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Capitulo I - Dissertacao de Mestrado



RESUMO

A subfamilia Triatominae conta com 18 géneros e 151 espécies, sendo duas fdsseis. As
espécies sdo divididas em cinco tribos: Alberproseniini, Bolboderini, Cavernicolini,
Rhodniini e Triatomini sendo essa Ultima tribo agrupada em oito complexos e oito
subcomplexos por suas caracteristicas morfoldgicas, citogenéticas e moleculares. Triatoma
rubrovaria pertence a tribo Triatomini € ao complexo Triatoma infestans e pode ser
encontrada no Estado do Rio Grande do Sul (Brasil), Uruguai e em algumas regides da
Argentina. Triatoma rubrovaria possui habitos rupestres sendo encontrada em buracos e
fendas de locais rochosos, onde predominam rochas graniticas ou areniticas. Essa espécie
alimenta-se do sangue de mamiferos, dessa maneira mantém o ciclo silvestre de
Trypanosoma cruzi. No Rio Grande do Sul Triatoma carcavalloi, Triatoma pintodiasi,
Triatoma circumamculata e T. rubrovaria podem compartilhar os mesmos ecotopos e
apresentam coloracdo e algumas caracteristicas morfoldgicas semelhantes, o que dificulta a
identificacdo. Diante dessa constatacdo e servindo-se de estudos moleculares,
geomorfométricos e morfométricos foram feitos estudos de seis populagBes silvestres e de
cinco coldnias laboratoriais de T. rubrovaria mantidas no Insetario de Triatominae da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Para o estudo de seis populagdes silvestres e de cinco
colbnias laboratoriais de T. rubrovaria  foram utilizadas sequencias de genes mitocondriais
Citocromo b e Citocromo Oxidase I. Também foram conduzidos estudos morfométricos por
microscopia Optica em que se mensurou seis parametros da cabeca, comprimento do térax e
abdémen de fémeas e machos adultos. Por meio de morfometria geométrica foram estudados
pardmetros da cabeca utilizando pontos de referéncia previamente determinados. Os
resultados obtidos, por meio de morfometria classica e morfometria geométrica, mostraram
diferencas no fendtipo dessas populagdes, enquanto o estudo molecular revelou que o

genotipo ndo apresentou mudancas significativas.

Palavras-chave: Triatoma rubrovaria. Morfometria. Morfometria geomorfométrica.
Filogenia. Triatominae. Cyt b, COI.



ABSTRACT

Currently, the members of the subfamily Triatominae are represented by 18 genera and 151
species, including two fossils. These species are divided into five tribes: Alberproseniini,
Bolboderini, Cavernicolini, Rhodniinie Triatomini which are grouped into eight complexes
and eight subcomplexes by their morphological, cytogenetic and molecular characteristics.
Triatoma rubrovaria belongs to the Triatomine tribe and to the complex Triatoma infestans
and can be found in the state of Rio Grande do Sul (Brazil), Uruguay and some regions of
Argentina. Triatoma rubrovaria has rupestrian habits, being found in holes and crevices of
rocky places that are dominated by granite or sandstone rocks. This species feeds on the
blood of mammals, maintaining the sylvatic cycle of Trypanosoma cruzi. In Rio Grande do
Sul, Triatoma carcavalloi, Triatoma pintodiasi, Triatoma circumamculata and T. rubrovaria
can share the same ecotypes, color patterns and some similar morphological characteristics,
which often becomes difficut to differentiaste these species. For this purpose,
geomorphometric and morphometric studies were carried out using two wild populations
and five colonies of T. rubrovaria from the laboratory which are kept in the Insectarium of
Triatominae from the Faculty of Pharmaceutical Sciences. The six wild populations and five
colonies of T. rubrovaria from the laboratory were used to the study of mitochondrial genes
Cytochrome b and Cytochrome Oxidase | sequences. Furthermore, morphometric studies
were performed by optical microscopy in order to measure six parameters of the head,
length of the chest and abdomen of females and adult males. Through geometric
morphometric studies were investigated the head parameters using previously determined
reference points. The results obtained by classical morphometric and geometric
morphometry methods showed differences in the phenotype of these populations, while the

molecular study revealed that the genotype showed no significant changes.

Keywords:  Triatoma rubrovaria. Morphometry.  Geomorphometric  morphometry.
Phylogeny. Triatomine. Cyt b, COI.



I. INTRODUCAO

1.1. Doenga de Chagas

Em 1909 Carlos Chagas descreveu a tripanossomiase americana. A doenca foi
descrita pautando-se em pesquisas de campo realizadas no municipio de Lassance no
Estado de Minas Gerais, onde encontrou insetos hematdéfagos com habitos noturnos, que

habitavam casas de paredes de madeira e barro e cobertas com palha (CHAGAS, 1909).

Carlos Chagas examinou as fezes dos insetos coletados e observou um flagelado do
género Trypanosoma, descrevendo assim, ndo s6 o ciclo como o agente etiologico da
doenca de Chagas, um protozoario, pertencente a ordem Kinetoplastida denominado
Trypanosoma cruzi que se apresenta sob trés formas principais: tripomastigota, forma
flagelada com membrana ondulante que ndo apresenta capacidade reprodutiva, o nicleo é
geralmente central, epimastigota, forma flagelada, com capacidade reprodutiva (por
divisdo binria) no trato digestério do vetor (triatomineos) e que apresenta o cinetoplasto
localizado proximo ao ndcleo; amastigota, forma arredondada, sem flagelo livre, com
habilidade de multiplicacdo intracelular (ARGOLO et al., 2008; NOIREAU et al., 2009).

Trypanosoma cruzi quando eliminado nas fezes dos barbeiros se apresenta na
forma tripomastigota metaciclica (ocorrente no organismo dos barbeiros). Ap6s a entrada
no hospedeiro vertebrado ocorre a infeccdo das células proximas ao local da picada. Ja
dentro da célula os tripomastigotas assumem uma forma ovdide chamada amastigota, a
gual se multiplica rapidamente. O grande nimero de parasitos provoca 0 rompimento
celular e os tripanossomideos entram na corrente sanguinea e no sistema linfatico
(ARGOLO et al., 2008).

Assumem novamente a forma flagelada, chamados de tripomastigotas sanguineos
(tipo ocorrente nos vertebrados), espalham-se pelo organismo e infectam novas células em
outros ciclos (ARGOLO et al., 2008).
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Figura 1 — Ciclo da transmissdo da doenca de Chagas.
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Figura 1: Ciclo da transmissdo e da interacdo parasita-hospedeiro do protozoario T. cruzi.
Os nimeros de 1-6 indicam as etapas do ciclo de transmissdo: 1- repasto sanguineo do
triatomineo; 2 - ato de cocar, 0o que leva as formas tripomastigotas metaciclicas das fezes a
lesdo deixada pela picada do wvetor; 3-4 — invaséo celular e multiplicacdo das formas
amastigotas de T. cruzi; 5- rompimento celular e liberagdo das formas tripomastigotas
sanguineas; 6- ingestdo pelo triatomineo. Fonte: Google

A transmissdo do parasito T. cruzi ocorre principalmente por meio de fezes de
triatomineos que se alimentam de sangue, vivem em fendas e buracos de casas construidas
em areas rurais e suburbanas e sdo mais ativos a noite, pois, saem em busca de alimento.
Além dessa forma o protozoario T. cruzi pode ser transmitido por: alimentos contaminados,
transfusdo de sangue, transmissdo congénita, transplante de 6rgdos e por via oral (WHO,
2015).

A transmissdo por via oral ocorre pela ingestdo de alimentos contaminados com
tripomastigotas de T. cruzi provenientes das fezes de triatomineos infectados
(LEWINSOHN, 2005). Mesmo acidental essa forma de transmissdo € considerada
endémica na Amazbnia (PINTO et al, 2008; VALENTE et al., 1999; FRAIHA et al,
1995; JUNQUEIRA et al., 2005,). Na cidade de Navegantes, em Santa Catarina, em 2005,
ocorreu a infeccdo de 24 pessoas pela ingestdo de caldo de cana, dessas, trés evoluiram a
Obito. A mesma linhagem de T. cruzi foi isolada do sangue dos pacientes infectados, do

vetor Triatoma tibiamaculata e dos hospedeiros silvestres, gambas das espécies Didelphis
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aurita e Didelphis albiventris, presentes na mata proxima ao local da infeccdo
(STEINDEL, 2008).

Estima-se que cerca de seis a sete milhdes de pessoas estdo infectadas em todo o
mundo, principalmente na América Latina. Essa doenca encontra-se distribuida em &reas
endémicas de vinte e um paises latino-americanos onde, determina um dos maiores
problemas de salde publica. Até 30% das pessoas cronicamente infectados desenvolvem
alteracfes cardiacas e até 10% podem desenvolver alteracGes digestivas, neurologicas ou
mistas (WHO, 2015).

Contudo, é notada uma grande dificuldade em controlar a doenca pela falta de
tratamento eficaz e pela domiciliagdo dos vetores que persistem em algumas areas como
casas de pau-a-pique (barro e madeira), criacdo de animais (galinheiros e currais). Essa
domiciliacdo ocorreu devido a ocupacdo de ecotopos silvestres pelo homem que
acarretaram em desequilibrios ambientais. Dessa maneira, 0 ciclo doméstico da doenca é
bem conhecido e circula entre 0 homem, animais sinantropicos e triatomineos. Outro fator
que dificulta o controle trata-se do ciclo silvestre em que o agente etiologico T. cruzi
circula entre os triatomineos e 0s hospedeiros mais comuns: roedores, quirdpteros,
carnivoros, marsupiais e primatas, provavelmente os mamiferos contaminam-se pela

mucosa do sistema digestor, ao cacar e ingerir 0s vetores infectados. (ARGOLO, 2008).

Dessa forma, a melhor maneira de prevencdo da doenca é o combate intensivo a
esses vetores de acordo com a area de transmissdo geogréfica: em regides originalmente de
transmissdo como: Bahia, Minas Gerais, Ceara, Piaui, Rio Grande do Sul, Tocantins, entre
outras, a estratégia é combater a formacdo de coldnias do vetor nos domicilios e também
dar assisténcia aos portadores cronicos da doenga. Ja na Amazonia Legal (Acre, Tocantins,
Roraima, Para, Amapa, Amazonas) a prioridade é na vigilancia precoce de casos agudos e
surtos. (FIOCRUZ, 2013).

1.2. Os vetores de T.cruzi.

Os insetos da subfamilia Triatominae recebem nomes que variam de acordo com as

regibes ou paises onde sdo encontrados e sdo popularmente conhecidos como barbeiros (no
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Brasil € o nome mais conhecido e provavelmente nomeado pelo seu hébito noturno de
picar a parte do corpo que estd descoberta, o rosto). Em outras regibes esse inseto
hematdfago € conhecido por muitos outros nomes como vinchucas, chirimachas, chupdes,
procotés e pertencem a ordem Hemiptera, subordem Heteroptera, que compreendem
insetos da familia Reduviidae e da subfamilia Triatominae. Esse grupo teve como primeira
espécie descrita Cimex rubrofasciatus, posteriormente conhecido como Triatoma
rubrofasciata De Geer, (1773), Laporte (1833) reportadas em (GALVAO et al., 2014).

Atualmente a subfamilia Triatominae conta com 18 géneros e 151 espécies sendo
duas fosseis (GALVAO, 2014; MENDONCA et al., 2016). Essa subfamilia é dividida em
cinco tribos: Alberproseniini, Bolboderini, Cavernicolini, Rhodniini e Triatomini. Nas
tribos Rhodniini e Triatomini estdo inseridos os trés principais géneros do ponto de vista
epidemioldgico:  Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma, cujas espécies podem ser
reagrupadas em “complexos especificos” devido as semelhanga apresentadas, porém esse
agrupamento ndo é reconhecido pelo Cddigo Internacional de Nomenclatura Zoologica. O
“complexo especifico” ¢ um conmjunto de espécies e subespécies com semelhangas
morfoldgicas, possiveis hibridizacbes, proximidade molecular, assim como bioquimicas,
como, por exemplo, nas analises iso- enzimdticas e por outras abordagens
(CARCAVALLO et al, 2001). A completa identificacdo do vetor facilita a compreensdo da
capacidade  vetorial dos triatomineos e suas  caracteristicas  biogeograficas
(CARCAVALLO e JUBERG, 2000).

O género Triatoma apresenta 73 espécies e é dividido em oito complexos e
oito subcomplexos que agrupam o0s individuos por suas caracteristicas morfologicas,
citogenéticas e moleculares. Os complexos sdo: “Phyllosoma, Flavida, Rubrofasciata,
Protracta, Lecticularia, Dispar, Infestans e Spinolai e o0s subcomplexos: Dimidiata,
Phyllosoma, Brasiliensis, Infestans, Maculata, Matogrossensis, Rubrovaria e Sordida”
(SCHOFIELD & GALVAO, 2009).

A espécie estudada neste projeto pertence ao subcomplexo Rubrovaria que faz parte
do complexo Infestans e conta com as seguintes espécies: T. circummaculata, T.
carcavalloi, T.klugi, T. oliverai, T. pintodiasi, T. limai. (SCHOFIELD & GALVAO,
2015).
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1.3. Consideracdes sobre a espécie estudada.
1.3.1. Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843).

Em 1843, Blanchard descreveu o Triatoma rubrovaria, espécie encontrada em 60
municipios do Estado do Rio Grande do Sul (Brasil), nas provincias em Missiones,
Corrientes e Entre Rios (Argentina) e em todas as regides do Uruguai (Rosa et al, 2000).
Triatoma rubrovaria possui habitos rupestres sendo encontrado em buracos e em
afloramentos rochosos, onde predominam rochas graniticas ou areniticas, essa espécie
alimenta-se do sangue de roedores, dessa maneira mantém o ciclo silvestre da doenca.
(ALMEIDA et al., 2000; MARTINS et al.,2006; MELLO & FIGUEIREDO, 2013).

Essa espécie, em geral, € negra com marcacBes no pescoco, pronoto, corio e
conexivo de cor laranja, vermelho ou amarelo. Seu tamanho varia entre os géneros, macho
apresenta de 21 a 24 mm e a fémea entre 22 a 25 mm. Suas pernas sao escuras e delgadas e
seu abdome € largo em alguns individuos (MELLO & FIGUEIREDO, 2013).

Devido a relevancia de T. rubrovaria na veiculagio de T.cruzi ao homem é
importante o reconhecimento desse taxon, assim como a correta identificacdo desse
triatomineo beneficia as estratégias de controle ao vetor em areas de risco (ROSA et al.,
2000).

Segundo CARDOZO-DE-ALMEIDA et al., 2014, no Estado do Rio Grande do Sul
sdo encontradas espécies como o T. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria que
sdo consideradas espécies simpatricas, habitam os mesmos ambientes e possuem habitos
alimentares variados, com intervalos irregulares na sua alimentacdo e grande resisténcia ao
jejum. A caracterizacdo de espécies silvestres é importante para avaliar a eficiéncias desses
insetos enquanto vetores de T. cruzi, pois, essas espécies invadem constantemente locais

onde ocorrem edificagdes humanas.

Uma nova espécie criptica com relacdo a Triatoma circummaculata foi descrita
dentro do complexo T. rubrovaria, por meio de andlises morfocromaticas, bioquimicas e

morfométricas, Triatoma pintodiasi que difere nos padrdes crométicos e possui diferencas
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morfolégicas como coloracdo do lobo posterior do pronoto e nas estruturas falicas quando
comparado as outras espécies do complexo. A espécie foi encontrada até o momento no
Rio Grande do Sul em ambientes pedregosos (JUBERG et al.,2013). Portanto, para a
identificacdo correta de T. rubrovaria ha que se atentar para ndo confundi-la com T.

carcavalloi, T. circummaculata, T. klugi e T. pintodiasi.

Triatoma klugi é uma espécie originalmente encontrada em fendas de rochas sem
ou com escassa vegetacdo no Estado do Rio Grande do Sul. Por apresentar caracteristicas
morfologicas semelhantes com T. oliverai a espécie foi incluida até entdo no complexo
Oliverai que compreendia as seguintes espécies: T. matogrossensis, T. oliverai, T. williami,
T. guazu e T. jurbergi (Carcavallo et al, 2001). Posteriormente, SCHOFIELD e GALVAO,
2009 sugeriram que o complexo Infestans teriam na verdade seis subcomplexos incluindo o

“subcomplexo rubrovaria” composto por T. klugi e T. oliverai.

1.4.Uso da biologia molecular no auxilio a sistematica da subfamilia

triatominae

As informacbes baseadas na genética dos organismos, provenientes de DNA,
podem ser Uteis para a identificagdo correta e na geracdo de conhecimento dos padrdes
naturais (correta distribuicdo geografica de uma espécie e a variabilidade genética de suas
populacbes) que servirdo de base para o entendimento de processos evolutivos (formacgdo de
barreiras de isolamento reprodutivo, eventos de especiacdo ou ainda resisténcia vetorial aos
inseticidas) (GALVAO et al., 2014). O estudo do DNA de populacdes de T. rubrovaria tem

0 proposito de sanar dividas com relagdo as populagdes silvestres e laboratoriais.

Os genes mitocondriais sdo ferramentas eficazes para a avaliagdo genética de
populacBes intraespecificas de triatomineos. O gene citocromo b mostrou-se Util para
estudos filogenéticos de Triatominae, possui uma heranca materna e sua taxa de mudanca é
bem mais rédpida que 0 DNA nuclear (LYMAN et al, 1999). O citocromo oxidase | é
utilizado por estar entre 0s genes mais conservadores que codificam genomas mitocondriais
de animais invertebrados (FOLMER, 1994).
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1.5. Uso da morfometria tradicional e morfometria geométrica no auxilio a

sistematica dos triatominae.

A morfometria pode ser definida como o estudo da forma e tamanho e de como essas
variaveis se relacionam, a morfometria se tornou uma ferramenta para entender melhor a
relacdo dessas com outras variaveis, como, por exemplo, sexo e as relagcdes historicas entre
0s organismos estudados (MORAES, 2003).

A morfometria tradicional € o estudo da variagdo e covariagdo de medidas de
distncia, sejam estas entre pares de pontos anatomicamente homdlogos, ou entre pontos de
tangéncia ou extremos de estruturas, ou seja, € o estudo de como e quanto estas medidas

variam, e de como e quanto estdo relacionadas entre si (MORAES, 2003).

Inicialmente os estudos sobre a variacdo das formas eram feitos um a um por Varias
medidas, porém, mesmo com as varias medidas ndo era possivel descrever a forma como um

todo, ja que os organismos sdo multidimensionais (MORAES, 2003).

Foi por meio dessa necessidade que surgiram métodos multivariados usados
atualmente, que levam em consideracdo, os diferentes niveis de variacdo e covariagdo dessas
medidas. A crescente facilidade de acesso as técnicas computacionais fez com que as
técnicas multivariadas tradicionais fossem amplamente usadas em estudos de ecologia,
sistematica e evolugdo, e incluem técnicas bem estabelecidas, como Andlise de
Componentes  Principais, Andlise de Fatores, Regressbes Mdltiplas e  Analises
Discriminantes, entre outras (MORAES, 2003).

Uma nova abordagem morfométrica surgiu no inicio dos anos 90, essa nova
metodologia chamada de morfometria geométrica € usada para representar as formas
estudadas e localizar, por meio de graficos, as regides onde ocorrem as mudangas. A
geomorfometria € baseada em pontos de referéncia, denominados marcos anatdmicos ou
landmarks. Esses marcos sdo pontos de correspondéncia presente em cada objeto que
coincide com a populacdo estudada (SILVEIRA, 2011).

A morfometria faz parte de uma &rea completamente nova, sendo reconhecida apenas
nos Ultimos anos e, atualmente, muito usada em andlises taxondmicas e sistematicas,
apresentando vantagens com relacdo a morfometria tradicional (SILVEIRA, 2011).
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A maior contribuicdo da morfometria geométrica é na diferenciacdo de espécies, a
rapidez na captura de imagem, o baixo custo do processo e o material podem ser obtidos
tanto de exemplares secos como frescos. A morfometria geométrica é uma ferramenta de
baixo custo e permite alto grau de confianca para a diferenciacdo de espécies (SILVEIRA,

2011).
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VI. CONCLUSAO

e A morfometria classica mostrou que ha diferenca entre machos e fémeas das
colénias silvestres e de laboratorio

e A morfometria geométrica apresenta diferenciacbes de coldnias silvestres para
colbnias de laboratdrio nos trés aspectos analisados: centroide, variagdo canbnica e dos
componentes principais.

e Os marcadores pertencentes ao DNA mitocondrial Cytb e COI, devido ao seu
polimorfismo, mostraram-se marcadores eficientes para a concatenacdo de dados e andlise
bayesiana.

e Pelas andlises feitas, ndo foram observadas mudancas no genétipo das colbnias

silvestres e de laboratério.
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