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RESUMO

Em 1909, o pesquisador Carlos Ribeiro Justiniano Chagas identificou e descreveu o ciclo
completo da doenca de Chagas (DC). Essa enfermidade, que leva seu nome, ¢ uma doenca
negligenciada e confinada, principalmente, aos paises latinos — que, de forma geral, sdo
considerados endémicos. Os triatomineos sdo insetos hematdfagos vetores da DC e a maioria
das espécies ocorre nas Américas. Esses insetos foram notificados, pela primeira vez, no
século 15. Atualmente, existem 160 espécies descritas (agrupadas em 18 géneros), das quais,
cerca de 65 espécies foram notificadas no Brasil e 32 na Amazonia brasileira. O agente
etiologico da DC ¢ o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. Neste estudo, foi realizada a
identificacdo e caracterizagdo de espécies de triatomineos e de tripanossomatideos coletados
em regido de fronteira (Brasil — Bolivia). Coletas de triatomineos foram realizadas em seis
regides do municipio de Guajara-Mirim, Rondodnia, Brasil e Guayaramerin, Beni, Bolivia. As
coletas foram feitas por buscas ativas em palmeiras, assim como, por meio de armadilhas
luminosas e capturas de insetos que invadiram ambientes considerados domiciliares. Para
identificagdo das espécies, utilizou-se de caracteres morfologicos, por intermédio de chaves
dicotomicas. A identificag@o de tripanossomatideos foi efetuada em microscopia 6tica (MO)
e por biologia molecular, pelo método Fluorescent Fragment Length Barcoding (FFLB).
Foram capturados 1.232 espécimes de triatomineos, dos seguintes estagios evolutivos: NI- 72;
NII-94; NIII-128; NIV-146; NV-190 e adultos (602), para isso utilizamos chaves ditocomicas.
Os triatomineos coletados em palmeiras encontravam-se, predominantemente, em Attalea
speciosa, embora, também em A. maripa e Oenocarpus bataua. Apds as coletas, os
triatomineos foram examinados por MO, para investigar a presenca de tripanossomatideos.
Posteriormente, foi extraido o DNA, para as andlises moleculares. As espécies capturadas
foram P. lignarius, P. geniculatus, R. montenegrensis, R. pictipes, R. robustus e R. stali. Por
MO, cerca de 13% foram positivos a presenga de tripanossomatideos. No entanto, a taxa de
infeccdo para tripanossomatideos, por meio de PCR foi de 58,29% (549 insetos adultos
examinados). Desses, 45% estavam infectados, somente por 7. cruzi e 39,81% com infec¢ao
mista com 7. rangeli. Com relagdo a genotipagem, 32,81% foram positivos para Tcl, 21,25%
para infec¢do mista (TrA+Tcl), 15,63% para TrA e 15% para infec¢do mista (TrA+Tcl+TclIV).
O estudo possibilitou detalhar as distribuigdes dos triatomineos e tripanossomatideos em
regides de fronteira (Brasil — Bolivia), o que podera subsidiar agdes de vigilancia na regido
estudada.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Rondonia; Trypanosoma cruzi; Trypanosoma rangeli;
Rhodnius.



ABSTRACT

In 1909, researcher Carlos Ribeiro Justiniano Chagas identified and described the cycle of
Chagas Disease (CD). This disease, which bears his name, is a neglected disease confined
mainly to Latin countries that are considered endemic. Triatomines are insect vectors of CD
and most species occur in the Americas, but some appear on other continents. These insects,
were reported for the first time in the 15th century. Currently, there are around 160 described
species (grouped into 18 genera), with around 65 species reported in Brazil and 32 in the
Brazilian Amazon. The etiological agent of CD is the flagellated protozoan known as
Trypanosoma cruzi. The main objective of the study was to identify and characterize species
of triatomines and trypanosomatids collected in the border region (Brazil — Bolivia).
Triatomine collections were carried out in six regions of the municipality of Guajarad-Mirim,
Rondonia and included Guayaramerin, Beni, Bolivia. Collections were carried out by active
searches in palm trees, as well as by means of light traps and capture of insects that invaded
environments considered domestic. To identify the species we used morphological characters
based on dichotomous keys. The identification for analysis of trypanosomatids was performed
by optical microscopy and for molecular biology the FFLB method. Were captured 1,232
specimens of triatomines, of the following evolutionary stages: NI-72; NII-94; NIII-128; NIV-
146; NV-190 and adults (602). The triatomines collected from palm trees were predominantly
installed on Attalea speciosa, although specimens were also collected on A. maripa and
Oenocarpus bataua. After collection, the triatomines were examined by light microscopy, to
investigate the presence of trypanosomatids and their DNA was subsequently extracted to carry
out molecular analyses. The species captured were P. lignarius, P. geniculatus and R.
montenegrensis, R. pictipes, R. robustus. R. stali. For optical microscopy 13% were positive
for the presence of trypanosomatids. The infection rate for trypanosomatids by means of PCR
was 58.29% (549 adult insects analysed). Of these, 45% were infected only with Trypanosoma
cruzi and 39.81% with mixed infection. Regarding genotyping, 32.81% were positive for Tcl,
21.25% for mixed infection (TrA+Tcl), 15.63% for TrA, and 15% for mixed infection
(TrA+Tcl+TclV). The study made it possible to detail the distributions of triatomines and
trypanosomatids. The results obtained corroborate preliminary studies carried out in nearby
municipalities. This study may support surveillance actions in the region studied.

Keywords: Chagas disease; Rondonia; Trypanosoma cruzi; Trypanosoma rangeli; Rhodnius.
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CAPITULO 1 - TESE DE DOUTORADO

Caracterizacao de espécies de triatomineos e de tripanossomatideos coletados em regiao

de fronteira (Brasil — Bolivia)



1 INTRODUCAO
1.1 DOENCA DE CHAGAS

A tripanossomiase americana (TA) ou doencga de Chagas (DC), ao longo do tempo
atingiu diversas partes do mundo, porém as regides endémicas concentram-se nos paises
pertencentes ao continente da América do Sul e Central (WHO, 2010; Stanaway; Roth, 2015;
Pérez-Molina; Molina, 2018; Mendes et al., 2022).

Por conseguinte, a DC foi descrita pelo pesquisador Carlos Justiniano Ribeiro das
Chagas, em 1909 (Chagas, 1909). Ao se deslocar para Lassance, interior de Minas Gerais, com
o intuito de reduzir o nimero de pessoas, que trabalhavam na constru¢do da estrada de ferro
Central do Brasil e, que estavam acometidas por maléria, assim foi possivel caracterizar e
identificar a nova doenca ¢ descrever todo o seu ciclo (Coura, 1997; Galvao, 2014).

Essa enfermidade dispde como seu agente etioldgico o protozodrio flagelado
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastea: Trypanosomatida) e o seu principal vetor
¢ um inseto conhecido popularmente como barbeiro, pertencente a subfamilia Triatominae
(Gorla et al., 2021; Medeiros et al., 2022; Costa-Oliveira et al., 2023).

Nesse contexto, o 7. cruzi ¢ um protozoario com capacidade de infectar e se instalar
em varios organismos, podendo ser patogénico ou ndo aos seus hospedeiros, assim sua
transmissdo pode ocorrer de formas variadas como a vetorial, transfusdo de sangue,
transplantes de o6rgaos, acidentes de laboratorio, bem como oral (dependente e independente
dos triatomineos) e congénita (Rassi Junior et al,, 2012; WHO, 2020; Martins-Melo et al.,
2021; Ramos et al., 2022; Costa-Oliveira et al., 2023).

A transmissdo vetorial ainda ¢ uma das principais vias de transmissdo da DC nos
paises considerados endémicos (WHO, 2020). Nessa forma de transmissdo, o triatomineo
infectado libera o protozodrio pelas fezes/urina na superficie do seu hospedeiro (uma vez que
esses insetos tém o habito de defecar/urinar durante ou ap6s o repasto sanguineo), o que pode
resultar na entrada do agente etioldgico na corrente sanguinea e ocasionar a infec¢do do
vertebrado (Medeiros et al., 2020).

Além da vetorial, outra forma de transmissdo, que merece destaque ¢ a vertical
(congénita), a infeccdo ocorre da mae para o feto no periodo gestacional. A transmissdo
acontece, quando a mae, uma vez contrai a DC e ndo ¢ tratada, ainda que seja, durante a
gestacdo, aumenta as chances do 7. cruzi entrar em contato com o feto, assim a crianga podera
nascer DC (WHO, 2020). Essa transmissao ¢ a principal forma de propaga¢do da DC nos paises

considerados nao endémicos (Sanchez et al., 2014; Conners et al., 2017; Silva et al., 2020).
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A transfusdo ou transplante, por muito tempo, contribuiram efetivamente para o
aumento da dissemina¢do da DC, mas, com a implementag¢ao de medidas de controle realizadas
antes de administrar os fluidos ou 6rgdos em outra pessoa, favoreceu para a reducao dessas vias
de infec¢ao (WHO, 2020; Gorla et al.,, 2022; Mendes et al., 2022; Shikanai-Yasuda, 2022;
Hochberg; Montgomery, 2023).

A infec¢do oral ¢ outra forma bastante comum no Brasil, principalmente na regido
amazonica (Shikanai-Yasuda, 2012; Magalhaes-Santos, 2014; Vergara-Meza et al., 2021). A
transmissdo pela via oral acontece basicamente do contato humano com alimentos
contaminados por 7. cruzi. A contamina¢do pode ocorrer de varias formas, desde animais
silvestres, que sdo reservatdrios e o manejo inadequado no momento da despolpa das frutas.
Assim 0 homem ao consumir esse alimento possibilita a entrada do agente etiolégico da DC
no organismo, em que podem levar ao desenvolvimento da doenca (Pinto ef al., 2009;
Magalhaes-Santos; Hernandez et al., 2020; Lopez-Garcia; Gilabert, 2023).

Além das bebidas, a infec¢ao por 7. cruzi pode ocorrer pelo consumo de carnes cruas
de cacgas (animais silvestres), pratica comum entre os povos originarios da América do Sul
(Recine; Radaelli, 2015). Atualmente, essa atividade, ainda ¢ realizada, principalmente, pela
populacdo da zona rural, pois, em alguns casos os moradores utilizam, como modo de
subsisténcia e, em outros casos vem da necessidade pessoal de se alimentar dos animais
silvestres (Sampaio, 2011; Ribeiro; Cor¢do, 2013; Recine; Radaelli, 2015; Sangenis et al.,
2015; Lopez-Garcia; Gilabert, 2023).

Dessa maneira, o individuo, quando infectado com a DC, seja, por qualquer fonte de
infeccdo podera desenvolver sintomas ou ndo, independentemente, em que fase o paciente se
encontra. A DC ¢ classificada em duas fases: aguda e cronica (Oliveira et al., 2008; Abreu-
Pedra et al., 2017; Dias et al., 2015; Pérez-Molina; Molina, 2018; Perez et al., 2022). A fase
aguda ¢ o periodo, no qual se visualiza com facilidade 7. cruzi no sangue periférico (Prata,
1990). Quando apresenta sintomas, eles surgem nos primeiros dias ou meses de infec¢ao
(Pérez-Molina; Molina, 2018; Sousa et al., 2023). A porta de entrada de 7. cruzi no organismo
humano pode ser visualizada pelo sinal de Romana, que ¢ o edema bipalpebral, ou o chagoma
de inoculagdo, porém ndo sdo tdo frequentes e, em alguns casos, com o surgimento de
linfadenopatia (WHO, 2010; Brasil, 2019).

Nessa perspectiva, entre as sintomatologias especificas, tem-se a miocardite difusa
com varios graus de gravidade, sinais de pericardite, derrame pericardico, tamponamento

cardiaco; manifestacdes sindromicas de insuficiéncia cardiaca, derrame pleural; edema de face,
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de membros inferiores ou generalizado; tosse, dispneia, dor tordcica, palpitacdes, arritmias;
hepatomegalia e/ou esplenomegalia, de leve a moderada intensidade (Brasil, 2019).

Existem, também casos com surgimentos de sintomas inespecificos, como dor de
cabegca, palidez, dor muscular, dificuldade de respiragdo, dor abdominal, tosse, erupcdes de
pele, ndédulos dolorosos, vomito, diarreia; também podem ocorrer, meningite (principalmente
em imunodeprimidos e criangas com menos de dois anos) (WHO, 2010). E, as vezes, por nao
apresentar sintomas especificos, pois na sua maioria, as pessoas infectadas ndo procuram o
servigo de saude ou o profissional de saide desconhece sobre a DC e, consequentemente, a
sintomatologia que acomete ao individuo (Prata, 1990; Pinto et al., 2004; Chadalawada et al.,
2020).

Dessa maneira, a doencga tende a se tornar cronica, apos dois a quatro meses, assim, o
individuo perpassa da fase aguda, para a fase cronica (Prata, 1990), caracterizada pela escassez
de T. cruzi na corrente sanguinea, que se aloja em tecidos, nos quais o parasito possui afinidade:
cardiaco, digestivo e neurologico (Marin-Neto ef al., 2022). Ainda nessa fase, o individuo tem
a possibilidade de apresentar algumas formas clinicas, como indeterminadas ou assintomaticas,
cardiaca, digestiva e mista (Basqueira et al., 2003; Rassi; Marin-Neto, 2010; Chadalawada et
al., 2020; WHO, 2020).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA DE CHAGAS

Diante da repercussdo da doenga e com mais de 100 anos de sua descri¢ao, a DC,
ainda ¢ considerada um problema de saude publica mundial, que precisa ser resolvido, pois
estudos apontam que existem, cerca de cinco a 18 milhdes de humanos acometidos por essa
enfermidade, nos quais podem evoluir a o6bito, além disso, cerca de 10 mil pessoas sdo
infectadas anualmente (Stanaway; Roth, 2015; Ciapponi et al., 2020).

Dessa forma, a expansdo da doenga deve-se, principalmente, pelo fluxo migratorio,
seja regional (deslocamento do interior do pais, para os grandes centros urbanos do proprio
pais) ou continental (principalmente nos paises considerados subdesenvolvidos, como os
latinos, para os demais continentes desenvolvidos) (Gorla et al,, 2022). A chegada desses
imigrantes oriundos de paises como Bolivia, Argentina ou Brasil, em paises ndo endémicos
para DC, que ndo apresentam controle epidemiologico, para essa enfermidade, pois possibilita
a transmissao nesses paises, por meio de transplante, doacdo sanguinea e/ou congénita (Gorla

et al., 2022; Medeiros, 2022). Nesse contexto, alguns desses paises, como Estados Unidos,
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possuem regulamentos, nos quais auxiliam na triagem da populagdo, para a doenga de Chagas,
principalmente os imigrantes (Gorla et al., 2022).

Portanto, acredita-se que os fatos apresentados acima refor¢am a necessidade de os
individuos infectados terem o diagnostico correto, em tempo de realizar uma farmacoterapia e
que leve a cura ou evite as manifestagdes graves da doenca, principalmente nos paises pobres
(Marin-Neto et al., 2022).

Nesse cenario, dados apontam que, entre os paises considerados endémicos, o Brasil
ocupa o terceiro lugar com a maior taxa de incidéncia para DC (WHO, 2021; Gorla et al., 2022;
Medeiros, 2022). Cerca de mais de um a quatro milhdes de brasileiros estdo infectados com a
parasitose e mais de seis mil dbitos anuais (Brasil, 2019; Santana et al., 2021; Martins-Melo et
al., 2022; Gorla et al., 2022). Entre as regides brasileiras pode-se destacar as regides Norte e
Nordeste, que nas ultimas décadas apresentaram maior incidéncia da DC, porém a transmissao
vetorial prevalece em todo pais (Andrade et al., 2011; Brasil, 2019; Martins-Melo et al., 2014;
Santana et al., 2021; Medeiros, 2022).

Os dados epidemiologicos apresentados acima, podem estar subestimados, devido,
principalmente, pela dificuldade do diagnostico correto. Pois, sabe-se que existem projecdes,
nas quais apontam um numero bem maior de pessoas infectadas com 7. cruzi, assim como essas
e outras acdes podem contribuir para diminuir o nimero de subnotificacdes, além de tratar os
casos, diminuindo as morbidades da doenga e contribuindo, para a redugdo do impacto social
e econdmico, assim como incentivar o surgimento de novas pesquisas, que envolvam a DC
(Ramos-Junior; Sousa, 2017; WHO, 2022; Ramos et al., 2022).

Para contribuir com a melhora dos dados registrados da DC, pesquisadores instituiram
o Dia Mundial das pessoas afetadas pela doenca de Chagas, com intuito de dar maior
visibilidade da DC ao mundo e visibilidade dos impactos, que a enfermidade causa ao seus
acometidos (Dias et al., 2016; Kropf; Lima, 2020; Ramos et al., 2022). Assim, foi estabelecido
pela 72* Assembleia Mundial da Satde, em maio de 2019 o dia mundial da doenga de Chagas,
que ocorreu em 19 de abril (WHO, 2019).

Os dados levantados, sobre a regido Norte do Brasil compreende sete estados: Acre
(AC), Amazonas (AM), Amapa (AP), Para (PA), Rondonia (RO), Roraima (RR) e Tocantins
(TO). Com base nos dados do periodo de 2009 a 2019, obtidos no Departamento de Informatica
do Sistema Unico de Satude - DATASUS, essa regido apresenta o registro 2.353 casos de DC
e esse valor ¢ considerado elevado, quando comparado com o somatério das demais regides,

que ndo chega a atingir 5% do total dos casos registrados (Moraes et al., 2021).



13

Os dados levantados, acerca da DC na regido Norte, a maioria desses casos
aconteceram no estado do Pard, seguido pelo Amapa, ambos ocorreram pelo consumo da
bebida da fruta acgai contaminada com 7. cruzi (Moraes et al., 2021). No estado de Rondonia,
a partir do levantamento nota-se, que em 22 anos (2001 a 2021), ha o registro de apenas 41
casos da doenca de Chagas Aguda - DCA (Brasil, 2023) e outro estudo realizado em 2011 na
regido rural do municipio de Monte Negro aponta, que das 344 amostras de soros dos
participantes, que foram analisadas, apenas quatro apresentaram positividade para 7. cruzi na
fase cronica e as pessoas acometidas eram oriundas de outros estados brasileiros tidos como
endémicos, faixa etaria de 24 a 57 anos (Carvalho et al., 2011; Brasil, 2020). Pode-se inferir,
que ao compor os dados epidemiologicos, sobre a transmissdo via oral, o Brasil ¢ apontado
como o pais com maior numero de casos relatados, para essa via de infec¢ao (Lopez-Garcia;
Gilabert, 2023).

Os ntimeros sobre a DC, apresentados até o momento indicam, que nao hd nenhum
relato de chagésico na microrregido de Guajara-Mirim no estado de Ronddnia, o que ndo quer
dizer, que ndo ha pessoas acometidas com a doenca na regido, ja que se tem dados preliminares,
que apontam a presenga de triatomineos contaminados por tripanossomatideos. Outro fato ¢ a
proximidade da regido com a cidade Guayaramerin, Bolivia, em que hé registro de micro surtos
com 14 pessoas infectadas pelo consumo de suco de pataud (jugo de majo), extraido do fruto
da palmeira Oenocarpus bataua, que estava contaminado com 7. cruzi (Santalla ef al., 2011;

Rojas-Cortez et al., 2016; Depickere et al., 2022).

1.3 TRIATOMINEOS

Os triatomineos pertencem ao reino Animal, filo Arthropoda, classe Insecta, ordem
Hemiptera, subordem Heteroptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae (Rocha, 2016;
Alevi et al., 2021; Mwangi et al., 2022). Atualmente, hd 160 espécies descritas no mundo,
sendo trés delas fosseis, divididas em cinco tribos (Alberproseniini, Bolboderini, Cavernicolini,
Rhodniini e Triatomini) e 18 géneros, sendo eles: Alberprosenia, Belminus, Bolbodera,
Microtriatoma, Parabelminus, Cavernicola, Psammolestes, Rhodnius, Dipetalogaster,
Eratyrus, Hermanlentia, Linshcosteus, Mepraia, Nesotriatoma, Panstrongylus, Paratriatoma,
Triatoma ¢ Paleotriatoma (Gil-Santana et al., 2022; Menezes et al., 2022; Alevi et al., 2021;
Dale et al., 2022; Zhao et al., 2023).
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Os triatomineos estdo amplamente disseminados nas Américas, principalmente, entre
a América Central e Sul, porém ha espécies que ocorrem na América do Norte, Oceania,
Europa, Asia e Africa (Dujardin ez al., 2015; Eberhard et al., 2020).

Em relagdo, ao desenvolvimento os triatomineos possuem ciclo de reprodutivo
incompleto e classificados como hemimetébolos (ovo-ninfas-adulto). Apds a deposi¢dao dos
ovos pela fémea, a incubacdo ocorre de 10 a 40 dias, sofrendo variagdes, por conta da
temperatura, do ambiente e das espécies (Barata, 1981; Catala et al, 2017; Mwangi et al.,
2022). Com a eclosao dos ovos, tém-se as ninfas no estadio I e, conforme ocorre a alimentacao
sanguinea se desenvolvem, até atingir a fase adulta (Ponair, 2005; Catald et al, 2017,
Alejandre-Aguilar et al., 2023). Todos os cinco estadios ninfais, assim como adultos, fémeas e
machos podem transmitir o 7. cruzi, exceto pelos ovos (Alejandre-Aguilar et al., 2023).

Por conseguinte, os triatomineoss, possuem a capacidade de se dispersar por uma
varidade de ambientes. Assim sua dispersdo ¢ classificada como passiva e ativa, na passiva
ocorre o transporte de estddios imaturos, como a aderéncia de ovos em aves ou, até mesmo, em
objetos humanos, j4 a dispersdo ativa ocorre por voos (adultos) e caminhada do préprio
triatomineo, quando atraidos, seja, pela luz e/ou fonte de alimento (Forattini, 1997; Galvao et
al., 2001; Catala et al., 2017).

Desse modo, os triatomineos naturalmente vivem em ambiente silvestres, como
afloramentos rochosos, tocas, ninhos, troncos caidos e ocos de arvores, entre raizes expostas e
sob cascas soltas, em folhagens de palmeiras e em bromélias epifitas e nesses ambientes tem-
se a presenca constante de animais silvestres homeotérmicos, como marsupiais, edentados,
roedores, carnivoros, morcegos e aves que servem de fonte alimentar. Porém com a degradacao
do meio ambiente e o avanco das populagdes humanas, algumas espécies de triatomineos se
adaptaram a viver em ambientes domésticos (Galvao; Justi, 2015; Madeira et al., 2020).

Dessa forma, para a vigilancia epidemioldgica, a ateng@o deveria ser voltada, para os
triatomineos, que se apresentam em habitagdes humanas, principalmente, as choupanas ou
casas de pau-a-pique, cobertura como palha ou telhados, tdo comuns na América Latina
(Sanmartino; Crocco, 2000; Briceno-Leon, 2009; Lima et al, 2012; Galvao, 2014; Gorla;
Noireau, 2017; Aragjo, 2018; Crocco et al., 2019).

A disseminacao dos triatomineos possibilita o surgimento de casos da DC, ja que todas
as espécies descritas, em potencial, podem veicular o 7. cruzi (Garcia et al., 2010; Castillo-
Neyra et al., 2015; Nguyen et al., 2023). E pela capacidade de adaptacdo ao local, em que
colonizam e proporcionam a sua reprodudibilidade em trés principais ambientes: domésticos,

pericomiciliares e silvestres (Deane, 1964; Guhl; Vallejo, 2003). Dentre os 18 géneros,
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Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, sdo considerados de maior importancia epidemiologica
na América Latina (Cavassin et al., 2014; Vieira et al., 2018).

Dentre os trés géneros com maior diversidade, ha relatos da presenga desses vetores
em ambientes domésticos e periodomésticos, conforme descritos por pesquisadores da area.
Ha também triatomineos, que possuem a capacidade de domiciliagdo, como acontece com R.
stali na Bolivia e R. prolixus na Venezuela (Dias, 1953; Schofield, 1989; Matias et al., 2003;
Schofield; Galvao, 2009 Hashimoto; Schofield, 2012). A constatacdo de espécies de Rhodnius,
em ambiente ndo silvestre (buscando locais domésticos/peridomésticos), elevam o risco de
transmissdo da enfermidade chagésica (Gurgel- Gongalves et al., 2008; Abad-Franch et al.,
2009; Mosquera; Lorenzo, 2020).

A identificagdo dos triatomineos ¢ feita, a partir das observacdes dos caracteres
morfoldgicos, observados na cabeca e pronoto, especialmente, contribuem, para a distingao
imediata, entre os géneros e as espécies descritas (Lent; Wygodzinsky, 1979). Além disso, o
uso de o6rgdos reprodutores, tém sido uns dos caracteres utilizados, pois apresentam grande
eficdcia no processo identificatorio, porque sdo 6rgaos altamente variaveis o que possibilita a
distin¢do, entre as espécies com mais precisdo (Galvao, 2020). A revisdo realizada por Lent &
Wygodzinsky (1979), com a descri¢do das genitalias do macho e da fémea enfatiza a validade
dos o6rgaos reprodutores dos machos. Por muito tempo, os caracteres da genitalia feminina
foram ignorados taxonomicamente, somente em 2010, o estudo detalhado das genitalias de
fémeas comprovou que essa estrutura pode ser utilizada, para a identificacdo especifica com
precisdo (Rosa et al., 2010; Rosa et al., 2014; Rosa et al., 2017; Rodrigues et al., 2018; Galvao,
2020). Outras técnicas podem ser implementadas, como a citogenética, morfométrica ou
biologia molecular, que contribuem, sobretudo, na elucidacdo de novas espécies, espécies
semelhantes ou subespécies, as quais necessitam de estudos aprofundados, até sua real
identificacdo, evitando registros equivocados e/ou erroneos (Galvao, 2020; Ravazi et al.,
2020).

O género Rhodnius, desde a sua descrigdo apresenta importancia epidemiologica, o
que justifica, em ser um dos géneros mais estudados, outro motivo ¢ a dificuldade da
diferenciagdo, entre as espécies que compdem o grupo (Lent; Jurberg, 1969; Lent;
Wygodzinsky, 1979; Galvao et al., 2003; Souza et al., 2020). Rhodnius de maneira geral
apresenta as seguintes caracteristicas, comprimento total entre 11-26 mm, cabeca delgada e
alongada, duas ou trés vezes mais longa que a largura da cabeca e, em muitos, mais longa que
o pronoto, sua coloracdo varia entre o pardo-amarelado e, em alguns casos apresenta a

coloragdo negra, com manchas castanhas escuras ou pardo-negras, os tubérculos anteniferos
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sdo curtos e inseridos na por¢ao anterior do clipeo (Lent; Wygodzinsky, 1979). Sua preferéncia
por palmaceas, contribui fortemente, para sua disseminacao na regido amazonica brasileira, em
que ha uma vasta variedade e abundancia de palmeiras (Miles et al., 1983; Gaunt; Miles, 2000;
Gurgel-Gongalves et al., 2003; Dias et al., 2014; Julido et al., 2021)

Outro género que se faz presente na regido amazdnica ¢ Panstrongylus, no qual
apresenta uma ampla distribuicdo na América Latina, e com elevada plasticidade morfologica,
dando-lhe capacidade adaptativa a diversos ambientes silvestres, domiciliares e
peridomiciliares. Assim, por essa habilidade atrai atencao dos entomodlogos (Schofield; Galvao,
2009; Patterson et al., 2009). Além do mais, relatos apontam associagdes das espécies desse
género com mamiferos e aves (Santos et al., 2003). Contudo, suas principais caracteristicas ¢
o tamanho total de 19 a 39 mm, corpo glabro, ou com pelos curtos e achatados; cabega,
incluindo os olhos, pouco mais longa do que larga, pouco alongada a frente dos olhos; ocelos
situados em nitidas saliéncias do disco na regido pos-ocular da cabeca; antenas inseridas junto
aos olhos, afastadas do 4pice da cabega (Lent; Wygodzinsky, 1979; Juberg et al., 2014).

Nessa perspectiva, o género Eratyrus, apesar de ndo ser considerado de importancia
epidemioldgica, merece atenc¢do, por sua atragdo por luz artificial, como relatado em estudos
realizados no Amazonas e em Rondodnia (Castro ef al., 2010; Meneguetti et al., 2011). Além
da atracdo pela luz, ha outro fato, que se mostra relevante, sdo os relatos da presenca de colonias
de Eratyrus infectadas com o 7. cruzi em ambientes domésticos e/ou peridomiciliar, em paises
que fazem fronteira com o Brasil: como Bolivia, Peru, Venezuela e Colombia. Ha registros de
invasdes esporadicas em ambientes domiciliares (Noireau ef al., 1995; Guhl 2007; Rojas et al.,
2008; Torres; Cabrera 2010; Depickére et al., 2012; Obara et al., 2013; Monte et al., 2014).
Entender a biologia e a dispersao desse género ¢ fundamental, para resguardar a populagdo de
um possivel surto, seja vetorial ou com alimento contaminado, dada a sua presenga em varios
estados da regido norte do Brasil (Obara et al., 2013; Jesus et al., 2021).

Observa-se a dispersdo de triatomineosna regido Amazonica brasileira (Acre, Amapa,
Amazonas, Rondonia, Roraima, Paré e Tocantins), area que absorvem grande parte do territdrio
brasileiro, um levantamento recente relatou a presenca de 31 espécies descritas, divididas em
nove géneros (Madeira, 2022). Em Rondonia, foi observada a presenca de nove espécies, a
saber, Rhodnius montenegrensis Rosa et al., 2012, Rhodnius milesi Carcavallo, Rocha, Galvao,
and Jurberg, 2001, R. robustus Larrousse, 1927, R. pictipes Stél, 1872, Eratyrus mucronatus
Stal, 1859, Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811), P. lignarius (Walker, 1873), P.

megistus (Burmeister, 1835) e P. rufotuberculatus (Champion, 1899). Rhodnius ¢ o mais
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abundante na regido Norte e no estado de Ronddnia (Oliveira; Alevi, 2017; Lima-Cordoén et

al., 2019; Poinar Janior, 2019; Nascimento et al., 2019).

1.4 TRIPANOSSOMATIDEOS

A familia Trypanosomatidae ¢ constituida por organismos unicelulares e eucariontes
(Brener, 1997; Souza; Barrias, 2020). Trypanosoma cruzi ¢ um protozodrio flagelado da ordem
Kinetoplastida, pertencente a familia Trypanosomatidae (Abegg et al., 2017; Ramirez et al.,
2018; Moretti et al., 2020). A célula desse parasita compde-se de varias organelas, entre as
quais uma unica membrana, assim como uma organela rica em DNA (kDNA), localizada na
mitocondria denominada de cinetoplasto, que concentra todo DNA mitocondrial. O
cinetoplasto, além de sua funcdo na célula contribui, para a identificagdo e diferenciag@o entre
os tripanossomatideos (Souza; Barrias, 2020).

Em seu processo de desenvolvimento, 7. cruzi envolve basicamente dois hospedeiros:
vertebrados (mamiferos) e invertebrados (triatomineos) (Chagas, 1909). O ciclo de transmissao
ocorre no ambiente doméstico, peridoméstico e silvestre, em que o silvestre mantém a relacao,
entre os triatomineos e os animais silvestres, relacdo que hé indicios de ocorrer ha milhares de
anos, ¢ o que denominamos de ciclo enzodtico (Guhlet al., 1999; Afderheide et al., 2004). O
peridoméstico ¢ um ciclo entre o vetor e os animais domésticos e, eventualmente, ocorre com
animais silvestres presentes nos arredores do ambiente doméstico (Deane et al., 1984; Coura;
Dias, 2009; Coura; Junqueira, 2015).

Nesse contexto, o ambiente doméstico ¢ marcado pela presenga dos triatomineos, em
contato com animais domésticos e/ou humanos, a hipotese mais aceitavel da presenga dos
triatomineos em habitagdes humanas, se deve pelas alteracdes ambientais (desmatamento,
atividade agricola e pecudria) e, ao longo do tempo, o vetor precisa se adaptar a esses locais,
para conseguir sobreviver. A transmissao, até entdo, classificada como zoonotica (triatomineos
para animais silvestres), pode ser considerada zooantroponoética, que em linhas gerais € a
transmissdo do humano, para os animais domésticos, que posteriormente transmite para os
animais silvestres (Aguilar et al., 2007; Coura et al., 2007; Coura 2008; Argolo et al., 2008;
Coura; Dias, 2009).

Dessa forma, Trypanosoma cruzi pode se apresentar fundamentalmente sob quatro
formas: epimastigota, tripomastigota, tripomastigota metaciclica e amastigota (Fig. 1). A
forma epimastigota ¢ a forma reprodutiva, que ocorre no intestino médio dos triatomineos,

oriunda das formas infectantes tripomastigota metaciclicas e obtidas no momento da
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alimentacdo em fontes infectadas com 7. cruzi. Assim, a forma epimastigota perpassa por
etapas, até retornar novamente a fase tripomastigota metaciclica (Goldenberg; Avilar, 2011;
Oliveira et al., 2017).

Dessa maneira, as formas evolutivas de 7. cruzi podem ser diferenciadas ao examinar
a relagdo nucleo/flagelo. Na forma tripomastigota, o cinetoplasto situa-se na parte posterior do
flagelado, em posi¢do terminal ou subterminal, e o flagelo emerge da chamada bolsa flagelar,
localizada proxima ao cinetoplasto; nos epimastigotas (formas de multiplica¢ao do parasita no
vetor ou em cultura), o cinetoplasto e a bolsa flagelar estdo em posi¢do anterior ao nicleo; por
fim, as amastigotas (estagios evolutivos que se multiplicam dentro das células hospedeiras) sao
organismos arredondados, que apresentam flagelos interiorizados (Brener, 2017; Oliveira,
2017; Souza; Barrias, 2020).

Por meio de estudos moleculares, pesquisadores agruparam as espécies de
Trypanosoma descritas e semelhantes, em grupos conhecidos com clados, sendo eles aquaticos
e terrestres (Stevens et al., 2001; Tibayrenc; Ayala, 2022).

Nessa conjuntura, o clado aquatico é composto por tripanossomatideos observados em
anuros, peixes, quelonios, sanguessugas aqudticas e no clado terrestre tem-se
tripanossomatideos de aves, cobras, crocodilianos, lagartos e inimeras ordens de mamiferos
(Viola et al., 2008, 2009; Fermino et al., 2013). Posteriormente, houve o surgimento dos
subclados terrestres (Clado crocodiliano, aves, lagartos e serpentes, Trypanosoma brucei,
Trypanosoma cruzi,? Trypanosoma lewisi, Trypanosoma theileri, Trypanosoma cyclops)
(Viola et al., 2008, 2009; Fermino et al., 2013).

O clado T. cruzi ¢ considerado heterogéneo constituido por uma diversidade de
hospedeiros, como algumas espécies de morcegos, triatomineos e os cimicideos (blacklock,
1914; Freitas et al., 1946; Forattini et al., 1990; Salazar et al., 2015; Peterson et al., 2018,
Kamani et al, 2022; Lima et al, 2012; Sierra-Rosales et al., 2023). No subgénero
Schizotrypanum estao inseridas as espécies de 7. cruzi, T. cruzi marinkellei, T. dionisii e T.
erneyi (Marinkelle, 1976; Hoare, 1972; Molyneux, 1991; Marcili et al., 2009; Cavazzana et al.,
2010; Hamilton et al., 2012; Lima et al., 2012).



19

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS
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Figura 1. Ciclo de transmissdo do Trypanosoma cruzi (simplificado). Infografico: Venicio
Ribeiro, ICICT/Fiocruz. Fonte: Argolo et al., 2008.

O pesquisador Carlos Justiniano Chagas (1909), em seu primeiro relato apontava
uma diversidade fenotipica de 7. cruzi, em seu processo de desenvolvimento e, posteriormente
validada, por outros pesquisadores (Chagas, 1909; Tibayrenc; Ayala, 2002; Andam et al.,
2017; Souza; Barrias, 2020). Nesse sentido, ¢ a diversidade genética, que contribui para a
disseminagdo em diferentes hospedeiros (Brener; Andrade, 1979; Zingales; Bartholomeu,
2022).

Nessa perspectiva, a etapa de reprodugdo de 7. cruzi acontece pelo processo de fissdo
bindria, que alguns pesquisadores acreditavam, que ndo ocorreria trocas de informagdes
genéticas e/ou aconteciam de forma esporadicas, mas estudos atuais apresentam, que esse
contato com materiais genéticos diferentes do que lhe compde, da abertura, para o surgimento
de novas variedades de 7. cruzi com diferencas genotipicas (Salyers; Shoemaker, 1997;
Cabezon et al., 2015; Piscon et al., 2023).

Para tanto, Trypanosoma cruzi apresenta uma excelente estrutura populacional, que

influenciada pelo processo evolutivo (recombinag¢do, mutacdo, deriva genética, historia
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demografica e selecdo natural) permite sua perpetuagdo, até¢ os dias atuais e apresenta
inumeras variedades cepas e capacidade de resisténcias a farmacos, além de impactar em suas
caracteristicas epidemioldgicas (Tibayrenc; Ayala et al., 2002; Gaunt et al., 2003; Lewis et
al., 2009; Zingales; Bartholomeu, 2022).

Em 1999, o agrupamento das cepas de 7. cruzi baseados nas caracteristicas
bioquimicas e moleculares foi feita em dois grupos, quais sejam: 7. cruzil e T. cruzi Il e, em
outro momento, um grupo de pesquisadores discutiu, como iria classificar as cepas
consideradas hibridas, pautando-se em novas evidéncias (Zingales et al., 1999).

No ano de 2009, o mesmo grupo definiu, que as cepas nativas e hibridas de 7. cruzi
deveriam ser agrupadas em Unidades de Tipagem Discreta (DTUs), classificadas em Tcl, Tcll,
Tclll, TelV, TcV, TcVI (Tibayrenc, 1998; Zingales et al., 2009; Zingales; Bartholomeu, 2022).
Lembrando que 7. cruzi I passou a corresponder a Tcl e Tcll agrupou as demais, além do
reconhecimento das cepas hibridas (TcV e TcVI) (Zingales et al., 2012, 2018; Freitas et al.,
2023). O alinhamento sobre as nomenclaturas da DTUs e o processo de hibridizacao, entre os
gendtipos de 7. cruzi, ainda é objeto de discussdes entre seus estudiosos (Zingales;
Bartholomeu, 2022).

No mesmo ano de 2009, Marcili e colaboradores em seus experimentos com
Trypanosoma, que tem como hospedeiro os morcegos, identificaram uma cepa, que se
diferencia das demais ja descritas (Marcili, 2008). Assim, para confirmag@o de novas espécies
foi necessario utilizar marcadores moleculares como 24Sa rRNA que apresentou 140 pb
diferente das linhagens 7. cruzil e Il (Souto et al., 1996). Lima (2015), em seu estudo permitiu
estabelecer a proximidade entre a nova espécie (TcBat) com a DTU Tcl. Essa observagao ¢
oriunda de morcegos brasileiros, apds o relato da cepa TCbat outros estudos realizados em
paises da América do Sul, detectaram a presenca da cepa Tcbat nos morcegos da regido e em
mumias latinas (Chile e Colombia) (Marcili et al., 2009; Guhl et al., 2014; Ramirez et al.,
2014; Lima et al., 2015). Pelo exposto tem-se, que, atualmente, (2023) 7. cruzi pode ser
classificado em sete grupos: Tcl, Tcll, Tclll, TcIV, TcV, TcVI e Tcbat (Zingales;
Bartholomeu, 2022)

Na regido Norte do Brasil, estudos recentes apontam, que ocorre a circulagdo das
DTUs Tcl e TcIV em humanos com casos de infec¢do mista, entre os dois gendtipos (Vergara-
Meza et al., 2022). Em triatomineo, também ocorre Tcl e TcIV (R. robustus e R.
montenegrensis), com casos de infeccdo mista e ha registros de Tclll, TcIV, TcV em P.
geniculatus (Julido et al., 2022a; Julido et al., 2022b; Vergara-Meza et al., 2022). H4 casos de

outros mamiferos com infeccdo por Trypanosoma como caes (Trypanosoma rangeli),
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morcegos (Tcl) e marsupiais (7. rangeli) e primatas ndo-humanos (Tcl, TcIV e T. rangeli)
(Julido et al., 2022; Vergara-Meza et al., 2022).

Na Bolivia, em especial a regido do Departamento do Beni (Guayaramerin), que
possui lagos fronteirigos, como a regido de Guajara-Mirim, foi encontrada a presenca de Tcl
e/ou infecgdo mista de Tcl e TelV, em espécimes do género Rhodnius (Depickére et al., 2022).

Diante de exposic¢do, ao longo do texto, sobre a doenca de Chagas, dos triatomineos
e dos tripanossomatideos, houve a necessidade de aprofundar os estudos, em relagdo ao tema
na regido de fronteira entre Brasil e Bolivia, municipio de Guajara-Mirim, Rondonia. Os
dados, acerca da doenca de Chagas, em Guajarda Mirim, Rondonia sdo praticamente
inexistentes, ou seja, a popula¢ao desconhece a realidade da DC no municipio e Estado.

Por ser uma regido fronteirica com a Bolivia, em que hé relatos de micro-surtos, por
infeccdo oral de bebida contaminada (Santalla et al., 2011) pode favorecer a transmissdo da
doenga, por meio da migracdo de pessoas infectadas e pela sua proximidade geografica
(devido ao ciclo de vida completo). Além desses fatos, tem-se abundancia do principal
ecotopo natural de triatomineos (palmeiras) e a possibilidade, também da transmissdo oral
com o consumo do agai ¢ de carne de caca. Desse modo, o aumento das chances da ocorréncia
da doenca, justifica o estudo, com intuito de caracterizar e identificar as espécies de

triatomineos e tripanossomatideos na regido de Guajara Mirim, Rondonia, Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Caracterizar e identificar as espécies de triatomineos e de tripanossomatideos coletados em

regido de fronteira (Brasil — Bolivia).

2.2 ESPECIFICOS

a) Coletar triatomineos no municipio de Guajarad-Mirim, Ronddnia;

b) Relatar as ocorréncias de triatomineos na regido estudada;

c) Determinar as taxas de infestagdo das palmeiras por triatomineos na area estudada;
d) Identificar as espécies de triatomineos coletados na regido de fronteira Brasil-Bolivia,
por meio de estudos fenotipicos e genotipicos;

e) Analisar a positividade de infecg@o dos triatomineos por tripanosomatideos;

f) Identificar as cepas de Trypanosoma cruzi e T. rangeli, coletadas na area de estudo;
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DE ESTUDO

3.1.1 Area urbana

O municipio de Guajara-Mirim, que em tupi-guarani significa cachoeira pequena, tem
sua historia, intimamente ligada a constru¢do da Estrada de Ferro Madeira-Mamoré (TJRO,
2023). Apos o tratado de Petropolis (17 de novembro de 1903), foi construida a estrada de ferro
Madeira-Mamoré, dando continuidade ao ciclo da borracha. Guajard-Mirim possui area total
de 24.850 km?2 e faz divisa com a cidade boliviana Guayaramerin do distrito de Beni. Também
conta com uma popula¢do de aproximadamente 39.400 mil habitantes (IBGE, 2022). Sua
populacdo ¢ mais ampla € na regido urbana do muncipio e a economia local se baseia em
agropecuaria, comercial e o funcionalismo publico (IBGE, 2022).

Em 13 de setembro de 1943, pelo Decreto-Lei n® 5.812, o municipio de Guajara-Mirim
passou a integrar o Territorio Federal do Guaporé, criado nessa data. No dia 21 de setembro do
mesmo ano, pelo Decreto-Lei n® 5.839, a sua area territorial, somada a uma parte da area
territorial do municipio de Mato Grosso - MT (ex-Vila Bela da Santissima Trindade) passou a

compor o novo municipio de Guajarad-Mirim (Figura 2).

1 Amencado Su

] Rondonia
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[ Bolivia N

[-] Guayamerin- BO

[ Estado de Ronddnia ’A\

[ Guajara Mirim- RO ‘
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[ Resex Rio Ouro Preto

[] Resex Pacaas Novos

Resex Rio Cautario

A comara
# Area Urbana de Guajara Mirim-RO

Fiura 2. Localidades de coleta no municipio de Guajara-Mirim, Rondonia, Brasil.
Fonte: Autor
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3.1.2 Comissao de Aeroportos da Regiio Amazonica - Comara

A regido da Comara surgiu de um projeto governamental, para fortalecer as estratégias
de defesa e seguranga da populacdo das localidades amazonicas, em que o acesso ¢ remoto e/ou
de dificil acesso. Além disso Comara, também atua em outras localidades da regido amazdnica,
visando a melhoria da infraestrutura aeroportudria como um todo. A organizagdo desempenha
um papel fundamental no desenvolvimento e na integracdo da regido, possibilitando o acesso
a areas remotas e contribuindo para o transporte de pessoas e cargas, estando sob a
responsabilidade da For¢a Aérea Brasileira - FAB (Machado, 2018; FAB, 2023).

Em Guajara-Mirim, parte do territério destinado a Comara sofreu movimentos de
invasdo, desde sua implantacdo, os invasores sdo moradores, que ja existiam na localidade e
moradores Guajard-mirenses em busca de moradia no campo, em consequéncia essa atividade
irregular se intensificou. Hoje parte do territorio, que inicialmente era pertencente as Forgas
Armadas, foi destinado aos moradores, pelo processo de legalizacdo via Instituto Nacional de
Colonizacao e Reforma Agraria— INCRA, cadastrando e regularizando as terras pelo programa
Terra Legal (Governo do Estado de Rondonia, 2015).

A localidade conta, com cerca de 200 moradores em uma area de 1.400 hectares, sendo
divididos em Comara I e II. Compete, ainda com a Associacdo dos Mini-Agricultores da
Comunidade Nova Esperanga, cuja economia se baseia, principalmente na agricultura familiar

e de subsisténcia com plantagdes de tubérculos e plantas frutiferas (G1 Globo, 2023).

3.1.3 Distrito Iata

O distrito que atualmente ¢ pertencente ao municipio de Guajara-Mirim, possui cerca
de 12 linhas (estradas rurais) e o centro historico, seu surgimento se deu, a partir da constru¢ao
da Estrada de Ferro Madeira-Mamoré — EFMM e comunidades agricolas. Somente, em 1998
pela lei municipal n® 671 houve a criagdo do distrito, que recebeu o nome, em homenagem ao
rio Iata da Bolivia. O povoado fica, cerca de 23 km do municipio de Guajara-Mirim, acesso
pela BR-425 e ha varias estradas vicinais, que facilitam o acesso ao municipio sede e outros
municipios do estado de Ronddnia. Registra-se, cerca de 500 habitantes, que vivem
basicamente da agricultura e da pecuaria e sua producdo abastece o municipio sede e o

municipio de Nova Mamoré (Emrondonia, 2022).
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3.1.4 Reserva Extrativista Rio Ouro Preto - Resex ROP

A RESEX do Rio Ouro Preto, criada pelo Decreto n°® 99.166 de 13/03/1990, esta
localizada no Estado de Rondonia, nos municipios de Guajara-Mirim e Nova Mamoré. A partir
de Guajara-Mirim, chega-se a Reserva pelos rios Mamoré e Ouro Preto ou por estrada, por
intermédio de um ramal de 40 Km, no qual leva até¢ o "Lago do Pompeu" as margens do rio
Ouro Preto. Com uma area aproximada de 204.631,55 hectares, a RESEX do Rio Ouro Preto
limita-se ao Norte com a Terra Indigena Lage e o Parque Estadual de Guajara-Mirim; a Leste
com a Terra Indigena Uru-eu-wau-wau; a Sul e Oeste com a Reserva Biologica Estadual do
Rio Ouro Preto e a Floresta Estadual Extrativista do Pacaas Novos (ICMbio, 2014; IBGE,
2022).

De acordo com esse cendrio, a Resex Rio Ouro Preto possui flora e fauna
diversificadas, como ¢ encontrada no bioma da Amazonia. A reserva, ainda conta com pelo
menos 100 familias residentes, que vivem da agricultura familiar e o extrativismo, como forma
de economia (ICMbio, 2014; Silva Alves et al., 2018). Nas habita¢des da reserva, observa-se
a presenca de estruturas semelhantes a palafitas, que sdo construidas com o objetivo de prote¢ao
contra a subida das 4dguas e de impedir a entrada de animais nas residéncias. Tais moradias
possuem paredes e assoalhos confeccionados, com base na palmeira paxiuba (Socratea
exorrhiza), sendo cobertos por palhas de inaja (Attalea maripa) ou babagu (Attalea speciosa)

(Philips, 2001; UCS, 2023).

3.1.5 Reserva Extrativista do Rio Pacaas Novos — Resex Rio Pacaas Novos

Reserva criada pelo Decreto Estadual n°® 6953, de 14 de julho de 1995, com uma area
de 342.904 hectares ao sudoeste de Rondonia com acesso intercalado entre terrestre e fluvial.
Por estrada o acesso acontece pelas rodovias BR-364 (Sentido Acre) e RO-425 (Sentido
Guajara-Mirim), por fluvial o acesso se da pelos rios Mamoré e Rio Pacaas Novos, no entanto
nos periodos do inverno amazonico o acesso € mais facil do que no periodo de estiagem, devido
a baixa dos rios. Seu territdrio possui fronteira com o Departamento de Beni na Bolivia.

Nesse contexto, Resex conta com as localidades: comunidades de Extrema, Rio Novo,
Margarida e Encrenca, totalizando cerca de 155 pessoas residentes, distribuidas em 60
colocagdes, termo este utilizado por seringueiros para descrever uma unidade produtiva

formada por pequena clareira aberta na floresta onde vivem, pois praticam extrativismo e
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agricultura de subsisténcia (BNDES, 2006). A faixa etaria ¢ de 0 a 64 anos, sendo predominada
pelas criangas (0 a 7 anos) e o sexo masculino predomina frente ao feminino.

A localidade possui a Associagdo dos Seringueiros da Resex Pacads Novos —
Primavera, essa organizagdo funciona com assessoramento, para o uso racional dos recursos
naturais da reserva. Ainda contam com o apoio da Organizagdo dos Seringueiros de Rondonia
(OSR), do Conselho Nacional de Seringueiros (CNS), da Comissao de Prote¢dao da Resex e da
Secretaria de Estado do Desenvolvimento Ambiental de Rondonia (SEDAM).

Nessa conjuntura, a populacdo que reside em Resex possui habitacdes consideradas
precarias construidas com madeiras rusticas e, em sua maioria (cerca de 87%), coberta com
palhas oriundas de palmeiras abundantes no perimetro doméstico. Utilizam a floresta, como
meio econdmico, mediante a producdo da agricultura de subsisténcia e familiar, como, por
exemplo, a extracdo da castanha. A pesca e a caga sdo outras atividades de sobrevivéncia dos
moradores (Santana, 2007).

Dessa maneira, pela sua diversidade e grande densidade de fauna e flora, existem
planos de manejo florestal com rendimento sustentado, para a exploragao florestal madeireira
e ndo-madeireira. Podem ser incluidos outros potenciais, que a area possui, como o ecoturismo

e o desenvolvimento biotecnologico.

3.1.6 Reserva Extrativista Federal Rio Cautario — Resex Rio Cautario

A reserva ¢ dividida entre federal e estadual, sendo que a unidade sob jurisdig¢do
federal se encontra em Guajarad-Mirim e a outra parte, que estd no municipio de Costa Marques,
tendo como responsavel a Secretaria do Estado de Desenvolvimento Ambiental - SEDAM.

Conforme relatério da organizagdo ndo governamental India, em 1994, a reserva tinha
uma populagdo de 282 pessoas. No levantamento mais recente realizado pela Associacdo de
Seringueiros de Machadinho D'Oeste - ASM/ASRMT em 2000, foi registrada a presenga de 42
familias. A reserva conta com duas escolas, dois postos de satide, um radio amador, duas
maquinas de beneficiamento de arroz, uma embarca¢do comunitaria chamada chata, barcos de
aluminio, um trator, um caminhdo e uma serraria comunitaria, responsavel pelo processamento
da madeira extraida no projeto de manejo (Governo do Estado de Rondonia, 2002).

Nesse ambiente, na drea em questdo, estd sendo executado um projeto de manejo
florestal conduzido pela Organiza¢dao dos Seringueiros de Ronddnia - OSR, ASM e Acao
Ecoldgica do Vale do Guaporé¢ - Ecoporé. Devido a presenga de posseiros, os limites da reserva

foram alterados, resultando em uma redugdo de 42.000 hectares, em rela¢do a proposta inicial.
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A érea perdida atualmente ¢ ocupada por 15 familias de posseiros e trés latifundiarios.
Aproximadamente 6,5% da reserva apresenta modificagdes, devido a atividade humana
(Governo do Estado de Ronddnia, 2002).

De acordo com o Diagndstico das Unidades de Conservagao de 2002 (Governo do
Estado de Rondonia, 2002) a area, onde foi criada a Reserva Extrativista do Rio Cautario -
Resex Rio Cautario existe ha cerca de 100 anos, de acordo com a memoria coletiva. Sdo cinco
seringais, que sdo explorados de forma sustentdvel, para a extra¢do de latex e castanha, além
do cultivo de acai, agricultura de subsisténcia e criacdo de pequenos animais. Em 1998, a
populacao de Rio Cautdrio reivindicou a area, para a formacao da reserva extrativista, durante
o I Encontro de Indios e Seringueiros de Rondénia, realizado em Costa Marques. A justificativa
para essa reivindicacdo foi a presenca da populagdo tradicional agroextrativista e a oferta de
recursos naturais renovaveis.

Em relacdo aos planos de manejo florestal, estdo suspensos em todas as reservas,
exceto nessa. Outra peculiaridade da reserva é que a Associagdo Aguapé ¢ a Unica entre as
associagdes de extrativistas em Rondodnia, que ndo possui contrato assinado com empresas
madeireiras (Diagnoéstico, 2005). Em 2004, estima-se que a reserva contasse com 55 familias,
aproximadamente 280 individuos (Doria, 2004).

Segundo uma Carta Aberta da OSR e Associa¢des de Seringueiros, a area total dessa
reserva seria de 134 mil hectares. Os principais problemas enfrentados sdo causados pelo fato
de que, durante sua criagdo, algumas pessoas que ndo eram seringueiros extrativistas
permaneceram na area, resultando em questdes relacionadas a grilagem de terras, roubo de
madeira e peixes, desmatamento ilegal e ameagas contra a vida dos seringueiros (Governo do
Estado de Rondodnia, 2005).

Nesse cenario, a Resex Federal Rio Cautario foi estabelecida, por meio de um Decreto
Presidencial em sete (07) de agosto de 2001 e estd sob a gestdo do Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio). Localizada na regido sudoeste do estado de
Rondoénia, na fronteira com a Bolivia, abrange uma area de 73.817 hectares e esta situada na
Microrregido de Guajara-Mirim e na Mesorregido conhecida como Madeira-Guaporé, que
inclui os municipios de Guajara-Mirim, Costa Marques e Sao Francisco do Guaporé (ICMBio,
2017).

Nesse cenario, antes de se tornar uma Resex, o territorio em questdo pertencia ao
dominio do Exército Brasileiro. A criagcio da Resex Rio Cautario Federal ocorreu,
principalmente, devido ao engajamento dos seringueiros organizados em associagoes,

especialmente, por intermédio do Conselho Nacional dos Seringueiros (CNS), da Organizac¢ao
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dos Seringueiros de Rondonia (OSR) e da Associacdo dos Seringueiros do Vale do Guaporé
(AGUAPE).

No entanto, ndo se pode separar a Resex Federal do Rio Cautédrio do contexto de
interagdo extremamente organica com a Resex Estadual do Rio Cautério, pois, apesar de serem
areas protegidas gerenciadas por jurisdi¢des diferentes, sua dindmica, tanto do ponto de vista
ambiental, quanto social, ndo se distingue.

O Decreto Estadual n° 7.028 de 08 de agosto de 1995, possibilitou o surgimento € a
concretizagao da Resex Estadual do Rio Cautario, com area de 146.000 hectares, advinda da
luta das associacdes seringalistas e pressdo de instituigdes estrangeiras, que sao financiadoras
das atividades de protecdo na regido. Localizada no limite entre o distrito de Surpresa
(pertencente ao municipio de Guajara-Mirim), Parque Nacional da Serra da Cutia e o municipio
de Costa Marques, que, curiosamente possui um segmento da maior parte da reserva
extrativista, porém possui jurisprudéncia diferente, ficando a cargo do governo estadual e ndo
federal. O acesso a reserva ¢ pela area estadual, podendo ser acessada, também por transporte
fluvial com pequenas embarcagdes.

Nesse contexto, o rio que divide a reserva ¢ o rio Cautdrio, como todo rio Amazonico
sofre influéncia das chuvas e da sazonalidade da regido. A economia local era pautada na
producdo de borracha, mas, atualmente temos o extrativismo como principal atividade
econdmica. Além da criacdo de animais, pesca, caga e as plantacdes para subsisténcia familiar

(ICMBio, 2017).

3.2 Coletas e identificacio morfologica

As buscas por triatomineos foram desenvolvidas em diferentes ecotopos, naturais e
artificiais, j4 conhecidos como habitat desses vetores (Lent; Wygodzinsky 1979; Gaunt; Miles,
2000).

Os métodos envolveram buscas ativas em ecOtopos naturais: mata primdria e
secundaria, ocos e bases de arvores de grande porte, copas de palmeiras, arvores caidas, tocas
de animais, abrigos de animais, entre outros (Fig. 3 e 4). Para as buscas passivas foram
utilizadas armadilhas luminosas (Fig. 5), isto €, pano branco estendido e ldmpada de 250w,
instalados por 08 (oito) horas nas florestas dos locais selecionados.

As coletas ocorreram em forma de campanhas nos anos 2019 (julho e dezembro), 2020
(janeiro, julho, agosto, setembro), 2021 (junho e julho) e 2022 (janeiro, fevereiro). As

palmeiras foram selecionadas, de acordo com o tamanho (minimo 10 metros de altura), que
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ndo fosse queimada, com grande abundancia de material organico nas copas. As derrubadas
tiveram autorizacdo dos orgdos de fiscalizacdo (Secretaria Estadual do Meio Ambiente —
Sedam, Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade — ICMbio e Secretaria
Municipal de Meio Ambiente — Semma).

Ap0s a derrubada da palmeira com o auxilio de uma motosserra, observavou-se as
bracteas, para verificar se ocorria ou ndo a saida dos triatomineos e outros vertebrados.

Posteriormente retirou-se uma a uma as bracteas na busca pelos insetos (coleta, armazenamento

e transporte de Reduvideos autorizadas pelo ICMBio) (Figura 3 e 4).

Figura 3. Coletas de triatomineos de diferentes localidades do municipio de Guajara-Mirim,
RO. Legenda: A, B, C, D - Derrubada, dissecagdo de palmeira e captura de triatomineos em
territorio brasileiro. Fonte: Autor
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Figura 4. Coletas de triatomineos de diferentes localidades de fronteira — Brasil/Bolivia
Legenda: A, C - Derrubada, dissecacdo e captura de triatomineos em palmaceas em territorio
brasileiro. B — Cépula dos triatomineos apds captura. C -Derrubada, dissecag¢do e captura de
triatomineos na Bolivia. Fonte: Autor

As armadilhas luminosas eram instaladas por volta das 17:30 até as 01:00 da
madrugada, ficava-se observando o pano estendido, para possivel pouso do inseto e,
consequentemente captura do espécime. Outra forma de coleta passiva € a intrusdo de insetos

em ambientes residenciais e comerciais, que foram entregues pela populacao local (Figura 4).
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Figura 5. Coletas de triatomineoscom armadilhas luminosas. Legenda: A- Equipe da coleta na
montagem de armadilhas. B, C e D - Armadilhas instaladas e em funcionamento. Fonte: Autor

Os triatomineos coletados, ainda no campo eram armazenados em potes plasticos com
telas para a aeracdo, em seguida eram identificados com as informacdes da coleta. A
localizagdo de todos os ecotopos investigados foi determinada com o auxilio de aparelho
receptor do sistema de posicionamento global (GPS). Os triatomineos capturados foram
levados ao laboratério de Ciéncias do Instituto Federal de Rondonia — IFRO campus Guajara-
Mirim, para identificacdo preliminar, estddio ninfal e alimenta¢do dos insetos por ratos da
espécie Rattus norvegicus (CEUA\IFRO N°009/2019). Os insetos vivos ou mantidos em alcool

absoluto, eram transportados ao laboratério de Parasitologia do Departamento de Ciéncias
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Biologicas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - Unesp, campus
Araraquara — Sao Paulo.

No laboratorio de Parasitologia realizou-se a confirmacao das espécies, reafirmando
os estagios de desenvolvimento, sexagem de ninfas e adultos, para tanto utilizou-se chaves
dicotomicas e publicagdes (Lent; Wygodzinsky, 1979; Abad-Franch et al., 2013; Jurberg et
al., 2014; Rosa et al 2012; Souza et al, 2016). Os insetos foram mantidos vivos com a

alimentagdo em camundongos Mus musculus da raca Swiss.

3.3 IDENTIFICACAO DAS PALMEIRAS

As palmeiras selecionadas foram identificadas, preliminarmente, utilizando chaves de
identificacdo descritas por Lorenzo e colaboradores (1996). Nesse processo foi considerado
caule, copa, frutos, formacao das folhas das palmeiras dissecadas no estudo. Posteriomente os
itens de cada palmeira foram enviados ao herbario da Fundacdo Universidade Federal de

Ronddnia do Campus de Porto Velho, para a confirmagao especifica das palmeiras.

3.4 ANALISE MICROSCOPICA E ISOLAMENTO DOS TRIPANOSSOMATIDEOS.

Para andlises microscopicas gotejou-se de 2 ou 3 gotas de fezes em laminas com
solug¢do salina 0,9% e laminula, sendo visualizados primeiramente no microscopio Zeiss,
modelo Primo, Star iluminagdo de LED em objetiva de 10x e posteriormente na objetiva de
40x, para confirmagdo de tripanossomatideos (Figura 6). Nao foi possivel observar todos os
espécimes coletados, por falta de contetido intestinal. Em caso de positivo diluiu-se a amostra
em 100 ul de solugdo salina e em um tubo de ensaio com rosca, adicionou-se 4 ml de meio de
cultura liver infusion tryptos - LIT (Camargo, 1964) e a solugdo diluida, incubados na estufa
de Demanda Bioquimica do Oxigénio - BOD em 28°C.

Os tubos eram avaliados diariamente nos primeiros 20 dias e apds, se a cultura se
mostrasse positiva, realizava-se o repique das culturas pela retirada de 1 ml para repique em
tubo com 4 ml de meio LIT novo. A seguir incubava-se novamente e examinava-se a cada 15
dias. Repetiu-se esse ultimo processo, até a eliminagcdo dos contaminantes e isolamento do

tripanossomatideos para caracterizacdo e identificagao.
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Figura 6. Analise microscopica das fezes e glandula salivar dos triatomineos. A - Lamina com
parte do trato digestivo do triatomineo e ovos. B - Glandula salivar do triatomineo, para busca
de T. rangeli. C - Forma epimastigota em fezes do triatomineo, sugestivo para 7. rangeli. D -
Formas tripomastigota em fezes de triatomineos. Fonte: Autor
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Figura 7. Anélise molecular dos tripanossomatideos nos triatomineos. A - Extragdo de DNA
total para andlise molecular. B- Pureza e concentracdo do DNA no Nanodrop. Fonte: Autor
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3.4 ANALISES MOLECULARES

Com a finalidade de andlise molecular dos insetos, para identificagdo dos
tripanossomatideos, separou-se os triatomineos, de acordo com as areas de coleta. Nesse
sentido dividiu-se os espécimes em seis (06) grandes areas de coletas com um total de 600

individuos adultos.

3.4.1 Extracao de DNA

Os insetos mantidos em alcool absoluto a -20 °C, foram secos com papel toalha e com
o auxilio de pingas esterilizadas, retirava-se o abdomen dos insetos e raspava-se as visceras. O
material retirado do inseto (fezes, tubo digestivo e/ou sangue), era colocado nos microtubulos
de 2.0 ml, em que era adicionado 300 uL da solu¢do Digsol Buffer, fazendo a maceracao e
adicionando a proteinase k (10 mg/ml). Apos essa etapa incubava-se overnight (12 a 14 horas
a 37 °C). Finalizando essa etapa seguia-se para segunda etapa, que envolvia adi¢do de 400 pl
de acetato de amodnia 4 M, homogeneizando-se os tubos em vortex, durante 15 minutos e
fazendo pausas, nesse periodo. Passando a etapa de agitagdo, centrifugava-se (15 min, 14.000
rpm), o sobrenadante foi precipitado em etanol absoluto e depois lavado em etanol 70% (Fig
7). Apods secagem a temperatura ambiente, os pellets foram ressuspensos em 20-40 pl de dgua

estéril e estocados a -20 °C até o seu uso.

3.4.2 FFLB (Fluorescent Fragment Length Barcoding)

Os DNA extraidos foram inicialmente analisados pela técnica FFLB, que se baseia na
amplificacdo de quatro regides variaveis dos genes 18S e 28Sa rRNA, que identificam ou
discriminam espécies de Trypanosoma pelo polimorfismo observado (Hamilton et al., 2008).
As reagdes de PCR foram realizadas de forma individual e, em cada uma delas, apenas um
primer foi marcado com fluorocromo especifico. A descricdo dos primers utilizados e o
protocolo das reacdes no termociclador constam da Tabela 1.

Desse modo, finalizadas as amplificacdes por PCR, por gel de agarose 2%,
visualizava-se, o produto da reacdo molecular, para verificar se o processo ocorreu de forma
correta. Em caso de resultado positivo as amostras foram analisadas pelo sequenciamento do
instrumento ABI 3500 (4Applied Biosystems). Os dados advindos do sequenciador, possibilitam

avaliar os tamanhos dos fragmentos de cada uma das quatros regides, visualizadas pelo
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software GeneMapper v. 4.0 (4pplied Biosystems), no qual cada fragmento possui perfis
especificos, para cada espécie de Trypanosoma, assim pode-se identificar com bastante
confianca os resultados. Esses padrdes sdo comparados com espécies de referéncia ou
respectivos genoétipos, para determinar com precisdo a identidade das amostras analisadas

(Tabela 1).

Tabela 1. Reagdes de amplificagdo, os oligonucleétidos, os perfis térmicos e tamanhos das
bandas esperadas para cada gene.

Reacio de Perfil de Tamanho
Primers
amplificacio amplificacio esperado
FFLB 18S1(Azul)

18S-1f: 5 ACCGWTTCGGCTTTTGTTGG 3° 95°C 90 seg

18S-2r: 5 CGGTCTAAGAATTTCACCTC 3’ 95°C 30 seg Variavel
62°C 30 seg depende da

18S3(Verde) 30 ciclos espécie alvo

18S-3f: 5 GACCRTTGTAGTCCACACTG 3° 72°C 60 seg

18S-4r: 5 CCCCCTGAGACTGTAACCTC ¥’

28S1(Azul)
28S-1f: 5> GAAAGAGAGTGACATAGAAC 3’
28S-2r: 5 TGTTTCAAGACGGGTGGGGGC 3’

28S3(Negro)
28S-2f: 5 CCCCCACCCGTCTTGAAACA 3’
28S-3r: 5° GGGTCCAAACAGGCACACTC ¥

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados coletados foram integrados a uma planilha de Excel, contendo as seguintes
informagoes: data, localidade, local encontrado (palmeira/armadilha/intra/peridomicilio),
exemplares (adulto/ninfa), quantidade de exemplares, género, espécie, positividade para

tripanossomatideos e coordenadas geograficas.
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Nesse enquadramento, para a analise descritiva, foi usado niimero absoluto e relativo.
Para indice de infec¢do natural por tripanossomatideos, foi utilizada a seguinte formula: o

numero de triatomineos infectados dividido pelo nimero de triatomineos examinados por 100.

3.6 ASPECTOS ETICOS PESQUISAS

A pesquisa realizada seguiu todas as etapas do projeto, conforme solicita as resolugdes
vigentes, para coletas dos triatomineos, juntamente com a autorizagdo do Sistema de
Autorizac¢do e Informacdo em Biodiversidade - Sisbio Numero: 75216-1 e Secretaria Municipal

do Meio Ambiente de Guajara-Mirim - Semma (Oficio n° 36/SEMMA/GM/2020).
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4 RESULTADOS
4.1 COLETA DE TRIATOMINEOS

Foram coletados 1.232 espécimes oriundas das seis (06) coletas realizadas no
municipio de Guajara-Mirim, nas localidades da Colonia Agricola do lata, Comissdo de
Aeroportos da Regido Amazonica - COMARA, Reservas Extrativistas do Rio Ouro Preto -
ROP, Reservas Extrativistas do Pacads, além disso incluimos a éarea rural de Guayaramerin
(Bolivia), invasdes dos triatomineos em ambientes com presenca humana, assim como no
perimetro urbano. As coletas ocorreram por campanhas no periodo de 2019 até¢ 2022, em
localidades com acesso principal as estradas vicinais e transportes fluviais.

Foram usadas as informac¢des dos populares que habitavam as localidades para
direcionar a equipe, para a busca dos locais de coleta. Investigou-se cerca de 173 palmeiras dos
géneros Attalea e Oenocarpus em cinco (05) localidades, com a captura de 1.232 insetos. A
investigacdo foi executada, a partir de buscas ativas nas palmeiras e utilizando armadilhas

luminosas em areas, que ndo era possivel realizar a dissec¢do das palmeiras (Tabela 2).

Tabela 2. Métodos de coleta e nlimero de triatomineos capturados, no municipio de Guajara-
Mirim, Rondonia, Brasil, no periodo de 2019 a 2022.

Modo de coleta N.° de triatomineos coletados (%) de triatomineos coletados
Palmeiras 1.206 97,89
Armadilhas 23 1,87
Invasdo domiciliar 3 0,24

Total 1.232 100

Legenda: % - porcentagem.

Assim, essa totalidade de espécimes coletados ¢ resultado da participacdo da
comunidade e de muito esfor¢o dos participantes do projeto, pois as principais coletas deveriam
ocorrer no ano de 2020, porém o planeta se deparava com a pandemia causada pela Covid-19,
o que dificultou a permissdo para o acesso as comunidades isoladas, para que ndo se fosse
exposto ao virus causador da doenca. No entanto, apesar dos contratempos, foi possivel obter
um quantitativo de espécimes bem expressivo.

Nesse panorama, os espécimes coletados foram examinados minuciosamente pelos

pesquisadores e foram divididos entre fémeas, machos e ninfas dos cinco estadios (Figura 8).
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Figura 8. Estddios de desenvolvimentos dos triatomineos do género Rhodnius. Legenda:
Espécimes capturados no municipio de Guajara-Mirim. A — Espécies de R. montenegrensis:
Al- NI, A2-NII, A3-NIII, A4-NIV, A5 — NV e A6-Adulto. B — R. robustus: B1- NI, B2-NII,

B3-NIII, B4-NV ¢ B6- Adulto. C — R. pictipes; C1-N1, A2-NII, C3-NIII, C4-NIV, C5-NV ¢
C6-Adulto. Fonte: Autor

As espécies capturadas foram dos géneros Rhodnius (fig. 8 € 9A) e Panstrongylus (fig.
9B1 e 9B2), coletadas principalmente em palmeiras da familia Arecaceae/Palmae, e das
espécies Attalea maripa, Attalea speciosa € Oenocarpus bataua (Fig. 10).

Dentre as trés espécies de palmeiras, Attalea speciosa, popularmente conhecida como
babagu, teve a maior quantidade observada, cerca de 80% do total. As outras duas espécies de

palmeiras examinadas foram Attalea maripa € Oenocarpus bataua (Tabela 3).
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Figura 9. Triatomineos do género Panstrongylus € Rhodnius. Legenda: A — Rhodnius
montenegrensis; Bl — Panstrongylus geniculatus (Adulto); B2 — Panstrongylus lignarius
(Adulto). Fonte: Autor

7
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Figura 10. Palmeiras dissecadas nas areas coletas do estudo em Guajara-Mirim, Rondonia.
Legenda: A — 4. maripa; B- A. speciosa; O. bataua. Fonte: Autor
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Tabela 3. Numero e percentual de palmeiras dissecadas e triatomineos coletados, no municipio
de Guajara-Mirim, Rondonia, Brasil, no periodo de 2019 a 2022.

Espécies de N.° de palmeiras  N.° de palmeiras  N.° de insetos (%) de insetos
palmeiras dissecadas dissecadas (%) coletados coletados
Attalea speciosa 139 80,35 976 80,93
Attalea maripa 25 14,45 76 6,30
QOenocarpus 9 5,20 154 12,77
bataua
Total 173 100,00 1.206 100

Legenda: % - porcentagem.

Nas localidades Resex Iata e ROP, obteve-se maior nimero de triatomineos, nas

coletas conduzidas. Nas areas urbanas de Guajara-Mirim, foram utilizadas armadilhas

luminosas, porém as coletas foram feitas em fragmentos de mata (area do exército e

Universidade Federal de Rondonia — UNIR), onde ocorreram invasdes em ambientes

domiciliares e prédios (Tabela 4).

Tabela 4. Numero e percentual de triatomineos, em rela¢ao aos locais de coletas no municipio
de Guajara-Mirim, Rondonia, Brasil, no periodo de 2019 a 2022.

Localidade N.° de insetos coletados %
Distrito Iata 466 37,82
Resex ROP 375 30,44
Comara 151 12,25
Resex Cautario 111 9,01
Resex Pacaas 75 6,09
Bolivia 28 2,27
Zona Urbana 26 2,11

Total 1.232 100,00

Legenda: % - porcentagem.

As espécies coletadas do género Rhdonius foram R. montenegrensis, R. pictipes, R.

robustus, R. stali e as do género Panstrongylus, P. geniculatus e P. lignarius. Sendo que as

quatro espécies de Rhodnius compuseram 98,98% do total de espécies capturadas (Tabela 4).
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Panstrongylus foi capturado em nimero bem menor. Por meio de armadilhas luminosas foram
coletadas as espécies R. pictipes, R. montenegrensis, P. lignarius e P. geniculatus. Nos

ambientes domiciliares e periodomiciliares capturou-se apenas R. montenegrensis (Tabela 5).

Tabela 5. Numero e percentual de espécies de Rhodnius e Panstrongylus coletados no
municipio de Guajara-Mirim, Rondonia, Brasil, no periodo de 2019 a 2022.

Espécies identificadas N.° de insetos coletados %
R. montenegrensis 540 92,15
R. robustus 27 4,61
R. pictipes 11 1,88
P. geniculatus 4 0,68
P. lignarius 2 0,34
R. stali 2 0,34
Total 586 100,00

Legenda: % - porcentagem.

Em relacdo as espécies de palmeiras, em 4. speciosa encontrou-se a maior quantidade
de triatomineos, quais sejam: R. montenegrensis (77,84%), R. robustus (66,67%) (Tabela 5).
Em todas as palmeiras foram encontradas ao menos trés espécies de Rhodnius, conforme
referido neste estudo e R. stali foi capturado em 4. maripa e O. bataua, exceto em A. speciosa

essa ndo encontrada na area, em que se coletou R. stali (Tabela 6).

Tabela 6. Numero e percentual de espécies de Rhodnius e Panstrongylus coletados em
palmeiras no municipio de Guajara-Mirim, Rondonia, Brasil, no periodo de 2019 a 2022.

Palmeiras/Triatomineos | R. montenegrensis R. pictipes R. robustus R. stali Total | %Total
N % N % N % N %
Attalea speciosa 425 77,84 1 25,00 16 66,67 0 0,00 442 76,74
Oenocarpus bataua 81 14,84 2 50,00 0 0,00 1 50,00 84 14,58
Attalea maripa 40 7,33 1 25,00 8 33,33 1 50,00 50 8,68
Total 546 100,00 4 100,00 24 100,00 2 100,00 576 100,00

Legenda: N (numero absoluto). %(percentual).
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Nesse contexto, as fémeas foram coletadas em maior quantidade do que os machos
(754/ 61,20%). Dos espécimes capturados e ninfas de 1° a 5° estadio, juntamente com os adultos
foram coletados na maioria em A4. speciosa (976/80,93%). Os exames das fezes/urina, para
observagdo de infec¢do por tripanossomatideos, por meio de microscopia Optica foram feitos
em 574 espécimes. Dessa maneira, foram considerados positivos os espécimes, que
apresentaram ao menos uma forma de tripanossomatideo. Dos demais 658 ndo foi possivel
realizar os exames, para verificar a infec¢do. Entre ninfas e adultos obteve-se 155 (27%)
positivos (N3- 4, N5- 20 e Adultos- 131) e 419 (73%) ndo apresentaram formas flageladas
(Tabela 7).

Tabela 7. Numero absoluto e percentual de triatomineos coletados de acordo com o estadio
ninfal por sexo, espécies de palmeiras e andlise microscopica para tripanossomatideos, no
municipio de Guajara-Mirim, Rondonia, Brasil, no periodo de 2019 a 2022.

Sexo
Estadio Ninfal
%N
N1 | %N1|N2|%N2| N3 |[%N3| Na| 4 |N5| %N5 | Adulto | %Adulto | Total | %Total
Fémea 31 411 78 1034 101 1340 87 11,54 118 15,65 339 4496 754 61,20
Macho 41 858 16 335 27 565 59 1234 72 1506 263 5502 478 38,80
Total 72 584 94 763 128 10,39 146 11,85 190 1542 602 48,86 1.232 100,00

Espécie de palmeira
Estadio Ninfal

%N
N1 | %N1 | N2 | %N2 | N3 | %N3 | N4 4 N5 | %NS | Adulto | %Adulto | Total | %Total

Attalea speciosa 66 676 80 820 111 11,37 117 11,99 160 16,39 442 4529 976 80,93

Oenocarpus

bataua 6 39 7 455 14 909 25 1623 18 11,69 84 54,55 154 12,77

Attalea maripa 0 000 7 921 3 395 4 52 12 1579 50 65,79 76 6,30
Total 72 597 94 779 128 10,61 146 12,11 190 15,75 576 47,76 1206 100,00

Analise para

Estadio Ninfal
tripanosomatideos**

%N
N1 | %N1 | N2 | %N2 | N3 | %N3 | N4 4 N5 | %N5 | Adulto | %Adulto | Total | %Total




44

Nio Analisado 65

9,88 73 11,09 91 13,83 88 1337 85 12,92 256 3891 658 53,41
Negativos 7 1,67 21 501 33 7,88 58 13,84 85 20,29 215 51,31 419 34,01
Positivos 0 000 0 000 4 258 0 000 20 1290 131 8452 155 12,58

Total 72 584 94 7,63 128 1039 146 11,85 190 1542 602 4886 1232 100,00

Legenda: %(porcentagem); N1(Ninfa 1); N2(Ninfa 2); N3(Ninfa 3); N4(Ninfa 4); N5(Ninfa

5). **Analise microscopia Optica para positividade de tripanossomatideos

Sob tal perspectiva, Rhodnius montenegrensis foi a mais frequente, em relagdo as
demais espécies, assim como apresentou a maior positividade para tripanossomatideos nas
analises microscopicas. Os espécimes de Panstrongylus nao foram examinados por
microscopia Optica, pois estavam secos, o que inviabilizou a verificag¢do do trato digestivo dos
insetos, para constatar a presenca do protozodrio flagelado.

Contudo, Rhodnius montenegrensis (90), R. robustus (12) e R. pictipes (04), sdo as

espécies, em que se detectou a presenca de protozoarios flagelados, as demais ndo foram

examinadas microscopicamente, conforme a tabela 8.

Tabela 8. Numero e percentual das espécies de Rhodnius e Panstrongylus, examinados por
microscopia Optica para busca de tripanossomatideos, no municipio de Guajarad-Mirim,

Rondoénia, Brasil, no periodo de 2019 a 2022.

Espécies identificadas

Numero de insetos

Taxa de infeccao de positividade

positivo para tripanosomatideos*

P. geniculatus 0 0,00
P. lignarius 0 0,00
R. montenegrensis 90 27,03
R. pictipes 4 44,44
R. robustus 12 66,67
R. stali 0 0,00

Total 106 28,96

Estagio ninfal

Numero de insetos

Taxa de infeccao de positividade

positivos para tripanosomatideos®
N1 0 0
N2 0 0
N3 4 10,81
N4 0 0
N5 20 19,05
Adulto 131 37,86
Total 155 27,00
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Legenda: %(percentual). N1(Ninfa 1); N2(Ninfa 2); N3(Ninfa 3); N4(Ninfa 4); N5(Ninfa 5).
A taxa de infec¢do de positividade para tripanossomatideos ¢ o nimero de insetos positivos
dividido por nimero de insetos examinados multiplicado por 100.

A localizacdo do municipio de Guajara-Mirim e todas as espécies de triatomineos

coletadas no periodo de 2019 a 2022: Rhodnius pictipes, R. robustus, R. montenegrensis, R.

stali, Panstrongylus geniculatus e P. lignarius; estdo referidas na figura 11.
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R. pictipes R. robustus R. stali R. montenegrensis P. geniculatus P. lignarius

Figura 11. Espécies de triatomineoscapturadas no municipio de Guajara-Mirim, Rondonia,
Brasil, no periodo de 2019 a 2022. Fonte: Autor

De acordo com os dados, no distrito de lata foi coletada a maior quantidade de
triatomineos (N2; N3, N4, N5 e fémeas), seguindo por Resex ROP (N1; N2, fémeas e machos)
e Comara (N1 e machos). Nas demais localidades ocorreram variagcdes no quantitativo, entres

ninfas e adultos, porém em numeros menores (Tabela 9).
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Tabela 9. Numero e percentual de triatomineos por estadio, sexo e localidade no municipio de Guajara-Mirim, Rondonia, Brasil, no periodo de

2019 a 2022.
N1 N2 N3 N4 N5 Adulto Total
Total
Localidade 3 %3 Q %? | & %3 2 %? | & %d Q %2 | & %3 2 %< 3 %3 Q %9 <) %3 Q %Q 3 %3 Q %Q
Resex ROP 1 2750 12 37,50 8§ 50,00 26 3333 3 1L11 28 27,72 15 2542 10 1149 14 1944 24 2034 88 3346 136 40,12 139 29,14 236 31,26 375
Resex Cautéirio 0 000 O 000 O 000 9 11,54 5 1852 6 594 1 169 5 575 6 833 12 1017 29 11,03 38 1121 41 860 70 927 111
Resex Pacaks 0 000 0 000 1 625 3 38 1 370 2 198 4 678 19 2184 6 833 5 424 19 722 15 442 31 650 44 583 75
Distrito Iata 2 500 6 1875 4 2500 34 4359 12 4444 54 5347 31 5254 41 47,13 43 5972 61 51,69 83 31,56 95 2802 175 36,69 291 38,54 466
c 23 5750 11 3438 3 1875 5 641 4 1481 10 990 8 1356 12 13,79 3 417 15 12,71 27 1027 30 885 68 1426 83 10,99 151
omara
Zona Urbana 0 000 O 000 O 000 0 000 O 000 O 000 O 000 O 000 0 000 0 000 11 418 15 442 11 231 15 1,9 26
Bolivia 4 1000 3 938 o0 000 1 128 2 74 1 099 0 000 o0 000 0 000 1 08 6 228 10 295 12 252 16 2,12 28
Total 40 100,00 32 100,00 16 100,00 78 100,00 27 100,00 101 100,00 59 100,00 87 100,00 72 100,00 118 100,00 263 100,00 339 100,00 477 100,00 755 100,00 1232
Legenda: %(porcentagem). N1(Ninfa 1); N2(Ninfa 2); N3(Ninfa 3); N4(Ninfa 4); N5(Ninfa 5). & (Macho). @ (Fémea).
Tabela 10. Taxa de positividade para tripanossomatideos por microscopia Optica de espécies de triatomineos por localidade no municipio de
Guajara-Mirim, Ronddnia, Brasil, no periodo de 2019 a 2022.
Resex ROP Resex Cautério Resex Pakaas Distrito Iata Comara Zona Urbana Total
Espécies . Taxa . Taxa . Taxa . Taxa . Taxa . Taxa . Taxa
identificadas N Posit  T.Ex. (%)* N Posit  T.Ex. (%)* N Posit  T.Ex. (%)* N Posit  T.Ex. (%)* N Posit  T.Ex. (%)* N Posit  T.Ex. (%)* N Posit  T.Ex. (%)*
P. geniculatus 0 NSA NSA NSA 0 NSA NSA NSA 0 NSA NSA NSA 0 NSA NSA NSA 0 NSA NSA NSA 4 0 4 0 4 0 4 0,00
P. lignarius 0 NSA NSA NSA 0 NSA NSA NSA 0 NSA NSA NSA 0 NSA NSA NSA 0 NSA NSA NSA 2 0 2 0 2 0 2 0,00
R. montenegrensis 207 50 117 42,74 55 14 3 4242 34 3 17 17,65 177 10 109 917 57 13 47 2766 10 0 10 0 540 90 333 27,03
R. pictipes 2 1 2 50,00 2 2 2 100 0 NSA NSA NSA 0 NSA NSA NSA 0 NSA NSA NSA 7 1 5 2000 11 4 9 44,44
R. robustus 15 10 1 9091 8 1 3 3333 0 NSA NSA NSA 1 1 1 100 0 NSA NSA NSA 3 0 3 0 27 12 18 66,67
R. stali 0 NSA NSA NSA 2 0 0 000 0 NSA NSA NSA 0 NSA NSA NSA 0 NSA NSA NSA 0 NSA NSA NSA 2 0 0 0,00
Total 224 61 130 4692 67 17 38 44,74 34 3 17 17,65 178 11 110 10,00 57 13 47 27,66 26 1 24 4,17 586 106 366 28,96

Legenda: T. Ex. (Triatomineo Examinado). % (percentual). Posit (Insetos Positivos). Taxa* (Taxa de infeccdo de positividade para
tripanossomatideos ¢ o numero de insetos positivos dividido pelo nimero de insetos examinados multiplicado por 100).
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Nesse cenario, em Resex ROP, a maior quantidade coletada foi de R. montenegrensis,
porém R. robustus apresentou a maior taxa de infec¢@o por tripanossomatideos, cerca de 91%,
entretanto o nimero de espécimes examinados foi muito baixo. Os dados obtidos mostraram,
que dentre os espécimes coletados de R. montenegrensis 42,7% foram positivos para os
tripanossomatideos. Dados semelhantes foram encontrados em Resex Cautario (42,42%) e nas
demais localidades, como Resex Pacaas (17,65%), Comara (27,66%) as taxas foram menores,
mas em ambas R. montenegrensis foi a espécie que obteve o maior quantitativo de espécimes
examinadas para tripanossomatideos (Tabela 10).

Dessa forma, observando as taxas de positividade na Resex Rio Cautario, R. pictipes
se destaca, pois € a espécie que apresenta 100% de positividade para Trypanosoma, seguido
por R. montenegrensis (42,2%), R. robustus (33,3%). Assim, ressalta-se que o quantitativo
analisado do R. pictipes foi apenas dois (02), seguido por R. montenegrensis (33) e R. robustus
(03). Na Resex do Pakaas, R. montenegrensis foi a inica espécie examinada 34 espécimes, trés
(03) estavam positivos, obtendo a taxa de 17,65% (Tabela 10).

Nesta mesma perspectiva, Resex Rio Cautario e a comunidade de Iata, foram
examinados R. montenegrensis (177) e R. robustus (1), registrando a taxa de 9,17% e 100%,
respectivamente. Na zona urbana de Guajara-Mirim, foi onde se encontrou a maior diversidade,
dentre as espécies, apesar do quantitativo ser inferior as demais areas de estudos (Tabela 10).

Nas duas espécies do género Panstrongylus ndo foram encontradas em suas fezes
formas flageladas. R. montenegrensis € R. robustus, tampouco foi possivel visualizar a
presenca de tripanossomatideos em suas fezes, diferentemente do que ocorre nas demais
localidades. Apenas R. pictipes se encontrava infectada, com taxa de 20% dentre sete (07)
espécimes examinados, conforme a tabela 10.

Em sintese, as espécies de triatomineos, em que se conseguiu realizar a pesquisa por
tripanossomatideos nas fezes/urina foram 366 adultos nas 4reas do municipio de Guajara-
Mirim com total de positividade de aproximadamente 29%, para o protozoario flagelado nas
fezes. O destaque € R. robustus com 66,7% de positividade na sequéncia R. montenegrensis

com 44,4% e R. pictipes 27% (Tabela 10).
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4.2 IDENTIFICACAO GENETICA DE TRIPANOSSOMATIDEOS

Para identificacdo genética de tripanossomatideos, foram utilizados todos os insetos
adultos coletados, no periodo de 2019 a 2020, quais sejam, 600 triatomineos (fezes, trato
digestivo). Por andlise em espectrofotometro, apenas 549 espécimes estavam com
concentragdo e purezas minimas, para as demais etapas. Dos triatomineos submetidos aos
FFLB, 320 (58,29%) apresentaram positividade, para Trypanosoma, ou seja, T. cruzi e T.
rangeli. Dentre as espécies de triatomineos positivos com maior frequéncia foram R.
montenegrensis 290 (90,63%) seguido do R. robustus 17 (5,31%). Com relagdo a genotipagem,
32,81% foram positivos para Tcl, 21,25% infec¢do mista (TrA+Tcl), 15,63% de TrA e 15%
infec¢do mista (TrA+Tcl+TclV) (Tabela 11).

Tabela 11. Numero e percentual de positividade com especificagdo da genotipagem para T.
cruzi e T. rangeli por espécies de triatomineos no municipio de Guajara-Mirim, Rondonia,
Brasil, no periodo de 2019 a 2022.

Triatomineos Tripanossomatideos
Numero de
- insetos Tel + TrA + TrA+ TrA + Te Total
Espécies Analisados Tel TelV pery Tra Tel TelV (I+1V) (P/%)
(%)
R. montenegrensis >04 91 19 17 50 60 10 43 (9(2)969’/ )
' & (91,80%) *
17
27 0
R. robustus (4,92%)* 07 01 0 0 05 0 04 (S,i >1k %)
02
. 02 o
R. stali (0,36%)* 0 0 0 0 02 0 0 (0’21 %)
09
. 11 .
R. pictipes (2%) * 07 0 0 0 01 0 01 (2,2%)
01
. . 02 0
P. lignarius (0,36%)* 0 01 0 0 0 0 0 (O,ilkA))
01
. 04 0
P. geniculatus (0,73%)* 0 01 0 0 0 0 0 (O,ilkA))
105 22 17 50 68 10 48 320

Total 549 (32.81%) (6,88%) (5,31%) (15.63%) (21,25%) (3,13%) (15,00%) (58,29%)
sk k% ek sk ek kk *

sk
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Legenda: DTU's: Tcl - Trypanosoma cruzi I; TcIV - Trypanosoma cruzi IV. TrA: Linhagem de Trypanosoma
rangeli Tipo A. A - Quantitativo de amostras analisadas para FFLB. P- Quantitativo de amostras positivas para
FFLB. % - porcentagem. *Calculo: Numero de insetos sequenciados dividido pelo total (549) multiplicado por
100. **Calculo: Numero de insetos positivos para respectivas genotipagem dividido pelo total de amostra
positivas (320) multiplicado por 100.

As localidades que apresentaram maior frequéncia, com relagdo a positividade para
tripanossomatideos foram Resex ROP, Distrito Iata e Resex Cautdrio, respectivamente,

43,13%, 28,75% e 13,75% (Tabela 12).

Tabela 12. Numero e percentual de positividade com especificagdo da genotipagem para 7.
cruzi e T. rangeli por localidade no municipio de Guajara-Mirim, Rondonia, Brasil, no periodo
de 2019 a 2022.

Tel TelV Tel + TrA TrA + TrA+ TrA + Tec Total
TelV Tel TelV (I+1V)

Distrito lata 43 02 02 13 20 02 10 92
(28,75%)

Resex ROP 40 13 06 24 24 06 25 138
(43,13%)

Resex Cautario 6 03 05 05 16 01 08 44
(13,75%)

Resex Pacaas 4 02 0 04 02 01 01 14
(4,38%)

Bolivia 1 0 02 01 03 0 03 10
(3,13%)

Zona Urbana 05 0 0 0 0 0 0 05
(1,56%)

Comara 08 0 2 03 03 0 01 17
(5,31%)

Total 107 20 17 50 68 10 48

(33,44)  (625%) (531%)  (1563)  (21,68)  (3,13%) (15%) 320

Legenda: DTU's: Tcl - Trypanosoma cruzi 1; TclV - Trypanosoma cruzi IV. TrA: Linhagem de Trypanosoma
rangeli Tipo A. A - Quantitativo de amostras analisadas para FFLB. P- Quantitativo de amostras positivas para
FFLB. % - porcentagem. Calculo: Numero de insetos positivos para respectivas genotipagem por localidade
dividido pelo total de amostra positivas (320) multiplicado por 100.

Em relacdo a figura 12 abaixo, apresenta-se a distribui¢do dos 7. cruzi (DTU's) e T.
rangeli (Linhagens), conforme os locais de coleta dos triatomineos no municipio de Guajara-

Mirim, Rondoénia, Brasil, no periodo de 2019 a 2022.
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Figure 12. Distribuicdo dos 7. cruzi (DTU's) e T. rangeli (linhagens) de acordo com os locais
de coleta dos triatomineos no municipio de Guajara-Mirim, Rondonia, Brasil, no periodo de
2019 a 2022. Fonte: Autor

Na perspectiva dos 223 (40,61%) triatomineos ndo examinados por microscopia
Optica, em 115 (51,56%) foram confirmadas positividade para tripanossomatideos por biologia
molecular. Vale ressaltar que os insetos positivos, para tripanossomatideos por microscopia

Optica e por biologia molecular obtiveram valores bem semelhantes (Tabela 13).
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Tabela 13. Comparacdo das amostras de triatomineos adultos analisadas em Microscopia
Optica e Analise Molecular no municipio de Guajara-Mirim, Rondo6nia, Brasil, no periodo de
2019 a 2022.

MO BM MO BM MO BM
Genotipos
P*/ P* N#*/p* NA***/p*
Tel 131/55 195/ 18 223/32
TelV 131/08 195/03 223 /11
Tel + TclV 131/07 195 /05 223 /05
TrA 131/08 195/22 223 /20
TrA + Tcl 131/13 195/29 223/26
TrA+TcIV 131/ 04 195 /01 223 /05
TrA+ Tel+TclV 131/15 195/ 17 223/16
Total 131/110 195 /95 223 /115

Legenda: MO- Microscopia Optica. BM- Biologia Molecular (FFLB). P*(Positivos para
tripanossomatideos); N**(Negativo para tripanossomatideos); NA***(Triatomineos nao
analisados).

Destaca-se os nimeros de positivos por microscopia dptica que se mostrou maior que
a identificagdo por biologia molecular (Tabela 13). Isso pode ser justificado, hipoteticamente
pela baixa quantidade de parasita presente nas fezes e intestino dos triatomineosanalisados,
pois primeiramente realizava-se 0s exames microscOpicos € na sequéncia armazenava- as

amostras (fezes/intestino) em alcool absoluto.
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Os exames por MO, somente eram considerados positivos aqueles que nas leituras
laminares apresentassem ao menos uma forma celular flagelada, o que atestaria a positividade
para tripanossomatideos dos espécimes. Assim essa baixa parasitemia nas investigacdes por
MO, podem ter contribuido para baixa concentracio de DNA extraido dos
triatomineospositivos, que permitiu resultados negativos para a presenca de Trypanosoma sp.

em 21 amostras consideradas positivas.

5 DISCUSSAO
5.1 ESPECIES DE PALMEIRAS E SUA INFESTACAO

A doenca de Chagas continua sendo um problema de saude publica em toda a
América Latina (OMS, 2022). Compreender a dindmica, que envolve o ciclo de transmissao
da DC ¢ fundamental, para criar estratégias de controle da disseminag@o do parasita.

Essas estratégias podem contribuir para o controle e expansao continental da DC, mas
antes deve-se compreender os fatores que contribuem para a disseminacdo da DC, como, por
exemplo, a associagdo dos triatomineoscom palmeiras. Os povos amazonicos, ainda utilizam
essas plantas para a cobertura de casas, como parte do ambiente de convivéncia, para fazer
artesanatos e, at¢ mesmo, para consumo dos frutos ou extracdo de 6leos vegetais, para uso ou
venda. Além disso, as palmeiras podem ser preservadas nas proximidades das residéncias, com
o intuito de proporcionar sombra (Dias, 2012; Gregoério, 2019; Da Silva et al., 2020; Gutierrez,
2020; Ferreira et al., 2021; Depickere et al., 2022). Suas caracteristicas tornam as palmeiras
um local de abrigo e/ou fonte de alimentos, para os animais, que habitam o ambiente selvagem
(Depickere et al., 2022).

Nessa conjuntura, as palmeiras tém sido ecotopos, em que observa-se a presenca
marcante de triatomineos, especialmente Rhodnius spp., essa afinidade com as palmeiras ¢ algo
relatado ha tempos por alguns pesquisadores na regido (Miles et al., 1983; Monteiro et al.,
1999; Junior et al., 2006; Abad-Franch et al., 2010; Abad-Franch et al., 2015; Abad-Franch et
al., 2021). Vale ressaltar que a diversidade de ecotopos, onde Rhodnius spp. pode ser
encontrado vai, desde a floresta tropical, até o cerrado e ndo se limita, apenas as palmeiras
(Dias et al., 2008, Lima et al., 2008; Dias et al., 2010).

No que se refere, a infestagdo de palmeiras da familia Arecaceae ¢ amplamente
documentada em estudos realizados na regido amazonica (Queiroz; Bianco et al., 2009). Nesse

contexto, o género Attalea forma ecdtopos naturais, para a manutengdo de algumas espécies de
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Rhodnius (Coura, 2002). A presenca predominante do género Atfalea na regido amazdnica
pode ser um indicador ecolégico potencial em locais, onde existe risco de transmissdo de 7.
cruzi, uma vez que oferece abrigo, tanto para os vetores, quanto para os hospedeiros, que
participam do ciclo de transmissdo silvestre dessa espécie de protozoario (Romaiia, 2007).

Dessa maneira, outro género que merece atengdo ¢ o Oenocarpus, que, assim como o
Attalea, ¢ uma palmeira abundante na regido Norte do Brasil (Queiroz; Bianco ef al., 2009;
Montufar et al., 2010; Oliveira et al., 2010; Hidalgo et al., 2016; Souza et al., 2023). Ela pode
atingir alturas que variam de 12 a 25 metros, ¢ unicaule e possui varias raizes expostas em sua
base. Suas bracteas apresentam formas e tamanhos variados, e suas inflorescéncias sdo
exuberantes e chamativas, atraindo insetos polinizadores (Villachica et al., 1996; Lorenzi et
al., 2004; Dransfield et al., 2008; Nufez-Avellaneda; Rojas-Robles, 2008; Oliveira et al.,
2022). Além disso, essa palmeira pode servir de abrigo, para pequenos roedores € outros
mamiferos (Coura et al., 2002; Jurberg et al., 2014; Coura, 2015; Mendes-Oliveira; Miranda,
2015; Sampaio et al., 2022).

Nesse sentido, a espécie Oenocarpus bataua possui bracteas com estruturas
semelhantes a pelos, chamadas de raqui, com coloragdo preta. Entre essas estruturas
emaranhadas, ¢ possivel encontrar ninfas e adultos de Rhodnius spp.. Além disso, o fruto dessa
palmeira ¢é usado, para extrair o suco conhecido, como pataua (na Bolivia, ¢ chamado de jugo
de majo) (Santalla et al., 2014). Nessa conjuntura, a abundancia dessas palmeiras, que se sabe
ser o ecotopo preferido de Rhodnius spp, juntamente com a sua proximidade com a populacao,
pode contribuir para a disseminagdo de 7. cruzi em humanos, bem como de 7. rangeli. Além
disso, observou-se, que em palmeiras com vestigios de queimadas, devido ao processo de
renovagdo de pasto nas localidades estudadas, era possivel encontrar os vetores da doenca de
Chagas, mesmo que em quantidades reduzidas (Dias-Filho, 2015).

A relagdo existente entre triatomineose palmeiras, ¢ demostrada no estudo realizado
por Abad-Franch e colaboradores (2021), que aponta para a possibilidade de resisténcia dos
triatomineos, em migrar para outros ambientes, quando as palmeiras sofrem algum tipo de
estresse. Em alguns casos, a presenca desses triatomineos em casas pode ser, devido a escassez
de alimentos ou a estimulos, ainda ndo totalmente esclarecidos. Essa hipdtese levantada pode
justificar a presenca de triatomineos em palmeiras com sinais de queimadas e a auséncia desses
insetos, em ambientes domiciliares nas areas rurais (Abad-Franch et al., 2010).

Para tanto, o microclima que se forma na estrutura das palmeiras, juntamente com
fatores, como alimentacdo e protecdo, pode ser as varidveis que justificam as quantidades

encontradas nas palmeiras investigadas (Dias et al., 2008, Calderon; Gonzalez, 2020). As trés
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espécies de palmeiras examinadas mostraram variacdo nos numeros de espécimes de
triatomineos coletados, com destaque para a Attalea speciosa.

Observou-se em locais de coleta a predominancia de determinadas espécies de
palmeiras, em areas especificas do municipio de Guajard-Mirim. A vasta extensao territorial
do municipio, juntamente com a diversidade na composi¢do, explica as diferentes formacdes
de solo e, consequentemente, a diversidade de vegetagao, incluindo as palmeiras.

Dessa forma, na localidade Resex Rio Cautério, verificou-se a predominancia de 4.
maripa e O. bataua, com auséncia de A. speciosa. E importante ressaltar que essa reserva esta
localizada a aproximadamente 800 km em linha reta da area urbana de Guajard-Mirim. Na
Resex Pakaas, situada a 250 km do centro urbano do municipio, também se observou a
predominancia de 4. maripa e O. bataua, embora tenha-se encontrado A. speciosa, mas em
menor numero. Em ambas as reservas, tentou-se coletar triatomineos com armadilhas
luminosas, sem sucesso, no entanto, encontrou-se os vetores pela dissecacdo das palmeiras.

No que diz respeito a 4. speciosa, quando se compara essa espécie com as outras
palmeiras examinadas, ela se mostrou predominante, principalmente, nas localidades de Resex
ROP, Distrito Iata ¢ Comara. Esses resultados corroboram com os relatos ¢ associagdes, entre
as palmeiras e os triatomineos, o que propicia a perpetuacdo das espécies de triatomineos que
circulam na regido.

Observou-se os numeros, que indicam a sobreposicao da A. speciosa com as demais
palmeiras (4. maripa e O. bataua) (Tabela 3). Nas coletas na regido rural de Guayaramerin
(Bolivia), O. bataua predominou. Nesse contexto, estudos indicam que os triatomineos
mostram associagdes com habitats especificos, que oferecem abrigo e alimento. Essa
associagdo pode ser especifica, para um tipo de habitat, como ocorre com as trés espécies de
Psammolestes, que vivem em ninhos de aves, ou podem colonizar varios habitats, como
Triatoma sordida, que pode ser encontrado em pilhas de rochas, arvores ocas e habitagdes
humanas (Gaunt; Miles, 2000; Calderén; Gonzalez, 2020).

Nessa compreensdo, nas Américas, as palmeiras estdo distribuidas desde o sul dos
EUA ao norte da Argentina e ao centro do Chile (Galeano; Bernal, 2010; Calderon; Gonzélez,
2020). Das 550 espécies de palmeiras, que existem naturalmente nas Américas, 19 foram
relatadas como infestadas por Rhodnius spp. As espécies de Rhodnius estdo distribuidas na
América Central e América do Sul, sendo a regido amazdnica aquela que apresenta o maior
namero de espécies (Gorla; Noireau, 2017). Algumas espécies de Rhodnius, como R. pictipes

e R. robustus, t€m distribui¢des geograficas muito amplas, incluindo varios paises, enquanto
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outras, como R. ecuadoriensis € R. colombiensis, sdo restritas a regides especificas em um ou
dois paises (Carcavallo et al., 1999).

Além disso, palmeiras infestadas por Rhodnius spp. foram observadas e relatadas em
inimeras areas da América Central e do Sul, sugerindo que as distribui¢des silvestres de
Rhodnius spp. coincidem amplamente com as distribuigdes desse vegetal (Dias et al., 2008;
Abad-Franch et al., 2015). No entanto, o papel da presenca da palmeira, como varidvel
determinante nas distribui¢cdes de Rhodnius spp. ndo foi explicitamente avaliado.

Por consequéncia, em todas as 173 palmeiras examinadas, foram encontrados
espécimes de triatomineos do género Rhodnius. Essa capacidade de abrigar espécies desse
género pode ser uma informacdo relevante, para a gestdo da vigilancia epidemiolégica,
auxiliando na questdo do monitoramento entomologico dos vetores da doenca de Chagas
(Abad-Franch et al., 2010; Abad-Franch et al., 2021).

Nesse sentido, o monitoramento da infestagdo de palmeiras por triatomineos pode ser
uma importante metodologia para o controle da doenca de Chagas na regido amazonica, que
nos ultimos anos vem sofrendo com a transmissao pela via oral, quando se consome alimentos
oriundos da floresta sem realizar a devida higieniza¢do e/ou cozimento de animais que sao
reservatorios de tripanossomatideos. Outra forma, que pode auxiliar no controle ¢ informar a
populacao suscetivel, acerca das medidas de profilaxia, para evitar a presenga dos triatomineos
nos ambientes, em que ocorre a manipulagdo desses alimentos (Souza et al., 2023).

Sob condigdes normais de reproducdo e dispersdo, prevé-se que uma espécie esteja
presente em uma regido geografica, que ¢ diretamente congruente com a distribui¢do de seu
nicho Grinnelliano (James et al., 1984). Essa interpreta¢do do nicho se concentra nas condigdes
necessarias, para a existéncia da espécie e tem sido amplamente utilizada em estudos de
estimativa do nicho e andlises de distribui¢do de espécies. Para Peterson (2011), as espécies de
Rhodnius e as palmeiras ocupariam regides geograficas semelhantes se seus nichos
Grinnellianos fossem semelhantes. Além disso, os locais com condi¢des adequadas para as
espécies de Rhodnius e palmeiras podem ser considerados, como zonas potenciais de
ocorréncia de Rhodnius (Peterson et al., 2011; Ceccarelli et al., 2018).

Nessa perspectiva, com o avan¢o da doenga de Chagas na regido Amazonica, ha um
risco para a populacdo que ai reside, que também estéd associado as interagdes bioldgicas e aos
determinantes sociais (Aguilar et al., 2007).

Nesse contexto, a presenca marcante dos triatomineos em palmeiras nas areas rurais,
em que se realizou as buscas desses vetores da DC, em especial as reservas extrativistas, ocorre

risco marcante de transmissao de 7. cruzi, pois as pessoas t€ém contato direto com as palmeiras
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e as utilizam para atividades de subsisténcia (fonte de alimento e cobertura vegetal) e
econdmica (producdo de polpas de frutas). Isso torna esses moradores, ainda mais suscetiveis
a se infectar com 7. cruzi, como acontece com os extrativistas das palmeiras Leopoldinia
piassaba que ¢ habitat de R. brethesi (Coura et al., 1994; Coura et al.,1999; Santos-Mallet et
al., 2005; Brum-Soares et al, 2010; Dias et al., 2008; Abad-Franch et al., 2015; Coura;
Junqueira, 2015).

Nesse sentido, este estudo aponta apenas trés (03) espécies de palmeiras (Attalea
maripa, Attalea speciosa, Oenocarpus bataua), presentes na regido (Tabela 3), mas ha
ocorréncia de triatomineos do género Rhodnius e Panstrongylus em outras espécies de
palmeiras, como Attalea butyracea, Attalea phalerata, Acrocomia aculeata, Astrocaryum
aculeatum, Astrocaryum murumuru, Astrocaryum spp, Phytelephas tenuicaulis, Elaeis
guineenses, Copernicia alba, Mauritia Carana, Phytelephas tenuicaulis, Elaeis guineenses,
Astrocaryum spp, Cocos nucifera (R. prolixus e R. pallescens), Cocos prunifera (R.
neglectus/R. milesi), Cocos tectorum (R. prolixus, R. neivai, R. pallescens), Copernicia spp (P.
geniculatus), Leopoldinia piassaba (R. brethesi e P. geniculatus), Oenocarpus distichus (R.
neglectus/ R. milesi ¢ R. marabaensis), Phytelephas aequatorialis (R. ecuadoriensis), Sabal
mauritiiformis (R. prolixus), Syagrus oleracea (R. neglectus/R. milesi, R. nasutus), Syagrus
romanzoffiana (R. neglectus/ R. milesi), Syagrus schizophylla (P. megistus), Livistona australis
(R. neglectus/ R. milesi), Roystonea borinquena (R. neglectus/ R. milesi), Roystonea oleracea
(R. neglectus/ R. milesi) (Abad-Franch et al., 2015).

Assim, pode-se notar que ¢ razoavel supor que, em meio a diversidade de palmeiras
existentes, ¢ dado que muitas dessas palmeiras estdo presentes no estado de Rondonia, elas

podem servir de abrigo para a colonizacdo de triatomineos.

5.2 ESPECIES DE TRIATOMINEOS COLETADOS

Os primeiros estudos que abordam Rhodnius spp., apontam suas tendéncias
arboricolas, assim como Panstrongylus, geralmente estdo ligados a tocas e ocos de arvores
(Gaunt; Miles, 2000; Peixoto et al, 2020). Nas coletas realizadas neste estudo foram
identificadas as seguintes espécies: Rhodnius montenegrensis Rosa et al., 2012, R. robustus
Larrousse, 1927, R. pictipes Stél, 1872, R. stali Lent, Jurberg & Galvao, 1993, Panstrongylus
lignarius (Walker, 1873) e Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811).
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A partir esse cendrio, as espécies da subfamilia Triatominae citadas acima, sdo
amplamente difundidas na regido amazonica e em outras regides do Brasil. Essa ampla
distribui¢do ¢ uma das explicagdes para a quantidade encontrada na regido de Guajarad-Mirim,
representada por seis espécies. Além disso, a regido esta inserida em reservas florestais e
extrativistas, que sdo ricas em variedade e quantidade de palmeiras, com uma grande
diversidade de animais, que podem servir de fonte de alimentacdo sanguinea para o vetor
(Bilheiro et al., 2022).

Dessa maneira, a alimenta¢do sanguinea dos triatomineosé um fator importante para
a presenga dos triatomineos, pois algumas palmeiras podem abrigar animais vertebrados. Desse
modo, as espécies pertencentes ao género Rhodnius foram encontradas em estreita associacao
com palmeiras em seu ciclo silvestre (Lent; Wygodzinsky, 1979; Calder6n; Gonzélez, 2020).
Algumas estdo relacionadas a um tipo particular de palmeira, como Rhodnius brethesi as
palmeiras Leopoldinia piassaba, enquanto outras, como R. robustus, estdo associadas a varias
espécies de palmeiras (Dias et al., 2008; Abad-Franch et al., 2015). As copas de palmeiras
foram sugeridas como habitat adequado para Rhodnius spp., devido a sua estabilidade
microclimatica interna e disponibilidade de alimentos (Calderén; Gonzalez, 2020).

Dessa forma, a estabilidade microclimdtica da palmeira, provavelmente resulta da
insercao de folhas, criando um ambiente altamente protegido com temperatura e umidade
estaveis, enquanto as fontes de sangue para os insetos Rhodnius sdo fornecidos animais, que
visitam ou habitam a palmeira (Dias et al., 2008; Calder6én; Gonzalez, 2020).

Desse modo, Rhodnius montenegrensis € a espécie, que mais foi coletada neste estudo.
O que se esperava era encontrar alguns espécimes nas areas de coleta, uma vez que o seu
primeiro registro foi no estado de Rondonia, em Monte Negro (Rosa ef al., 2012), municipio
este, que se encontra, a cerca de 260 km de Guajard-Mirim e da cidade boliviana de
Guayaramerin, onde relatou-se a presenca de R. montenegrensis em palmeiras Oenocarpus
bataua, com positividade para 7. cruzi (Menezes et al., 2022).

Nesse contexto, estudos recentes na regido de Guayaramerin reafirmam a presenca de
R. montenegrensis nessa localidade (Depickere et al., 2022; Menezes et al., 2022). Ainda nesse
estudo, as ninfas de triatomineos capturadas, durante a investigacdo foram identificadas,
usando morfologia e biologia molecular e, como resultado os espécimes foram identificados,
como R. montenegrensis € R. stali. Ou seja, ndo foram identificados R. robustus e R. prolixus,
o que se assemelha aos nossos achados na regido fronteirica (Depickere et al., 2022). Além de
Rondodnia e na Bolivia, ha relatos de Rhodnius montenegrensis no Acre, Amazonas e Roraima

(Meneguetti ef al., 2015; Madeira et al., 2020; Gama Neto et al., 2020).
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Quando analisou-se o item infestagdo ou colonizacdo, as espécies R. montenegrensis,
R. robustus e R. pictipes (Monteiro et al., 2001; Abad-Franch et al., 2007; Fitzpatrick et al.,
2008; Abad-Franch et al., 2009; Brito et al., 2019), ndo ha registros, somente a ocorréncias
dessas espécies em ambientes domésticos esporadicamente e, somente com a presenca de
adultos, o que ndo caracteriza processo de colonizacdo nesses ambientes (Forattini, 1980;
Aragdo, 1983; Fé et al, 2009; Barreto-Santana et al., 2011; Martins et al., 2013).
Diferentemente do que ocorre com o R. prolixus e R. stali, em que ha relatos de infestagdo e
colononizag¢do em alguns paises do continente americano.

Rhodnius stali ¢ uma espécie que, até o0 momento, tem mostrado pouca dispersao no
continente americano, mas sua distribuicdo se concentra, principalmente na Bolivia, com
relatos em todo o territorio, € no Brasil, onde ha registros nos estados de Mato Grosso e Acre
(Lent et al., 1993; Meneguetti et al., 2016; Jesus et al., 2021; Depickére et al., 2022).

Na Bolivia, a espécie ¢ frequentemente encontrada como vetor, com indices
considerados elevados de domiciliagdo ou peridomicilio e taxas de contaminagdo por 7. cruzi
(Matias et al., 2001; Matias et al., 2003; Jesus et al., 2021). Vale ressaltar que, ao contrario dos
relatos comuns em trabalhos anteriores, onde a espécie era frequentemente capturada em
palmeiras da espécie Attalea phalerata e Copernicia alba (na Bolivia) e Attalea butyracea (no
Acre, Brasil) (Breniére et al., 2017; Calderon; Gonzalez, 2020; Jesus et al., 2021; Depickere et
al., 2022), foram encontrados exemplares em palmeiras da espécie Oenocarpus pataua
(Menezes et al., 2022).

As espécies P. lignarius € P. geniculatus estdo intimamente associadas com uma
diversidade de reservatorios, como animais silvestres (roedores e mamiferos), animais
domésticos (cdes e gatos) e em casos raros animais de estimacdo (Almeida; Machado, 1971;
Galvao, 2014; Souza et al., 2020; Abad-Franch; Gurgel-Gongalves, 2021; Carcavallo ef al.,
1999; Tineo-Gonzalez et al., 2023). Porém, nas coletas realizadas ndo foram encontrados
exemplares, durante as buscas ativas em palmeiras dos géneros Attalea e Oenocarpus.

A coleta dessas duas espécies ocorreu em armadilhas luminosas instaladas nas
proximidades do prédio da Universidade Federal de Ronddnia - UNIR. Pode-se supor que essas
espécies tenham sido atraidas pela emissdo de luz proveniente da lampada mista de 250w,
conforme descrito por autores, que apontam a atracdo dos insetos, em especial os triatomineos,
por essa modalidade de luz (Miles et al., 1981; Minoli; Lazzari, 2006; F¢ et al., 2009; Castro
et al., 2010; Erazo; Cordovez, 2016). Vetores esses associados com a transmissao via oral, que
atraido pelos feixes de luz emitidos pelas lampadas, acabam se aproximando dos ambientes,

em que ocorre a despolpa artesanal dos frutos oriundos da floresta (Zapparoli et al., 2022).
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Lembrando que esses ambientes, por vezes sdo precarios ou sem a estrutura necessaria, para
boas praticas do manuseio do fruto, seja para comercializar ou para consumo proprio (Bezerra,
2018; Silva-Andrade ef al., 2020; Zapparoli et al., 2022)

Nesse contexto, Panstrongylus lignarius e P. geniculatus estdo frequentemente
associadas a ninhos de aves e outros mamiferos, que servem como reservatorios do agente
etiologico da doenca de Chagas. Pesquisas demonstraram a presenca dessas espécies em
palmeiras das espécies Mauritia carana e Mauritia flexuosa (em cavidades nas arvores), que
sdo diferentes das palmeiras examinadas nesta pesquisa (Abad-Franch et al., 2015). Além
disso, essas espécies, também podem ser encontradas em tocas de tatus (Almeida; Machado,
1971; Galvao, 2014; Souza et al., 2020; Abad-Franch; Gurgel-Gongalves, 2021; Carcavallo et
al., 1999; Tineo-Gonzalez et al., 2023).

Em consonancia com esse panorama, o fato de que algumas espécies de palmeiras sdo
habitadas por vetores da doenca de Chagas ¢ de grande importancia, do ponto de vista da saude
publica, uma vez que os triatomineos, que vivem nas palmeiras podem infestar casas proximas
(Fitzpatrick, et al., 2008). A migracdo de Rhodnius das palmeiras, para as residéncias pode
representar uma ameaca aos programas de controle de vetores realizados, durante as iniciativas
de combate a doenca de Chagas, pois pode resultar na reinfestagdo de habitacdes tratadas com

inseticidas (Sanchez-Martin et al., 2006).

5.3 INFECCAO DE TRIATOMINEOS POR TRYPANOSOMA

Trypanosoma cruzi apresenta heterogeneidade, que pode ser observada nas mais
variadas espécies de reservatorios (vertebrados e invertebrados), por essa caracteristica, varios
autores optaram por classifica-lo em Unidades Discretas de Tipagem (DTUs) (Zingales et al.,
1999; 2009; 2012; Lima et al., 2015; Zingales et al., 2018; 2022). Os resultados obtidos neste
trabalho corroboram com estudos realizados em regides amazonicas, inclusive estudos no
estado de Rondonia (Miles ef al., 1983; Maia da Silva et al., 2009; Marcili et al., 2009; Coura
et al., 2014; Bilheiro et al., 2018; Julido et al., 2021; Dario et al., 2021; Bilheiro et al., 2022;
Depickere et al., 2022; Vergara-Meza et al., 2022).

Quanto ao protozoario 7. cruzi, ¢ importante investigar a relacdo desse flagelado com
os triatomineos, sua caracterizag¢do e a ocorréncia de 7. rangeli. Vale ressaltar, que a escolha,
para realizar a anélise molecular dos triatomineos adultos se baseou no relato de que na regido
pesquisada ndo ha registro de transmissdo da doenga e por ser uma regido Amazonica

considerada ndo endémica, para a enfermidade. Portanto, surge a possibilidade de que a
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propagacdo da doencga ocorra pela dispersao dos vetores na fase adulta para dreas humanas
(Coura et al., 1999).

Apesar do foco ter sido a identificacdo dos espécimes adultos, este trabalho examinou
o contetdo intestinal de mais de 500 triatomineos por Rea¢do em Cadeia da Polimerase-PCR.
Como resultados das analises obteve-se 52% de positividade, para tripanossomatideos, 7. cruzi
e T. rangeli.

Mas, quando se observa a tabela 13, observa-se que os numeros de positivos na
microscopia optica se mostrou maior, que a identificagdo por biologia molecular. Isso pode ser
justificado hipoteticamente pela baixa quantidade de parasita presente nas fezes e intestino dos
triatomineos examinados, pois primeiramente realizava-se as andlises microscopicas e, entao
armazenava-se as amostras (fezes/intestino) em alcool absoluto.

Dessa maneira, as investigacdes por MO, somente eram consideradas positivas
aquelas, que nas leituras laminares apresentaram, pelo menos uma forma celular flagelada, o
que atestaria a positividade para tripanossomatideos dos espécimes. Assim essa baixa
parasitemia nas investigacdes por MO, pode ter contribuido, para baixa concentragdo de DNA
extraido dos triatomineospositivos, fazendo com que apresentassem negatividades em 21
amostras consideradas positivas para MO.

Em Rondoénia, um dos primeiros estudos, acerca dos triatomineos com infec¢ao para
tripanossomatideos apresentou 23,7% de positividade (Massaro et al., 2008). Em 2011,
Carvalho e colaboradores descreveram, que na regido rural de Monte Negro, RO, os
triatomineos encontrados apresentavam 50% de taxa de infeccdo para 7. cruzi. Meneguetti
(2012), em Ouro Preto do Oeste, também pertencente a Rondoénia foi constatado que os
triatomineos capturados na regido apresentaram, cerca de 35% de infecgdo por
tripanossomatideos (Meneguetti ef al., 2012). Outro estudo realizado no estado, analisou 22
espécimes, em que houve 72,7% positivo para T. cruzi e 9,1% para T. rangeli, houve também
infeccdo mista (9,1%) (Bilheiro et al., 2018).

Outros pesquisadores como Julido e colaboradores (2021) em seu estudo apontou que
51,4% dos 72 triatomineos analisados e 47,2% positivo para 7. rangeli e 33% apresentaram
infeccdo mista. Nos municipios (Alvorada do Oeste, Buritis, Costa Marques, Guajara-Mirim e
Pimenterias do Oeste), em que foram realizados a captura de triatomineos foi realizada em
palmeiras, como resultado, obtiveram 15 espécimes de Rhodnius spp e desses, nenhum
apresentou positividade para (7. cruzi ou T. rangeli) (Julido e al., 2021).

Em outro estudo realizado na Bolivia em Guayaramerin, do departamento de Beni,

Bolivia foram realizadas coletas em palmeiras de vérios géneros, inclusive Atfalea e obtiveram
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seis espécimes de R. robustus e, apenas uma Unica ninfa (N5), apresentou positividade para 7.
cruzi (Depickere et al., 2022).

Neste estudo também realizou-se coletas em Guayaramerin, regido fronteirica com o
Brasi, em que se obteve 26 espécimes da R. montenegrensis. Esse estudo, objeto desta tese,
traz dados inéditos para o Estado de Rondonia e para o municipio Guajara-Mirim, pois
detectou-se a presenga de infeccdes mistas, por meio de analises genotipicas em espécies de
Rhodnius, dados, até, entdo desconhecidos na literatura pesquisada (tabela 12 e 13).

Para tanto, este trabalho traz os primeiros registros dos genétipos de 7. cruzi e a
linhagem de 7. rangeli, para o municipio e estado de Ronddnia em triatomineo nas espécies R.
montenegrensis, R. robustus, R. stali. O estado de Ronddnia ¢ alvo de pesquisas, acerca das
doencas de Chagas, principalmente, seus vetores e suas infec¢des pelos tripanossomatideos
(Miles et al., 1983; Coura et al., 2002; Maia da Silva et al., 2007; Aguilar et al., 2007; Massaro
et al., 2008; Marcili et al., 2009; Maia da Silva et al., 2009; Julido et al., 2022).

Nesse contexto, as espécies do género Rhodnius, sdo apontadas com os principais
vetores da DC e rangeliose na regido amazonica (Miles et al., 1983a; Coura et al., 2002; Aguilar
et al., 2007; Maia da Silva, 2007, 2008, 2009). Essas espécies citadas foram capturadas em
Guajara-Mirim, com a positividade para 7. cruzi e T. rangeli

Neste estudo foram detectados os grupos Tcl, TcIV de T. cruzi em Rhodnius spp. e
Panstrongylus spp., conforme descrito nos resultados, os quais corroboram para os estudos
recentes realizados no estado. Dados, que reafirmam os obtidos por Julido et al.,, (2021) e
Bilheiro et al., (2018), pois foram coletados Rhodnius spp. infectados com 7. cruzi, T. rangeli
e com infecgdes mistas. Outro autor aponta, para a presengca de DTUs Tcl e Tclll em P.
geniculatus e R. robustus infectado com Tcl, corroborando com os achados do estudo (Rojas-
Cortez et al., 2016; Julido et al., 2022).

Trypanosoma rangeli, apesar de ndo ser considerado patogénico aos humanos, possui
capacidade de infec¢cdo. Entdo entender a dindmica de dispersdo e seus possiveis vetores €
fundamental, para entender seu comportamento e hipotetizar formas de controle. Além de
contribuir para o entendimento do seu efeito no corpo humano e meios de transmissao (Vallejo
et al., 1988; Guhl; Vallejo, 2003; Garcia et al., 2012).

Dessa forma, a linhagem A de 7. rangeli ¢ apontada com bastante frequéncia em
trabalhos no estado de Ronddnia e na regido Norte (Aguilar et al.,, 2007; Maia da Silva, 2007,
2008, 2009; Julido et al., 2022; Vergara- Meza et al., 2022). Nas seis areas pesquisadas deste
projeto 7. rangeli tipo A foi a unica linhagem encontrada em Rhodnius montenegrensis, R.

robustus e R. stali e ndo foi detectada nas duas espécies de Panstrongylus.



62

Destaca-se nos resultados obtidos, que as trés espécies de Rhodnius referidas
anteriormente encontravam-se com infec¢des mistas, isto €, 7. cruzi (Tcl e TclV) ou T. cruzi
com 7. rangeli. Assim o método FFLB conseguiu distinguir com precisdo tripanossomatideos,
que infectavam o sistema digestorio de trés espécies de Rhodnius, conforme ja observado por
Garcia et al, 2018. Por meio dessa técnica da utilizagdo foi possivel detectar em R.
montenegrensis T. cruzi (Tcl, TcIV e Tcl/TclV) e T. rangeli (TrA e Tcl/Tcl/TrA) e em R. stali
(TrA e Tcl). Dados semelhantes foram relatados no Acre e em Rondoénia, inclusive com
infeccdo mista em humanos (Vergara- Meza et al., 2022).

Assim como, o estudo citado acima destaca a presenga de trypanossomatideos com 7.
cruzi e T. rangeli, ha relatos desde 1983, registrando a identificacdo de DTUs Tcl e TrA, em
regides amazonicas (Miles et al., 1983; Povoa et al., 1984; Julido et al., 2022).

Nas seis coletas conduzidas observou-se a presenca de roedores, mamiferos, aves,
répteis, além de cupins e formigas. Este estudo desenvolvido na regido Amazonica mostra as
possiveis fontes de alimentagdo de triatomineos, que sdo hematofagos. Didelphis marsupialis,
que foi uma das espécies de mamiferos identificada com validade epidemiolodgica, devido a sua
facilidade em disseminar formas infectantes de 7. cruzi (Valente et al., 1998). Diversas regioes
do Estado de Rondonia apontam Tamandua tetradactyla, Coendou prehensilis e Didelphis
marsupialis, como as principais fontes de alimentacdo de Rhodnius em Rondonia (Bilheiro et
al., 2022).

Portanto, em Rondodnia, apesar de ndo haver registros de mini surtos por DCA, as
possiblidades estdo estabelecidas, como demonstram os resultados obtidos neste trabalho.
Além disso, comparar os dados da positividade em Ronddnia e na regido Norte do Brasil com
os dados identificados em outras areas ¢ essencial, para uma compreensdo abrangente da
disseminag¢@o da doenga e sua dindmica epidemiologica. Isso permitira avaliar o risco potencial
de transmissdo da doenca de Chagas em areas anteriormente ndo endémicas e implementar

medidas de controle apropriadas.
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6 CONCLUSAO

O estudo realizado no municipio de Guajarad-Mirim revela a presenga de triatomineos
infectados por tripanossomatideos uma realidade, que merece atencao. O registro de espécies
de triatomineos em palmeiras e em ambientes humanos na regido foi mostrado nesta pesquisa

Na regido, a presenca abundante de palmeiras ¢ significativa em todo o territorio do
municipio, com a predominancia da espécie de palmeira Attalea speciosa, que ¢ um dos habitats
preferenciais do vetor da doenca de Chagas.

Nesse contexto, os géneros Panstrongylus € Rhodnius foram os unicos encontrados
no municipio, com as espécies P. lignarius, P. geniculatus, R. montenegrensis, R. pictipes, R.
robustus e R. stali.

Dessa forma, Pantrongylus lignarius e P. geniculatus foram coletados, apenas, por
meio de armadilhas luminosas e invasdes em ambientes considerados domésticos, enquanto as
espécies de Rhodnius estavam presentes em ambientes silvestres (palmeiras) e em ambientes
peridomiciliares e domiciliares. Rhodnius montenegrensis mostrou ser a espécie predominante
entre as relatadas.

Em relacdo a infec¢do dos triatomineos por tripanossomatideos, foi identificada a
ocorréncia de espécies de Trypanosoma cruzi e Trypanosoma rangeli. O estudo, também
identificou a presenca de unidades de tipagem discreta (DTUs) Tcl e TclV, com casos de
infeccdo mista (Tcl/TcIV). Além disso, foi observada a presenga da linhagem A de 7. rangeli,
inclusive em infecgdes mistas com os gendtipos do 7. cruzi. Isso destaca a importancia da
vigilancia e do controle, para prevenir a transmissdo da doenga de Chagas e outras infeccdes
relacionadas com tripanossomatideos na regiao.

De fato, ¢ evidente que a populagdo do municipio, tanto na area rural, quanto na
urbana, pode estar em risco de infec¢do por 7. cruzi e T. rangeli, seja, por meio das formas
classicas de transmissdo ou pela via oral. A proximidade com a Bolivia, que enfrentou surtos
recentes de transmissdo via oral aumenta, ainda mais a importancia da vigilancia e do controle
dessa doenga na regido, devido ao processo migratério entre as cidades-gémeas Guayaramerin
(Distrito de Beni, Bolivia) e Guajara-Mirim (Rondodnia, Brasil), pois pode contribuir para a
disseminagdo dos parasitos, entre as populagdes de ambos os lados da fronteira.

Dessa maneira, o municipio possui uma grande extensdo territorial em reservas
extrativistas e areas indigenas, o que aumenta o risco de infeccdo para os residentes dessas
localidades, uma vez que dependem da floresta para sua subsisténcia. Portanto, a vigilancia

epidemioldgica desempenha um papel fundamental no processo de controle € monitoramento
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dos triatomineos em ambientes domésticos e peridomiciliares, permitindo a implementacao de

medidas preventivas e de controle adequados, para proteger a saude da populagdo.
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Abstract

Introduction: The subfamily Triatominae, which comprises 157 species, can carry the
protozoan Trypanosoma cruzi, an etiological agent of Chagas disease. This short
communication reports for the first time the occurrence of Rhodnius montenegrensis in Bolivia.
Methods: Active searches were carried out in palm trees of the genus Oenocarpus, from the
Beni district, Bolivia. Results and Conclusions: Fifteen specimens of R. montenegrensis were
collected in a rural area of the Beni district, Bolivia, showed positivity for 7. cruzi. This new
report expands the geographic distribution of the species in Latin America and for having the
ability to transmit trypanosomatids, the species deserves attention of vector control programs.

Keywords: Entomological surveillance; Western Amazon; kissing bugs, new records.

The subfamily Triatominae is currently composed of 157 species, with 18 genera::. In
Bolivia, there are 20 species of triatomines: Eratyrus mucronatus Stal, 1859; Microtriatoma
trinidadensis (Lent, 1951); Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811); Panstrongylus
guentheri Berg, 1879; Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835); Panstrongylus noireaui
Gil-Santana et al., 2022; Panstrongylus rufotuberculatus (Champion, 1899); Psammolestes
coreodes Bergroth, 1911; Psammolestes diasi (Pinto & Lent, 1946); Rhodnius micki Zhao et
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al., 2021; Rhodnius prolixus Stél, 1859; Rhodnius robustus Larrousse, 1927; Rhodnius stali
Lent et al. 1993; Triatoma boliviana Martinez et al., 2007; Triatoma delpontei Romafia;
Abalos, 1947; Triatoma garciabesi Carcavallo et al., 1967; Triatoma guasayanaWygodzinsky;
Abalos, 1949; Triatoma infestans (Klug, 1834); Triatoma sordida Stal, 1859 and Triatoma
venosa Stal, 1872+,

Rhodnius Stdl, 1859, species are from wild areas and consequently maintain the
enzootic cycle, having as main ecotopes the palm trees of the genus Attalea. However, there
are reports of their presence in homes (intradomiciliary and peridomiciliary), which poses the
epidemiological risk of transmission of Chagas disease, since they contain significant
percentages for natural infection by Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastida,
Trypanosomatidae) .

The species Rhodnius montenegrensis was registered only in Brazil, occurring in the
following states: Acre’, Amazonasv, Rondonia" and Roraimar and this distribution has been
expanded with the present study, which aims to describe the first report of occurrences of the
species R. montenegrensis in Bolivia. Between 2019 and 2020, 15 specimens of R.
montenegrensis were collected in the rural area of the municipality of Guayaramerin, Beni,
Bolivia (Figure 1).

Guajara-Mirim, in Brazil, borders Guayaramerin, located in Bolivia, they are
considered twin cities that are separated by the Mamoré River=. The first record of the species
R. montenegrensis, in 2012, was carried out in the municipality of Monte Negro", Rondonia, a
city close to Guajara-Mirim, thus we may justify the presence of this specimen in Bolivia due
to the surroundings of these municipalities.

The specimens were collected by means of active search in palm (genus Oenocarpus)
trees distributed in areas of secondary forests and pasture. Using tweezers and machetes to
assist in thinning, the bracts were removed (as they can lodge a large number of invertebrates
and small vertebrates), and the triatomines were collected one at a time so as not to damage
them. With the capture of 15 triatomines — nine adults, three fourth-instar nymphs and three

fifth-instar nymphs of the fifth instar of R. montenegrensis.
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Location Map of the presence of R. montenearensis
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Figure 1. Location of R. montenegrensis collection in Bolivia in 2019.

For identification we used the description by Rosa et al'. The 15 triatomines were
analyzed in the Parasitology laboratory of the Department of Biological Sciences, Faculty of
Pharmaceutical Sciences, Universidade Estadual Paulista, Campus de Araraquara, for infection
analysis and identification. The specimens were added to the Triatominae collection (figure 2),
"Dr. Jos¢ Maria Soares Barata" (CTJMSB) at UNESP, Araraquara. Infection of triatomines
was performed by molecular analysis (Polymerase Chain Reaction - conventional PCR), with
the aim of detecting and confirming the presence of 7. cruzi, the etiologic agent of Chagas
disease.

To identify 7. cruzi, we first extracted the DNA, using the PureLink™ Genomic DNA
Mini Kit, using as a sample the digestive tract of each collected triatomine that was in absolute
alcohol and stored at -20°C. For PCR, we followed the kDNA-PCR protocol, described by
Marquez et al. (2016). The gel, after being revealed, showed that of the 15 samples tested, 6

were positive for 7. cruzi (Figure 3).



93

Rhodnius montenegrensis and R. robustus are species that present some
morphological similarity, but morphological¢, morphometric¢, transcriptomic+ and
cytogenetics studies allowed to differentiate the species and confirm the specific status of R.
montenegrensis. For this reason, there may possibly be an erroneous description of the

distribution of R. montenegrensis both in Brazil and in other Latin American countries (with

emphasis on Brazilian border countries).

Figure 2. Rhodnius montenegrensis specimen captured in a palm tree in the municipality of
Guayaramerin, Beni, Bolivia. Legends: R. montenegrensis. A- Female: dorsal side; B- Female:

ventral side; C- Male: dorsal side; D- Male: ventral side; E- Head; F- Pronotum and scutellum;
G- Process of the I urotergite; H- Male external genitalia — median process of the pygophore.

Specimens of R. montenegrensis collected from palm trees and residences reveal their
ability to adapt to the human environment, dispersal and mobility«. Studies carried out in Acre,
Amazonas and Rondonia demonstrate the predominance of the occurrence of this species in its

natural ecotope, and the intrusion into residence and the infection rate for 7. cruzi in this species
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is significant in the localities where they were captureds. Another aspect described in the
studies is the non-occurrence of domiciliation of the species R. montenegrensis .

With the expansion of this species in Brazilian states and in a neighboring country,
such as Bolivia, it is pertinent to affirm the epidemiological importance of including this
species in the transmission cycle of Chagas disease in the Brazilian and international Amazon.

Rhodnius montenegrensis has also been reported in domestic environments, but only
in the countryside~. In addition to that, it has been found naturally infected by Trypanosoma
rangeli Tejera, 1920 a fact of major importance because the difficulty in isolation and diagnosis
may be related to a double trypanosomatid infection, which can lead to false positive or true
positive results for Chagas diseases. This new report of the occurrence of R.
montenegrensisexpands the geographic distribution of the species in Latin America, with
Bolivia being the second country to register the presence of the insect and increases the number

of species described for the locality.

Figure 3. Caption: M — Marker (Ladder 1kb), CP - Positive control (Y strain), Samples - C188,
C327, C393, C580, C583 are positive for 7. cruzi, we use forward primers 121: 5" -
AAATAATG TACGGGKGAGATGCATGA - 3’ and reverse 122: 5" - GGTTCGATT

GGGGTTGGTGTAATATA - 3.
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Artigo 2 — First report of Rhodnius stali Lent, Jurberg & Galvao, 1993 (Hemiptera:
Reduviidae: Triatominae), vector of Trypanosoma cruzi (Tcl) and Trypanosoma rangeli

(TrA), in Rondonia, southwestern Brazilian Amazonia
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Abstract: Triatomines are hematophagous insects of epidemiological importance as they are
vectors of Chagas disease. The first report of Rhodnius stali Lent, Jurberg & Galvao, 1993 in
Rondonia, Brazil, is described. The insects were captured on palm trees of the genus
Oenocarpus sp. Two adult male specimens of R. stali were identified and were found to be
infected with Trypanosoma cruzi and Trypanosoma rangeli. The confirmation of this Rhodnius
species in Rondonia increases the number of triatomines from nine to ten species in this state.

Keywords: Entomological surveillance, kissing bugs, new records, Western Amazon.

In the Amazon region, currently eleven species of the genus Rhodnius are known, a
genus that is distributed from Central to South America (Hernandez et al., 2020). Rhodnius
comprises twenty-one species (Zhao; Galvao; Cai, 2021), of which ten are found in Northern
Brazil (Souza et al., 2016). Rhodnius exhibits its species diversity strictly associated with palm
trees in both the wild and peridomestic cycles. (Abad-Franch et al., 2015). This association is
important in terms of public health because the insects that live in these palm trees can invade
nearby homes, overall attracted by light (Fitzpatrick et al., 2008). The migration of these

vectors from palm trees to houses can undermine vector control programs, as it can lead to
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reinfestation of homes treated with insecticides (Sanchez-Martin et al., 2006), and represent a
risk of emerging 7. cruzi transmission in peridomestic and domestic environment in Amazonia
(Depickere et al 2023; Medina et al 2022).

Transmission of human trypanosomiasis in the Amazon region has been increasing,
possibly due to the contact of humans with the rich fauna of vectors and animal reservoirs, with
growing human population and migratory movements of people causing deforestation and
invading the natural habitat of these insects. Transmission of Chagas disease in Brazilian
Amazon region relied mostly on Rhodnius species and has spreading due to limited vector
surveillance campaigns, and public health education (Dias et al., 2002; Luitgards-Mourta et
al., 2005; Aguilar et al., 2007; Coura; Junqueira, 2012; Vergara-Mesa et al., 2022).

In the Amazon context Chagas disease is an emerging disease, most confirmed
outbreaks of acute disease through epidemiological investigations indicate non-vectorial
transmission involving palm fruit juices (Coura et al., 2002; Barbosa et al., 2015; Vergara-
Mesa et al., 2022). From 2001 to 2018, acute cases of Chagas disease were concentrated in the
North region, representing more than 50% in relation to the other regions (South, Southeast,
Central-West and Northeast) and were predominantly oral (Santos et al., 2020). According to
a systematic review and meta-analysis, oral Chagas disease has been increasing in the last two
decades, but lethality has reduced by improvement on diagnosis and treatment, and all cases
were from Latin America, particularly Brazil, and caused mostly by the ingestion of acai fruit
(Bruneto et al., 2021).

Palms are considered an important ecotope for triatomines, providing ideal conditions
for their development (Massaro, Rezende, & Camargo, 2008; Galvao, 2014; Abad-Franch et
al., 2015), particularly for species of the genus Rhodnius. Palm-vector association enhances
the occurrence of domiciliary and peridomiciliary invasion in the Brazilian Amazon region
(Coura & Junqueira, 2012; Abad-Franch et al., 2015), this makes the genus Rhodnius the most
important for the region due to its abundance in peridomestic palms and its close association
in the Amazon region, as well as its involvement in reported outbreaks of oral transmission,
during which they are found invading homes and spaces. Therefore, this study aims to describe
the first report of the occurrence of Rhodnius stali in the state of Rondonia, Brazil, and the
identification of trypanosomes they can harbor and transmit.

The collections were conducted in 2020 within the Rio Cautario Extractive Reserve,
located in the municipality of Guajara-Mirim, Rondonia, bordering the city of Costa Marques
in Ronddnia and the country of Bolivia (Figure 1). Triatomine bugs were captured through

active search methods on palm trees of the Oenocarpus sp. genus. Nine palm trees were
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sampled, and two tested positive for Rhodnius stali. It is worth noting that the insects were
found in the canopy of the palms, in areas with accumulations of materials and bracts.
Collection tools included cutting equipment and tweezers. The bracts were individually

removed, and a meticulous analysis of the material present between them was conducted.
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Figure 1. Location of Rhodnius stali collection in the Rio Cautario Extractive Reserve,
municipality of Guajara-Mirim, Rondonia, Brazil.

After collection, the insects were taken to the laboratory of the Federal Institute of
Rondonia (IFRO) campus in Guajara-Mirim, where they were sorted and sent to the
Parasitology Laboratory of the Faculty of Pharmaceutical Sciences - Unesp/Araraquara for
specific confirmation through male genitalia examination. The diaphanization and examination
of the morphological structures of the collected specimens were performed as described by
Lent et al (1993) and Zhao, Galvao, Cai (2021).

For the analysis of the presence of trypanosomes, initially, optical microscopy (40x
objective) was used to examine aliquots of feces diluted in saline solution (0.9%). In case of a
positive or negative result for trypanosomatids, total DNA extraction was performed. For this

purpose, a conventional protocol described by Adams et al. (2008) was used, and for digestion
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of the feces/digestive tract, Digsol solution (50 mM Tris, 20 mM EDTA, 117 mM NaCl, and
1% SDS) was used, along with proteinase K at 37 °C overnight. The solution was then
precipitated with an ammonium acetate-based solution, centrifuged, and washed with 99.8%
and 70% ethanol, respectively. After drying, the DNA was resuspended in 40 pl of TE buffer
(Tris-EDTA) and stored at -20 °C (Garcia et al., 2018). After extraction, DNA concentration
and quality were evaluated using the NanoDrop™ equipment (Thermo Scientific™
spectrophotometers).

For the identification of trypanosome species, the Fluorescent Fragment Length
Barcoding (FFLB) method was used, which presents high sensitivity and precision in
distinguishing species/genotypes of trypanosomes simultaneously (as in mixed infection)
(Vergara-Meza et al., 2022).

The DNA samples from triatomines was subjected to four PCR reactions with specific
fluorescent primers, and the four PCR products analyzed in an ABI 3500 sequencer, and
fluorescent peaks assessed using the GeneMapper Software v.4.0 (Applied Biosystems). Each
trypanosome species/genotype has a unique a profile of four peaks of variable length, allowing
for the identification of trypanosomes without the need of sequencing, as it is unlikely to find
the same FFLB profile for different species (Hamilton et al, 2008; Hamilton et al., 2011;
Garcia et al., 2018). The method of FFLB was developed for trypanosome surveys in tsetse
flies, and recently adapted with success for identification and genotyping of both 7. cruzi and
T. rangeli directly in samples from digestive tract of triatomines (Hamilton ez al., 2008, 2011;
Garcia et al., 2018; Valenca-Barbosa et al., 2021; Vergara-Mesa et al., 2022).

Two specimens of triatomine bugs were collected, identified as two adult males of
Rhodnius stali (Figure 2). Rhodnius stali specimens have a yellowish-brown, dotted coloration,
usually with small spots, measuring around 16.5 to 17mm. They have an elongated head with
an anteocular region. The pronotum is brown, covered with irregularly shaped black spots. The
legs, coxae, trochanter, and femurs are yellowish and speckled with black as described in the
diagnosis proposed by Lent et al. (1993). The identification of trypanosomes using FFLB
revealed the presence of Trypanosoma cruzi of discrete typing units (DTU) Tcl and
Trypanosoma rangeli of lineage A (TrA) (Figure 3).

New records. BRAZIL — Rondonia ¢ Guajara-Mirim / Rio Cautério Extractive Reserve;
Latitude: -11.897069, Longitude: -64.150294; 2020; leg. Menezes, ALR; CEJSMB, 2 &
(Figure 2).

Rhodnius stali, according to Abad-Franch and Gurgel-Gongalves (2021), inhabits the

moist forests of southwestern Amazon and transitional ecoregions (mountainous Yungas,
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Chiquitano dry forests, and Beni-Cerrado-Pantanal savannas) (Abad-Franch, Gurgel-
Gongalves 2021), but in a community in Bolivia that suffered deforestation and construction
of residences roofed by palm leaves, a process of domiciliation occurred (Matias et al., 2003),
with this species representing the main vectors of Chagas disease in region of Bolivia (Cortez,
2007). Another study revealed R. stali in peridomicile areas and in palm trees (Attalea
phalerata) in the Alto Beni region, Bolivia, being the likely vector responsible for the Chagas

disease seropositivity in an indigenous population (Justi et al., 2010).

Figure 2. Male Rhodnius stali collected in Guajara-Mirim in 2020, Rondonia, Brazil. A)
Dorsal view. B) Ventral view. C) Median process of the pygophore.

In 1993, the first record of R. stali species was reported, but it was only in 2009 that
molecular studies confirmed the presence of 7. cruzi (Tcl) and 7. rangeli (non-genotyped) in
Mato Grosso do Sul, Brazil (Silva et al., 2009; Lent; Jurberg; Galvao, 1993). In Brazilian
Amazonia, first report of R. stali occurred in Acre, in 2015 (Meneguetti et al., 2016), and T.
rangeli was identified in this species (Castro ef al., 2017). In a community in the Jurua Valley,
Acre, R. stali infected by 7. cruzi was found in palm trees through passive search (Jesus et al.,
2021). These studies highlighted the importance of describing the occurrence of R. stali and its
potential role as vector for Chagas disease in Brazil. In addition, our findings exposed the
possibility of trypanosome misidentification in vectors since mixed infections of 7. cruzi with

T. rangeli can occur in R. stali.
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The sites where R. stali was found includes coati burrows in the Pantanal of Mato
Grosso do Sul, Brazil (Santos ef al., 2019). In Rio Branco, capital city of Acre, this species was
captured using a light trap and by passive search surroundings Attalea palm trees (Meneguetti
et al., 2016). In aregion 648 km from the capital of Acre, an R. stali adult was collected in an
Attalea butyracea palm (Jesus et al., 2021). In Bolivia, R. stali was found in Attalea phalerata
located near infested residences, and also inside human houses and peridomiciliary
environment (in a chicken coop), thus indicating a domiciliation process (Matias et al., 2003;
Justi et al., 2010). In 2022, an extensive collection was carried out in 6 cities in Bolivia, and R.
stali was captured in two palm trees, Copernicia alba and Attalea phaletara (Depickere et al.,
2022). Therefore, natural ecotopes of R. stali are possibly palm trees of different genera such

as Attalea, Copernicia and, after this study, Oenocarpus sp.
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Figure 3. FFLB profiles obtained with DNA samples from R. stali. The image shows different
peaks that form the specific profile of each species/genotype. In this case, we have the
occurrence of mixed infection of the protozoa T. cruzi (Tcl) and T. rangeli (TrA).

T. cruzi is a complex taxon comprising seven DTUs. The DTUs Tcl, Tclll, TclV, and
TcV genotypes of T. cruzi were related to oral outbreaks of acute Chagas disease (ACD) in
Brazil, Colombia, Venezuela, Bolivia, and French Guiana (Velasquez-Ortiz; Ramirez, 2020).
In Brazil, there is a predominance of Tcl and TclV in oral transmission in the Amazon region
(Santana et al., 2019; Santos et al., 2020; Bruneto et al., 2021; Madeira et al., 2021; Vergara-
Meza et al., 2022). T. rangeli is non-pathogenic to humans but is epidemiologically relevant as
it can cause false-positive results in xenodiagnosis of triatomines, and microscopical and
serological tests used to diagnose 7. cruzi infection (Guhl et al., 1985; Zuniga et al., 1997).

This species is widespread in Brazilian Amazonia, where three (TrA, TrB and TrE) of the five
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known genotypes are transmitted by Rhodnius spp. to a range of wild mammals, domestic dogs,
and humans (Maia da Silva et al., 2007; Dario et al., 2021; Vergara-Meza et al., 2022).

In Rondonia, the following triatomines have already been reported: Eratyrus
mucronatus Stal, 1859, Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811), P. lignarius (Walker,
1873), P.megistus (Burmeister, 1835), P. rufotuberculatus (Champion, 1899), Rhodnius milesi
Carcavallo, Rocha, Galvao and Jurberg, 2001, R. montenegrensis Rosa et al., 2012, R. pictipes
Stal, 1872, R. robustus Larrousse, 1927 and Rhodnius stali Lent, Jurberg & Galvao, 1993
(Massaro; Rezende; Camargo 2008; Rosa et al. 2012; Galvao 2014; Galvao; Justi 2015;
Terassini et al. 2017; Castro et al. 2018; Rocha et al. 2021). This is the second report of R. stali
in southwestern Amazon, after early reports in Acre (Meneguetti et al. 2016; Jesus et al., 2021).
First reports of R. stali in Brazilian territory were from Mato Grosso do Sul (Maia da Silva et
al. 2009; Gurgel-Gongalves et al. 2012, Galvao, 2014).

Our finding of R. stali in Ronddnia indicates the need for meticulous entomological and
epidemiological surveillance in the Brazilian Amazon. Additionally, accurate taxonomic
identification, the study of the biology and geographical distribution of vectors and etiological
agents of diseases are fundamental to design strategies for the prevention of Chagas disease in

the Amazon region.
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