; 4: RN04; 5: strain San Agustin (positive control),

visualized on 8% polyacrilamide gel, silver stained.
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aswell as associated with vertebrate hosts, may be even
higher. Asisknown, there wasalink among the Brazilian
caatinga, Amazon, and Mata Atlantica regions that rein-
forces this hypothesis (Caval cante 2005). Studies about
genetic proximity among T. rangeli strains from sev-
eral geographic regions may collaborate to clarify apos-
sible migratory route that culminated in the establish-
ment of this parasite in Brazilian Northeast. This obser-
vation also reinforces the idea that fal se-positive results
of diagnostic tests for T. cruz infection are possible, as
mentionated by Gurgel-Gongalves et al. (2004).
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