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RESUMO

A doenca de Chagas apresenta em sua cadeia epidemiolégica hospedeiros
invertebrados, que sdo os triatomineos, insetos hematdéfagos que veiculam
Trypanosoma cruzi, agente etiologico dessa zoonose. Devido a importancia
epidemiolégica dos triatomineos faz-se necessario um estudo detalhado sobre
caracteres morfolégicos e bioquimicos, buscando uma possivel relagédo entre
fatores endogenos, exdgenos e sua capacidade vetorial. Nesta tese foi
desenvolvido o estudo de metabdlitos produzidos pelos triatomineos, dentre esses
os constituintes responsaveis pela coloracdo do conexivo de adultos
de Panstrongylus megistus, Triatoma dimidiata, Triatoma lenti e Triatoma
rubrovaria. Justifica-se a utilizacdo dessas espécies, pois P. megistuse T.
rubrovaria embora de géneros distintos, apresentam a coloragdo vermelha no
conexivo enquanto T. dimidiata e T. lenti contém em seus conexivos, manchas
amarelas. Assim, a identificacdo das substancias responsaveis pela coloragéo do
conexivo dessas espécies sera util para determinacdes de novos marcadores
taxondmicos e também para analises filogenéticas. Dessa forma, foram utilizadas
varias metodologias experimentais para elucidar e caracterizar a constituicdo dos
componentes pigmentados do conexivo. As anadlises feitas por microscopia
eletrénica de varredura e microscopia eletrbnica de transmissdo acopladas com
EDS permitiram a visualizagdo e identificacdo de nanoparticulas e elementos
quimicos. A identificagdo das nanoparticulas foi feita por determinagdo e
mensuragdo dos planos atémicos a partir das imagens geradas pela analise de
MET em alta resolugdo. Foram identificadas por essas técnicas a existéncia de
elementos quimicos constituintes de nanoparticulas, de sangue humano e de [3-
quitina. Os resultados obtidos permitem concluir que a coloracao do conexivo se da
pelo fato de existir nessa estrutura substancias distintas ou em concentragbées
diversas, entre as quais as nanoparticulas e os elementos quimicos que as
constituem. As nanoparticulas encontradas em P. megistus foram identificadas

como Ti, em T. dimidiatacomo Ti203, em T. lenti como Fe,O; e emT.

rubrovaria como FeVOa.

Palavras-chave: Conexivo. Pigmentos. Nanoparticulas. Triatominae.



ABSTRACT

Chagas disease presents in its epidemiological chain invertebrate hosts, which are
the triatomines, hematophagous insects that carry Trypanosoma cruzi, etiological
agent of this zoonosis. Due to the epidemiological importance of triatomines, a
detailed study of morphological and biochemical characteristics is necessary,
seeking a possible relationship between endogenous and exogenous factors and
their vector capacity. In this thesis developed was the study of metabolites
produced by triatomines, among them the constituents responsible for the coloring
of the adult connexive of Panstrongylus megistus, Triatoma dimidiata, Triatoma
lenti and Triatoma rubrovaria. The use of these species is justified because P.
megistus and T. rubrovaria, although of different genera, have a red color in the
connexive while T. dimidiata and T. lenti contain yellow spots on their connective
tissue. The identification of the substances responsible for the coloring of the
connective of these species will be useful for determinations of new taxonomic
markers and for phylogenetic analyzes. In this way, several experimental
methodologies were used to elucidate and characterize the constitution of the
pigmented components of the connective tissue. The analyzes made by scanning
electron microscopy and transmission electron microscopy coupled with EDS
allowed the visualization and identification of nanoparticles and chemical elements.
The identification of the nanoparticles was made by determination and
measurement of the atomic planes from the images generated by the high
resolution MET analysis. These techniques have identified the existence of
chemical elements consisting of nanoparticles, human blood and B-chitin. The
results obtained allow us to conclude that the color of the connective is because of
different substances or in different concentrations, among them the nanoparticles
and the chemical elements that constitute them. The nanoparticles found in P.
megistus were identified as Ti, in T. dimidiata as Ti20s, in T. lenti as Fe203 and in

T. rubrovaria as FeVOas.

Keywords: Connexive. Pigments. Nanoparticles. Triatominae.



1. Introducéo

A doencga de Chagas € uma das doengas parasitarias mais importantes com
graves impactos sociais e econémicos, principalmente na América Latina e no
Brasil (Ramalho et al., 2012). Em paises ndo endémicos como os Estados Unidos,
Japao, Australia e no continente europeu também ha registros de infec¢cao por
Trypanosoma cruzi, porém nesses paises a via de transmissao néo se faz por meio
do vetor, mas pela emigracéo e deficiéncia de triagem em bancos de doagcao de
sangue. A auséncia de controle em bancos de sangue, assim como a insuficiéncia
de profissionais treinados, faz com que a transfusao sanguinea seja considerada a
segunda via de transmisséo da doenga de Chagas, representando de 12% a 20%
das infec¢des (Schmunis & Dias, 2000). Desde 1984, a Organizacao Mundial da
Saude (OMS) tem recomendado o uso de cristal violeta em bancos de sangue em
areas endémicas para prevenir a transmissao por transfusao de sangue (Ramalho
et al., 2012).

A fase aguda da doenga de Chagas geralmente é assintomatica, em que por
volta de 10% dos pacientes apresentam quadro febril por 6 a 10 dias apods a
infeccao e que desaparece espontaneamente entre 4 e 8 semanas. Apds a fase
aguda a doenga progride para a fase crénica (Rassi et al., 2000), que dependendo
da regido geografica cerca de 20% a 35% dos individuos infectados acabam por
desenvolver lesbes no sistema nervoso, coracéo, eséfago e coélon (Steindel et al.,
2008). Outra forma de contagio € por meio da ingestdo do vetor ou de seus dejetos,
com notificagcbes nos estados da Bahia, Ceara, Piaui, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Sao Paulo e principalmente no Amazonas, Maranhao, Mato Grosso,
Amapa, Para e Tocantins. Estados esses onde ha o maior numero de surtos
registrados, evidenciando o mau preparo de alimentos e os problemas associados
a higiene e saude publica (Dias, 2006; OMS, 2009).

A transmissao vetorial de T. cruzi é a forma mais importante de transmissao
da doenga de Chagas, fazendo-se de grande importancia o controle populacional
de triatomineos infectados (Rabinovich et al., 1979; Litvoc, 1985; Dias & Coura,
1997), principalmente nas areas peri e intradomiciliares, uma vez feita a observagéao
de que o combate sistematico a esses vetores reduz drasticamente a expansao da
doenca (Dias, 2000).



Estima-se que cerca de 7 a 8 milhdes de pessoas (WHO, 2016) estejam
infectadas apenas no mundo, dentre elas 30% apresentam problemas cardiacos
na fase crénica da doenca, 10% desenvolvem problemas digestivos, alteragcbes
neuroldgicas ou ambos e mais de 25 milhdes de pessoas vivem em areas de risco
(WHO, 2013; WHO 2016). Essas ocorréncias estao relacionadas principalmente a
invasdo humana aos ecotopos silvestres, o que facilita o contato entre os
triatomineos parasitados por T. cruzi e o homem, proporcionando desse modo o
ambiente ideal para o seu desenvolvimento e proliferagcédo vetorial (Vinhaes & Dias,
2000).

Em 1907, Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas foi designado pelo seu
diretor Dr. Oswaldo Gongalves Cruz a desenvolver em Minas Gerais uma
campanha contra a malaria, devido a contaminagao de trabalhadores que
participavam da construcao da Estrada de Ferro Central do Brasil. Carlos Chagas
obteve entao relatos de nativos sobre um inseto conhecido por eles como barbeiro,
que possuia habito noturno e se alimentava do homem. O pesquisador brasileiro
percebeu tratar-se de um hematofago, hemiptero heterdptero, género Conorhinus,
que atualmente é denominado Panstrongylus megistus (Chagas, 1909).

Atualmente sdo descritas 152 espécies distribuidas em 18 géneros de
triatomineos, dentre esses trés, Panstrogylus, Rhodnus e Triatoma possuem maior
importancia epidemiolégica por conterem a maior parte de espécies relativas a
transmissdo da doenga de Chagas ao homem (Rosa, et al., 2012, Galvéo, 2015;
Mendonga et al., 2016).

No Brasil apesar de serem encontradas 66 espécies, 0 maior numero de
incidéncia peri ou intradomiciliar referem-se as espécies: P. megistus, T.
brasiliensis, T. infestans, T. pseudomaculata e T. sordida, por oferecerem maior
risco epidemioldgico (Coura & Dias, 2009; Galvao, 2015; Rosa et al. 2017). As
regides de maior incidéncia do género Triatoma encontram-se nos Estados do Rio
Grande do Sul, parte de Santa Catarina e regiao noroeste do Parana, Minas Gerais,
Sé&o Paulo, Goias, Estados do Nordeste, do mesmo modo que foram registrados
focos de transmissao por meio de Rhodinus no Para, Amapa e no Alto do Rio Negro
(Silveira & Rezende, 1994; Dias, 2009).

As acgdes decorrentes da Iniciativa Cone Sul em 1991 controlaram nao s6 o
vetor, mas também o contagio por meio de transfusdo sanguinea, fazendo com que

a doenca de Chagas no Brasil decrescesse significativamente (Vinhaes & Dias,
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2000). Entretanto, outras espécies também podem habitar areas préximas a
domicilios, como T. rubrovaria, que apos o controle de T. infestans no Rio Grande
do Sul, apresentou crescente captura intradomiciliar, porém sem a comprovagao
da domiciliagao (Almeida et al., 2000; Silveira & Dias, 2011). A ocorréncia de
diferentes espécies de triatomineos e suas distribui¢des geograficas em fungéo dos

biomas que ocupam, é retratado no grafico a seguir (Gongalves et al., 2011) (Figura
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Figura 1. Ocorréncia relativa de 16 espécies de triatomineos em diferentes biomas

(Gongalves et al., 2011).

O controle de T. infestans favoreceu a disseminacao de T. rubrovaria e P.
megistus, que passaram a assumir maior relevancia epidemioldgica devido a sua
capacidade de colonizar areas peridomiciliares (Almeida et al., 2000; Silveira &
Dias, 2011). Ao transportar lenha os préprios moradores acabam carregando os
triatomineos para areas peri ou intradomiciliares, facilitando a invasao residencial

pelos mesmos, ou por intermédio da cobertura vegetal (Dias, 2000).



Triatoma rubrovaria encontra-se em uma area restrita ao bioma Pampa, na
regiao Sul do Brasil abrigando-se em rochas localizadas em areas peridomiciliares,
podendo se alimentar de varios animais e insetos além do homem (Salvatella,
1995).

Outro fator de importancia epidemioldgica é a grande distribuigdo geografica
de P. megistus, sendo a espécie mais amplamente distribuida pelo Brasil (Silveira,
2011), podendo ser encontrado em diversos biomas como cerrado, caatinga,
floresta Atlantica e, assim como T. rubrovaria, nos pampas, como mostrado no
mapa abaixo de distribuigdo geogréfica de triatomineos das espécies T. rubrovaria

e P. megistus (Gongalves et al., 2011) (Figura 2).

Figura 2. Distribuicdo geografica de T. rubrovaria (a) e P. megistus (b) (adaptado

de Gongalves et al., 2011) no Brasil.

Exemplares de Triatoma lenti s&o encontrados apenas no Brasil (Alevi et al.,
2013, Galvao, 2015), nos Estados da Bahia e Goias e assim como P. megistus,
habitam biomas como caatinga e cerrado (Gongalves et al., 2011), podendo ser
encontrados também em locas de pedras (Sherlock & Serafim, 1967), mais
distantes de areas peridomiliciares.

Situado nas partes laterais do abdémen, o conexivo pode apresentar de duas
a trés manchas por segmento, variando entre as espécies. Nas formas adultas de
triatomineos cada metédmero € separado por linhas intersegmentares, havendo

diferenciacao entre as espécies quanto a disposi¢cao, tamanho e coloragdo. Machos
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apresentam estrutura continua e fémeas apresentam uma pequena interrupgao na
altura do ovipositor (Rosa & Barata, 1997).

O estudo do conexivo tem contribuido para a determinagao de espécies da
subfamilia Triatominae. Assim no género Panstrongylus oito espécies foram
identificadas por meio do conexivo, bem como 24 de Triatoma e seis de Rhodnius
(Lent & Wygodzinky, 1979).



7. Conclusobes

e Os constituintes elementares do conexivo comuns a P. megistus, T.
dimidiata, T. lenti e T. rubrovaria, sdo: Mg, N, C, O, Ca, K, e Na, resultantes
do habito alimentar hematéfago dessas espécies.

e Em P. megistus e em T. lenti foi observado a presenga de Ti, proveniente
de elementos ultra-tracos ou micronutrientes que s&o constituintes do
sangue.

e Em T. dimidiata e T. rubrovaria foi identificado Fe, que faz parte dos
oligoelementos encontrados no sangue.

e A andlise dos conexivos a partir de MEV e MET, mostram estruturas
esféricas que foram denominadas aglomerados onde estido inseridas as
nanoparticulas.

e Os graficos obtidos por EDS e a medidas interplanares, mostram que as
nanoparticulas observadas foram sintetizadas a partir do sangue ingerido
pelos triatomineos.

e Nas quatro espécies estudadas foram identificados elementos quimicos que
constituem a eritropterina (CoH7NsOs) e a xantopterina (CeHsN502).

e Panstrongylus megistus apresenta em seu conexivo nanoparticulas de Ti,
T. dimidiata nanoparticulas de Ti2O0s, T. lenti nanoparticulas de Fe203 e T.

rubrovaria nanoparticulas de FeVO4.
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