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Resumo:

Os membros da subfamilia Triatominae sdo vetores do protozodrio Trypanosoma
cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas. Eles compreendem 144 espécies agrupadas em
18 géneros e sdo encontrados principalmente nas Américas, desde o sul dos Estados Unidos
ao sul da Argentina e Chile.

Essencialmente a identificacdo desses insetos tem sido baseada na descricdo
comparativa da morfologia de individuos adultos incluindo as estruturas da genitdlia
masculina e feminina, aspectos gerais do corpo como cabega, torax, antena e coloracao, entre
outros. Entretanto a distingdo por critérios morfologicos apresenta limitagdes para
caracterizacdo de espécies do gé€nero Rhodnius devido as semelhanca entre elas,
especialmente entre R. prolixus, R. domesticus, R. robustus, R. neglectus, and R. nasutus,
espécies conhecidas como “grupo prolixus”. Nesse estudo as técnicas de biologia molecular,
sequenciamento do gene 16S e PCR-RFLP, foram utilizados para caracterizacdo de sete
espécies de Rhodnius.

Os produtos do sequenciamento do gene 16S das espécies R. brethesi; R. nasutus, R.
nasutus, R. neglectus, R. pictipes; R. prolixus, R. robustus, e R. sp geraram alinhamento de
380 pares de bases com 48 sitios polimoérficos. A visualizagdo das bandas geradas pelas
enzimas de restricio BstUI, Hhal, Rsal and Mbol com as sete amostras de Rhodnius
possibilitou distingui-las com excecdo de R. prolixus, R. neglectus e R.robustus. Os dois
métodos feitos para as mesmas amostras confirmaram a validade da utilizagdo do método
PCR-RFLP para identificacdo de R. brethesi, R. nasutus, R. pictipes € R. sp, uma vez que o
gene 16S ja € um marcador estabelecido para as espécies de Rhodnius e as duas metodologias
apresentaram os mesmos resultados, confirmaram também o trabalho realizado por Naegele
et al. 2006 em que a técnica de PCR-RFLP distinguiu R. stale, R. pictipes, R. Prolixus and

R. domesticus.
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Abstract:

The members of the subfamily Triatominae are vectors of the protozoan Trypanosoma
cruzi, which is the etiologic agent of Chagas disease. They consist of 144 species grouped
into 18 genera and are found mainly in the Americas, from the southern United States to
southern Argentina and Chile.

Essentialy, the identification of these insects has been based on the comparative
description of the morphology of adult specimens, including the structures of both the male
and female genitalia, general body features like head, thorax, antennae and color, among
others. However, this method is not particularly useful in the characterization of species
belonging to the genus Rhodnius because they are very similar morphologically, specially R.
prolixus, R. domesticus, R. robustus, R. neglectus, and R. nasutus, which are known as
“prolixus complex”. In this study molecular biology techniques, such as sequencing of 16S
gene and PCR-RFLP, was used to contribute to the characterization of seven species of
Rhodnius.

The products of the sequencing of the 16S species R. brethesi; R. nasutus, R. nasutus, R.
neglectus, R. pictipes; R. prolixus, R. robustus, and R. sp generated a alingment of 380bp with
48 polymorphic sites. The visualization of the bands arising from the use of restriction
enzymes BstUI, Hhal, Rsal and Mbol with samples of seven species of Rhodnius possible to
distinguish them except for R. prolixus, R. neglectus and R.robustus. The two methods
performed in parallel for the same samples confirmed the validity of using the enzymatic
method for specific identification of R. brethesi, R. nasutus, R. pictipes e R. sp, since the 16S
gene is already an established marker for it and the two methods showed the same results,
confirmed too the work performed by Naegele et al.2006 that the PCR-RFLP technic

distinguished R. stale, R. pictipes, R. Prolixus and R. domesticus.
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Introducao:

Doengas tropicais sao caracteristicas por proliferarem em condi¢des climéaticas quentes
e umidas, sdo doengas infecciosas que ocorrem especialmente entre os trépicos (Camargo,
2008). O clima brasileiro foi determinante para a manutengdo dessas moléstias desde a
colonizagdo dos europeus e a vinda dos africanos (Boulos, 1990). Dengue, doenca de Chagas,
esquistossomose, filariose, leishmaniose, maldria e oncocercose, sao alguns exemplos, e suas
ocorréncias podem estar diretamente associadas a habitos de higiene da populagdo e
saneamento basico (Camargo, 2008).

A tripanossomiase americana, descrita em 1909 por Carlos Chagas (Chagas, 1909),
foi posteriormente chamada de doenca de Chagas por Miguel Couto em 1910 (Touto, 2006).
O processo da descricdo dessa doenga foi histérico para medicina tropical brasileira. Na
ocasido foram relatados a nova espécie de parasita humano, o agente etiolégico Trypanosoma
cruzi, o vetor do protozodrio Pantrongylus megistus (Coura, 2009), os hospedeiros
vertebrados e as manifestacdes clinicas, fechando assim toda a cadeia epidemioldgica dessa
antropozoonose (Chagas, 1909).

Existem trés ciclos pelos quais o protozodrio Trypanosoma cruzi se mantém na
natureza: ciclo silvestre, peridomiciliar e domiciliar. No ambiente silvestre os triatomineos,
vetores da doenca, s@o encontrados em palmeiras, tocas de animais, ocos de arvores, fendas
embaixo de rochas, locas de pedras, ninhos de aves, bromélias, entre outros (Lent &
Wygodzinsky, 1979).

Atualmente sdo admitidas cerca de 150 espécies de mamiferos infectados por 7. cruzi,
dentre elas, roedores, marsupiais, carnivoros, quirépteros e primatas (WHO, 2007). Pelo fato
de T. cruzi ter grande diversidade de hospedeiros vertebrados, a doenca de Chagas é uma
antropozoonose complexa e sua erradicacdo estd praticamente fora de cogitacdo, ficando a

cargo do ser humano interromper ou evitar sua transmissao (Lewinsohn, 2005).
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No momento em que o homem iniciou a¢des de desflorestamento das matas, destruiu
o espago natural com os ecdtopos e animais que servem de fonte alimentar para os
triatomineos, rompendo o equilibrio do ciclo silvestre e for¢ando os vetores a procurar novas
fontes de sobrevivéncia. Nesse contexto os triatomineos se aproximaram do peridomicilio e
domicilio humano entrando em contato com o homem (Argolo et al., 2008). Peridomicilio é
compreendido como as adjacéncias das casas onde vivem animais de criagio ou mesmo o0s
domésticos, que podem servir de fonte alimentar para os vetores da doenca (Staindel, 2008).

A susceptibilidade do homem e animais domésticos ao 7. cruzi, e a proliferacdo de
triatomineos nas habitacdes humanas propiciaram a disseminagao do parasita ao ser humano,
passando o ciclo doméstico a ter importancia fundamental na transmissdo da infeccdo
chagésica (Barreto, 1967).

Segundo Coura e Dias (2009) o controle da doenca de Chagas deve ser feito pela
interrupcdo da transmissdo por vetores e por transfusdo sanguinea, por melhorias na
qualidade das casas e regiao peridomiciliar, promo¢dao da educacdo sanitdria e pelo
tratamento dos infectados na fase aguda da doenca.

Até a década de 90, a fim de eliminar o vetor dos domicilios, foi utilizado o inseticida
BHC (Benzeno-Hexa-Clorado), mas por ser altamente t6xico para os humanos e animais
domésticos foi substituido por inseticidas piretréides (deltametrina, alfacipermetrina,
betacipermetrina e outros), menos toxicos € com maior efeito residual (Marcondes, 2001). O
uso desses inseticidas no combate ao vetor possibilitou grande diminui¢do da infestacdo
domiciliar por triatomineos (Dias et al., 2002).

Na década de 80 o Brasil, juntamente com a Argentina, Bolivia, Chile, Paraguai, Peru
e Uruguai, criaram uma intensiva campanha de combate a transmissao da doenga de Chagas
chamada Iniciativa Cone Sul (Sourthen Cone Initiative), que contou com apoio da

Organizag¢do Pan-Americana de Satde (OPAS) (Dias, 2007b). Com ela foram promovidas
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acOes de borrifacdo de inseticidas nas casas a fim de eliminar o vetor Triatoma infestans,
espécie mais bem adaptada as moradias humanas e altamente capaz de transmitir 7. cuzi ao
ser humano. Na mesma campanha, os paises endémicos com exce¢ao da Colombia, passaram
a realizar exames soroldgicos para diagndstico laboratorial da doenca de Chagas nos bancos
de sangue e no acompanhamento pré-natal das gestantes, a fim de evitar a transmissao
transfusional e congénita (Dias, 2007b).

Obtiveram como resultado dessa campanha a erradicacio da infestacdo domiciliar por
T. infestans e controle da transmissdo via transfusdo sanguinea e congénita, reduzindo
fortemente o niimero de infeccdes agudas para essa moléstia (Dias, 2007b).

Até os anos 70 cerca de 20 milhdes de brasileiros estavam infectados por T.cruzi e até
1980 havia pelo menos 120 mil casos novos da doenga por ano (Camargo, 2008). A doenca
de Chagas hoje representa ameaga para aproximadamente 28 milhdes de pessoas entre o norte
do México e sul da Argentina e Chile (WHO, 2007) e existem cerca de 10 milhdes de
infectados nos paises da América Latina (WHO, 2010).

Atualmente, em paises nao endémicos a doenca de Chagas é um novo desafio. Com
significante populacdo de estrangeiros oriundos dos paises latino americanos, o parasito 7.
cruzi pode viajar com a populagdo infectada dos paises endémicos para os ndo endémicos.
Esse movimento tem iniciado novos desafios epidemioldgicos, econOmicos, sociais e
politicos em todo o mundo (Coura, 2010).

Estima-se que existem cerca de 300 mil individuos infectados com 7. cruzi nos
Estados Unidos, 5 500 no Canad4, mais de 80 mil da Europa, 3 000 no Japao e 1 500 na
Austrélia (Figura 1). Com a auséncia de vetores nesses paises, as principais formas de
transmissdo da doenca sdo via transfusdo sanguinea e congénita, mas também existem as
possibilidades de transmissao por meio de transplante de 6érgaos e acidentes de laboratoriais

(Coura, 2010).
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Figura 1. Rotas de migracdo da América Latina e estimacdo do numero total de individuos
infectados em paises ndo endémicos (Coura, 2010).

Ainda hoje, mais de 100 anos apds a descricao da doenga de Chagas, lamenta-se a
auséncia de elucidacdo sobre a etiopatogenia, ou seja, como o parasito causa lesdo no
organismo, a nao existéncia de diagndstico soroldgico totalmente fiel e a falta de um
tratamento contra o agente patoldgico dos pacientes infectados na fase cronica da doenca
(Amato Neto, 2009).

Mesmo com os avancos no controle da doenga nos paises endémicos, ela mantém-se
como um processo moérbido relevante na satide publica, por isso é importante garantir acdes
que promovam o enfrentamento tanto do agente etiolégico quanto do inseto transmissor

(Dias, 2007a).

Agente etioldgico:

O agente etioldgico T. cruzi € um protozodrio eucarioto pertencente a ordem
Kinetoplastida, que se apresenta sob as formas tripomastigota, epimastigota e amastigota. O
parasito pode ser caracterizado por meio de marcadores moleculares em linhagem Tcl
relacionada aos isolados do ambiente silvestre ou Tcll, ambiente doméstico (Souto et al.,
1996; Andrade e Magalhaes, 1997). Posteriormente houve uma subdivisdo da linhagem Tcll
em cinco subgrupos de Tclla a Tclle (Brisse et al., 2000), e recentemente cada subgrupo

passou a ser classificado como um grupo diferente, de Tcl a TcVI (Zingales et al., 2009).
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Transmissao da doenca de Chagas:

A infeccdo de seres humanos e outros vertebrados silvestres ocorrem
prioritariamente pelo contato da pele ou mucosa dos hospedeiros com as fezes dos
triatomineos contaminadas com formas tripomastigotas metaciclicas de 7. cruzi (Rassi Jr. et
al., 2010). As aves, répteis e anfibios sdo refratarios ao parasito, no entanto, servem como
fonte alimentar para os triatomineos (Noireau et al., 2009). A transmissao vetorial ainda pode
representar mais de 70% dos casos nos paises que ndo possuem sistema de controle vetorial
como a Bolivia (Coura, 2010).

Na corrente sanguinea do organismo humano as formas tripomastigotas infectantes de
T. cruzi penetram principalmente em células do tecido cardiaco e do trato intestinal, e
também sdo fagocitadas por macréfagos, células de defesa do sistema imune. No espago
intracelular assumem a forma amastigota que se multiplicam até o rompimento da célula
parasitada. Liberadas na corrente sanguinea as amastigotas passam a ser tripomastigotas que
podem penetrar novamente em outras células do tecido provocando lesdo ao organismo
(Argolo et al., 2008)

Os triatomineos se infectam com 7. cruzi ao ingerir a forma tripomastigota do sangue
de mamiferos no momento do repasto sanguineo. No intestino dos vetores as formas
tripomastigotas passam a ser epimastigotas, forma de reproducao. Depois saem pelas fezes
novamente na forma de tripomastigota metaciclico e sdo capazes de infectar outros

organismos (Figura 2) (Argolo et al., 2008; Noireau et al., 2009).
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Figura 2. Ciclo da transmissdo vetorial da doenca de Chagas (disponivel em OMS -
http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm, acessado em 23/06/2011).

Existem outras formas de transmissdo da doenca de Chagas: via transfusio sanguinea,
oral, congénita, acidentes laboratoriais e por meio de transplante de 6rgaos (Rassi Jr et al.,
2010).

A progressiva urbanizagdo da populagdo rural principalmente a partir da década de
1940 introduziu o novo risco de transmissdo da doenga de Chagas por transfusdao sanguinea
(Dias e Schofield, 1998). Em 1960 estima-se que ocorreram cerca de 6 000 a 10 000 casos de
doencga de Chagas transmitidos por transfusdo sanguinea nas cidades do Rio de Janeiro e Sdo
Paulo respectivamente (Coura, 2010).

Essa via de transmissdo s6 veio a sofrer significativo decréscimo apds a década de
1980 quando se acirrou o controle soroldgico das bolsas de sangue devido ao advento da
AIDS (Dias, 1998; 2002; Dias e Schofield, 1998), no entanto pode significar mais de 20%
dos casos em lugares onde ndo existe esse controle (Coura, 2010). Estudo realizado no banco
de sangue da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista do
municipio de Araraquara-SP revelou que 0,04% das bolsas de sangue, entre as 49541 doadas,
apresentaram resultado positivo para doenca de Chagas entre 2004 e 2008 (Ferreira-Filho,

2010). Atualmente, com o grande aumento da imigra¢do da populagdo de origem em regides
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endémicas, a transmissao transfusional ganha destaque nos paises ndo endémicos para doenca
de Chagas, ocasionando um novo quadro para saide publica desses paises (Schmunis, 2007).

A transmissao congénita diminuiu com os programas de controle sorolgico de maes e
recém-nascidos promovidos pela Iniciativa do Cone Sul realizadas nos paises endémicos na
década de 80 (Dias, 2007b), mas ainda apresenta variacdo entre 0,5 a 10% dos casos de
transmissdo em regides do Chile, Bolivia e Paraguai (Coura, 2010).

A transmissdo por via oral ocorre pela ingestdo de alimentos contaminados com
tripomastigotas metaciclicos de 7. cruzi provenientes das fezes de triatomineos infectados
(Lewinsohn, 2005). Segundo Dias (2006) a grande maioria dos casos estudados, trata-se de
episddios subitos e inesperados, ocorrendo em pequenos e limitados surtos, envolvendo entre
trés e dezesseis pessoas. Embora a transmissdo oral seja acidental, dados atuais podem
considerar que € uma forma de transmissdo endémica na regido da Amazodnia (Fraiha et al.
1995, Valente et al. 1999, Junqueira et al. 2005, Pinto et al. 2008).

Em 2005 ocorreu um surto de doenga de Chagas agudo em Navegantes no estado de
Santa Catarina, onde 24 pessoas se infectaram pela ingestdo de caldo de cana, dessas, trés
vieram a Obito. Nessa ocasido, a mesma linhagem de 7. cruzi foi isolada do sangue dos
pacientes infectados, do vetor Triatoma tibiamaculata e dos hospedeiros silvestres, gambas
das espécies Didelphis aurita e Didelphis albiventris, presentes na mata proxima ao local da

infeccdo (Steindel, 2008).

Manifestacoes Clinicas:

A doencga de Chagas apresenta uma fase aguda inicial com parasitemia evidente em
exame de sangue direto, que representa mortalidade para menos de 5% entre os infectados
(Brener, 2000). Entre 90 e 98% dos casos sdo assintomadticos. De 2% a 10% podem apresentar

os sintomas, como processo inflamatério no local da infec¢do, chamado chagoma de
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inoculacdo ou sinal de Romana, febre, adenopatia generalizada, edema,
hepatoesplenomegalia, miocardite e meningoencefalite em casos severos (Coura, 2009).

Na forma crénica da doenga, de 50 a 69% dos infectados apresentam-se na forma
latente ou indeterminada, assintomdtica por cerca de cinco a quinze anos, mas com
diagnéstico sorolégico positivo (Dias e Macedo, 2005 e Coura, 2007).

A fase indeterminada da doenga de Chagas pode evoluir para a forma cardiaca,
digestiva, com as manifestacdes clinicas de megaesdfago e megacdlon, nervosa ou mista. A
mais significante manifestacdo clinica da doenca € a cardiaca que acomete cerca de 13% dos

pacientes, seguida da forma digestiva com 10% e mista 8% (Brener, 2000).

Triatomineos:

Os triatomineos sdo conhecidos desde o século XVI (Lent and Wygodzinsky, 1979),
sendo a primeira espécie descrita, Cimex rubro-fasciatus De Geer, 1773, posteriormente
chamada de Triatoma rubrofasciata de acordo com Galvao et al, 2003.

Sao pertencentes ao filo Arthropoda, animais com corpo e pernas segmentados, tais
como aranhas, carrapatos; classe Insecta, com corpo dividido em cabeca, térax e abdomen,
apresentando sempre trés pares de pernas articuladas e um par de antenas; subclasse
Pterygota, insetos que apresentam asas; ordem Hemiptera, percevejos em geral que
apresentam cabecga com rostro trissegmentado, dois pares de asas, sendo as anteriores metade
coridceas e metade membranosas (hemiélitros) e as posteriores inteiramente membranosas;
familia Reduviidae, caracteristica pelo sulco estridulatério central e subfamilia Triatominae,
caracteristico por ter rostro longo e reto, alcangando o primeiro par de pernas (Lent &
Wygodzinsky, 1979).

Os triatomineos nascem de um ovo e se tornam adultos apds passarem por cinco
estadios ninfais, sao popularmente chamados de barbeiros por geralmente picarem a face, area

mais exposta principalmente durante o sono. Seus nomes vulgares variam por regido:
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chupdes, procotds (sertdo da Paraiba), vum-vum (Bahia), chupanga (Mato Grosso), vinchucas
(paises andinos), chincha voladora (México), kissing bugs (Estados Unidos) (Argolo et al.,
2008).

Sao representados por 144 espécies, agrupadas em 18 gé€neros (Galvao et al., 2003;
Forero et al., 2004; Poinar, 2005; Costa et al., 2006; Galvao & Angulo, 2006; Costa & Felix,
2007; Sandoval et al., 2007; Bérenger & Blanchet, 2007; Martinez et al., 2007, Jurberg et al.,
2009), encontrados principalmente nas Américas desde o sul dos Estados Unidos até o sul da
Argentina e Chile (Schofield and Galvao, 2009).

Todas as espécies sdo potencialmente transmissoras de 7. cruzi, embora algumas
sejam mais capacitadas em transmitir o parasito ao homem, caso de Triatoma infestans que
possui excelente adaptacdo as casas (Dias, 2007b). Nesse sentido, possuem maior
significancia epidemioldgica as espécies dos géneros Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma
(Schofield e Galvao, 2009). O género Panstrongylus conta com 14 espécies descritas (Galvao,
2003; Bérenger & Blanchet, 2007), e o género Triatoma é o mais representativo da subfamilia
com 80 espécies (Schofield e Galvao, 2009).

As espécies do género Rhodnius colocam seus ovos aderidos ao substrato, o que
favorece sua dispersdo passiva e ativa, pois muitas aves formam ninhos em palmeiras e tem
habitos migratérios (Abadh Franch, 2009). Esse género conta com 17 espécies descritas, a
maioria com hébitos silvestres vivendo em palmeiras e em ninho de pdssaros, entretanto
algumas colonizam moradias rurais, como Rhodnius prolixus, o principal vetor da doenca de
Chagas para humanos na América do Sul, e provavelmente o mais disperso entre os paises
endémicos depois da eliminacdo de 7. infestans doméstico (Abadh Franch, 2009). Rhodnius
prolixus possui acentuada antropofilia, rdpido desenvolvimento, intensa dispersdo passiva,
capacidade de defecar logo ap6s alimentar-se, e grande susceptibilidade de albergar 7. cruzi

(Brener, 2000; Galvao et al., 2003; Monteiro et al., 2003; Jurberg et al., 2009).

24



Caracterizacio dos triatomineos:

A identificagdo dos triatomineos tem se pautado fundamentalmente na descri¢ao
comparativa de caracteres morfoldgicos de exemplares adultos (Lent & Wygodzinsky, 1979;
Galvao & Angulo, 2006), entre eles, as estruturas da genitdlia masculina (Lent e Jurberg,
1969; Harry, 1993; Jurberg et al., 1998), genitdlia feminina (Rosa et al., 2010), aspectos
morfoldgicos gerais do corpo, cabega, térax, antenas, coloragdo, entre outros, como utilizado

por Lent & Wygodzinsky em 1979 para definicio especifica de 111 espécies de triatomineos.

Embora os critérios morfolégicos sejam os principais mecanismos de distin¢do entre as
espécies, essa caracterizagdo para o género Rhodnius apresenta grande dificuldade devido as
semelhangas morfoldgicas, particularmente entre R. prolixus, R. domesticus, R. robustus, R.
neglectus, e R. nasutus espécies conhecidas como “Complexo prolixus” (Barrett, 1988,
Soares, 1999, Monteiro et al., 2000). Dada as limitagdes de classificacio morfoldgica,
métodos de biologia molecular, bioquimicos e citogenéticos t€ém sido empregados na

taxonomia de estudos sistematicos dos triatomineos (Abad-Franch & Monteiro, 2005).

Existem algumas técnicas disponiveis, tais como AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polimorfism), DGGE (Denaturating Gradient Gel Eletrophoresis) (Gaser et al., 1996),
RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) (Hemza et al. 2009), ARDRA (Amplified
Ribossomal DNA Restriction Analyses) (Ventura et al., 2001), PCR-RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) (Naegele et. al., 2006), Microsatélites (Anderson, 2002;
Harry et al., 1998), seqiienciamento de genes nucleares (Monteiro et al., 2000; Bargues et al.,
2002; Marcilla et al., 2002) e mitocondriais (Garcia & Powell, 1998; Lyman et al., 1999;

Monteiro et al., 2000; Monteiro et al., 2004; Hypsa et al., 2002).

O sequenciamento de genes permite avaliar o polimorfismo do DNA, fornecendo
informacdes para inferéncia filogenética bem como para a avaliagdo das relacdes entre

organismos e populagdes. Diferentes genes do DNA mitocondrial e nuclear evoluem em
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velocidades distintas e podem ser utilizados para diferenciar as espécies (Abad-Franch &
Monteiro, 2005).

O DNA mitocondrial (mtDNA) (Figura 3) corresponde a um genoma relativamente
simples, de heranca materna e que apresenta velocidade de mutacdo dez vezes mais rapida
que as substituicdes do DNA nuclear (Avise et al., 1987). Diferencas nas seqiiéncias de
nucleotideos de diferentes regides do mtDNA também vém sendo utilizadas para obtengdo de
informacdo sobre as relacdes evolutivas e estrutura populacional de algumas espécies de

insetos (Lehmann et al., 2000).

Figura 3. Esquema representativo, segundo Carvalho et al., (2002), da disposi¢do de genes
pertencentes a0 DNA mitocondrial. O gene 16S esta indicado pela seta.

Monteiro et al., (2003) analisaram a seqiiéncia do gene citocromo b do DNA
mitocondrial de Rhodnius prolixus, Rhodnius robustus ¢ Rhodnius nasutus. Por meio desse
estudo, os autores puderam estabelecer grau de parentesco entre as trés espécies estudadas,

evidenciando uma diversidade entre individuos da espécie Rhodnius robustus.

Os genes mitocondriais 16S e citocromo b foram utilizados por Lyman et al. (1999)

para promover a caracterizacdo e filogenia de sete espécies de Rhodnius, sete espécies de
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Triatoma, e mais quatro espécies de outros géneros de triatomineos. Os fragmentos do
citocromo b comparados apresentaram maior variacdo (81%) em relacdo aos fragmentos da
regido 16S (99%), regiao mais conservada.

O DNA ribossomal é bem conservado e tem sido utilizado para pesquisas de
sistematica e filogenia de organismos (Paskewitz et al. , 1993; Bargues et al. , 2000; Marcilla
et al. , 2001). Esta presente entre 100 a 1000 cépias por genoma, e em cada unidade sdo
encontrados as subunidades 18S, 5,8S, 28S e dois espacadores internos ITS-1 e ITS-2 ( Hillis
& Dixon, 1991; Paskewitz et al. , 1993 ).

A taxa de substitui¢do dos nucleotideos do espacador ITS-2 para os Triatominae é de
0,4% a 1% por um milhdo de anos, 23 a 55 vezes mais rapido que o gene 18S do DNA
nuclear (Bargues et al., 2000), e pode ser usado como marcador molecular para identificacdo
de espécies ( Marcilla et al. , 2002 ).

Por meio da técnica de PCR-RFLP, sdo utilizadas enzimas de restricdo
(endonucleases) para identificar sitios palindromicos especificos tanto do DNA gendmico
quanto mitocondrial. E uma técnica barata, rdpida e mais simples que o sequenciamento. Nela
o polimorfismo das seqiiéncias de DNA entre cada espécie é revelado pela diferenca de
tamanho dos fragmentos gerados, revelados por eletroforese (Muller e Wolfenbarger, 1999).

Os fragmentos de DNA produzem padrdes de bandas diferentes quando examinadas
em géis por eletroforese, isso permite a identificagdo de variabilidade entre as espécies

(Meyer, 1997). Com essa técnica, Naegele et al., (2006) conseguiram diferenciar R.

domesticus; R. pictipes, R. prolixus e R. stali.
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Justificativa:

Diotaiuti et al. (1995) e Costa et al. (2003) relataram que 7. sordida ocupou nichos
antes ocupados por T. infestans em localidades de municipios de Minas Gerais, evidenciando
um exemplo de sucessao ecoldgica. O mesmo fato foi detectado por Almeida et al. (2000)
que, conduziu um estudo no Sul do Brasil, mostrando que a incidéncia de 7. rubrovaria
estava aumentando, enquanto a de 7. infestans decrescia.

Para melhor entendermos esses processos, precisamos conhecer mais a respeito da
biologia dos triatomineos, modo de infeccdo desses insetos pelo protozodrio causador da
doenca e como ocorre sua transmissao ao homem. Uma das dificuldades em se combater os
insetos vetores da doenca € o fato de novas espécies ocuparem nichos que eram antes
ocupados por outras, fendmeno conhecido como sucessdo ecoldgica, sendo assim € preciso
antes de mais nada identificar as espécies (Argolo et al., 2008).

Em publicacdo da Organizagdo Mundial de Sadde foi relatada a dificuldade de
diferenciar duas espécies do género Rhodnius: “Tem sido relatado na natureza em palmeiras e
nos ninhos de aves, e podem colonizar casas por transporte passivo ou ativo. Sua origem
silvestre permanece duvidosa devido a falta de diferenciagdo morfométrica e isoenzimatica
entre Rhodnius encontrados nas palmeiras da Venezuela, identificados como R.robustus e R.
prolixus tipicos encontrados dentro das casas. Ele é capturado principalmente nos telhados de

palha das casas, onde atinge altas densidades.” (WHO, 2002)

Diante da dificuldade de estabelecer diferenciacdo das espécies de Rhodnius por meio
de caracteres morfoldgicos, e contribuir com a caracterizacdo dessas espécies visando uma
diferenciac@o pratica entre elas, conta-se com a possibilidade de utilizar técnicas de biologia

molecular como o sequenciamento de genes e PCR-RFLP (Abad-Franch & Monteiro, 2005).

28



Objetivos:

- Estudar a diferenciacdo entre R. brethesi, R. nasutus, R. neglectus, R. pictipes, R.
prolixus, R. robustus e R. sp, servindo-se da comparacdo do produto do seqiienciamento do
gene mitocondrial 16S.

- Estudar a diferenciacio entre R. brethesi, R. nasutus, R. neglectus, R. robustus e R.
sp, utilizando enzimas de restricdo nos genes 5,8S/ITS-2 do DNA ribossomal por meio da

técnica PCR-RFLP.
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Materiais e Métodos:
Espécies utilizadas:

As colonias de triatomineos utilizadas no estudo sdo mantidas no Insetdrio de
Triatominae da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas UNESP/Araraquara em cubas de vidro
fechadas com divisdrias internas, identificadas nominal e numericamente (Coldnia de
Triatomineos de Araraquara — CTA n°), mensalmente alimentadas com Rattus novergicus
(ratos), Mus musculus (camundongos) ou Cairina moschata (patos). Para este estudo foram
utilizados exemplares de coldnias de diferentes localidades servindo-se de um individuo de

cada coldnia (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies de Rhodnius e respectivas colonias segundo procedéncia, nimero de

registro de colonias de triatomineos de Araraquara (CTA) e data de chegada ao laboratério.
Data de chegada no

Espécies Procedéncia (CTA) h
laborat6rio
R. brethesi Barcelos-AM 222 20/7/2009
R. nasutus Pati-RN 53 23/5/1983
R. nasutus Sao Vicente-RN 211 23/9/2009
R. neglectus Frutal-MG 67 23/5/1983
R. neglectus Pitangueiras-SP 58 14/6/1982
R. pictipes Jacunda-PA 71 23/5/1983
R. prolixus Colébmbia 76 8/2/1983
R. prolixus Ortiz-Edoguarica Venezuela 79 5/9/1999
R. robustus Lima -Peru 85 7/2/1982
R. robustus Madre de Rios - Perl 86 3/6/1982
R. sp Monte Negro-RO 88 18/9/2008

1. Rhodnius brethesi Matta, 1919

Os exemplares utilizados foram provenientes de progénie obtida a partir de uma fémea e
cinco machos coletados no igarapé Tucunaré do rio Curiduri, municipio de Barcelos/AM,

pelo Prof. Jodo Aristeu da Rosa em 20/07/09. Registro de colonia (CTA) nimero 222.

Encontrado na Venezuela e no Brasil nos Estados do Amazonas, Maranhdo e Parda. Tamanho
do macho 19-19,5mm e da fémea 19-20mm. Coloracdo geral do corpo preta com pontos e
listras marrons na superficie dorsal da cabeca e pescogo, pronoto, escutelo, conexivo e

superficie ventral do abddomen. Conexivo com porcdes retangulares laranjas ou avermelhadas.
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2. Rhodnius neglectus Lent, 1954

Foram utilizados exemplares de duas colonias de R. neglectus, uma proveniente do
municipio de Frutal-MG, fazenda Trés Barras, onde os insetos foram capturados em um
galinheiro em 23/05/1983 com o registro de colonia (CTA) nimero 067. A outra coldnia é
oriunda de Pitangueiras-SP, coletada em uma macatiba na estrada que liga Pitangueiras a

Bebedouro em 14/06/1982, CTA 058.

Para essa espécie, o tamanho aproximado do macho é de 17,5 a 19,0 mm e da fémea
18,5 a 20,5 mm. Coloracdo marrom claro com marcas escuras na cabega, pronoto, escutelo,
corium e conexivo, e areas amareladas no abdomem ventral, no conexivo € na coxa €
trocantes. Distribuicao no Brasil nos estados da Bahia, Goids, Mato Grosso, Minas Gerais e
Sao Paulo. Essa espécie € predominantemente silvestre e t€ém sido encontrada na copa de
palmeiras como Orbignia phalerata (babagu), Acroconia aculeata (macaubeira), Mauritia
flexuosa (buriti) e Syagrus corenata (uricuri). Também € encontrada em habita¢cdes humanas,
galinheiros, chiqueiros e outras localidades peridomiciliares (Lent & Wygodzinsky, 1979;

Galviao et al. 2003).

3. Rhodnius robustus Larrouse, 1927

Foram utilizados as coldénias CTA 085 e CTA 086 do insetario de Triatominae,
provenientes de Lima, Peru e Madre de Dios, Peru. A primeira mantida em laboratério desde

07/02/1972 e a segunda desde 03/06/1982.

Tamanho do macho de 20-23,5mm e da fémea de 23-26 mm. A coloragdo geral do
corpo € marrom amarelado com muitas manchas escuras em vdrias regides do corpo. Tem
sido coletados exemplares na Bolivia, Brasil (Amazonas e Pard), Colombia, Equador, Guiana
Francesa, Peru e Venezuela. Essa espécie € muito préxima ao R. prolixus, sendo muito
parecidas em suas caracteristicas morfolégicas e cromadticas (Lent & Wygodzinsky, 1979;

Galviao et al. 2003).
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4. Rhodnius prolixus Stél, 1859

Utilizou-se exemplares de duas populagdes de R. prolixus, CTA 076 enviada por
Alberto Morales do Insetdrio Nacional de Satde de Bogotd Colombia, coletada em
15/12/1976. A outra coldnia, CTA 079, tem origem na cidade de Ortiz na Venezuela em

05/09/1999.

Tamanho do macho entre 17,5 a 20,0 mm e da fémea de 19,5 a 21,5mm. Coloracdo
geral do corpo € marrom amarelado com muitas manchas escuras espalhadas em vérias
regides do corpo. Tem distribuicdo registrada para a Bolivia, Brasil (Amazonas, Goids e
Para), Colombia, Costa Rica, Ecuador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras,
México, Nicardgua, Panamd, El Salvador, Suriname e Venezuela. Essa espécie é bem
adaptada a habitacdes humanas e € muito importante como vetor da doenca de Chagas na
Venezuela, Colombia e Guiana Francesa, sendo na Venezuela o principal vetor. Pode ser
encontrada nos ambientes de criagdo de animais nos peridomicilios, ninhos de passaros e em
palmeiras, e sua disseminacdo é facilitada pelos pdssaros que carreiam 0s Ovos para outros
lugares ou por meio das folhas das palmeiras utilizadas para cobrir algumas casas (Lent &

Wygodzinsky, 1979; Galvao et al. 2003).
5. Rhodnius pictipes Stil, 1872

A populagdo utilizada € proveniente de Jacunda-PA coletado em ambiente silvestre

em 23/05/1983, CTA 71.

Macho com 15 a 20mm de comprimento e fémea com 16,5 a 22,0mm. Coloracao
geral do corpo marrom amarelada com manchas escuras espalhadas por todo corpo, sobretudo
pontilhadas. Tem sua distribuicdo localizada em Belize, Bolivia, Brasil (Amazonas, Goids,
Mato Grosso, Pard), Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname, Trinidad

e Venezuela. E uma espécie basicamente silvestre encontrada em palmeiras e bromélias, mas
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exemplares também tem sido encontrados em moradias humanas (Lent & Wygodzinsky,

1979; Galvio et al. 2003).

6. Rhodnius nasutus Stil, 1859

As populagdes estudadas sdo provenientes de Patii no Rio Grande do Norte (CTA 53)
em 23/05/1983, e Sdo Vicente/RN (CTA 211) em 23/09/2009, ambas coletadas em ambientes

peridomiciliar.

Tamanho do macho de 12,5 a 16,5 mm e da fémea 14 a 18 mm. Coloragdo marrom
amarelado pélido, freqiientemente avermelhado, com pontos mais escuros em algumas
regides do corpo. Distribuido pelo Brasil nos estados do Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte.
Espécie restrita ao nordeste arido brasileiro, encontrado em habitagdes humanas, porém nao
completamente adaptados aos domicilios. Também encontrado em galinheiros. Espécie

proxima de R. neglectus e R. prolixus (Lent & Wygodzinsky, 1979; Galvao et al. 2003).

7. Rhodnius sp.

Espécie de Rhodnius em processo de descricdo, mantida no laboratério. Foi coletada no
municipio de Monte Negro/RO em 18/09/08 em um babacu (Orbignya phalerata). Foram

coletados oito exemplares que deram inicio a colonia CTA 88.
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Etapas do estudo:

Obtengao dos Triatomineos

Extracao do DNA
Gendmico
Padronizagdo da PCR para 5,8S/ITS-2 Padronizagdo da PCR para 16S
Purificacao Purificacao
Padronizagido da PCR-RFLP Sequenciamento
Padronizag@o do gel Andlises Filogenéticas

Anadlise
Filogenética

Extracao do DNA genomico:

A extracdo do DNA foi feita utilizando-se da metodologia proposta por Bargues &
Mas-Coma (1997), com modificagdes:

O tecido do qual se realizou a extragdo do DNA gendmico foi a musculatura da perna
por ser livre de microrganismos contaminantes e simbiontes. As seis pernas foram limpas
com lisoférmio, extraidas com auxilio de uma pinga previamente esterilizada, removidas e
acondicionadas em eppendorfs de 1,5 ml, onde foram trituradas com nitrogénio liquido.

Posteriormente foram adicionados 400l de solucdo de lise e novamente trituradas.
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Ao lisado foi adicionado proteinase K 500ug/ml, homogeneizado e mantido em
banho-maria a 55°C por doze horas. Foi adicionado 500ul de fenol:cloroférmio (24:1),
centrifugado a 14000 rpm por trés minutos e a fase aquosa (superior) foi transferida para
outro eppendorf, onde foram adicionados 2l de RNAse (10ug/100ml) e incubado em banho-
maria a 37° por uma hora.

Ap6s a incubacio, foi adicionado 400l de fenol:cloroférmio(24:1) e centrifugado a
14000 rpm por trés minutos. Transferiu-se o sobrenadante para novo eppendorf onde foram
adicionados 400ul fenol:cloroférmio:alcool isoamilico(25:24:1) e centrifugado a 14000 rpm
por mais trés minutos. O sobrenadante novamente foi transferido para novo eppendorf e
adicionado 400ul de cloroférmio:alcool isoamilico(24:1), centrifugado a 14000 rpm por trés
minutos. A fase aquosa (sobrenadante) foi colocada em tubo definitivo, onde foi adicionado
40ul de acetato de amdnio 4M e 1ml de etanol absoluto gelado, e entdo centrifugado a 4°C,
14000 rpm por 10 minutos.

A fase aquosa foi descartada e o sedimento resuspendido em 400 pl de etanol 70%
gelado, centrifugado a 4°C 14000 rpm por 10 minutos. Todo sobrenadante foi retirado e o
sedimento seco no speedy vacum. O DNA precipitado foi ressuspendido em 50ul de dgua
Mili-Q e mantido em geladeira.

Para a determinacdo da concentragdo do DNA gen6mico foi utilizado o aparelho

ThermoScientific NanoDrop 2000.

Amplificacao do DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction)

Para amplificacdo das seqiiéncias génicas foi utilizado termociclador Gene Amp PCR

System 9700 Applied Biosystems™,
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As concentragdes dos reagentes foram: 100ng DNAg; 100uM dNTP; 10picomols de cada
primer (Foward e Reverse); 2mM de MgCl, ; 1U enzima Taqg DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen); Tampao 10X livre de MgCl,; Agua Mili-Q qsp 50ul.

A confirmacdo da reagdo de amplificacdo foi realizada por eletroforese em gel de agarose
1%, corada com brometo de etidio, observada em transiluminador com luz UV.

A amplificacdo do gene 16S foi feita por alteragdes no protocolo sugerido por Lyman
et al. (1999), de modo a obter produtos de aproximadamente 400pb. Protocolo para
amplificacdo: desnaturacdo inicial do DNA (94°C por 5 minutos); 40 vezes desnaturagdo
(94°C por 45 segundos), anelamento (50°C por 45 segundos) e extensdo (72°C por 1
minutos); extensao final (72°C por 7 minutos) e a 4°C por tempo indefinido.

A padronizacdo para amplificagdo dos genes 5,8S/ITS-2 foi feita por modificacdes no
protocolo sugerido por Marcilla et al. (2001) esperando-se obter fragmento de DNA de
aproximadamente 1200pb. Protocolo para amplifica¢do: desnaturagdo inicial do DNA (94°C
por 5 minutos); 35 ciclos de desnaturagdo (94°C por 1 minuto), anelamento (54°C por 1
minuto) e extensdo (72°C por 1 minutos); extensao final (72°C por 7 minutos), e a 4°C por
tempo indefinido.

Os iniciadores (primers) utilizados para amplificacdo do gene 16S foram extraidos de

Lyman et al. (1999) e para 5,8S/ITS-2 de Marcilla et al. (2001) (Tabela 2):

Tabela 2. Primers usados para amplificacio dos genes 16S mitocondrial e 5,8S/ITS-2
ribossomal.
Genes Primers

Foward 5° — CRC CTG TTT AAC AAA AAC AT-3’

Reverse 5 — AAA AAA ATT ACG CTG TTATCC CTAAAG TAA-3
Foward 5-CTA AGC GGTGGATCACTCGG-3

Reverse 5 — GCA CTATCA AGC AACACGACTC-3

16S

5,85/ITS-2
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Purificacao dos produtos amplificados
Os fragmentos amplificados foram purificados por meio do kit “Illustra GFX DNA and
Band Purification Kit” (GE life sciences). Os produtos de PCR, visualizados por eletroforese,
que apresentaram uma Unica banda no gel foram purificados a partir da solu¢ao de PCR, e
quando houve presenca de banda inespecifica, a banda de interesse foi recortada do gel e
entdo purificada.
Os produtos purificados foram quantificados no aparelho Thermo Scientific
NanoDrop 2000, objetivando-se obter amostras com concentragdo aproximada de 19 ng/ul.
As amostras que estiveram fora do padrdo de concentragio passaram por processo de dilui¢do

ou concentracao até atingir a concentragdo esperada.

Seqiienciamento

Os produtos da PCR de seqiienciamento foram precipitados com isopropanol 75%.
As amostras foram entdo incubadas em temperatura ambiente ao abrigo da luz por 15 minutos
e centrifugadas por 15 minutos a 14000rpm. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
lavado com 1 ml de etanol 70%, centrifugado a 14000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento seco a vdcuo. As amostras foram ressuspendidas em 2ul de
Loading buffer momentos antes de serem processadas no seqiienciador automdtico
MegaBACE 1000 DNA Analysis Systems.

Os produtos purificados foram sequenciados utilizando BigDye® Terminator vi.l
Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems). O sequenciamento foi feito a partir das
extremidades senso e anti-senso para gerar uma sequéncia consenso, por isso a PCR de
sequenciamento foi feita com os mesmos primers usados na amplificacdo das seqiiéncias de

DNA.
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Analise dos dados:

As seqiiéncias resultantes deste trabalho (Figura 9) e as obtidas do banco de dados do
“National Center of Biotechnology Information” — NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
(Tabela 3), foram analisadas com o software “BioEdit Sequence Aligment Editor V. 7.0.5” e
alinhadas por meio do programa Clustal W (Hall, 1999). As seqiiéncias de fragmentos
depositadas no GenBank (Tabela 3) sdo usadas para dar suporte a andlise filogenética das
amostras em estudo.

JTabela 3. Codigo de acesso aos fragmentos de gene 16S de uma espécie de Panstrongylus,

onze de Rhodnius e duas de Triatoma, obtidos junto ao “National Center of Biotechnology
Information” — NCBI.

Espécies Cédigo de acesso Referéncias
P. megistus AF045701 Lyman et al. 1999
R. brethesi AF045710 Lyman et al. 1999
R. colombiensis AY035438 Hypsa et al. 2002
R. domesticus AY035440 Hypsa et al. 2002
R. ecuadorensis AF028746 Stothard et al. 1998
R. neglectus AF045704 Lyman et al. 1999
R. neivai AY035441 Hypsa et al. 2002
R. pallescens AF045706 Lyman et al. 1999
R. pictipes AF045709 Lyman et al. 1999
R. prolixus AF045707 Lyman et al. 1999
R. robustus AF045705 Lyman et al. 1999
R. stali EU867802 Maia et al. 2009
T. infestans AF045700 Lyman et al. 1999
T. sordida AF045703 Lyman et al. 1999

As andlises filogenéticas foram realizadas utilizando-se do programa Mega 4
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis). Foram empregados os parametros analiticos de
maxima parcimonia (Maximum Parsimony - MP), de distancia (Neighbor-Joining- NJ) e de
distanciamento por pares (UPGMA). Para o procedimento dessas andlises foi utilizado o
parametro de Kimura com valor 1000 para o Bootstrap (Kimura et al., 2008). O alinhamento
do produto de sequenciamento do gene 16S foi processado com o programa DnaSp V.5 para

avaliacdo dos sitios polimorficos.
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PCR-RFLP

Entre os exemplares representados por mais de um CTA (Tabela 1), foi selecionada

uma coldnia para realizar as reacdes. Os produtos de amplificacdo dos genes 5,8S/ITS-2

foram incubados por trés horas com enzimas de restricdo (Tabela 4) em reacdes isoladas.

Essa metodologia foi eficaz para diferenciacdo de R. stali, R. pictipes, R. domesticus e R.

prolixus por Naegele et al., (2006).

Tabela 4. Enzimas utilizadas para distingdo das espécies de Rhodnius.

Enzimas

BstUI**
Hha I*
Mbol I*
Hinf I*
Hae III*
Rsa I

Palindromos Temperatura Tampao
5'CG|CG 3 60°C Reativo 2
5'GCG|C 3 37°C Reativo 2
5' |GATC 3 37°C Reativo 2
5'G|ANTC3' 37°C Reativo 2
5'GG|CC 3 37°C Reativo 2
5'GT]AC 3' 37°C Reativo 1

*%

*

New England Labs
Invitrogen - Life Tecnologies

A diferenca entre os tampoes, Reativos 1 e 2, consistiu na presenca de cloreto de sédio

no reativo 2:

Reativo 1: 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM MgCl2;
Reativo 2: 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) 10 mM MgCl2 e 50 mM NaCl.

No intuito de ampliar e aprimorar o estudo de Naegele et al. (2006), a técnica de PCR-

RFLP também foi avaliada para as espécies R. brethesi, R. nasutus, R. neglectus, R. robustus

e R. sp em reagdes utilizando combinagdes de enzimas (Quadro 1).
realizadas com volume e concentracdo dos reagentes conforme descrito na Tabela 5.

Quadro 1. Quadro com a combinacao de enzimas utilizadas e as amostras em que foram

aplicadas.

Endmas

Amooztras

Fzal (izoladas)

Bstll |, Hhal, Mball &

Ao brethes! CTAZ222, R.osp CTAGS, R neglects CTAGT,
Aopictipes CTATT R prolixus CTATE, /. robwstus CTABS;
A.opasitns CTA 53

Hintl + Haelll,
fball + Hinfl,
fdboll + Haelll

Aopralkns CTATI, Ropegfects CTASE, A mbustus CTAGE

Hintl+ Haelll + R=al

A Evethest CTAZ2Z R opastns CTASS, R pasiins CTA 211,
A heglectls CTASE, R neglectys CTABY, R plclines CTAT;
Aoprolkos CTATY, R prolixns CTA 8BS A mbostos CTA BE;
Fosp CTA GBS T frgsifensiz CTA 203

As reacdes foram

39



Tabela 5. Volume e concentracao dos reagentes utilizados nas reagdes de RFLP.

Componentes Volume (pl) Concentracao Final
DNA amplificado (200ng - 1ug) 7

Tampao (10X) 2 1X
Enzima 0,5 5U*

Agua Mili-Q gsp 20yl 11,5

* Uma unidade é a quantidade necessaria para digerir completamente 1pug
de DNA em uma hora no tamp&o e temperatura ideal para enzima em 20pl
de reacao (Sambrook et al., 1989)

Para visualizacdo das bandas geradas pela restricdo das enzimas, foi feita eletroforese
em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio ou Nancy 520 da Sigma-Aldrich, em
corrida sob tensdo de 120V por uma hora. Os géis foram fotografados em aparelho
Imagemaster VDS — Pharmacia Biotech e andlisados visualmente comparando-se as bandas

obtidas com as do peso molecular.

Analise Filogenética das amostras obtidas por PCR-RFLP.

Por visualizacdo das bandas apresentadas no gel de agarose (Figura 17) foi feita uma
matriz indicando presenca (um) ou auséncia (zero) das bandas para cada amostra (Tabela 6).
Essa matriz foi processada no programa Multi Variate Statistical Program 3.1 com anélise
estatistica UPGMA, e entdo foi gerando um dendograma (Figura 18) e uma tabela com o
coeficiente de similaridade entre as espécies (Tabela 7).

Dessa maneira, espécies que apresentam bandas de mesmo tamanho sdo mais
proximas filogenéticamente, enquanto bandas com tamanhos distintos as distanciam. A
andlise estatistica UPGMA se baseia na comparacdo das espécies por pares, a partir dela é
possivel comparar o resultado obtido pela técnica de PCR-RFLP com outros realizados a

partir de outras metodologias, como o sequenciamento de gene.
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Resultados:

Extracao do DNA genomico
A extracdo do DNA forneceu em média 100 a 190ng de DNA/uL por exemplar. Dessa
forma, utilizou-se 1L de amostra para cada reacdo de amplificacdo, quantidade que forneceu

resultados satisfatorios a PCR. O DNA de R. nasustus CTA 222 foi extraido num segundo

momento com a chegada do exemplar no laboratério (Figuras 4 e 5):

Figura 4. Avaliacdo da quali%lalfe das amostras de DNA gendmico extraidos de triatomineos.
Eletroforese com gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Seta indicando as bandas
referentes ao DNA gendmico extraido. Amostras 1) R. brethesi CTA 222; 2) R. nasutus CTA
53; 3) R. sp CTA 88; 4) R. neglectus CTA 58; 5) R. neglectus CTA 67; 6) R. pictipes CTA
71; 7) R. prolixus CTA 76; 8) R. prolixus CTA 79; 9) R. robustus CTA 85 e 10) R. robustus
CTA 86.

Figura 5. Avaliacdo da qualidade das amostras de DNA gendmico extraidos da amostra de R.
nasutus CTA 211. Eletroforese com gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
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Padronizacao das reacoes de PCR

Foram obtidas amplifica¢des de aproximadamente 400pb para o DNA ribossomal 16S

e 1200pb para 5,8S/ITS-2 (Figuras 6 e 7).

P1 23 45 6 7

400pb—>

8 9 10 11
Figura 6. Eletroforese da amplificacdo do fragmento 16S em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio. PM — Peso molecular 1Kb Plus. Exemplares: 1) R. brethesi CTA 222; 2)
R. nasutus CTA 53; 3) R. sp CTA 88; 4) R. neglectus CTA 58; 5) R. neglectus CTA 67; 6) R.
pictipes CTA 71; 7) R. prolixus CTA 76; 8) R. prolixus CTA 79; 9) R. robustus CTA 85; 10)
R. robustus CTA 86; 11) R. nasutus CTA 211.

1500pb—» <“—1200pb

8 9 10 11
Figura 7. Eletroforese da amplificagdo do fragmento 5,8S/ITS-2 em gel de agarose 1% corado

com brometo de etidio. PM — Peso molecular 1Kb Plus. Exemplares: 1) R. brethesi CTA 222;
2) R. nasutus CTA 53; 3) R. sp CTA 88; 4) R. neglectus CTA 58; 5) R. neglectus CTA 67, 6)

R. pictipes CTA 71; 7) R. prolixus CTA 76; 8) R. prolixus CTA 79; 9) R. robustus CTA 85;
10) R. robustus CTA 86; 11) R. nasutus CTA 211.
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Sequenciamento do gene mitocondrial 16S

I/ DRI I/

IR

Os seqiienciamentos das fitas forward e reverse do gene 16S foram alinhados no

programa BioEdit e entdo foi gerada uma seqiiéncia consenso para cada espécie. As

seqiiéncias das espécies R. brethesi CTA 222; R. nasutus CTA 53; R. sp CTA 88; R.

neglectus CTA 67; R. pictipes CTA 71; R. prolixus CTA 76; R. robustus CTA 85; R. robustus

CTA 86; R. nasutus CTA 211, foram alinhadas gerando 380 pares de bases (Figura 8), e as

seqiiéncias das amostras de R. prolixus CTA 79 e R. neglectus CTA 58 nao foram inclusas no

estudo pois ndo sairam com boa qualidade.

- sp (88)

. robustus (85)
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Figura 8. Alinhamento das seqiiéncias do gene 16S do DNA mitocondrial dos exemplares: R.
brethesi CTA 222; R. nasutus CTA 53; R. sp CTA 88; R. neglectus CTA 67; R. pictipes CTA
71; R. prolixus CTA 76; R. robustus CTA 85; R. robustus CTA 86 e R. nasutus CTA 211.
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O alinhamento do produto de sequenciamento do gene 16S gerou 48 sitios

polimérficos, que foram incluidos Tabela 6 por meio do programa DnaSp V.5.

Tabela 5. Variable positions in the 380 bp of the 16S

gene for seven species and nine haplotypes of Rhodnius species

Posicao 3
(Pares de bases) 2

R. sp CTA 88

R. robustus CTA 85*
R. prolixus CTA 76
R. pictipes CTA 71
R. neglectus CTA 67
R. nasutus CTA 211
R. nasutus CTA 53
R. brethesi CTA 222 G
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Posteriormente, foram inclusos seqiienciamentos do gene 16S obtidos do “National
Center of Biotechnology Information” — NCBI (Tabela 3) as amostras sequenciadas, gerando

seqiiéncias alinhadas de 371 pares de bases (Figura 9).
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Figura 9. Alinhamento das seqii€éncias do gene 16S do DNA mitocondrial dos exemplares: R.
brethesi CTA 222; R. nasutus CTA 53; R. sp CTA 88; R. neglectus CTA 67; R. pictipes CTA
71; R. prolixus CTA 76; R. robustus CTA 85; R. robustus CTA 86 e R. nasutus CTA 211
junto com as seqiiéncias obtidas do NCBI (Tabela 2).
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Analise filogenética utilizando o gene 16S

A partir dos alinhamentos foram feitas andlises filogenéticas utilizando o programa
MEGA 4. Nesse programa foram depositados os alinhamentos da Figura 8 e Figura 9, e
processados mediante os métodos analiticos de distancia (Neighbor-Joining- NJ) (Figuras 10
e 11), Mdxima Parciménia (Maximum Parsimony - MP) (Figuras 12 e 13) e comparagao por
pares UPGMA (Figuras 14 e 15), todos utilizando os pardmetros de Kimura-2 e valor de 1000
para o Bootstrap. Nao foram utilizadas as sequencias das amostras de R. prolixus CTA 79 e R.

neglecuts CTA 58 pois ndo apresentaram boa qualidade de sequenciamento.

i{ R. robustus (85)
R. robustus (86)

88 — R. sp (88)
R. nasutus (211)
100 4[7
97! R. nasutus (53)
- R. prolixus (76)
98 —— R. neglectus (67)

70

R. pictipes (71)

R. brethesi (222)

—
0.01

Figura 10. Dendograma utilizando o método de Neighbor-Joining por meio do programa
MEGA 4, para os exemplares R. brethesi CTA 222; R. nasutus CTA 53; R. sp CTA 88; R.
neglectus CTA 67; R. pictipes CTA 71; R. prolixus CTA 76; R. robustus CTA 85; R. robustus
CTA 86; R. nasutus CTA 211.
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- F. brethesi AF045710

100

P. megistus AF045701

0.0z

29

T. sordida AFO45703
T. infestans AF045700

Figura 11. Dendograma utilizando o método de Neighbor-Joining por meio do programa
MEGA 4, para os exemplares R. brethesi CTA 222; R. nasutus CTA 53; R. sp CTA 88; R.
neglectus CTA 58; R. pictipes CTA 71; R. prolixus CTA 76; R. robustus CTA 85; R. robustus
CTA 86; R. nasutus CTA 211, junto com os obtidos do banco de dados NCBI (Tabela 3).
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Figura 12. Dendograma utilizando o método de Méxima Parcimdnia por meio do programa
MEGA 4, para os exemplares R. brethesi CTA 222; R. nasutus CTA 53; R. sp CTA 88; R.
neglectus CTA 58; R. neglectus CTA 67; R. pictipes CTA 71; R. prolixus CTA 76; R.
robustus CTA 85; R. robustus CTA 86; R. nasutus CTA 211.

robustus (83)

robustus (86)
robustus AFO45705
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brethesi AF045710
pallescens AFD45706
colombiensis AY 035435
sordida AFO45703
infestans AF045700
megistus AFD45701

Figura 13. Dendograma utilizando o método de Maxima Parcimo6nia por meio do programa
MEGA 4, para os exemplares R. brethesi CTA 222; R. nasutus CTA 53; R. sp CTA 88; R.
neglectus CTA 67; R. pictipes CTA 71; R. prolixus CTA 76; R. robustus CTA 85; R. robustus
CTA 86; R. nasutus CTA 211, junto com os obtidos do banco de dados NCBI (Tabela 3).
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Figura 14. Dendograma utilizando o método de UPGMA por meio do programa MEGA 4,
para os exemplares R. brethesi CTA 222; R. nasutus CTA 53; R. sp CTA 88; R. neglectus
CTA 67; R. pictipes CTA 71; R. prolixus CTA 76; R. robustus CTA 85; R. robustus CTA 86;

R. nasutus CTA 211.
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Figura 15. Dendograma utilizando o método de UPGMA por meio do programa MEGA 4,
para os exemplares R. brethesi CTA 222; R. nasutus CTA 53; R. sp CTA 88; R. neglectus
CTA 67; R. pictipes CTA 71; R. prolixus CTA 76; R. robustus CTA 85; R. robustus CTA 86;
R. nasutus CTA 211, junto com os obtidos do banco de dados NCBI (Tabela 3).
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Analise dos fragmentos gerados pela PCR-RFLP

As bandas geradas pela digestdo do produto de amplificacdo do gene 5,8S/ITS-2 com

as enzimas de restri¢do foram evidenciadas por eletroforese em géis de agarose a 2% corados

com brometo de etidio ou Nancy 520 da Sigma Aldrich.

A utilizacdo das enzimas de restricdo BstUI, Hhal, Mbol e Rsal em amostras de sete

espécies de Rhodnius (Figura 16) possibilitou a distincdo das espécies em estudo com

excecdo de R. neglectus, R. prolixus e R. robustus.

As bandas visualisadas no gel de agarose da Figura 16 foram registradas no Quadro 2

e posteriormente convertidas em uma matriz bindria, com O (zero) indicando auséncia de

fragmento e 1 (um) a presengca do mesmo (Tabela 7). Os dados dessa tabela foram

processados com o programa Multi Variate Statistical Program 3.1 para se obter o coeficiente

de similaridade entre as espécies (Tabela 8) e os dendogramas (Figuras 17 e 18).

1200pb vrus
1000ph =+

210pb ...
150pb wras

1000pb o

H00pb yyas 206

150pbasas

TO0ph «u e I
500ph***

340pb 4usu)

190ph ***

1

Rsal
2 34 5 67

venal200pb
venaB80ph
venaT00pD
vens500pD
+ers375pb

Figura 16. “Fingerprint” das espécies 1) R. brethesi CTA 222; 2) R. sp CTA 88; 3) R.
neglectus CTA 67; 4) R. pictipes CTA 71; 5) R. prolixus CTA 76; 6) R. robustus CTA 85¢ 7)
R. nasutus CTA 53, nessa ordem, gerados pelas enzimas BstUl, Hhal, Mbol e Rsal em gel de
agarose 2,0% corado com brometo de etidio. Padao de PM 100pb.
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Quadro 2. Fragmentos gerados pela digestao do gene 5,8S/ITS-2 com enzimas de restricao
em reacOes isoladas por meio da técnica de PCR-RFLP. Visualizados em gel de agarose
2,0%, comparados com padrao de PM de 100pb.

Enzimas Espécies Fragmentos (pb)
R. brethesi 1000 e 210
R. sp 1200
R. neglectus 1000 e 150
BstUI R. pictipes 980 ¢ 210
R. prolixus
R. robustus 1000¢ 150
R. nasutus 1200
R. brethesi 700, 340 e 190
R-sp 700 e 500
R. neglectus
Mboll R. pictipes 650, 340 e 190
R. prolixus
R. robustus 700 e 500
R. nasutus
R. brethesi 650 e 550
R. sp
R. neglectus 830375
Rsal R. pictipes 70 e 500
R. prolixus
R. robustus 830375
R. nasutus 1200
R. brethesi 1000 e 200
R-sp 1000 e 150
R. neglectus
Hhal R. pictipes 1000 e 220
R. prolixus
R. robustus 1000 e 150
R. nasutus

Tabela 7. Matriz bindria da restricao dos genes 5,8S/ITS-2 utilizando as enzimas BstUI, Hhal,

Rsal e Mbol.

Fragmentos (pb)*

R. brethesi

R.sp R neglectus

R. pictipes  R. prolixus

R. robustus

R. nasutus

1200
1000
980
850
700
650
550
500
375
340
220
210
200
190
150

o

O 4 4 4 O 4 00 4 4 400 =

O O 0O OO0 =~ -+~ 00 = =~ 0O = =

1

O o0 o0 o0 o0 -~ 4~ 00 =~ =+~ 0O =~ O

1

0

[ = R GGGy ., S ¢ NGO, SOy

0

0

- 0O 0O 0O 00O =+ = 00 =+ = 0o =

O o0 o0 o0 o0 -~ 4~ 00 =~ =+~ 0O =~ O

1

—_

- O 0O 0O 0O OO0 00O —~ 0O o —

* Fragmentos gerados por RFLP em gel de agarose comparados com padrdo de 100pb. NUumero 1 (um) indica a preseng¢a de um determinado
fragmento e 0 (zero) a auséncia deste.
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Tabela 8. Coeficiente de similaridade entre as espécies, gerado pelo programa Multi Variate
Statistical Package 3.1.

R. brethesi  R.sp R. neglectus R. pictipes R. prolixus R. robustus R. nasutus
R. brethesi 1

R. sp 0,154 1

R. neglectus 0,167 0,857 1

R. pictipes 0,455 0,25 0,273 1

R. prolixus 0,167 0,857 1 0,273 1

R. robustus 0,167 0,857 1 0,273 1 1

R. nasutus 0,1 0,429 0,286 0,222 0,286 0,286 1
R. pictipes
R. brethesi
R. nasutus

— R.sp
R. prolixus
R. robustus
R. neglectus
0,04 0.2 036 052 0,58 0,84 ]

Figura 17. Dendograma construido utilizando o método UPGMA com coeficiente de Jaccard
para as amostras R. brethesi CTA 222; R. sp CTA 88; R. neglectus CTA 67; R. pictipes CTA
71; R. prolixus CTA 76; R. robustus CTA 85 e R. nasutus CTA 53.

As amostras presentes no dendograma da Figura 17 foram analisadas em conjunto

com as de R. domesticus e R. stali obtidas por Naegele et al. (2006), resultando no

dendograma da Figura 18.
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UPGMA

R. nasutus
R. domesticus

R. robustus
R. prolixus
R. neglectus

- R.sp

R. stali

R. pictipes
R. brethesi

Jaccard's Coefficient

Figura 18. Dendograma construido utilizando-se o método UPGMA com coeficiente de
Jaccard para as amostras R. brethesi CTA 222; R. sp CTA 88; R. neglectus CTA 67; R.
pictipes CTA 71; R. prolixus CTA 76; R. robustus CTA 85 e R. nasutus CTA 53 junto com
os dados das amostras de R. domesticus e R. stali, estudadas por Naegele et al. 2006.

Quando da utilizacao das enzimas Hinfl + Haelll + Rsal em uma tnica reacao nao foi
possivel diferenciar R. prolixus, R. neglectus e R. robustus, e também R. sp e R. nasutus
(Figura 19 e Quadro 3).

A reacdo com as enzimas Rsal + Haelll + Hinfl (Figura 19) foi feita com todas
amostras disponiveis no laboratério, por isso foram inclusas algumas espécies repetidas, o
que contribui para avaliar a reprodutibilidade da técnica entre diferentes individuos de mesma
espécie. Foram utilizadas nesse trabalho duas amostras de Triatoma brasiliensis como grupo

externo. O DNA genOmico dessas duas amostras pertencem a outro projeto desenvolvido no

laboratério de Parasitologia.

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 CN

1000pb"" --= 1000ph
700ph ===

5Q0ph -+~ o L00m
400pk == -+ 400pb
250ph ===

Z00ph === = 250pb
150ph === -+ 200pb
= o

Figura 19. “Fingerprint” das espécies 1,2) R. brethesi CTA 222; 3,4) R. nasutus CTA 53; 5)
R. neglectus CTA 67; 6,7) R. pictipes CTA 71; 8,9) R. prolixus CTA 76; 10) R. prolixus
CTA 79; 11) R. robustus CTA 85; 12) R. nasutus CTA 211; 13,14) R. sp CTA 88; 15,16) T.
brasiliensis CTA 202, CN) Controle negativo, gerados pela reacdo com as enzimas Rsal +
Haelll + Hinfl. Em gel de agarose 2,0% corado com Nancy 520. Padrao de PM 50pb.
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Quadro 3. Fragmentos gerados pela digestdo do produto de amplificagdo do gene 5,8S/ITS-2
com combinacdo de enzimas de restricdo por meio da técnica de PCR-RFLP. Visualizados
em gel de agarose 2,0%, comparados com padrao de PM de 100pb.

Enzitnas Espécies Fragmentos (ph)
K. brethesi 1000 e 75
R sp 200, 800, 140
K. pictipes 200,400, 140
Haelll + HinfT+ Esal |&. neglecius
R profizus 800,230, 140
R, robustus
F. nasutus 900, B0, 140
T brasifiensis &00, 140

Na tentativa de diferenciar as espécies R. prolixus, R. robustus e R. neglectus foram

feitas algumas reagdes com combinagdes de enzimas que apresentaram restricdo no gene

estudado (Figura 20), entretanto essas espécies permaneceram apresentando mesmo padrao

de resultado.

Figura 20. Gel de agarose 2% corado com Nancy 520, padrio de peso molecular de .
Amostras 1) R. prolixus CTA 79, 2) R. neglectus CTA 57 e 3) R. robustus CTA 85. a)
produto da reagdo com as enzimas Hinfl + Haelll + Rsal, b) Hinfl + Haelll, c) Mbol +

Haelll, d) Moll + HinfI.
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Discussao:
Sequenciamento do gene mitocondrial 16S

A busca de um marcador molecular para as espécies do género Rhodnius € necessaria
para sua identificacdo taxondmica, pois seus caracteres morfoldgicos sdo muito semelhantes.
Este estudo serviu-se do sequenciamento do gene mitocondrial 16S e da técnica de PCR-
RFLP aplicada aos genes 5,8S/ITS-2 do DNA ribossomal como tentativa de realizar essa
diferenciacao.

O sequenciamento do gene mitocondrial 16S apresentou regides conservadas entre as
espécies, bem como 48 sitios polimdrficos (Tab. 6) e foi util para diferenciacao especifica das
sete espécies de Rhodnius. Depositando o produto de sequenciamento desse gene no
“software” Mega 4 foi tracada a filogenia entre as espécies estudadas por meio dos
parametros analiticos de Neighbor Joining, Maxima Parcimonia e UPGMA (Figuras 10, 12 e
14).

O dendograma obtido utilizando-se o método de Neighbor-Joining foi o mais
informativo quanto ao grau de parentesco das espécies (Figura 10). Entretanto a andlise com
o parametro UPGMA, uma estatistica mais simples que avalia as espécies por pares, foi
muito importante para realizar uma comparacdo entre as duas metodologias estudadas
(Figuras 14 e 17).

Os seqiienciamentos do gene 16S depositados no Gen Bank foram utilizados nesse
estudo para dar suporte as andlises realizadas. Os produtos de sequenciamento foram
alinhados juntos (Figura 9) e, por meio do “software” MEGA 4, foram feitos dendogramas
com os mesmos parametros analiticos utilizados anteriormente, resultando nas figuras 11, 13
e 15. Pode-se observar que a inclusdo dessas amostras obtidas do GenBank seguiu a resposta
obtida somente com as amostras em estudo, o que veio a confirmar os resultados obtidos.

O presente estudo contribui com inclusdo do sequenciamento do gene 16S

mitocondrial de R. sp dentre as amostras do gene 16S que ja haviam sido seqiienciadas. Muito

55



embora que o fragmento do gene 16S ja tenha sido sequenciado para as espécies R. nasutus,
R. neglectus, R. prolixus, R. robustus e R. pictipes, os resultados obtidos confirmaram o status
taxondmicos dos exemplares oriundos das colonias do Insetirio de Triatominae de
Araraquara.

A andlise do sequenciamento do gene 16S para R. brethesi CTA 222 o aproximou
filogenéticamente de R. pictipes, que juntos formaram um clado separado das demais
espécies. Essa diferenciacao de R. brethesi e R. pictipes também foi evidenciada por meio do
sequenciamento do gene citocromo b mitocondrial realizados por Monteiro et al., 2000 e
Lyman et al. 1999.

O processo de descricdo da nova espécie R. sp tem se pautado na andlise comparativa
de critérios morfologicos e de biologia molecular com R. robustus, espécies préximas. O
sequenciamento do gene 16S para essas espécies também confirmou a proximidade entre
elas.

Técnica de PCR-RFLP

Apesar da técnica de PCR-RFLP nio ter sido eficaz para distingdo de trés espécies
entre as estudadas, foi mais barata, rdpida e simples que o sequenciamento do gene
mitocondrial 16S. Com ela foi possivel diferenciar R. brethesi, R. sp, R. pictipes € R. nasutus,
das espécies R. prolixus, R. neglectus e R. robustus, espécies muito proximas
filogenéticamente (Figura 17).

A aplicacio do método analitico UPGMA em ambas metodologias estudadas
possibilitou a comparagdo dos dois dendogramas (Figuras 14 e 17), que apresentaram
resultados semelhantes, exceto para R. neglectus, R. prolixus e R. robustus permaneceram
juntas ao serem analisadas por PCR-RFLP.

Naegele et al. 2006, aplicaram a metodologia de PCR-RFLP e ao utilizarem as

enzimas BstUI, Hhanl, Mboll e Rsal conseguiram distinguir R. stali, R. pictipes, R. prolixus e
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R. domesticus. O presente trabalho complementou esse estudo acrescendo R. nasutus, R.
neglectus, R. robustus, R. sp e R. brethesi.

A utilizacdo conjunta das enzimas Hinfl, Haelll e Rsal em unica rea¢do apresentou
resultado inferior ao estudo efetuado separadamente com cada uma das quatro enzimas
utilizadas neste estudo, pois além de nao distinguir as espécies R. prolixus, R. neglectus e R.
robustus, também nao distinguiram R. nasutus de R. sp (Figura 19 e Quadro 3).

Foi realizada tentativa de combinar algumas enzimas em uma Unica reagdo com as
amostras de R. prolixus, R. robustus e R. neglectus a fim de diferencid-las (Quadro 1), no
entanto essas amostras permaneceram apresentando mesmo padrao de resultado (Figura 20).
Novos testes poderiam ser feitos com combinacdes de enzimas para buscar a diferenciagdo
dessas trés espécies, e para isso também poderia ser feito o sequenciamento dos genes
5,8S/1TS-2.

Ao avaliar os resultados obtidos pelos dois métodos empregados neste estudo
confirmou-se a validade da utilizacio da PCR-RFLP para identificacdo de R. brethesi, R.
nasutus, R. pictipes e R. sp, uma vez que o seqiienciamento do gene 16S ja € um marcador
estabelecido para o género Rhodnius. Desse modo confirma-se também o trabalho executado
anteriormente por Naegele et al. 2006, que por meio de PCR-RFLP distinguiram R. stali, R.

pictipes, R. prolixus e R. domesticus.
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Conclusoées:
Sequenciamento do gene 16S

*  Apresentou 48 sitios polimérficos;

Foi eficaz na distin¢do das espécies;

Confirmou o status taxondmico dos exemplares oriundos das colénias do Insetario de
Triatominae de Araraquara;
*  Deu suporte ao estudo das espécies pela metodologia de PCR-RFLP ;

* Aproximou filogenéticamente R.sp de R. robustus;

Custo elevado e dificuldade para obter o sequenciamento.
PCR-RFLP
* Bom resultado para diferenciacdo das espécies de Rhodnius estudadas com excegao
de R. neglectus, R. prolixus e R. robustus;,
*  Confirmou e complementou o estudo de Naegele et al. 2006, acrescendo as espécies
R. nasutus, R. neglectus, R. robustus, R. sp € R. brethesi;
» Diferenciou R.sp de R. robustus, espécies proximas;

* Custo reduzido e técnica mais simples que o sequenciamento.
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