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APRESENTAGAO

A Medicina Tropical é o ramo da medicina que enfoca as doencas infecciosas e
parasitarias que apresentam maior incidéncia nas regides tropicais ou subtropicais do
mundo. Em seu sentido mais amplo é multidisciplinar, congregando profissionais de
diferentes areas da saude, como entomologistas, epidemiologistas, parasitologistas,
patologistas, imunologistas, dentre outros. Nesse contexto promove uma maior
compreensao dos temas relacionados a prevengao, controle, patogenia e condicionantes
socioeconémico e ambientais.

Os vetores sdo os organismos que atuam na transmissdo de agentes etiologicos
causadores de doencas infecciosas entre seres humanos, animais ou ambos. Muitos destes
vetores sdo artrépodos hematdéfagos que proliferam mais facilmente em condigbes
socioeconémicas e médico-sanitarias precarias, que podem ser amplificadas no atual
contexto de alteragbes climaticas. Tais alteragbes podem interferir nos regimes pluviais,
ecossistemas, ciclos biolégicos e quimicos, contribuindo para a criagcdo de ambientes
propicios a proliferagéo de vetores, surgimento de novas patologias e agravamento das que
ja existem.

“Atualidades em Medicina Tropical no Brasil: Vetores 2” é uma obra com nove
capitulos redigidos por especialistas, abordando questdes relacionadas a sistematica,
filogenia, taxonomia, epidemiologia, entomoepidemiologia, biodiversidade, vigilancia,
educacao, prevengao e controle dos vetores da doenga de Chagas (triatomineos); além de
enfocar também aspectos adaptativos dos vetores de dengue e da susceptibilidade dos
vetores da leishmaniose a inseticidas piretrdides. Dessa forma, a obra € uma excelente
oportunidade nao sé de compreender aspectos fundamentais, como também, para delinear
questdes que precisam ser abordadas em pesquisas futuras. Deveria, portanto, chamar a
atencao de estudiosos de diversas disciplinas, além daqueles interessados na tematica dos
vetores.

Estou convencido do potencial inspirador deste livro e desejo uma excelente leitura.

Cleber Galvao
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SISTEMATICA FILOGENETICA E TAXONOMIA MOLECULAR DE
Rhodnius STAL, 1859 (HEMIPTERA, TRIATOMINAE): UMA
MINIRREVISAO

Isadora de Freitas Bittinelli', Jader de Oliveira23, Cleber Galviao* e Kaio Cesar Chaboli

Alevi'4

1. Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Instituto de Biociéncias, Distrito
de Rubido Junior, Botucatu, SP, Brasil;

2. Programa de P6s-Graduagao em Ciéncia, Tecnologia e Inovagao para Amazdnia, Universidade
Federal do Acre, Rio Branco, AC, Brasil;

3. Laboratério de Entomologia em Saude Publica, Departamento de Epidemiologia, Faculdade de
Saude Publica, Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, SP, Brasil;

4. Laboratério Nacional e Internacional de Referéncia em Taxonomia de Triatomineos, Instituto
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

RESUMO

A tribo Rhodniini € composta pelos géneros Rhodnius e Psammolestes. A partir de dados
filogenéticos, Rhodnius spp. foram agrupadas em trés grandes grupos (pallescens, pictipes
e prolixus). Esse género é tido como parafilético, uma vez que as espécies do grupo prolixus
sdo evolutivamente mais préximas de Psammolestes spp. do que dos grupos de Rhodnius.
Com base no exposto, apresentamos uma minirrevisao cronoldgica relacionada com os
principais estudos filogenéticos e de taxonomia molecular realizados no género Rhodnius. A
partir dos dados apresentados, fica evidente que: i. a tribo Rhodniini € um grupo monofilético;
ii. existem trés grupos monofiléticos bem definidos na tribo Rhodniini (prolixus, pictipes e
pallescens); iii. a relagdo evolutiva entre esses grupos precisa ser mais bem definida por
estudos filogenéticos combinando diferentes marcadores e, sobretudo, aumentando a
amostragem intra e interespecifica do género Rhodnius (com énfase para as espécies que
nunca foram estudadas molecularmente); iv. o género Rhodnius é um grupo parafilético em
relagdo a Psammolestes; v. o status especifico de algumas espécies de Rhodnius (como R.
milesi e R. zeledoni) precisa ser avaliado por taxonomia integrativa; vi. as linhagens
parafiléticas de R. robustus necessitam ser descritas como espécies novas; vii. as linhagens
de R. ecuadoriensis e R. pallescens, bem como Rhodnius aff. R. pictipes de Sierra Nevada,
Colébmbia precisam ser estudadas por taxonomia integrativa e descritas como espécies
novas; e, por fim, viii. a sistematica filogenética € imprescindivel para a taxonomia de
Rhodnius.

Palavras-chave: Rhodniini, Filogenia e Evolugao.
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ABSTRACT

The Rhodniini tribe is composed of the genera Rhodnius and Psammolestes. From
phylogenetic data, Rhodnius spp. were grouped into three large groups (pallescens, pictipes
and prolixus). This genus is considered paraphyletic, since species in the prolixus group are
evolutionarily closer to Psammolestes spp. than of the Rhodnius groups. Based on the above,
we present a chronological mini-review related to the main phylogenetic and molecular
taxonomy studies carried out in the genus Rhodnius. From the data presented, it is clear that:
i. the Rhodniini tribe is a monophyletic group; ii. there are three well-defined monophyletic
groups in the tribe Rhodniini (prolixus, pictipes and pallescens); iii. the evolutionary
relationship between these groups needs to be better defined by phylogenetic studies
combining different markers and, above all, increasing intra and interspecific sampling of the
genus Rhodnius (with emphasis on species that have never been studied molecularly); iv. the
genus Rhodnius is a paraphyletic group in relation to Psammolestes; v. the specific status of
some Rhodnius species (such as R. milesi and R. zeledoni) needs to be assessed by
integrative taxonomy; vi. paraphyletic lineages of R. robustus need to be described as new
species; viii. the strains of R. ecuadoriensis and R. pallescens, as well as Rhodnius aff. R.
pictipes from Sierra Nevada, Colombia needs to be studied by integrative taxonomy and
described as new species; and, finally, viii. phylogenetic systematics is essential for the
taxonomy of Rhodnius.

Keywords: Rhodniini; Phylogeny; Evolution

1. INTRODUGAO

Os triatomineos sao insetos hematéfagos agrupados na ordem Hemiptera, subordem
Heteroptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae (LENT; WYGODZYNSKY, 1979).
Esses reduvideos apresentam grande importancia epidemioldgica, uma vez que sao
considerados, pela Organizagdo Mundial de Saude, como a principal forma de transmissao
do agente etiologico da doenga de Chagas (DC) [Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909)
(Kinetoplastida, Trypanosomatidae)] (WHO, 2023). Diferente de outras doencgas
negligenciadas que, de forma geral, apresentam poucas espécies de vetores envolvidas na
transmissao [como, por exemplo, as arboviroses que s&o transmitidas pelo Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762) e A. albopictus (Skuse, 1894)] (WHO, 2023), existem 160 espécies de
triatomineos, agrupadas em 18 géneros e cinco tribos, sendo todas (com excegao das trés
espécies fosseis) consideradas como potenciais transmissores da DC (ALEVI et al., 2021;
ZHAO et al., 2021; GIL-SANTANA et al., 2022; OLIVEIRA CORREIA et al., 2022; TELLEZ-
RENDON et al., 2023).

Triatoma Laporte, 1832, Rhodnius Stal, 1859 e Panstrongylus Berg, 1879 sao os
géneros que agrupam o maior numero de espécies com importancia epidemioldgica (JUSTI
et al.,, 2014, 2016). Atualmente, o género Rhodnius, pertencente a tribo Rhodniini, é
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composto por 21 espécies (Tabela 1) (ALEVI et al., 2021; ZHAO et al., 2021), sendo algumas
delas consideradas como importantes vetores do T. cruzi (WALECKX et al., 2015; JUSTI;
GALVAO, 2017). Rhodnius prolixus, por exemplo, esta entre as principais espécies de
importancia vetorial para a DC, devido a sua ampla distribuigdo geografica — que se estende
da Ameérica Central até os paises andinos do Norte —, assim como a sua capacidade de
domiciliagdo, alta frequéncia de dispersao e boa capacidade vetorial (WALECKX et al.,
2015). Além de R. prolixus, existem outras espécies domiciliadas na tribo Rhodniini que
apresentam importantes taxas de infecgao parasitaria (variando entre 7,7% e 87%), a saber,
R. ecuadoriensis no norte do Peru e Equador, R. stali na Bolivia e R. pallescens no Panama
(JUSTI et al., 2010; HERNANDEZ et al., 2016, 2020; GRIJALVA et al., 2017).

Tabela 1. Espécies agrupadas no género Rhodnius.
Espécies validas

. amazonicus Almeida, Santos & Sposina, 1973
. barretti Abad-Franch et al., 2013

. brethesi Matta, 1919

colombiensis Mejia, Galvao & Jurberg, 1999
. dalessandroi Carcavallo & Barreto, 1976

. domesticus Neiva & Pinto, 1923

. ecuadoriensis Lent & Ledn, 1958
marabaensis Souza et al., 2016

. micki Zhao, Galvao & Cai, 2021

milesi Carcavallo et al., 2001
montenegrensis Rosa et al., 2012

. nasutus Stal, 1859

. neglectus Lent, 1954

. neivai Lent, 1953

. pallescens Barber, 1932

. paraensis Sherlock, Guitton & Miles, 1977
. pictipes Stal, 1872

. prolixus Stal, 1859

. robustus Larrousse, 1927

. stali Lent, Jurberg & Galvao, 1993

. zeledoni Jurberg et al., 2009*

>V VD VD e VRV VR R T R TR R VR R T R R VR

Py

* Existe uma proposta de sinonimizacgao entre essa espécie e R. domesticus em analise para publicagao.
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As espécies do género Rhodnius séo agrupadas em trés grandes grupos: pallescens,
pictipes e prolixus (Tabela 2, Figura 1), sendo o primeiro considerado como transandino (com
distribuicdo no oeste da cordilheira dos Andes) e o segundo e terceiro considerados como
cisandinos (com distribuicdo no leste do Andes e na Amazénia) (JUSTI; GALVAO, 2017).
Esse género é tido como parafilético (MONTEIRO et al., 2000; HYPSA et al., 2002;
MONTEIRO et al., 2003; JUSTI et al., 2014; MONTEIRO et al., 2018; DE PAULA et al., 2021),
uma vez que as espécies do grupo prolixus sao evolutivamente mais préximas de
Psammolestes spp. do que dos grupos cisandinos (JUSTI et al., 2014; JUSTI et al., 2016; de
PAULA et al., 2021) (Figura 1).

Com base no exposto, apresentamos uma minirrevisao cronolégica relacionada com

os principais estudos filogenéticos e de taxonomia molecular realizados no género Rhodnius.

Tabela 2. Grupos monofiléticos de Rhodnius spp.

Grupo pallescens Grupo prolixus Grupo pictipes
R. colombiensis R. barretti R. amazonicus
R. ecuadoriensis R. dalessandroi R. brethesi
R. pallescens R. domesticus R. micki
R. milesi R. paraensis
R. marabaensis R. pictipes
R. montenegrensis R. stali
R. nasutus R. zeledoni*
R. neglectus
R. neivai
R. prolixus
R. robustus

* Existe uma proposta de sinonimizacgao entre essa espécie e R. domesticus em analise para publicagao.

Atualidades em Medicina Tropical no Brasil: Vetores 2



R. montenegrensis\
0.8 R. robustus
0.9 R. prolixus

1 R. neglectus
0.89 R. nasutus

1 P. tertius

\ R. neivai /
{ R. brethesi
1 R. stali
1 R. pictipes
( , R. colombiensis J

0.67

1 R. pallescens
t R. ecuadoriensis

Figura 1. Relagao filogenética da tribo Rhodniini desenvolvida com base nos marcadores
mitocondriais Cyt b, 16S, COl e COll e nucleares 18S, 28S e ITS-2 depositados no

GenBank.
Vermelho: grupo prolixus; amarelo: grupo pictipes; azul: grupo pallescens.

2. REVISAO DA LITERATURA

As analises filogenéticas na tribo Rhodniini foram iniciadas, em 1998, quando Stothard
e colaboradores (1998) realizaram estudos moleculares, a partir da analise de polimorfismo
de conformacéo de fita simples (SSCP = Single Strand Conformation Polymorphism) do gene
mitocondrial 716S, nas espécies R. prolixus, R. neglectus, R. nasutus, R. pictipes e R.
ecuadoriensis (STOTHARD et al.,, 1998). Indiretamente, os autores demonstraram, pela
primeira vez, relagao filogenética entre espécies do grupo prolixus (R. prolixus e R. nasutus)
(Tabela 2) e destacaram que esses taxons sao mais distantes de R. pictipes e R.
ecuadoriensis (qQue pertencem aos grupos pictipes e pallescens, respectivamente) (Tabela
2). No mesmo ano, Harry et al. (1998) isolaram e caracterizaram microssatélites em
populacdes de R. pallescens (que aplicaram esses marcadores tanto nesse vetor, quanto
em outras espécies de Rhodnius, como R. ecuadoriensis e R. prolixus).

Em 1999, Chavez; Moreno e Dujardin (1999) realizaram um estudo isoenzimatico em
Rhodnius, com base em 12 enzimas (aGPD, GPI, LAP, PGM, 6PGD, MPI, FDP, MDH, IDH,
ACON, ME e PEP-B), e observaram relagao direta entre R. stali, R. brethesi e R. pictipes
(grupo pictipes), entre R. nasutus, R. neglectus e R. prolixus (grupo prolixus) e entre R.
ecuadoriensis, R. pallescens e R. prolixus silvestre da Coldmbia [posteriormente descrito
como R. colombiensis (MEJIA; GALVAO; JURBERG, 1999)] (grupo pallescens) (Tabela 2).
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No mesmo ano, Dujardin et al. (1999) realizaram um estudo filogenético com as mesmas 12
enzimas e também observaram que Rhodnius spp. estdo organizados em trés grupos
monofiléticos e ressaltaram que Psammolestes Bergroth, 1911 era grupo externo de
Rhodnius (ou representava uma linhagem parafilética). Anteriormente, Dujardin et al. (1991);
Harry; Galindez e Cariou (1992), Harry (1993), Lopez; Moreno (1995), Solano et al. (1996) e
Soares et al. (1999) ja4 haviam realizado estudos isoenzimaticos entre R. prolixus e R.
neglectus, bem como entre R. prolixus, R. robustus e R. pictipes, entre R. prolixus, R.
robustus, R. nasutus e R. neglectus, entre R. prolixus e R. pallescens, entre R. ecuadoriensis,
R. prolixus, R. neglectus e R. robustus, e entre diferentes populagcdes de R. neglectus,
respectivamente. No entanto, os autores ndo discutiram a relagao evolutiva dessas espécies,
apenas focaram nas divergéncias e similaridades interespecificas, com base no grau de
polimorfismo das enzimas.

Os estudos filogenéticos baseados em marcadores moleculares (genes, regides
génicas e/ou regides intergénicas) foram, de fato, iniciados apenas em 1999 (LYMAN et al.,
1999). Esses autores utilizaram o gene mitocondrial Citocromo b (Cyt b) e a subunidade
maior do RNA ribossémico mitocondrial (mtlsurRNA: mitochondrial large subunit ribosomal
RNA) e, curiosamente, observaram as mesmas relagdes evolutivas que as analises
isoenzimaticas demonstraram anteriormente (com exceg¢do de R. nasutus que nao foi
utilizado), formando trés grandes grupos monofiléticos: i. grupo formado pelas espécies R.
ecuadoriensis e R. pallescens (grupo pallescens); ii. grupo formado pelas espécies R.
brethesi e R. pictipes (grupo pictipes); e iii. grupo formado pelas espécies R. robustus, R.
neglectus e R. prolixus (grupo prolixus). Além disso, os autores destacaram que as espécies
do grupo pallescens estao mais intimamente relacionadas com o grupo pictipes do que com
0 grupo prolixus.

Ainda em 1999, Schofield e Dujardin (1999) publicaram um trabalho discutindo teorias
sobre a evolugado de Rhodnius. Os autores agruparam diferentes informagdes [morfometria,
morfologia, isoenzimas, molecular com DNA mitocondrial e Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD)] e desenvolveram um cladograma da possivel relagéo evolutiva de Rhodnius
spp. Além disso, eles também relataram que as espécies desse género sao agrupadas em
trés grandes grupos (que, possivelmente, irradiaram na regido da Amazénia-Orinoco, a partir
de um ancestral muito préximo de R. pictipes). No entanto, possivelmente pelo baixo numero
de informagdes disponiveis (apenas dados morfoldgicos), R. dalessandroi ficou agrupado no
grupo pictipes. Por outro lado, mesmo com todas as informagdes disponiveis para R.
ecuadoriensis, a posi¢ao dessa espécie ficou indefinida.
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Em 2000, Bargues et al. (2000) desenvolveram um relégio molecular, a partir dos
marcadores nucleares 18S e regiao intergénica ITS-2 (ITS-2: internal transcribed spacer 2),
e realizaram uma estimativa do tempo de divergéncia [aproximadamente 48,9-64,4 milhdes
de anos atras (Ma.)] entre as tribos Triatomini (que agrupa diferentes géneros, como
Triatoma e Panstrongylus) e Rhodniini. Posteriormente, Carcavallo et al. (2000) realizaram
um apanhado de informagdes (incluindo dados isoenzimaticos e moleculares) e agruparam
as espécies de Rhodnius em diferentes complexos (pictipes, prolixus, pallescens e, pela
primeira vez, dalessandroi). Embora os complexos pictipes, prolixus, pallescens agrupassem
diversas espécies dos grupos pictipes, prolixus, pallescens de forma correta (Tabela 2,
Figura 1), os autores propuseram a criagdo equivocada de um quarto agrupamento de
espécies (composto por R. dalessandroi e R. milesi — tdxons pertencentes ao grupo prolixus)
e deixaram sem classificar espécies como R. brethesi, R. paraensis e R. neivai (pertencentes
aos grupos pictipes e prolixus, respectivamente).

No mesmo ano, Monteiro et al. (2000) realizaram um estudo filogenético da tribo
Rhodniini com os marcadores Cyt b, mtlsurRNA e regido nuclear variavel D2 do gene
28S (D2-28S) e agruparam, pela primeira vez, as espécies em trés grandes grupos
monofiléticos equivalentes aos agrupamentos utilizados recentemente (Tabela 2). Além
disso, os autores realizaram uma discussao sobre a parafilia de Rhodnius (em relagéo ao
género Psammolestes) e propuseram a divisdo dos trés grupos em dois clados, sendo um
formado pelo grupo prolixus e um formado pelos grupos pictipes e pallescens. No ano
seguinte, Monteiro et al. (2001) realizaram uma discussao sobre o status especifico de R.
robustus em relagdo a R. prolixus. Com base em diferentes evidéncias genéticas,
moleculares e de isolamento reprodutivo, os autores concluiram que R. robustus € uma
espécie valida. Na sequéncia, Jaramillo et al. (2001) utilizaram RAPD para realizar estudos
intra e interespecificos em R. prolixus domésticos e R. colombiensis silvestres. Os autores
sugeriram isolamento reprodutivo entre as espécies (com baixo fluxo génico interespecifico),
confirmando, assim, o status especifico de ambas. Posteriormente, Marcilla et al. (2001)
utilizaram o gene 5,8S e o marcador ITS-2 em estudos filogenéticos de Triatominae,
confirmando a parafilia de Rhodnius e observando que as espécies da tribo Rhodniini
apresentavam a regido ITS-2 mais longa que as espécies da tribo Triatomini. Apesar de
apenas trés espécies terem sido utilizadas (R. stali, R. prolixus e P. tertius Lent & Jurberg,
1965), elas apresentaram diferengas marcantes nas sequéncias do ITS-2. Além do mais,

essas mesmas diferengas relacionadas ao marcador intergénico foram observadas entre as
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tribos Rhodniini e Triatomini por Marcilla et al. (2001) e Bargues et al. (2002) (confirmando,
assim, a divergéncia filogenética das tribos).

Hypsa et al. (2002) realizaram um grande estudo filogenético na subfamilia
Triatominae com os genes mitocondriais 72S e 16S, considerando 57 taxons diferentes
(sendo 12 espécies de Rhodnius e duas de Psammolestes). Os autores recuperaram a
subfamilia Triatominae como grupo monofilético (com suporte relativamente baixo) e
discutiram alguns pontos especificos referentes a tribo Rhodniini: i. a parafilia de Rhodnius
em relacdo ao género Psammolestes (uma vez que as espécies desse género ficam
agrupadas junto com as espécies do complexo prolixus), sugerindo a necessidade de
transferéncia genérica de Psammolestes spp. para o género Rhodnius; ii. 0 complexo R.
pallescens foi recuperado como o0 grupo mais basal nas filogenias; iii. os trés complexos
(prolixus, pallescens e pictipes) foram reconhecidos como clados monofiléticos por todas as
analises realizadas; iv. topologia diferente da observada por Monteiro et al. (2000), a saber,
clados prolixus e pictipes juntos e clado pallescens separado, como o mais basal; v. a tribo
resgatada como um grupo monofilético; por fim, vi. Psammolestes spp., R. domesticus e R.
neivai foram agrupados ao complexo prolixus.

Na sequéncia, Monteiro et al. (2002) utilizaram cerca de 20 enzimas (ACON, FUM, a-
GPD, HK, IDH, MDH, ME, MPI, PGD, PGI, PGM, AK, CAT, a-EST, G6PDH, GDH, GOT, LAP,
PEP e SOD) e analisaram a relagdo genética entre dez espécies da tribo Rhodniini. Os
autores observaram que as espécies formavam dois agrupamentos — um composto por
espécies dos grupos pictipes e pallescens e o outro formado pelas espécies do grupo prolixus
—, € confirmaram o parafiletismo do género Rhodnius em relagdo a Psammolestes. No
mesmo ano, Gaunt e Miles (2002) desenvolveram um reldégio molecular a partir do gene
mitocondrial Citocromo Oxidase | (COl) e observaram que: i. a divergéncia das tribos
Triatomini e Rhodniini ocorreu entre 99,8-93,5 Ma. (relégio de aminoacidos) e 112,7-96,3 Ma.
(relégio de nucleotideos); ii. a data de divergéncia entre as essas tribos coincide com a
separagao do supercontinente Gondwana (cerca de 95 Ma.); iii. possivelmente, ocorreu
coevolucao entre Rhodnius e palmeiras e/ou adaptagdo do género a esse habitat especifico
(suportando, assim, a diversificagao entre Rhodniini e Triatomini).

Schaefer (2003) discutiu questdes sistematicas na subfamilia Triatominae e ressaltou
que Rhodniini e Triatomini podem ser difiléticos, sugerindo que pode ndo existir triatomineos
verdadeiros, sendo todos derivados de ancestrais ndo triatomineos. No mesmo ano,
Monteiro et al. (2003) analisaram a estrutura filogeografica de R. prolixus e R. robustus com
0 gene Cyt b e a regidao D2-28S e observaram que R. robustus representa um complexo
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parafilético de espécies composto de quatro diferentes linhagens (que possivelmente
representam quatro diferentes taxons que divergiram ha cerca de 2,4-3,7 Ma. no
Pleistoceno), uma vez que a linhagem | (regido de Orinoco, Venezuela) é filogeneticamente
mais proxima de R. prolixus do que das outras linhagens de R. robustus da regido amazénica
(linhagens II, Il e V). Além disso, os autores discutiram a aplicagdo da teoria do refugio
(formacgao de bolsdes isolados de florestas tropicais, a partir de mudangas climaticas que
ocorreram no Pleistoceno, que permitiram isolar pequenas populagdes e favoreceram a
diversificacdo das espécies por especiacao alopatrica possivelmente fundamentada em
deriva genética) como evento de vicariancia associado com a diversificagdo desses vetores
na Amazonia.

Abad-Franch et al. (2003) utilizaram o gene Cyt b combinado com analises
morfométricas e discutiram a relacdo filogenética da linhagem Pacifica de Rhodnius (grupo
pallescens), sugerindo que esse grupo foi originado em florestas sazonalmente secas do
noroeste da Coldbmbia. Ainda, os autores sugeriram que R. pictipes e R. pallescens - R.
colombiensis compartilham um ancestral comum que viveu no final do Mioceno (~6 Ma.)
(espécie que apresentava ampla distribuigdo durante a ultima elevacdo da cadeia de
montanhas no norte dos Andes) e que o tempo de divergéncia entre R. ecuadoriensis e as
espécies da Colébmbia (R. pallescens e R. colombiensis) ocorreu ha, aproximadamente, cinco
Ma. (possivelmente relacionado com a elevagao dos Andes no Plioceno). Por fim, os autores
destacaram que uma possivel explicagdo para a distribuicdo dos membros do grupo
pallescens esteja relacionada com eventos de irradiagdo adaptativa e vicaridncia, ou seja,
sugeriram que durante o final Mioceno, uma populagédo ancestral proveniente das planicies
orientais do Orinoco pode ter migrado e ocupado o lado ocidental dos Andes e, apds o
soerguimento da cordilheira no Plioceno, dois clados principais foram originados, a saber, o
do lado norte (que compreende as formas ancestrais de R. pallescens e R. colombiensis) e
uma bolsa isolada do lado sul (que se adaptou a novos ecoétopos e, possivelmente, deu
origem a R. ecuadoriensis).

Tartarotti e Ceron (2005) realizaram um estudo filogenético com a regido intergénica
ITS-1 (ITS-1: internal transcribed spacer 1) nos géneros Rhodnius, Triatoma e Panstrongylus
e observaram que: i. o tamanho dos fragmentos de ITS-1 de Rhodnius (cerca de 300 pb) é
bem menor que nos outros géneros (entre 600 e 1000 pb), confirmando, assim, que
pertencem a tribos distintas; ii. os autores discutiram que essas divergéncias nos tamanhos
dos fragmentos corroboram a origem polifilética da subfamilia Triatominae (sendo as tribos
Triatomini e Rhodniini originadas em momentos diferentes, a partir de ancestrais
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reduvideos); por fim, iii. a baixa variabilidade no tamanho dos fragmentos de Rhodnius spp.
confirma o monofiletismo da tribo.

A partir do gene mitocondrial 716S, de Paula et al. (2005) realizaram um estudo
filogenético em Triatominae, considerando 14 espécies da tribo Rhodniini. As analises
apoiaram a polifilia das tribos Rhodniini e Triatomini (refutando a hipotese de que
representavam grupos irmaos), uma vez que outros reduvideos das subfamilias Salyavatinae
e Harpactorinae formavam grupo irmao de Rhodniini, enquanto reduvideos das subfamilias
Ectrichodinae, Reduviinae e Harpactorinae foram resgatados como grupo irmdo de
Triatomini. No entanto, os autores discutiram a possivel origem de ambas as tribos a partir
de um ancestral Reduviinae (embora tenham ressaltado que esses resultados podem ser
tendenciosos pelo alinhamento em maxima parcimbnia e destacaram que analises mais
acuradas deveriam ser realizadas para corroborar essa hipotese). Tartarotti, Azeredo-
Oliveira e Ceron (2006) revisaram dados filogenéticos dos triatomineos e relataram que
Triatominae apresentava origem polifilética, que as tribos Rhodniini, Cavernicolini,
Bolboderini, Linshcosteini [0 status dessa tribo, atualmente, ndo é mais valido, sendo as
espécies do género Linshcosteus Distant, 1904 reagrupadas na tribo Triatomini (JUSTI et al.,
2014)] e Alberproseniini constituiam grupos monofiléticos, que Rhodnius também
representava um grupo monofilético e que Triatoma e Panstrongylus sdo evolutivamente
mais préximos do que Rhodnius.

Dois anos depois, de Paula et al. (2007) utilizaram o mesmo marcador e as mesmas
14 espécies da tribo Rhodniini utilizadas por de Paula et al. (2005) e realizaram um estudo
biogeografico, que permitiu observar que os taxons dessa tribo apresentam uma historia
biogeografica complexa, envolvendo eventos de vicariancia [associados com i. a elevagao
dos Andes Centrais no Mioceno ou posterior (possivel especiacado de R. ecuadoriensis), ii. a
divisdo dos Andes em trés cordilheiras separadas (Oriental, Central e Ocidental) no Plio-
Pleistoceno (possivel especiagdo de R. colombiensis, R. brethesi, R. stali, R. pictipes e R.
neivai), iii. a formagao de um corredor terrestre conectando a América do Sul e do Norte no
Plioceno (possivel especiagdo de R. pallescens), e iv. o soerguimento dos sistemas
montanhosos da Serra do Mar e da Mantiqueira entre o Oligoceno e o Pleistoceno (possivel
especiacao de R. domesticus, P. tertius, P. coreodes, R. nasutus, R. neglectus, R. prolixus e
R. robustus)], bem como duplicagdes (simpatria), dispersao e extingdo. Além disso, com base
na relacédo filogenética entre Psammolestes e Rhodnius, os autores sugeriram que as
espécies do primeiro género deveriam ser incluidas no segundo e destacam que a tribo

Rhodniini ndo apresenta nenhuma relagao de parentesco com a subfamilia Reduviinae.
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No mesmo ano, Maia da Silva et al. (2007), baseados na organizagéao filogenética e
distribuicao das espécies (LYMAN et al., 1999; HYPSA et al., 2002; MONTEIRO et al., 2000,
2003; GALVAO et al., 2003; de PAULA et al., 2007), ressaltaram que Rhodnius spp. estio
organizados em trés complexos: i. complexo R. pallescens (R. pallescens, R. colombiensis
e R. ecuadoriensis), com distribuicdo a partir do oeste das montanhas dos Andes até a
América Central, bem como no norte e noroeste da América do Sul; ii. complexo R. brethesi
(R. brethesi, R. pictipes, R. amazonicus e R. stali), restrito a regido amazénica a leste dos
Andes; e iii. complexo R. prolixus (R. prolixus, R. robustus, R. neglectus, R. nasutus, R.
domesticus e R. neivai), que apresenta distribuigdo associada, principalmente, a América
Central, ao oeste dos Andes (no caso de R. prolixus) e a América do Sul.

Pavan e Monteiro (2007) utilizaram e confirmaram a eficacia do PCR multiplex com o
gene Cyt b para separar espécies cripticas do complexo robustus (R. prolixus e as linhagens
| a IV de R. robustus). Harry et al. (2008) isolaram e caracterizaram marcadores
microssatélites de R. prolixus (que também demonstraram ser eficazes para outras espécies
de Rhodnius, a saber, R. domesticus, R. nasutus, R. neglectus, R. neivai e R. robustus). No
mesmo ano, Fitzpatrick et al. (2008) realizaram um estudo em populagdes silvestres de R.
prolixus com os marcadores Cyt b e D2, combinados com microssatélites. Os dados
confirmaram o status especifico de R. prolixus e permitiram discutir questdes relacionadas
com aspectos entomoepidemiolégicos da DC na Venezuela. Ainda, com base em estudos
filogenéticos com os genes 16S, 18S, D2-28S, D3-28S, D4-28S e D5-28S, Weirauch e Munro
(2009) observaram que Triatominae, bem como Triatomini e Rhodniini, representam grupos
monofiléticos. Além disso, os autores destacaram que Zelurus Hahn, 1826 (Hemiptera,
Reduviinae) forma grupo irm&o com os triatomineos. No mesmo ano, Abad-Franch et al.
(2009) realizaram uma avaliagdo da tribo Rhodniini em varias escalas (entre elas, com o
gene Cyt b), considerando 27 unidades taxondémicas operacionais distintas (OTUSs)
(estabelecidas a partir da disténcia genética maior ou igual a 2%). Além disso, os autores
ressaltaram que os Rhodnius transandinos (grupo pallescens) estao divididos em dois clados
principais (sendo o do Norte composto por R. pallescens e R. colombiensis e o do Sul, por
R. ecuadoriensis) e sugeriram que esse grupo é irmao do grupo pictipes. Ainda, observaram
que esses clados sdo alopatricos e associaram isso com eventos de vicaridancia que
ocorreram no Plioceno.

Patterson e Gaunt (2010) avaliaram a posic¢ao filogenética de alguns triatomineos com
os genes Cyt b, COI, Citocromo Oxidase Il (COIl) e D2-28S e observaram, pela primeira vez,

evidéncias robustas para a monofilia de Triatominae. Os autores também sugeriram que o
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reduvideo ancestral (ndo hematdéfago) mais préximo dos triatomineos divergiu antes da
separagao de Gondwana, enquanto os vetores da DC evoluiram ha, aproximadamente, 95
Ma., associando a origem da hematofagia desses insetos a origem da América do Sul e
correlacionando o surgimento dos triatomineos com as palmeiras (consideradas como o0s
ecotopos de Rhodnius spp.). Além disso, quando consideraram um representante da tribo
Bolboderini [Microtriatoma trinidadensis (Lent, 1951)] nas filogenias, constataram que essa
tribo era mais proxima de Rhodniini do que de Triatomini e que a divergéncia entre Rhodniini
e Triatomini ocorreu ha, aproximadamente, 95 Ma.

Marquez et al. (2011) realizaram um estudo filogenético entre Rhodnius spp. com os
genes Cyt b e D2-28S, diferenciando as espécies em duas principais linhagens (pictipes e
robustus) e caracterizando Rhodnius sp. (morfologicamente semelhante a R. robustus)
proveniente de Puerto Asis, Coldbmbia como um possivel novo taxon agrupado no grupo
robustus (diferindo, inclusive, de R. prolixus e todas as linhagens de R. robustus). No ano
seguinte, Hwang e Weirauch (2012) realizaram um estudo filogenético com diversos
marcadores (716S, 18S, D2-28S, D3-28S, D4-28S e D5-28S) e resgataram a subfamilia
Triatominae como um grupo parafilético [uma vez que espécimes da tribo Rhodniini e
Cavernicolini foram mais proximas de Opisthacidius Berg, 1879 (Hemiptera, Reduviinae)
(grupo irmao) do que de Triatomini]. Além disso, os autores confirmaram que Rhodniini e
Cavernicolini formam grupos irmaos e estimaram que o tempo de divergéncia para Rhodniini
+ Cavernicolini & de 27,5 Ma., sugerindo que os Triatominae evoluiram no Oligoceno (quando
a Ameérica do Sul ja estava isolada da Antartida e migrando para a Ameérica do Norte) e
propuseram que o surgimento dos triatomineos coincidiu com dois eventos de grande escala:
um periodo de radiagdes de espécies e um periodo de extensa diversificagdo de ecoétopos
na América do Sul.

Gdémez-Palacio et al. (2012), utilizando o gene Cyt b, analisaram populagdes de R.
pallescens da Colédmbia e do Panama e concluiram que essas populagdes compreendem
duas linhagens evolutivas distintas que estdo isoladas geograficamente. Da mesma forma,
estudos moleculares com o gene Cyt b foram utilizados por Rosa et al. (2012) para a
caracterizagdo de um taxon afim de R. robustus (proveniente de Monte Negro, Rondénia,
Brasil) e, principalmente, a sua descricdo formal como R. montenegrensis. Posteriormente,
com o uso do mesmo gene, Abad-Franch et al. (2013) avaliaram o status especifico de
Rhodnius sp. estudado por Marquez et al. (2011) e descreveram-na como R. barretti.

Pavan et al. (2013) utilizaram e confirmaram a eficacia dos Polimorfismos de
Nucleotideo Unico (SNPs) para separar espécies cripticas do complexo robustus (R. prolixus
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e as linhagens | a IV de R. robustus). Alguns anos depois, Diaz et al. (2014) avaliaram a
relagcéo filogenética do grupo transandino com os genes Cyt b, D2-28S e subunidade 4
da NADH desidrogenase (complexo | mitocondrial) (ND4) e relataram que: i. a espécie R.
pallescens pode representar um complexo de duas espécies distintas (com divergéncias nos
cromossomos e na distribuicdo geografica); ii. as analises moleculares demonstraram que
R. ecuadoriensis forma um clado basal, seguido por um segundo clado pertencente a R.
colombiensis, e um terceiro formado por ambas as linhagens de R. pallescens; iii. R.
colombiensis foi recuperado como um taxon irm&o das linhagens de R. pallescens e que
ambas divergiram de um clado ancestral que inclui R. ecuadoriensis; iv. a partir do ancestral
comum do grupo pallescens, ocorreu divergéncia das espécies R. ecuadoriensis (~3,9 Ma.)
e R. colombiensis (10 £ 3,4 Ma.) no final Mioceno, seguida por uma recente expansao das
linhagens | e Il de R. pallescens (6,1 + 2,1 Ma.) no ultimo Mioceno-inicio do Plioceno; v. a
diversificacdo dessas linhagens de R. pallescens possivelmente ocorreu a partir do
surgimento do istmo do Panama e a diversificagao das outras duas espécies possivelmente
ocorreu a partir de uma ampla dispersao geografica (de sul para norte) ao longo do norte dos
Andes (durante o soerguimento da cordilheira) que separou R. ecuadoriensis das populagdes
basais de R. colombiensis.

No mesmo ano, Justi et al. (2014) realizaram uma analise filogenética abrangente na
subfamilia Triatominae com os genes mitocondriais 716S, COI, COll, Cyt b e os nucleares
18S e 28S e relataram que os grupos R. prolixus e R. pictipes estao evolutivamente mais
relacionados entre si do que com o grupo R. pallescens. Um ano depois, Mesquita et al.
(2015) descreveram o genoma de R. prolixus (aproximadamente 15.456 supostos genes
codificadores de proteinas, 738 genes de RNA além de nove genes ligados ao cromossomo
Y). A partir disso, Diaz, Triana-Chavez e Gomez-Palacio (2016) utilizaram o gene
responsavel pelo fator de alongamento 1 alfa (EF-1a) de Drosophila melanogaster Meigen,
1830 (Diptera, Drosophilidae), o localizaram no genoma de R. prolixus, realizaram um estudo
filogenético com o EF-1a, além do Cyt b e D2-28S, testaram varias hipoteses (entre elas, i.
parafilia de Triatomini e Rhodniini, ii. parafilia de Triatomini, iii. parafilia de Rhodniini, iv.
parafilia de Triatoma e v. parafilia do grupo pallescens) e observaram que tanto o género
Rhodnius, como o grupo pallescens sao monofiléticos.

Zhang et al. (2016) realizaram um estudo filogenético combinando dados
transcriptdbmicos com marcadores nucleares (16S, 18S e 28S) e observaram que Triatominae
(representada por uma espécie da tribo Cavernicolini, uma espécie da tribo Rhodniini e duas

espécies da tribo Triatomini) foi recuperado como parafilético, uma vez que Triatomini estava
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mais proximo do reduvineo Opisthacidius chinai Lent e Wygodzinsky, 1956 do que das tribos
Rhodniini e Cavernicolini. Além disso, os autores demonstraram que, possivelmente, as
tribos Rhodniini e Cavernicolini estdo mais proximas filogeneticamente que as tribos
Rhodniini e Triatomini. Por outro lado, Justi et al. (2016) combinaram dados moleculares
[16S, 28S, 18S e Wingless (WQ)] e geoldgicos, avaliaram os principais eventos relacionados
com a diversificagdo dos triatomineos e recuperaram a subfamilia Triatominae como um
grupo monofilético. Os autores observaram que Rhodnius € um género parafilético
organizado em trés grandes grupos, sendo o grupo transandino pallescens o mais basal e
0s grupos cisandinos pictipes e prolixus resgatados como grupos irmaos (formando o clado
prolixus, irmao do grupo pallescens). Além disso, os autores também apresentaram a
espécie Cavernicola pilosa Barber, 1937 filogeneticamente relacionada com Rhodnius spp.,
ressaltando a relagdo evolutiva entre as tribos Rhodniini e Cavernicolini (apresentadas como
tribos irmas). Ainda, Justi et al. (2016) ressaltaram que a maioria dos eventos que atuaram
nas tribos Rhodniini e Triatomini estdo correlacionados com as mudangas climaticas e
geoldgicas associadas com o soerguimento andino na América do Sul, bem como com as
variagdes no nivel do mar na América do Norte. Para as espécies da tribo Rhodniini, em
especifico, foram testados e n&o foram rejeitados os seguintes eventos geoldgicos: i. istmo
do Panama (10,1-2,76 Ma.) e ultimo levantamento dos Andes no Plioceno (5,3-2,6 Ma.) -
cladogénese no grupo R. pallescens (R. ecuadoriensis + R. colombiensis); ii. sistema Pebas
(23-10 Ma.) - cladogénese entre o grupo pallescens e os grupos pictipes + prolixus); iii.
sistema Pebas (23-10 Ma.) - cladogénese entre os grupos pictipes e prolixus; e iv. sistema
Acre (10-7 Ma.) - cladogénese entre R. neivai e R. domesticus.

Pavan et al. (2016) utilizaram marcadores SNPs e Cyt b para confirmar o status
especifico de espécies do complexo robustus (R. prolixus e a linhagem Il de R. robustus).
Fernandez-Medina et al. (2016) realizaram estudos de elementos transponiveis (ETs) em R.
prolixus e observaram que 3,0% do genoma da espécie era constituido por ETs Classe II,
pertencentes principalmente as superfamilias Tc1-mariner (1,65%) e “elementos
transponiveis de repeticdo invertida em miniatura” (MITEs) (1,84%). Com base nesses
resultados, os autores consideraram uma hipétese de que as expansdes de ET ocorreram
na época da especiagao de R. prolixus (em torno de 1,4 Ma.). No mesmo ano, Souza et al.
(2016) também utilizaram o marcador Cyt b para confirmar o status de R. marabaensis como
espécie nova e demonstrar que essa espécie esta relacionada com R. robustus e R. prolixus.

Bargues, Schofield e Dujardin (2017) agruparam informagdes da literatura (incluindo

estudos genéticos) e apontaram que: i. Rhodnius € um género monofilético; ii. existem duas
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linhagens, isto é, o grupo “prolixus robustus” (composto pelas espécies R. prolixus, R.
robustus, R. milesi, R. neglectus, R. neivai, R. dalessandroi, R. domesticus, R. nasutus, R.
barretti, R. zeledoni e R. montenegrensis), distribuido no leste dos Andes, e o grupo
“pictipes”, que compreende os subgrupos que ocorrem no leste (R. pictipes, R. stali, R.
brethesi, R. paraensis e R. amazonicus) e oeste (R. pallescens, R. colombiensis e R.
ecuadoriensis) dos Andes; e iii. R. pictipes pode estar mais proxima da forma ancestral. No
mesmo ano, Georgieva, Gordon e Weirauch (2017) realizaram um estudo filogenético em
Triatominae com diversos marcadores (78S, ITS-1, ITS-2, D2-28S, D3-28S, D4-28S, D5-
28S, 16S, COI, COll e Cyt b) e contrastaram com a fonte alimentar de cada espécie. Os
autores puderam observar que esses vetores formavam um grupo monofilético e que a tribo
Rhodniini € proxima de Cavernicolini e Bolboderini. Além disso, demonstraram que a tribo
Rhodniini € composta por trés grupos monofiléticos bem suportados (grupos pictipes,
pallescens e prolixus + Psammolestes), sendo pictipes o mais basal e pallescens e prolixus
formando grupos irmaos. Além disso, Breniére et al. (2017) combinaram o gene Cyt b, com
os marcadores 716S, mtlsurRNA, subunidade 1 da NADH desidrogenase (complexo
| mitocondrial) (ND7) e D2-28S para realizar a identificagdo molecular de espécies silvestres
de Rhodnius da Amazobnia boliviana. Ainda, no mesmo ano, de Carvalho et al. (2017)
realizaram estudos transcriptémicos para avaliar o status especifico de R. montenegrensis e
R. robustus. Os autores observaram divergéncias entre os transcritos das espécies, bem
como quantidade substancial de polimorfismos interespecificos fixos, sugerindo, assim, alto
grau de divergéncia genética que confirmava o status de R. montenegrensis.

Monteiro et al. (2018) utilizaram os marcadores Cyt b e ITS-2, avaliaram a posi¢gao
filogenética de algumas espécies de Rhodnius e observaram que: i. R. milesi, possivelmente,
representa um polimorfismo de R. neglectus; ii. a linhagem Il de grupo parafilético R. robustus
foi descrita como R. montenegrensis; iii. R. amazonicus é uma espécie valida que pertence
ao grupo pictipes; iv. existe uma nova espécie de Rhodnius aff. R. pictipes em Sierra Nevada,
Colémbia. Além disso, os autores relataram que a tribo Rhodniini é dividida em trés linhagens
principais: i. linhagem robustus, composta pelas espécies R. neivai (Que ocorre ao redor do
extremo norte da cordilheira oriental dos Andes e da bacia de Maracaibo), R. domesticus —
e, possivelmente, R. zeledoni, pois 0s autores sugerem que essas especies sejam sinbnimas
— (florestas umidas da mata atlantica brasileira), R. barretti (florestas umidas do Napo), R.
dalessandroi (Lhanos do Orinoco), R. nasutus (Caatinga), R. prolixus (norte da bacia do
Orinoco), linhagem | de R. robustus (norte da bacia do Orinoco), linhagem IV de R. robustus
(nordeste da Amazoénia, incluindo as terras altas da Guiana), linhagem V de R. robustus
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(centro-norte da Amazobnia), R. neglectus (Cerrado), R. milesi (leste da Amazénia), R.
montenegrensis (Amazdnia central), R. marabaensis (sudeste da Amazénia), P. arthuri
(Pinto, 1926) (bacias costeiras do Orinoco e da Venezuela), P. tertius (principalmente no
Cerrado e na Caatinga) e P. coreodes Bergroth, 1911 (principalmente na regido do Chaco);
ii. inhagem pictipes, composta pelas espécies R. pictipes (bacias do Amazonas e do Orinoco,
além de formas morfologicamente relacionadas e atipicas encontradas em florestas
montanhosas da Sierra Nevada de Santa Marta, Coldmbia e noroeste da Venezuela), R.
amazonicus (das florestas umidas do Escudo das Guianas), R. brethesi (noroeste da
Amazobnia), R. stali (sudoeste da Amazbnia) e R. paraensis (leste ao nordeste bacia
amazodnica); e iii. inhagem pallescens — composta pelas espécies R. pallescens (dividida em
dois subclados, possivelmente representando dois diferentes taxons, sendo um com
distribuicdo nas regi6es umidas da América Central e o outro nas planicies mais secas da
bacia do Magdalena, Argentina), R. colombiensis (meio superior das florestas secas do Vale
Magdalena) e R. ecuadoriensis (dois subclados, sendo um no oeste e sudoeste do Equador
e o outro do noroeste do Peru).

Peretolchina et al. (2018) realizaram um estudo filogeografico, com o gene Cyt b e
microssatélites, em diferentes populagdes de R. nasutus da Caatinga brasileira. Os autores
concluiram que R. nasutus nao representa um complexo de espécies e, sobretudo, que esse
taxon passou por uma expansao populacional durante o Holoceno, que coincide com o fim
da maior estagdo seca da América do Sul, colonizando a Caatinga num processo que ocorreu
da regido oeste para a leste. Brito et al. (2019a) utilizaram o gene Cyt b para confirmar o
status especifico das espécies utilizadas em um estudo sobre resisténcia ao estresse e a
desidratacao (R. prolixus e R. robustus de linhagem I). Mufioz-Tobar et al. (2019) analisaram
a estrutura genética de populagdes selvagens e sinantropicas de R. ecuadoriensis, a partir
de marcadores microssatélites com seis repetigbes curtas em tandem (STRs) de R.
pallescens. Os resultados sugerem que existe migragao frequente entre essas populagdes.

Zhao et al. (2019) caracterizaram, pela primeira vez, o genoma mitocondrial completo
de R. pictipes e compararam com outros cinco triatomineos dos géneros Triatoma e
Panstrongylus (confirmando a monofilia da subfamilia Triatominae). Além disso, Brito et al.
(2019b) realizaram um estudo de sistematica molecular a partir dos marcadores Cyt b e ITS-
2 e de estudos transcriptdbmicos, para avaliar a posigdo de R. montenegrensis em relagao ao
complexo de espécies cripticas R. prolixus — R. robustus. Os autores encontraram evidéncias
que R. montenegrensis e R. robustus de linhagem Il eram geneticamente indistinguiveis,

confirmando que R. montenegrensis foi descrito a partir de uma das linhagens parafiléticas
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de R. robustus (o0 que néo torna o status especifico da espécie invalido). Ainda, Nascimento
et al. (2019) realizaram um estudo filogenético com genes mitocondriais (Cyt b e ND4) e
nucleares (PCB, TOPO, URO e ZNFP) para avaliar a validade taxondémica de R.
taquarussuensis Rosa et al., 2017 e notaram que essa espécie ndo € uma linhagem
independente do grupo R. prolixus, sinonimizando-a com R. neglectus.

Falcone et al. (2020) utilizaram multiplos parametros (entre eles, o gene Cyt b) para
distinguir diferentes populacdes de R. neglectus e R. prolixus. Castro et al. (2020) realizaram
estudos de ET em espécies do complexo prolixus (R. prolixus, R. montenegrensis e R.
marabaensis). Os autores concluiram que a quantidade total de ETs presentes nos genomas
de Rhodnius (19% a 23,5%) é trés a quatro vezes maior do que o esperado [com base no
genoma original de R. prolixus descrito por Mesquita et al. (2015)]. Além disso, observaram
que ET de classe |l da superfamilia Tc1-mariner, bem como membros da ordem LINE (classe
I) eram os ETs predominantes nas espécies analisadas. Além disso, os autores também
identificaram uma recente explosdao de transposicdao da familia mariner em R.
montenegrensis e R. marabaensis [assim como observado por Fernandez-Medina et al.
(2016) para R. prolixus], sugerindo que esse fendbmeno possa ter contribuido para a
diversificacao do complexo prolixus.

Hernandez et al. (2020) realizaram uma revisao na tribo Rhodniiini. Com base nas
questdes discutidas, os autores concluiram que existem trés problemas principais
associados com a sistematica da tribo, que resultaram em hipoteses conflitantes sobre a
origem, evolucao, e dispersdo das espécies, a saber, (i) parafilia dos géneros Rhodnius e
Psammolestes; (ii) aplicagao de diferentes tipos de classificagdo e formas de agrupamento
para Rhodnius spp.; e (iii) dificuldades na identificagao e delimitagdo adequada de algumas
especies. De Paula et al. (2021) realizaram um estudo filogenético com os genes 16S, 28S
e Wg e concluiram que: i. Rhodniini se originou ha 17,91 Ma.; ii. R. domesticus é a espécie
mais antiga, tendo sua origem em 9,13 Ma.; iii. as espécies da tribo Rhodniini estdo
intimamente relacionados com a subfamilia Salyavatinae, divergindo dessa subfamilia ha
30,43 Ma.; iv. a maioria das espécies dessa tribo sao alopatricas e possuem nichos distintos;
v. Psammolestes pode apresentar uma posi¢cao alternativa na arvore filogenética; vi. a
formacdo do sistema Pebas dividiu os clados que originaram os grupos transandino
(pallescens) e cisandino (pictipes) (17,91 Ma.); vii. a rapida elevagao da cordilheira oriental
pode estar relacionada com a origem de R. colombiensis e R. pallescens (1,09 Ma.); viii. as
elevagbes tectdnicas do norte do Andes podem estar relacionadas com a origem de R.
ecuadoriensis (7,93 Ma.); ix. as conexdes hidrolégicas entre as bacias Araguaia-Amazodnia
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no inicio e meio do Mioceno podem ter dividido os clados cisandino + transandino do grupo
composto por R. domesticus + Psammolestes spp. + grupo prolixus (15,2 Ma.); x. a
separagao do Pantanal da Mata Atlantica (sistema Pantanal) no Mioceno superior e inferior
pode ter contribuido para formagao das trés espécies de Psammolestes (4,98 Ma.); xi. R.
nasutus surgiu em 6,92 Ma. e ocorre, principalmente, no estepe da Caatinga; xii. R. prolixus
originou-se ha 3,68 Ma. e sua area de distribuicdo pode estar relacionada a ligagéao
hidrolégica entre as bacias Llanos-Amacuro que ocorreu entre 10 e 4,5 Ma.; xiii. R. robustus
e R. neglectus foram datados em 2,26 Ma. e, provavelmente, estavam relacionados a ligagao
hidrolégica entre as bacias Amazonas-Araguaia que ocorreu entre 4,5 e 0 Ma.; xiv. por fim,
R. stali que pode ter originado no Plioceno (desde o médio até o recente), no estagio 2 da
Amazobnia transcontinental (1,01 Ma.).

Kieran et al. (2021) analisaram a relacédo filogenética de Triatominae utilizando
elementos ultraconservados (UCEs). Com base nos resultados, os autores concluiram que:
i. os triatomineos formam um grupo monofilético, sendo o reduvineo Opisthacidius o grupo
irmao desses vetores; ii. a tribo Rhodniini forma grupo irmao de Bolboderini (Microtriatoma
spp.); iii. a tribo Rhodniini é evolutivamente mais proxima de Cavernicolini do que de
Triatromini; iv. Rhodnius representa um género parafilético; v. as espécies Rhodnius estao
agrupadas em trés grupos (pictipes, pallescens/ecuadoriensis e prolixus). No mesmo ano,
Weirauch (2021) analisou a origem e evolugao de Triatominae e, entre os diferentes tépicos
abordados, discutiu as relagdes entre as espécies de Rhodniini e observou que: i.
Psammolestes é derivado de um ancestral semelhante a Rhodnius; ii. Psammolestes torna
Rhodnius um género parafilético; iii. Psammolestes spp. sdo recuperadas como linhagens
irmas do grupo prolixus; iv. 0s grupos pallescens e pictipes sdao monofiléticos. Da mesma
forma, Galvao (2021) discutiu a taxonomia de Triatominae e destacou que a tribo Rhodniini
€ um grupo monofilético e que o género Rhodnius é dividido em duas linhagens: a primeira
denominada R. prolixus-R. robustus e a segunda dividida em dois subgrupos (R. pictipes e
R. pallescens). Além disso, o autor destaca que a tribo Rhodniini € mais proxima de
Bolboderini e Cavernicolini do que Triatomini. J&a Pavan, Lazoski e Monteiro (2021)
analisaram os processos de especiagdo em Triatominae e, entre as diversas abordagens,
apontam que “Brito et al. (2019) sinonimizaram R. montenegrensis como R. robustus”. No
entanto, no proprio artigo da Brito et al. (2019), os autores apontam que “embora R.
montenegrensis e R. robustus de linhagem Il sejam quase idénticas geneticamente, isso ndo

invalida R. montenegrensis como uma espécie separada”.
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Abad-Franch et al. (2021) estudaram populagdes de R. ecuadoriensis com 0s
marcadores Cyt b e ITS-2 e, a partir do modelo coalescente de multiespécies, observaram
duas linhagens evolutivas independentes (sendo uma do Equador e a outro do Peru) que
provavelmente estdo em processo de especiagao (se ja ndo séo especies diferentes). Filée
et al. (2022) realizaram um estudo filogendmico na tribo Rhodniini com diversos marcadores
mitocondriais (COI, COIl, COlll, Cyt b, Atp8, Atp6, Nad1, Nad2, Nad3, Nad4, Nad4L, Nad5,
Nad6, 16S e 12S) e nucleares (18S, 28S, ITS-1, 5,8S e ITS-2) e sugeriram que: i. 0S grupos
pictipes e pallescens sao evolutivamente mais proximos entre si do que com o grupo prolixus;
ii. as espécies do grupo prolixus — R. marabaensis, R. montenegrensis, R. prolixus e R.
robustus — devem ser agrupados em um complexo de espécies denominado robustus; iii.
presenga de eventos de introgressao nos grupos prolixus e pictipes e fluxo génico no grupo
pallescens; iv. R. montenegrensis e R. marabaensis sdo espécie validas; v. R.
taquarussuensis € sinbnima de R. neglectus; vi. R. milesi é, possivelmente, sinbnima de R.
nasutus; vii. as espécies do género Psammolestes devem ser transferidas para o género
Rhodnius; viii. os dados moleculares apoiam uma distribuicdo silvestre de R. prolixus no
Brasil (estado do Para); e ix. os estudos apoiam a monofilia de R. robustus.

Por fim, Reis et al. (2023) realizaram um estudo sobre a evolugdo cromossémica de
Triatominae, a partir de uma filogenia desenvolvida com os genes Cyt b, 16S, 18S, 28S, COl,
COll e ITS-2. Com base nas relagdes filogenéticas observadas, os autores concluiram que:
i. tanto a subfamilia Triatominae, como as tribos Rhodniini e Triatomini foram recuperadas
como grupos monofiléticos; ii. a tribo Rhodniini € o grupo mais basal (embora destaquem que
essa conformidade pode mudar com a adicdo de exemplares pertencentes as tribos
Cavernicolini, Bolboderini e Alberprosini); iii. a tribo Rhodniini foi recuperada em trés grandes
grupos, sendo prolixus e pictipes grupos irmaos e pallescens o grupo mais basal; e iv.
Rhodnius foi recuperado como parafilético em relagdo a Psammolestes.

3. CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos dados apresentados, fica evidente que: i. a tribo Rhodniini € um grupo
monofilético; ii. existem trés grupos monofiléticos bem definidos na tribo Rhodniini (prolixus,
pictipes e pallescens); iii. a relagdo evolutiva entre esses grupos precisa ser mais bem

definida por estudos filogenéticos combinando diferentes marcadores e, sobretudo,
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aumentando o numero de espécimes do género Rhodnius (com énfase para as espécies que
nunca foram estudadas molecularmente); iv. o género Rhodnius € um grupo parafilético em
relagdo a Psammolestes; v. o status especifico de algumas espécies de Rhodnius (como R.
milesi e R. zeledoni) precisa ser avaliado por taxonomia integrativa; vi. as linhagens
parafiléticas de R. robustus precisam ser descritas como espécies novas; vii. as linhagens
de R. ecuadoriensis e R. pallescens, bem como Rhodnius aff. R. pictipes de Sierra Nevada,
Colébmbia precisam ser estudadas por taxonomia integrativa e descritas como espécies
novas; e, por fim, viii. a sistematica filogenética é imprescindivel para a taxonomia de
Rhodnius.
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ABSTRACT

Chagas disease (1909), described by Carlos Chagas, is a neglected illness with high
incidence in the Americas. It is estimated that around 6 to 7 million people are affected,
leading to the death of another 10 thousand annually. The transmission of Chagas disease
occurs mainly through the feces of triatomines (insects commonly known as "kissing bugs")
infected with the protozoan Trypanosoma cruzi, the etiological agent. One of its main vectors
is Panstrongylus megistus, present in most Brazilian states and holding high rates of T. cruzi
infection. This chapter aims to conduct a review on the epidemiological importance of P.
megistus in the transmission of Chagas disease, addressing crucial data for disease control,
such as the geographical distribution of the vector and its domiciliation capacity. Additionally,
it provides information on symptoms, transmission, treatment, and diagnosis of Chagas
disease.

Keywords: Triatominae, domiciliation, epidemiology and P. megistus.

RESUMO

A doenca de Chagas (1909), descrita por Carlos Chagas, € uma doenga negligenciada de
grande incidéncia nas Américas. Estima-se que cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas sao
afetadas levando a morte outras 10 mil por ano. A transmissao da doenca de Chagas ocorre
principalmente por meio das fezes de triatomineos (insetos conhecidos popularmente por
“barbeiros”) infectadas pelo protozoario Tryapnosoma cruzi, agente etiolégico. Um de seus
principais vetores é Panstrongylus megistus, presente na maioria dos estados brasileiros e
que detém altas taxas de infecgao por T. cruzi. O presente capitulo tem como objetivo realizar
uma revisdo acerca da importancia epidemiolégica de P. megistus para a transmisséo da
doenga de Chagas, abordando dados importantes para o controle da doenga, como a
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distribuicdo geografica do vetor e sua capacidade de domiciliagdo, além de informagdes
sobre sintomatologia, transmisséao, tratamento e diagnéstico da doenga de Chagas.
Palavras-chave: Triatominae, domiciliacdo, epidemiologia e P. megistus.

1. INTRODUCTION

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909)
(Kinetoplastida, Tripanosomatidae), is endemic in 21 countries in Latin America. It is one of
the 20 diseases included in the group of Neglected Tropical Diseases, according to the World
Health Organization. It is estimated that there are 6 to 7 million people infected with this
parasite worldwide, with at least 1 million infected individuals found in Brazil. (MINISTRY OF
HEALTH, 2022).

Curretly, there are 160 species described in the subfamily Triatominae, of which 157
species are living and three species are fossils. The sufamilia triatominae is divided into 18
genera and six tribes, of which the genera Panstrongylus, Rhodnius and Triatoma have
notable health importance as they are associated with the transmission of T. cruzito humans.
(ALEVI et al., 2021; GIL-SANTANA et al., 2022; MARTINS et al., 2022; ZHAO et al., 2023).
Panstrongylus megistus (Figure 1) is considered one of the primary species of
epidemiological importance in the transmission of Chagas disease in Brazil, due to its
widespread geographical distribution across the entire national territory, its strong ability to
invade/colonize homes, and its high rates of natural infection by T. cruzi (FERREIRA et al.,
2022).

This chapter provides the key information about Chagas disease and P. megistus to

comprehend its significance in the transmission of the disease to humans in Brazil.
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Figure 1. Female specimen of Panstrongylus megistus.

A: dorsal view; B: ventral view; C: dorsal view of the head; D: ventral view of the head; E: dorsal view of the
thorax; and F: ventral view of the thorax. Image taken from:
https://www2.fcfar.unesp.br/#!/triatominae/subfamilia-triatominae/panstrongylus/panstrongylus-megistus/
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2. LITERATURE REVIEW

2.1. TRANSMISSION, DIAGNOSIS, AND TREATMENT

Transmission of Chagas disease occurs mainly through the feces of triatomines
infected by T. cruzi, since these insects are hematophagous and during their feeding period,
they have the habit of defecating, thus allowing T. cruzi to come into contact with the
individual's bloodstream. Futhermore, transmission can occur orally through contaminated
food, blood transfusion and organ transplantation, congenitally through the placenta,
laboratory accidents, and through by handling carcasses of wild mammals (WHO, 2023).

Chagas disease can manifest in both acute and chronic phases. The chronic phase,
can be categorized into: a) asymptomatic or indeterminate, b) oligosymptomatic, and c)
symptomatic. It is during the acute phase that the occurrence of cardiac dilation is common,
along with pericardial effusion (LIMA et al., 2019). Other frequent symptoms include fever,
inflammation at the site of inoculation, unilateral eyelid edema (Romana's sign), lymph node
enlargement, and splenomegaly. Clinical manifestations often resolve spontaneously within
up to two months in 90% of cases, even without medication (PEREZ-MOLINA et al., 2012;
MONTALVO-OCOTOXTLE et al., 2022).

Without treatment, less than 5% of patients will die due to meningoencephalitis or
myocarditis (MONTALVO-OCOTOXTLE et al., 2022). According to Lima et al. (2019), a large
portion of cases eventually progresses to the indeterminate form of the disease, where the
infection is confirmed through parasitological and/or serological tests, without the presence
of clinical, radiological, or electrocardiographic manifestations.

The indeterminate chronic form (ICF) of the disease is of significant relevance as it is
the most prevalent clinical form. According to cohort studies conducted in endemic areas by
Macédo (1973), Castro (1978), Dias (1982), and Coura and Pereira (1984), patients infected
at an age younger than 10 years old present ICF that can vary from i63% to 100% of cases
while patients between 20 and 29 years present an ICF of 39% to 58%, and patients aged
50 years or older present an ICF in 30% of cases.

The progression to the indeterminate form can occur 10 to 20 years after the acute
phase, and, in approximately 40% of cases, ICF can progress to the chronic cardiac form
after decades of evolution. Chronic cardiac form has a high rate of morbidity and mortality,

significant medical and social impact, and is characterized by the gradual appearance of
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electrocardiographic changes caused by the destruction of myocardial fibers (VIOTTI et al.,
2004; MARIN-NETO et al., 2007; LIMA et al., 2019).

In addition to the cardiac form, Chagas disease can also manifest as the digestive
form, where the large intestine and esophagus are affected, leading to the development of
megacolon and megaesophagus, respectively. According to the Il Brazilian Consensus on
Chagas Disease (2015), approximately 15% to 21% of patients develop digestive symptoms,
which may initially go unnoticed due to their nonspecific nature, such as nighttime cough,
hypersalivation, and weight loss (BARROS et al., 2019).

The diagnosis of Chagas disease is performed through laboratory tests and is crucial
for all suspected cases, both in the acute and chronic phases. For the acute phase, it is
advisable to initially carry out direct parasitological tests (such as microhematocrit or direct
observation) togheter with serological monitoring, considering that the blood of infected
patients can be used to identify the trypomastigote forms of T. cruzi. Direct method
examinations include the fresh search for trypanosomatids, concentration methods, and thick
or thin stained smear slides. Despite their limited sensitivity, direct parasitological tests may
be initially recommended due to their affordability and accessibility (MINISTRY OF HEALTH,
2019; NORMAN; LOPEZ-VELEZ, 2019).

It is recommended that multiple direct parasitological tests be carried out
simultaneously, and if the results are negative, new collections must be carried out until the
diagnosis is established. In the chronic phase, the ELISA serological test is one of the most
recommended due to low parasitemia, as it has high specificity and sensitivity (MINISTRY
OF HEALTH, 2019; NORMAN; LOPEZ-VELEZ, 2019).

According to the Il Brazilian Consensus on Chagas Disease (2015), antiparasitic
treatment for Chagas disease must be promptly administered during the acute phase of the
disease, including newborns in cases of congenital transmission. Studies like the one
conducted by Blanco et al. (2000) demonstrate high cure rates when treatment is initiated in
the first weeks of life. In pregnant women, drug treatment is not recommended due to the
possible teratogenic effects of available drugs, as well as other adverse effects. For
chronically infected women of childbearing age, if treatment is administered before
pregnancy, it is possible to reduce congenital transmission (CARLIER et al., 2011).

However, in cases of chronic phase disease, the indications for treatment are
controversial. Many healthcare professionals recommend only symptomatic treatment for

patients with cardiomyopathy or digestive symptoms. Nonetheless, Viotti et al. (2014)
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highlight that pathogen load control and reduction are valid strategies for certain infections,
through antiparasitic treatment, are valid strategies for infections, such as HIV/AIDS.

The Benefit study conducted between 2004 and 2011, which included 2,854 patients
with chronic Chagas disease and evidence of cardiomyopathy, divided into two groups
(placebo group and benznidazole group treated for 40 to 80 days), demonstrated that
benznidazole was able to reduce the detection of circulating parasites but did not reduce
clinical cardiac progression. New studies should be conducted to reach a conclusion
regarding treatment during the chronic phase of the disease.

There are currently only two antiparasitic drugs available for the treatment of Chagas
disease, benznidazole and nifurtimox. These medications were introduced in the 1970s and
continue to be used, with cure rates of approximately 50% and 70% in the acute phase,
respectively, but with rates below 20% in the chronic phase of the disease (DIAS et al., 2009).

Benznidazole is the first-choice drug due to its good tolerance, especially in children,
who can tolerate higher doses. Some of the adverse effects may include hypersensitivity to
the medication (skin rash, fever, generalized edema, muscle and joint pain), as well as bone
marrow depression, which may require discontinuation of drug treatment (PRATA, 2001; DE
SOUSA, 2017).

In case of intolerance to benznidazole, nifurtimox can be used (DE SOUSA, 2017).

2.2. GENUS Panstrongylus

The genus Panstrongylus is one of the most diversified within Triatominae, alongside
Triatoma Laporte, 1832, and Rhodnius Stal, 1859. Thus, the species of the genus
Panstrongylus are described in table 1.

Panstrongylus was established based on the description of the species P. guentheri
Berg, 1879 (type species), originally defined by the placement of the antennal tubercles near
the anterior margin of the eyes, as described by Lent & Wygodzinsky (1979). Initially the
genus was considered a moniphyletic group (RODRIGUES, 2018), however, molecular
studies conducted by Hypsa et al. (2002) and Marcilla et al. (2002) suggested the presence
of paraphyly and polyphyly events, suggesting that certain species of Panstrongylus share a
closer common ancestor with species of Triatoma rather than with other species of the genus

Panstrongylus itself.
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Table 1. Species of the genus Panstrongylus Berg, 1879.

Species Fossil species
. chinai (Del Ponte, 1929) TP. hispaniolae Poinar, 2013
. diasi (Pinto & Lent, 1946)

. geniculatus (Latreille, 1811)

. guentheri Berg, 1879

. howardi (Neiva, 1911)

. humeralis (Usinger, 1939)

. lenti Galvéo & Palma, 1968
. lignarius (Walker, 1873)

. lutzi (Neiva & Pinto, 1923)

martinezorum Ayala, 2009

. megistus (Burmeister, 1835)

. mitarakaensis Bérenger & Blanchet, 2007

. noireaui Gil-Santana et al., 2022

. rufotuberculatus (Champion, 1899)
. tibiamaculatus (Pinto, 1926)
. tupynambai Lent, 1942

V| U/ U|VU| V| V| VU|VU|VU|U|U|U| U|U|O|T

To explore the suggested paraphyly/polyphyly in the genus, Patterson et al. (2009)
conducted a morphometric study comparing the shape of the heads of Panstrongylus and
Triatoma, and observed that the 'Panstrongylus-like' head is derived from the 'Triatoma-like'

head through modification in late post-embryonic development.

2.1.1. Panstrongylus megistus

Initially described as Conorhinus megistus Burmeister, 1835, Panstrongylus megistus
(Burmeister, 1835) underwent several taxonomic revisions until its current configuration.
Currently, P. megistus has 11 synonyms, namely: Conorhinus megistus Burmeister, 1835;
Lamus megistus Stal, 1859; Conorhinus gigas Burmeister, 1835, 1861; Conorhinus porrigens
Walker, 1873; Triatoma africana Neiva, 1911; Triatoma megista Neiva, 1911; Triatoma

wernickei Del Ponte, 1923; Triatoma megista var. wernickei Del Ponte, 1930; Panstrongylus
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africanus Pinto, 1931; Mestor megistus Usinger, 1944; and Panstrongylus megistus
leucofasciatus Lucena, 1959 (GALVAO et al., 2003).

Panstrongylus megistus is considered one of the main species of epidemiological
importance for the transmission of Chagas disease in Brazil, due to its widespread
geographical distribution, capacity for invasion and colonization of domestic environments
and its high rates of infection with T. cruzi (FERREIRA et al., 2022).

P. megustus is primarily distributed in the Atlantic Forest but can also be found in the
wetter areas of the Cerrado and Caatinga biomes. In the southern region of Brazil, it occurs
mainly in wild habitats, whereas in the Southeast and Northeast, it is predominantly found in
artificial environments (GURGEL-GONCALVES et al., 2012).

Deforestation and alterations in the natural habitat of these insect vectors end up
causing the displacement or disappearance of their food sources and natural shelters, forcing
the triatomines to colonize artificial environments to survive. Futhermore, the precarious living
conditions of man and the high anthropophilia exhibited by the species, worsen the situation
(SILVA et al., 2021; FERREIRA et al., 2022).

Forattini et al. (1970) already reported the domiciliation of the species since 1970 when
an adult female of P. megistus was captured inside a precarious residence in Sao Bernardo
do Campo, Sao Paulo, while feeding on the bload of a child, confirming that the conditions of
human habitation contribute to the domiciliation of triatomine species.

In 1980, Forattini (1980) pointed out that the origin of P. megistus domiciliation, may
occur depending on the availability of food and shelter, and emphasized important factors
such as the scarcity of wild sources of food and significant modifications in the environment.
As it is a species that inhabits regions with a humid climate, the colonization of domestic
environments has also become an alternative for survival during droughts resulting from
environmental degradation, which has enabled its spread to different areas of the country,
such as domiciles in the tropical domain. Atlantico, where the endemic centers of Rio de
Janeiro, Bahia and Pernambuco are located.

In the state of Bahia, the existence of triatomines has been reported since 1911, and
between 2008 and 2017, it presented the highest mortality rate from Chagas disease among
other states in the Northeast region, with P. megistus being the predominant species found
(RIBEIRO JR et al., 2022).

Ribeiro Jr and collaborators (2022) showed that in the period between 2006 and
2019, P. megistus represented only 1% of the captured specimens, with its distribution in the
metropolitan region of Salvador and the Recdncavo Baiano reduced, most likely due to
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urbanization and deforestation of the Atlantic Forest, as well as improvements in the housing
conditions of the population. However, species, such as T. sordida (Stal, 1859) and T.
pseudomaculata (Espinola and Corréa, 1964) had an increasing increase.

In the state of Pernambuco, Silva et al. (2019) collected 4.694 triatomine specimens,
of which 20.54% were identified as P. megistus. Most of these insects vectors were captured
indoors, demonstrating the intense invasion/domiciliation of this species. The insects are
attracted to light and can be passively transported to residences by synanthropic.

In the state of Sdo Paulo, P. megistus is considered the species of greatest
epidemiological importance due to high rates of T. cruzi infection and its proximity to humans,
considering that this vector has the capacity to colonize both indoor and peridomestic areas
(Ribeiro et al., 2016).

In 2018, the first occurrence of colonization by P. megistus in the Metropolitan Region
of Sdo Paulo was reported in the city of Carapicuiba, associated which a marsupial nest.
Between 2016 and 2020, there were 115 notifications related to the species in the
Metropolitan Region, and 196 specimens were collected in nine different cities (SILVA et al.,
2021a, 2021b).

The distribution and survival of P. megistus, in the central-west region of Brazil, are
favored by the rainfall regime, high humidityand vegetation, considering that they are
associated with vertebrates marsupials and rodents (FORATTINI et al., 1970). The
occurences of the vector in the city of S&do Paulo are mostly related to areas south of the city,
near remnants of the Atlantic Forest, perpetuating the sylvatic cycle of T. cruzi transmission
(CERETTI JUNIOR et al., 2018).

The collection of species infected with T. cruzi in urban environments is concerning,
drawing attention to public health control bodies amid changes in the behavior of these
species (RIBEIRO et al., 2016). Additionally, accidents resulting from the handling of insects
by humans or ingestion by domestic animals can also occur in large urban centers (CERETTI-
JUNIOR et al., 2018).

2.3. EPIDEMIOLOGICAL IMPORTANCE

According to Lent and Wigodzinsky (1979), all species of triatomines are potential
vectors of T. cruzi, but specific conditions are required for them to effectively transmit the
protozoan to humans, such as preference for human blood and the ability to adapt to different
temperatures and humidity levels in artificial environments, both peri and intradomiciliary. P.
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megistus is known to colonize peri- and intra-household environments, although they are
originally wild, making them a species of great epidemiological importance (Diotaiuti 2008)..

In the study by Ceretti-Junior (2003) conducted in experimental chicken coops in the
city of Araraquara, S&o Paulo, the population size of P. megistus observed over four years
increased period ranged from 19 to 208 individuals.

In addition to its ability to adapt to domestic environments, P. megistus becomes even
more relevant due to its widespread distribution in Brazil. According to Galvao and Gurgel-
Goncgalves (2014), the species has already been recorded in the states of Alagoas, Bahia,
Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Para, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do
Norte, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Santa Catarina, Sergipe, and Tocantins, and in 2018,
it was also recorded in of Acre and Rondénia, totaling 24 states (CASTRO et al., 2018).

Minuzzi Souza et al. (2017) demonstrated in study, carried out in the state of Federal
District, that P. megistus frequently presents high rates of infection by T. cruzi, and in adittion
to being the most captured species (92,6%), it also had the highest rate of confirmed infection
(1.6%).

Ferro e Silva et al. (2018) also analyzed the species of triatomines and their infection
rates in the state of Parana between 2007 and 2013 an resulted in. 73% of total being
identified as P. megistus. It is worth noting that more than half of these individuals were
collected in intra-domestic regions, and 24.7% were infected by T. cruzi.

Therefore, P. megistus is an important vector species of Chagas disease due to
numeorus factors, such as, proximity to humans, high vectorial capacity and domiciliation
enabling T. cruzi infection events. Thus, the existence of wild foci of infestation, invasion,
and colonization of domestic environments by triatomines draws the attention of public health
bodies to intensify entomological surveillance in order to detect and eliminate peridomiciliary
and intradomiciliary foci (MINUZZI SOUZA et al., 2017).

3. FINAL REMARKS

114 years after the description of Chagas disease, countries like Brazil still face many
difficulties and challenges in its control. Despite receiving International Certification for the
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Interruption of Transmission of Chagas Disease by Triatoma infestans in 2006, several other
vectors species, such as, P. megistus, are responsible for the transmission of T. cruzi.

In addition to vectors control, health education programs are important strategies for
preventing Chagas disease, allowing that population to gain knowledge in identifying these
insects, enabling the detection of infestans foci. This integrated approach provides public
health professionals and researchers with a more precise understanding of how T. cruzi
circulates in human environments (MINUZZI SOUZA et al., 2017).

It is important to hightlight that to date there are no vaccines or new medications to
prevent and treat Chagas disease, considering that it is a neglected disease with no
significant importance for the pharmaceutical industries.

In our study, we present some valuable records of live specimens in the wild, which
have been documented with the essential assistance of the iNaturalist platform. This resource
has proven instrumental in collecting data and detailed observations about wildlife, providing
a deeper understanding of biodiversity and ecosystems. The collaboration of observers and
nature enthusiasts through iNaturalist has significantly enriched our knowledge, offering a
unique and comprehensive insight into the variety of life inhabiting our planet. These records
not only contribute to scientific research but also underscore the importance of public
participation in the preservation and monitoring of wildlife, thereby strengthening efforts for

nature conservation (Figure 2).
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Figure 2. Live specimens of Panstrongylus megistus in their natural habitat.

2A and 2F photodocumentation of the species in the Tingua Biological Reserve, Nova Iguagu - RJ, Brazil,
available at: https://www.inaturalist.org/observations/37507934. 2B and 2C photodocumentation of the species
in Alto da Boa Vista, Rio de Janeiro - RJ, Brazil, available at: https://www.inaturalist.org/observations/77825908.
2D and 2E photodocumentation of the species in Tingua, Nova Iguagu - RJ, Brazil, available at:
https://www.inaturalist.org/observations/32761330.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo realizar um comparativo de diferentes métodos de
captura de triatomineos, demonstrando quais foram mais eficientes em uma regido na
Amazdnia Ocidental brasileira e avaliar as taxa de infec¢ao desses insetos vetores coletados
pelo Trypanosoma cruzi. O estudo foi desenvolvido no estado do Acre, Brasil, mais
especificamente nos municipios de Cruzeiro do Sul, areas periurbanas (as margens da
Estrada variante) e na Comunidade Boca do Moa e Rodrigues Alves (Projeto de
Assentamento Nova Cintra). Para a captura dos triatomineos, diferentes métodos foram
utilizados: busca ativa [no ambiente peridomiciliar e em dissecgao de palmeiras (PA)], busca
passiva intradomiciliar (ID) e com uso de armadilhas luminosas (modelo Luiz de Queiroz) e
de interceptacao de voo (armadilha suspensa do tipo Rafael & Gorayeb, bem como o modelo
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tradicional a Armadilha Malaise). 201 triatomineos, distribuidos em quatro espécies
pertencentes a dois géneros, a saber, Rhodnius e Eratyrus, foram capturados. Dentre os
meétodos de coletas aplicados, apenas a busca ativa em PA (Attalea butyracea) e busca
passiva em ID foram eficientes, 1526.sendo responsaveis pela captura de 82,6% e 17,4%
dos triatomineos, respectivamente. As espécies de triatomineos mais coletadas
(capturadas, principalmente, em seu estadio ninfal) pertenciam ao género Rhodnius. Além
disso, a ocorrencia de T. cruzi foi evidenciada em 16,9% dos triatomineos coletados.
Palavras-Chave: Triatominae, busca ativa, busca passiva e T. cruzi

ABSTRACT

The present work aimed to compare different methods of capturing triatomines, demonstrating
which were more efficient in a region in the Brazilian Western Amazon and evaluating the
infection rates of these insect vectors collected by Trypanosoma cruzi. The study was carried
out in the state of Acre, Brazil, more specifically in the municipalities of Cruzeiro do Sul, peri-
urban areas (on the banks of the Variant Road) and in the Boca do Moa and Rodrigues Alves
Community (Nova Cintra Settlement Project). To capture triatomines, different methods were
used: active search [in the peridomestic environment and in palm tree dissection (PA)], passive
intradomestic search (ID) and using light traps (Luiz de Queiroz model) and flight interception
(suspended trap of the Rafael & Gorayeb type, as well as the traditional model the Malaise
Trap). 201 triatomines, distributed in four species belonging to two genera, namely, Rhodnius
and Eratyrus, were captured. Among the collection methods applied, only the active search in
PA (Attalea butyracea) and passive search in ID were efficient, 1526. being responsible for
capturing 82.6% and 17.4% of triatomines, respectively. The most collected triatomine species
(mainly captured in their nymphal stage) belonged to the genus Rhodnius. Furthermore, the
occurrence of T. cruzi was evidenced in 16.9% of the triatomines collected.

Keywords: Triatominae, active search, passive search and T. cruzi.

1. INTRODUGCAO

Os triatomineos s&o insetos hematofagos da ordem Hemiptera, considerados como
uma das principais formas de transmissao do protozoario Trypanosoma cruzi (CHAGAS,
1909) (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), agente etiolégico da doenca de Chagas (DC),
uma das principais parasitoses que afeta a populagdo na América Latina (atingindo cerca de
sete milhdes de pessoas em todo o mundo e acarretando em, aproximadamente, 14 mil
mortes todos os anos) (CHAGAS, 1909; GALVAOQ, 2014. WHO, 2023).

Atualmente, existem 160 espécies na subfamilia Triatominae, agrupadas em 18
géneros e cinco tribos (ALEVI et al., 2021; ZHAO et al., 2021; GIL-SANTANA et al., 2022;
OLIVEIRA CORREIA et al., 2022; TELLEZ-RENDON et al., 2023). Esses insetos podem ser
encontrados nos mais variados ambientes, como abrigos de animais, paredes, rochas, tocas,

ninhos de animais domésticos e silvestres, sob troncos caidos, arvores ocas, em bracteas
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de palmeiras ou, até mesmo, em bromélias epifitas (LENT; WYGODZINSKY, 1979;
ARGOLO et al., 2008; JUNQUEIRA; GONCALVES; MOREIRA, 2011).

O primeiro caso autéctone humano relatado de DC na Amazonia Ocidental (composta
pelos estados do Acre, da Amazonas, de Ronddnia e de Roraima) ocorreu em 1980 (estado
do Amazonas) (FRANCA et al., 1980). A DC apresenta variadas formas de transmissao
(como transfusdo de sangue contaminado com o protozoario, transplante de 6rgaos de
pacientes chagasicos, congénita, transplacetaria e pelo aleitamento materno, por acidentes
laboratoriais e por consumo de alimentos contaminados com o parasito), sendo a vetorial
considerada por algum tempo como de maior relevancia, haja vista a existéncia de vetores
domiciliados em areas endémicas (GALVAO, 2014). No entanto, ha alguns anos a
transmissao oral tem se tornado a de maior ocorréncia, principalmente na Amazbnia
(OLIVEIRA et al., 2018; MENEZES et al., 2019; MADEIRA et al., 2021).

Apesar da incidéncia mencionada acima, é importante lembrar que mesmo na
transmissao oral, os triatomineos tém participagao direta, visto que, na maioria das vezes, a
contaminagao dos alimentos esta ligada a presenca de fezes e/ou urina de triatomineos
infectados com o T. cruzi (PAIXAO; CAMARGO; MENEGUETTI, 2020), o que levou alguns
autores a desenvolver chaves dicotdmicas para auxiliar na correta identificagdo desses
vetores em areas com surto de infecgao oral (MELLO et al., 2023; NHAPULO et al., 2023).
Somando a importancia vetorial dos triatomineos com a alta diversidade de espécies que
ocorrem na Amazoénia (GALVAO, 2014; MENEGUETTI et al., 2011; MENEGUETTI et
al.,2015; MENEGUETTI et al., 2016; TERASSINI et al., 2017; CASTRO et al., 2018; RAMOS
et al.,, 2018%, RAMOS et al., 2018b; RIBEIRO et al., 2019a), e, sobretudo, que podem
participar na transmissdo da doencga nessa regiao, fica evidente os riscos e a necessidade
da realizacao de estudos entomoepidemioldgicos relacionados aos triatomineos.

Até o momento, a transmissdo da DC na Amazénia Ocidental (Acre, Amazonas,
Rondbnia e Roraima) pode ser realizada por, pelo menos, 16 espécies de triatomineos:
Cavernicola lenti Barrett & Arias, 1985, Eratyrus mucronatus Stal, 1859, Panstrongylus
geniculatus (Latreille, 1811), P. lignarius (Walker, 1873), P. megistus (Burmeister, 1835), P.
rufotuberculatus (Champion, 1899), Rhodnius amazonicus Almeida, Santos & Sposina, 1973,
R. brethesi Matta, 1919, R. montenegrensis Rosa et al. (2012), R. neglectus Lent, 1954, R.
paraensis Sherlock, Guitton & Miles, 1977, R. pictipes Stal, 1872, R. robustus Larrousse,
1927, R. stali Lent, Jurberg & Galvao, 1993, Triatoma maculata (Stal, 1859) e T. sordida (Stal,
1859)] (MENEGUETTI et al., 2011; GALVAO, 2014; MENEGUETTI et al., 2015;
MENEGUETTI et al., 2016; TERASSINI et al., 2017; RAMOS et al., 2018; OLIVEIRA et al.,
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2019; RIBEIRO et al., 2019).

Alevi et al. (2020) ressaltaram que embora a incidéncia de pacientes portadores da
DC na Amazonia Ocidental, quando comparada a regido Norte, seja relativamente baixa, a
presenga de reservatorios naturais, associada a grande diversidade de espécies de
triatomineos, reforga a necessidade de programas educacionais/de saude que estimulem o
diagndstico, acompanhamento e tratamento dos pacientes, bem como incentivem o
reconhecimento da entomofaula de vetores pela comunidade cientifica e, sobretudo, pela
populagao local (uma vez que a notificagao inicial dos programas de controle de vetores pela
sociedade é considerada como a primeira etapa para dar inicio as pesquisas ativas nos focos
domiciliares/peridociliares da DC).

Dessa forma, conhecer a ocorréncia, a ecologia e o comportamento das espécies de
triatomineos, bem como a sua capacidade de colonizacdo em um determinado local, é de
suma importancia para planejar e realizar medidas de prevencéo e estratégias de controle
de possiveis surtos recorrentes de DC (SCHOFIELD; GALVAO, 2009). Sendo assim, o
objetivo desse estudo foi realizar um comparativo de diferentes métodos de captura de
triatomineos, demonstrando quais foram mais eficientes para a regido da Amazoénia
Ocidental brasileira. Além disso, a taxa de infec¢do pelo T. cruzi foi avaliada nos insetos

coletados.

2. METODOS

2.1. AREA DE ESTUDO

O presente estudo foi desenvolvido no estado do Acre, Brasil, mais especificamente
nos municipios de Cruzeiro do Sul — areas periurbanas (as margens da Estrada variante)
(7°42'36.10"S 72°38'27.31"0O) e Comunidade Boca do Moa (7°39'21.42"S 72°40'44.85"0) —
e Rodrigues Alves — Projeto de Assentamento Nova Cintra (7°49'16.33"S 72°39'56.27"0)
(Figura 1).
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Figura 1. Localizagdo geografica da area de estudo.

2.2. COLETA DE TRIATOMINEOS

A pesquisa teve periodicidade de um ano, com coletas trimestrais realizadas entre
agosto de 2017 a dezembro de 2018, compreendendo as duas estagbes amazbnicas, a
saber, seca (maio a setembro), com precipitagdo de pluvial média de 70,3mm, e chuva
(outubro a abril), com precipitacéo pluvial média de 273,9mm (SILVA et al., 2021). Todas as
atividades de campo foram realizadas mediante Licenca Permanente do Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), junto ao Sistema de
Autorizacado e Informag&o em Biodiversidade (SISBIO), com o n® 52260-1.

Para a captura dos triatomineos foram utilizados os métodos de: busca ativa [no
ambiente peridomiciliar e em dissecgao de palmeiras (PA)], busca passiva intradomiciliar (ID)
e com o uso de armadilhas luminosas (modelo Luiz de Queiroz) e de interceptagao de voo
(com a armadilha suspensa do tipo Rafael & Gorayeb e o modelo tradicional a Armadilha
Malaise) (Figura 2).
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METODOS DE COLETA DE TRIATOMINEOS

BUSCA ATIVA BUSCA PASSIVA
| Dissecgdo de Palmeira ‘ Busca ativa Busca passiva ‘ Armadilhas |
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Figura 2. Métodos de captura de triatomineos utilizados no estudo.

2.2.1. Busca ativa no ambiente peridomiciliar

A busca no peridomicilio foi realizada proxima a area onde ocorreu a dissecagao de
palmeiras e a instalagdo das armadilhas. Esta técnica consistiu na busca minuciosa de
triatomineos em locais que apresentavam caracteristicas associadas com um possivel abrigo
para insetos. A procura aconteceu no sentindo horario (GALVAO, 2014), em torno das
residéncias, bem como em entulhos de madeiras, tijolos, materiais de constru¢do e casa de

animais, como galinheiros e outros.

2.2.2. Busca ativa em dissecc¢ao de palmeiras

A dissecacao foi realizada em duas espécies das palmeiras que ocorrem na regiao, a
Mauritia flexuosa, conhecida como Buriti, e a Attalea butyracea, uma palmacea, conhecida
como Jaci. As palmeiras foram selecionadas por amostras de conveniéncia, no qual se
considerou as arvores localizadas entre o ambiente aberto e um fragmento florestal, além de
apresentar uma copa grande e robusta. A técnica consistiu na derrubada das palmeiras com
o auxilio de motosserra. Posteriormente, iniciou-se a inspecao gradativa das bracteas,

removendo-as (das mais externas para as mais internas), verificando a presenga de
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triatomineos e coletando os insetos (ARGOLO et al., 2008; MENEGUETT]I et al., 2012). Vale
ressaltar que as palmeiras jovens, as que possuiam indicios de queimadas ou que

apresentasse colonizagao de vespas ou abelhas foram excluidas do estudo.

2.2.3. Busca passiva em ambiente intradomiciliar

A coleta no intradomicilio ocorreu, principalmente, por moradores locais, que foram
instruidos quanto a identificacdo das espécies que ocorriam no estado do Acre e a realizagéo
da captura dos insetos vivos de forma segura, como sugerido por Galvao (2014). Além disso,
realizou-se orientacdo e apresentacdo das caracteristicas morfolégicas dos triatomineos
para os moradores, feita por meio de imagens das espécies coletadas na localidade. Por fim,
frascos, luvas e pingas foram entregues para o armazenamento dos insetos que
aparecessem dentro de suas residéncias e para uma maior seguranga na coleta,

respectivamente.

2.2.4. Busca passiva com armadilhas

Todas as armadilhas, com finalidade de captura dos vetores da DC, foram instaladas
durante a noite, em locais de ocorréncia de triatomineos selecionados neste estudo. Elas
foram fixadas préximas as palmeiras, montadas as 18 horas e desmontadas as seis horas,
totalizando 84 horas de coleta. Trés tipos de armadilha foram utilizadas e sdo descritas

abaixo:

2.2.4.1. Armadilha luminosa modelo Luiz de Queiroz

Essa armadilha consiste em uma estrutura de funil em pano, com tamanho mediano
(por volta de 70 cm de altura), disposta a cerca de dois metros do chao e dotada de um
frasco coletor de polietileno na parte inferior do funil, além de um disco de aluminio na parte
superior (para proteger a armadilha de chuvas). Esse modelo de armadilha possui uma
argola de metal na parte superior (para manté-la suspensa), assim como uma lampada
fluorescente, para atrair os triatomineos (GARBELOTTO; CAMPOS, 2014)
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2.2.4.2. Armadilha suspensa do tipo Rafael & Gorayeb

Essa armadilha, colocada proxima das copas das palmeiras, permite coletar os
insetos a qualquer altura. Ela € estruturada em trés partes: (1) parte inferior da armadilha,
com um septo escuro que serve como interceptador de voo; (2) uma cobertura clara, com a
finalidade de atrair os insetos ao topo e; (3) um frasco coletor transparente, fixado com
bragadeira em um ponto mais alto e contendo alcool 70% GL para fixagao dos triatomineos
(RAFAEL, 2002).

2.2.4.3. Armadilha Malaise tradicional

E uma armadilha de interceptacdo de voo, em formato de barraca aberta, com um
septo central escuro onde os insetos colidem e se direcionam para a cobertura inclinada de
cor clara em busca de luz, onde sao direcionados ao frasco (transparente) fixado por
bragadeira no topo da armadilha, contendo alcool 70% GL. Ela foi montada com o uso de
cordas nas extremidades e amarradas em pontos fixos na vegetagédo, sempre em locais que

a comunidade relata a ocorréncia de triatomineos (JURBERG et al., 2014).

2.3. ACONDICIONAMENTO, TRANSPORTE, PRESERVACAO E IDENTIFICACAO DOS
TRIATOMINEOS

Os exemplares capturados vivos foram acondicionados em recipientes plasticos
contendo perfuragbes na tampa, além de tiras de papel cartdo dobrados e um pequeno
pedaco de algodao embebido em agua, para garantir a umidade, reter as fezes e evitar danos
aos barbeiros. Esses triatomineos foram identificados de acordo com os estagios de
desenvolvimento (ninfas de primeio ao quinto estagio e adultos). Posteriormente, foram
transportados em caixas térmicas em temperatura ambiente para o Laboratério de Medicina
Tropical (LABMEDT) da Universidade Federal do Acre (UFAC), em Rio Branco, Acre, Brasil,
para identificacao e coleta das fezes.

A identificagcao foi realizada a partir de caracteres morfolégicos externos, utilizando
como ferramenta de identificagdo as chaves dicotdmicas de Lent e Wygodzinsky (1979),
Rosa et al. (2012), Galvao (2014) e Jurberg et al. (2014). Além disso, para a confirmag¢ao do
status especifico das amostras do género Rhodnius Stal, 1859, os espécimes coletados
foram encaminhados para Insetario de Triatominae do Departamento de Ciéncias Bioldgicas
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da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho — UNESP, em Araraquara, Sao Paulo, Brasil, para analise internas das
genitalias.

A andlise da genitalia dos individuos adultos foi realizada segundo o protocolo de
Bilheiro (2016), ou seja, primeiramente retirou-se a estrutura inteira, que foi imergida em
solucdo de Hidroxido de Potassio a 10%, por 24 horas. Em seguida, houve a secgéo do
material, separando os parameros, falo e processo mediano do pigoforo. Posteriormente,
repetiu-se o processo de clarificagdo em Hidroxido de Potassio a 10%, por 12 horas. Apos
esse periodo, as pecas foram retiradas da solu¢cao e submetidas a desidratagdo em alcool
70%, 90%, 95% e alcool absoluto, respectivamente, durante dez minutos em cada uma das
etapas. Na sequéncia, ocorreu adicdo de eugenol, no periodo de trés horas e montagem
das laminas com balsamo de Canada. A observagcdo das imagens foi realizada em
microscoépio esteroscopio.

Para a identificacdo e observagcdo da genitalia feminina seguiu-se o protocolo
adaptado de Rosa et al. (2012), utilizando microcopia de luz, porém seguindo os padrées da

microscopia eletrbnica de varredura.

2.4. ANALISE DE INFECCAO POR TRIPANOSSOMATIDEOS

A pesquisa de flagelados foi realizada a partir do conteudo intestinal dos triatomineos.
O material biolégico foi obtido por compressao abdominal, que foi macerado e diluido em
solucéo fisiologica a 0,9%, conforme Junqueira et al. (2011). O material foi analisado a fresco,
por meio de laminas analisadas em microscopia de luz, com aumento inicial de aumento de
400x.

As laminas positivas para Trypanosoma sp. foram coradas conforme as
especificagdes do fabricante do kit rapido Renylab. Apds a lavagem deionizada, realizou-se
a observagado em microscoépio de luz, modelo Axio Scope, com aumento de 400x e 1000x,
para a identificacdo de tripanossomatideos.

Parte da porcéo retal dos insetos analisados em microscopia foram inseridos em
microtubos contendo meio de cultura LIT (Liver Infusion Tryptose), para fins de identificacao
biomolecular e parte microtubo com alcool absoluto, para a conservagao da amostra do
conteudo intestinal. As amostras em meio LIT foram enviadas a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
FCFAR/UNESP, Campus de Araraquara, Sao Paulo, Brasil.
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A analise molecular foi realizada a partir do Acido Desoxirribonucleico (DNA) extraido
do conteudo intestinal dos triatomineos com o kit de extragcdo Qiagen DNA extraction kit®,
de acordo com Fernandes et al. (2001) e Castro et al. (2017). Posteriormente, Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), que amplifica especificamente uma parte do espagador ndo
transcrito do gene de mini-exon, permitindo diferenciar T. cruzi e T. rangeli Tejera, 1920, bem
como as linhagens de T. cruzi foi realizado. Os fragmentos gerados variaram entre 100 e 250

pares de bases, sendo utilizadas as seguintes sequéncias de oligonucleotideos iniciadores:

TCI: (200 pb) - (’ACACTTTCTGGCGCTGATCG);
TCII: (250 pb) - (5 TTGCTCGCACACTCGGCTGCAT);
Z3: (150 pb) - (5CCGCGCACAACCCCTATAAAAATG);
TR:(100 pb) - (5’CCTATTGTGATCCCCATCTTCG);
EXON: (5TACCAATATAGTACAGAACTG).

Para a reacao, foi utilizado 100 pmol de cada primer, 150 uM de dNTPs, em tampao
de 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 1,5 mM de MgCI2, 25 mM de KCI, 0,1 mg/mL de albumina
bovina e 25 U de TagDNA Polimerase. Em seguida foram acrescentados,
aproximadamente, 10 ng de DNA gendmico, contendo um volume final de 50 yL com agua
Tipo | (FERNANDES et al., 2001; CASTRO et al., 2017).

As condicdes térmicas da reagao constituiram em cinco etapas, iniciando em cinco
minutos a 95°C, 34 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 30 segundos a
72°C, com uma extensao final de 10 minutos a 72°C. Para o controle, foram utilizadas as
cepas de referéncia: TC1 X10 Clone 1, TC2 Cepa Y, Z3 Esmeraldo Clone 1 e T. rangeli
R1625 (FERNANDES et al., 2001; CASTRO et al., 2017). Os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% a 100 volts por uma hora e, posteriormente,
o DNA foi corado com brometo de etidio e visualizado sob a luz violeta. Um marcador
molecular de 50 pares de bases foi o controle de tamanho para os fragmentos amplificadores
(MENEGUETTI et al., 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados 201 triatomineos, distribuidos em cinco espécies pertencentes aos

géneros Rhodnius e Eratyrus Stal, 1859 (Tabela 1). Desses, 75 foram identificados a nivel
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de espécie e 126 foram identificados apenas a nivel de género, uma vez que a morfologia

nao foi suficiente para confirmar o status especifico dessas espécimes.

Tabela 1. Triatomineos coletados nos municipios de Cruzeiro do Sul e Rodrigues
Alves e taxa de infeccéo por T. cruzi.

P ) B 0 e et
R. montenegrensis 25 12,4% 24 11,9% 49 12 (35,3%)
R. pictipes 10 5,0% 6 3,0% 16 7 (20,6%)
R. stali 1 0,5% 4 2,0% 5 2 (5,9%)
Rhodnius sp. 1 0,5% 0 0,0% 1 0 (0,0%)
Rhodnius sp.1 (padrao R. 97 48,3% 0 0,0% 97 9 (26,5%)

montenegrensis/R. robustus)

Rhodnius sp.2 (padrédo R. 28 13,9% 0 0,0% 28 3 (8,8%)
pictipes/R. stali)

E. mucronatus 4 2,0% 1 0,5% 5 1(2,9%)

Total 166 82,6% 35 17,4% 201 34 (16,9%)

Legenda: (PA) Palmeira, (ID) Intradomicilio, (%) Porcentagem.

O género Rhodnius € um dos mais estudados, pois além da sua importancia
epidemiologica, algumas espécies desses géneros sao dificeis de serem identificadas
apenas com dados morfolégicos (LENT; WYGODZINSKY, 1979). As espécies deste género
sdo pequenas, medindo entre 11 mm a 16 mm, e possuem coloragdes variadas (LENT;
WYGODZINSKY, 1979). A cabega é delgada e alongada, sendo os tubérculos anteniferos
inseridos proximo ao seu apice (LENT; WYGODZINSKY, 1979). Grande parte das espécies
€ encontrada em ambientes silvestres, como em copa de palmeiras e bromélias (LENT;
WYGODZINSKY, 1979; ABAD-FRANCH et al., 2009).

A problematica a cerca da identificagédo fenotipica do género Rhodnius foi levantada
primeiramente por Neiva e Pinto (1923) e vem sendo discutidas em diversos trabalhos
(GALVAO et al.,, 2003; PAVAN; MONTEIRO, 2007; RAVAZI; OLIVEIRA; ALEVI, 2020
SOUZA et al., 2020). Os insetos pertencentes a este género foram agrupados em trés

grandes grupos, com base na sua distribuicdo geografica, morfologia, filogenia e
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biogeografia, sendo eles: complexo R. pallescens (distribuido no oeste da cordilheira dos
Andes), complexo R. pictipes e complexo R. robustus (distribuidos no leste dos Andes e
Amazénia) (JUSTI; GALVAO, 2017).

A maior dificuldade relacionada com a identificacdo taxonémica desses vetores refere-
se a R. robustus e R. prolixus, pois além das semelhangas cromaticas, ha sobreposi¢ao de
areas de distribuigdo, no qual ambos ocorrem em florestas tropicais e subtropicais umidas,
porém uma espécie expande-se para areas amazOnicas mais ao norte e a outra ocorre nos
limites mais ao sul (SCHOFIELD; DUJARDIN, 1999). Essas similaridades dificultam a
identificacdo por meio das chaves dicotdbmicas fundamentadas em estudos morfologicos,
sendo necessario a utilizagdo de outras metodologias para facilitar a caraterizagéo e
diferenciacdo deste género (GALVAO et al., 2003), como, por exemplo, as chaves
fundamentadas em dados citogenéticos (CytoKeys) (BORSATTO et al., 2019a; BORSATTO
et al., 2019b; OLIVEIRA et al., 2021; NHAPULO et al., 2023; MELLO et al., 2023).

Monteiro et al. (2003) realizaram analise de sequéncias de DNA mitocondrial (mtDNA)
de R. prolixus e R. robustus, e mostraram que apesar do grande dilema taxondmico entre
elas, sao espécies diferentes, sendo que, os espécimes de R. robustus mostraram uma
consideravel heterogeneidade (representando ser um complexo parafilético de espécies), ja
R. prolixus mostrou-se como uma espécie monofilética. Diante da necessidade de identificar
corretamente esses insetos, estudos tem descrito metodologias alternativas e/ou
complementares para otimizar e facilitar a diferenciagdo das espécies: Souza et al. (2020),
por exemplo, por meio da técnica MALDI-TOF-MS utilizando peptideos e proteinas,
conseguiram distinguir 12 espécies do género Rhodnius e Falcone et al. (2020), a
partiranalises multiparamétricas, demonstraram que o0s parametros moleculares e
geomorfomeétricos foram eficazes para a distingdo das espécies R. neglectus e R. prolixus.

Ravazi, Oliveira, Alevi (2020), sugeriram que, para a taxonomia do género Rhodnius,
€ necessario realizar metodologias de forma integrativa, utilizando de técnicas classicas,
como morfologia e morfometria, juntamente com analises genéticas, filogenéticas e de
cruzamentos experimentais, para chegar confirmar o status especifico das espécies.
Pensamento esse que vai de acordo com o trabalho de Falcone et al. (2020), que sinalizaram
a necessidade da utilizacdo de diferentes parametros para se ter resultados mais
consistentes e confiaveis.

A identificagdo correta desses insetos € de suma importancia para a saude publica,
pois as espécies que possuem similaridade morfoldégica podem apresentar capacidades e

competéncias vetoriais diferentes e, com isso, os resultados podem interferir nas orientacdes
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de acdes dos programas de controle desses vetores (PAVAN; MONTEIRO, 2007; FALCONE
et al., 2019). Nao foi possivel identificar o status especifico de alguns espécimes coletados
(denomonados Rhodnius sp.), pois esses insetos estavam em estagio ninfal e o aparelho
genital ndo estava desenvolvido = sendo a genitalia uma estrutura taxonémica importante
para a diferenciagédo das espécies do género Rhodnius (ROSA et al., 2014). Ja os espécimes
Rhodnius sp.1 e Rhodnius sp.2 foram identificados como morfotipo padrdo R.
montenegrensis/R. robustus e padrao R. pictipes/R. stali, respectivamente, sendo necessario
realizar confirmacao de qual espécie representa por taxonomia molecular.

Rhodnius sp., Rhodnius sp.1 (padréo R. montenegrensis/R. robustus) e Rhodnius sp.2
(padrao R. pictipes/R. stali) somados representaram um total de 62,7% dos triatomineos
coletados, seguido da espécie R. montenegrensis (24,4%), R. pictipes (8,0%), R. stali e E.
mucronatus (ambos com 2,5%). Todas essas espécies ja foram descritas anteriormente no
estado do Acre (MENEGUETTI et al., 2011; GURGEL-GONCALVES et al., 2012a;
MENEGUETTI et al., 2014; MENEGUETTI et al., 2016). Dentre os triatomineos coletados,
16,7% apresentaram positividade para T. cruzi, sendo R. montenegrensis a espécies que
apresentou maior taxa de individuos infectados (35,3%).

Essa espécie apresenta importancia epidemiolégica pois participa da manutengao do
ciclo enzodtico de tripanossomatideos na regido amazénica, além de ter sido relatada em
residéncias infectada por T. cruzi (BILHEIRO et al., 2018) e por T. rangeli (RIBEIRO et al.,
2019b), bem como por T. rangeli palmeiras Attalea speciosa (babagu) (MENEGUETTI et al.,
2012; MENEGUETTI et al., 2014). Além disso, R. montenegrensis também foi frequente em
outro estudo realizado no estado do Acre, onde se obteve um percentual de 31,5% de
infeccdo por T. cruzi (RAMOS et al, 2018). Dessa forma, o aparecimento deste vetor em
ambientes rurais e urbanos indica um risco potencial para a transmissdo desses patdogenos
aos seres humanos (MENEGUETTI et al., 2015; RIBEIRO et al., 2019b).

Neste estudo, R. pictipes apresentou 20,6% de positividade para T. cruzi. Esse
triatomineo é considerado uma espécie silvestre que possui ampla distribuicdo na regiao
amazoénica (GURGEL-GONCALVES et al., 2012a) e esta intimamente ligado a ambientes
silvestres com presenca de palmeiras, principalmente A. butyraceae (GALVAO, 2014). No
entanto, ele esta relacionada a transmiss&o vetorial de tripanossomatideos (FE et al., 2009),
inclusive, no estado do Acre, onde R. pictipes ja foi encontrada positiva para
tripanossomatideos em ambientes urbanos (RIBEIRO et al., 2021), demostrando um
possiveis risco da atuacado desse inseto na transmissao vetorial.

Outra espécie encontrada foi R. stali, que apresentou 5,9% de positividade para
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tripanossomatideos. Apesar de pouca representacdo neste estudo, esta espécie possui
importancia epidemioldgica, visto que espécimes ja foram relatadas na Bolivia (pais que faz
fronteira com o Acre) infectadas por T. cruzi, bem como, colonizando ambientes domésticos
e peridomeésticos (MATIAS et al., 2003), tendo sido apontada como um dos principais vetores
da DC na Bolivia (JUSTI et al., 2010).

O género Eratyrus, também encontrado no presente estudo, tem distribuicdo em
diversos paises da América do Sul (GALVAO et al., 2003). Este género possui espinhos e
angulos agudos do lobo posterior do pronoto, que o diferencia do género Triatoma (que
dispée de turbérculos antenais localizados no terco médio do segmento anteocular)
(MENEGUETTI et al., 2011). Sdo encontrados em arvores ocas habitadas por morcegos,
além de currais e galinheiros (LENT; WYGODZINSKY, 1979). Tem-se relatos desse género
se adaptando a ambientes artificiais e encontrados no peri e intradomicilio (LENT;
WYGODZINSKY, 1979; NOIREAU et al., 1995). Aléem disso, este género também ja foi
encontrado naturalmente infectado por T. cruzi (LENT; WYGODZINSKY, 1979).

A espécie E. mucronatus correspondeu a 2,5% dos espécimes coletados. Esse
triatomineo é considerado silvestre, mas pode ser encontrado em ambientes domiciliares
(LENT; WYGODZINSKY, 1979). Seu habitat natural sdo cavernas, arvores ocas, ninhos de
mamiferos e palmeiras (GALVAOQ, 2014). Além disso, foi encontrado recentemente em area
urbana do estado do Acre (RIBEIRO et al., 2021), o que gera alerta, visto que € uma espécie
que se adapta facilmente a ecétopos artificiais estaveis (MENEGUETTI et al., 2011) e que ja
foi notificada infectada por T. cruzi em ambientes intradomiciliar na Bolivia, Colémbia,
Venezuela e Peru, o que aumenta o risco de transmissao da DC nestes ambientes (RIBEIRO
et al., 2021).

Dentre os métodos de coletas aplicados, apenas a busca ativa em dissecgao de
palmeiras (PA) em Aftalea butyracea e busca passiva em ambiente intradomiciliar (ID) foram
eficientes: o primeiro capturou 82,6% e o segundo 17,4% dos triatomineos coletados. Ambos
os métodos coletaram espécimes dos géneros Rhodnius e Eratyrus, entretanto, apenas o
meétodo PA coletou as trés possiveis espécies de Rhodnius (que precisam de confirmagéo
molecular do status especifico) denominadas como Rhodnius sp., Rhodnius sp.1 e Rhodnius
sp.2. Além disso, o método de dissecagdo em palmeiras possibilitou capturar todos os
estagios de desenvolvimento dos triatomineos. J&4 a busca passiva em ambiente

intradomiciliar permitiu coletar apenas individuos adultos (Tabela 2).
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Tabela 2.

Métodos de capturas e estagios de triatomineos coletados

Método de

Coletal Estagio N1

Ninfas

Adul
N3 dulto

Triatomineos

N2 N4 N5

Total/%

Busca ativa no
ambiente -
peridomiciliar

Busca ativa em
palmeiras
(Attalea
butyracea)

44

Busca ativa em
palmeiras -
(Mauritia
flexuosa)

Busca passiva
em ambiente
intradomiciliar

Armadilhas
luminosas -
modelo Luiz de
Queiroz

Armadilha
suspensa do -
tipo Rafael &
Gorayeb

Armadilha
Malaise -
(modelo
tradicional)

R. montenegrensis,

R. pictipes,
R. stali,
Rhodnius sp.,
E. mucronatus.

26 21 23 30 22

R. montenegrensis,

35 R. pictipes,
R. stali,

E. mucronatus

166
(82,6%)

35
(17,4%)

Totall% 44

(21,9%)

26 21
(12,9%)  (10,4%)

23
(11,4%)

30 57
(14,9%) (28,4%)

201
(100,0%)

Entre os diferentes estagios de desenvolvimento dos triatomineos, 34,8% estavam em
fases iniciais (N1 e N2), 36,7% em fases intermediarias (N3, N4 e N5) e 28,4% em fase

adulta, ressaltando, assim, que os estadios ninfais (iniciais e intermediarios) apresentaram

predominancia de captura de 71,6% em relagdo aos adultos. Esses resultados corroboram

com outros estudos realizados na regido amazénica, como os de Meneguetti et al. (2012) e

Prati et al. (2020) em Rondénia, que também coletaram uma quantidade superior de ninfas,

gquando comparadas aos espécimes adultos. Além disso, dados similares também foram

encontrados por Ramos (2018) em um municipio do Acre. Esses dados podem estar

relacionados ao fato de as coletas terem coincidido com o periodo de maiores indices

pluviométricos. Meneguetti et al. (2012) e Ramos (2018), também observaram um aumento
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no numero de triatomineos coletados quando os indices de precipitacdo se elevaram.
Mendes e Lima (2011), apontam que, nas regides tropicais, a dispersao dos triatomineos
para a formagao de novas colbénias ocorre no periodo chuvoso, justificando também o maior
indice de captura.

Pesquisas desenvolvidas em diferentes paises da América do Sul (incluindo diversas
areas brasileiras) tém registrado que as palmeiras do género Attalea vém atuando como
ecotopo para triatomineos, principalmente do género Rhodnius (BARATA et al., 1988;
FELICIANGELI et al., 2002; MASSARO; REZENDE; CAMARGO, 2008; JUSTI et al., 2010),
embora também atuem como ecotopo para outras espécies, como, E. mucronatus (OBARA
et al., 2013).

A grande quantidade de triatomineos do género Rhodnius encontrado em palmeiras
da espécie A. butyraceae corrobora com os estudos desenvolvidos por Massaro et al. (2008)
em Ronddnia e Ramos et al. (2018) no Acre, em que 100% dos espécimes coletados eram
deste género. No entanto, diferente da busca ativa em A. butyracea dissecada, que permitiu
capturar grande parte dos triatomineos, nao houve captura desses insetos em palmeiras da
espécie M. flexuosa. Esse resultado diverge de outros estudos realizados nas demais regides
brasileiras (GURGEL-GONCALVES et al., 2012b; GURGEL-GONCALVES; JUNIOR; NETO,
2012c), como na savana brasileira (cerrado) em que essa espécie da palmeira é considera
o0 ecotopo adequado para triatomineos, principalmente para a espécie R. neglectus
(GURGEL-GONGCALVES et al., 2012b), que ja foi descrita no estado do Acre (RAMOS et al.,
2018b), porém n&o se tem registro de ocorréncia na regido do Alto Jurua. A auséncia do
registro desta espécie, acrescido a falta de ninhos ou mamiferos nas palmeiras dissecadas
pode ser uma das explicagdes para os resultados obtidos nesta palmacea.

Apesar da captura ser nula neste estudo para a amostragem de triatomineos em M.
flexuosa, ainda assim, € um dado relevante, uma vez que esta palmeira € utilizada para fins
econdmicos, sociais e culturais, principalmente o uso do seu fruto, conhecido popularmente
como buriti, que € utilizado como bebida, para extracdo de azeite, realizagdo de doces do
fruto etc. (FILHO; LIMA, 2001). Este fruto também serve de alimento para animais silvestres
e como local de alimentac&o e reproducao da espécie R. neglectus que apresenta grande
potencial vetorial de tripanossomatideos (GURGEL-GONCALVES et al., 2012b).

E importante destacar que o método de busca ativa em palmeiras corrobora com
outros estudos desenvolvidos na regido norte, quanto a sua efetividade para a captura de
triatomineos (FE et al., 2009; MENEGUETTI et al., 2012b; BILHEIRO et al., 2018; PRATI et
al., 2020). Além disso, esse método tem sido uma boa alternativa para a amostragem de
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triatomineos coletados na Amazoénia brasileira, dado que, novos registros desses vetores
com positividade por tripanossomatideos e, também, descrevendo novas espécies foram
realizados utilizando-se dessa metodologia (MENEGUETTI et al., 2014; BILHEIRO et al.,
2018; RAMOS et al., 2018b).

Neste estudo, ndo houve captura com o método de busca ativa no ambiente
peridomiciliar. Esses resultados sao semelhantes aos encontrados por Massaro et al. (2008)
que, ao inspecionarem residéncias em area rural em um municipio de Rondébnia, nado
encontraram triatomineos. Em contrapartida, difere do estudo realizado no Acre por Ramos
et al. (2018a) que, por meio de busca ativa em um galinheiro, encontraram a espécie
Triatoma sordida e realizaram o primeiro relato para a regido. E importante ressaltar que na
area de estudo, os moradores tém o habito de realizar a limpeza dos quintais, 0 que pode ter
influenciado nesses resultados.

Por outro lado, apds a exposi¢cdo das fotos do vetor e entrega de recipientes aos
moradores, 0 método de busca passiva em ambiente intradomiciliar foi bastante efetivo na
captura de barbeiros, corroborando com os resultados bem sucedidos registrados para a
regido Norte (MASSARO; REZENDE; CAMARGO, 2008; FE et al., 2009; RIBEIRO et al.,
2019b; RIBEIRO et al., 2021).

As residéncias visitadas possuiam construgdes mistas de piso e madeira, além de
telhado de aluminio, energia elétrica e presenca de palmeiras ao seu entorno, o que pode
estar relacionado com o aparecimento dos triatomineos nos domicilios, uma vez que, outros
trabalhos tem associado esse processo de intrusdo com as palmeiras do entorno de
moradias e a atragado desses insetos pelas luzes das casas (SOUZA et al., 2021). Decorrente
as agdes antrépicas que limitam a diversidade de palmeiras e, consequentemente, diminuem
os habitats para os percevejos e outros animais silvestres, ampliando, deste modo, a
probabilidade de dispersdo destes vetores na fase adulta (o que permite alcancar as
residéncias) (ABAD-FRANCH et al., 2009). Contudo, é importante destacar que apenas a
intrusdo de individuos adultos nas residéncias nao confirma a possibilidade de domiciliagao
dos triatomineos. Por outro lado, ndo descarta a chance de ocorrer a transmissao para os
moradores.

Os resultados da metodologia de busca passiva com armadilhas ndo mostraram
resultados favoraveis para a captura de triatomineos, contudo, foram coletados insetos das
ordens Diptera, Hemiptera, Hymenoptera e Lepidoptera.

As armadilhas luminosas sdo amplamente empregadas em estudos entomoldgicos,
sendo a mais frequente o modelo “Luiz de Queiroz” (SILVEIRA NETO; NAKAYAMA;
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FERREIRA, 1980). Neste estudo ndo houve captura de triatomineos com este método,
resultados semelhantes aos observados por Ramos (2018), que ndo obteve captura desses
vetores no municipio de Senador Guiomard no Acre, utilizando a mesma armadilha. No
entanto, Castro et al. (2010) utilizaram a mesma armadilha em uma floresta primaria no
estado do Amazonas e mostraram resultados opostos dos publicados para o estado do Acre,
pois capturaram insetos pertencente a familia Reduviidae, havendo predominancia de
hematéfagos que corresponderam a 32,6% do total capturado, abrangendo os géneros
Eratyrus, Panstrongylus e Rhodnius (CASTRO et al., 2010).

Na Amazoénia, tem-se observado a atragédo de triatomineos por fonte de luz artificial
(CASTRO et al., 2010). Dessa forma, a presenca de energia elétrica na area do estudo,
gerando muitos pontos de luzes artificiais, pode ter afetado os resultados com as armadilhas
luminosas. E importante frisar que esta metodologia necessita de mais pesquisas na regido
de estudo, considerando que pode haver uma variedade de elementos que podem influenciar
nos resultados, como o local e a altura de instalagdo das armadilhas e lampadas com
diferentes voltagens.

Da mesma forma, as armadilhas de interceptacdo de voo utilizadas também foram
negativas na captura desses hemipteros. Por outro lado, os modelos Rafael e Gorayeb e
Malaise tradicional mostraram-se efetivas para a amostragem de himenépteros (COSTA et
al., 2016). Essas armadilhas s&o utilizadas como alternativas, pois nao envolvem muito
esforco e muito menos modifica ou agride o meio ambiente (RAFAEL; GORAYEB, 1982;
BCZUSKA; FOGACA; GUARALDO, 2019).

O modelo Rafael e Gorayeb permite coletar insetos em qualquer altura da floresta,
podendo ser colocada em locais diferentes da Malaise tradicional [essa armadilha captura
insetos de diversas ordens e que possuem voo em baixa altitude (TEIXEIRA, 2012),
entretanto se colocadas em apenas um local e em um curto periodo de tempo, a amostragem
de espécies possivelmente sera baixa (STEINKE et al.,, 2021)], além disso, apresenta
diversas vantagens, como o facil transporte e montagem, além de explorar diversos estratos
na mesma area de coleta (RAFAEL; GORAYEB, 1982).

De modo geral, as armadilhas de interceptagdo de voo tém sido bem sucedida na
captura de insetos de outras ordens na Amazoénia (RAFAEL; GORAYEB, 1982; SOMAVILLA
et al., 2020), indicando que mais investigagdes sobre a utilizacdo dessas armadilhas na
captura de triatomineos sdo necessarias para validar a sua eficacia nos estudos

entomoepidemioldgicos desses vetores.
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4. CONCLUSAO

Constatou-se que o método de coleta de captura de triatomineos mais eficiente na
Amazoénia Ocidental Brasileira foi o de busca ativa em dissecgéo de palmeiras da espécie A.
butyracea, seguido de busca passiva em ambiente intradomiciliar. J& os métodos de busca
ativa em dissecgdo de palmeiras M. flexuosa, busca ativa no ambiente peridomiciliar,
armadilhas luminosas modelo Luiz de Queiroz e armadilhas suspensas do tipo Rafael &
Gorayeb nao foram eficientes no presente estudo. Foi possivel observar também que os
triatomineos mais coletado com os métodos utilizados foram do género Rhodnius (Rhodnius
sp., Rhodnius sp.1 e Rhodnius sp.2. e R. montenegrensis), principalmente no estadio ninfal.
Além disso, a taxa de infecg&o por T. cruzi foi de 16,9% dos triatomineos coletados.
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RESUMO

Depois da implementacdo do Programa Nacional de Controle da doenga de Chagas (DC) no
Brasil, as notificacbes de Triatoma infestans diminuiram. Entretanto, varios estudos alertam
para a possibilidade de triatomineos silvestres se tornarem domiciliados, mantendo assim a
transmissao de Trypanosoma cruzi. Para manter a vigilancia, &€ necessaria especial atengao
aos triatomineos domiciliados e invasivos, como as espécies do subcomplexo Triatoma
brasiliensis, que sao importantes na transmissao de T. cruzi na regido semiarida do nordeste
do Brasil. Desse modo objetivou-se revisar a literatura sobre a espécie Triatoma sherlocki,
descrevendo o que se sabe sobre esse triatomineo, bem como, destacando perspectivas
futuras para maior compreenséo da sua importancia na transmissao de T. cruzi. Realizou-
se uma revisdo sistematica buscando-se artigos nas bases de dados eletronicos:
Coordenacao de aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Capes; U.S. National
Library of Medicine - PubMed; Scientific Electronic Library Online - Scielo; Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude — Lilacs; Web of Science; Google Scholar e
lista de referéncias citadas em artigos selecionados. Nao houve restricdo quanto a data de
publicacao, ou tipo de estudo, foram consideradas as linguas, portugués, inglés e espanhol.
Das 147 referéncias resgatadas, 29 foram incluidas na revisédo sistematica. Os resultados
encontrados demonstram a necessidade de novas pesquisas, principalmente relacionados a
periodo de repasto sanguineo, tempo de defecagao, principais fontes alimentares, grau de
contato vetor-homem, tendo como carater investigativo a transmissao vetorial de T. cruzi
para os humanos. Esses tipos de estudos fazem-se necessarios visto que a compreensao
sobre a ecologia de T. sherlocki, ajuda a esclarecer sua importancia como potencial vetor de
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transmissao e a dirigir medidas de controle e prevengao da DC, que baseiam - se no combate
ao vetor, em atividades de educagdo em saude e na vigilancia das possiveis formas de
transmissao do parasito em regides com ocorréncia de triatomineos.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, transmissao vetorial e triatomineos.

ABSTRACT

Following the implementation of the National Chagas Disease Control Program in Brazil,
notifications of Triatoma infestans decreased. However, several studies warn of the possibility
of wild triatomines becoming domiciled, thus maintaining the transmission of Trypanosoma
cruzi. To maintain surveillance, special attention is needed to domiciled and invasive
triatomines, such as species from the Triatoma brasiliensis subcomplex, which are important
in the transmission of T. cruzi in the semi-arid region of northeastern Brazil. Therefore, this
study aimed to review the literature on the triatomine species Triatoma sherlocki, describing
what is known about this triatomine and highlighting future perspectives for a better
understanding of its importance in T. cruzi transmission. A systematic review was conducted,
searching for articles in the following electronic databases: Coordination for the Improvement
of Higher Education Personnel - Capes; U.S. National Library of Medicine - PubMed;
Scientific Electronic Library Online - Scielo; Latin American and Caribbean Health Sciences
Literature - Lilacs; Web of Science; Google Scholar; and reference lists cited in selected
articles. There were no restrictions on the publication date or study type, and the languages
considered were Portuguese, English, and Spanish. Of the 147 references retrieved, 29 were
included in the systematic review. The results demonstrate the need for further research,
particularly related to the blood-feeding period, defecation time, main food sources, and
vector-human contact level, with an investigative character regarding vectorial transmission
of T. cruzi to humans. Such studies are necessary since understanding the ecology of T.
sherlocki helps clarify its potential role as a transmission vector and guides control and
prevention measures for Chagas disease, which are based on vector control, health
education activities, and surveillance of possible parasite transmission routes in regions with
triatomine occurrence.

Keywords: Chagas disease, vector transmission and triatomines.

1. INTRODUCTION

Triatomines are insects belonging to the Reduviidae family, Triatominae subfamily,
commonly known in Brazil as "barbeiros" and "bicudos" (GALVAO et al., 2014). These
hematophagous insects with nocturnal habits often take refuge in tree trunks, locations with
cracks or crevices, such as rocky outcrops, and shelters of animals like bird nests and
burrows. In the wild, the primary food source for triatomines includes mammals, birds, and
reptiles.

During their blood meals, triatomines have the habit of excreting their feces on the
host's skin, potentially allowing them to store a larger volume of blood. This excretion causes

itching at the site, leading the host to scratch, providing an entry point for the protozoan

Atualidades em Medicina Tropical no Brasil: Vetores 2



Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) if the insect is infected (DIAZ, 2016). This protozoan is
the etiological agent of Chagas disease (CD), classified by the World Health Organization
(WHO) as a neglected disease due to its impact on marginalized populations, primarily in
Latin American countries, and its high degree of morbidity (DIAS et al., 2016).

Traditionally, the main route of T. cruzi infection is vector transmission, caused by the
specific characteristics of the vectors, low social conditions, and the disordered actions of
humans in the environment (DIAS et al., 2016). However, in recent years, there has been an
increase in cases of oral transmission, mainly concentrated in the northern region of Brazil
(SANTOS et al., 2020).

The species Triatoma infestans was one of the main actors in maintaining
transmission, leading in 1991 to the governments of Argentina, Bolivia, Brazil, Chile,
Paraguay, Uruguay, and later Peru, signing an agreement to control Chagas disease by
eliminating this species, which was the main vector. It is known that after implementing the
National Chagas Disease Control Program in Brazil, notifications of T. infestans decreased.
However, several studies warn of the possibility of wild triatomines becoming domiciled, thus
maintaining the transmission of T. cruzi (COSTA et al., 2014; WALECKX; GOUBIERE;
DUMONTEIL, 2015). To maintain surveillance, it is necessary to focus on domiciled and
invasive triatomines, such as those in the Triatoma brasiliensis subcomplex, which are
important in the transmission of T. cruzi in the semi-arid region of northeastern Brazil (DALE
et al., 2018).

Currently, the Triatoma brasiliensis subcomplex consists of species and subspecies,
with the taxa in the group being T. brasiliensis Neiva, 1911, T. bahiensis Sherlock & Serafim,
1967, T. juazeirensis Costa & Felix, 2007, T. lenti Sherlock & Serafim, 1967, T. melanica
Neiva & Lent, 1941, T. petrocchiae Pinto & Barreto, 1925, and T. sherlocki Papa et al., 2002,
where T. brasiliensis is divided into two subspecies, T. b. brasiliensis Neiva, 1911, and T. b.
macromelasoma Galvao, 1956 (DALE et al., 2018).

The triatomine species T. sherlocki was first described by Papa et al. (2002) in the
Santo Inacio district, which belongs to the municipality of Gentio do Ouro, Bahia. However,
there are few studies on its biology, making it difficult to understand its significance in the
transmission of T. cruzi. Furthermore, this triatomine species is only found in this region.
Therefore, this study aims to review the literature on the triatomine species T. sherlocki,
describing what is known about this triatomine and highlighting future perspectives for a better

understanding of its importance in T. cruzi transmission.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. SEARCH STRATEGY AND ARTICLE SELECTION

This study reviewed articles published that assessed Triatoma sherlocki using various
approaches. The search for articles was conducted from May 10, 2022, to May 25, 2022, in
the following electronic databases: Coordination for the Improvement of Higher Education
Personnel (Capes), U.S. National Library of Medicine - PubMed, Scientific Electronic Library
Online - Scielo, Latin American and Caribbean Health Sciences Literature (Lilacs), Web of
Science, Google Scholar, and the reference lists of selected articles. For the Google Scholar
platform, due to the large number of search pages found, only the first 18 pages were
considered; this methodology was adapted from Donato and Donato (2019). In the searches,
the following descriptors were considered: " Triatoma sherlocki," "Santo Inacio," and "Chagas
disease." The strategy was then adapted for other databases according to their respective
formats or languages. These descriptors were used separately and in combination and
applied to titles, abstracts, and keywords. However, not all combinations of descriptors
yielded articles as search results on the analyzed platforms. Table 1 presents the
combinations of descriptors with successful search results. Additionally, a publication was
added after the bibliography collection period due to the importance of the data presented for
understanding the significance of T. sherlocki.

Table 1. Platforms and combination of descriptors used for literature review.

Platforms Keys-words

Triatoma sherlocki

Triatoma sherlocki and Chagas disease

Capes
Triatoma sherlocki y la enfermedad de Chagas
Santo inacio and Chagas disease
Triatoma sherlocki
Pubmed Triatoma sherlocki and Chagas disease
Santo Inacio and Chagas disease
Scielo Triatoma sherlocki
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Platforms Keys-words

Triatoma sherlocki
Lilacs
Triatoma sherlocki and Chagas disease

Triatoma sherlocki
Web of Science
Santo Inacio and Chagas disease

Triatoma sherlocki
Google Scholar Triatoma sherlocki y la enfermedad de Chagas

Santo Inacio and Chagas disease

2.2. CRITERIA FOR INCLUSION AND EXCLUSION OF ARTICLES

The inclusion and exclusion criteria were conducted and organized using Microsoft 365
Excel spreadsheet and presented as a table. All articles were reevaluated by the following
inclusion criteria: full availability of the article and being original scientific research that
addresses the topic of T. sherlocki. Excluded were all articles considered non-original,
abstracts published at events, reviews, letters, editorials, and comments. Additionally,
repeated references, articles unrelated to the topic, and articles that merely mention T.
sherlocki were also excluded. Publication date was not considered as a criterion for exclusion.

Initially, article duplicates were excluded, and a selection was performed based on
titles, abstracts, and keywords independently (first stage). Subsequently, the selection was
carried out after obtaining the full articles and reading them by the inclusion criteria (second
stage). In the evaluation of the articles, the following aspects of the species T. sherlocki were
considered: historical discovery, morphology, physiology, dispersion, genetic characteristics,
and epidemiological importance. Additionally, future studies were suggested to understand

further the significance of this triatomine in maintaining T. cruzi strains in the studied area.

3. RESULTS

The search strategies retrieved 147 references. During the selection stage, 93
duplicate references were eliminated, and 25 references were excluded as they did not meet
the inclusion criteria based on title and abstract reading. The full reading of the remaining 29
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selected references confirmed their eligibility. The flowchart of the selection process is

depicted in figure 1. The articles reviewed in this study are listed in Supplementary File 1.
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Figure 1. Flowchart of the Manuscript Selection Process: Inclusion and Exclusion Criteria.

4. DISCUSSION

Triatoma sherlocki is a wild species of triatomine bug, and according to ecological
niche modeling studies, its geographical distribution is quite restricted, seemingly limited to
the northern part of the Chapada Diamantina, state of Bahia, Brazil (COSTA et al., 2014).
Studies conducted on this triatomine species have led to various findings, including the
characterization of its life cycle and its potential as a disease vector (LIMA-NEIVA et al.,
2017). Furthermore, these studies have allowed for the differentiation of T. sherlocki nymphs
compared to nymphs of similar triatomines (ROSSETTO et al., 2021).

Other research has also focused on characterizing T. cruzi strains isolated from T.
sherlocki (KUNII et al., 2022) and identifying Tcl, Tcll, and TclV genotypes of T. cruzi in
specimens of this species (AMBROZINI, 2021; WANIEK; ARAUJO; JANSEN, 2021).
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However, its ecology and feeding habits are still poorly understood (RIBEIRO-JUNIOR et al.,
2019; SANTOS et al., 2023).

Given the high rate of natural infection by T. cruzi in T. sherlocki, its intrusion into
households, and its potential involvement in the transmission of T. cruzi to domestic and wild
animals, there is a potential risk of T. cruzi transmission to humans (ALMEIDA et al., 2009;
RIMOLDI et al., 2012; RIBEIRO et al., 2014; RIBEIRO-JUNIOR et al., 2019; SANTOS et al.,
2022; SANTOS et al., 2023). Therefore, a thorough understanding of the ecology and feeding
habits of T. sherlocki is crucial for assessing and mitigating the risks associated with Chagas
disease transmission in this geographically restricted region.

4.1. DISCOVERY HISTORY

In Santo Inacio, a district of the municipality of Gentio do Ouro, state of Bahia, Brazil,
populations of wild triatomine bugs morphologically distinct from known species were isolated
by Cerqueira et al. (1982), and these triatomine bugs were found to be infected with T. cruzi.
However, the biogenetic characteristics evaluated through crosses and backcrosses and the
morphological features studied by the researcher were not sufficient for a taxonomic definition
of the specimen found at that time. Morphologically, the size of the hemelytra of this wild
triatomine was the only significant difference from the previously described species. The
results obtained from crosses and backcrosses with the species T. brasiliensis Neiva, 1911
led Cerqueira to consider the insect as a subspecies, named Triatoma brasiliensis
santinencensis, named after the location of discovery, which was the district of Santo Inacio
(CERQUEIRA et al., 1982).

Papa et al. (2002), through a comparative study between the morphology of Triatoma
lenti and the first specimens collected in Santo Inacio, described specific and consistent
characteristics, such as genital structures, reduced forewings, and reddish-orange spots on
the connexivum and legs. This led to the description of the specimen as a new species, which
was named Triatoma sherlocki. The species was considered strictly wild and exclusively
occurring in the Santo Inacio district. However, entomological research conducted between
2007 and 2008 depicted, for the first time, the occurrence of this species in the wild
environment of another locality known as Encantado, also considered a district of Gentio do
Ouro (ALMEIDA et al., 2009). In this same study, the first record of a possible domiciliation
process of triatomines of the T. sherlocki species was also made.
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4.2. MORPHOLOGY

The species T. sherlocki is brachypterous, as it has short forewings that reach up to
the base of the sixth abdominal tergite. Trochanters are dark, femurs are dark with an orange
annulation in the median region, and the head, pronotum, and corium are entirely black. Its
legs are extraordinarily long, with an overall dark brown to black coloration, while the
connexivum and femur exhibit an orange-reddish hue (DALE et al., 2018).

According to Oliveira et al. (2020), the dorsal view of the external structures of the
female genitalia revealed some unique characteristics for T. sherlocki (Supplementary File
1). T. sherlocki has two distinct spermathecae: one has a thin initial portion and a pronounced
narrowing in the middle of the body, which leads to a final portion with an oval shape; the
other one is slender with an oval-shaped body (NASCIMENTO et al., 2017). The morphology
of the male scutellum of T. sherlocki shows a strongly sculpted and irregular lateral edge, and
a poorly defined central depression, and sensillae are primarily located on the irregularities of
the central depression and the apical process (OBARA, 2007).

The median process of the pygophore in the male genitalia of T. sherlocki has a slender
point and a wider base, in contrast to a rounded point and a narrower base in T. lenti
(MENDONCA et al.,, 2014). These characteristics allow for easy recognition and
differentiation of adult specimens of T. sherlocki from adult specimens of T. lenti (Figure 2).
However, the nymphal stages of T. sherlocki can be confused with the nymphal stages of T.
lenti. These two species of triatomines may share the same region, making it important to
distinguish their nymphs for accurate taxonomy. The distinction between these two species
was made possible through measurements of the head, thorax, and abdomen of the nymphal
stages, as well as the size of the ninth abdominal segment in the fifth-stage nymph
(ROSSETTO et al., 2021).

T. sherlocki has a narrow ventral ninth abdominal segment with an absence of an
orifice in the posterior portion of this segment, along with fewer sensillae when compared to
T. lenti. The ventral ninth abdominal segment of fifth-stage nymphs displays parallel grooves
in the posterior region, which are less prominent in T. sherlocki. Female nymphs have a
narrow ventral ninth segment, while males exhibit a wider ninth segment, thus characterizing

sexual dimorphism in nymphs.
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Figure 2. Adult triatomines with distinct morphological characteristics that can
be found in the same geographical area.

(A) - Triatoma sherlocki, found exclusively in the Santo Inacio and Encantado districts, within the municipality
of Gentio do Ouro, Bahia (Pinotti e Ambrozini, 2020); (B) Triatoma lenti, with a widespread occurrence in the
state of Bahia (Ambrozini e Pinotti, 2020).

In addition to morphological differentiation, it is also possible to differentiate these
species through the analysis of spermiogenesis (ALEVI et al., 2013). Virgin spermatids of T.
sherlocki exhibit the presence of heteropicnotic bodies. This characteristic, along with the size
and morphology of haploid cells in T. sherlocki (smaller and more filamentous cells) and the
presence of flagella throughout spermatogenesis, are features that have proven to be
important for distinguishing this triatomine species from T. lenti (ALEVI et al., 2013).

Knowledge of the morphology and histology of triatomine eggs contributes to the
identification and differentiation of distinct species that may inhabit the same ecotope. The
exochorial architecture of T. sherlocki eggs displays stuffed cells with ornamentations of

curvilinear lines resembling perforations (OBARA, 2007).
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4.3. PHYSIOLOGY

Diaz (2016), through high-throughput sequencing of a fragment of the 16S ribosomal
gene, investigated the intestinal microbiota of six representative species from the genera
Triatoma, Rhodnius, and Panstrongylus. The study compared the microbiota of triatomines
experimentally challenged with T. cruzi to that of control triatomines that were not challenged.
For the species Triatoma brasiliensis and T. sherlocki, it was possible to detect the infection
10 days after the challenge, showing a more stable bacterial composition between
challenging and non-challenging insects, with a strong dominance of Arsenophonus 16S,
which belongs to the Enterobacteriaceae group, the main genus associated with insects.
According to the authors, the triatomine species is the most significant variable influencing
the bacterial community, considering that each triatomine is often associated with specific
bacteria.

Baffa et al. (2017), through a morphological and structural study of spermatozoa within
the T. brasiliensis complex, conducted measurements of sperm morphometry from male
vesicles. Spermatozoa from T. sherlocki were observed to be both short (n = 146) and long
(n = 52). The short spermatozoa of T. sherlocki can be distinguished from other taxa within
the T. brasiliensis complex, while the long spermatozoa were distinguishable from T. melanica
and T. br. macromelasoma. The ultrastructural morphology consists of a nucleus and a
flagellum, and the axoneme of the flagellum follows the microtubular arrangement pattern
(9+9+2). Two mitochondrial derivatives are present, each with three distinct regions within
(two crystalline bodies surrounded by a crystalline material area and a peripheral crystalline
region), and bridges connecting each mitochondrial derivative to the axoneme. These
ultrastructural characteristics of the mitochondrial derivatives support the hypothesis from
previous studies that they are synapomorphies for the Heteroptera suborder, meaning they
are primitive morphological features shared by all descendants of a common ancestor.

After copulation, the deposition period for T. sherlocki occurs between the third and
seventh week, with an average of 33 eggs laid per female (LIMA-NEIVA et al., 2012). The
incubation period for the eggs varies between 20.2 and 41.0 days, depending on temperature
and humidity conditions, with a hatching rate ranging from 60.9% to 100% (LIMA-NEIVA et
al., 2012, LIMA-NEIVA et al., 2017). The developmental cycle from egg to adult triatomine
varies from 325.0 + 40.0 to 621.0 days (LIMA-NEIVA et al., 2014, LIMA-NEIVA et al., 2017).

Triatoma sherlocki can perform up to eleven blood meals, depending on the
developmental stage. The interval between feeding and defecation was found to be short for
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the early nymphal stages, with 63.2% of first-instar nymphs and 56.7% of second-instar
nymphs defecating within 1 minute after the 1st and 2nd feedings, respectively. The average
time for defecation after feeding for the other nymphal stages was up to 10 minutes. The
observation of defecation immediately after feeding in immature stages suggests their
efficiency in transmitting 7. cruzi (LIMA-NEIVA et al., 2014).

Regarding starvation resistance, the fifth instar exhibits greater survival when deprived
of food, with an average of 156.5 days and a maximum of 236.0 days without feeding. The
prolonged survival of T. sherlocki nymphs without feeding, coupled with a low mortality rate
(6.5%), when compared to other triatomine species, indicates that this triatomine adapts well
to laboratory conditions, highlighting its potential to survive under different conditions from its
natural habitat, thus favoring the species' perpetuation (LIMA-NEIVA et al., 2014).

Initially, birds were the only blood-feeding source detected in the analysis of wild
populations of T. sherlocki (RIBEIRO-JUNIOR et al., 2019). However, the high frequency of
T. cruzi infection in this triatomine species suggests the involvement of wild mammals in
maintaining protozoan transmission (ALMEIDA et al., 2009; RIBEIRO-JUNIOR et al., 2019),
as most birds are refractory (MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2022). Therefore, Santos et al.
(2023) expanded studies on possible feeding sources for T. sherlocki and detected nine
species of animals serving as food sources for this triatomine species. The rocky cavy
(Kerodon rupestris) was the most commonly detected animal, followed by chickens,
opossums (Didelphis albiventris), and humans. In smaller proportions, lizards (Tropidurus
oreadicus), Geoffroy's cat (Leopardus geoffroyi), sylvatic rodents (Thrichomys inermis),
striped hog-nosed skunk (Conepatus semistriatus), and brown rat (Rattus norvegicus) were
also detected as food sources for T. sherlocki. This study demonstrates dietary eclecticism,

which may facilitate the potential domiciliation of this triatomine species in the future.

4.4. GEOGRAPHICAL DISTRIBUTION, AND DISPERSAL

The district of Santo Inacio, located in the Central-North region of Bahia in the
Northeastern region of Brazil, lies between the latitudes 11° 22' 49" S and longitudes 42° 38'
05.5" W (Figure 3). It was the first recorded location of the wild species T. sherlocki. Years
later, specimens of T. sherlocki were reported to have been found about 13 km away from
Santo Inacio, both in the wild and in domiciliary environments in the locality of Encantado
(ALMEIDA et al., 2009).
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The records of T. sherlocki appear to correspond to an area characterized by rocks
with prominent fractures and vegetation typical of the caatinga biome (cacti, low thorny
shrubs, and twisted, dry-looking vegetation with small leaves), which serve as shelter and
breeding grounds for the triatomines. In wild ecotopes, T. sherlocki is naturally found
inhabiting rocky formations without vegetation, in cracks of rocky fragments, and on their
surfaces (ALMEIDA et al., 2009; SANTOS et al., 2022; SANTOS et al., 2023). Domiciliary
ecotopes with the presence of nymphs, exuviae, and adult T. sherlocki have been reported
in cracks in the walls and under beds inside human houses made of clay, stones, and wood
(ALMEIDA et al., 2009).

Costa et al. (2014), using ecological niche models, assessed the potential distributions
of all members of the T. brasiliensis subcomplex and their potential for colonizing new areas
in response to climate change scenarios modeled for 2020 and 2050. However, the sample
size (n=7) collected by the authors was insufficient for making habitat distribution predictions

for the species T. sherlocki.
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Figure 3. Headquarters of the district of Santo Inacio, Gentio do Ouro, Bahia, Brazil.
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4.5. GENETIC CHARACTERISTICS

Although it is distinguished from members of the T. brasiliensis subcomplex based on
morphological criteria, molecular phylogenetic analysis reveals that the derived acids for the
Cyt B DNA sequence exhibit polymorphism in only one amino acid, a shared characteristic
between T. sherlocki and T. melanica, classifying the species as sister taxa (MENDONCA et
al., 2009).

Triatoma sherlocki exhibits cytogenetic characteristics similar to those studied in other
subspecies of the T. brasiliensis subcomplex. It possesses a diploid male chromosome
number of 22 chromosomes (2n = 20A + XY), with heterochromatic blocks at one or both
ends of all autosomal pairs (ALEVI et al., 2013). In 2012, Almeida et al. demonstrated
reproductive compatibility in the laboratory between T. juazeirensis and T. sherlocki, with the
hybrids inheriting intermediate morphological traits that provide greater fithess than their
parents in the process of domiciliary infestation. The hybrids had well-developed wings,
enabling them to fly in search of food, whereas T. sherlocki cannot fly.

Corroborating the hybridization results, Correia et al. (2013) provide evidence for both
pre-and post-zygotic compatibility between T. sherlocki and members of the T. brasiliensis
subcomplex: T. brasiliensis, T. juazeirensis, T. melanica, and T. lenti, with viable survivor
rates ranging from 52.3% to 73.5%. Backcrossing produced offspring up to the third
generation with intermediate morphological characteristics. However, the chances of
successful hybridization between T. lenti and T. sherlocki appear to be minimal, as T. lenti
females failed to produce viable hybrids with T. sherlocki (CORREIA et al., 2013).

Through morphological and morphometric cytogenetic techniques, Mendonga et al.
(2014) aimed to study the differences inherited by hybrids between T. sherlocki and T. lenti.
Crossbreeding was carried out in both directions. The hatching rates of T. sherlocki female
eggs were 65% and 90% in the F1 and F2 progeny. Cytogenetic analyses revealed that F1
male hybrids exhibited normal chromosomal behavior, while the F2 offspring showed errors
in chromosomal pairing. This post-zygotic isolation, which prevents hybrids in nature, may
represent hybrid collapse (MENDONCA et al., 2014). According to the authors, the hybrids
inherited morphological characteristics from T. sherlocki, such as color and size of the
connexivum and the presence of red-orange rings on the femurs, while the size of the
hemelytra was similar to that of T. lentiin the F1 progeny. The wings of the hybrids in both F1
and F2 progenies resembled those of T. lenti.
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4.6. EPIDEMIOLOGICAL IMPORTANCE

Triatoma sherlocki exhibits high rates of natural infection by T. cruzi (ALMEIDA et al.,
2009; RIBEIRO-JUNIOR et al., 2019). Its presence has been reported in households,
suggesting its potential involvement with domestic animals (RIMOLDI et al., 2012; SANTOS
et al., 2022), and humans in the transmission cycle of T. cruzi, posing a risk to public health
(ALMEIDA et al., 2009; RIBEIRO et al., 2014; SANTOS et al., 2023).

Santos et al. (2023) captured seven triatomines of this species in the wild during the
day. One specimen (n = 1) was caught in a rocky cavy trap (demonstrating vector-host
interaction). The other triatomines (n = 6) were randomly captured in rocky formations during
daytime field activities, in their natural conditions at the time of capture. The thermal sensation
on the surface of the rocky formations during the day can dehydrate and accelerate the
digestion of these vectors, leading to their increased need for feeding, even during the day.
Additionally, in the same study, the authors received seven triatomines collected by residents
of the Santo Inacio district. These findings indicate that T. sherlocki specimens are leaving
their hiding places due to a lack of food and invading homes because they are hungry.

Studies have shown that triatomines of the species T. sherlocki frequently invade the
households in this district, and nymphs of T. sherlocki have been found in homes in this region
(ALMEIDA et al., 2009; SANTOS et al., 2022), indicating a possible process of domiciliation.
Despite the well-structured households in the Santo Inacio district, the peridomicile areas are
disorganized, with the accumulation of domestic waste, construction materials, and the
presence of domestic animals such as chickens and dogs. Additionally, it was observed that
some households have wild rocky formations in the peridomicile area, serving as shelters for
domestic animals and triatomines (SANTOS et al., 2022).

Dogs in the Santo Inacio district tested positive for T. cruzi (SANTOS et al., 2022). T.
cruzi was also detected in these dogs using the PCR technique with the primer pair
(TCZ1/TCZ2), data currently in the publication process. Triatomines of the species T.
sherlocki captured in both wild and anthropic environments were infected with T. cruzi
(SANTOS et al., 2022). T. sherlocki exhibits a high defecation rate, indicating its ability to
transmit T. cruzi (LIMA-NEIVA et al., 2017). Residents of Santo Inacio have a habit of
consuming bushmeat, and the preparation of meat without proper hygiene represents a risk
of T. cruzi infection for humans. Given all that has been discussed previously, we believe that

T. sherlocki infected with T. cruzi poses a latent risk of Chagas disease outbreaks in the
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studied region, especially since Cerqueira et al. (1998) reported a T. cruzi seroprevalence of
3.78% in the Santo In&cio population in the past.

The rates of natural infection by T. cruzi in T. sherlocki reported were relatively high.
The parasite was detected by optical microscopy in 10.8% of 64 triatomines assessed by
Almeida et al. (2009) and in 20% of 145 examined by Lima-Neiva et al. (2014). Molecular
analyses for T. cruzi infection were also considered high for T. sherlocki captured in the wild,
with rates of 43.1% (25/58) in a study conducted by Ribeiro-Junior et al. (2019) and 18.6%
(27/145) in a study by Santos et al. (2022). This highlights the importance of entomological
monitoring of this species of triatomine to alert the population about the necessity of
maintaining active prevention and control measures against these vectors, such as the use
of mosquito nets to prevent insect bites during sleep.

Castilho (2017) studied two strains of T. cruzi isolated from T. sherlocki collected from
a colony in the Santo Inacio district. Strains Tsh 1 and Tsh 7 showed infection rates of 100%
and 60%, respectively. The degree of aggressiveness varied among the infected animals,
with no reported lethality. The authors reported low virulence and low parasitemia in the
strains studied; however, they discussed that strains with these characteristics lead to
chronicity and low mortality. Waniek, Araujo e Jansen (2021) also isolated T. cruzi strains
from T. sherlocki collected in the wild and intradomiciliary environments, characterized as
genotypes Tcl and Tcll, respectively. Subsequently, strains Tsh 12 and Tsh 19 were isolated
from the 4th and 5th instar nymphs of T. sherlocki collected in wild areas of Santo Inacio
(AMBROZINI, 2021). According to the author, strain Tsh 12 belonging to the Tcll molecular
group associated with domestic transmission is considered expected for the collection region,
although the collection occurred in a wild environment. Tsh 19, belonging to the TclV
molecular group, was a unique finding, as it was not expected. The distribution of the TclV
DTU group in Brazil is concentrated in the northern region, such as in the states of Amapa
and Amazonas (CUNHA et al., 2022). Recently, strains Tsh 4 and Tsh 18, belonging to the

Tcl group, were isolated from immature and adult stages of T. sherlocki (KUNII et al., 2022).

4.7. FUTURE OUTLOOK

We believe that studies on triatomines of the species T. sherlocki should focus efforts
on i) identifying the diversity of food sources; ii) intestinal microbiota; iii) metacyclogenesis
rate; iv) defecation time of adult specimens; and v) ecology (such as the wild microclimate
and the domiciliation process).
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Capturing triatomines in domestic environments for an extended period (considering
both dry and wet seasons) to conduct a robust study would help determine the food source
of T. sherlocki and enable the determination of the diversity index of animals used as food
sources. Additionally, it would assist in implementing better strategies to reduce the contact
of these triatomines with the population, such as using insecticides in homes during the
periods when they are most prevalent. Understanding the diversity of food sources for
triatomines contributes to expanding knowledge about natural hosts and their role in the
transmission of T. cruzi to humans (BEZERRA et al., 2018; LILIOSO et al., 2020). The study
of the interaction between triatomines and their food sources allows us to understand aspects
of the natural history of these insects and identify species of medical interest (GEORGIEVA;
GORDON; WEIRAUCH, 2017).

Studies focused on the intestinal microbiota of triatomines help elucidate their role in
vector competence modulation and can be used in genetically modified technologies for
biological control, either of the vector or the parasite. However, a good understanding of the
vector-microbiota-parasite interaction, including microbiota composition, transmission
pathways, and response to T. cruzi infection, is necessary for future use in control strategies
(DIAZ, 2016).

The parasite T. cruzi is the etiological agent of Chagas disease, and its heteroxenous
life cycle alternates between an invertebrate host and a mammalian host. After infecting the
insect, the parasite must be able to undergo metacyclogenesis to produce infectious
metacyclic forms that can be transmitted to a new host. The morphogenetic mutations of T.
cruzi, following the ingestion of blood containing bloodstream trypomastigotes, occur in the
vector's digestive tract, progressing from epimastigotes and/or spheromastigotes to
metacyclic forms, resulting from multiple divisions, until they become the infective forms
(trypomastigotes). This completes the developmental cycle of this pathogen in triatomines
(ALVARENGA; BRONFEN, 1997). Understanding this metacyclogenesis process can
contribute to clarifying events associated with the evolution of parasitism, differences in
virulence among strains (ALVAREZ; NIEMIROWICZ; CAZZULO, 2012), as well as the
development of new treatments for Chagas disease (AMORIM et al., 2017).

Understanding the defecation time of adult specimens would help assess the vector
potential of the species, as those with a habit of defecating still on the host have a greater
likelihood of transmitting the parasite than those triatomines that deposit their feces away
from the host. Observations on fecal elimination and suction time in some South American

triatomines have shown that 30% of 40 adult triatomines, such as Triatoma infestans,
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defecate during or immediately after the blood meal, a circumstance of great significance for
the transmission of T. cruzi (DIAS, 1956).

The study of the wild microclimate allows us to understand the ideal habitat
requirements for triatomines, such as temperature, humidity, and other environmental
variables. These data can help identify potential suitable natural habitats for the existence of
these insects. Furthermore, variations in microclimate can affect the activity and dispersion
of insects, as well as the availability of their hosts and food sources, impacting their ability to
colonize human dwellings. Studies show that some species of triatomines may seek
conditions in the domestic environment similar to the wild environment, facilitating their
domiciliation (LILIOSO et al., 2020). This knowledge helps direct prevention and monitoring
measures to priority areas.

Active case detection and health education activities with higher frequency are
important for the population of the Santo Inacio district. This is because it has become clear
that this region is endemic for T. cruzi, as triatomines, cats, dogs, and wild animals have been
found at different times infected with the protozoan (ALMEIDA et al., 2009; RIMOLDI et al.,
2012; RIBEIRO-JUNIOR et al., 2019; SANTOS et al., 2022; SANTOS et al., 2023). In addition
to this district, there are other nearby locations that may have the occurrence of this
triatomine, such as Encantado, where an engorged T. sherlocki was captured inside a house
(ALMEIDA et al., 2009). Even with evidence of this triatomine in homes, including the
presence of nymphs (SANTOS et al., 2022), studies still consider T. sherlocki to be of low
epidemiological relevance (RIBEIRO-JUNIOR et al., 2021). In general, understanding the
ecology of T. sherlocki and the epidemiology of Chagas disease is crucial for the
implementation of effective control and prevention measures for T. cruzi in rural areas that

share both domestic and wild environments with this triatomine species.

5. CONCLUSION

It is concluded that the majority of the consulted literature presents initial studies on
the species Triatoma sherlocki, demonstrating a scarcity of various aspects of the theme.
Therefore, new research is necessary, especially related to the blood-feeding period, the
defecation time of adult insects, and the degree of vector-human contact. These studies are

necessary since the understanding of the ecology of the species T. sherlocki helps to clarify
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its importance as a potential transmission vector and to direct measures to control T. cruzi
infection, which are based on vector control and surveillance of possible parasite transmission

routes.
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SUPPLEMENTARY FILE 1:

List of selected studies for the literature review on the specie Triatoma sherlocki.

Reference Manuscript Title Main Topics Key findings
Covered
Cerqueira et al., 1998 Santo Inacio revisited: protozoan Epidemiology The manuscript does not mention the occurrence of this
diseases in an isolated village in species of ftriatomine. However, it reports a
northeastern Brazil after twenty seroprevalence of T. cruziin 3.78% of the population of
years Santo In&cio, with only adult men affected.

Obara et al., 2007 Estudo morfoldgico e histologico Morphology The exocorial structure of the egg and operculum
dos ovos de seis espécies do displays irregular polygonal areas, ranging from
género Triatoma (Hemiptera: pentagonal to heptagonal, with hexagons being the

Reduviidae) most prevalent. These polygons are slightly overlapping
and have a texture resembling "padding." Within each
cell, there are ornamentations composed of curvilinear
lines. In the operculum, in addition to the lines, there are
small, scarcely visible punctuations. The polygons on
the operculum are smaller than those found on the
body. The chorial edge is narrow, with openings called
aeropiles at the top, just below which are the spermatic
grooves.

Obara et al., 2007 A study of the scutellum in eight Morphology Triangular scutum with strongly sculpted and irregular

Chagas disease vector species lateral edges; the central depression of the scutum is
from genus Triatoma (Hemiptera, poorly defined (unlike other species). Sensillae are
Reduviidae) using optical and located in the irregularities of the central depression and
scanning electron microscopy the apical process. The cylindrical posterior process is
short and small, not reaching the midpoint of the main
body of the scutum, with transverse ridges at the base

of the process.
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Almeida et al., 2009

Could the bug Triatoma sherlocki
be vectoring Chagas disease in
small mining communities in
Bahia, Brazil?

Epidemiology

Adults, nymphs, and exuviae of T. sherlocki were found
in 21% of human dwellings, indicating that the species
is in the process of domiciliation. The prevalence of
Trypanosoma cruzi infection in collected insects was
10.8%

Mendonga et al., 2009

Phylogeny of Triatoma sherlocki
(Hemiptera: Reduviidae:
Triatominae) Inferred from Two
Mitochondrial Genes Suggests Its
Location Within the Triatoma
Brasiliensis Complex

Genetic
Characteristics.

Despite being morphologically distinct from members of
the T. brasiliensis subcomplex, molecular phylogenetic
analysis suggests that T. sherlocki is a member of this
complex; furthermore, it was placed as a sister species
to T. melanica. These suggestions were supported by
robust credibility rates. Thus, there is evidence for the
paraphyletic group of the 'T. brasiliensis complex,'
which should be composed of T. brasiliensis
brasiliensis, T. brasiliensis macromelasoma, T.
Jjuazeirensis, T. melanica, and T. sherlocki.

Neiva et al., 2012

Deposition, Incubation Period and
Hatching of Eggs from Triatoma
Juazeirensis Costa & Felix and

Triatoma sherlocki Papa, Jurberg,
Carcavallo, Cerqueira & Barata,
(Hemiptera: Reduviidae) under

Laboratory Conditions

Physiology

T. juazeirensis demonstrated higher reproductive
potential, with greater fecundity and fertility compared
to T. sherlocki, under laboratory conditions. Regarding
longevity, females of T. sherlocki and T. juazeirensis did
not show significant differences.

Almeida et al., 2012

Dispersion Capacity of Triatoma
sherlocki, Triatoma juazeirensis
and Laboratory-bred Hybrids

Genetic
Characteristics
(Hybridization)
and Dispersion.

The species T. juazeirensis and T. sherlocki show
reproductive compatibility in the laboratory. Hybrids
between T. sherlocki and T. juazeirensis exhibit
intermediate morphological characteristics that enable
greater fithess than their parents in the process of
infesting households..

Correia et al., 2013

Cross-mating Experiments Detect
Reproductive Compatibility
between Triatoma sherlocki and
Other Members of the Triatoma
Brasiliensis Species Complex

Genetic
Characteristics
(Crossbreeding)

Evidence of pre and post-zygotic compatibility between
T. sherlocki and members of the T. brasiliensis species
complex. Crosses between T. sherlocki and members
of the T. brasiliensis species complex, as well as
backcrosses, produced viable offspring up to the third
generation.

Triatoma Brasiliensis Species
Complex at Present and under
Scenarios of Future Climate
Conditions

Alevi et al., 2013 Analysis of Spermiogenesis like a Morphology The presence of the heteropicnotic corpuscle proves to
Tool in the Study of the be a diagnostic tool to differentiate T. sherlocki and T.
Triatomines of the Brasiliensis lenti, as it is absent in T. lenti.
Subcomplex

Alevi et al., 2013 Distribution of constitutive Genetic and The analysis of the prophase | in T. sherlocki and T. lenti
heterochromatin in two species of Morphological revealed a large chromosome composed of the
triatomines: Triatoma lenti Characteristics association of both sex chromosomes plus two pairs of
Sherlock and Serafim (1967) and autosomal chromosomes and numerous
Triatoma sherlocki Papa, Jurberg, heterochromatic blocks arranged within the nucleus.
Carcavallo, Cerqueira & Barata Both species presented heterochromatic blocks at one
(2002) or both chromosomal ends of the autosomes during late
diplotene. Diakinesis in T. sherlocki and T. lenti
revealed large heterochromatic blocks on the
autosomes and showed a diploid chromosomal set of
2n = 22 (20A + XY). The Y sex chromosome is larger

and more heterochromatic than the X.
Costa et al., 2014 Distributional Potential of the Dispersion The habitat distribution model predictions for the

species T. sherlocki were poor; therefore, robust
studies are necessary to predict the actual dispersion of
this triatomine species.

Ribeiro et al., 2014

Trypanosoma cruzi Strains from
Triatomine Collected in Bahia and
Rio Grande Do Sul, Brazil

Epidemiological
significance

Specimens of T. sherlocki were captured in wild,
peridomestic, and domestic environments, and these
triatomines did not show infection by T. cruzi.
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Mendonga et al., 2014

Cytogenetic and morphologic
approaches of hybrids from
experimental crosses between
Triatoma lenti Sherlock & Serafim,
1967 and T. sherlocki Papa et al.,
2002 (Hemiptera:Reduviidae)

Morphology and
Genetic
Characteristics.

In a study comparing T. lenti and T. sherlocki,
morphological traits in the F1 offspring resembled T.
sherlocki, while hemelytra size was similar to T. lenti.
Eggshell characteristics matched the parent species,
and the median pygophore process showed
intermediate traits in F1 and segregating patterns in F2.
Biometric wing analyses indicated a similarity to T. lenti
in both F1 and F2. The study confirmed their
reproductive compatibility but revealed extremely
reduced fertility in F2 hybrids, affirming their distinct
species status. Additionally, F1 male chromosomal
behavior was normal, while F2 exhibited chromosomal
pairing errors, suggesting post-zygotic isolation.

Lima-Neiva et al., 2014

Aspectos bioldgicos e potencial
vetorial de Triatoma sherlocki
Papa, Jurberg, Carcavallo,
Cerqueira e Barata, 2002
(Hemiptera: Reduviidae:
Triatominae) em condic¢des de
laboratério / Biological aspects
and vectorial potential of Triatoma
sherlocki Papa, Jurberg,
Carcavallo, Cerqueira

Biology

In the biological cycle, T. sherlocki showed an average
egg-to-adult development time of 325.0 + 40.0 days,
indicating one generation per year. The number of
blood meals varied from 1 to 11, depending on the
developmental stage, increasing vector-host contact
and the likelihood of T. cruzi acquisition or transmission.
The total mortality rate was low (6.5%) compared to
other triatomine species, indicating T. sherlocki
adaptation to laboratory conditions. Notably, the study
revealed a short time interval between feeding and
defecation in the early nymphal stages of T. sherlocki,
averaging 1.38 minutes for the 1st stage and 2.15
minutes for the 2nd stage. About 63.2% (n=114) of 1st-
stage nymphs and 56.7% (n=60) of 2nd-stage nymphs
defecated within 1 minute after the 1st and 2nd feeding,
respectively. Older nymphs took longer to defecate but
still did so within an average of 10 minutes after feeding.
The fact that immature stages defecated shortly after
feeding suggests their efficiency in T. cruzi
transmission. The results of T. sherlocki fasting
resistance indicated that 1st-stage nymphs were more
sensitive to food deprivation, while 5th-stage nymphs
were more resistant, averaging 156.5 days (5 months
and 22 days) with a maximum of 236.0 days (~8
months). Similar to other triatomine species, T.
sherlocki withstands prolonged periods of fasting, and
its developmental stages exhibit varying potentials for
T. cruzi transmission, as indicated by the analyzed
biological parameters.

Diaz, 2016

Composicao e variabilidade da
microbiota intestinal de
triatomineos (Hemiptera:
Reduviidae): o papel das
comunidades bacterianas na
transmissao da doenga de Chagas

Physiology
(Intestinal
Microbiota)

In species of Triatoma where infection is detected on
day 10 after challenge, i.e., T. brasiliensis and T.
sherlocki, a more stable bacterial composition is
observed between challenged and unchallenged
insects, with a strong dominance of Arsenophonus.

Baffa et al., 2017

Sperm dimorphism in the Triatoma
brasiliensis species complex and
its applications

Sperm
Morphology

The spermatozoa of all members of the “T. brasiliensis'
complex are dimorphic, considered as short and long.
The short spermatozoa of T. sherlocki differed from the
other taxa, and the long ones differed from those of T.
melanica.

Castilho, 2017

Caracterizagao bioldgica e
morfolégica de duas cepas de
Trypanosoma cruzi isoladas de

espécimes de Triatoma sherlocki
coletadas em Santo Inacio, Ba.

Epidemiology

The strains of T. cruziisolated from specimens collected
in Santo Inacio showed low virulence and low
parasitemia when compared to the reference strain Y.
Molecular and biological studies are under development
to expand knowledge regarding the Tsh1 and Tsh7
strains of T. cruzi. It is worth noting that no articles were
found on the isolation and characterization of T. cruzi
strains from Triatoma sherlocki, making this the first
study of its kind.

Lima-Neiva et al., 2017

Biology of Triatoma
sherlocki(Hemiptera: Reduviidae)
under laboratory conditions:
biological cycle and resistance to
starvation.

Biology

The high number of meals throughout its developmental
cycle increases the risk of infection and/or facilitates the
transmission of T. cruzi. The developmental cycle with
a low mortality rate shows its adaptation to laboratory
conditions and also suggests potential adaptation to
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new ecotopes, including human dwellings. High
resistance to food deprivation, especially in the fifth
stage (up to approximately 8 months), may favor the
perpetuation of this species by escaping the residual
action of insecticides, along with the recolonization of
housing in residual foci.

Nascimento et al.,
2017

Morphology of the spermathecae
of twelve species of Triatominae
(Hemiptera, Reduviidae) vectors of
Chagas disease.

Morphology

The two spermathecae of T. sherlocki are distinct: one
has a thin initial portion and a pronounced narrowing in
the middle of the body, which results in an oval-shaped
final portion; the other is slender with an oval-shaped
body.

Dale et al., 2018

An Updated and lllustrated
Dichotomous Key for the Chagas
Disease Vectors of Triatoma
Brasiliensis Species Complex and
Their Epidemiologic Importance.

Taxonomy

T. sherlocki - brachypterous (short wings in both
sexes), hemelytra not extending beyond the posterior
margin of urotergite VI; extraordinarily long legs; overall
color dark brown to black, connexivum and femur with
orange-red markings.

Ribeiro-Junior et al.,
2019

Wide distribution of Trypanosoma
cruzi-infected triatomines in the
State of Bahia, Brazil.

Epidemiology

Most specimens of T. sherlockifed on the blood of birds,
but the high level of T. cruzi infection rates indicates an
eclectic feeding behavior of T. sherlocki.

Oliveira et al., 2020

Triatoma brasiliensis species
complex: characterization of the
external female genitalia.

Morphology

In dorsal view, the dividing line between segments is
convex with a central elevation; the slightly curved sides
rise to meet the inner lateral portions of the connexivum.
Segments VIII, IX, and X have a trapezoid shape, but
the heights are different. The dividing line between
segments VIII and IX is convex without a central
elevation, and between segments IX and X, it is convex
in the central portion and concave at the sides. Segment
X terminates in a curve. In posterior view, segment IX is
convex in its central portion and concave at the sides,
resulting in two depressions in the anteroposterior
direction. The sides of segment IX, which cross the
anterior half of gonocoxites 8 in this position, are tall and
stand out due to their shape and volume. Segment X is
short and attached to IX in the central portion but
separated at the sides and in the shape of an inverted
"U." Gonocoxites 8 have an oblong shape, and, like the
sides of segment IX, they are large and voluminous.
Gonapophyses 8 have a triangular shape in this view.
In ventral view, segment VII is bounded by gonocoxites
8, which, in turn, are bounded by gonapophyses. The
central portion of segment VIl is convex, and the sides
are at a lower level. The gonocoxites are triangular, and
the gonapophyses have rounded ends.

Ambrozini, 2021

Estudo Morfolégico e Molecular de
quatro cepas de Trypanosoma
cruzi (Kinetoplastida
Trypanosomatidae) isoladas de
Triatoma melanica e Triatoma
sherlocki (Hemiptera, Reduviidae).

Epidemiology

The T. cruzi strain Tsh 12 isolated in Santo Inacio was
classified as belonging to the Tcll group (Zimodema 2,
Lineage 1). The T. cruzi strain Tsh 19, also isolated from
Santo Inacio, was classified as belonging to the TclV
group (Z3 or Z3B).

Ribeiro-Junior et al.,
2021

TriatoScore: an entomological-risk
score for Chagas disease vector
control-surveillance.

Mapping and
surveillance

Native triatomines in Bahia can maintain a high to
moderate risk of Chagas disease through vector
transmission in 76.3% (318) of municipalities, with the
highest scores in municipalities located in dry to semi-
arid ecoregions.

Rosseto et al., 2021

Checklist and phenetics studies of
nymphs of two species of
triatomines: Triatoma lenti

Sherlock & Serafim, 1967 and
Triatoma sherlocki Papa, Jurberg,
Carcavallo, Cerqueira, Barata,
2002 (Hemiptera: Reduviidae:
Triatominae)

Morphology and
Morphometry

Measurements of the head, thorax, and abdomen were
used to better characterize and distinguish T. lenti and
T. sherlocki in their developmental stages.
Morphological differences were observed in the ninth
ventral abdominal segment of fifth-instar female and
male nymphs. This indicates that the shape and size of
the ninth abdominal segment in fifth-instar nymphs can
be taxonomically valid. The ninth ventral abdominal
segment is wider in T. lenti than in T. sherlocki, and
there is a presence of an opening in the posterior
portion of this segment in T. lenti and its absence in T.
sherlocki. The ninth ventral abdominal segment of fifth-
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instar nymphs exhibits parallel grooves in the posterior
region, which are more pronounced in T. lenti, while
their presence in T. sherlocki is less visible. The eighth
segment was trapezoidal in T. sherlocki and oval in T.
lenti. The sides were irregular at the apex. It was found
that the ninth segment had few sensilla, as did
segments 7, 8, and 10. The tenth segment curved
ventrally in the posterior portion. Sexual dimorphism in
nymphs is characterized by the size of the ninth
segment ventrally, with females having a narrow
segment while males have a wide ninth segment.

Waniek, Araujo
Jansen, 2021

First genotyping of Trypanosoma
cruzi from naturally infected
Triatoma juazeirensis, Triatoma
melanica and
Triatoma sherlocki from Bahia
State, Brazil

Epidemiology

T. cruzi originating from T. sherlocki were
characterized as genotypes Tcl and Tcll, in the wild and
intradomiciliary environments, respectively. These
species are found in wild ecotopes but are capable of
infesting intradomiciliary areas.

Kunnii et al., 2022

Growth Curve, Morphological and
Molecular Characterization of Two
Strains of Trypanosoma cruzi
(Kinetoplastida,
Trypanosomatidae) isolated from
Triatoma sherlocki (Hemiptera,
Reduviidae, Triatominae).

Epidemiology

The T. cruzi strains Tsh 4 and 18, belonging to the Tcl
group, were isolated from nymphs and adult feces of
Triatoma sherlocki captured in Santo Inacio, Gentio do
Ouro municipality, Bahia.

Santos et al., 2022

Eco-epidemiology of vectorial
Trypanosoma cruzi transmission in
a region of northeast Brazil.

Epidemiology

Detection of anti-T. cruzi antibodies in dogs and T. cruzi

infection in specimens of T. sherlocki collected in the
wild and domestic environments of the Santo Inacio
district.

Santos et al., 2023

Wild mammals involved in the
transmission of Trypanosoma cruzi
and food sources of Triatoma
sherlocki in an endemic

region of northeastern Brazil.

Epidemiology

PCR analysis of 31 captured wild mammals revealed T.
cruzi infection in 6.4% (2/31): one specimen of
opossum, Didelphis albiventris (1/3), and one of the
rodents, Kerodon rupestris (1/5); despite being more
frequent in the area, no specimen of the rodent
Thrichomys sp. (0/23) was infected. A total of 169
triatomines were captured. Conclusive detection of food
sources for Triatoma sherlocki (n = 56) were: K
rupestris (35.7%), Gallus (17.9%), D. albiventris
(14.3%), Homo sapiens (14.3%), Tropidurus hispidus
(7.1%), Leopardus geoffroyi (5.3%), Conepatus
semistriatus (1.8%), Thrichomys inermis (1.8%), and
Rattus norvegicus (1.8%).
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RESUMO

Os triatomineos sado insetos hematofagos da ordem Hemiptera, familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae, que possuem importancia em saude publica por serem os vetores
do agente etiolégico da doenga de Chagas (DC), uma doenga parasitaria causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi. Existem cerca de 160 espécies descritas em todo mundo,
sendo todas consideradas potenciais vetoras desse parasito. No Brasil ha ocorréncia de
cerca de 66 espécies, das quais 22 ocorrem na Amazoénia brasileira. Este capitulo se trata
de uma revisao sistematica da literatura sobre as espécies de triatomineos ocorrentes no
estado do Amazonas. Foram obtidos registros de 13 espécies para o estado: R. amazonicus,
R. brethesi, R. paraenses, R. pictipes, R. robustus, R. montenegrensis, E. mucronatus, P.
geniculatus, P. lignarius, P. rufotuberculatus, C. lenti, C. pilosa e M. trinidadensis. Nao ha
evidéncias de domiciliagdo dessas espécies, entretanto a ocorréncia de coldénias no
peridomicilio, bem como o encontro ocasional de espécimes nos domicilios levanta um alerta
e reforca a necessidade de monitoramento constante. A maioria dessas espécies ja foi
observada naturalmente infectada por T. cruzi, e existem espécies como R. brethesi, R.
montenegrensis, R. pictipes e R. robustus que foram relatadas com infecgao natural por T.
rangeli. Considerando que a presenga dos vetores da DC em uma regido € um fator
determinante para que ocorra a transmissao de T. cruzi, pesquisas que abordem a ocorréncia
dos triatomineos, bem como aspectos da biologia dos mesmos e visem reunir informagdes
que possam minimizar o contato destes com as habitagcbes humanas, continuam sendo
formas eficazes de prevencédo e controle da DC na Amazoénia Brasileira.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Tripanossomiase e Triatomineo.
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ABSTRACT

Triatomines are hematophagous insects of the order Hemiptera, family Reduviidae, subfamily
Triatominae, which are important in public health because they are the vectors of the
etiological agent of Chagas disease (CD), a parasitic disease caused by the protozoan
Trypanosoma cruzi. There are around 160 species described worldwide, all of which are
considered potential vectors of this parasite. In Brazil, there are around 66 species, of which
22 occur in the Brazilian Amazon. This chapter is a systematic review of the literature on
triatomine species occurring in the state of Amazonas. Records of 13 species were obtained
for the state: R. amazonicus, R. brethesi, R. paraenses, R. pictipes, R. robustus, R.
montenegrensis, E. mucronatus, P. geniculatus, P. lignarius, P. rufotuberculatus, C. lenti, C.
pilosa and M. trinidadensis. There is no evidence of domicile of these species, however the
occurrence of colonies in the home, as well as the occasional finding of specimens in homes
raises an alert and reinforces the need for constant monitoring. Most of these species have
been observed naturally infected by T. cruzi, and there are species such as R. brethesi, R.
montenegrensis, R. pictipes and R. robustus that have been reported with natural infection
by T. rangeli. Considering that the presence of CD vectors in a region is a determining factor
for the transmission of T. cruzi to occur, research that addresses the occurrence of
triatomines, as well as aspects of their biology and aims to gather information that can
minimize contact with these with human habitations, continue to be effective ways of
preventing and controlling CD in the Brazilian Amazon.

Keywords: Chagas disease, Trypanosomiasis and Triatomine.

1. INTRODUGCAO

Os triatomineos s&o insetos hematéfagos da ordem Hemiptera, familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae, que possuem importancia em saude publica por serem os vetores
do agente etioldgico da doenga de Chagas (DC) (OLIVEIRA et al., 2016), também conhecida
como Tripanossomiase Americana, que € uma doenca parasitaria causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) (COURA, 2015; BRASIL, 2017; PINHEIRO et al., 2017).

Esses vetores sdo conhecidos por diferentes nomes populares dependendo do pais
ou regidao em que ocorrem, muitos desses nomes estao relacionados ao comportamento
desses insetos (GALVAO, 2014). No Brasil o termo mais conhecido é “barbeiro”, sendo que
no Sudeste e Centro-Oeste sdo conhecidos como “percevejo do mato”, “vum- vum” e

‘cascudo”; no Norte e Nordeste como “percevejo/bicho de parede”, “percevejo do sertao”,
”, “procotd”, “
(GALVAOQ, 2014).
Os triatomineos sao taxonomicamente distribuidos em cinco tribos, sendo elas:
Alberproseniini, Bolboderini, Cavernicolini, Rhodniini e Triatomini (SCHOFIELD; GALVAO,

2009; GALVAO, 2014; OLIVEIRA; ALEVI, 2017). Existem cerca de 160 espécies (sendo trés

“furdo brocotd” e “chupao” ; e no Sul como “chupao”, “fincao” e “bicho-de-frade”
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fésseis) descritas (LENT; WYGODZINSKY, 1979; JURBERG et al., 2014; OLIVEIRA; ALEVI,
2017; ZHAO; GALVAO; CAl, 2021; ALEVI et al., 2021; GIL-SANTANA et al., 2022; ZHAO et
al., 2023), que séo agrupadas em 18 géneros (OLIVEIRA; ALEVI, 2017; LIMA, et al., 2019;
PONAIR, 2019) e todas elas sdo consideradas potenciais vetores da DC (ALEVI et al., 2021;
DALE; JUSTI; GALVAO, 2021; ZHAO; GALVAQ; CAI, 2021). No Brasil existem cerca de 66
espécies relatadas (GALVAO, 2014, SOUZA et al., 2016; CORREIA et al. 2022) e destas, 22
ocorrem na Amazoénia brasileira (CASTRO et al., 2018).

Os triatomineos sdo amplamente distribuidos em todo o Brasil, e a regido amazénica
(considerada por muito tempo como area livre de DC), abriga diversas espécies silvestres,
principalmente por apresentar uma grande diversidade de eco6topos naturais (BILHEIRO,
2016). Além disso, nesta regido tem ocorrido ainda intensa degradagdo ambiental nos
ultimos anos e os estudos apontam que tal fato tem alterado o habitat natural dos
triatomineos, que em decorréncia disto iniciaram um processo lento de adaptacdo ao
ambiente degradado (DUARTE et al., 2017).

O conhecimento da diversidade de triatomineos ocorrente em uma regido € de
fundamental importancia para a compreensdo de possiveis processos de adaptacdo aos
ecotopos artificiais e consequentemente a maior aproximagao desses vetores com 0s seres
humanos, contribuindo para a profilaxia da DC (SPTI, 2012). Dessa maneira, proporcionar o
monitoramento desses vetores, melhorar o sistema de informagbes para a comunidade a
respeito da prevencdo da DC pode, eventualmente, diminuir a transmissado do T. cruzi
(BRASIL, 2019). Diante disso, o presente estudo tem por objetivo realizar uma reviséo
bibliografica das espécies de triatomineos ocorrentes no estado do Amazonas, descrevendo
as principais caracteristicas das mesmas, bem como seus aspectos ecoldgicos e sua

distribuicao no territorio brasileiro.

2. METODOS

O presente estudo € uma revisdo sistematica da literatura, baseada em Galvao e
Pereira (2014), seguindo os seguintes passos:
a) Elaboracgéo da pergunta de pesquisa: Quais as espécies de triatomineos ocorrentes

no estado no Amazonas descrito na literatura?
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b) Busca na literatura: Foram pesquisados artigos cientificos nas bases: Scientific
Electronic Library Online (SCIELO), Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e National Institute of
Health (PUBMED), utilizando os descritores: Amazonas and Triatomines; Amazonas and
Chagas Disease; Amazon and Triatomines; Amazon and Chagas Disease. Entraram no
estudo artigos nas linguas portuguesa, inglesa e espanhola, publicados até junho de 2023.

A quantidade de artigos encontrados na busca esta representada na figura 1.

S
o
'g Registros identificados nos bancos de dados
3 - SCIELO (n =122)
= -BVS (n=619)
c - PUBMED (n = 678)
§ Total: 1.419
N————
) Excluidos (n = 926)
Razdes do descarte dos artigos:
) ] - o - Duplicados;
On Artigos encontrados apés filtragem, segundo critérios de .| - Artigos que ndo estavam nos
% inclusao | idiomas portugués, inglés e
n (n=493) espanhol;
- Artigos publicados apds
junho/2023;
)
% v Excluidos (n =435)
© Razbdes do descarte dos artigos:
=l Artigos selecionados conforme os critérios de exclusao — »| - Artigos incompletos;
E (n=58) - Baixa qualidade metodolégica;
S - Fora do objetivo da pesquisa;
2 - Nao apresentavam dados
w referente a  ocorréncia e
distribuicao geogréfica dos
triatomineos;
v
o Artigos selecionados
AT (n=13)
[}
=
©
£

Figura 1. Fluxograma do processo de seleg¢ao dos artigos.
Fonte: Elaboracéo a partir da recomendagédo PRISMA

c) Selecgao dos artigos: Essa selecéo foi realizada por trés pesquisadores, sendo que
os artigos rejeitados por dois ou trés pesquisadores foram excluidos da pesquisa. Os critérios
para exclusao foram artigos duplicados (encontrados em mais de uma base de busca), fora
do objetivo da pesquisa, baixa qualidade metodoldgica e quando nao apresentavam dados

referente a ocorréncia e distribuicdo geografica dos triatomineos.
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d) Extragédo dos dados: Apds a selegéo dos artigos foram selecionados um total de 13
trabalhos, esses foram utilizados nos resultados do presente estudo. Além dos artigos
selecionados, também foram utilizados outros trabalhos para elaboragao da introdugao e
enriqguecimento da discussao do deste artigo.

e) Sintese dos dados, redagao discussao dos resultados: Os dados foram organizados
em tabelas. A descri¢cdo e discussado dos dados, estdo no tdpico “Resultados e Discussao”

que vem na sequéncia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o estado do Amazonas sao relatadas treze espécies de triatomineos, nos mais

diversos ecoétopos, conforme pode ser observado na tabela 1.
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Tabela 1 - Géneros e espécies ocorrentes no estado do Amazonas conforme localizagdo e ambiente de relato.

Trib. Gen. Espécie Localidade Ambiente Referéncia
ALMEIDA; SANTOS
R. amazonicus Manaus Estrada Manaus-ltacoatiara, Km 180
SPOSINA, 1873
Piacabal do Urumutum e piacabal do Rilau MASCARENHAS,
Barcelos
1991;
R. brethesi localidade de

Acuquaia, no Rio

COURA'BARRETT;
Padauari, afluente do Piacabal
. NARANJO, 1994;
Rio Negro - Barcelos ’ ’
Rhodmnius R. i
Rhodinini . i Palmeiras Attalea butyracea MADEIRA et al, 2020.
montenegrensis Guajara
R. paraensis NZo descrita N3o descnto GALVAO, 2014;
y Dormitério e refeitério de trabalhadores rurais - na ALMEIDA &
lanaus
Reserva Ducke, do INPA MACHADO, 1971
o Zona Urbana - Ambiente domiciliar (Condominio
R. pictipes
ltapuranga 1) .
Manaus FE et al., 2009.
Zona Rural — Ambiente Silvestre (BR174 - Km 44/
Chapaddo dos Fernandes/ Ramal Bom Destino/
Ramal da Felicidade/ Ramal do Canico/ Ramal do
Pau Rosa/ Ramal Novo Amanhecer/ Sitio Santa
Rita/ Sitio Vale Verde)
Zona Urbana - Ambiente domiciliar e silvestre
(Comunidade Aguas Claras e Condominio
Itapuranga [11) .
Manaus ) ) N FE et al., 2009.
R. robustus Zona Rural — Ambiente Silvestre (Comunidade S&o
Jodof Ramal da Felicidade/ Ramal do Canico/
Ramal Novo Amanhecer)
Dormitorio e refeitério de trabalhadores rurais - na
ALMEIDA &
Manaus Reserva Florestal Ducke, do INPA
MACHADO, 1871
Eratyrus E. mucronatus . . R
Recolhidos por moradores da comunidade proximo
Barcelos aos domicilios, local com palmeiras de vanas
. SOUZA et al,, 2021
espécies
. Dormitério e refeitorio de trabalhadores rurais - na
Triatomini ALMEIDA &
Manaus Reserva Florestal Ducke, do INPA
MACHADO, 1971
P. geniculatus Zona Urbana - Ambiente domiciliar (Conjunto Hiléia
Panstrongylus e Gonjunto Novo Mundo) .
Manaus . o FE et al., 2009.
Zona Rural — Ambiente domiciliar (AMO10 - Km 07 e
Com. S&o Jodo)
. Est. Am. 1, km 160 —
P. lignarius Na selva em plataformas elevadas
175 ALMEIDA, 1971;
. Cozinha do barco laboratorio ALMEIDA & SANTOS,
Foz do Rio Preto
P. 1973
rufotuberculatus Recolhidos por moradores da comunidade proximo
Barcelos aos domicilios, local com palmeiras de varias SOUZA et al,, 2021.
espécies
(préximo das obras da
. . 5 . " . BARRET & ARIAS,
C. lenti usina hidrelétrica de Arvore oca viva
- 1985.
Cavemnicolini  Cavernicola Balbina)
Tronco seco de arvore depositado em ambiente NASCIMENTQ et al_,
C. pilosa Novo Aripuana peridoméstico 2020.
. Palha seca e folhagem de acaizeiro (Euterpe SOUZA etal , 2019
Bolbodenni  Microtiatoma .
- . . precatéria)
M. trinidadensis Codajas

Legenda: R..Rhodnius; E.:Eratyrus; P..Panstrongylus; C..Cavemnicola; M..Microtiatoma
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3.1. GENERO Rhodnius

O nome Rhodnius vem do grego “rhodo, rhodum” que significa rosa, avermelhado,
sendo uma referéncia & coloracdo desses insetos (GALVAO, GURGEL-GONCALVES,
2014). Os membros do género sdo agrupados em trés grandes grupos, baseados na
distribuicdo geografica, biogeografica, morfolégica e filogenética, sendo eles: Pallescens
(considerado como transandino, distribuido no oeste da cordilheira dos Andes), Pictipes e
Prolixus (considerados como cisandinos, distribuidos no leste do Andes e Amazoénia) (JUSTI;
GALVAO, 2017). As espécies deste género vivem em copas das arvores (especialmente
palmeiras) e sua distribuicdo geografica € ampla, estando distribuidas na América do Sul e
Central (ABAD-FRANCH; MONTEIRO, 2007). No Amazonas ha registro da ocorréncia de
Rhodnius amazonicus (Almeida, Santos & Sposina, 1973) (ALMEIDA; SANTOS; SPOSINA,
1973), Rhodnius brethesi (Matta, 1919) (MASCARENHAS, 1991; COURA; BARRETT;
NARANJO, 1994), Rhodnius montenegrensis (Rosa et al., 2012) (MADEIRA et al, 2020),
Rhodnius paraensis (Sherlock, Guitton & Miles, 1977) (GALVAO, 2014), Rhodnius pictipes
(Stal, 1872) (ALMEIDA & MACHADO, 1971; FE et al., 2009) e Rhodnius robustus (Larrousse,
1927) (FE et al., 2009).

3.1.1. Rhodnius amazonicus

O epiteto de R. amazonicus (Figura 2a), faz referéncia a regido onde os espécimes
foram coletados (ALMEIDA; SANTOS; SPOSINA, 1973; GALVAO; GURGEL-GONCALVES,
2014). Contudo, a biologia e o habitat dessa espécie ainda sdo desconhecidos (BERENGER;
PLUOT-SIGWALT, 2002). Existem apenas cinco publicagbes que incluem descrigdes da
morfologia (ALMEIDA; SANTOS; SPOSINA, 1973; LENT; WYGODZINSKY, 1979;
BERENGER; PLUOT-SIGWALT, 2002; GALVAO, 2014; ROSA et al., 2017), sendo o ultimo
descrito a partir de um macho e uma fémea encontrados no Para. A partir de varios
exemplares identificados como R. pictipes, um casal com caracteristicas distintas
permanecia inicialmente ndo identificado, entdo durante um exame cuidadoso de espécimes
de triatomineos mortos o casal desconhecido foi finalmente identificado como R. amazonicus
(ROSA et al., 2017).

No Brasil, além do Amazonas (GALVAO; GURGEL-GONCALVES, 2014) existem
relatos desta espécie no estado do Para (ROSA et al., 2017) e Amapa, onde foi identificada

a presenga da espécie invadindo uma residéncia na zona rural (GALENO et al., 2023). A
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espécie também foi relatada na Guiana Francesa (BERENGER; PLUOT-SIGWALT, 2002).

3.1.2. Rhodnius brethesi

O epiteto da espécie R. brethesi (Figura 2b), € uma homenagem ao entomdlogo
francés Jean Bréthes (MATTA, 1919; GALVAO,GURGEL-GONCALVES, 2014). A espécie é
associada a palmeiras, especialmente Leopoldinia piassaba (GALVAO, GURGEL-
GONCALVES, 2014), conhecida como “piagaba piolho” entre os trabalhadores que extraem
a fibra dessa palmeira (MASCARENHAS, 1991; JUNQUEIRA, 2005; SOUZA; 2013), a qual
€ uma importante atividade econémica no Rio Negro (MEIRA,1993; OLIETE-JOSA, 2008).
Essa espécie tem sido encontrada naturalmente infectada por T. cruzi e Trypanosoma
rangeli, parasito com potencial de infec¢gao para humanos (COURA et al., 1996; VALLEJO et
al., 2015), o qual € pouco nocivo ao hospedeiro vertebrado, mas potencialmente patogénico
aos triatomineos (MARINKELLE, 1968; ANEZ, 1984).

Essa espécie apresenta um perigo particular para os coletores de folhas de piagaba,
uma vez que as palmeiras estao frequentemente infestadas com esta espécie que acabam
atacando os trabalhadores enquanto dormem em suas cabanas localizadas na floresta
(COURA; BARRETT; NARANJO, 1994; COURA et al., 1999). Estudos na regido amazénica
demonstram que casos positivos de infecgdo por T. cruzi foram atribuidos a exposicéo
continua de trabalhadores a essa espécie (COURA et al.,, 2002). Rocha et al. (2004)
investigando a eficiéncia da espécie como vetores do T. cruzi relataram que 20,7% dos
coletores de piacava soropositivos reconheceram os triatomineos como insetos presentes
em seu ambiente de trabalho e, destes, 30% informaram terem sido picados por estes
insetos.

No Brasil, a distribuicdo geografica de R. brethesi inclui areas umidas nos estados do
Amazonas e Para, na regido Norte do pais, e em areas mais secas do estado do Maranhao,
na regiao Nordeste (REBELO; BARROS; MENDES, 1998). Ha relatos da presenca desta
espécie, em outros paises, como Coldmbia e Venezuela (CARCAVALLO; JUBERG; LENT,
1999; GALVAO et al. 2003).

3.1.3. Rhodnius montenegrensis

Em relacdo a R. montenegrensis (Figura 2c), seu epiteto é uma referéncia ao
municipio de Monte Negro, estado de Rondbnia, onde os espécimes foram coletados e
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descritos pela primeira vez (ROSA et al., 2012; GALVAO, GURGEL-GONGCALVES, 2014).
Essa espécie é encontrada em palmeiras das espécies Orbignya phalerata (babacgu)
(GALVAO, GURGEL-GONCALVES, 2014) e Attalea butyracea (Jaci ou coquinho da mata)
(MADEIRA et al., 2020). Meneguetti et al. (2015) ja relataram invasao desta espécie em
residéncias no Acre, possivelmente atraidas pela luz. Essa espécie tem capacidade vetorial
comprovada, com relatos de infecg¢ao tanto por T. cruzi (BILHEIRO, et al., 2018) quanto por
T. rangeli (MENEGUETI et al.,, 2014; VALLEJO et al., 2015; RIBEIRO et al.,, 2019),
apresentando um papel importante na manutengao do ciclo enzodtico do T. cruzi (BILHEIRO
et al., 2019).

No estado do Amazonas, o primeiro relato dessa espécie ocorreu em 2020, a partir
da caracterizagcao de espécimes coletados em uma area rural do municipio de Guajara, na
mesorregido do sudoeste da Amazénia e microrregido do Jurua (MADEIRA et al., 2020).
Além do Amazonas, essa espécie ja foi relatada nos estados de Rondoénia (ROSA et al.,
2012), Acre (MENEGUETTI et al. 2015) e Roraima (GAMA NETO et al., 2020). Em 2022
houve o primeiro relato da espécie fora do Brasil, na Bolivia, onde os espécimes foram
coletados através de busca ativa em palmeiras (género Oenocarpus) distribuidas em areas
de matas secundarias e pastagens (MENEZES et al., 2022).

3.1.4. Rhodnius paraensis

No que se refere a espécie R. paraensis (Figura 2d) o epiteto € uma referéncia ao
estado do Para onde a espécie foi encontrada (SHERLOCK, GUITTON, MILES, 1977;
GALVAO, GURGEL-GONCALVES, 2014). Espécimes foram encontrados em ninhos do
roedor Echimys chrysurus (GALVAO, GURGEL-GONCALVES, 2014). Rosa et al. (2017)
menciona que é raro o encontro dessa espécie. No Brasil, existem relatos desta espécie
apenas nos estados do Para e Amazonas (GALVAO, GURGEL-GONCALVES, 2014). Além
do Brasil tal espécie também foi relatada na Guiana Francesa (BERENGER & PLUOT-
SIGWALT, 2002).

3.1.5. Rhodnius pictipes
O epiteto da espécie R. pictipes (Figura 2e) vem do latim “pes” que significa pés e

“pict” que significa pintado, uma referéncia as manchas negras presentes nas tibias desses
insetos (STAL, 1872; GALVAO, GURGEL-GONCALVES, 2014). Essa espécie é encontrada
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principalmente em palmeiras e bromélias, e apesar de ser considerada uma espécie
silvestre, espécimes adultos sao frequentemente encontrados em domicilios ou capturados
proximos a fontes de luz (GALVAO, GURGEL-GONCALVES, 2014). Esta espécie ja foi
encontrada naturalmente infectada por T. cruzi e T. rangeli, apresentando inclusive infeccéo
mista (CARCAVALLDO et al., 1975; OTERO; CARCAVALLO; TONN, 1976; VALLEJO et al.,
2015).

No Brasil, além do estado do Amazonas, R. pictipes esta presente em diversos
estados, ja tendo sido observada no Acre, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Para, Piaui, Tocantins, Rondénia, Amapa e Roraima (CASTRO-FILHO;
SILVEIRA, 1979; LENT; WYGODZINSKY, 1979; MILES; ARIAS; SOUZA, 1983; SILVEIRA,;
FEITOSA; BORGES, 1984; BRAZIL et al., 1985; SILVA; SILVA, 1990; GALVAO; GURGEL-
GONCALVES, 2014). Vale mencionar que a ocorréncia para o estado de Minas de Gerais
precisa ser confirmada por sair da area de distribuicdo da espécie, da Bacia Amazoénica
(FILHO; SILVEIRA, 1979).

E a espécie mais difundida na América do Sul, além do Brasil, apresenta relatos de
sua ocorréncia em Belize, Bolivia, Coldmbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru,
Suriname, Trinidad, Venezuela, ocorrendo também na América Central (LENT;
WYGODZINSKY,1979; GALINDEZ et al. 1996).

3.1.6. Rhodnius robustus

O termo robustos, associado a espécie R. robustus (Figura 2f) vem do latim “robustus”,
‘robusta” que significa forte, robusto, uma referéncia ao tamanho da espécie, a maior do
género Rhodnius (LARROUSSE, 1927; GALVAO, GURGEL-GONCALVES, 2014). Ocorre
em varias espécies de palmeiras, mas também ja foi encontrada em bromélias epifitas
(LENT; WYGODZINSKY, 1979).

No Brasil, além do Amazonas, ha relatos do encontro desta espécie no Acre, Amapa,
Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima, Tocantins e Piaui (GURGEL-
GONCALVES, et al., 2010; GALVAO; GURGEL-GONCALVES, 2014). Além do Brasil, ha
relatos da mesma na Bolivia, Coldmbia, Equador, Guiana Francesa, Peru e Venezuela
(GALVAO, GURGEL-GONCALVES, 2014).

E umas das espécies de triatomineos mais preocupantes da Amazonia (ROSA et al.,
2012; GURGEL-GONCALVES; GALVAO; PETERSON, 2012; JURBERG et al., 2014), visto

que é frequentemente encontrada invadindo domicilios, sendo encontrada infectada por T.
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cruzi, tanto em areas urbanas e indigenas, no domicilio e peridomicilio (ROJAS-CORTEZ et
al., 2016; CASTRO, 2016) e por T. rangeli (VALLEJO et al., 2015).

*

LS

Figura 2. Distribuicdo geografica do género Rhodnius.

Legenda: A — R. amazonicus, macho, vista dorsal. Foto: Jader de Oliveira. B — R. brethesi, f€mea, vista dorsal.
Foto: Rossana Falcone, Juliana Damieli Nascimento. C — R. montenegrensis, fémea, vista dorsal. Foto: Jader
de Oliveira. D — R. paraenses, fémea, vista dorsal. Foto: Jader de Oliveira. E — R. pictipes, fémea, vista. dorsal.
Foto: Rossana Falcone, Juliana Damieli Nascimento. F — R. robustus, fémea, vista dorsal, Foto: Jader de
Oliveira.

3.2. GENERO Eratyrus

O nome Eratyrus vem do grego “erat’ e significa encantador, adoravel (GALVAO;
GURGEL-GONCALVES, 2014). Este género compreende apenas duas espécies, E.
cuspidatus e E. mucronatus, onde ambas sdo consideradas vetores silvestres com poucos
estudos sobre sua biologia e epidemiologia (LENT; WYGODZINSKY, 1979). Podem ser
encontradas nas Américas Central e do Sul, a oeste dos Andes (E. cuspidatus) e em vastas
areas da América do Sul (E. mucronatus) (LENT; WYGODZINSKY, 1979). Nao ha relatos da
ocorréncia de E. cuspidatus no Brasil. No Amazonas ha relatos da ocorréncia de E.
mucronatus (Stal, 1859) (ALMEIDA & MACHADO, 1971; SOUZA et al., 2021).
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3.2.1. Eratyrus mucronatus

O termo mucronatus, associado a espécie E. mucronatus (Figura 3) vem do latim
“mucro” que significa ponta afiada, uma referéncia aos espinhos presentes no pronoto (STAL,
1859; GALVAO; GURGEL-GONCALVES, 2014). Ocorre em habitats silvestres e geralmente
estd associada a ninhos de Xenartha, Didelphidae e Chiroptera em palmeiras, bem como em
simpatria com colbnias de Triatoma maculata (Erichson, 1848) e Cavernicola pilosa (DIAS et
al., 1942; GUERRERO; SCORZA,1981; VIVAS et al., 2001).

No Brasil, além do estado do Amazonas, esta espécie ocorre nos estados do Acre,
Para, Rondénia, Roraima, Maranhao, Goias, Mato Grosso, Tocantins e Amapa e se estende
aos paises Colébmbia, Bolivia, Equador, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela
(MENEGUETTI et al. 2011; OBARA et al., 2013; FERREIRA; SOUTO, 2013; GALVAO;
GURGEL-GONCALVES, 2014; MONTE et al., 2014; GAMA NETO et al., 2020), além de
Guatemala, Guiana, Panama, Peru e Trinidad (CARCAVALLO; JUBERG; LENT, 1999).

Esta espécie ja foi encontrada naturalmente infectada com T. cruzi (NOIREAU et al.
1995; GUHL, 2007; ROJAS et al. 2008; TORRES; CABRERA, 2010; DEPICKERE et al. 2012;
GALVAO, 2014) e apresenta forte atragdo por fontes de luz artificial, o que acarreta a sua
invasdo aos domicilios (VIVAS; BARAZARTE; FERNANDEZ, 2001; MOROCOIMA et al.
2010; RANGEL-AVENDANO et al. 2011; MONTE et al. 2014; PAEZ-RONDON et al. 2019).
O potencial de domiciliagdo dessa espécie, tem sido demonstrada na Bolivia, particularmente
no peridomicilio (DEPICKERE et al., 2012), e na Venezuela, Peru e Colémbia (areas
urbanas) também ja foram encontrados indicios do potencial desses insetos se domiciliarem
(LENT; WYGODZINSKY, 1979; VIVAS; BARAZARTE; FERNANDEZ, 2001; AVENDANO-
RANGEL et al., 2011; CARDENAS et al., 2011). Na Amazénia Brasileira ja foi observado a
invasédo a residéncias por essa espécie, mas sem domiciliacdo (CASTRO et al., 2010). Desta
forma, esta espécie pode ser considerada um potencial vetor do T. cruzi para humanos,
sendo de extrema importancia que a sua ocorréncia esteja atualizada, bem como ocorra a
identificag&o dos locais onde essa espécie foi encontrada dentro de residéncias (OBARA, et
al., 2013).

Atualidades em Medicina Tropical no Brasil: Vetores 2



Figura 3. Distribuicdo geografica da espécie Eratyrus mucronatus.
Legenda: A — E. mucronatus, macho, vista dorsal. Foto: Jader de Oliveira.

3.3. GENERO Panstrongylus

Panstrongylus € um dos trés principais géneros de maior importancia epidemioldgica,
devido a sinantropia e capacidade de domiciliagao, estabelecendo desta forma o elo entre o
parasito e o ser humano (SCHOFIELD, 1994). E considerado o terceiro género mais diverso
da subfamilia Triatominae, depois de Triatoma e Rhodnius. No Amazonas ha registros da
ocorréncia de Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811) (ALMEIDA; MACHADO, 1971; FE
et al., 2009), Panstrongylus lignarius (Walker, 1873) (ALMEIDA, 1971) e Panstrongylus
rufotuberculatus (Champion, 1899) (ALMEIDA; SANTOS, 1973; SOUZA et al., 2021).

3.3.1. Panstrongylus geniculatus

” “*

O epiteto de P. geniculatus (Figura 4a) vem do latim “geniculatus”, “geniculata”,
“geniculatum” e significa intrincado, cheio de nés (LATREILLE, 1811; GALVAO; GURGEL-
GONCALVES, 2014). Essa espécie € amplamente distribuida na América do Sul (LEITE;
SANTOS; FALQUETO, 2007; SILVA et al., 2016). No Brasil, além do estado do Amazonas,
ja foi registrada no Acre, Amapa, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias,

Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Parana, Pernambuco,
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Piaui, Rio de Janeiro, Rondbnia, Roraima, S&o Paulo,Tocantins (LEITE; SANTOS;
FALQUETO, 2007; SILVA et al., 2016), Sergipe e Alagoas (OLIVEIRA et al., 2024). Séo
encontrados em tocas de tatus e pacas, em cavernas, sob cascas de arvores, proximos a
ninhos de aves, em varias espécies de palmeiras e associados a porcos nos peridomicilios
(CARCAVALLO et al. 1998; VALENTE, 1999; TERRASSINI; MENEGUETTI; OLIVEIRA,
2022). E comum a invasdo do domicilio por adultos, muitas vezes infectados pelo T. cruzi
(LENT; JURBERG, 1968).

Esta espécie € um importante vetor silvestre que pode eventualmente invadir
residéncias atraidos pela luz (LENT; JURBERG, 1968; LENT, 1979; MILES; SOUZA;
POVOA, 1981; NAIFF; NAIFF; BARRETT, 1998; VALENTE et al.,1998; RIBEIRO et al., 2019)
também ja foi relatada em um prédio (PEIXOTO et al., 2020), além de locais atipicos, como
penitenciaria, igreja, escola, universidade, hospital e posto de saude (CRUZ et al, 2023) e
em um grande centro urbano, como Sdo Paulo (CERRETTI-JUNIOR, et al., 2018). Valente
et al. (1998) relataram a colonizagdo desta espécie em abrigos de suinos construidos
préximos a domicilios no Para. Na Venezuela colbnias foram relatadas em ambiente
intradomiciliar (domiciliagao) (REYES-LUGO, 2009; REYES-LUGO; RODRIGUEZ-ACOSTA,
2000) e na Bolivia foram coletados espécimes de todos os estadios pertencentes a esta
espécie (DEPICKERE et al., 2012).

3.3.2. Panstrongylus lignarius

O epiteto de P. lignarius (Figura 4b) vem do latim “lignum” que significa madeira, uma
referéncia ao aspecto do inseto que apresenta coloragao similar a madeira (WALKER, 1873;
GALVAO, GURGEL-GONCALVES, 2014). Sao encontrados em palmeiras, arvores ocas,
copas de arvores, ninhos de tucanos, bromélias, associada com marsupiais e roedores,
galinheiros, e ocasionalmente em domicilios (CARCAVALLO et al. 1998; GAUNT; MILES,
2000). Esta espécie ja foi descrita naturalmente infectada por T. cruzi (LENT;
WYGODZINSKY, 1979; CHAGAS, 1909).

Além do Amazonas, ha registros no Maranhao, Para, Tocantins, Mato Grosso, Amapa
(PAULA et al., 2013; FERREIRA; SOUTO, 2013; GALVAO, GURGEL-GONCALVES, 2014),
Acre (RIBEIRO et al.,, 2019) e Rondb6nia, onde o espécime foi encontrado em um
apartamento (TERASSINI et al., 2017). Também pode ser encontrada em outros paises da
América do Sul, como Equador, Peru, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela
(GALVAO, GURGEL-GONCALVES, 2014).
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3.3.3. Panstrongylus rufotuberculatus

Referente a espécie P. rufotuberculatus (Figura 4c), seu epiteto é uma referéncia a
coloracéo vermelho ferrugem do inseto, e vem do latim “rufus”, “rufa” que significa vermelho,
avermelhado (CHAMPION, 1899; GALVAO, GURGEL-GONCALVES, 2014). Sao
encontrados em palmeiras, arvores ocas, refugios de mamiferos como tatus e morcegos, e
eventualmente nos domicilios e peridomicilios (CARCAVALLO et al. 1998). Ha relatos da
ocorréncia de espécimes associados a gambas na Amazdnia Brasileira (MILES, 1979). Ha
relatos da ocorréncia de colénias intradomiciliares (CALDERON; FIGUEROA; NAQUIRA,
1985) e indicios da invasao de residéncias por adultos atraidos pela luz (CASTRO et al.,
2010).

O primeiro espécime capturado no Amazonas, foi descrito em 1973, na foz do Rio
Preto, afluente do Rio Unini, parte da bacia do Rio Negro (ALMEIDA; SANTOS, 1973). No
entanto, a infeccao de P. rufotuberculatus com T. cruzi somente foi relatada em 1983 e 1999
(SOUSA; WOLDA; BATISTA, 1983; SALOMON et al. 1999).

No Brasil, além do Amazonas, ha registro desta espécie no Acre, Para, Mato Grosso
(GALVAO, 2014; OLIVEIRA et al., 2019), Rondénia (ROCHA; LOBATO; GALVAO, 2021) e
Roraima (SOUZA et al., 2022). Também ja foi encontrado no México, Costa Rica, Panama,
Guiana Francesa, Coldmbia, Venezuela, Equador, Peru, Bolivia e Argentina (SALOMON et
al. 1999; GALVAO, 2014).

Figura 4. Distribuicdo geografica do género Panstrongylus.

Legenda: A — P. geniculatus, macho, vista dorsal. Foto: Jader de Oliveira. B — P. lignarius, macho, vista
dorsal. Foto: Jader de Oliveira. C — P. rufotuberculatus, macho, vista dorsal. Foto: Jader de Oliveira.
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3.4. GENERO Cavemicola

O género Cavernicola vem do latim “cavern” e significa aquele que vive em cavernas
ou apresenta habitos cavernicolas (GALVAO; GURGEL-GONCALVES, 2014). Esses insetos
sdo considerados especializados em cavernas e existem apenas duas espécies deste
género (BARBER, 1937), sendo que ambas ocorrem no estado do Amazonas: Cavernicola
lenti (Barrett & Arias, 1985) (BARRET; ARIAS, 1985) e Cavernicola pilosa (Barber, 1937)
(NASCIMENTO et al., 2020).

3.4.1. Cavernicola lenti

O nome da espécie C. lenti (Figura 5a) € uma homenagem a Herman Lent (1911-
2004), notavel entomologo brasileiro e maior autoridade mundial em taxonomia de
triatomineos (BARRETT & ARIAS, 1985; GALVAO; GURGEL-GONCALVES, 2014).

A descricdo desta espécie foi realizada a partir de adultos, ninfas e ovos coletados
dentro de uma grande arvore oca viva no Amazonas, onde foi associada a roedores e
morcegos, mas ja se mostrou capaz de se alimentar a partir de outros vertebrados em
laboratério (BARRETT; ARIAS, 1985). Esta espécie ja foi encontrada também invadindo
areas urbanas e domicilios (SILVA; SILVA; ELIAS, 1992).

No Brasil ha evidéncias de sua ocorréncia apenas no estado do Amazonas (GALVAO;
GURGEL-GONCALVES, 2014).

3.4.2. Cavernicola pilosa

O epiteto da espécie C. pilosa (Figura 5b) vem do latim “pilos”, que significa peludo,
uma referéncia ao aspecto piloso do inseto (BARBER, 1937; GALVAO; GURGEL-
GONCALVES, 2014). Esta espécie foi descrita por Barber (1937) a partir de sete espécimes
adultos e cinco ninfas coletadas em cavernas frequentadas por grande numero de morcegos
no Panama.

Oliveira, Maia e Dantas (2008) destacam que a ocorréncia de C. pilosa é restrita a
microclimas como os de cavernas, pordes e cavidades de arvores, geralmente quentes e
umidos com pouca ou nenhuma luz, sempre associado com a presenga de morcegos. Ha
também registros de raros encontros em domicilios (GOMES; PEREIRA, 1977; BARBOSA

et al., 2005). As colbnias tendem a ser muito numerosas, e quando um pequeno numero é
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encontrado pode ser considerado um achado acidental, como os relatados em habitagdes
humanas no Panama (PIPKIN, 1968).

Considerando que esta espécie sempre foi encontrada associada a espécies de
morcegos (Chiroptera), fato este que levou a crenga de que o inseto se alimenta apenas
desse grupo de animais (CARCAVALLO et al., 1976), dificultando assim a reproducéo do
inseto em condi¢des de laboratdrio. No entanto, Oliveira, Maia e Dantas (2008) em um estudo
com o objetivo de fornecer mais informagdes sobre o ambiente natural da espécie, relataram
uma colonizagdo bem-sucedida em condigdes de laboratorio, onde apenas camundongos
foram fornecidos como fonte de alimento, sugerindo que o clima seria o principal fator
limitante para a sobrevivéncia (pelo menos em condi¢des de laboratério). Tal achado revela
que é possivel criar C. pilosa alimentando-os exclusivamente com sangue de camundongos,
0 que viabiliza sua colonizagdo e permite mais estudos laboratoriais sobre esta espécie
(OLIVEIRA; MAIA;DANTAS, 2008)

Oliveira, Maia e Dantas (2008) observaram também a presenca de ovos de C. pilosa
fixados em um rato no laboratério suportando a hipétese que a disperséo (passiva) ocorre
principalmente por meio de ovos fixado em pélos de morcego, com eclosédo e
desenvolvimento ocorrendo em outros ambientes favoraveis (habitats abrigados, protegidos
das variagdes climaticas e luminosas).

No Brasil, além do estado do Amazonas, tal espécie ja foi relatada nos estados do
Para, Tocantins, Bahia, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Parana e Maranhdo (LENT e JURBERG, 1969; GALVAO et al., 2003; OLIVEIRA;
SOUZA; DIOTAIUTI, 2007; OLIVEIRA; MAIA; DANTAS, 2008; GIL-SANTANA; GALVAOQ;
MIELKE, 2014). Ha registros desta espécie também no Panama, Colémbia, Venezuela,
Equador, Guiana Francesa e Peru (LENT; WYGODZINSKY 1979; GALVAO et al., 2003;
BERENGER et al., 2009).
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Figura 5 - Distribuicdo geografica do género Cavernicola.

Legenda: A — C. lenti, fémea, vista dorsal. Foto: Jader de Oliveira. B — C. pilosa, macho, vista dorsal. Foto:
Jader de Oliveira

3.5. GENERO Microtriatoma

O nome genérico Microtriatoma vem do grego “micro” que significa pequeno, uma
referéncia ao pequeno tamanho dos insetos desse género (GALVAO, GURGEL-
GONCALVES, 2014). E bem caracteristico e pode ser facilmente diferenciado de outros
triatomineos. Sua cor basica é preta, com varias regides do corpo cobertas por cerdas
distintas e curtas (LENT; WYGODZINSKY, 1979). Além das descrigbes originais, o
conhecimento taxonémico do género é restrito a alguns trabalhos morfolégicos (OSUNA;
AYALA, 1993; ROCHA et al., 2005; GALVAO; ANGULO, 2006; SANDOVAL et al., 2007; GIL-
SANTANA; GALVAO, 2013), sendo desta forma um dos géneros menos conhecidos de
Triatominae (GALVAO, 2014). No Amazonas hé registros da ocorréncia do Microtriatoma
trinidadensis (Lent, 1951) (SOUZA et al., 2019).

3.6. Microtriatoma trinidadensis

O termo trinidadensis, pertinente a espécie M. trinidadensis (Figura 6), é uma

referéncia a ilha de Trinidad, onde esses insetos foram encontrados pela primeira vez (LENT,
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1951; GALVAO; GURGEL-GONCALVES, 2014). Séo encontrados em palmeiras e cavidades
de arvores, escondidos entre as folhas, dentro de ninhos de gambas (Didelphis marsupialis)
(GALVAO; GURGEL-GONCALVES, 2014).

No Brasil, além do Amazonas, ja foi relatada nos estados de Mato Grosso, Para e
Tocantins e nos paises vizinhos, como Bolivia, Coldmbia, Guiana Francesa, Peru, Trinidad
e Venezuela, onde vive em bromélias, palmeiras, arvores e ninhos de passaros (GALVAO,
2014). No Amazonas, o espécime foi coletado em palha seca e folhagem de acgaizeiro
(Euterpe precatoria) em habitat peridoméstico, onde tal fato pode ser um alerta
epidemiologico, uma vez que a espécie é vetora do T. cruzi, e, assim, aumenta a
possibilidade de transmissao oral da doenga de Chagas para este estado (SOUZA, et al.,
2019).

Figura 6. Distribuicdo geografica do género Microtriatoma.
A — M. trinidadensis, fémea, vista dorsal. Foto: Cleber Galvéao

4. CONCLUSAO

Ao todo, 13 espécies de triatomineos ja foram relatadas para o estado do Amazonas,
sendo elas, R. amazonicus, R. brethesi, R. paraenses, R. pictipes, R. robustus, R.

montenegrensis, E. mucronatus, P. geniculatus, P. lignarius, P. rufotuberculatus, C. lenti, C.
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pilosa e M. trinidadensis. O género com maior representatividade para a regido foi o
Rhodnius, com seis espécies relatadas, seguido pelo género Panstrongylus, com trés
espécies. Ainda ndo ha evidéncias de domiciliagao para o estado, entretanto a ocorréncia de
colénias no peridomicilio, bem como o encontro de espécimes nos domicilios levanta um
alerta e reforgca a necessidade de monitoramento constante ndo sé para o estado, mas para
as regides proximas, uma vez que considerando o potencial destes insetos a domiciliagao
pode vir a ocorrer.

A maioria das espécies relatadas no Amazonas ja foi encontrada naturalmente
infectada por T.cruzi, e existem espécies como R. brethesi, R. montenegrensis, R. pictipes e
R. robustus em que ja foram observadas também infecgdo natural por T. rangeli.
Considerando que a presenca dos vetores da doenga de Chagas em uma regido é um fator
determinante para que ocorra a transmissao de T. cruzi, pesquisas que abordem a ocorréncia
dos triatomineos, bem como aspectos da biologia dos mesmos e visem reunir informagdes
que possam minimizar o contato destes com as habitagbes humanas, continuam sendo

formas eficazes de prevencgao e controle da DC na Amazoénia Brasileira.
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RESUMO

O Laboratério de Referéncia em Triatomineos e Epidemiologia da Doenca de Chagas
(LATEC-REF) integra um dos cerca de 50 laboratorios de referéncia da Fiocruz, cuja miss&o
€ dar respostas a eventos que se constituem em emergéncia de saude publica de
importancia nacional. Ele consolida-se ao longo dos anos no apoio ao SUS, no cumprimento
da missédo da Fiocruz: “Produzir, disseminar e compartilhar conhecimentos e tecnologias
voltados para o fortalecimento e a consolidagéo do Sistema Unico de Saude (SUS) e que
contribuam para a promog¢ao da saude e da qualidade de vida da populagao brasileira, para
a reducao das desigualdades sociais e para a dinamica nacional de inovacao, tendo a defesa
do direito a saude e da cidadania ampla como valores centrais”. Com base no exposto, neste
capitulo sdo apresentadas atividades, experiéncias e expertises desenvolvidas nos ultimos
nove anos pelo LATEC-REF, de acordo com as solicitagdes recebidas pelo servigo (SUS) e
pela populagéo leiga (capacitagdes, desenvolvimento e manutengdo de metodologias de
apoio a vigilancia, divulgagao cientifica etc.). Todas estas atividades desempenhadas visam
o fortalecimento das agdes de vigilancia entomoldgica da doenga de Chagas e do SUS.
Palavras chave: Taxonomia, posto de informacdo em triatomineos e resisténcia a
inseticidas

ABSTRACT

The Reference Laboratory of Triatomines and Chagas Disease Epidemiology (LATEC-REF)
is one of around the 50 reference laboratories at Fiocruz, whose mission is to respond to
events that constitute a public health emergency of national importance. Over the years it has
consolidated its support for the SUS, fulfilling Fiocruz's mission: "To produce, disseminate
and share knowledge and technologies aimed at strengthening and consolidating the Unified
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Health System (SUS) and contributing to promotion of health and the quality of life of the
Brazilian population, the reduction of social inequalities and the national dynamics of
innovation, with the defense of the right to health and broad citizenship as core values". Based
on the above, this chapter presents the activities, experiences and expertise developed over
the last nine years by LATEC-REF, according to requests received by the service (SUS) and
the lay population (training, development and maintenance of methodologies to support
surveillance, scientific dissemination, etc.). All these activities are aimed at strengthening
entomological surveillance of Chagas disease and the SUS.

Keywords: Taxonomy, triatomine information point and insecticide resistence.

1. INTRODUGCAO

Os insetos da subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) sdo encontrados nas
Américas entre as latitudes 42° N e 46° S (SCHOFIELD, 1994). Sao hemipteros
paurometabolos, hematéfagos em todas as fases de seu desenvolvimento e sao
responsaveis pela transmissdo de uma das mais importantes doencas do continente
americano, a doenga de Chagas. Esta doenga € uma infecgdo parasitaria causada pelo
Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909), um protozoario cujo ciclo de vida inclui a passagem
obrigatéria por varios hospedeiros mamiferos, sendo transmitidos pelas deje¢des infectantes
dos triatomineos. Associada a populagdes negligenciadas, a doenga de Chagas é uma das
parasitoses com maiores impactos globais, afetando principalmente paises considerados
subdesenvolvidos (PAHO, 2023). No Brasil, apesar dos avangos conquistados através do
Programa de Controle da Doenca de Chagas, a consolidagdo da vigilancia entomolégica
para a doencga de Chagas é ainda um desafio para os servigos de saude. Com a eliminagao
do Triatoma infestans (Klug, 1834) no pais (DIAS, 2006), a idéia equivocada de erradicagao
ou controle efetivo da doenga (RAMOS JR; CARVALHO, 2001; ABAD-FRANCH et al., 2013;
PINHEIRO et al., 2016) se disseminou, no entanto, a preocupacgao a respeito da transmissao
vetorial permanece, uma vez que dispomos de varias espécies autdctones com capacidade
para invasdo e colonizagdo do ambiente domiciliar (SILVIERA, 2002) inclusive com a
substituicdo da espécie eliminada por outras. Desta forma, as atividades de controle da
doenga de Chagas devem ter carater permanente e a participacdo da populagdo € de
fundamental importdncia neste contexto somando-se aos esforgos da vigilancia
entomoldgica realizada pelas secretarias municipais de saude.

O Laboratério de Referéncia em Triatomineos e Epidemiologia da Doencga de Chagas

(LATEC-REF) do Instituto René Rachou, Fiocruz Minas Gerais, integra um dos cerca de 50
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laboratorios de referéncia da Fiocruz, cuja missdo € dar respostas a eventos que se
constituem em emergéncia de saude publica de importancia nacional. Foi oficialmente
reconhecido como laboratorio de referéncia da Fiocruz em 2001 e vém contribuindo de forma
relevante na difusdo do conhecimento dos triatomineos. Além de oferecer capacitacdes e
realizar o controle de qualidade de identificagcdes taxondmicas de triatomineos realizadas ao
SUS, também presta servigos a comunidade cientifica e ndo cientifica funcionando como
Posto de Informagdo em Triatomineos (PIT), que € um local estratégico no municipio
escolhido pela vigilancia em saude para que a populagdo possa entregar insetos suspeitos
de serem triatomineos (MORENO; BARACHO, 2000). Como Centro Colaborador em Saude
e Ambiente da FIOCRUZ junto a OMS, o laboratério também coordena a Rede de
Monitoramento de Resisténcia de Triatomineos a Inseticidas (REMOT).

A REMOT foi estruturada em 2010 pelo LATEC-REF em parceria com a Secretaria de
Vigilancia em Saude do Ministério da Saude (SVS/MS) com o objetivo de avaliar e monitorar
a suscetibilidade aos inseticidas das espécies de triatomineos com importancia
epidemioldgica na transmissdo do T. cruzi ao homem em territério nacional, e garantir
qualidade nas atividades de controle vetorial.

Além de investigar a resisténcia de populagbes de triatomineos brasileiros aos
inseticidas, a rede busca avaliar novos produtos como alternativas para o controle
entomoldgico da doenga de Chagas, desenvolver métodos destinados ao diagnédstico da
resisténcia destes insetos aos inseticidas, promover a capacitacéo técnica e a colaboracao
entre os profissionais envolvidos no controle de vetores da doenca de Chagas (PESSOA et
al., 2016).

Todas as atividades desempenhadas pelo LATEC-REF visam o fortalecimento das
acdes de vigilancia entomoldgica da doenga de Chagas, sendo que ao longo de sua
existéncia acumula um vasto e importante histérico de dados de servigos prestados que séo

aqui apresentados.

2. METODOS

Para a identificagdo taxondmica dos triatomineos utilizamos a observacdo de
caracteristicas morfologicas externas através do uso de chaves dicotdmicas (LENT;
WYGODZINSKY, 1979; GALVAO; DALE, 2014; OLIVEIRA, 2015). Para o exame dos
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triatomineos ¢é utilizado o método de compressao abdominal destes, observagao do conteudo
intestinal (fezes e/ou urina) entre Iamina e laminula sob microscopia ética.

Para a analise dos dados dos servigos prestados, foram utilizados os registros fisicos
(cadernos, e-mails, mensagens de wattsapp, base de dados do aplicativo Triatokey) dos
anos de 2015 a 2023. Foi utilizado o Microsoft Excel para tabular os dados das solicitagdes
de servigo (por exemplo, espécie, género, pais, estado, numero de espécimes e etc.) e plota-
la em graficos e tabelas.

A deteccao e a caracterizag&o de resisténcia aos inseticidas sdo alcangadas por meio
da realizacdo de bioensaios de laboratério ou campo. Esses bioensaios permitem avaliar a
resposta dos triatomineos aos inseticidas sob condigbes laboratoriais rigorosamente
controladas.

As técnicas utilizadas em laboratérios sdo padronizadas e uma populacao de insetos
€ exposta a diferentes concentracdes do inseticida; posteriormente a taxa de mortalidade é
registrada e comparada a de uma populacao suscetivel (PESSOA et al., 2015). Inicialmente,
sao realizados os ensaios qualitativos para caracterizagao das populagbes em suscetiveis
ou resistentes baseada na taxa de mortalidade observada. As amostras sdo submetidas a
Dose Diagnostica (DD), que para triatomineos equivale a uma dose de inseticida capaz de
matar 99% da populagéo considerada Linhagem Referéncia de Suscetibilidade (LRS) (WHO,
1994). Essas medidas foram realizadas em condi¢des ideais do LATEC para as principais
especies brasileiras, consideradas padrao e disponibilizadas para realizacdo dos bioensaios
nos laboratorios colaboradores (PESSOA et al., 2015).

Caso os testes apresentem mortalidade abaixo de 80%, indicando resisténcia, séo
entdo realizados os testes quantitativos. Nos testes quantitativos também conhecidos como
testes de dose-resposta, € possivel determinar as doses letais (DLs) e calcular a Raz&o de
Resisténcia (RR). A RR é calculada comparando a DL de uma populagédo de triatomineo
coletada em campo com triatomineos sabidamente suscetiveis (LRS definida como uma
colonia estabelecida em laboratério por pelo menos cinco geragdes sem exposicdo a
inseticidas). A RRso € calculada para triatomineos, obtendo-se o quociente da dose que mata
50% (DLso) da populagcdo de campo pela DLso da LRS. De acordo com os critérios da
Organizagao Pan-Americana da Saude (OPAS), as populagdes s&o classificadas da seguinte
forma: 1) RR < 5: suscetiveis; II) RR =2 5 e < 20: resisténcia incipiente; 1ll) RR = 20: resistentes
(WHO, 1994; OPAS, 2005).

Para ambos os testes, a leitura de mortalidade é realizada decorridas 72 horas apos
o contato do triatomineo com o inseticida. Os parametros de leitura de mortalidade e a
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classificagao dos insetos em suscetivel e resistente é baseada nos sinais locomotores, tonus
muscular ou incapacidade total de deslocamento quando estimulados com uma pinga (WHO,
1994).

Os testes de campo sao utilizados quando populagcbes testadas em laboratério
apresentam RR= 5. Esses ensaios sao realizados expondo os triatomineos contidos por um
cone plastico a superficies tratadas com inseticidas, seguindo as recomendagbes do
fabricante quanto a dose, diluicdo e método de aplicagdo, bem como as normas de borrifagao
definidas pelo Ministério da Saude (SOUZA, 2019). A leitura de mortalidade segue os critérios
dos testes laboratoriais, e considera-se que exista resisténcia quando os insetos expostos a
dose recomendada pelo fabricante apresentam uma taxa de mortalidade inferior a 80%
(WHO, 1994).

3. RESULTADOS

3.1. SERVIGCOS PRESTADOS PELO LATEC-REF DE APOIO A VIGILANCIA
ENTOMOLOGICA DO SUS, COMUNIDADE CIENTIFICA E A SOCIEDADE

Os servigos oferecidos pelo LATEC-REF integram a Guia de servigos da Fiocruz

(https://portal.fiocruz.br/servicos) e preferencialmente devem ser solicitados por este canal:

1. Identificagcao taxonémica de referéncia de triatomineos (barbeiros) — Fiocruz/MG;

2. Treinamento em identificagao taxonémica e exame parasitoldgico de triatomineos para
controle da doenga de Chagas — Fiocruz/MG;

3. Identificacdo taxondmica de vetores (barbeiros) enviados pelo cidadao — Fiocruz/MG:
aqui sao aceitas solicitacées oriundas de diferentes canais (presencial — PIT* LATEC,
solicitacao via e-mail, aplicativo mével — TriatoKey™*).

No periodo compreendido entre os meses de janeiro de 2015 a agosto de 2023 foram
recebidas 1901 solicitacoes de servicos ao LATEC-REF, sendo que, 163 solicitagdes foram
oriundas do SUS (Secretarias Estaduais de Saude, Regionais de Saude e Prefeituras
Municipais), 1216 correspondem a solicitagées recebidas por meio do aplicativo TriatoKey,
186 foram identificacées de potenciais triatomineos via PIT-LATEC/plataformas digitais, 297
solicitacbes de doacbes de materiais didaticos, além da realizacdo de 39 cursos de
capacitacao de profissionais que atuam na vigilancia ambiental em saude (coordenadores

de endemias, técnicos de laboratorios, agentes comunitarios de saude (ACS) e ACEs (Figura

1).
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Figura 1. Solicitagcdes de servigos recebidas pelo Laboratério de Referéncia em
Triatomineos no periodo entre janeiro de 2015 a agosto de 2023

3.2. SOLICITAGOES REALIZADAS PELO SUS AO LABORATORIO DE REFERENCIA

Das 163 solicitacbes ao LR-LATEC provenientes do SUS, 78 foram para a
identificacdo taxondmica de espécies de triatomineos, 46 solicitagcdes para a realizacdo do
exame parasitologico para deteccéo de tripanosomatideos em triatomineos, e 39 foram para
a oferta de cursos de capacitagao de profissionais ligados ao SUS (Tabela 1).

Tabela 1. Servigos prestados pelo Laboratério de Referéncia realizado no periodo de
janeiro de 2015 a agosto de 2023
N° de solicitagdes de servigos da referéncia

Ano Confirmagao de espécie Exame Parasitolégico Cursos de capacitagao
2015 41 4 4
2016 3 4 1
2017 6 4 3
2018 4 7 10
2019 8 15 7
2020 2 1 0
2021 2 6 0
2022 5 4 11
2023 7 1 3
Total 78 46 39
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Minas Gerais foi o estado da federacdo com o maior numero de solicitacbes de
servigos de referéncia geradas (113) sendo os insetos oriundos de 25 municipios mineiros:
Araguari (29), Barédo de Cocais (1), Belo Horizonte (20), Betim (5), Carmépolis de Minas (4),
Coronel Fabriciano (1), Divinépolis (10), Espinosa (6), Florestal (1), Governador Valadares
(9), ltanhomi (4), Jaboticatubas (2), Januaria (1), Manhumirim (1), Montes Claros (3), Novo
Oriente de Minas (1), Patos de Minas (1), Pirapora (1), Pouso Alegre (2), Santa Luzia (5),
Sé&o Joao das Missoes (2), Sete Lagoas (1), Tedfilo Otoni (1), Uberlandia (1) e Serra Azul de
Minas (1). Do estado do Rio de Janeiro foram trés demandas: Niterdi (2) e Duas Barras (1)
e do estado de Goias duas solicitagcbes, ambas de Goiania. Os demais estados (entre
parénteses) encaminharam uma solicitagdo cada (Panambi/RS, Apucarana/RR, Fortaleza/
CE e Palmas/TO).

Em relacdo aos triatomineos recebidos para confirmagdo ao nivel de espécie, as
principais espécies recebidas foram: Panstrongylus diasi Pinto & Lent, 1946, Panstrongylus
geniculatus (Latreille, 1811); Panstrongylus megistus Burmeister, 1835, Triatoma brasiliensis
Neiva, 1911, Triatoma lenti Sherlock & Serafim, 1967: Triatoma melanica Neiva & Lent, 1941;
Triatoma sordida Stal, 1859; Triatoma vitticeps (Stal, 1859); Triatoma wygodzinsky Lent,
1951; e Rhodnius neglectus Lent, 1954. Além desses triatomineos, também foram recebidos
20 insetos nao triatomineos (Heteroptera de habitos predatérios, fitofagicos e insetos da
ordem Coleoptera) demonstrando assim a dificuldade que alguns profissionais ainda tém em
identificar um inseto pertencente a subfamilia Triatominae. Destacamos também, neste
grupo de insetos frequentemente recebidos do servigo, uma espécie de hemiptero predador
Apiomerus lanipes (Fabricius, 1803), bastante confundido com triatomineos, uma vez que
ele apresenta o aparelho bucal reto, ndo ultrapassando o primeiro par de pernas, como
ocorre nos triatomineos.

Ja em relagdo ao exame parasitoldgico, ao todo foram recebidos 205 triatomineos
para realizacdo do exame a fresco por compressdo abdominal sendo destes 64 positivos
para tripanosomatideos.

Foram capacitados 644 profissionais de vigilancia em saude oriundas de 17 estados
brasileiros. O estado que demandou o maior numero de cursos de capacitagdo foi Minas
Gerais, seguido do estado do Ceara e Tocantins. Os anos de 2018 e 2022 foram os de maior
demanda de cursos (Figura 2). As solicitagdes de capacitagdo foram oriundas da Secretaria
Estadual de Saude de Minas Gerais (SES/MG), da Superintendéncia Regional de Saude de
Divinopolis/MG, Geréncia Regional de Saude de Januaria/MG, Superintendéncia Regional
de Saude de Montes Claros/MG, Geréncia Regional de Saude de Pedra Azul/MG, Secretaria
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de Saude de Santana do Riacho/MG, Geréncia Regional de Saude de Unai/MG, Zoonoses
de Belo Horizonte/MG e da SES/CE. Devido a necessidade de suspensao dos cursos
presencias, em razdo da pandemia de COVID-19, nos anos de 2020 e 2021 nao foram

demandados e ministrados cursos de capacitagao.
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Figura 2. Cursos ministrados pelo Laboratério de Referéncia em Triatomineos e numero de
profissionais capacitados no periodo entre 2015 e agosto de 2023.

3.3. SOLICITACOES REALIZADAS PELA POPULACAO AO POSTO DE INFORMAGAO EM
TRIATOMINEOS (PIT-LATEC)

O LATEC-REF também funciona como um PIT, local estratégico onde a populagéo
leva o inseto suspeito de ser triatomineo para identificacdo. O resultado desta identificacédo
é fornecido diretamente ao usuario pelos especialistas. Em se tratando de um triatomineo, o
resultado da identificacdo é imediatamente reportado ao usuario solicitante, ao municipio e
a Secretaria de Estado da Saude (SES) (referéncia em Chagas) para que tomem as medidas
de controle cabiveis (busca ativa na unidade domiciliar e controle quimico com inseticida,
conforme recomendado).

O Triatokey (guia eletrénico para identificagao de triatomineos), € uma ferramenta web
(http://triatokey.cpqrr.fiocruz.br) e mobile interativa, gratuita e de facil utilizagdo. Ela foi

desenvolvida com o objetivo de auxiliar os programas de vigilancia entomoldgica da doenga
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de Chagas, a populagdo em geral e também para fins educacionais (OLIVEIRA et al., 2017).
Baseado no método de chave pictérica e dicotbmica, o usuario é levado a responder uma
série de perguntas a partir da observagcdo e comparagao do inseto que tem em maos
(supostamente um barbeiro) com caracteres e imagens disponibilizadas pelo TriatoKey,
cujas respostas sdo “sim” ou “ndo”. Sendo o espécime um triatomineo, o usuario tera a
possibilidade de avaliar o género (Panstrongylus Berg, 1879, Rhodnius Stal, 1859 ou
Triatoma Laporte, 1832) e a espécie (42 espécies autéctones), a partir de fotos e dos
principais caracteres usados para diagnose das espécies, assim como a area de dispersao
do vetor, os quais irdo contribuir para a identificagdo o triatomineo. Tudo isto em uma
linguagem simples e autoexplicativa.

Caso o usuario encontre dificuldade no uso do aplicativo TriatoKey ou ndo consiga ele
mesmo identificar o triatomineo; se quiser certificar que o espécime € de fato um vetor do T.
cruzi ou se a espécie identificada por ele esta correta, a ferramenta também disponibiliza o
contato com os pesquisadores que respondem pelo LATEC-REF. Ressaltamos que para
certificar a identificacdo taxonémica, a versdo App oferece a opgao do envio de imagens do
inseto suspeito ao grupo de especialistas do LATEC-REF para que eles procedam a
identificacdo do inseto e retornem o resultado ao usuario. A versao web nao possibilita o
gerenciamento do numero de acessos, nem disponibiliza recurso para a captura e envio de
imagens.

No periodo de janeiro de 2017 (ano de inicio de funcionamento do Triatokey) a agosto
2023 foram recebidos, 1216 solicitacdes de identificacdo de potenciais triatomineos de todos
os estados brasileiros e distrito federal (Figura 3). O estado de Sao Paulo foi o que mais
encaminhou solicitagbes (263) seguido dos estados de Minas Gerais (154) e Bahia (142). O
estado com menos solicitagdes foi 0 de Roraima com apenas uma (realizada no ano de 2020)
(Tabela 2). Aléem dos usuarios brasileiros, também foram recebidas oito solicitagbes oriundas
de outros paises, sendo: quatro solicitagdes de usuarios da Argentina (entre os anos de 2020
e 2022), duas solicitagbes da Bolivia (2022 e 2023), uma solicitacdo do Chile (2021) e uma
de Portugal (2021).

Das 1216 solicitagdes realizadas via aplicativo TriatoKey, por meio de fotos enviadas
pelos usuarios, 455 (37,4%) foram identificadas como hemipteros predadores, 342 (28,1%)
como hemipteros fitéfagos, 167 (13,7%) insetos pertencentes a hemipteros de outras
subordens e 145 (11,9%) como triatomineos. Devido a ma qualidade das imagens enviadas

ou mesmo pela falta destas na solicitagao, néo foi possivel atender a demanda dos usuarios
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correspondentes a 107 solicitagbes (8,8%), mesmo apos o envio de mensagem no aplicativo
e/ou e-mail solicitando o envio de nova imagem.
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Figura 3. Numero solicitagdes de identificagdo de possiveis triatomineos nos diferentes
estados brasileiros recebidas via aplicativo TriatoKey no periodo compreendido entre
janeiro de 2017 a agosto de 2023.

Das 145 solicitagdes que continham imagens de triatomineos, foram identificadas 17
espécies, sendo o Triatoma pseudomaculata Correa & Espinola, 1964 (N=23) seguida de P.
megistus (N=22) as espécies com maiores numeros de registros. Por outro lado,
Panstrongylus lignarius (Walker, 1873), T. lenti, T. melanica e Triatoma petrocchiae Pinto &
Barreto, 1925 foram as espécies menos comuns, com uma solicitacdo de identificacdo cada.
Duas solicitacdes de identificacdo foram encaminhadas por usuarios da Bolivia, sendo os
triatomineos identificados como P. geniculatus e Triatoma costalimai Verano & Galvao, 1958
(Tabela 3). As fotografias dos insetos enviadas da Argentina, Chile e Portugal, ndo eram

triatomineos.
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O estado da Bahia foi o que teve o maior numero de solicitagbes com identificacdo de
20 espécies e quatro géneros de triatomineos, seguida pelo estado de Minas Gerais com 23.
Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Roraima foram os com menos
triatomineos enviados para identificagdo (um para cada). Além do encontro de espécimes
adultos, também foram enviadas fotos de trés ninfas de triatomineos pelos usuarios do
aplicativo. Em 10 solicitagbes nao foi possivel chegar ao género do triatomineo. Em outras
23 solicitagdes, a identificacdo foi possivel apenas até o nivel de género. Em ambos os
casos, a nao identificacdo foi devido a baixa qualidade das fotografias enviadas pelos
usuarios (Tabela 2) e 0 n&o retorno destes usuarios ao chamado de novo envio de fotografias
para uma segunda tentativa de identificagdo ou ao ndo encaminhamento dos triatomineos
para identificagdo especifica. A solicitacdo do inseto para identificagao por parte do LATEC-
REF se da principalmente quando a morfologia dos insetos mostrava que estes poderiam
pertencer a um complexo de espécies, com morfologias muito semelhantes. Ressaltamos
que em todas as solicitacbes de triatomineos onde a qualidade das fotos ndo permitia a
identificacdo especifica, o usuario do aplicativo era contactado por e-mail e/ou mensagem
de celular solicitando o envio de novas fotografias e/ou do inseto.

Das solicitagdes recebidas pelo PIT-LATEC, 60 tratava se de hemipteros predadores,
53 hemipteros fitdfagos, 45 triatomineos e 28 classificados como hemipteros pertencentes a
outras subordens (FIGURA 4). A espécie de triatomineo mais prevalente foi P. megistus (28).
Também foram identificadas T. sordida (10), T. vitticeps (4), P. diasi (1), R. neglectus (1) e T.
pseudomaculata (1). A maioria dos insetos recebidos s&o de moradores da regiao
metropolitana de Belo Horizonte. Com excecgao do T. vitticeps e T. pseudomaculata que
ocorrem no norte de Minas as outras trés espécies tém distribuicdo mais ampla no Estado

de Minas Gerais.

Tabela 2. Numero de solicitagdes de identificacado via aplicativo TriatoKey, por ano e por
estado brasileiro.

Ano  Solicitacdes Estat.ios Estados brasileiros ng
atendidos Ac AL AM AP BA CE DF ES GO MA MG MS MT PA PB PE Pl PR RJ RN RO RR RS SC SE sP TO localidade

2017 57 15 - - - - 6 3 2 1 71 - 213235 - - - 63 - 12

2018 201 2 31 - 1421 5 3 730 15 16 7 910 9 6 4 - 8 2 46

2019 179 20 4 1 - 21 18 4 5 33 4 7 6 3510 4 1 - 6 1 1 41 4

20200 376 27 1 7 1 1 5 4 10 3 8 1 32 5 2 92717 7 1118 4 1 1 16 10 3 70

2021 150 2 3 116 4 3 1 1 8 26 1 2 2 1 2 3 8 9 1 8 2 1 44

2022 150 23 2 1 2 1810 1 2 5 1 14 36 737102 5 -6 2 1 33 1 5

2023 103 21 13 2 - 137 12 3 3 12 2 6 8 - 2 4 2 2 5 1 17 1 5

Total 1216 - 2 22 6 4 142104 26 8 26 30 154 8 9 23 54 50 27 46 65 19 11 1 52 26 9 263 10 10
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Tabela 3. Espécies de triatomineos, numero (N) e estado/pais de origem das solicitagdes
atendidas via aplicativo TriatoKey, no periodo de janeiro de 2015 a agosto de 2023.

Espécies de Estados brasileiros Bolivia Sem
triatomineos AL BACEDFESGO MG MS MT PAPB PE PIPRRJRNRORRRS SP TO localidade
Triatomineo sp. 10 2 2 2 1 1 2
Ninfas 3 1 2
P. megistus 22 3 2 7 3 2 4 1
P. geniculatus 7 2 1 2 1 1
P. lutzi 5 2 1 2
P. diasi 6 1 1 4
P. lignarius 1 1
T. brasiliensis 10 2 2 2 21 1
T. costalimae 2 1 1
T. juazeirensis 3 1 2
T. pseudomaculata 23 1 7 3 4 4 1 1 1 1
T. lenti 1 1
T. sordida 13 2 3 4 <
T. tibiamaculata 3 2 1
T. vitticeps 2 1 1
T. melanica 1 1
T. petrocchiae 1 1
Triatoma sp. 1 3 4 2 1 1
R. nasutus 2 1 1
R. neglectus 7 2002 3
Rhodnius sp. 12 - 1 1 1 2 3
Total 145 4 2416 3 1 5 23 1 1 211104 3 2 2 5 1 3 14 3 2 5

Figura 4 — Numero de insetos recebidos para identificagdo no PIT-LATEC no periodo de
janeiro de 2015 a agosto de 2023.
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3.4. ATIVIDADES EDUCACIONAIS DE DISSEMINAGCAO DE INFORMAGCAO SOBRE A
DOENCA DE CHAGAS

No local € mantido um insetario de triatomineos, com cerca de 50.000 insetos, que
servem tanto a pesquisa cientifica quanto para auxiliar o LATEC-REF na montagem de
material didatico para as capacitagdes do SUS, doagéo de espécimes aos agentes de saude
para subsidiar a montagem de colegao didatica em seus municipios, material de exposigcao
para os PITs municipais, escolas, universidades e universitarios (caixa entomoldgica
didatica), feiras e para realizagéo de testes de suscetibilidade e resisténcia a inseticidas.

Entre 2015 e 2023 foram solicitadas 298 doag¢des de materiais didaticos com fins de
ensino ou treinamento, sendo 193 doagdes para clientes particulares (faculdades, alunos e
professores) e 90 para clientes do SUS (regionais de saude, secretarias, unidades basicas
de saude).

O numero de solicitagdes recebidas (ndo numero unitario de doag¢des) de materiais
didaticos foram: 146 de casais dos principais géneros de triatomineos (insetos mortos), 17
de insetos vivos para constituicdo de colbnias em centros de pesquisa e/ou universidades,
90 mostruarios de ciclos de desenvolvimento dos triatomineos, 41 livros de autoria prépria
como “Triatomineos” (DIOTAIUTI; BARBOSA, 2015)
(https://www.arca.fiocruz.br/handle/icict/52970) e “Vigilancia da doenca de Chagas: Manual
Técnico das Atividades de Controle dos Triatomineos (SOUZA, 2019)
(https://www.arca.fiocruz.br/handle/icict/34622) este produzido em parceria com o Instituto
René Rachou - Fiocruz/Minas, 56 informativos, 38 folders para utilizagao em PITs, centros
de saude e conscientizagdo da populagao em geral (Figura 5). A maioria das solicitagcoes de
doacgdes foi realizada para instituicbes de ensino e saude de Minas Gerais (276). As demais
foram destinadas a instituicbes de ensino nos estados de Rondoénia (4), Santa Catarina (4),
Distrito Federal (3), Pernambuco (2), Rio de Janeiro (2), Roraima (1), Rio Grande do Sul (1),
Goias (1), Ceara (1) e Para (1).
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Figura 5. Numero de solicitagdes de materiais didaticos recebidos pelo Laboratorio de
Referéncia em Triatomineos no periodo de janeiro de 2015 a agosto de 2023 para clientes
particulares e do SUS.

*Faculdades, professores, alunos, centros de pesquisas; **: Secretarias de saude, regionais de saude,
superintendéncias de saude, posto de saude.

3.5. ATIVIDADES DE APOIO DA REMOT E TESTES DE SUSCETIBILIDADE /
RESISTENCIA A INSETICIDAS

A REMOT dedica seus esforcos monitorando e desenvolvendo inumeros trabalhos
com as principais espécies nativas e nos diferentes cenarios do pais, sao elas: T. brasiliensis,
T. pseudomaculata, Triatoma tibiamaculata (Pinto, 1926), T. sordida, R. neglectus, P.
megistus. Além dessas espécies ja foram avaliados focos residuais de Triatoma infestans
(Klug, 1834), espécie aléctone no Brasil.

Desde antes da implementagéao oficial da REMOT, o LATEC ja realizava testes para a
padronizacédo das técnicas e monitoramento de algumas populagbes de triatomineos. No
periodo de 2005 a 2023, o total de populagdes de triatomineos avaliadas por bioensaios
qualitativos e quantitativos foi de 378 populag¢des, abrangendo 124 municipios em 14 estados
diferentes. Exceto cinco populacbes de T. sordida avaliadas em Minas Gerais que
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apresentaram alteracao de suscetibilidade, todas as outras espécies avaliadas por métodos

laboratoriais e de campo foram classificadas como populag¢des suscetiveis (Tabela 4).

Tabela 4. Populagdes de triatomineos monitoradas pela REMOT por espécie, numero de
populagdes e distribuicdo geografica.

Espécie Populagoes Municipios Estados
Triatoma sordida 198 91 7
Triatoma brasiliensis 150 35 5
Rhodnius neglectus 19 5 1
Triatoma infestans 10 8 4
Panstrongylus 1 1 1
megistus
Total 378 124 14

Dentre as cinco espécies monitoradas pela rede, T. sordida, destaca-se com o maior
numero de populagbes avaliadas e maior distribuicdo geografica. Foram analisadas
amostras de sete estados brasileiros, a saber: Bahia, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo e Tocantins.

Além das analises de suscetibilidade e resisténcia, dois produtos formulados estdo em
analise para serem utilizados como alternativa para o controle de triatomineos, e estdo sendo
testados com espécies mantidas no insetario do LATEC (T. sordida, T. brasiliensis, T.
infestans e Rhodnius prolixus Stal, 1859). Os resultados das analises serdo publicados

posteriormente.

4. DISCUSSAO

Apesar dos avangos conquistados no controle vetorial da doenga de Chagas no Brasil,
aliada as baixas taxas de colonizagao intradomiciliar de triatomineos e aparente auséncia da
transmissado humana do T cruzi, a consolidagao da vigilancia epidemiolégica da doencga de
Chagas é um desafio para os servigos de saude brasileiro e ha muito que se fazer para suprir

todas as situagdes de vulnerabilidade social da populagado associadas a doenca (SOUZA;
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DIOTAIUTI, 2020). De fato, ha enorme caréncia de informacgéo que possa subsidiar as agdes
de controle vetorial, mascarada pelo uso de informacgdo equivocada que aponta para a
interrupgéo da transmissdo (ABAD-FRANCH et al., 2013). No passado recente, os inquéritos
soro-epidemioldgicos foram importantes ferramentas para avaliagdo da prevaléncia humana
da doenga de Chagas, tendo em vista especialmente a infec¢cdo de criangas como indicativo
de transmisséao ativa (DIAS et al, 2016). A fantastica reducéo da colonizagao intradomiciliar
obtida através do extinto Programa de Controle da Doenga de Chagas € evidente, mas
diferentes espécies de triatomineos autdoctones seguem em processo de
invasdo/colonizagdo das moradias. Nesse cenario, a transmissao passa a ter um carater
mais eventual, e como ja ocorria no passado, podendo acometer cidadaos de qualquer faixa
etaria (ABAD-FRANCH et al., 2013). Devido ao despreparo das equipes de saude para a
realizagdo do diagnostico da doenga de Chagas, e mesmo das equipes de campo para
identificacdo e combate aos focos de triatomineos, os numeros relatados de casos novos
sdo provavelmente a ponta de um ice-berg (MINUZZI-SOUZA et al., 2017), demandando
esforgos para o reconhecimento da importancia da doenga de Chagas e fortalecimento das
acoes de vigilancia e controle (DIOTAIUTI et al., 2020)

Os inumeros relatos de infestagdes persistentes das espécies nativas de triatomineos
nos diversos cenarios ecoepidemioldgicos (PIRES et al., 1999, BEZERRA et al., 2020) nao
somente confirmam a continua presencga desses vetores com alta capacidade de invaséao e
colonizagdo do ambiente domiciliar, mas também, enfatiza o risco iminente em relagcéo a
transmissdo do T. cruzi ao homem em diversas regides do Brasil.

As infestagbes persistentes podem ocorrer por variados determinantes aumentando a
complexidade para a vigilancia e controle dos triatomineos. Estes determinantes incluem a
invasdo e colonizagdo de insetos silvestres em unidades domiciliares, falha operacional nas
estratégias de controle ou emergéncia de triatomineos resistentes aos inseticidas utilizados
nas atividades de rotina no controle quimico desses vetores (DIOTAIUTI et al.,1998;
PESSOA et al.,, 2015; MOUGABURE-CUETO; PICOLLO, 2015).

Portanto, a iniciativa da REMOT de caracterizar e monitorar a suscetibilidade e/ou
resisténcia das populagdes triatominicas brasileiras aos inseticidas e contribuir com
avaliacdo de novas ferramentas para o uso no controle desses vetores € de grande
relevancia na saude publica. Além disso, a avaliagdo da resposta dos triatomineos ao
tratamento quimico podera revelar falhas operacionais, sugerindo as equipes locais de

controle necessidade de aprimoramento das atividades desenvolvidas, ou eventos
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associados as caracteristicas ambientais (BEZERRA et al., 2020), ou comportamentais das
espécies (DIAS, 1955).

A escassez de recurso humano capacitado e a grande rotatividade dos ACEs e
laboratoristas, é frequentemente reportada nos cursos oferecidos pela nossa equipe a estes
profissionais, bem como na literatura cientifica (SOUZA et al., 2023) constituindo-se um sério
agravante aos servigos de prevengao e controle vetorial da doenga de Chagas. Nos nove
anos apresentados, o LATEC-REF treinou 644 profissionais para o SUS de 17 estados
brasileiros; prestou servico como PlTs/laboratério para a populagédo; coordenou a rede de
monitoramento de triatomineos a inseticidas utilizados no controle (PESSOA et al., 2015);
buscou produtos alternativos para o controle de triatomineos.

Nos ultimos anos a importancia dada a popularizagdo da ciéncia € o numero de
iniciativas relacionadas a sua divulgacdo ampliou-se de forma consideravel (ALBAGLI,
1996). Como dizia TOSTES (2006), “um publico instruido, informado, ciente e consciente dos
Seus recursos em ciéncia e tecnologia é capaz de exercer um papel ativo na conversao de
processos experimentais em recursos de rotina”. Neste sentido, o laboratério de
Triatomineos, vem contribuindo com diferentes a¢gdes de divulgagdo e popularizagdo da
ciéncia. E compromisso do grupo a ampla disponibilizagéo de informagdes, de acordo com
a politica de livre acesso da Fiocruz, pelo qual sdo produzidos diferentes materiais
informativos e manuais (https://www.arca.fiocruz.br/handle/icict/52970,
https://www.arca.fiocruz.br/handle/icict/34622), como ferramentas de apoio ao controle de
triatomineos. Desde 2021 a Biblioteca Virtual de Controle Quimico de Triatomineos integra
a Biblioteca Virtual de Saude — DIP, executada pelo MS e a BIREME/OPAS/OMS e segue
sendo atualizada (https://www.bvsdip.icict.fiocruz.br/); os dados oficiais do controle vetorial
desenvolvido pela SUCAM e posteriormente FUNASA foram organizados em um sistema de
busca incluindo todos 0s municipios trabalhados pelo PCDCH
(https://portal.fiocruz.br/noticia/fiocruz-lanca-repositorio-com-informacoes-do-programa-de-
controle-da-doenca-de-chagas-0). Adicionalmente, nos ultimos nove anos, também foram
produzidos e distribuidos informativos e folhetos (mais de 10.000 unidades), ciclos evolutivos
de Dbarbeiros (aproximadamente 300 unidades), doacdo de insetos mortos
(aproximadamente 1.000 espécimes) e vivos (aproximadamente 300 adultos, 300 ovos para
pesquisadores) e laminas de tripanosomatideos (aproximadamente 200). Estes materiais
tém sido utilizados pelo servigo (ACEs, coordenadores e gestores que trabalham com DCH),
moradores de areas endémicas, alunos de graduacao, professores em suas atividades em

sala de aula e pela populagdo em geral, sendo também exibidos em eventos como, por
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exemplo, na Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia
(https://www.cpqrr.fiocruz.br/pg/semana-nacional-de-ciencia-e-tecnologia-fiocruz-minas-e-
parceiros-promovem-evento-em-bh/)e Fiocruz pra vocé (https://portal.fiocruz.br/fiocruz-pra-
voce).

Atualmente, o pilar da vigilancia entomoldgica € a participagdo da populagdo (mal
definida como vigilancia passiva) que é estruturada na atividade dos Postos de Informagao
em Triatomineos (SOUZA et al., 2019). Ha uma caréncia muito grande de informacgao tanto
da populagdo quanto dos proprios profissionais de saude a respeito dos PITs, objeto
atualmente de investigagdes que possam revelar falhas e apontar solugdes. Acompanhando
a evolucgao da era digital, desenvolvemos e fazemos uso de diferentes ferramentas de forma
a auxiliar a populacao leiga e profissionais da vigilancia na identificagdo dos triatomineos.

O SUS tem como missao a promog¢ao da equidade no atendimento das necessidades
de saude da populagéo (Sistema Unico de Saude - SUS - Ministério da Saude (www.gov.br).
Ele se propde a promover a saude, priorizando as agdes preventivas, democratizando as
informacodes relevantes para que a populagao conheca seus direitos e 0s riscos a sua saude.
No Ministério da Saude, o controle dos vetores é de responsabilidade da Secretaria de
Vigilancia em Saude e Ambiente, no qual se insere o Grupo Técnico de Doenca de Chagas,
com a funcdo de normatizagdo das agdes de vigilancia e controle. Nesta perspectiva, as
atividades desempenhadas pelo LATEC-REF tém buscado parceria com a SVSA, em
consonéancia com os compromissos celebrados pela Coordenagao de Vigilancia em Saude
e Laboratérios de Referéncia da Fiocruz (https://portal.fiocruz.br/coordenacao-de-vigilancia-
em-saude-e-laboratorios-de-referencia)

Destacamos aqui a importancia da integracéo entre a pesquisa, o Laboratério de
Referéncia em Triatomineos e Epidemiologia da Doenga de Chagas (LATEC-REF) e a
Colecao de Vetores de Tripanosomatideos (Fiocruz-COLVET). O LATEC-REF consolida-se
ao longo dos anos no apoio ao SUS, no cumprimento da missdo da Fiocruz: “Produzir,
disseminar e compartilhar conhecimentos e tecnologias voltados para o fortalecimento e a
consolidacdo do Sistema Unico de Saude e que contribuam para a promocdo da saude e da
qualidade de vida da populagao brasileira, para a redugéo das desigualdades sociais e para
a dinamica nacional de inovagao, tendo a defesa do direito a saude e da cidadania ampla

como valores centrais” (https://portal.fiocruz.br/perfil-institucional).
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5. CONCLUSAO

Diferentes ag¢des visando o fortalecimento da vigilancia entomologica de triatomineos
para o controle da doenca de Chagas ainda sdo necessarias face as fragilidades e lacunas
existentes atualmente nos servigos de vigilancia em saude. Ainda faltam recursos humanos
capacitados para trabalharem, fenébmeno agravado pela alta rotatividade dos profissionais e
falta de priorizagdo da doenga por gestores, dentre outros pontos; além disso, destaca-se a
existéncia de espécies de triatomineos brasileiros com capacidade vetorial suficiente para
invasdo e domiciliacdo de unidades domiciliares; relatos de infestagdes persistente de
especies nativas de triatomineos em diferentes ecotopos; desconhecimento da populagao a
respeito dos vetores, da doenga de Chagas e sobre os fluxos de servigos relacionados a
endemia; caréncia de divulgacao cientifica sobre aspectos epidemiolégicos e social da
doencga entre outros. Apresentamos aqui resultados de diferentes servicos desempenhados
no sentido de fortalecimento destas caréncias apontadas para o fortalecimento do SUS e do

controle vetorial dos triatomineos.
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RESUMO

Minas Gerais (MG) € um dos estados brasileiros de maior prevaléncia da doenga de Chagas
(DC) cronica. Neste estudo objetivou-se descrever as agdes de controle vetorial da DC
executadas nos 123 municipios mineiros classificados como de alto risco de reinfestacéo de
triatomineos nas unidades domiciliares. Um formulario eletrénico foi enviado aos gestores
municipais das Geréncias Regionais de Saude de Januaria, Pedra Azul, Pirapora, Unai e da
Superintendéncia Regional de Saude de Montes Claros. As informagdes foram compiladas,
processadas e analisadas em Excel. Houve um retorno de 100% dos formularios
preenchidos. O momento de inicio das a¢des de controle foi informado para 77,2% dos
municipios, sendo que em 82% deles essas ag¢des se iniciaram na década de 2000. Em
81,3% dos municipios da area houve pelo menos uma paralisagcdo nas ag¢des de controle
vetorial. Na época do estudo, em 63,4% dos municipios estavam sendo executadas pelo
menos uma agao de controle, sendo que a mais frequente delas €& a vigilancia com
participagdo popular por meio dos Postos de Informagdo de Triatomineos. Em 65% dos
municipios havia Agentes de Combate a Endemias (ACEs) trabalhando com as agdes de
controle vetorial e em 66% havia coordenador de endemias. Em relagao a capacitagéo dos
profissionais, 66% dos ACEs que trabalham com a DC e 47% dos coordenadores passaram
por capacitacdo voltada a DC e triatomineos. Esse estudo exploratorio tragou um diagnostico
situacional das acdes de prevencao e controle da DC executadas atualmente nos municipios
de maior risco de reinfestacdo domiciliar de triatomineos em MG.

Palavras-chave: Vigilancia entomoldgica, saude publica e triatomineos.
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ABSTRACT

Minas Gerais (MG) is one of the Brazilian states with the highest prevalence of chronic
Chagas disease (CD). This study aimed to describe CD vector control actions carried out in
the 123 municipalities in Minas Gerais classified as at high risk of triatomine reinfestation in
household units. An electronic form was sent to the municipal managers of the Regional
Health Managements of Januaria, Pedra Azul, Pirapora, Unai and the Regional Health
Superintendence of Montes Claros. The information was compiled, processed and analyzed
in Excel. There was a 100% return on completed forms. The moment when control actions
began was reported for 77.2% of the municipalities, with 82% of them starting in the 2000s.
In 81.3% of the municipalities in the area there was at least one stoppage in control actions.
vector control. Currently, at least one control action is being carried out in 63.4% of
municipalities, the most frequent of which is surveillance with popular participation through
Triatomine Information Posts. In 65% of the municipalities there were Endemic Disease
Control Agents (ACEs) working with vector control actions and in 66% there was an endemic
disease coordinator. Regarding professional training, 66% of ACEs who work with CD and
47% of coordinators underwent training focused on CD and triatomines. This exploratory
study outlined a situational diagnosis of CD prevention and control actions currently carried
out in municipalities with the highest risk of home reinfestation of triatomines in MG.
Keywords: Entomological surveillance, public health and triatomineos.

1. INTRODUGCAO

A doenga de Chagas (DC) ainda € um importante problema de saude publica na
América Latina, configurando-se uma das endemias mais negligenciadas no mundo (WHO,
2023). No Brasil, atualmente, estima-se que existam, aproximadamente, cerca de 1,4 a 3,2
milhdes de pessoas infectadas com o Trypanosoma cruzi Chagas, 1909, agente etiolégico
da DC, e outras 21,8 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de infecgdo (WHO, 2023).
Os insetos hemipteros pertencentes a subfamilia Triatominae transmitem e veiculam o T.
cruzi ao homem e outros mamiferos, sendo atualmente descritas cerca de 160 espécies de
triatomineos (MONTEIRO et al., 2018, ZHAO et al., 2023), todas, potencialmente
transmissoras do parasito ao homem.

O Programa de Controle da Doenga de Chagas humana (PCDCh) no Brasil foi
estruturado ao nivel nacional em 1975. A metodologia do PCDCh compreendia trés fases:
preparatéria, de ataque e de vigilancia entomoldgica (BRASIL, 1980). A primeira consistia no
reconhecimento geografico, mapeamento de localidades e unidades domiciliares (UDs), e do
levantamento triatominico, através da busca ativa de vetores casa a casa. Na fase de ataque
todas as UDs de localidades infestadas por triatomineos eram borrifadas com inseticida. A
fase de vigilancia era instalada apenas quando 5% ou menos de localidades do municipio

estivessem infestadas por triatomineos. A vigilancia entomoldgica incluia a vigilancia ativa e
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passiva do vetor (DIAS et al., 2016). Na vigilancia entomoldgica ativa eram executadas ag¢des
de pesquisa e eliminagdo do vetor por meio de busca ativa de triatomineos nas UDs pelos
agentes da Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica (SUCAM) (BRASIL, 1980),
hoje agentes de combate a endemias (ACEs). Por sua vez, a vigilancia passiva dava suporte
ao controle vetorial, tendo como base a participacdo da populacdo na deteccéo,
encaminhamento e notificacdo de insetos suspeitos de serem os vetores da DC aos Postos
de Informacédo de Triatomineos (PITs), interrompendo precocemente o processo de
colonizagdo das UDs (MORENO et al., 2000).

Passados 48 anos da estruturagdo do PCDCh, o cenario epidemioldégico da DC no
Brasil encontra-se marcado por uma baixa densidade vetorial nas UDs, de forma que as
acdes de prevengao e controle da DC em areas endémicas seguem na fase de vigilancia
entomologica (VILELLA, 2009).

Um marco na forma de conducgido das atividades de controle de endemias foi o
processo de descentralizagdo da saude desencadeado por meio da Portaria N° 1399/99
(BRASIL, 1999). A descentralizagao regulamentou as competéncias da Unido, Estados,
Municipios e Distrito Federal, cabendo as Secretarias Estaduais de Saude a coordenagao
dos sistemas nacionais das vigildncias em saude e sanitaria em consonancia com as
politicas e diretrizes do Ministério da Saude (BRASIL, 1999). Em sintese, coube ao nivel
estadual a coordenacgao das agdes de controle da DC, assessoria técnica e implementagao
de normatizagdo. Na sequéncia, coube as Geréncias e Superintendéncias Regionais de
Saude e Superintendéncias Regionais de Saude (GRSs e SRSs, respectivamente) a
coordenagao das agdes de controle da DC na regidao de saude, proporcionando suporte
técnico, capacitacdo dos ACEs e monitoramento das ag¢des de controle, cuja execugao
passou a ser da competéncia municipal (SES, 2020).

Apesar do processo de descentralizacao das agdes de saude mostrar-se um caminho
importante, facilitando o maior acesso da populagéao a saude; no caso das endemias, devida
a falta de tradigdo por niveis governamentais na execugao, planejamento e organizagao do
servigo, a descentralizagao acarretou a desarticulagdo de varios programas de controle de
endemias, como é o caso do controle dos triatomineos para a vigilancia da DC, além de
perda de capacidade técnica, operacional e politica. Nesse sentido, atualmente, o fluxo de
atividades e servigos que assegurem a vigilancia entomoldgica da doenga de Chagas nao
esta determinado para a grande maioria dos municipios brasileiros (DIAS et al., 2008). Em
Minas Gerais, a situacao € semelhante, ndo existe informacéo solida sobre quais municipios

mantém as atividades de controle do vetor, ndo se sabe quais e onde se localizam os
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laboratorios de entomologia, ha anos ndo existe uma base de dados segura sobre a
ocorréncia de infestagcdo de triatomineos nas unidades domiciliares, e muitos PITs estado
desativados e/ou ndo sao conhecidos ou procurados pela populagao, dentre outras lacunas.
Nesse cenario em que as atividades de controle vetorial perderam a prioridade, ndo sendo
mais reconhecidas como um programa de agéo, o presente estudo exploratorio se propds a
realizar um diagndstico da situagcao das agdes de prevencéo e controle da DC executadas

atualmente nos municipios de maior risco de reinfestacao de triatomineos em Minas Gerais.

2. METODOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo comité de ética em pesquisa do
Instituto René Rachou sob o registro CAAE 37132220.8.0000.5091.

2.1. AREA DE ESTUDO

Em Minas Gerais, um dos estados de maior prevaléncia da DC crénica no Brasil
(VILLELA et al.,, 2007), na década de 2000, a equipe técnica do PCDCh definiu a
estratificacdo do estado por municipio segundo o grau de risco de reinfestagdo de
triatomineos nas UDs. Nessa definicdo foram utilizados indicadores entomologicos,
ambientais e demograficos, gerando trés niveis distintos de risco no estado (alto, médio e
baixo), sendo que para cada nivel foram preconizadas a¢des de vigilancia, metodologias e
periodicidades da execugao dessas atividades especificas. Nesse sentido, o presente estudo
foi realizado nos 123 municipios mineiros, considerados de alto risco de reinfestacado de
triatomineos nas UDs. Esses municipios pertencem as seguintes quatro GRSs: Unai (12
municipios), Pirapora (sete municipios), Pedra Azul (25 municipios) e Januaria (25

municipios), e a SRS de Montes Claros (54 municipios) (Figura 1).
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Figura 1. Abaixo em cinza o mapa de Minas Gerais.

Em evidéncia (contorno em vermelho) a area de estudo correspondente ao Estrato | que envolve os 123
municipios das quatro GRSs e da SRS de Montes Claros. No centro da figura, a regido do estudo.

2.2. COLETA DE DADOS

Em fevereiro do ano de 2021 os gestores e coordenadores dos 123 municipios
mineiros classificados como de alto risco para a reinfestagao de triatomineos nas UDs foram
convidados, por email, para participarem de uma reunido online. Nesta ocasido, os
profissionais foram convidados a aderirem ao presente projeto, sendo apresentado a eles os
objetivos do estudo e pactuadas metas, envolvendo a equipe do estudo e os profissionais da
vigilancia entomoldgica.

Durante os meses de margo a maio de 2021, um formulario foi enviado por e-mail aos
coordenadores municipais dos 25 municipios da GRS de Januaria, 25 da GRS de Pedra
Azul, sete da GRS de Pirapora, 12 da GRS de Unai e 54 da SRS de Montes Claros. Esse
formulario continha 18 questdes especificas e diretas versando sobre as agdes de prevengao

e controle da DC realizadas nos municipios. As respostas dos coordenadores foram
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compiladas e registradas em planilhas de Excel, e posteriormente procedeu-se a analise de

dados utilizando-se o mesmo software.

3. RESULTADOS

Houve 100% de retorno dos formularios preenchidos pelos gestores dos 123
municipios da area de estudo.

De acordo com as informagdes, fornecidas pelos participantes, a implementagao do
ainda chamado Programa de Controle da Doenga de Chagas (PCDCh) ocorreu em diferentes
momentos nos municipios. Sendo assim, observou-se que em apenas um municipio da GRS
de Pirapora as ag¢des de controle da DC comegaram na década de 70. Na maioria dos
municipios pertencentes a GRS de Januaria (40%) essas agbes comegaram na década de
90, e em 8% dos municipios da GRS de Pedra Azul e em 25% dos municipios da GRS de
Unai (Tabela 1). Em contrapartida, segundo os participantes, em todos os municipios da
SRS de Montes Claros essas agdes se iniciaram na década de 2000, e nesse mesmo periodo
em 32% dos municipios da GRS de Januaria, em 20% dos municipios da GRS de Pedra
Azul, em 42,9% dos municipios da GRS de Pirapora e, finalmente na maioria dos municipios
da GRS de Unai (75%) (Tabela 1). Por fim, ndo informaram o momento do inicio das agbes
de controle vetorial 28% dos participantes da GRS de Januaria, 72% de Pedra Azul e 42,9%
de Pirapora (Tabela 1). Em sintese, dos 95 participantes (77,2%) que informaram o momento
de inicio das acbes de controle em seu municipio, 79 mencionaram que essas agdes se
iniciaram na década de 2000 (82%).

Ao serem questionados sobre a ocorréncia de paralisagéo nas agdes de controle da
DC, durante o periodo de implantacédo até o ano de 2021, 100 participantes revelaram que
em seus municipios houve, pelo uma vez, paralisagao nas agdes de controle da doencga, o
que representa 81,3% dos municipios. Esses valores estao descritos por GRS ou SRS na
tabela 2.
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Tabela 1. Descri¢cdo da década de inicio das agdes de controle vetorial da DC nos
municipios da area de estudo (porcentagem e valor absoluto entre parénteses), de acordo
com os gestores e coordenadores dos 123 municipios mineiros classificados como de alto

risco para a reinfestacao de triatomineos.

Januaria 0% 40% (10) 32% (08) 28% (07) 100% (25)
Montes Claros 0% 0% 100% (54) 0% 100% (54)
Pedra Azul 0% 8% (02) 20% (05) 72% (18) 100% (25)
Pirapora 14,2% (01) 0% 42,9% (03) 42,9% (03) 100% (07)
Unai 0% 25% (03) 75% (09) 0% 100% (12)

Tabela 2. Municipios das GRSs ou SRS em que ocorreram paralisacdes nas acoes
de controle vetorial da DC desde o momento de implementagao até o ano de 2021
(porcentagem e valor absoluto entre parénteses).

GRS ou SRS Sim Nao Nao informado Total

Januéria 96% (24) - 4% (01) 100% (25)

Montes Claros 98,1% (53) 1,9% (01) - 100% (54)
Pedra Azul 28% (07) 8% (02) 64% (16) 100% (25)
Pirapora 71,6% (05) 14,2% (01) 14,2% (01) 100% (07)
Unai 91,7% (11) 8,3% (01) - 100% (12)

Atualidades em Medicina Tropical no Brasil: Vetores 2




O numero de paralisagdes ocorridas nesses municipios foram relatadas pelos
participantes e estdo descritas na figura 2. Em 51 dos 100 municipios houve mais de quatro

paralisagcbes ao longo dos anos.

Nao informado mEEE————
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Figura 2. Numero de paralisagdes nas agdes de controle vetorial da DC ocorridas do ano
de implementacao até o ano de 2021 (valor absoluto).

Em relacdo a atual situacdo das acdes de controle executadas nas diferentes
regionais de saude, os dados indicam que em 78 municipios (63,4%) pelo menos uma agéo
de controle da doencga estava sendo executada. Na regidao da SRS de Montes Claros, todos
0s municipios estavam executando alguma ag¢ao de controle, o que se aplica em 83% dos
municipios da GRS Unai, 24% da GRS de Januaria e da GRS de Pedra Azul, e 29% na GRS
Pirapora (Figura 3).

100
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40
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Januaria Montes Pedra Azul Pirapora Unai
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Figura 3. Porcentagem de municipios que estavam executando, pelo menos, uma agao de
controle vetorial da DC nas diferentes GRSs ou SRS.

Atualidades em Medicina Tropical no Brasil: Vetores 2




A tabela 3 apresenta as acdes de controle da DC que estavam sendo realizadas nos
municipios das GRSs ou SRS no momento da coleta dos dados. Observa-se que, nos
municipios da SRS de Montes Claros havia uma uniformidade de ag¢des, sendo que todos os
54 municipios executavam exclusivamente acbdes de controle vetorial por meio da
participagdo popular (PITs). Na GRS de Unai se observou que dos 10 municipios que
realizavam ag¢des de controle em oito foram citados os PITs, seis realizavam a¢des por meio
da vigilancia ativa e em dois era executada a borrifagdo das UDs. Isso aponta que nesses
10 municipios mais de uma acgao era executada no mesmo municipio no momento da coleta
dos dados. Nos municipios das demais GRSs (seis em Januaria, seis em Pedra Azul e dois
em Pirapora) observa-se que eles executavam ag¢des de maneira completamente distinta dos
demais, sendo comum um mesmo municipio executar mais de uma acado de controle.
Finalmente, também se observou que em 61 dos 78 municipios da area de estudo, o que
equivale a 78% dos municipios, apenas uma acao de controle era executada.

Tabela 3. A¢des de controle vetorial da DC, realizadas nas GRSs ou SRS (valor

absoluto).
Acéao de controle Januaria Montes Pedra Azul Pirapora Unai
Claros
Borrifagao 4 - 4 1 2
Exames de identificacao -
- ~ 2 1 1 0
e infecgao do vetor
Pesquisa ativa 4 - 2 1 6
Vigilancia por meio dos ° 54 ) 1 8
PITs
Campanhas educativas 1 - 1 1 -

Em relagéo a presenga de profissionais da vigilancia em saude que trabalhavam com
as acoes de controle da DC nos municipios, os dados obtidos mostraram que em 65% dos
municipios havia ACEs envolvidos na execucado das acdes de controle vetorial da DC. A
distribuicao desses profissionais em funcao das GRSs ou SRS pode ser observada na tabela

4. O numero de ACEs que trabalham com acgdes de controle da DC variou nesses municipios,
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sendo relatado que cada municipio possui de dois a oito ACEs envolvidos nas acgdes de
controle da DC. Em relacdo ainda aos profissionais da vigilancia, 66% dos municipios
contavam com um coordenador de endemias. Da mesma forma que para os ACEs, a

distribuicao desses profissionais em funcdo das GRSs ou SRS pode ser observada na tabela

4.

Tabela 4. Situacéo de presenga/auséncia de profissionais da vigilancia em saude
trabalhando nas ag¢des de controle vetorial da DC nas GRSs e SRS, bem como a
capacitacéo deles em temas relacionados (porcentagem e valores absolutos).

Parametro Januaria Montes Pedra Pirapora Unai
Claros Azul
Sim 76% (19)  35% (19) 28% (07) 86% (06) 100% (12)
ACE para DC
Nao 24% (06) 65% (35) 72% (18) 14% (01) 0%
Total 100% (25) 100% (54) 100% (25) 100% (07) 100% (12)
Sim  48% (12) 100% (54) 24% (06) 71% (05) 92% (11)
Coordenador Nao 52% (13) 0% 76% (19)  29% (02) 8% (01)
ara DC
P Total 100% (25) 100% (54) 100% (25) 100% (07) 100% (12)
Sim 72% (18)  35% (19) 28% (07) 57% (04) 0
ACE Nao 28% (07) 65% (35) 72% (18) 43% (03) 100% (12)
capacitado
Total 100% (25) 100% (54) 100% (25) 100% (07) 100% (12)
Sim  40% (10) 100% (54) 16% (04) 71% (05) 8% (01)
Coordenador Nao 60% (15) 0% 84% (21)  29% (02)  92% (11)
capacitado
Total 100% (25) 100% (54) 100% (25) 100% (07) 100%(12)

Em relag&o a capacitagao dos profissionais da vigilancia (ACEs e coordenadores) que
trabalhavam nas a¢des de controle vetorial da DC conduzidas pela SRS e pelas GRSs, 66%
dos ACEs ja haviam recebido, em algum momento, capacitacédo voltada a doenga e vetores
(Figura 4). E em relacdo aos coordenadores, 47% receberam capacitacdo, em algum
momento, focada em temas relacionados a DC e aos triatomineos (Figura 5). A situagdo da
capacitacao desses profissionais em fungdo das GRSs ou SRS pode ser observada na tabela
4.
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Figura 4. Porcentagem de ACEs dos municipios da area de estudo capacitados em
temas relacionados a DC e aos triatomineos.
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Figura 5. Porcentagem de coordenadores de endemias dos municipios da area de
estudo capacitados em temas relacionados a DC e aos triatomineos.

Atualidades em Medicina Tropical no Brasil: Vetores 2



4. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, o Brasil alcangou sucesso no controle epidemioldgico da doenga
de Chagas reduzindo a sua incidéncia entre a populagdo. Sdo marcos desse avango as
acdes de controle vetorial por meio de inseticidas (realizados em nivel nacional desde 1975),
a vigilancia na triagem dos doadores de tecidos, 6rgéos e sangue, e a melhoria habitacional
(BRASIL, 2020; DNDi, 2020). Em relagao aos triatomineos, também chama a atenc&o a baixa
densidade vetorial desses insetos nas UDs dos estados brasileiros, incluindo Minas Gerais.
Contudo, e obstante a isso, a infestagcao peridomiciliar mantém o ciclo do parasita nas
proximidades das casas (SOUZA et al., 2020), e a doenga de Chagas persiste enquanto uma
das doencgas parasitarias de maior impacto nas Américas, incluindo o Brasil. Nesse sentido,
os esforgos e as atividades de vigilancia epidemiolégica, e aqui destacando em particular a
vigilancia entomoldgica, precisam ser permanentes, sustentadas no tempo e no espaco,
mantendo os resultados obtidos no passado, consolidando o controle de focos residuais de
triatomineos e impedindo o estabelecimento de novos focos de transmissao.

Um modelo proposto recentemente por Lima et al. (2021) utilizando diversos
indicadores e variaveis classificou o estado de Minas Gerais no topo da lista de regiao
brasileira de alta prioridade para a condugao de ag¢des de controle epidemiolégico da doenca
de Chagas crénica. Adicionalmente, outros trabalhos mostram que Minas Gerais € uma area
de alto risco de transmissdo vetorial da DC ou mesmo restabelecimento da transmissao
domiciliar (GALVAO; PAULA, 2014). Por fim, a regido do Norte de Minas Gerais e do Vale
do Jequitinhonha sao consideradas altamente prioritarias para o desenvolvimento de agdes
de intervencéo relacionadas a DC (LIMA et al., 2021).

Nesta perspectiva, o presente estudo conduzido em municipios de Minas Gerais
localizados em area de alto risco de reinfestacdo de triatomineos nas UDs apontou uma
grave realidade de negligéncia na conducédo das agdes de controle vetorial da doenca de
Chagas. O cenario é bastante preocupante, sendo apontado que em quase 40% dos
municipios da area, nenhuma acdo de controle vetorial estava sendo executada.
Adicionalmente, naqueles municipios que executavam agdes, quase 80% faziam apenas um
tipo de acao. Agravando ainda mais esse cenario, na maioria absoluta dos municipios houve
paralisacdes nas acdes de controle vetorial, ocorrendo inclusive varias paralisacdes desde 0
momento de implementagdo das agdes de controle no municipio até o ano da coleta de

dados, em 2021. Ainda chamou a atengcao que em mais de 30% dos municipios da area de
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estudo inexistia ACEs e coordenadores de endemias trabalhando com ag¢gdes de controle da
DC. Adicionalmente, a capacitacdo desses profissionais em temas relacionados a doencga
de Chagas e vetores ainda era incipiente.

Destaca-se ainda, que mais de 20% dos participantes desconheciam o momento de
implementagao das agdes de controle vetorial da doenga de Chagas em seus municipios.
Além disso, a maioria absoluta que mencionou a data dessa implementacao, relatou a
década de 2000, ou seja, apds a descentralizacdo das agdes de saude. Possivelmente,
esses profissionais, realmente, tiveram um contato mais direto com essas ag¢des apds o
processo de descentralizagdo ocorrido em 1999 (BRASIL, 1999). Contudo, sabemos que ja
ocorriam nos municipios de forma centralizada, uma vez que de acordo com os dados da
FUNASA, o PCDCH alcangou toda essa regido entre o final da década de 70/ inicio da
década de 80 (BRASIL, 1980). Esses dados apontam para um desconhecimento dos
profissionais acerca do historico das a¢des de controle vetorial em seus municipios e da
historia da saude em um contexto mais amplo.

Estratégias de prevencao e programas de acompanhamento, monitoramento e
controle especifico de doengas requerem informagdes confiaveis sobre a situagao dessas
doencas e seus antecedentes na populagao atendida. Nesse sentido, impressionou que mais
de 80% dos municipios tenham parado as suas atividades de controle vetorial em algum
momento e que em 51% dos casos isso ocorreu mais de quatro vezes. Ndo menos
importante foi o fato de que 64% dos participantes dos municipios da GRS de Pedra Azul
desconheciam essas informacdes, reforcando a questdo do desconhecimento do historico
das agdes de controle ja discutidas no paragrafo anterior.

Na época da coleta dos dados, pouco mais de 60% dos municipios realizavam acgdes
de controle vetorial da DC. Ainda nesse aspecto, 78% dos municipios executavam apenas
uma acgao de controle. Esses numeros sdo muito baixos, particularmente considerando-se
que os municipios deste estudo estdo localizados no Norte de Minas Gerais, regiao que
apresenta um dos maiores valores de subindice Chagas (0,664) e indice de vulnerabilidade
para DC crénica do pais (0,55) (BRASIL, 2022).

Dentre as agdes mais executadas pelos municipios destacou-se a vigilancia com
participacdo popular por meio dos PITs, apontada pelos participantes para a metade dos
municipios da area do estudo. Os PITs comecaram a ser instalados nos municipios
brasileiros ainda na década de 80 pela equipe técnica da SUCAM em localidades rurais e

sedes dos municipios (BRASIL, 1980). Em 2000, 280 municipios mineiros ja estavam
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estruturados de acordo com as diretrizes do novo manual técnico do Ministério da Saude
(BRASIL, 1994; MORENO et al., 2000), ou seja, sob a vigilancia entomoldgica.

Ainda sobre as acbes de controle vetorial, chama a atencdo que trés das cinco
geréncias de saude (Januaria, Pedra Azul e Pirapora) possuiam pouquissimos municipios
executando alguma acdo de controle, mostrando que na regido de estudo havia uma
heterogeneidade enorme neste aspecto. Acreditamos que a diminuigdo de investimentos
financeiros, de recursos humanos e de prioridade de agdes de controle, possivelmente, deve-
se ao baixo destaque da doencga de Chagas no novo cenario epidemioldgico, uma vez que,
atualmente, no Brasil, as notificagbes de novos casos da doenga chagasica aguda sao baixas
(SINAN, 2023). Adicionalmente, & importante destacar que em julho de 2006, o Brasil foi
declarado livre da transmissao da doenga de Chagas pelo Triatoma infestans (Klug, 1834),
seu principal vetor a época (OPAS, 2006). Contudo, a compreensdo equivocada desta
conquista contribuiu para que diversos municipios brasileiros passassem a acreditar que ndo
precisariam mais investir em medidas de prevencgéao e controle da doenca de Chagas.

Outro aspecto abaixo do esperado foi o numero de ACEs e de coordenadores de
endemias que trabalhavam em acdes de controle vetorial da DC atuantes nos municipios. O
numero de ACE foi particularmente baixo nos municipios da GRS de Pedra Azul e da SRS
de Montes Claros. Por sua vez, o numero de coordenadores foi baixo nos municipios da GRS
de Pedra Azul e de Januaria. No mesmo sentido do que ja foi discutido acima, o baixo
investimento em recursos humanos para a DC é mais um aspecto da negligéncia relacionada
a essa endemia.

Para que um servigo funcione de maneira adequada e eficiente € necessario que os
atores envolvidos nos processos estejam atualizados e capacitados nas atividades de sua
execugao. Mais uma vez, na regido de estudo, observou-se que a capacitagdo dos
profissionais da vigilancia em saude foi abaixo do esperado. Na GRS de Unai, por exemplo,
nenhum ACE e somente um coordenador havia sido capacitado. Na GRS de Pedra Azul, os
numeros também foram muito baixos, 36% dos ACEs e 16% dos coordenadores passaram
por capacitagdo. Finalmente, a capacitacdo dos coordenadores de endemias dos municipios
da GRS de Januaria também foi baixa. Esse aspecto reflete a auséncia de atencao
despendida a doenga nos municipios em amplas areas do Estado. As a¢des de educacao
em saude deveriam ser trabalhadas permanentemente, tanto na comunidade quanto entre
os profissionais de saude, a fim de promover o reconhecimento da doenga e suas formas de
transmissao, a importédncia da organizagdo da casa e manejo do peridomicilio, além de

proporcionar o reconhecimento, captura e notificacdo de triatomineos (DIAS, 1998).
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5. CONCLUSAO

Por meio deste estudo observou-se que a regiao mais critica do estado de Minas
Gerais, tanto para o numero de pacientes afetados pela DC crénica, quanto para o risco de
reinfestacdo domiciliar de triatomineos nas UDs, encontrava-se bastante desestruturada ao
concernente as agdes de controle vetorial da DC. Esse desarranjo foi mais intenso e
impactante nos municipios da GRS de Pedra Azul, sendo que todos os parametros avaliados
estavam abaixo da média. Em sequéncia, os municipios da GRS de Januaria também
apresentaram muitas lacunas relacionadas as atividades avaliadas. Os municipios das
demais GRSs e SRS se “‘revezaram’ em aspectos positivos ou negativos nos parametros
avaliados.

Considera-se de extrema relevancia a realizagéo deste tipo de diagndstico em areas
endémicas para a DC, pois apenas por meio do conhecimento da realidade € possivel se
planejar, elaborar e propor agdes de prevengdo, controle, monitoramento e intervencgéo
efetivas, e assim contribuir para sanar essa enorme lacuna existente no estado e no Sistema
Unico de Saude (SUS).
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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti é frequentemente considerado um dos animais mais perigosos
do mundo por conta da sua capacidade de transmitir varios arbovirus que afetaram e afetam
fortemente a saude humana. Apesar da existéncia de conhecidas estratégias de controle
deste vetor, a espécie apresenta alguns artificios fisiologicos que podem dificultar o manejo
como, por exemplo, a quiescéncia. A quiescéncia € um processo relevante para que A.
aegypti resista ndo s6 a condicdes ambientais ndo favoraveis, como também ao
enfretamento da sazonalidade. Assim, ovos quiescentes podem constituir um problema para
o controle do vetor, uma vez que colabora para a disseminacdo e manutengcao da espécie,
tornando-se essencial a atengao da vigilancia epidemiolégica ou entomoldgica. Este estudo
teve como objetivo avaliar o perfil bioquimico de elementos envolvidos com a homeostase
redox (CAT, SOD, GPx, GST e G6PD) em adultos de A. aegypti que emergiram de ovos
mantidos em diferentes tempos de quiescéncia (zero dias, 60 dias e 120 dias), a fim de prover
conhecimento sobre a influéncia deste processo na resposta antioxidante do vetor. Os dados
apontaram ocorrer modulacdo da atividade de CAT, GPx, G6PD e GST nos diferentes
periodos investigados. Sugere-se haver relagado da possivel diminuicdo do estado reduzido
da célula nos maiores tempos de quiescéncia como indicativo adaptativo ao retorno do
embrido ao estado ativo do metabolismo, preparando o animal para o retorno da
pluviosidade, dando suporte ao possivel dano oxidativo devido a reoxigenacgédo ao fim do
estado de dorméncia e com reflexo até a fase adulta do mosquito.

Palavras-chave: Quiescéncia, biologia redox e capacidade antioxidante.
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ABSTRACT

Aedes aegypti mosquito is often considered one of the most dangerous animals in the world
due to its ability to transmit various arboviruses that have strongly impacted and continue to
impact human health. Despite the existence of well-known vector control strategies, this
specie possesses certain physiological adaptations that can pose challenges to its
management, such as quiescence. Quiescence is a relevant process that enables A. aegypti
to withstand not only unfavorable environmental conditions, but also seasonal variations.
Consequently, quiescent eggs can pose a problem for vector control, as they contribute to
the species’ dissemination and maintenance, necessitating the attention of epidemiological
or entomological surveillance. This study aimed to evaluate the biochemical profile of
elements involved in redox homeostasis (CAT, SOD, GPx, GST, and G6PD) in adult A. aegypti
mosquitoes emerging from eggs maintained under different quiescence periods (zero days,
60 days, and 120 days). The aim was to provide insights into how this process influences the
vector’s antioxidant response. The data indicated a modulation of CAT, GPx, G6PD and GST
activity in the various investigated time periods. It is suggested that there may be a
relationship between the possible reduction in the cell’'s reduced state during longer
quiescence periods, serving as an adaptive indicator for the embryo’s return to and active
metabolic state, preparing the animal for onset of rainy conditions. The supports the potential
oxidative damage due to reoxygenation at the end of the dormant state, which may have
repercussions into the adult stage of the mosquito.

Keywords: Quiescence, redox biology and antioxidant capacity.

1. INTRODUGCAO

O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera, Culicidae) € o principal vetor de
transmissao de quatro arboviroses bastante incidentes no Brasil: o virus da dengue, o do
zika, o da chikungunya e o da febre amarela. O cenario epidemiolégico dessas doencas,
mesmo com campanhas de prevencao sendo intensificadas nos periodos de alta, tem
numeros significativos, sobretudo na Bahia, devido a suas caracteristicas socioambientais e
climaticas, que se assemelham muito as condigbes dos paises de origem do mosquito,
localizados na Oceania e no sudeste asiatico (CAMPBELL, 2002; MENEZES et al, 2021).

No inicio do século XXI, o Brasil foi responsavel por 61% de todas as notificacbes de
dengue no mundo no ano de 2001; desde entdo, a situagcado epidemioldgica do pais nao
deixou de apresentar numeros problematicos. Mesmo que em numeros menores em relagao
aos ja apresentados, o pais continua evidenciando altos niveis de incidéncia, principalmente
se comparado a paises da América Latina. A titulo de exemplificacdo, no ano de 2016, o
Brasil foi responsavel por cerca de 65% dos casos notificados de dengue em todo continente
americano (TAVEIRA, 2001; LOZOVEI, 2001; BARROSO, 2020).
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E imprescindivel compreender as caracteristicas biolégicas do mosquito, para que
dessa forma, ferramentas mais eficazes sejam propostas para o combate e controle desse
vetor no Brasil. Analisar o vetor em suas diferentes etapas do ciclo de vida e diferentes
contextos ambientais é relevante para propor medidas de controle e manejo desse mosquito
(MANRIQUE-SAIDE, 2015; ZARA et al, 2016).

Dentre as estratégias utilizadas para o controle do mosquito pode-se citar o uso de
inseticidas ou pesticidas (controle quimico), controle fisico do vetor, dentre outras formas.
Contudo, o A. aegypti apresenta alguns artificios fisiolégicos que podem dificultar esse
controle, como por exemplo, a quiescéncia. Este processo fisiolégico é uma forma de
adormecimento do ovo, que retarda o tempo de eclosdo, ocasionado principalmente por
fatores climaticos e ambientais, como a baixa umidade e altas temperaturas (MANRIQUE-
SAIDE, 2015; AMARASINGHE et al., 2020).

O periodo de quiescéncia caracteriza-se como um fendmeno fisiolégico de dorméncia,
onde ha diminuicdo do metabolismo e do desenvolvimento do ovo frente a presenca de
agentes estressores no ambiente. Este fenbmeno tem sua duragéo vinculada as variagoes
de temperatura, resisténcia a dessecacdo e, portanto, estado de escassa umidade
(ALMEIDA, 2005). Em mosquitos, a quiescéncia pode receber influéncia a partir de diferentes
estagios, mas principalmente na fase de ovo ou em outras estruturas fisioldgicas para que
se atinja condi¢des ideais de sobrevivéncia, atuando como um importante fator de disperséo
da espécie (DINIZ, 2018).

O processo de quiescéncia em mosquitos do género Aedes ainda é pouco estudado,
embora tenha sido observado também em outras espécies de mosquito, como as
pertencentes aos géneros Anopheles e Culex (DINIZ, 2018). Vargas et al. (2014) observaram
em ovos de Culex quinquefasciatus, Anopheles aquasalis e A. aegypti, que ao final da
embriogénese, os ovos apresentaram diferentes niveis de resisténcia a dessecagao,
podendo sobreviver 5, 24 e até 72 horas, respectivamente, fora da agua. Recentemente, a
quiescéncia do ovo tem sido tratada como “resisténcia embrionaria a dessecagao”, do inglés
embryonic desiccation resistance (EDR), sendo sugerido ser o termo mais apropriado devido
ao fato de que, resistir a dessecacgéo € uma caracteristica intrinsicamente relacionada ao ovo
e nao ao embrido (FARNESI et al., 2015).

Montoya et al. (2015), ao avaliarem as dindmicas populacionais em A. aegypti,
observaram que longos periodos de quiescéncia interferem negativamente na eclosdo dos
ovos e na vida média dos mosquitos. No Brasil, Silva e Silva (1999), ao analisarem a
influéncia do periodo de quiescéncia dos ovos sobre o ciclo de vida de A. aegypti em
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condigbes de laboratorio, observaram que os ovos conseguem se manter viaveis por até 492
dias, sendo os periodos de 3 e 121 dias os mais favoraveis a eclosdo. Na Australia, os
achados de Faull e Williams (2015) demonstraram que, em condigdes controladas, os ovos
de A. aegypti podem permanecer viaveis por mais de um ano com taxas de eclosdo de
aproximadamente 2 a 15%.

Sardeiro (2023) avaliando ovos quiescentes de oviposi¢cdes coletadas na regidao oeste
da Bahia, realizou teste de desenvolvimento com ovos mantidos por 150 e 180 dias de
quiescéncia e identificou que a partir de 150 dias a taxa de eclosao € extremamente baixa
chegando a zero em 180 dias. A taxa de eclosdo mostra-se normal até 120 dias em
quiescéncia, semelhante ao identificado por Silva e Silva (1999). Periodos superiores a
quatro meses parecem corresponder as piores condi¢gdes de sobrevivéncia para 0 mosquito
(SILVA; SILVA, 1999; YANG, 2014). Apesar do impacto do tempo de quiescéncia, ovos em
dorméncia podem constituir um problema para o controle do vetor, uma vez que colabora
para a disseminagdo e manutengcdo da espécie, tornando-se essencial a atengdo da
vigilancia epidemioldgica ou entomoldgica (SILVA; SILVA, 1999; DINIZ, 2018).

Na natureza, o estresse ambiental pode exercer pressdes seletivas fazendo com que
surjam adaptacgdes fisioldgicas, bioquimicas e no comportamento dos seres vivos. Uma delas
€ a baixa disponibilidade de oxigénio por horas, dias ou meses em situagdes como hipdxia,
anoxia, variagdes bruscas de temperatura ou desidratagao, isquemia, exposi¢cao de animais
aquaticos ao ar, as quais podem gerar uma condigdo de estresse pela baixa de oxigénio
(HERMES-LIMA, 2015; MOREIRA, 2017). Além disso, em animais inseridos em ambiente
com oferta reduzida de oxigénio, pode haver depressao metabdlica, ativagdo de vias
anaerobicas, modificagdes epigenéticas e alteragbes em vias do metabolismo de oxidagao-
reducédo (redox) (MOREIRA, 2017).

Compostos oxidantes estdo presentes nos seres vivos, possuindo fundamental
importancia para o metabolismo. Em decorréncia de processos oxidativos, tem-se a
producdo dos radicais livres, por via enddégena ou exdgena, seja de forma natural ou em
virtude de alguma disfungéo bioldgica. Nessa perspectiva, recebem destaque as espécies
reativas de oxigénio (ERO), advindas da redugédo do oxigénio, e as espécies reativas de
nitrogénio (ERN) (BARREIROS et al., 2006).

As ERO podem ser classificadas em radicais ou radicalares: anion superoxido (O? "),
radical hidroxila (OHe), alcoxila (RO-) e peroxila (ROO-); e em nao-radicais ou nao-

radicalares: perdxido de hidrogénio (H202) e oxigénio singleto (O2). Por outro lado, sdo
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consideradas ERN: oxido nitrico (NOe), 6xido nitroso (N203), acido nitroso (HNOz2), nitritos
(NO?7), nitratos (NO?") e peroxinitritos (ONOO~) (BARREIROS, 2006; BAHR, 2013).

Os mecanismos de leséo celular variam a depender da toxicidade das ERO. O radical
superoxido (02) é formado a partir da primeira redugdo do O: e é considerado pouco reativo
em solugbes aquosas. Contudo, esta associado a lesdes biologicas em processos
inflamatdrios, durante atividade de neutréfilos, mondécitos, macréfagos e eosindfilos. O
radical hidroxila (OH¢) é considerado o mais reativo dentre as ERO, possuindo um elevado
potencial deletério para as membranas celulares, para o metabolismo celular (inativagéo ou
mutacédo do DNA) devido a rapida ligagdo com metais, grupamentos sulfidrilas (-SH) e pontes
dissulfeto (-SS). O peroxido de oxigénio (H202), mesmo ndo sendo categorizado como um
radical livre, € capaz de gerar radicais hidroxilas, tornando-se téxico para as células por, por
exemplo, interagir com a membrana de eritrcitos por meio de ligagdo com ions ferro,
fendbmeno conhecido como reacgéo de Fenton (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; CAMPQOS;
LEME, 2018; LIMA, 2021). Outra reacédo importante para que se evite 0 acimulo de metais
e, consequentemente, a formagao das ERO nos meios intracelulares, é a reagao de Haber-
Weiss (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os efeitos dos radicais livres dependem das circunstadncias em que o meio se
encontra. Quando mantidos em baixas ou moderadas concentracbes, os radicais livres
desempenham fungbes benéficas ao organismo, como por exemplo, atuagdo em vias de
defesa contra patogenos, ativagdo de genes e participagdo em vias de sinalizagédo celular
(PIZZINO et al.,, 2017). Em contrapartida, quando em altas concentragbes, estéo
relacionados a ocorréncia de estresse oxidativo, fendmeno que leva a peroxidagao lipidica,
danos ao DNA, destruicao de proteinas de membrana, agressao a tecidos e destruigdo de
enzimas (BARREIROS, 2006).

Baseando-se nessas questdes, definiu-se como objetivo do estudo avaliar o perfil
bioquimico de elementos envolvidos com a homeostase redox em adultos de A. aegypti que
emergiram de ovos mantidos em diferentes tempos de quiescéncia. Foi investigado a
atividade das enzimas catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa S-transferase (GST) e a enzima glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD),
a fim de prover conhecimento sobre a influéncia da quiescéncia na resposta antioxidante do

vetor.
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2. METODOS

2.1. AMOSTRAS BIOLOGICAS

Para obtencéo das amostras, ovitrampas foram colocadas nos bairros Bandeirantes e
Morada da Lua, do municipio de Barreiras, Bahia. As ovitrampas sdo armadilhas para
oviposigao, ou seja, sdo recipientes criados para captura de ovos da fémea do A. aegypti,
permitindo que haja um controle para a procriagcdo do mosquito (MACIEL-DE-FREITAS et
al., 2008). Os ovos foram recolhidos das palhetas diariamente.

As palhetas com os ovos foram levadas para o Laboratorio de Agentes Infecciosos e
Vetores LAIVE Il — Unidade Vetores e armazenadas por diferentes periodos em temperatura
ambiente para que houvesse a eclosao. Para este estudo, foram utilizados os periodos de 0,
60 e 120 dias de quiescéncia. Os individuos obtidos a partir de ovos coletados e colocados
para eclodir de forma imediata representam o estudo no tempo 0 de quiescéncia. Os animais
obtidos a partir de ovos que passaram 60 e 120 dias armazenados fora da agua, representam
o estudo no tempo 60 e 120 dias de quiescéncia, respectivamente.

Para a eclosdo dos ovos, as palhetas foram depositadas no fundo de bandejas
plasticas e colocadas em contato com a agua dentro dos periodos definidos para analise.
Com a ajuda de uma pipeta de plastico, as larvas eclodidas dos ovos foram retiradas e
armazenadas em potes de plastico com agua destilada e alimentadas com ragao para peixe
seca e triturada. As larvas foram acompanhadas até o estagio de pupa por um periodo de
quatro a 10 dias. Em seguida, os animais, ainda imaturos, foram transferidos para outros
potes plasticos com agua e, entdo, a alimentagéo foi cessada até que atingissem a forma
alada (estagio adulto).

Em seguida, os mosquitos adultos foram transferidos para novos potes plasticos
vazios, levados ao freezer a —20°C para dorméncia e manipulagdo e posteriormente
acondicionados 10 mosquitos (1 pool de amostras) em cada microtubo de 2 mL e
armazenados a —80°C (ANJOLETE; MACRORIS, 2016).

2.2. PREPARO DAAMOSTRA

Para analise das atividades enzimaticas, a cada pool de amostra, foi adicionado 100

ML de tampdo de homogeneizacao Tris-HCI 0,2 mM, pH 7,5, contendo fluoreto de
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fenilmetilsulfonil (PMSF) dissolvido em etanol absoluto na concentragado de 1M. Em seguida,
0s mosquitos adultos contidos nos microtubos foram macerados e homogeneizados com
auxilio de um macerador para microtubos. As amostras foram centrifugadas a 9.000xg, a
2°C, por 20 minutos. Ao término desta etapa, os sobrenadantes de cada amostra foram
transferidos para novos microtubos de 1,5 mL devidamente identificados por tempo de
quiescéncia e enzima a ser investigado, os quais, posteriormente, foram acondicionados a -
80 °C para preservagao da cinética reacional até o momento da mensuragéo da atividade.
Para realizagdo do estudo, foram utilizados 5 pools de mosquitos para cada tempo de
quiescéncia: 0, 60 e 120 dias (TO, T2 e T4, respectivamente) totalizando 15 pools de amostra

a ser avaliado para cada enzima.

2.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES E DO
METABOLISMO

2.3.1. Determinacao da atividade enzimatica de Superéxido Dismutase (SOD)

Para determinagao a atividade enzimatica de SOD, foi utilizado kit de ensaio da marca
Sigma-Aldrich (Catalogo 19160), utilizando o leitor de microplacas Varioskan Lux (Thermo
Fischer). O método baseia-se na utilizagao do sal WST-1 (2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio monosodico) que, apos sofrer redugao na presenga do anion
superoxido (O2+-), produz um corante formazan soluvel em agua. A taxa de redugéo de O2
para superoxido esta relacionada a atividade da xantina oxidase (XO) e € inibida pela SOD.
Assim, a taxa de inibi¢cao (% inibicdo) de SOD pode ser mensurada por método colorimétrico.

As solugdes de trabalho foram preparadas conforme orientagcdées do protocolo do kit.
Em seguida, as absorbancias das amostras e dos brancos foram lidas em triplicatas na faixa
de 450 nm apo6s serem incubadas a 37 °C por 20 minutos. Para o calculo da atividade de
SOD, foi utilizada a equacéo: Atividade SOD (% de inibicao) = 100 x [(Absorbancia branco1
— Aborbéancia branco2) — (Absorbéancia amostra) / (Absorbéncia branco1 — Absorbancia
branco2)].

2.3.2. Determinacgao da atividade enzimatica de Catalase (CAT)

Para determinag&o da atividade enzimatica da CAT, utilizou-se o kit Catalase Assay

Kit (Sigma-Aldrich), com modificagdes, utilizando o leitor de microplacas Varioskan Lux
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(Thermo Fischer). A catalase é responsavel por catalisar a decomposi¢cao do peroxido de
hidrogénio (H202) em agua e oxigénio (via catalitica). O principio do ensaio esta pautado na
medida, por método colorimétrico, do H202 restante apds acdo da catalase. Este método
utiliza o acido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenossulfénico, que se acopla a 4-aminoantipirina na
presenga de H202 e da horseradish peroxidase (HRP), gerando um corante avermelhado, a
quinoneimina, que pode ser detectado a 520 nm.

As solugdes de trabalho foram preparadas segundo instrugdes do protocolo do
produto, com modificagdes. Construiu-se uma curva padrdo de H202, sendo feitas dilui¢des
de 0, 0,0125, 0,0250 e 0,050 ymoles. A partir da equagéo gerada pela curva (y = 12,141x +
0,0628, R? = 0,97) e dos valores de absorbancia, foi possivel determinar a quantidade de
perdxido de oxigénio remanescente na reagao. O calculo da atividade da CAT foi realizado
utilizando-se a equagao: Atividade CAT (umoles/min/mL) = Aumoles (H H202) xd x 100/ V
x t, onde Apmoles (H20:2) é a diferenca da quantidade de H20:2 entre o branco e a amostra,
d o fator de diluigao (1:2), t a duragéo da reagdo em minutos, V o volume da amostra em mL

e 100 a diluicdo da aliquota da reagao enzimatica na reagao colorimétrica (10 puL para 1 mL).

2.3.3. Determinacao da atividade enzimatica da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade enzimatica da GPx foi determinada utilizando-se o kit Glutathione
Peroxidase Cellular Activity Assay Kit (Sigma-Aldrich), utilizando o leitor de microplacas
Varioskan Lux (Thermo Fischer). O método utiliza uma determinagao indireta da enzima.
Nesse sentido, baseia-se na oxidagao da glutationa (GSH) em glutationa oxidada (GSSG),
reacao catalisada pela GPx. Posteriormente, GSSG é reduzida a GSH utilizando a glutationa
redutase (GR) e NADPH. O aumento da mensuragédo da absorbancia de NADPH a 340 nm
durante a oxidacdo de NADPH a NADP+ ¢ indicativo da atividade de GPx.

A leitura do branco e das amostras foi realizada em duplicata a 340 nm, na
temperatura de 25 °C, sendo realizadas 6 leituras com intervalo de 10 segundos entre cada
uma. Com as absorbancias, foi possivel obter a atividade enzimatica da GPx nas amostras
utilizando a seguinte equacéo: Atividade GPx (mmol/min/mL = Unidades/mL) = AA340 x DF
16,22 x V, onde AA340 é diferenca entre as absorbancias da amostra e do branco, DF, o fator

de diluicdo da amostra antes de ser adicionada a reagao e V, o volume da amostra em mL.
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2.3.4. Determinacgao da atividade enzimatica da Glutationa S-transferase (GST)

A avaliagao e quantificacdo da atividade dessa enzima foram realizados de acordo
com o protocolo Glutathione S-Transferase (GST) Assay Kit (Sigma-Aldrich), utilizando o
leitor de microplacas Varioskan Lux (Thermo Fischer).

O ensaio enzimatico baseou-se na quantificagdo da formagéao do produto CDNB e a
analise espectrofotométrica foi realizada a 340nm. A reacgéao foi conduzida com os seguintes
reagentes e respectivas concentragdes finais: tampéo fosfato de potassio 200mM, pH 6,5;
GSH e CDNB a 2mM. Foram usadas reag¢des com volumes de 200uL. Nos trés diferentes
tempos de quiescéncia foram usados 20uL da amostra e 180uL de solugéo tampao de fosfato
de potassio. O branco foi utilizado para avaliar a hidrolise espontanea, consistindo na mistura
de 200uL de tampao fosfato de potassio. O controle foi feito por meio da mistura de 196uL
de tampéao fosfato de potassio e 4uL de solugado de controle de GST do kit.

2.3.5 Determinacao da atividade enzimatica de Glicose 6-fosfato desidrogenase
(G6PD)

A avaliacdo e medicao da atividade dessa enzima foram feitos de acordo com o
protocolo Glucose-6-Phosphate dehydrogenase Assay Kit (Sigma-Aldrich), utilizando o leitor
de microplacas Varioskan Lux (Thermo Fischer).

A atividade da G6PD foi medida quantificando a taxa de formagcdo de NADPH, em
comprimento de onda de 450nm. A reacado foi constituida pelos seguintes reagentes e
respectivas concentragdes finais: tampao Tris-HCI 0,2mM, pH 7,5, tampéo de ensaio de
G6PDH, mix de substrato e mix desenvolvedor. Nos trés diferentes tempos de quiescéncia
foram usados 46uL do tampé&o de ensaio contendo a amostra, 2uL do mix de substrato e 2L
do mix desenvolvedor. Além disso, uma solugao padrao de NADH foi utilizada em diferentes

solugdes para que a uma curva padrao fosse definida para os calculos das amostras.

2.4. ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica dos dados foi utilizado o programa STATISTICA 8.0 (Statsoft,
Inc., Tulsa, OK). Os dados foram avaliados quanto a distribuigdo e homocedasticidade das
variancias por meio dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para analise dos
dados paramétricos, foi utilizado o teste ANOVA one way complementado por Bonferroni. Em
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contrapartida, para os dados nao paramétricos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
complementado por Dunn. Todos os testes estatisticos consideraram o valor de p < 0,05

como sendo estatisticamente significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. RESULTADOS

3.1.1. Atividade enzimatica da Superéxido Dismutase (SOD)

Os valores encontrados para atividade enzimatica de SOD (média + desvio padrao)
foram os seguintes: tempo zero - 63,04% + 11,66; tempo 60 dias - 50,87% + 14,85; tempo
120 dias - 63,13% * 12,47. As medianas variaram de 55,80 a 69,11% de inibicdo entre os
grupos. Os dados indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significativa em atividade
de SOD entre os tempos de quiescéncia analisados (Kruskal-Wallis: H (2, n = 15); p = 0,2275)
(Figura 1).

3.1.2. Atividade enzimatica de Catalase (CAT)

A avaliagdo da atividade enzimatica de CAT (média + desvio padrdo) apontou os
seguintes resultados: tempo zero - 13,84 ymoles/min/mL + 0,0235; tempo 60 dias - 13,85
pmoles/min/mL = 0,0341; tempo 120 dias - 13,76 ymoles/min/mL + 0,0421. Ha diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos analisados (ANOVA one way; F =11, gl =2, p
= 0,021). O teste a posteriori de Bonferroni apontou haver diferengca estatisticamente
significativa entre os tempos de 60 (T1) e 120 dias (T2) de quiescéncia (p = 0,0037) e entre
os tempos de zero (T0) e 120 dias (T2) (p = 0,0073), ndo havendo diferenga entre os tempos

zero e 60 dias (Figura 1).

3.1.3. Atividade enzimatica de Glutationa Peroxidase (GPx)

Os achados da atividade enzimatica de GPx (média + desvio padrao) foram os

seguintes: tempo de 0 dias apresentou atividade média de 0,1555 mmol/min/mL £ 0,220, ao

Atualidades em Medicina Tropical no Brasil: Vetores 2



passo no tempo de 60 dias foi encontrado 0,4027 mmol/min/mL £ 0,0908 e aos 120 dias,
0,4437 mmol/min/mL £ 0,105. Houve diferenca estatisticamente significativa entre os tempos
avaliados (ANOVA one way; F = 5,43, gl = 2; p = 0,0214). A analise a posterior (Bonferroni)
indicou que ha diferenga significativa na atividade de GPx entre os tempos de 0 e 120 dias
de quiescéncia (p = 0,030), ao passo que a atividade entre os tempos de 0 e 60 dias e 60 e
120 dias n&o apresentaram diferenca significativa (p = 0,070 e p = 1,0, respectivamente)

(Figura 1).

3.1.4. Atividade enzimatica de glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD)

Os resultados da atividade enzimatica de G6PD (média + desvio padréo) indicam
diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes tempos de quiescéncia (ANOVA
one way; F = 6,24, gl = 2, p= 0,014). O primeiro tempo, 0 dias de quiescéncia apresentou
atividade média de 5,62 nmoles/min/mL £ 2,24; ja o grupo de 60 dias apresentou atividade
média de 15,11 nmoles/min/mL = 8,09; por fim, aos 120 dias de quiescéncia foram
encontrados 5,2 nmoles/min/mL + 2,24 em atividade. Apés teste a posteriori (Bonferroni),
observa-se que ha diferenga estatisticamente significativa entre 0 e 60 dias (p = 0,034) e

entre 60 e 120 dias em quiescéncia (p = 0,026) (Figura 1).

3.1.5. Atividade enzimatica de glutationa S-transferase (GST)

Os resultados da atividade enzimatica de GST (média + desvio padrdo) foram os
seguintes: 0 dias de quiescéncia, apresentou atividade média de 0,21 nmoles/mL/min +
0,004, ja o grupo de 60 dias apresentou média de atividade de 0,36 nmoles/mL/min £ 0,06
e, por fim, aos 120 dias de quiescéncia foram encontrados 0,34 nmoles/mL/min + 0,065. Ha
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA one way; F = 11,08, gl = 2,
p = 0,0019). Apés o teste a posteriori (Bonferroni), identificou-se haver diferenca
estatisticamente significativa entre 0 e 60 dias (p = 0,032) e entre 0 e 120 dias em quiescéncia
(p = 0,007) (Figura 1).
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Atividade enzimatica (log)
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Figura 1. Avaliacéo da atividade enzimatica de SOD, CAT, GPx, G6PD e GST em
mosquitos adultos que emergiram de ovos mantidos em diferentes tempos de quiescéncia.

A atividade da SOD nao apresentou diferenga estatisticamente significativa nos tempos investigados (Kruskal-
Wallis: H (2, n=15); p=0,2). No entanto, para as outras enzimas, o tempo de quiescéncia influenciou na
modulagao da atividade das enzimas antioxidantes. CAT: tempos zero e 120 dias (* p=0,007) e entre tempos
60 dias e 120 dias (** p=0,004). GPx: tempos zero e 120 dias (* p=0,03). G6PD: tempos zero e 60 dias (*
p=0,03) e entre 60 e 120 dias (** p=0,03). GST: tempos zero e 60 dias (* p=0,03) e entre zero e 120 dias (**
p=0,007). Barras pretas: TO dias. Barras Cinza escuro: T60 dias. Barras Cinza claro: T120 dias. Teste a
posteriori: Bonferroni. Dados foram transformados em log para representagéo grafica (média e desvio
padrao).

3.2. DISCUSSAO

Este € o primeiro trabalho que descreve a influéncia da quiescéncia sobre a
modulacdo na atividade de enzimas antioxidantes em A. aegypti e indicando processos
adaptativos a sobrevivéncia do embrido durante o periodo de quiescéncia. A ocorréncia de
adaptacdes bioquimicas, como alteragdes de estrutura, regulacao e niveis de biomoléculas
e reagdes metabdlicas, capacitam os organismos aos desafios determinados pelo ambiente
auxiliando na homeostase do ambiente interno (STOREY, 2004). A adaptagado pode ser
definida como uma caracteristica que favorece a aptidao (fitness) de um organismo em seu
habitat. Em curto prazo, a resposta a um estimulo externo é geralmente a modulagdo de
processos ja operantes na célula. Se o estimulo persistir, a resposta envolve a expressao de
genes (HOCHACHKA; SOMERO, 2002). Os dados obtidos neste estudo indicam que ha

modulagdo na atividade das enzimas antioxidantes CAT, GPx, GST e G6PD em mosquitos
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adultos de A. aegypti que emergiram em diferentes tempos de quiescéncia durante o estagio
de ovo, indicando haver influéncia deste evento na resposta antioxidante do mosquito adulto.

Tendo em vista que a atividade de SOD néo se alterou ao longo do tempo e que ela é
responsavel pela dismutagdo do anion superéxido (FRIDOVICH, 1995, 2004), pode-se
presumir que a formagao de peroxido de hidrogénio se mantém controlada durante os quatro
meses de quiescéncia e que o controle do anion superéxido é mantido durante todo o
periodo.

Em relacdo a CAT e GPx, apesar das duas enzimas serem responsaveis pela
eliminagao do H202, a CAT é responsavel pela neutralizagcdo de taxas altas do hidroperéxido
sem a utilizacado da glutationa, enquanto a GPx remove o radical livre presente em menores
concentragdes e com a oxidagao da GSH (URSINI et al., 1995; WILLMORE; STOREY, 1997).
Esta relacio inversa pode indicar que a atividade da GPx em maiores tempos de quiescéncia
€ mais relevante, além de indicar consumo de GSH no periodo.

Martins (2018) avaliou a atividade de varias enzimas na espécie Salvator merianae.
Em situagbes de jejum, devido a hibernagao, € esperado uma diminuicdo da atividade de
G6PD, haja vista que a catalise de carboidratos e a sintese de acidos graxos é praticamente
interrompida. Apesar disso, o estudo observou o0 aumento dessa enzima durante a
hibernagao dos lagartos, cuja duracao foi de aproximadamente trés meses, para assegurar
o suprimento de NADPH. A mesma situagao foi visualizada A. aegypti.

Contudo, em seguida, foi observada a diminui¢do dessa atividade conforme o tempo
de quiescéncia avangava. Em outros estudos isso também foi observado, como no caso de
peixes da espécie Sparus aurata, que apresentou aumento nas taxas de G6PD de cerca de
29-42% apds um periodo de estresse ambiental (PEREZ-JIMENEZ et al, 2012; ZWIETEN;
VERHOEVEN; ROOS, 2014; MARTINS, 2018). No presente estudo, T60 dias apresentou
valores cerca de trés vezes maior que os outros dois, sugerindo que nesse periodo houve
aporte na capacidade de produgao de NADPH, a fim de contribuir para a manutencao do
estado reduzido celular, e possivelmente na produgédo de GSH (glutationa reduzida), um dos
mais importantes antioxidantes celulares. Os niveis da atividade de G6PD retomam os
iniciais (TO) aos 120 dias em quiescéncia, podendo ser indicativo de sinal metabdlico para o
retorno ao estado de metabolismo basal.

As GSTs pertencem a uma superfamilia multigénica de enzimas que catalisam a
adicdo nucleofilica do tiol da GSH em uma variedade de eletréfilos. Apresenta também
atividade GPx selénio-independente, tendo como alvo hidroperoxidos organicos (JOANISSE;

STOREY, 1996). Deste modo, estas enzimas promovem prote¢do, ndo somente contra
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eletrofilos que tendem a ser toxicos para células, mas também contra oxidantes (WILLMORE;
STOREY, 2005). O aumento da atividade de GST em 60 e 120 dias em relagdo ao tempo
zero, em cerca de 1,7 vezes, indica aumento da capacidade de protegcéo contra eletréfilos e
oxidantes, como o peroxido de hidrogénio, durante o aumento do tempo de quiescéncia.

Estudos com Chlosyne lacinia, descritos por Moreira et al. (2021) apontam que
atividade de GST aumentou durante as primeiras 24 horas de diapausa, quando comparado
ao grupo controle. Contudo, essa atividade diminui consideravelmente conforme o tempo de
diapausa aumentava, caindo pela metade com o tempo de 120 dias e, apds o periodo de
diapausa, retornou a niveis semelhantes aos de antes do estado hipometabdlico. Ainda de
acordo com os autores, mesmo que a GST tenha importante fungdo na atividade
antioxidante, nao se pode desconsiderar o seu papel também em outros sistemas, como na
ligac&do, metabolismo e transporte relacionado a hormdnios, conforme foi demonstrado nos
estudos com Galleria mellonella, por Tarhan et al. (2013).

Para além da ativagdo das enzimas antioxidantes, outros fatores tém sido
correlacionados a quiescéncia no mosquito. Perez e Noriega (2012), ao investigarem o
impacto da duragao da quiescéncia em larvas de A. aegypti, notaram que ovos quiescentes
por mais de dois meses deram origem a larvas com menores reservas lipidicas e
apresentaram maior duragdo no tempo de desenvolvimento larval quando comparadas a
larvas oriundas de ovos quiescentes por menos de uma semana. Foi levantada a hipotese
de que isso se deve a provavel oxidacgao lipidica ocorrida em resposta ao periodo de
dorméncia. Somado a isso, longos periodos de quiescéncia geraram alteracdo da
tolerabilidade ao estresse induzido por metais, e atraso no desenvolvimento para outros
estagios.

Em contrapartida, Oliva et al. (2018) constataram que parametros como fecundidade,
fertilidade e tamanho dos individuos nao foram afetados pela quiescéncia. Nesse contexto,
sugere-se que o estado nutricional, fitness larval e condigdes de variabilidade populacional
estejam associadas a diferentes desfechos em se tratando de preparacéo para o estresse
oxidativo e, por conseguinte, na resposta antioxidante visto que contribuem para a resisténcia
e sobrevida do vetor.

Nota-se que o periodo de até aproximadamente quatro meses de quiescéncia tende
a ser o tolerado pelos ovos de A. aegypti na regiao amostrada, sem que haja prejuizos quanto
ao crescimento e avango do ciclo biolégico. Apds esses meses, a viabilidade reduz
consideravelmente. Tendo isso em vista, associado aos achados encontrados neste estudo,
pode-se deduzir que 120 dias seja o periodo em que ocorra aumento nas condigbes que

Atualidades em Medicina Tropical no Brasil: Vetores 2



podem gerar o estabelecimento de estresse oxidativo, o que justificaria a redugcéo da
viabilidade apdés esses meses. Neste ponto é valido ressaltar que, embora tenha sido
observado que ocorra modulagao da atividade enzimatica antioxidante, ndo se pode afirmar
gue ao término ou apos esse periodo ocorra estresse oxidativo. Para isso, é necessario que
se tenha constatacdo da presenca de marcadores de dano oxidativo, os quais nao foram
avaliados no presente estudo.

A preparagao para o estresse oxidativo e a modulagdo das enzimas antioxidantes tem
sido observadas em outras espécies. Moreira et al. (2020) observaram uma regulagéo
positiva das enzimas antioxidantes nos musculos esqueléticos de anuros Proceratophrys
cristiceps (Anura, Odontophrynidae) durante a estivacdo. Neste estudo, viu-se que a
atividade de CAT e GPx foram 48% e 57% maiores, respetivamente, nos animais submetidos
a estivacdo quando comparados aos animais em estagdes chuvosas, ao passo que a
atividade de SOD nao alterou.

A precipitacdo tende a contribuir para a manutengao e sobrevida do mosquito. A
oviposicao pelas fémeas do A. aegypti nao é feita diretamente na agua, ao contrario de
grande parte das espécies de culicideos, mas sim, pouco acima da superficie liquida ou em
locais potencialmente inundaveis (NATAL, 2002). Assim, a reprodugdo desse mosquito &
dependente da chuva ou fatores que culminem no acumulo de agua, uma vez que possuem
parte do ciclo de vida aquatica (SIMOM, 2016). A cidade de Barreiras possui o clima tipico
de Savana, com inverno seco e estacdes bem definidas (ALMEIDA et al., 2017), possuindo
um periodo de seca com duragao de cerca de 120 dias (quatro meses) entre os meses de
maio a agosto com retorno da precipitagéo a partir do més de setembro (QUESADO et al.,
2023).

Estudos analisaram essa relagao entre quantidade de dias de quiescéncia e a taxa de
eclosdo dos ovos. Oliva (2018) analisou os dados em dois municipios, Recife — PE e Aracaju
— SE, apresentando um periodo de quiescéncia com boa viabilidade na eclosdao de 130 e
100 dias, respectivamente. Deste modo, considerando achados da literatura e deste estudo
somados as caracteristicas meteorolodgicas da regido do municipio de Barreiras, sugere-se
que o periodo de 120 dias seja o periodo de adaptagao fisioldgica para suporte ao possivel
dano oxidativo causado durante a quiescéncia na espécie estudada. Este periodo é
suficiente para manter os embrides vivos aguardando o retorno da precipitacado, e
continuagao do ciclo de vida do vetor até o estagio adulto, iniciando novamente o ciclo de
infestagcédo e de transmiss&o de arboviroses na regido, necessitando, portanto, que haja um
reforgo na vigilancia epidemioldgica para além dos periodos de chuva na regido.
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4. CONCLUSAO

A atividade das enzimas antioxidantes é fundamental para a garantia de sobrevivéncia
do mosquito Aedes aegypti, visto que cumpre um importante papel na defesa contra as
espécies reativas de oxigénio e, por consequéncia, do estresse oxidativo. A partir dos dados
analisados conclui-se que:

e A atividade de catalase (CAT) mostrou-se diminuida em adultos de A. aegypti
que emergiram de ovos mantidos por mais de 2 meses em quiescéncia, nao

havendo modulagao significativa antes desse periodo;

e A atividade de glutationa peroxidase (GPx), mostrou sofrer modulagdo em
adultos de A. aegypti que emergiram de ovos mantidos em quiescéncia, indicando
aumento da sua atividade apos 2 meses de passagem pelo periodo de dorméncia

do embirido;

e Aatividade de SOD n&o sofreu modulagao significativa em adultos que eclodiram
de ovos mantidos por até 120 dias em quiescéncia;

¢ A atividade enzimatica de G6PD no mosquito adulto apds diferentes tempos de
quiescéncia aumentou significativamente apdés 60 dias em quiescéncia, com
diminuigdo da atividade a niveis semelhantes ao tempo zero em quiescéncia no
T120. Esta ocorréncia sugere que a diminuicdo do estado reduzido da célula pode
ser um indicativo adaptativo ao retorno do embrido ao estado ativo do metabolismo,
dentro do periodo de estiagem, preparando o animal adulto para o retorno da

pluviosidade e possivel dano oxidativo causado pelo retorno a atividade metabdlica;

e A atividade enzimatica de GST apresentou aumento da atividade da enzima
entre o TO e T60, n&o alterando a partir deste tempo até 120 dias. Isto sugere que

os niveis de GST aumentam até o final do periodo;

e Os dados indicam que diferentes tempos de quiescéncia implicam em
modulagdo na atividade enzimatica antioxidante para suporte dos mosquitos A.
aegypti ao possivel dano oxidativo devido a reoxigenacao ao fim do estado de

dorméncia, refletindo na resposta antioxidante do mosquito adulto.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate whether the variables sex and feeding have different
impacts on insecticide susceptibility, and whether the mortality criterion adopted could
interfere with insecticide susceptibility in sandflies. Lutzomyia Iongipalpis (Diptera:
Psychodidae) was submitted to susceptibility tests in which Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) bottle and the World Health Organization (WHQO) cone test were used. The
sandflies were exposed to the alpha-cypermethrin pyrethroid at concentrations of 3 pyg/mL.
Males, sugar-fed females, and blood-fed females were evaluated. Mortality curves were
generated and analyzed using the JMP 10 program. Blood-fed females were more
susceptible to alpha-cypermethrin when compared to sugar-fed females, when analyzed with
the CDC bottle methodology. Males and females feeding sugar solution did not show
significant difference. Using an adapted version of the WHO cone methodology, we found no
differences in overall survival for the biological parameters feeding and sex. We also observed
that when death criterion A (unable to fly or stand) was applied, sandflies were considered
dead earlier than when applying criterion B (without any movement) for death. Our results
show that feeding but not sex, affects insecticide susceptibility in female sandflies. We also
found that the mortality criterion adopted affect results significantly.

Keywords: Phlebotominae, insecticide resistance e Leishmaniasis

1. INTRODUCTION

Leishmaniasis represents a set of parasitic infectious diseases produced by different
species of flagellated protozoa of the genus Leishmania. These diseases, considered
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zoonoses, are present in 98 countries, distributed in the Americas, Europe, Africa, and Asia,
of which 75 are endemic for visceral leishmaniasis (VL) and 50,000 to 90,000 new cases of
VL occur worldwide annually, with only 25-45% reported to WHO. Currently, Brazil is the
main country endemic for VL in Region of the Americas (WHO, 2023).

There is no effective and safe vaccine against leishmaniasis for humans. Thus,
prevention and control measures are based on: i) early diagnosis and treatment of cases in
humans; (ii) serological surveys of canine populations and elimination of seropositive animals;
iii) environmental management to clean houses and surrounding areas of sandflies; iv) health
education and social mobilization actions; v) use of a collar impregnated with deltamethrin
(4%) and iv) chemical control of vectors, particularly Lutzomyia longipalpis “sensu latu” (s.l.),
for VL in Brazil (MS/SVS/DVE, 2017; BRAZIL, 2022; OPAS, 2023).

Chemical control can select individuals resistant to a particular insecticide. Insecticide
resistance becomes a reality when insects are exposed to chemical compounds but remain
alive. There are some methodologies for detecting insecticide resistance in sandflies, which
were adapted from methodologies used for mosquitoes. These methodologies are the World
Health Organization (WHO) impregnated paper kit and cone test (WHO, 1998; WHO, 2013)
and trial Disease Control and Prevention Center (CDC) bottles (Brogdon & Chan, 2010).
Recently, a multi-centre laboratory study published the “Standard Operating Procedures” for
testing the resistance of sand flies to insecticides in the WHO bottle bioassay that
recommends the use non-blood-fed female adults with aged 3-7 days (WHO, 2022a). It also
suggests carrying out experiments with field populations, however, it does not mention
whether there are differences in susceptibility between the sexes and fed and unfed sandflies.

Sex and feeding of sandflies, for example, may affect their susceptibility status.
Females are responsible for stinging and transmitting Leishmania, and are usually used in
trials (FALCAO, 1963; KAUL et al., 1978; DHANDA et al., 1983; DINESH et al., 2010; SINGH
et al., 2015), however there are studies that use males and females together (DHIMAN et al.,
2003; AFSHAR et al., 2011; DENLINGER et al., 2016) and a single study that evaluated male
sandflies only (LI et al., 2015). This nonconformity in relation to sex is mainly because
capturing a large number of sandflies of the same gender is difficult. Besides the
nonconformity related to sample collection, there is the hypothesis that a given gender may
be more susceptible to insecticide exposure than the other. Also, the type of diet fed to
sandflies varies across studies. Some studies evaluate susceptibility of blood-fed females
(SCHIMIDT; SCHIMIDT, 1969; FALCAO et al., 1988) while others evaluate only sugar-fed
females (DENLINGER et al., 2016; RAMA et al., 2017). To date, there are no studies
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comparing blood- or sugar-fed female sandflies in laboratory conditions. This information is
important to improve the susceptibility assay and thus detect resistant populations (ROCHA
et al., 2021).

Guidelines for assessing vector insecticide resistance from the CDC and WHO (WHO,
1998; BROGDON; CHAN, 2010, WHO, 2022b) defined dead mosquitoes as any mosquitoes
that cannot fly in a coordinated manner; lies on its back, moving legs and wings but is unable
to take off; can stand and take off briefly but falls down immediately. However, some authors
believe that these criteria are subjective, which may lead to errors when stablishing death
rates. Thus, lack of any motion is also considered as a criterion for death in sandflies (PEREA
et al., 2009; MARCELO et al., 2014; DENLINGER et al., 2015). Thus, the aims of this study
were to evaluate whether the variables sex and feeding have different impacts on alpha-
cypermethrin susceptibility. We also evaluated the different criteria used for death, as
explained above, to see if they provide different results related to insecticide susceptibility in

sandflies.

2. METHODS

Phlebotomines - Lutzomyia longipalpis sensu lato from Teresina, Piaui (S 5° 9' 0,2”; W
42° 80' 0,38”) and raised at the Laboratory of Hematophagous Insect Physiology of the
Federal University of Minas Gerais (UFMG) were used in the study. This is a colony kept in
insectarium since 2010, without input of external material and free of contact with insecticide.
Insectaries were maintained under controlled temperature (26 + 2°C) and humidity (70 %
10%).

2.1. BIOLOGICAL ASSAYS

Biological assays were performed according to the Brogdon & Chan (2010) bottle
methodology and also the WHO cone methodology (WHO, 1998), with modifications, such
as reducing the number of species and using support for exhibition (40 cm x 40 cm). For the
evaluation of sandflies with the adapted cone, 1 mm filter papers were impregnated with
3ug/m? alpha-cypermethrin insecticide and diluted in chloroform with the aid of a multichannel

pipette. For 48 hours the papers were not exposed to the drying light. After impregnation, the
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papers were attached to a petri dish with the aid of adhesive tapes so that the cone was also
attached in order for the insects to be exposed to the impregnated paper.

Male and female sandflies that fed sugary solution 30%, and females fed hamster
(Cricetus cricetus) on the day before the tests were collected and added to bottles and cones.
Ten insects, between 3 and 5 days old, were tested for mortality evaluation. The exposure
time started to count only after all insects were added to each vial. In the control group, only
acetone was used. Insect mortality was recorded every 10 minutes and the end of the
susceptibility assessment occurred after verifying the death of all exposed sandflies. Each
bioassay was performed in triplicate and repeated three times on different days, totaling 30
sandflies. The bioassays in the control group were carried out in triplicate with three tests on
different days, totaling 30 sandflies. The mortality reading was carried out by a single
researcher.

Two mortality criteria were adopted and evaluated in this study: criterion A - insects
were considered dead if they were inept to fly or stand (OMS 1998, BROGDON; CHAN,
2010); criterion B - flies were considered dead if they did not show any motion (MARCELO et
al., 2014; DENLINGER et al., 2015).

2.2. STATISTICAL ANALYSIS

Lethal times of 50% (LTs0) 90% (LTe0) and 95% (LTos), i.e., the 50%, 90% and 95%
death interval of the exposed insects of each population, respectively, were inferred by
analysis of Kaplan-Meier survival curves (KM) and compared by Log-rank test (Bustamante-

Teixeira et al., 2002). Estimates were calculated using the JMP 10 statistical program.

3. RESULTS

We observed a significant difference according to the feeding type of female sandflies
when analyzed with the CDC bottle methodology (Fig. 1). Females fed blood meal were more
susceptible to alpha-cypermethrin at a concentration of 3 ug/mL when compared to females
fed sugar solution (p = 0.005). When comparing males and females fed sugar solution (p =
0.501) we did not observe significant difference. Using adapted WHO cone methodology, our

results show no differences in overall survival for the type of feeding of sandflies (p = 0.223)
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and sex (p = 0.598) (Fig. 2). There was no mortality in the control group in both
methodologies.

According to criterion A, flies are considered dead if they are inept to fly or cannot stand
(WHO, 1998; BROGDON; CHAN, 2010) while other authors (PEREA et al., 2009;
DENLINGER et al., 2015) consider that flies are dead if they do not show any motion (criterion
B). When criterion A was adopted, (sandflies unable to fly or stand) sandflies were considered

dead earlier than when criterion B was adopted (lack of motion) (p = 0.000) (Table 1).
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Figure 1. Kaplan-Meier Survival Curve in Lutzomyia longipalpis (Lutz and Neiva, 1912)
exposed to alpha-cypermethrin at a concentration of 3 ug/mL using the CDC bottle
methodology.
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Figure 2. Kaplan-Meier Survival Curve in Lutzomyia longipalpis (Lutz and Neiva, 1912)
exposed to alpha-cypermethrin at a concentration of 3 ug/mL using adapted WHO cone

methodology by Pessoa et al. (2015).

Table 1. Susceptibility to alpha-cypermethrin in Lutzomyia longipalpis (Lutz and Neiva,

1912) using two mortality criteria.

Exposed insects n LT50 (Cl 95%) LTgo (C1 95%) LTos (Cl 95%)
Criteria A
Males 30 26.36 (25.09 - 27.98) 33.59 (31.03 - 35.79) 35.42 (33.76 - 37.66)
Females 30 22.33 (21.01 - 24.88) 30.39 (28.25 - 32.96) 32.51 (30.28 - 35.02)
Criteria B
Males 30 117.32(110.10-125.00) 203.53 (182.94 - 224.77)  229.65 (203.58 - 259.49)
Females 30 114.57 (107.88 - 122.54) 117.48 (109.98 - 123.59) 195.35 (176.55 - 214.86)
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4. DISCUSSION

In this study, we evaluated whether the variables sex and feeding have different
impacts on insecticide susceptibility. We also evaluated the different criteria used for death to
see if they provide different results related to insecticide susceptibility in sandflies. We found
that feeding, but not sex, affects insecticide susceptibility in female sandflies. We also found
that depending on the mortality criterion adopted results may differ significantly.

A shown in figure 1, females that fed only blood were significantly more susceptible
than those that fed only sugar (p = 0.005). This result was probably due to the larger
abdominal distension of females when they fed blood. Although sugary foods can fill more
than half of the total volume of the abdomen of sandflies, differently than blood feeding it
cannot completely distend it because they lack the nutrients needed for egg maturation
(SCHLEIN; WARBURG, 1985). The distension exposes the abdominal intersegmental
membranes, facilitating the penetration of the insecticide in the body (FONTAN; ZERBA,
1987). Therefore, this result suggests that females that fed blood should not be used in
assays testing insecticide susceptibility as it may overestimate the real effect of the
insecticide.

Kaplan Meier survival curves (Figures 1 and 2) showed no differences between male
and female sandflies when tested using either bottle (p = 0.501) or cone (p = 0.598)
methodologies. Some studies show that male insects are more susceptible to a particular
insecticide (ALEXANDRE et al., 2009; RAMA et al., 2017) while exposure to other insecticides
are more effective against females (DINESH et al., 2010; SAEIDI et al., 2012). Our results
suggest that the susceptibility analysis of sandflies to insecticides can be performed using
either sex, that is, without the need to separate sandflies by sex.

The cone methodology for sandfly susceptibility evaluation, commonly used in
insecticide-impregnated walls, was adapted for the first time, as described in this study, for
laboratory tests with sandflies. Our results show that this method is similar to that of
impregnated bottles and paper kits and can also be used to evaluate insect resistance in the
laboratory.

When lack of motion was adopted as the criterion for death (B), the experiments lasted
longer than when adopting the other criterion (A) for death. Using criterion B, sandflies were
exposed to LTes for 230 minutes before they could be considered dead (Table 1). The same

insects were evaluated for not being able to stand or fly (A) which in this case took about 35
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minutes before they would be considered dead. Most studies that evaluated the susceptibility
of sandfly populations to insecticide did not mention the mortality criteria applied. Our results
recommend that only criterion A should be adopted in future studies of sandfly susceptibility.
The adoption of criterion B would require a very long time to evaluate insect resistance to
insecticide and could mask the insect mortality data during the bioassay.

We suggest that the selection of sandflies to be tested in insecticide susceptibility
studies should take feeding, and the mortality criteria to be applied, under consideration. The
fact that we did not find any difference between females and males regarding insecticide
susceptibility, may simplify sample collection in future studies. However, care should be taken
when selecting sandflies, as the type of feeding may impact insecticide susceptibility. Lastly,
the mortality criterion adopted is also relevant and our results indicate that criterion A should
be adopted in future studies because it can quickly identify the susceptibility profile of
sandflies to insecticides. For future analysis, the WHO cone methodology can be adapted to
evaluate sandflies susceptibility to insecticide in the laboratory settings.

The limitations of this study were the significant drop in the number of sandflies of the
Lu. longipalpis UFMG colony, which not allowed us to do continuous analysis and assays.
Another factor was that the WHO impregnated paper kit was not used in all assays. Pilot tests
were performed with the kit, however, phlebotomine scape from insecticide-treated tubes was
seen, which may affect the number of sandflies in the experiment. We stop using the tube
also due to laboratory biosafety issues.

In future studies, sandflies that suffered leg loss and are unable to fly after exposure
to insecticide should be evaluated to confirm that they cannot perform vital activities such as
feeding and reproduction. Our results support sandfly susceptibility experiments under field
conditions and reinforce the need to implement systematic and periodic sandfly resistance
monitoring. Because it will allow the comparison of results from different studies and
consequently a better monitoring of sandflies populations over time, which will help us

develop better programs to monitor sandfly populations.

5. CONCLUSION

Herein we found that feeding, but not sex, affects insecticide susceptibility in sandflies

females. Due to the difficulty of regularly producing sandflies under laboratory conditions, we

Atualidades em Medicina Tropical no Brasil: Vetores 2



suggest increasing the number of tests with males and females to achieve a sufficient sample
size. We also found that the mortality criterion adopted affect results significantly. Therefore,
there is an urgent need to develop a network of laboratories in different Brazilian regions with
the capacity to test the susceptibility of sandflies to insecticides through standardized projects
that use the results obtained in this work, as well as the protocol recommended by WHO
(2022a).
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