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RESUMO

A Doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana tem como agente etioldgico o
protozoario Trypanosoma cruzi. A doenca estd presente na maioria dos paises da
América Latina e o seu controle se apdia principalmente no combate aos triatomineos
vetores. Entre as espécies de triatomineos existentes no Brasil, Panstrongylus
megistus apresenta uma elevada capacidade de adaptacdo ao ambiente doméstico
e é considerada de grande importancia epidemioldgica desde a eliminacdo do
Triatoma infestans. O presente trabalho teve como principal objetivo, mediante o
sequenciamento de marcadores de DNA ribossomal nuclear, a caracterizacdo molecular
de espécimes e populacdes de Panstrongylus megistus do Estado do Parana. Espécimes
de outros estados também foram incluidos nesse estudo. Dos 37 espécimes
submetidos a extracao e sequenciamento de DNA, 32 geraram sequéncias capazes
de serem analisadas para os marcadores - primeiro e segundo espacador transcrito
interno (ITS-1 e ITS-2) do DNA ribossomal nuclear. No total, 24 diferentes haplotipos
foram descritos para os exemplares analisados da espécie Panstrongylus megistus,
quando estudados os marcadores moleculares ITS-1 e ITS-2 em conjunto. O
comprimento da regido intergénica variou entre 1357 e 1366 pares de base, com
uma média de 1361,1 pares de base. O comprimento do alinhamento geral para
todos os haplétipos descritos foi de 1366 pares de base, incluindo as
insercdes/delecdes. O ITS-1 apresentou um maior comprimento em pares de bases,
bem como, uma maior diversidade de haplétipos devido principalmente a inimeras
insergbes/delecdes. Devido a esse fato o fragmento ITS-2 aportou maiores
informacBes para a analise de distribuicdo dos haplétipos. Foi detectado um maior
namero de haplétipos em insetos provenientes do primeiro planalto paranaense.
Essa maior diversidade apdia a hipotese de origem e dispersdo de Panstrongylus
megistus a partir da Mata Atlantica costeira. Para o segundo planalto paranaense foi
observado somente 2 haplétipos e que séo coincidentes com o primeiro planalto. J&
no terceiro planalto houve a presenca de 4 haplétipos, 3 deles diferentes dos
demais, e somente 1 haplo6tipo ndo encontrado em outros estados. O hapl6tipo CH-2
foi encontrado em todas as regifes paranaenses estudas, bem como nos estados do
Rio Grande do Sul e Sergipe. Esse pode ser apontado, at¢é o momento, como o
haplétipo que provavelmente deu inicio a dispersdo da espécie, no estado do
Parana, a partir do centro de endemismo. O aumento dos numeros de insetos
estudados e a utilizagdo de novos marcadores moleculares poderdo aportar
informacgbes que reforcem a teoria de origem e dispersdo da espécie e fornecer
dados que auxiliem no monitoramento epidemiolégico da espécie.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Panstrongylus megistus. Caracterizagao
molecular. DNA ribossomal nuclear. Espacadores transcritos internos.



ABSTRACT

Chagas’ disease or American Trypanosomiasis has the protozoan Trypanosoma
cruzi as the etiologic agent. The disease is present in most Latin American countries
and its control relies mainly on the fight against triatomine vectors. Among the
triatomine species found in Brazil, Panstrongylus megistus shows a high degree of
adaptability to the domestic environment and is considered of great epidemiological
importance since Triatoma infestans elimination. This work had as the main
objective, through the sequencing of nuclear ribosomal DNA markers, the molecular
characterization of specimens and populations of Panstrongylus megistus from
Parand state. Specimens from other states were also included in this study. From all
of the 37 specimens submitted to DNA extraction and sequencing, 32 sequences
could be analyzed for two selected markers in question - the first and second internal
transcribed spacer (ITS-1 and ITS-2) of nuclear ribosomal DNA. Overall, 24 different
haplotypes were identified among the analyzed specimens of Panstrongylus
megistus, when studied molecular markers ITS-1 and ITS-2 together. The intergenic
region length varied between 1357 and 1366 base pairs, with an average of 1361.1
base pairs. The overall length of the alignment for all haplotypes was described with
1366 bp, including insertions/deletions. ITS-1 showed a greater length in its base
pairs, as well a greater diversity of haplotypes mainly due to numerous
insertions/deletions. Because of this, ITS-2 fragment landed more information for the
haplotypes distribution analysis. It was detected a greater number of haplotypes in
insects from the first plateau of Parana. This greater diversity supports the origin and
dispersion hypothesis of Panstrongylus megistus from ‘Mata Atlantica’ coastal. At the
second plateau was observed only 2 haplotypes, which are coincident with the first
plateau. At the third plateau was attended of 4 haplotypes, 3 of them different from
others, and only 1 haplotype not found in other states. The CH-2 haplotype was
found in all studied Parand regions, as well as the states of Rio Grande do Sul and
Sergipe. This can be appointed, until this moment, as the haplotype that probably
began spreading the specie, at Parana state, from the endemism center. The
increase of insects’ numbers studied and the use of new molecular markers may get
relevant information to reinforce the specie origin and dispersal theory and provide
data to assist in epidemiological monitoring of these vectors.

Keywords: Chagas’ disease. Panstrongylus megistus. Molecular Characterization.
Nuclear ribosomal DNA. Internal transcribed spacers.
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CL Doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana tem como
agente etioldgico o protozoéario Trypanosoma cruzi Chagas, 1909. A
populacdo do continente americano é amplamente afetada pela
doenca, sendo endémica em paises da América do Sul, América Central e México,
com maior incidéncia em zonas rurais e populacionais humanas com caréncias
econbmicas (GUHL & SCHOFIELD, 1996). Estima-se que trezentos e sessenta
milhdes de individuos vivam nas areas endémicas, que cem milhdes estejam
sujeitos ao risco da infeccdo e ainda, que entre dezesseis e dezoito milhdes de
pessoas se apresentam infectados pelo parasito. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) inclui esta doengca como uma das prioridades dentro da lista de doencas tropicais
em que, desde o ponto de vista da morbidade, provoca perdas importantes em anos de
vida com repercussoes sociais e econdomicas (WHO, 2002).

A distribuicdo desta doenca estd, basicamente, relacionada com a distribuicao
dos triatomineos, que sdo os vetores do parasito, e também associada a problemas
econdmicos. Os vetores podem ser encontrados desde 40° de latitude norte, nos Estados
Unidos, e 45° de latitude sul na Patagbnia Argentina, porém esta area de risco de
transmissdo esta condicionada a capacidade vetorial das espécies de triatomineos
(SILVEIRA, 2000).

As tentativas para controlar esta doenca sempre foram levadas a cabo de forma
isolada, por paises ou regides administrativas, e com resultados pouco significativos. A
impossibilidade de eliminar o ciclo silvestre do T. cruzi, a existéncia de uma grande
guantidade de reservatorio silvestre e doméstico e as mas condi¢cbes das habitacdes, sdo
alguns dos fatores limitantes para o controle da Doenca de Chagas (SILVEIRA et al.,
2002). Em 1991 os ministros da saude da Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e
Uruguai criaram uma comissao intergovernamental encarregada de elaborar e executar
um plano de acéo para a eliminacdo de Triatoma infestans Klug, 1834, principal vetor do
T. cruzi nesses paises (SILVEIRA et al., 2002). Essa iniciativa teve éxito na maioria dos
paises jA que obteve reducdo ou eliminacdo da transmissdo da Doenca de Chagas.
Apesar dos significativos resultados do controle da Doenca de Chagas alguns estudos
apontam para a vigilancia epidemiolégica constante, pois se verificou a re-colonizacao de
T. infestans em determinadas areas da Argentina (CECERE et al., 2002; VAZQUEZ-
PROKOPEC et al., 2004).
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Atualmente, o risco de transmissao depende, entre outros fatores, da
persisténcia de focos residuais de T. infestans e da ocorréncia de outras espécies de
triatomineos silvestres, potencialmente transmissores, que tém ocupado o ambiente
domiciliar (DIAS, 1988; RUAS NETO & KRUG, 1995).

Entre as espécies de triatomineos do Brasil, Panstrongylus megistus
Burmeister, 1835 apresenta uma elevada capacidade de adaptacdo ao ambiente
domeéstico. Sua distribuicdo ao longo do pais alia-se a area geografica com sua
presenca no ambiente natural ou artificial. Nos estados do sul esta espécie ocorre
basicamente em ecétopos silvestres, ao contrario de Minas Gerais, Bahia e algumas
areas da regido nordeste, onde € encontrado em ecoétopos artificiais, alcangando
maior destaque epidemioldgico (FORATTINI et al., 1970; FORATTINI, 1980).
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1.1 Posicao sistematica de Triatominae

Os triatomineos sao insetos pertencentes a ordem Hemiptera, subordem
Heteroptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae (LENT & WYGODZINSKY,
1979).

Triatominae é uma das vinte e duas subfamilias da familia Reduviidae e
difere de outras subfamilias pela combinacéo de varias caracteristicas como o habito
hematofagico, a presenca de uma membrana flexivel conectando o segundo e o
terceiro segmento rostral e perda das glandulas odoriferas na regido abdominal
(LENT & WYGODZINSKY, 1979).

Os triatomineos sé@o de grande interesse ecoldgico e clinico. Ecoldgico, pois
constituem um dos poucos grupos de percevejos que se alimentam de sangue de
vertebrados e clinico, por serem potenciais vetores do T. cruzi, protozoario agente
causador da doenca de Chagas (SCHAEFER, 2003). Certamente o grupo é digno de
estudo consideravel; muito do trabalho de Triatominae € resumido nos trés volumes
de Atlas of Chagas’ Disease Vectors in the Americas (CARCAVALLO, JURBERG &
LENT, 1999). A subfamilia foi taxonomicamente revista por Lent & Wygodzinsky
(1979) e, posteriormente, complementada por Carcavallo et al. (2000), que
apresentaram novas idéias sobre a sistematica e filogenia do grupo (SCHAEFER,
2003).

Atualmente, 140 espécies de triatomineos existentes sdo formalmente
reconhecidas, embora algumas possam ser ndo mais do que pequenas variacoes e
estdo classificadas em cinco tribos e 15 géneros (SCHOFIELD & GALVAO, 2009)
como mostrados na TABELA 1. No entanto, ha varios outros acordos propostos, por
exemplo, por Carcavallo et al. (2000) e Galvao et al. (2003). A maioria destas
classificacOes foi baseada em caracteres morfologicos, embora as comparacdes de
caracteres citogenéticos e sequéncias de DNA gendmico, por vezes, tém contestado
esta abordagem. Existem vérias dificuldades para chegar a uma classificagdo
estavel do grupo (SCHOFIELD & GALVAO, 2009).
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TABELA 1 — TRIBOS E GENEROS RECONHECIDOS E
SEUS RESPECTIVOS NUMEROS DE
ESPECIES EM TRIATOMINAE.

Tribo Género Nimero de espécies
Alberproseniini  Alberprosenia
Bolboderini Belminus
Bolbodera
Microtriatoma
Parabelminus
Cavernicolini Cavernicola
Rhodniini Psammolestes
Rhodnius
Triatomini Dipetalogaster
Eratyrus
Hermanlentia
Linshcosteus
Panstrongylus
Paratriatoma
Triatoma

0, - =
BrEordvRrRONMNNR ON

FONTE: SCHOFIELD & GALVAO (2009).

1.2 Caracteres morfoldgicos da subfamilia Triatominae

A morfologia externa dos adultos € descrita em termos gerais para explicar
0s principios da sistematica de Triatominae (DUJARDIN, SCHOFIELD & PANZERA,
2000). Os Triatominae sao insetos hemipteros reduviideos com o corpo dividido em
trés grandes regides: a cabeca, o térax e o abdémen, podendo, cada uma delas, ser
estudada em vista dorsal, ventral ou lateral (CARCAVALLO, JURBERG & LENT,
1999). Sua estrutura corporal ndo difere significativamente da maioria dos individuos
pertencentes as demais subfamilias (LENT & WYGODZINSKY, 1979).

Os principais caracteres capazes de diferenciar os Triatominae de outras
subfamilias basicamente incluem a insercédo lateral das antenas na cabeca, um
rostro curto e reto ndo ultrapassando o primeiro par de pernas, a auséncia do sulco
interocular desenvolvido e de glandulas odoriferas na regido dorsal do abdémen, a
presenca de uma membrana flexivel conectando o segundo e o terceiro segmento
rostral, e o fato dos Triatominae possuirem habito hematofagico (LENT &
WYGODZINSKY, 1979).
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1.3 Biologia e ecologia de Triatominae

O ciclo de vida de Triatominae é do tipo hemimetabolo®, passando desde
ovo, ninfas de primeiro, segundo, terceiro, quarto e quinto estadios até a emergéncia
de adultos. Em média, a duracdo do ciclo é de alguns meses (Rhodnius prolixus
Stal, 1859) até um a dois anos (Triatoma dimidiata Latreille, 1811, Panstrongylus
megistus, Dipetalogaster maxima Uhler, 1894). O tempo de vida de um adulto pode
ultrapassar os dois anos (DUJARDIN, SCHOFIELD & PANZERA, 2002). Como
hematéfagos obrigatérios, necessitam se alimentar de sangue para trocar de um
estadio evolutivo para outro. Na fase adulta, tanto macho quanto fémea se
alimentam de sangue (LENT & WYGODZINSKY, 1979), o que aumenta o potencial
de transmisséo do T. cruzi.

Do ponto de vista epidemiol6gico é importante conhecer os habitats dos
triatomineos visto que cada espécie estd relacionada com algumas condi¢cdes
ambientais especificas. Além disso, sua importancia como vetor do T. cruzi esta
condicionada, em sua maioria, a condicdo das habitagcdes humanas, ou infestacdes
de casas, currais, galinheiros, bem como pilhas de lenha e outros locais préximos ao
habitat do ser humano (CARCAVALLO, JURBERG & LENT, 1999). Esses insetos
podem ser encontrados em ambientes: a) silvestre - como palmeiras, troncos de
arvores, ninhos de passaros, marsupiais, roedores, canideos, felideos, que também
funcionam como fontes alimentares e mantém o ciclo silvestre do T. cruzi; b)
peridomiciliar - como galinheiros, currais, chigueiros, e utilizam como fonte alimentar
animais domesticos e silvestres que se aproximam das moradias; e c) domiciliar -
encontrados no interior das moradias humanas, tendo os seres humanos e 0s
mamiferos domésticos como fontes alimentares (MORENO & CARCAVALLO, 1999).

"insetos que, quando da eclosdo do ovo, nascem diferentes dos adultos mas sofrem transformagoes
graduais na forma e na sua fisiologia. As formas jovens sao chamadas ninfas e, a medida que sofrem
ecdises, vao se tornando cada vez mais parecidas com o adulto.
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1.3.1 Aspectos morfoldgicos e biologicos de Panstrongylus megistus

Entre as espécies de triatomineos, P. megistus se destaca por sua elevada
importancia epidemiologica como agente transmissor do T. cruzi. Tanto que foi
apontado por Carlos Chagas (1909) como vetor transmissor do primeiro caso
diagnosticado dessa parasitose.

O inseto se caracteriza pela coloracdo geral negra com manchas vermelhas
ou alaranjadas (FIGURA 1). Ainda, apresentam o terceiro articulo antenal menor que
0 segundo e lobo posterior com 4 manchas vermelhas (CARCAVALLO, JURBERG &
LENT, 1999).

FIGURA 1 — Panstrongylus megistus,
BURMEISTER, 1835.
FONTE: O AUTOR (2011).

Segundo Pessoa (1962), P. megistus é considerada uma espécie semi-
doméstica, tendo em vista o fato de que no Sul do pais coloniza apenas biétopos
naturais (ambiente essencialmente florestal). JA na cidade de Salvador-BA e no
estado de Minas Gerais coloniza somente biotopos artificiais (habitacdes humanas e
seus anexos). Em outras regides, como o nordeste do Brasil, estd presente em
ambientes naturais e artificiais. Nesse contexto, P. megistus € encontrado em todas

as regides brasileiras, com excecéo da floresta amazonica (ARAGAO, 1961).
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Os habitos domiciliar e silvestre estdo delimitados por uma linha hipotética
que percorre 0 Norte e Nordeste do estado de Sao Paulo. Acima dessa linha
encontram-se predominantemente triatomineos de habito domiciliar e, ao sul, de
habito silvestre. Essa demarcacéo geografica € elucidada pela diversidade climatica,
onde, ao norte desse limite, o verdo é chuvoso e o inverno é seco, de modo que, ao
sul, sob a influéncia da frente polar atlantica, o inverno € chuvoso (FORATTINI et al.,
1970).

As espécies domiciliadas de triatomineos, quando em seu ambiente natural,
possuem fonte alimentar diversa, porém, com preferéncia por sangue de mamiferos
(ARAGAO, 1981). Essa afirmacédo é aplicada para P. megistus (FORATTINI et al.,
1977).

1.4 Distribuicdo geografica de Triatominae

A importancia da distribuicdo geogréafica dos triatomineos esta relacionada
tanto com os aspectos de sua biologia e biogeografia como com a sua importancia
como vetores do T. cruzi (GALVAO et al., 1998).

“A dispersdo do Trypanosoma cruzi € bastante ampla no

continente americano, particularmente a enzootia silvestre, que se estende desde a
latitude de 42° N, nos Estados Unidos, até o paralelo 49° S nas regides meridionais
do Chile e da Argentina, incluindo as Guianas e o Caribe” (COURA, 2003).

No Brasil, 58 espécies de triatomineos séo descritas e dessas, 27 ocorrem
no Nordeste. Algumas delas com grande capacidade de dispersdo: Panstrongylus
megistus, Triatoma brasiliensis Neiva, 1911, Triatoma pseudomaculata Corréa &
Espinola, 1964, Triatoma vitticeps Stal, 1859, Triatoma sordida Stal, 1859, Triatoma
rubrofasciata De Geer, 1773, Rhodnius neglectus Lent, 1954 e Rhodnius prolixus
(DIAS, 2000).
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1.5 Importancia médica de Triatominae

Carlos Chagas, médico sanitarista brasileiro, foi quem observou pela
primeira vez a enorme quantidade de protozoarios flagelados presente no interior de
intestinos de insetos hematéfagos (P. megistus). Em 1909, ele detectou esse
protozodrio no sangue de uma crianca doente, associando o agente causal, 0
quadro clinico relacionado e o vetor responsavel pela transmissdo. O parasito
flagelado foi denominado, por Carlos Chagas, de Trypanosoma cruzi (ELLIZARI,
1999).

A principal importdncia meédica, para a transmissdo da doenca, € 0
comportamento que os triatomineos vetores apresentam de defecar durante ou
imediatamente apds a alimentacdo sanguinea, onde depositam suas fezes
contaminadas com o T. cruzi sobre a pele ou a regido facial (olhos, nariz e boca). Ao
cocar e/ou esfregar a mucosa ou local da picada as formas infectantes do parasito
sdo introduzidas no organismo, e posteriormente, na corrente circulatoria do
hospedeiro (TARTAROTTI, AZEREDO-OLIVEIRA & CERON, 2004). Sete espécies
podem ser capazes de colonizar habitacdes humanas nas Américas sendo
importantes na transmissdao do T. cruzi: Rhodnius prolixus, Rhodnius pallescens
Barber, 1932, Triatoma dimidiata, Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma

sordida e Panstrongylus megistus (WHO, 2007).

1.5.1 Aspectos epidemiolégicos da Doenca de Chagas

A populagdo do continente americano € a principal afetada pela doenca,
sendo endémica em paises da Ameérica do Sul, América Central e México (GUHL &
SCHOFIELD, 1996) (FIGURA 2). Estima-se que trezentos e sessenta milhdes de
individuos vivam nas areas endémicas, que cem milhdes estejam sujeitos ao risco
da infeccdo e ainda, que entre dezesseis e dezoito milhdes de pessoas se
apresentam infectados pelo parasita (WHO, 2002).

A principal forma de infeccdo humana € através das fezes contaminadas dos
triatomineos vetores, silvestres e domésticos, porém ndo é a Unica forma de se
transmitir a doenca (WHO, 2002). Schmunis & Yadon (2009) revisaram, através de

informacdes disponiveis, dados sobre o numero de imigrantes de dezessete paises
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latino-americanos endémicos para T. cruzi e estimaram o0 numero de individuos
possivelmente infectados pelo T. cruzi em paises ndo endémicos, através de bancos
de sangue, transplante de 6rgéos e infeccbes congénitas. Os paises com maior
namero estimado de imigrantes infectados foram Italia com 5185 individuos,
Alemanha com 2225, Portugal com 1617 e Reino Unido 1373.

1o
— SR

[ I No estimated cases
[ Less than 1,000
[7711,001 - 10,000
10,001 - 100,000
I 100,001 - 1,000,000
Il 1,000,000 and above

FIGURA 2 — ESTIMATIVA GLOBAL DA POPULACAO MUNDIAL INFECTADA PELO Trypanosoma
cruzi em 2009.
FONTE: http://www.chagas-rompe-el-silencio.com/mainchallenges.html.

1.5.2 Controle da Doencga de Chagas

Atualmente ndo existe vacina que previna a infecgdo ou mesmo algum
eficiente quimioterapico que atue na fase crénica da doenca. Medicamentos como
Benznidazol (Rochagan®) e Nifurtimox (Lampit®) sdo o0s Unicos farmacos
disponiveis para o tratamento, os quais sao limitados ao estagio agudo da doenca
(SCHOFIELD & KABAYO, 2008).

O controle da doenca depende principalmente da eliminacdo de populacdes
de vetores domeésticos pela pulverizacdo de casas infestadas com inseticidas
residuais. A fim de aperfeicoar o controle desses vetores, é necessério conhecer a
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estrutura da populagéo de triatomineos e a identificacdo exata da principal espécie
vetora (MONTEIRO, ESCALANTE & BEARD, 2001).

Além da prevencdo da transmissdo do T. cruzi através de seus dois
principais mecanismos (vetorial e transfusional) deve-se promover atencdo e
cuidados médicos e sociais para todos os infectados, como forma complementar
secundéria de combate a doenc¢a (GUHL, PINTO & AGUILERA, 2009).

O elemento-chave para o sucesso de programas nacionais e regionais € a
continuidade da acdo do combate a doenca. Ha registros de falhas e reversées em
programas que comegaram bem, mas que nao tiveram forga ou perderam a
prioridade deixando de serem consolidados e/ou mantidos (SILVEIRA & REZENDE,
1984).

Ao definir prioridades para o controle da transmisséo vetorial da Doenca de
Chagas é de suma importancia ter instrumentos decisérios que visam atingir 0s
objetivos propostos nos programas de controle, e assim, permitir que as autoridades
de saude tomem as devidas medidas, racionalizem o0s recursos gastos para as
atividades de controle vetorial e que a acéo seja baseada em evidéncias (SILVEIRA,
2003; OPS, 2004).

1.6 Triatominae no estado do Parana

1.6.1 Histérico da ocupacdo humana e presenca de Triatominae e

Trypanosoma cruzi no territério paranaense

A fundacéo das primeiras cidades do Parana, Paranagua (no litoral) e Curitiba
(no primeiro planalto), data do século XVII, quando o estado passou a pertencer a
Coroa Portuguesa. Durante os dois séculos seguintes a ocupacgéo do territorio foi
lenta e esparsa. No inicio do século XX, dois tercos do territorio do Parana ainda se
encontravam praticamente despovoados, com imensas florestas cobrindo seus solos
férteis. As atividades econdmicas eram centradas na agricultura de subsisténcia
dominada pela grande propriedade. Pouco a pouco o comércio e 0 arrendamento
das terras a favor dos rebanhos vindos do extremo sul do pais foram substituidos
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pela agricultura. Assim ocorreu a multiplicagdo das cidades e vilarejos ao longo do
estado (SWAIN, 1988).

Desta forma, apareceram as mais antigas cidades do Parana: Palmas, Lapa,
Ponta Grossa, Castro, Jaguariaiva, Guarapuava, situadas nos segundo e terceiro
planaltos. A exploragdo da erva-mate tornou-se uma das principais atividades e o
comeércio do mate funcionou como poélo dindmico da economia durante mais de um
século, favorecendo o povoamento, a criacdo de cidades e de riquezas (TAVARES,
1972).

A partir de 1920 o povoamento se intensificou e fez com que as regioes
Norte e Sudoeste se transformassem em verdadeiras zonas pioneiras por
apresentarem fluxo regular de imigracéo - pela aceleracdo do desmatamento, pela
forte taxa de ocupacdo do solo destinado a agricultura e abertura de estradas, e
também pela criacdo de vilarejos e cidades ligadas entre si (BALHANA, MACHADO
& WESTPHALEN, 1969).

Entre 1920 e 1960 a populacdo teve um crescimento de 80%, favorecido pela
acado conjugada do governo e da iniciativa privada. Nos anos 60, dos 1.236.276
habitantes recenseados, mais de 75% pertenciam ao setor rural. Assim, o estado,
rapidamente povoado, ampliou suas atividades, porém concentrou seus esfor¢os na
expansao da agricultura. As florestas de pinheiros cederam seu lugar ao café, milho
e feijdo e o Parand se tornou o celeiro do Brasil (SWAIN, 1988).

Durante a década de sessenta, um quadro de agitacfes e transformacdes
radicais nas areas politica, econémica e social, afetou o Parana, gerando diversas
consequéncias. O desemprego atingiu a populacéo rural, seguido da erradicacéo do
café e da mecanizagdo acelerada, e desta forma mudou a distribuicdo da méo-de-
obra nas exploragBes agricolas. Os trabalhadores rurais, privados de seus
empregos, retornaram as propriedades familiares. Como consequéncia, ocorreu o
empobrecimento dessas exploracdes e seu desmembramento. A producdo dos
excedentes alimentares foi afetada e as pequenas propriedades familiares tornaram-
se super povoadas (SWAIN, 1988). Rondbnia tornou-se o centro de acolhida dos
migrantes vindos do Parana, onde a obtencdo de um lote de terras foi possivel, seja
pela distribuicdo de terras publicas em zonas de colonizacao oficial, compra de lotes
a precos relativamente baixos ou a invasdo pura e simples das terras (SWAIN,
1988).
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Em face do crescimento rapido da demanda de terras, os projetos de
colonizagédo integrados dotados de infra-estrutura de transporte e de rede de
comercializacdo, foram pouco a pouco substituidos pela instalacdo precaria de
migrantes em regides da floresta amazénica (KOHLHEPP, 2002). As dificuldades
encontradas pelos migrantes se agravaram pelo clima extenuante e doengas
tropicais.

A mesma beleza tropical que encantou 0s europeus que aqui chegaram
durante o século XVI aticou a cobica que, desde entdo, ndo parou de destruir os
biomas brasileiros. O primeiro e mais dramatico foco de impactos foi a Mata
Atlantica, uma das cinco mais importantes regides do planeta de grande
biodiversidade que se encontra sob séria ameaca. A Mata Atlantica € uma floresta
pluvial tropical com clima quente e Umido devido a proximidade com o oceano.
Originalmente essa floresta ocupava toda a faixa litordnea do Brasil, desde o Rio
Grande do Norte até o Rio Grande do Sul. Sua biodiversidade € considerada a mais
rica das apresentadas em florestas tropicais, pois possui um extraordinario nimero
de espécies endémicas, ou seja, que sdo encontradas apenas nesse bioma. Apesar
de sua vasta biodiversidade, a situagdo da Mata Atlantica é extremamente grave,
pois restam apenas menos de 7% de sua area original, o que a torna o bioma mais
devastado e ameacado do pais (FIGURA 3). A mata foi dizimada ao longo de cinco
séculos de ocupacdao, primeiro com a exploracdo do pau-brasil, posteriormente pelo
plantio de cana-de-acucar e café e, hoje em dia, pela intensa ocupacdo urbana. Na
regido que foi originalmente ocupada pela Mata Atlantica, existem as maiores
cidades brasileiras, que, por sua vez, dependem do que restaram da mata para

preservar seus mananciais (http://marcosbau.com/geobrasil-2/biomas-brasileiros/).
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Mata Atlantica em 1500 - Mata Atlantica em 2007 -

FIGURA 3 - MAPA DO BRASIL COMPARATIVO MOSTRANDO A
DEVASTACAO DA MATA ATLANTICA NOS ULTIMOS 500 ANOS.
FONTE: (http://marcosbau.com/geobrasil-2/biomas-brasileiros/).

A Tripanosomiase Americana esta presente ha muitos séculos no ambiente
silvestre do Continente Americano. Entretanto, passou a afetar o ser humano de
forma particular, em ambiente doméstico, por consequéncia de migracées humanas,
invasdo do ambiente natural e diversas agfes de carater antropico (DIAS & COURA,
1997). Apos a devastacao florestal o ser humano passou a fazer parte do ciclo do T.
cruzi, que circulava até entdo entre vetores e mamiferos de seu ambiente natural.
Além disso, ao residir em casas mal construidas e em estado precario, possibilitou
gue muitas espécies de triatomineos se adaptassem ao domicilio, tornando essa
condicdo primordial para que ocorresse a transmissdo da Doenca de Chagas
(VINHAES & DIAS, 2000).

O primeiro encontro de P. megistus naturalmente infectado pelo T. cruzi foi
registrado em 1917 no municipio de Jatai, as margens do rio Tibagi no norte do
estado do Parana. No mesmo periodo, foi também encontrado o T. sordida, na
regido de Foz do Iguacu (LOBO, BORBA & SOUZA, 1953; SIMOES, 1943; SOUZA-
ARAUJO, 1954). Em 1921 e 1936 P. megistus foi detectado no Municipio de
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Araucaria (LUZ, 1976; FERREIRA, 1968), e em 1940 em Curitiba (COSTA, 1940). O
encontro de T. infestans aconteceu em 1941, no municipio de Piraquara. Em 1954,
foi descrita a ampla distribuicdo geografica e domiciliacdo de T. infestans no estado
do Parana (SOUZA-ARAUJO, 1954). Em 1976 foram relatadas novas espécies de
triatomineos no territorio paranaense com o registro de Panstrongylus geniculatus
Latreille, 1811, T. rubrovaria e Rhodnius domesticus Neiva & Pinto, 1926, e em 1969
€ assinalado Triatoma tibiamaculata Pinto, 1926 (LUZ & BORBA, 1966, MOURA et
al., 1969).

No periodo de 1975 a 1983 foram realizadas pesquisas de triatomineos
domiciliados e peridomiciliados em 19 unidades estaduais brasileiras, através das
operacdes do Programa de Combate a Doenca de Chagas da Superintendéncia de
Campanhas de Saude Publica (SUCAM/MS). No estado do Parana foram
encontrados triatomineos em 131 municipios, sendo P. megistus em 104,
T. infestans em 90, T. sordida em 62, P. geniculatus em 8 e R. neglectus em 1
(SILVEIRA, FEITOSA & BORGES, 1984).

Mesmo com 0 encontro de varias espécies de triatomineos, a preocupacao
maior incidiu sobre o T. infestans por tratar-se, até entdo, do Unico triatomineo
domiciliado no Parana, e que hoje se encontra erradicado. Atualmente P. megistus é
a espécie mais frequentemente encontrada no estado, porém pouco se conhece
sobre seu comportamento, diversidade bioldgica, distribuicdo e seu papel na

transmisséo do T. cruzi no Parana.

1.7 Estudos genéticos de Triatominae

Os triatomineos estéo classificados em cinco tribos: Triatomini, Rhodniini,
Cavernicolini, Bolboderini e Alberprosenini. Com a excecao de Triatomini, todos séo
considerados grupos monofiléticos, ou seja, que cada tribo possui um ancestral
comum, tendo como base seus caracteres morfoldégicos. No entanto, a tribo
Triatomini é provavelmente um grupo parafilético, com varios ancestrais dando
origem a essa tribo (LENT & WYGODZINSKY, 1979).
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Gorla et al. (1997) dizem que os triatomineos sdo polifiléticos® em sua
origem e acredita que a hematofagia apareceu recentemente, associada com a
evolucdo dos vertebrados. A hipotese polifilética sugere que os passos adaptativos
da vida livre predatoria para a alimentacdo hematofagica podem ter acontecido
varias vezes, ndo apenas dentro de diferentes grupos do Reduviidae, mas também
dentro do proprio grupo Hemiptera.

Estudos sistematicos foram aprimorados com o advento da biologia
molecular, podendo ndo somente comparar os fendtipos dos organismos, mas
também as sequéncias nucleotidicas de seu DNA (FUTUYMA, 1992). Técnicas
moleculares como o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (GARCIA et al.,
1998; PACHECO et al., 2003), sequenciamento de genes nucleares (MONTEIRO et
al., 2000; BARGUES et al., 2002; MARCILLA et al., 2002) e mitocondriais (GARCIA
& POWELL, 1998; LYMAN et al., 1999; MONTEIRO et al., 2000; SAINZ et al., 2004)
e RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (JUSTINO, 2004) tém sido
usadas para resolver algumas questdes.

Recentes pesquisas com marcadores moleculares em triatomineos tentam
compreender a ancestralidade do grupo. O sequenciamento de fragmentos de genes
selecionados permite a avaliacdo direta de polimorfismos® do DNA, fornecendo
informacdes valiosas para inferéncia filogenética e avaliacdo de parentesco entre
organismos e populacdes. Diferentes segmentos do genoma nuclear e mitocondrial
evoluem em velocidades diferentes. Regides que apresentem uma taxa de evolucéo
mais rapida séo apropriadas para estudo de organismos estritamente relacionados,
ao passo que regides mais conservadas sdo mais apropriadas para comparagao
entre taxa* mais divergentes (ABAD-FRANCH & MONTEIRO, 2005).

1.7.1 DNA ribossomal nuclear e espacadores transcritos internos

Estudos filogenéticos em variados niveis taxonémicos de triatomineos tém

sido realizados e demonstraram que a regido intergénica do primeiro espacador

2 grupo que nao inclui o ancestral comum de todos os individuos. E a reunido de dois ou mais grupos
monofiléticos; aquele em que seus integrantes possuem Varios ancestrais comuns, um em cada
rupo.
variag6es no niimero e no tipo de mutagfes estaveis do DNA.
* pural de taxon
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transcrito interno (ITS-1) é importante para se encontrar associacdes de taxon® as
quais evoluiram ha menos de 50 milh6es de anos. A regido intergénica do segundo
espacador transcrito interno (ITS-2) apresenta-se mais conservada, sendo adequada
ao estudo de taxa mais distantes evolutivamente (DIOTAIUTI et al., 2008). A
FIGURA 4 mostra esquematicamente as regides do DNA ribossomal nuclear
incluindo seus espacadores.

— H H - H = DNAr

L9 EIS [ 188 (§S0) [II5-TI0.81 [T5-2 [ 288 (LSU) KN

FIGURA 4 — FRAGMENTO DE DNA RIBOSSOMAL NUCLEAR (DNAr) DO
GENOMA EUCARIOTICO TIPICO E SEU RNA PRIMARIO
TRANSCRITO. ETS: ESPACADOR TRANSCRITO EXTERNO;
SSU: SUBUNIDADE MENOR DO GENE DO RNA RIBOSSOMAL,;
LSU: SUBUNIDADE MAIOR DO GENE DO RNA RIBOSSOMAL,
ITS: ESPACADOR TRANSCRITO INTERNO.

FONTE: ADAPTADO DE COLEMAN (2003).

Marcilla et al. (2000) analisaram as sequéncias nucleotidicas completas de
ITS-2 do DNAr, de 7 populacdes de T. infestans do Paraguai. Seu comprimento foi
de 458 pb, muito semelhante a outras espécies da tribo Triatomini. Todos 0s insetos
paraguaios exibiram uma sequéncia nucleotidica idéntica, com um contetdo adenina
(A) mais timina (T) (A+T) de 78%. Quando comparados com o ITS-2 de T. infestans
da Bolivia, 6 foram identificados com diferencas: 2 transversdes® e 4 nucleotideos
adicionais resultantes de um alongamento de microssatélites’ (AT). Os dados obtidos
sugerem uma divergéncia evolutiva® entre as populagées de T. infestans da Bolivia e

do Paraguai, como consequéncia de uma separacdo espaco-tempo entre eles. Os

® unidade taxonomica, essencialmente associada a um sistema de classificacdo cientifica. No plural
taxa (em latim) podem estar em qualquer nivel de um sistema de classificagdo: um reino é um taxon,
assim como um género € um taxon, assim também como uma espécie é um taxon ou qualquer outra
unidade de um sistema de classificacdo dos seres vivos.
® processo quimico em que uma purina sofre mutacdo e se torna uma pirimidina, ou vice-versa.
" classe de DNA repetitivo presente no genoma dos eucariontes. Sequéncia de DNA que contém
unidades (motivos) que se repetem em tandem: os motivos variam de 2 a 6 pb. Cada repeticdo em
tandem se constitui em um loco de microssatélite cujos alelos se diferenciam por variages no
tamanho total do microssatélite. Sdo co-dominantes, multialélicos e de distribuigdo ampla no genoma;
g)or isso sdo usados como marcadores em estudos de populacdes e mapeamento.

ocorre quando duas ou mais caracteristicas biolégicas tem uma origem evolutiva comum, mas que
divergiram ao longo do tempo.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Taxonomia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Classifica%C3%A7%C3%A3o_cient%C3%ADfica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Reino_(biologia)
http://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biologia)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A9cie
http://pt.wikipedia.org/wiki/Purina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Muta%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pirimidina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Homologia
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autores consideraram que, por essa espécie ser originaria da Bolivia, as diferencas
genéticas observadas entre as populacdes bolivianas e paraguaias e a auséncia de
movimentos migratorios humanos entre a Bolivia e Paraguai, faz com que a
introducéo direta pela Bolivia seja improvavel, de modo que a forma indireta através
da Argentina e / ou o Brasil seja mais plausivel.

A comparacdo de sequéncias e parciménia®, distancial® e maxima
verossimilhanca! indicam que ITS-2 é um marcador Util para resolver relacdes
supraespecificas, especificas, subespecificas, e até mesmo ao nivel de populacéo
em Triatominae (MARCILLA et al., 2001).

Estudos realizados em insetos provenientes da Bolivia, Paraguai, Brasil,
México, Honduras, Equador, Nicaragua apresentaram resultados significativamente
diferentes entre as espécies de Triatomini e Rhodniini, sugerindo polifilia. As arvores
filogenéticas mostraram uma divergéncia antiga entre Triatomini da América do Sul e
América do Norte e Central e também a baixa variacdo da sequéncia nucleotidica
entre as espécies do complexo phyllosoma sugere que um ranking subespecifico
seria mais adequado. Nesse mesmo trabalho, T. dimidiata prova ser uma espécie
claramente diferenciada, com diversas populacbes evidenciando uma variacao

clinal*?

por todo o eixo norte-sul e uma populacdo de Yucatan apresentando
diferencas consistentes com status especifico (MARCILLA et al., 2001).

Bargues et al. (2002) concluiram que andlises de sequéncias nucleotidicas
completas dos genes nucleares (RNAr) e de espacadores internos podem fornecer
informacdes significativas nos niveis de taxa superiores, géneros, espécies,
subespécies, hibridos e populacbes de Triatominae. Nesse trabalho, os autores
revisaram brevemente as contribuigcbes de estudos sobre o 18S de evolugéo lenta
ou a subunidade menor (SSU) do gene do RNAr e o segundo espacador transcrito

interno (ITS-2) de evolugdo rapida. Também concluiram que o gene 18S é um

® conceito utilizado na sistematica moderna gue estabelece que ao construir e selecionar arvores
filogenéticas, ou seja, os clados, o melhor critério € baseado em seus principios: normalmente é
correto o relacionamento mais simples encontrado entre dois individuos, aquele que apresente o
menor nimero de passos intermediarios ou mudancas evolucionarias.

° medida da diferenca de material genético entre diferentes espécies ou individuos da mesma
espécie ou nao.

! ‘método para estimar os parametros de um modelo estatistico de maneira a maximizar a
probabilidade dos dados observados (isto é, busca parametros que maximizem a funcdo de
verossimilhanca).

12 mudanca gradual em um fenétipo (traco, carater, feicdo) através do alcance de distribuicdo de uma
espécie ou populagdo, normalmente relacionada com uma transigdo geografica ou ambiental. O
termo foi criado pelo biélogo e humanista inglés Julian Huxley em 1938.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistem%C3%A1tica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Clado
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fen%C3%B3tipo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A9cie
http://pt.wikipedia.org/wiki/Popula%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bi%C3%B3logo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Humanismo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Julian_Huxley
http://pt.wikipedia.org/wiki/1938
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marcador (til para as relagdes supraespecificas em Triatominae e que ITS-2 é
complementar a ele, permitindo a resolucdo em nivel especifico e intraespecifico. Os
autores terminam a revisdo dizendo que “todas as evidéncias sugerem que ITS-2
passara a ser o marcador de DNA de exceléncia para estudos de triatomineos em
niveis peculiares das espécies e subespécies, como €& em outros grupos de
organismos.”

Marcilla et al. (2002) analisaram as sequéncias de ITS-2 de diferentes
espécies do género Panstrongylus encontrados no Brasil, Equador, Colémbia e Peru
e concluiram que as sequéncias nucleotidicas de P. megistus apareceram mais
homogéneas quando comparadas com as de Panstrongylus rufotuberculatus
Champion, 1899 e P. geniculatus. Varios microssatélites dinucleotideos foram
detectados nas sequéncias obtidas. Muitos deles apresentaram um numero diferente
de repeticbes em diferentes populagdes o que pode ser Util para a diferenciacao das
populacdes e analises dindmicas. As sequéncias de Panstrongylus lignarius Walker,
1873 (silvestre), e Panstrongylus herreri Wygodzinsky, 1948 (vetor principal no Peru)
foram idénticas. Além disso, andlises intragenéricas mostraram clara separacdo de
P. rufotuberculatus, com relacbes mais proximas entre P. geniculatus e
Panstrongylus chinai Del Ponte, 1929 e P. megistus ocupando uma rama separada e
também, as distancias genéticas entre as espécies de Panstrongylus foram maiores
do que aquelas entre Panstrongylus e outros Triatomini. A distancia entre
P. megistus e P. lignarius/ herreri foi a maior registrada até agora na tribo.

Em seu estudo, Bargues et al. (2006) encontraram 10 haplétipos para ITS-2
e 7 para ITS-1 em diferentes espécies do complexo infestans de 7 paises da
América do Sul. A variabilidade nucleotidica de ITS-2 intra-especifica total detectada
em T. infestans é a mais alta conhecida até agora em triatomineos. Minissatélites™®
de ITS-1, detectado pela primeira vez em triatomineos, mostraram-se homaologos,
sendo marcadores Uteis. Apesar das espécies apresentarem o mesmo numero de
cromossomos (22), uma grande variacdo do conteuddo de DNA hapldide foi
encontrada, incluindo uma diferenca alta no conteddo de DNA entre os insetos
andinos e os ndo-andinos de T. infestans. As arvores filogenéticas mostraram um

ancestral comum para o T. infestans e Triatoma platensis Neiva,1913, uma origem

3 classe de DNA repetitivo presente no genoma dos eucariontes. Sequéncia de DNA que contém
unidades (motivos) que se repetem em tandem: os motivos variam de 10 a 100 pb. Cada repeticdo
em tandem se constitui em um loco de minissatélite cujos alelos se diferenciam por variagdes no
tamanho total do minissatélite
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de T. infestans no altiplano boliviano e duas linhas de disperséo diferentes, uma na
regido andina da Bolivia e do Peru e outra na planicie ndo-andina do Chile,
Paraguai, Argentina, Uruguai e Brasil.

Pacheco et al. (2007) realizaram a anélise fenética'* baseada em perfis de
RAPD de espécimes de Triatoma rubrovaria Blanchard, 1843 capturados no Brasil,
Argentina e Uruguai e mostraram 3 grupos distintos divergentes dos coeficientes de
similaridade. A variabilidade da sequéncia do ITS-1 e ITS-2 pode ser considerada
muito alta, sugerindo isolamento reprodutivo™ entre as populacées. Nesse estudo,
um total de 7 hapl6tipos foi encontrado, entre os quais 3 sdo especificos para o
Brasil, outros 3 para o Uruguai, e o ultimo comum para os 3 paises estudados. A
populacao estudada na Argentina nao representa um haplétipo independente. Além
disso, andlises das sequéncias mostraram que as 5 populacbes estudadas séo
facilmente diferencidveis e que h&a heterogeneidade dentro de cada uma. A grande
variacao intra-especifica detectada pode ser a base da maleabilidade conhecida de
T. rubrovaria, tornando-a um potencial invasor intradomiciliar e, consequentemente,
um vetor apropriado para a transmissao da doenca de Chagas.

Até 2008 a maior andlise interpopulacional realizada em espécies de
triatomineos foi desenvolvida por Bargues et al. (2008) que analisaram a
variabilidade intra-especifica, os perfis haplotipicos, a filogeografia e o polimorfismo
genético das populacbes de T. dimidiata. Nesse estudo, utilizando o ITS-2, foi
possivel estabelecer os limites de divergéncia nucleotidica entre taxa dentro da

linhagem do género Triatoma.

' tentativa de classificar os organismos com base na similaridade geral, geralmente em morfologia ou
outras caracteristicas observaveis, independentemente de sua filogenia, ou relagéo evolutiva.

1 condicao biologica ou geogréfica que pode levar a diferenciacédo e especiagdo, por ndo permitir o
cruzamento.


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://www.palaeos.org/index.php%3Ftitle%3DMorphology_(biology)%26action%3Dedit%26redlink%3D1&usg=ALkJrhikg53J_zF5uLpmRr5XFhAV3ko3pg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://www.palaeos.org/Phylogeny&usg=ALkJrhh15Qq888YEORaYe1UCZs8L1gpVmw
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral, mediante o sequenciamento de
marcadores de DNA ribossomal nuclear, a caracterizagdo molecular de Panstrongylus
megistus do Estado do Parana.

2.2 Objetivos Especificos

- Ampliar as informagdes moleculares em Triatominae;

- Caracterizar molecularmente diferentes populacdes de Panstrongylus megistus da
regido em questao;

- Fornecer informacg6es moleculares para ampliar a discussdo sobre a origem e disperséao
da espécie;

- Aportar informacgfes, a Secretaria de Saude do estado do Parand e a comunidade
cientifica, para o devido o controle de Panstrongylus megistus;

- Inferir as relacdes filogenéticas entre Panstrongylus megistus do estado do Parana

e de outros estados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Procedéncia dos triatomineos

Para o estudo das regides intergénicas do DNA ribossomal nuclear, (ITS-1 e ITS-
2), foram processados e analisados insetos do género Panstrongylus do estado do
Parana e outros estados brasileiros.

Alguns dos exemplares referentes ao estado em questao foram coletados pela
equipe do Laboratdrio de Entomologia Médica, do Departamento de Patologia Basica da
Universidade Federal do Parana, associada ao projeto. Os demais foram cedidos pela
Secretaria do Estado de Saude do Parana. Com relacdo aos insetos provenientes de
outros estados, os mesmos foram enviados gentilmente pelo Prof. Dr. Jodo Aristeu,
responsavel pelo Insetario do Servico Especial de Saude de Araraquara/SP e também
pelo Prof. Dr. Rogério Luiz Kopp, do departamento de Patologia Médica da Universidade
Federal do Parana.

Foram submetidos ao estudo 37 espécimes de Panstrongylus megistus de 18
localidades do estado do Parana e de 6 outros estados brasileiros (Rio Grande do Sul,
S&o Paulo, Santa Catarina, Minas Gerais, Sergipe e Goias) (TABELA 2). A foto por
satélite do estado do Parana mostra a distribuicdo dos municipios de onde provieram

esses triatomineos (FIGURA 5).
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TABELA 2 — ESPECIMES, PROCEDENCIA GEOGRAFICA E DATA DE COLETA DOS TRIATOMINEOS
OBTIDOS. N° EXEMPLAR = REFERENCIA DOS EXEMPLARES ESTUDADOS.

Panstrongylus megistus (PM)

N°exemplar  Procedéncia
PM1 Almirante Tamandaré
PM2 Goioxim

PM3 Siqueira Campos
PM4 Wenceslau Braz
PM5 Castro

PM6 Rio Azul

PM7 Reboucas

PM8 Santana do Itararé
PM9 Tomazina

PM10 Campo Magro
PM11 Bacacheri

PM12 Nova Aurora
PM13 Santana do Itararé
PM14 Prudentdpolis
PM15 Prudentdpolis
PM16 Arapongas

PM17 Arapongas

PM18 Rio Branco do Sul
PM19 Rio Branco do Sul
PM20 Piraquara

PM21 Palmitépolis
PM22 Palmitépolis
PM23 Londrina

PM24 Cerro Azul

PM25 Senador Salgado Filho
PM26 Rio Grande do Sul
PM27 Rio Grande do Sul
PM28 Sé&o Jodo da Boa Vista
PM29 Varginha

PM30 Araraguara

PM31 Mambai

PM32 Simé&o Dias

PM33 Simé&o Dias

PM34 Rio Grande do Sul
PM35 Minas Gerais
PM36 Minas Gerais

PM37 Santa Catarina

Data Coleta
Fev/2011
Mar/2011
Mar/2011
Nov/2010
Fev/2011
Mar/2011
Mar/2011
Mar/2011
Mar/2011
Fev/2011
Abr/2011
Jul/2011
Mai/2011
Mai/2011
Mai/2011
Fev/1999
Jun/1999
Fev/2000
Fev/2000
Jan/2000
Dez/2000
Dez/2000
Ago/2000
Dez/2001
Out/2010
Abr/2001
Nov/2010
Abr/2000
Out/2000
Abr/2000
Jul/2011
Out/2000
Out/2000
Abr/2000
Mar/2000
Mar/2000
Out/2000

Regido

Grande Curitiba — PR
Centro-Sul - PR
Norte Pioneiro - PR
Norte Pioneiro - PR
Centro Oriental - PR
Sudeste - PR
Sudeste - PR

Norte Pioneiro - PR
Norte Pioneiro - PR
Grande Curitiba — PR
Bairro de Curitiba - PR
Oeste - PR

Norte Pioneiro - PR
Sudeste - PR
Sudeste - PR

Norte Central — PR
Norte Central — PR
Grande Curitiba — PR
Grande Curitiba — PR
Grande Curitiba — PR
Oeste - PR

Oeste - PR

Norte Central — PR
Grande Curitiba — PR
RS

RS

RS

SP

MG

SP

GO

SE

SE

RS

MG

MG

SC
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3.1.1 Locais de coleta de triatomineos in situ da Regido Metropolitana de Curitiba (RMC)

A grande Curitiba € formada por 25 municipios e uma populacdo de 3,3
milhdes de habitantes (2007). A area é de 15.622 km2. A RMC foi criada em 1973
envolvendo 14 municipios: Curitiba, Almirante Tamandaré, Araucéria, Balsa Nova,
Bocailva do Sul, Campina Grande do Sul, Campo Largo, Colombo, Contenda,
Mandirituba, Piraquara, Quatro Barras, Rio Branco do Sul e Sdo José dos Pinhais.
Desde entdo, ocorreram desmembramentos de municipios e ampliacdo da RMC. A
configuracdo atual é de 2002, segundo a Lei Estadual 13.512/2002
(http://www.guiageo-parana.com/regiao-metropolitana.htm).

O mapa a seguir (FIGURA 6) contém os municipios referentes a RMC e os
locais nos quais foram coletados triatomineos in situ pela equipe do projeto

encontram-se devidamente assinalados.

COMEC

ESTADO DE SAO PAULO

DR. ULYSSES

ADRIANOPOLIS

CERRO AZUL

TUNAS DO PARANA

(TAPERUCU
RIO BRANCO DO SUL

BOCAIUVA DO SUL

CAMPO CAMPINA
L_MAGRO GRANDE DO

ALMIRANTE ) ooy oua”™ SuL
\/ TAMANDAKE sy
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QUATRO BARRAS
PINHAIS

PIRAQUARA
BALSANOVA |~
" ARAUCARIA

SAO JOSE
DOS PINHAIS
FAZENDA
RIO

CONTENDA | GRANDE
LAPA

e MANDIRITUBA
QUITANDINHA

" TIJUCAS DO SUL

loe

AGUDOS
DO SUL
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[ESTADO DE SANTA CATARINA
g
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[ESTADO DE SANTA CATARINA
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FIGURA 6 — LOCAIS DE COLETA DE TRIATOMINEOS IN
SITU NA REGIAO METROPOLITANA DE
CURITIBA.
FONTE: http://ww.comec.pr.gov.br/arquivos/File/RMC_2009
politico.pdf


http://www.guiageo-parana.com/regiao-metropolitana.htm
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Almirante Tamandaré estd situado a 17 km de Curitiba. Sua populagéo
estimada em 2010 é de 103.245 habitantes segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE). Esse municipio teve seu desenvolvimento histérico
ligado as exploracdes auriferas de Curitiba. Na época do descobrimento do Brasil,
em 1500, o municipio era coberto por duas formacdes vegetais originais: floresta
ombrdfila mista e campos. O clima do municipio € o subtropical Umido mesotérmico,
onde as temperaturas médias registradas anualmente sdo: maxima de 26°C, minima
de 12°C e compensada 19°C
(http://www.tamandare.pr.gov.br/secretarias/template.php?secretaria=gabinete&sess
ao=historia).

A coleta dos triatomineos foi acompanhada por funcionarios da Secretaria
Municipal de Saude de Almirante Tamandaré até o local da coleta (FIGURA 7) e
durante todo o procedimento de captura dos triatomineos. Nesse local, os insetos
foram encontrados em um chalé de madeira, na parte superior, parecido com um
s6tdo, dentre as frestas das paredes, bem como as do chdo, e também em ninhos
de provaveis roedores encontrados debaixo de telhas (FIGURA 8). Nesse dia, foram
capturados 4 fémeas adultas vivas e 6 ninfas igualmente vivas, além de vérias
exuvias, ovos eclodidos e a serem eclodidos, todos identificados como sendo
P. megistus. O material foi devidamente coletado com pin¢cas entomoldgicas e

acondicionado em frascos apropriados.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Curitiba
http://pt.wikipedia.org/wiki/Descobrimento_do_Brasil
http://pt.wikipedia.org/wiki/1500
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vegeta%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Floresta_ombr%C3%B3fila_mista
http://pt.wikipedia.org/wiki/Floresta_ombr%C3%B3fila_mista
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pradaria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Clima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Munic%C3%ADpio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Clima_subtropical
http://pt.wikipedia.org/wiki/Temperatura
http://www.tamandare.pr.gov.br/secretarias/template.php?secretaria=gabinete&sessao=historia
http://www.tamandare.pr.gov.br/secretarias/template.php?secretaria=gabinete&sessao=historia
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FIGURA 7 - FOTO POR SATELITE INDICANDO O LOCAL DA COLETA EM ALMIRANTE
TAMANDARE. COORDENADAS VIA GPS: 25°20°23.09”S / 49°18'04.11”0
FONTE: GOOGLE EARTH (2011).

i i

FIGURA 8 - FOTO DO LOCAL ONDE FORAM ENCONTRADOS
Panstrongylus megistus EM ALMIRANTE
TAMANDARE.

FONTE: O AUTOR (2011).
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A Cidade Industrial de Curitiba (CIC) € um bairro de classe média baixa que
foi instalado na regido oeste de Curitiba, a 10 km do centro. Seus 43.7 milhdes de
m? correspondem a 10% da extensdo territorial total da cidade. Trata-se do maior
bairro da cidade em éarea geografica. Nele estd sediado o distrito industrial de
Curitiba, concebido, na década de 1970, como indutor de desenvolvimento industrial
do municipio. Em 2010 a populagdo estimada foi de 180.144 habitantes
(http://pt.wikipedia.org/wiki/Cidade_Industrial_(Curitiba)).

Neste caso, foi o proprietario do local que encontrou o triatomineo e o levou
a uma unidade de salde mais proxima, e essa, por sua vez, encaminhou a
Secretaria de Saude do Estado, que fez a identificacdo do inseto, e confirmou ser
triatomineo da espécie P. megistus. Com a autorizacdo do proprietério, foi verificado

se haviam mais exemplares existentes. O dono da chacara relatou ter encontrado o

triatomineo j& morto, dentro do canil de seu cachorro, nos fundos do terreno
(FIGURA 9).

FIGURA 9 — FOTO POR SATELITE INDICANDO O LOCAL DA COLETA NA CIDADE INDUSTRIAL
CURITIBA. COORDENADAS VIA GPS: 25°26°35.76"S / 49°22’13.49”0
FONTE: GOOGLE EARTH (2011).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Bairro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Industria
http://pt.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9cada_de_1970
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cidade_Industrial_(Curitiba))
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Campo Magro pertence a Regidao Metropolitana de Curitiba e sua
denominacéo se deve ao fato de que na ocasido em que 0s tropeiros demandavam
pela regido, na época do inverno, o gado emagrecia e sobrava pouco pasto verde
para as reses. Mais parecia um campo minguado, um campo magro. Montanhas e
arvores constituem o cenario atual da regido. Mais de 90% da area do municipio é
formada por area de mananciais. Sua populacdo em 2010 foi estimada em 24.836
habitantes (http://prefeituradecampomagro.blogspot.com/p/nosso-municipio.html).

O inseto foi capturado pela proprietaria da casa, que relatou ter encontrado 3
exemplares no interior do domicilio. Os insetos foram enviados & secretaria
municipal de saude de Campo Magro e depois a Secretaria de Salde do Estado que
identificou os mesmos como sendo da espécie P. megistus. Na visita ao local
(FIGURA 10), a moradora da casa relatou que havia capturado mais um inseto fazia
uns 15 dias e o armazenado apropriadamente na geladeira. O inseto era uma fémea
de P. megistus e apresentava, no frasco a qual fora armazenada, diversos ovos a
serem eclodidos e excretas, 0 que sugere uma provavel alimentacdo recente.
Também foi relatado que o inseto havia sido coletado em uma manha, na parede
interna do quarto de seu neto de 8 anos, o qual amanheceu com uma picada no

braco, que permaneceu avermelhado e inchado por 24 horas.

.
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FIGURA 10 - FOTO DO LOCAL ONDE FOI ENCONTRADO Panstrongylus megistus EM CAMPO

MAGRO.
FONTE: O AUTOR (2011).



http://pt.wikipedia.org/wiki/Curitiba
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nome
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tropeiro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Inverno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gado
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pastagem
http://pt.wikipedia.org/wiki/Verde
http://pt.wikipedia.org/wiki/2010
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3.2 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA, utilizou-se o protocolo descrito pela NORGEN®
Biotek Corporation, fabricante do Genomic DNA Isolation Kit. O tecido de escolha
para a extracdo foi o da musculatura da perna. O DNA foi extraido de um exemplar
adulto, ou ninfa de 5° estadio, de onde foram excisadas uma ou duas pernas de
cada exemplar com auxilio de instrumentos cirargicos previamente esterilizados
(FIGURA 11). A musculatura foi triturada em tubos plasticos de 1,5mL, adicionado
de 300uL de tampao de digestdo e posteriormente 12uL de proteinase K. Esse
produto lisado e homogeneizado em vértice foi incubado a 55°C por 1 hora. Apés a
lise das estruturas e membranas celulares, a extracdo do DNA seguiu-se com a
adicao de 300uL de solugao de ligagdo e 300uL de etanol 99%, ambos misturados
em vortice. Transferiu-se 600uL da mistura para a coluna de micro rotacdo e
centrifugado por 8 minutos a 5200 x g (= 8000RPM). Apds centrifugacédo, o material
foi descartado, a coluna de micro rotacdo remontada e o restante da mistura do
lisado transferido como descrito anteriormente, até que toda a mistura fosse
passada através da coluna. Aplicou-se 500uL de solugao de lavagem na coluna e
centrifugou-se durante 1 minuto a 14000 x g. Apds essa centrifugacdo o material do
fluxo foi descartado e a coluna de micro rotagdo remontada com seus tubos
coletores. Novamente, aplicou-se 500uL de solugdo de lavagem na coluna e
centrifugou-se durante 2 minutos a 14000 x g. Com a remocdao cuidadosa da coluna
de micro rotagdo do tubo coletor, montou-se a coluna de micro rotagdo (com o DNA
ligado a resina) em um tubo de eluicdo de 1,7mL. Foram adicionados 200uL de
tampao de eluicdo no centro da camada de resina e centrifugado por 1 minuto a
3000 x g. Desse modo, uma parte do tampéao de eluicdo passou através da coluna e
permitiu a hidratacdo do DNA. Centrifugou-se a 14000 x g por um periodo adicional
de 2 minutos para o recolhimento do total volume de eluicdo. O DNA de cada
amostra recolhida foi acondicionado em micro tubo e armazenado em congelador a

uma temperatura de -20°C.
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FIGURA 11 — EXTRACAO DA MUSCULATURA DA PERNA DO TRIATOMINEO.
FONTE: O AUTOR (2011).

3.3 Amplificacdo de DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction)

As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador da Eppendorf
Mastercycler® gradient. A reacao foi realizada para um volume final de 25uL e
utilizou-se dos seguintes componentes: 5uL de DNA (equivalente a 30ng), SuL de
dNTPs (2,5mM), 0,5uL de cada iniciador (10mM), 2,0uL de cloreto de magnésio
(50mM), 0,3uL de enzima Taq polimerase (5U/uL) e 2,5uL de tampao (10x). As
reacgdes foram ajustadas para 25uL com agua ultra purificada. As condi¢cdes da PCR
variaram de acordo com os iniciadores. Para a amplificacdo do Espacador Transcrito
Interno 1 (ITS-1) e Espacador Transcrito Interno 2 (ITS-2) foram necessarias as
seguintes condi¢cdes: um ciclo inicial a 94°C por 1 minuto, seguidos por 30 ciclos
compreendendo desnaturacdo (94°C, 40 segundos), anelamento (55°C, 30
segundos, para ITS-1 e 50°C, 30 segundos, para ITS-2) e extensdo (72°C, 40
segundos) finalizando com um ciclo a 72°C por 4 minutos. Os iniciadores para a
amplificacdo dos marcadores ITS-1, ITS-2 foram desenhados a partir de regides
conservadas dos genes flanqueantes 18S e 28S do RNAr nuclear conforme mostrado na
TABELA 3 (PACHECO et al., 2003; BARGUES et al., 2006).

TABELA 3: INICIADORES UTILIZADOS PARA A AMPLIFICACAO
DOS MARCADORES ITS-1 E ITS-2 DO DNAr NUCLEAR DE
Panstrongylus megistus.

— lin (foward) 5 — CTAAGCGGTGGATCACTCGG -3’
Infer (reverse) 5 — CTACCGCTTACTAATATC -3

S.2 58t (foward) 5 —CTGCCCTTTGTACACACCG -3’
28t (reverse) 5 — ACCCTCAGACAGGCGTAGCCC-3
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Em cada experimento foram utilizados controles positivo e negativo.

A confirmagdo da amplificacdo dos marcadores foi feita por meio de
eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. Foram
aplicados para essa confirmagao 5uL de amostra em 3uL de tampéo de amostra,
além de um Marcador de Massa Molecular (MMM) para referéncia do tamanho do
fragmento que foi amplificado, e visualizado através de um foto-documentador de luz

ultravioleta.

3.4 Purificagcdo de DNA

A purificacdo do produto de PCR foi realizada com acetato de aménio
segundo Sambrook, Fritsch & Maniatis (1989). Para cada amostra foram
adicionados 2uL de acetato de amoénio e 30uL de etanol 99%. As amostras foram
centrifugadas por 45 minutos a 1800 x g. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi
descartado e mais 100uL de etanol 70% foram adicionados as amostras. As
mesmas foram entdo submetidas a uma nova centrifugacdo, por 5 minutos a
1800 x g. Depois de descartado cuidadosamente o sobrenadante, os tubos foram
colocados em estufa a 60°C, por 45 minutos, para a secagem total das amostras,
restando somente os pellets no fundo dos mesmos, sendo resuspendidos entdo em
12uL de &agua ultra purificada para posterior marcagdo com BigDye™ (DNA

Sequencing Kit, BigDye™ Terminator Cycle Sequencing, Applied Biosystems).

3.5 Sequenciamento de DNA

A marcagem do DNA para seu posterior sequenciamento foi realizada com o
kit BigDye™. Para cada reacdo se utilizou 30ng de DNA previamente purificado,
1,0uL do kit Premix Ready Reaction, 3,0uL de tampado (Sequencing Buffer 2,5x)
5,0pmol de cada iniciador correspondente e agua para completar a reacdo de
10,0pL.

Cada reacéao utiliza apenas um iniciador, ou seja, duas reacdes para cada
fragmento de DNA amplificado (forward e reverse), ocorrendo a partir das duas

extremidades para gerar sequéncias consenso. As condicbes para essa
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amplificagcdo foram as seguintes: 94°C por 1 minuto, 30 ciclos de 95° por 10
segundos, 50°C por 5 segundos (ITS-2) e 55°C por 5 segundos (ITS-1) e 60°C por 4
minutos, finalizando a 4°C.

Para a purificacdo do produto marcado, foram adicionados aos microtubos
40uL de isopropanol 75%. Feito isso, cada mistura foi passada para um tubo de 0,5
mL, homogeneizado e deixado a temperatura ambiente por 20 minutos. O material
foi centrifugado por 25 minutos a 12000 x g. O isopropanol foi entdo removido e
200uL de etanol 70% foram adicionados. Depois de homogeneizados, os mesmos
foram centrifugados por 5 minutos a 12000 x g. O etanol foi cuidadosamente
removido e as amostras secadas em estufa a 60° por 45 minutos.

Cada amostra foi ressuspendida em 10uL de formamida e todas colocadas
em placa de sequenciamento para serem desnaturadas em termociclador por 5
minutos a 95°C.

O sequenciador, ABI 3130 da Applied Biosystems foi utilizado para a

separacao e deteccdo do DNA marcado.

3.6 Analises das sequéncias de DNA

As sequéncias foram analisadas e corrigidas através do programa STADEN
Package (STADEN, JUDGE & BONFIELD, 2001) e alinhadas pelo programa MEGA
versdo 5.0 (TAMURA et al., 2011). Para a obtengdo da composi¢cdo nucleotidica e
aminoacidica, calculo das distancias e posicdes nucleotidicas variaveis foi utilizado o
programa MEGA versdo 5.0 (TAMURA et al.,, 2011). As analises filogenéticas das
sequéncias de DNA também foram processadas utilizando-se o programa MEGA
versao 5.0 (TAMURA et al., 2011).
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise das sequéncias nucleotidicas da regido intergénica do DNA ribossomal
nuclear incluindo os espacadores transcritos internos (ITS-1 e ITS-2) dos espécimes

analisados de Panstrongylus megistus.

Para a nomenclatura dos haplétipos compostos (CH), as diferentes letras em
maiusculo (de A até T) representam os haplétipos de ITS-1 e os numeros (de 1 a 10)
os hapldtipos de ITS-2, segundo proposto por Bargues et al. (2006).

Dos 37 espécimes submetidos a extracdo e sequenciamento de DNA, foi

possivel obter 32 sequéncias capazes de serem analisadas.

4.2 Andlise das sequéncias nucleotidicas do primeiro espacador transcrito interno
(ITS-1) do DNA ribossomal nuclear dos espécimes analisados de Panstrongylus

megistus.

Um total de 20 haplétipos do fragmento nucleotidico ITS-1 foi detectado
entre os exemplares analisados da espécie P. megistus. O comprimento do
fragmento variou entre 758 a 766 pares de base (pb) com uma média de 762,5pb
(TABELA 4). O alinhamento dos 20 hapldtipos descritos para ITS-1, incluindo as
insercdes’®/delecdes’’, apresentou um comprimento de 766pb e a porcentagem de
A+T foi de 68,9% (TABELA 4).

'® adicdo de um ou mais pares de bases de nucledtidos numa sequéncia genética.
ol perda de sequéncia(s) nucleotidica(s) pelo genoma de um organismo.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Genoma
http://pt.wikipedia.org/wiki/Organismo
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TABELA 4 — PORCENTAGEM DE BASES NUCLEOTIDICAS E COMPRIMENTO (pb) PARA O

FRAGMENTO DE ITS-1 DOS HAPLOTIPOS DE Panstrongylus megistus.

Panstrongylus megistus (PM)

ESPECIMES

PM 01 Almirante Tamandaré - PR
PM 02 Goioxim - PR

PM 03 Sigueira Campos - PR
PM 04 Wenceslau Braz — PR
PM 05 Castro — PR

PM 06 Rio Azul — PR

PM 07 Reboucgas — PR

PM 08 Santana do Itararé — PR
PM 09 Tomazina — PR

PM 10 Campo Magro — PR

PM 11 Curitiba — PR

PM 16 Arapongas — PR

PM 17 Arapongas — PR

PM 18 Rio Branco do Sul — PR
PM 19 Rio Branco do Sul - PR
PM 20 Piraquara — PR

PM 21 Palmitépolis — PR

PM 22 Palmitépolis — PR

PM 23 Londrina — PR

PM 24 Cerro Azul — PR

PM 25 Senador salgado Filho — RS
PM 26 Rio Grande do Sul

PM 27 Rio Grande do Sul

PM 28 Séo Jodo da Boa Vista — SP
PM 29 Varginha — MG

PM 30 Araraquara — SP

PM 32 Siméo Dias — SE

PM 33 Siméo Dias — SE

PM 34 Rio Grande do Sul

PM 35 Minas Gerais

PM 36 Minas Gerais

PM 37 Santa Catarina

MEDIA

T (%)
32,9
32,9
32,8
32,9
32,9
32,9
32,9
32,9
32,9
32,8
32,9
32,8
32,8
32,9
32,8
32,8
32,9
32,9
32,9
32,8
32,9
32,9
32,8
32,8
33,2
32,9
32,8
32,8
32,8
33,0
33,0
32,8
32,9

C (%)
12,7
12,6
12,9
12,8
12,8
12,9
12,7
12,9
12,8
12,8
12,7
12,7
12,6
12,8
12,8
12,8
12,6
12,7
12,7
12,6
12,7
12,6
12,9
12,7
12,6
12,6
12,7
12,7
12,9
12,6
12,6
12,6
12,7

A (%)

36,0
36,0
35,8
35,9
35,8
35,7
36,0
35,7
35,9
35,8
36,0
36,0
36,2
35,8
35,9
35,9
36,3
35,9
36,2
36,2
36,1
36,1
35,7
36,0
35,8
36,2
36,0
36,0
35,8
36,0
36,0
36,3
36,0

G (%)
18,4
18,5
18,5
18,5
18,5
18,5
18,4
18,5
18,5
18,6
18,4
18,5
18,4
18,5
18,6
18,6
18,3
18,4
18,3
18,4
18,3
18,4
18,6
18,5
18,4
18,2
18,5
18,5
18,5
18,5
18,5
18,3
18,4

TOTAL (pb)
766,0
762,0
758,0
764,0
763,0
762,0
766,0
762,0
764,0
765,0
766,0
763,0
762,0
763,0
760,0
760,0
761,0
765,0
766,0
762,0
765,0
761,0
759,0
762,0
762,0
762,0
762,0
762,0
758,0
764,0
764,0
760,0
762,5

HAPLOTIPO
CH-A
CH-B
CH-C
CH-D
CH-E
CH-F
CH-A
CH-F
CH-D
CH-G
CH-A
CH-H
CH-I
CH-E
CH-J
CH-J
CH-K
CH-L
CH-M
CH-I
CH-M
CH-N
CH-O
CH-P
CH-Q
CH-R
CH-P
CH-P
CH-C
CH-S
CH-S
CH-T

Um total de 22 diferengas nucleotidicas foi detectado para esse fragmento,

das quais 11 sdo verdadeiras mutacées (sendo 7 transicdes’® e 4 transversées) e 11

sdo insercdes/delecdes, sendo 9 consideradas com informacdo de parcimoénia

(TABELA 5).

® mutacdo que provoca a transformacdo de uma purina numa outra purina, ou uma pirimidina em

outra pirimidina.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Muta%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Purina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pirimidina
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TABELA 5 — DIFERENCAS NUCLEOTTQICAS ENTRE OS DIFERENTES HAPLOTIPOS DE
Panstrongylus megistus (PM) PARA A REGIAO INTERGENICA DO DNAr NUCLEAR ITS-1.

wiootien | 1 | 1 3|3 |33 3lalalalalalala]s 5|6

012 1131]6|9 9 |4|4|4|4|6|6|8 |8 9|0 Haplotipo
Espécime 3|5|8[/0]1|5|3]4]|5 |6 8|19 2]1]|2[3]|8]5

L ) A A & & - S B A * A
PM 01 ACTATAGTG GG GAAAS-TAGAATG A CHA
PM 02 T A G - - - - - . CH-B
PM 03 A G A - - - - - - - e C CH-C
PM 04 A - - C CHD
PM 05 - - - C CHE
PM 06 - - - - C CH-F
PM 07 - . CH-A
PM 08 - - - - C CH-F
PM 09 5 o A - e - C CH-D
PM 10 A G - - C CH-G
PM 11 . L - : CH-A
PM 16 G T - A G A - - - c : CH-H
PM 17 G T - A G A - - - - A . CH-I
PM 18 a G Ao ¢ -- S — C CH-E
PM 19 G T - A G A - - - - C CH-J
PM 20 G T - A G A - - - - - - . C CH-J
PM 21 T - A G A - - - A CH-K
PM 22 - - : CH-L
PM 23 . L - A CH-M
PM 24 G T - A G A - - - - A CH-I
PM 25 . L - - A CH-M
PM 26 G T - A G A —- - - A . CH-N
PM 27 5 o A G A - - - - - - C CH-O
PM 28 G T - . A G A - - - - C CH-P
PM 29 G T T A G A - B R : CH-Q
PM 30 G T - . A - - - - A . CH-R
PM 32 G T - A G A — - - - C CH-P
PM 33 G T - A G A — - - - C CH-P
PM 34 : . A G A - - . - - - - . C CHC
PM 35 G T - T A G A - - A CH-S
PM 36 G T - T A G A - - : A CH-S
PM 37 G T - A G A - - — - - - A A CH-T

(.) NUCLEOTIDEO SEMELHANTE AO PMO01;

(--) INSERCAO / DELECAO;

(%) TRANSICOES;
( ) TRANSVERSOES. ) X
POSICAO NUCLEOTIDICA COM INFORMAGAO DE PARCIMONIA

O fragmento em questdo apresenta sequéncias de microsatélites AT em

diversas regides de seu comprimento total. Apresenta no maximo 7 sequéncias



52

consecutivas. O padrao (AT); desta regido, nos insetos provenientes de Minas
Gerais, mudou para o padréo (AT)sTTT(AT).

Minisatélites foram detectados duas vezes para ITS-1 como demonstrado

abaixo:

Posicio 2l2]2]2]2]2]2]2]2]2]2]2]2]2]2]2]2 2]2]2]2]2]2]2]2]2]2]2]2]2]2]2]2]2

nucleoridica  |21212]212]2(2|3]3|3|3[3|3|3|3|3|3 717|/7|7(7|7|7/8|8|8|8|8|8|8|8|8|8
3|4|5|6|7|8|9|0|1|2|3|4|5|6|7|8|9 3|4|5|6|7|8|9|/0|1|2|3]|4|5|6|7|8|9

Base T|G|G|T|AlC|G|AlG|A|G|A|G|G|c|c|Al...|T|c| G| T|A[C|G|A|G|A[G|A| G| G| c|c|A

Posicio alalalalalalalalalalalalalalalalalalalalalala]a

nucleotidica | 4|4|4|4|4|4|4|5|5|5|5|5|5|5|5|5|5/6|6|6|6/6|6|6
3|4|5|6|7|8|9|0|1|2|3|4|5|6|7|8]/9|0|1|2|3|4|5]|6

Base G|A|A|C|G|A|A|A|G|A|A|A|G|A|A|C|G|A|A|A|G|A|A|A

4.3 Andlise das sequéncias nucleotidicas do segundo espacador transcrito interno
(ITS-2) do DNA ribossomal nuclear de Panstrongylus megistus

Um total de 10 haplétipos de ITS-2 foi detectado dentre os exemplares
analisados da espécie P. megistus. O comprimento do fragmento variou entre 597 a
600pb, com uma média de 598,7pb (TABELA 6). O alinhamento dos 10 haplétipos
descritos para ITS-2, incluindo as insercdes/delecbes, apresentou uma longitude de
600pb e a porcentagem de A+T foi de 75,2% (TABELA 6).
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TABELA 6 — PORCENTAGEM DE BASES NUCLEOTIDICAS E COMPRIMENTO (pb) PARA O

FRAGMENTO DE ITS-2 DOS HAPLOTIPOS DE Panstrongylus megistus.

Panstrongylus megistus (PM)

ESPECIMES

PM 02 Goioxim - PR

PM 03 Siqueira Campos - PR
PM 04 Wenceslau Braz — PR
PM 05 Castro — PR

PM 06 Rio Azul — PR

PM 07 Reboucgas — PR

PM 08 Santana do Itararé — PR
PM 09 Tomazina — PR

PM 10 Campo Magro — PR

PM 11 Curitiba — PR

PM 16 Arapongas — PR

PM 17 Arapongas — PR

PM 18 Rio Branco do Sul — PR
PM 19 Rio Branco do Sul - PR
PM 20 Piraquara — PR

PM 21 Palmit6polis — PR

PM 22 Palmitépolis — PR

PM 23 Londrina — PR

PM 24 Cerro Azul — PR

PM 25 Senador salgado Filho — RS
PM 26 Rio Grande do Sul

PM 27 Rio Grande do Sul

PM 28 Séo Jodo da Boa Vista — SP
PM 30 Araraquara — SP

PM 32 Siméo Dias — SE

PM 33 Siméo Dias — SE

PM 34 Rio Grande do Sul

PM 35 Minas Gerais

PM 36 Minas Gerais

PM 37 Santa Catarina

MEDIA

T (%)
41,4
41,6
41,7
41,7
41,6
41,7
41,6
41,7
41,5
41,7
41,6
41,6
41,6
41,6
41,6
41,5
41,6
41,6
41,7
41,6
41,5
41,6
41,4
41,7
41,5
41,6
41,6
41,5
41,5
41,5
41,6

C (%)
11,7
11,5
11,5
11,5
11,5
11,5
11,5
11,5
11,5
11,5
11,5
11,5
11,5
11,5
11,5
11,6
11,5
11,5
11,4
11,5
11,6
11,7
11,5
11,4
11,6
11,5
11,7
11,7
11,7
11,7
11,5

A (%)
33,6
33,6
33,5
33,5
33,6
33,5
33,6
335
335
335
33,6
33,6
33,6
33,6
33,6
33,7
33,6
33,6
33,7
33,6
33,7
33,6
33,6
33,7
33,7
33,6
33,4
33,5
33,5
33,6
33,6

G (%)
13,4
13,4
13,3
13,3
13,4
13,3
13,4
13,3
13,5
13,3
13,4
13,2
13,4
13,4
13,4
13,2
13,4
13,4
13,2
13,4
13,2
13,2
13,5
13,2
13,2
13,4
13,4
13,2
13,2
13,2
13,3

TOTAL (pb)
599,0
599,0
600,0
600,0
599,0
600,0
599,0
600,0
600,0
600,0
599,0
598,0
599,0
599,0
599,0
597,0
599,0
599,0
597,0
599,0
597,0
599,0
599,0
597,0
597,0
599,0
599,0
597,0
597,0
598,0
598,7

HAPLOTIPO
CH-1
CH-2
CH-3
CH-3
CH-2
CH-3
CH-2
CH-3
CH-4
CH-3
CH-2
CH-5
CH-2
CH-2
CH-2
CH-6
CH-2
CH-2
CH-7
CH-2
CH-6
CH-5
CH-8
CH-7
CH-6
CH-2
CH-5
CH-9
CH-9
CH-10

Um total de 10 diferencas nucleotidicas foi encontrado nas 10 diferentes

sequéncias de ITS-2, das quais, 7 foram verdadeiras mutacfes (sendo 4 transi¢cdes

e 3 transversbes) e 4 foram insercOes/delecdes, sendo 3 com informacdes de

parcimbnia (TABELA 7).
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TABELA 7 — DIFERENGAS NUCLEOTIDICAS ENTRE OS DIFERENTES HAPLOTIPOS DE

Panstrongylus megistus PARA A REGIAO INTERGENICA DO DNAr NUCLEAR ITS-2.

Posicdo

nucleotidica | O 1 1 1 1 1 4 4 4 5
6 0 0 0 1 7 4 5 9 9 Haplétipo
Espécime 2 7 8 9 0 5 7 6 5 5
* L] L) L) L) * L)
PM 02 C G C G C C A -- G T CH-1
PM 03 T -- CH-2
PM 04 T T CH-3
PM 05 T T CH-3
PM 06 T -- CH-2
PM 07 T T CH-3
PM 08 T -- CH-2
PM 09 T . T CH-3
PM 10 . G T CH-4
PM 11 T T CH-3
PM 16 T . -- CH-2
PM 17 T -- -- C A CH-5
PM 18 T -- CH-2
PM 19 T -- CH-2
PM 20 T -- CH-2
PM 21 . -- -- -- CH-6
PM 22 T -- CH-2
PM 23 T -- CH-2
PM 24 T -- -- -- CH-7
PM 25 T -- CH-2
PM 26 . -- -- . -- . CH-6
PM 27 T C -- A . CH-5
PM 28 T -- G CH-8
PM 30 T -- -- -- CH-7
PM 32 . -- -- -- CH-6
PM 33 T . -- CH-2
PM 34 T C - CH-5
PM 35 -- -- C -- CH-9
PM 36 . -- -- C -- . CH-9
PM 37 A -- -- C T G CH-10

(.) NUCLEOTIDEO SEMELHANTE AO PM02;
(--) INSERCAO / DELECAO;

(%) TRANSICOES;

( ) TRANSVERSOES.

POSICAO NUCLEOTIDICA COM INFORMACAO DE PARCIMONIA
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Para a segunda regido intergénica do DNAr nuclear foi detectado
microsatélites AT: (AT)T3(AT),ACATL(AT)A(AT)GT(AT)s. Diferencas nestes
microsatélites aparecem em 3 insetos provenientes do estado do Parana (Goioxim,
Campo Magro e Palmitépolis (espécime PM 10) e nos demais estados com excec¢ao
dos representantes de S&o Paulo. Esta alteracdo apresenta a seguinte formula:
(AT)T3(AT)sAC(AT)T3(AT)A(AT)GT(AT)s,

4.4 Analise conjunta dos resultados das regides intergénicas do DNA ribossomal

nuclear (ITS-1 e ITS-2) dos exemplares analisados de Panstrongylus megistus

No total, 24 diferentes hapl6tipos foram descritos dentre os exemplares
analisados da espécie P. megistus. A longitude da regido intergénica, nos
exemplares analisados, variou entre 1357 e 1366pb, com uma média de 1361,1pb. A
longitude do alinhamento geral para todos os haplotipos descritos foi de 1366pb,
incluindo as insercbes/delecdes. A proporcdo de bases nucleotidicas esteve
direcionada para A+T com uma média de 71,6% (TABELA 8).
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TABELA 8 — PORCENTAGEM DE BASES NUCLEOTI’DI'CAS E COMPRIMENTO PARA OS
FRAGMENTOS DE ITS-1 E ITS-2 DOS HAPLOTIPOS DE Panstrongylus megistus.

Panstrongylus megistus (PM)

T®) C@®%) A% G(%) TOTAL (pb) HAPLOTIPO

PM 02 Goioxim - PR 36,7 12,2 34,9 16,2 1361,0 CH-B_1
PM 03 Siqgueira Campos - PR 36,7 12,2 34,8 16,2 1364,0 CH-C_2
PM 04 Wenceslau Braz — PR 36,8 12,3 34,8 16,2 1363,0 CH-D_3
PM 05 Castro — PR 36,7 12,3 34,8 16,2 1361,0 CH-E_3
PM 06 Rio Azul — PR 36,7 12,2 34,9 16,2 1366,0 CH-F_2
PM 07 Rebougas — PR 36,7 12,3 34,8 16,2 1361,0 CH-A_3
PM 08 Santana do Itararé — PR 36,7 12,2 34,8 16,2 1364,0 CH-F_2
PM 09 Tomazina — PR 36,6 12,2 34,8 16,3 1365,0 CH-D_3
PM 10 Campo Magro — PR 36,7 12,2 34,9 16,2 1366,0 CH-G_4
PM 11 Curitiba — PR 36,7 12,3 34,8 16,2 1357,0 CH-A_3
PM 16 Arapongas — PR 36,7 12,3 34,8 16,2 1362,0 CH-H_2
PM 17 Arapongas — PR 36,7 12,2 34,9 16,2 1364,0 CH-I_5
PM 18 Rio Branco do Sul — PR 36,7 12,2 35,0 16,1 1365,0 CH-E_2
PM 19 Rio Branco do Sul - PR 36,7 12,2 35,0 16,1 1364,0 CH-J_2
PM 20 Piraquara — PR 36,7 12,4 34,8 16,2 1358,0 CH-J_2
PM 21 Palmitépolis — PR 36,7 12,4 34,7 16,2 1357,0 CH-K_6
PM 22 Palmitépolis — PR 36,6 12,2 34,9 16,2 1362,0 CH-L_2
PM 23 Londrina — PR 36,7 12,1 35,1 16,1 1360,0 CH-M_2
PM 24 Cerro Azul - PR 36,6 12,2 34,9 16,3 1359,0 CH-I_7
PM 25 Senador salgado Filho — RS 36,6 12,2 34,9 16,3 1359,0 CH-M_2
PM 26 Rio Grande do Sul 36,7 12,2 35,1 16,1 1358,0 CH-N_6
PM 27 Rio Grande do Sul 36,7 12,1 35,1 16,1 1359,0 CH-0O_5
PM 28 Sao Joao da Boa Vista — SP 36,7 12,2 35,1 16,1 1358,0 CH-P_8
PM 30 Araraquara — SP 36,6 12,2 34,9 16,3 1361,0 CH-R_7
PM 32 Siméo Dias — SE 36,8 12,1 35,1 16,0 1359,0 CH-P_6
PM 33 Siméo Dias — SE 36,6 12,2 35,0 16,2 1359,0 CH-P_2
PM 34 Rio Grande do Sul 36,7 12,2 34,9 16,2 1361,0 CH-C_5
PM 35 Minas Gerais 36,6 12,2 35,1 16,1 1358,0 CH-S_9
PM 36 Minas Gerais 36,7 12,2 34,9 16,2 1361,0 CH-S_9
PM 37 Santa Catarina 36,7 12,2 34,9 16,2 1361,0 CH-T_10

MEDIA 36,7 12,2 34,9 16,2 1361,1
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4.5 Analises filogenéticas

4.5.1 Analises filogenéticas para a regido intergénica do DNA ribossomal nuclear
incluindo os espagadores transcritos internos (ITS-1 e ITS-2) dos espécimes de

Panstrongylus megistus

A arvore construida com o método de maxima verossimilhanca (FIGURA 12)
foi selecionada dentre as varias construidas por outros métodos para a regido
intergénica do primeiro espagador interno (ITS-1). Nela, pode-se observar dois
clados principais, cada um com 15 espécimes de P. megistus. No clado superior
formaram-se agrupamentos de espécimes de diversas regides do estado o Parana
juntamente com espécimes dos estados de Sao Paulo e Rio Grande do Sul. J& no
clado inferior, formaram-se agrupamentos de espécimes de P. megistus de
diferentes regides do estado do Parana juntamente com espécimes dos estados do
Rio Grande do Sul, Sergipe, Sao Paulo, Minas Gerais e Santa Catarina.

O mesmo método foi utilizado para a construcao da arvore referente a regiao
intergénica do segundo espacador interno (ITS-2). Neste caso, ndo houve evidente
separacdo entre os clados como visto anteriormente, porém pode-se observar a
formacdao de distintos grupos (FIGURA 13).

A anadlise conjunta dos dois marcadores (ITS-1 e ITS-2) mostra uma
topologia semelhante a arvore filogenética de ITS-1, onde uma diferenca significativa
€ observada: dois espécimes referentes ao estado do Rio Grande do Sul, que antes
faziam parte do clado inferior, agora estdo agrupados no clado superior (FIGURA
14).
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FIGURA 12 - ARVORE FILOGgNETICA PELO METODO DE MAXIMA VEROSSIMILHANCA -
KIMURA 2-PARAMETROS PARA O PRIMEIRO ESPACADOR TRANSCRITO
INTERNO (ITS-1) DOS ESPECIMES ANALISADOS DE Panstrongylus megistus.
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FIGURA 13 — ARVORE FILOGENETICA PELO METODO DE MAXIMA VEROSSIMILHANCA —
KIMURA 2-PARAMETROS, PARA O SEGUNDO ESPACADOR TRANSCRITO
INTERNO (ITS-2) DOS ESPECIMES ANALISADOS DE Panstrongylus megistus.
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FIGURA 14 — ARVORE FILOGENETICA PELO METODO DE MAXIMA VEROSSIMILHANCA -
KIMURA 2-PARAMETROS PARA O PRIMEIRO E O SEGUNDO ESPACADOR
TRANSCRITO INTERNO (ITS-1 E ITS-2) DOS ESPECIMES ANALISADOS DE
Panstrongylus megistus.
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4.5.2 Distribuicdo geografica dos haplétipos de Panstrongylus megistus analisados

Para melhor visualizar a disposi¢cao dos haplétipos encontrados dentre todos
0S espécimes analisados a FIGURA 15 apresenta um mapa do Brasil com os
estados e seus respectivos haplétipos encontrados em destaque. A ampliacdo do
estado do Parana mostra também a distribuicdo dos haplotipos localizados em cada
municipio, separados por mesorregioes.

Ao ser considerado somente o segundo espacador transcrito interno é
observado que o haplétipo 2 esta presente em todos os planaltos paranaense e
também para uma localidade do Rio Grande do Sul e de Sergipe. Também no
primeiro planalto estdo presentes outros 3 haplétipos. O haplétipo 7 também descrito
para um inseto proveniente de Sao Paulo e o haplétipo 4 somente descrito para esta
regido. No segundo planalto paranaense € observado somente dois haplétipos que
também sdo observados no primeiro planalto. Para o terceiro planalto foi descrito a
presenca 4 haplotipos. Nesta area além do haplétipo 2 ha a presenca do haplotipo 6
gue é descrito também para um inseto proveniente de Sergipe e para o Rio Grande
do Sul e do haplétipo 5 descrito para o Rio Grande do Sul. O quarto haplotipo desta
regido néo foi descrita para nenhuma outra localidade estudada.

Os insetos provenientes do estado de Santa Catarina, de Minas Gerais e um

de S&o Paulo ndo apresentam haplotipos correspondentes para o estado do Parana.
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FIGURA 15 — MAPA DO BRASIL E DO ESTADO DO PARANA INDICANDO A DISTRIBUICAO DOS
HAPLOTIPOS DOS FRAGMENTOS NUCLEOTIDICOS ITS-1 E ITS-2 ANALISADOS
DE ESPECIMES DE Panstrongylus megistus.

FONTE: O AUTOR (2011).
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5. DISCUSSAO

Originério da Mata Atlantica, Panstrongylus megistus ocupa especialmente
regides de clima uUmido, sem grandes amplitudes térmicas. Esta associado
principalmente a mamiferos como o gamba no ambiente silvestre e é espécie de
grande importancia na transmissdo do Tripanosoma cruzi no Brasil, podendo
colonizar peri e intradomicilios, apresentando alto potencial de reinfestacao, exigindo
controle e vigilancia permanentes (PINTO, 2000).

Visto o alto poder invasivo de P. megistus em relacdo ao ambiente humano,
encontrd-lo em ambientes peridomiciliares pode indicar a probabilidade de
domiciliagdo desses triatomineos no estado do Parana (STEINDEL et al., 1994).
Falavigna-Guilherme et al. (2001) relataram o encontro de P. megistus em domicilio
no Parana e Guilherme et al. (2001) também observaram sua colonizacdo em casas
habitadas em outras regites do Brasil.

Em razédo disso, o presente estudo preocupou-se em analisar as diferentes
populacbes de triatomineos encontrados no Parand, caracterizando-os
molecularmente mediante o sequenciamento de marcadores de DNA ribossomal nuclear
e compara-las com espécimes de outros estados. As informacfes obtidas poderdo
auxiliar a Secretaria de Saude do Estado do Parana e a comunidade cientifica para a
vigilancia epidemioldgica e o devido controle de P. megistus na regiéo.

Os marcadores moleculares permitem gerar uma grande quantidade de
informacgdes sobre diversidade genética e relagdes filogenéticas dos individuos
analisados (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996). A utilizacdo dos espacadores
transcritos internos do DNA ribossomal nuclear é considerada como excelente marcador
molecular em sistematica, ecologia, evolugdo e filogenia de parasitos e vetores (MAS-
COMA; ESTEBAN & BARGUES, 1999). Apesar destas consideracfes a utilizacéo
conjunta dos espacgadores transcritos internos do DNA ribossomal nuclear para o estudo
de triatomineos ainda ndo € amplamente utilizado. Espécies do género Panstrongylus
carecem de estudos moleculares. O Unico trabalho em que se utilizou esses marcadores
ribossomais foi desenvolvido por Marcilla et al. (2002), que sequenciaram o ITS-2 de 6
espécies do género Panstrongylus provenientes de 4 paises.

Até o0 momento a utilizagdo conjunta dos marcadores ITS-1 e ITS-2 somente foi
utilizada para analises de Triatoma rubrovaria (PACHECO et al., 2003; KLISIOWICZ et
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al., 2004 e PACHECO et al., 2007), do subcomplexo infestans (BARGUES et al., 2005) e
para o género Mepraia (CALLEROS et al., 2009).

Para os 32 espécimes analisados no presente estudo (20 deles do estado do
Parana e 12 de outros 5 estados), foram descritos 24 haplétipos (considerando as
insercdes/delecbes) referentes aos espacadores ITS-1 e ITS-2 em conjunto. A
relacdo de cada localidade apresentar praticamente um diferente hapl6tipo também
foi observada por Pacheco et al. (2003) para T. rubrovaria onde, analisando 12
espécimes de 2 localidades do sul do Brasil, descreveram 4 haplétipos. Klisiowicz et
al. (2004) deram continuidade a esse trabalho inserindo mais 4 exemplares de T.
rubrovaria de 2 localidades do Uruguai, descrevendo mais 3 novos haplétipos para
essa espécie, e demonstrando a alta diversidade nucleotidica desses fragmentos.
Para 0 género Mepraia, que apresenta uma sistematica incerta foram estudados 36
exemplares silvestres de diversas provincias chilenas, sendo descritos 21 hapl6tipos
no estudo conjunto dos marcadores: 12 para ITS-1 e 16 para ITS-2. Esta relacao
nao foi observada para o subcomplexo infestans (BARGUES et al., 2006). Nesse
estudo para 34 espécimes de Triatoma infestans, de 7 paises, foram descritos 7
haplétipos. A relativa baixa variabilidade haplotipica para T. infestans foi explicada
pela sua completa domiciliacdo nos paises em que estado distribuidos. Este fato nédo
ocorre nos insetos provenientes da Bolivia onde € considerado o centro de
dispersdo da espécie. Nesse pais, onde ainda existe focos de populacdes silvestres,
a variabilidade é significativamente maior, em que dos 7 haplétipos descritos para a
espécie, 4 estdo presentes na Bolivia. Para esse mesmo subcomplexo, Triatoma
delpontei Romafia & Abalos, 1947 e Triatoma platensis sdo consideradas espécies
morfologicamente semelhantes entre si, e compartem sequéncias nucleotidicas
idénticas para esses marcadores (BARGUES et al., 2006).

Como justificado acima, insetos silvestres e com processo de dispersao
apresentam uma maior diversidade nucleotidica para os fragmentos estudados,
explicando desta forma o grande numero de haplétipos para as populacbes
paranaenses de P. megistus. Um estudo abrangendo diversas populacdes de
espécimes provenientes da Bahia e de Minas Gerais, onde ha uma forte
domiciliacdo desta espécie (FORATTINI et al., 1970; FORATTINI, 1980)
provavelmente sera detectada uma menor variabilidade.

A média do comprimento das sequéncias para os dois marcadores utilizados

no presente estudo foi de 1361,1 pares de base (pb). Apdés o alinhamento completo
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de todas as amostras, obteve-se o comprimento total de 1366pb. Esse resultado é
muito parecido com os dados obtidos nos demais estudos de Triatominae. Para T.
rubrovaria foi descrito 1377pb (PACHECO et al., 2003; PACHECO et al., 2007), para
0 subcomplexo infestans 1375pb e para o género Mepraia 1371pb (CALLEROS et
al., 2009).

A comparacao dos dados obtidos no presente trabalho pode ser mais bem
detalhada pelo segundo espacador transcrito interno (ITS-2). Esse marcador foi
utilizado separadamente para um maior nimero de trabalhos, o que possibilita uma
melhor discusséo.

No presente estudo o comprimento do fragmento de ITS-2 varia entre 597 a
600pb e sua porcentagem de A+T é de 75,2%. Marcilla et al. (2000) analisaram
sequéncias nucleotidicas completas de ITS-2 do DNAr de 7 populacbes de T.
infestans do Paraguai e seu comprimento foi de 458pb, muito semelhante a outras
espécies da tribo Triatomini. Todos os insetos coletados no Paraguai exibiram uma
sequéncia idéntica, com um conteado A+T de 78%. Quando comparados com T.
infestans da Bolivia, em 6 populacdes paraguaias foram detectadas diferencas: 2
transversbes e 4 nucleotideos adicionais resultantes de um alongamento de
microssatélites (AT),. O fato de T. infestans ser domiciliado explica a menor
variabilidade genética quando comparado ao presente estudo, em que P. megistus
do estado do Parana é considerado silvestre.

Marcilla et al. (2001) realizaram outro estudo, também utilizando ITS-2 como
marcador molecular, e dessa vez analisaram 35 insetos de 31 populacdes diferentes
(sendo 12 espécies da tribo Triatomini e 3 espécies da tribo Rhodniini). A
comparacdo das sequéncias pelos métodos de parcimbnia, distancia e maxima
verossimilhanca indicaram que ITS-2 se mostrou um marcador Util para resolver
relacbes supraespecificas, especificas, subespecificas, e até mesmo ao nivel
populacional em Triatominae. As arvores filogenéticas mostraram uma antiga
divergéncia nucleotidica entre Triatomini da América do Sul e aqueles da América do
Norte e Central. Um futuro estudo acrescentando os resultados obtidos no presente
trabalho aos de Marcilla et al. (2001) poderéa apoiar as afirmacdes referentes ao ITS-
2 como um bom marcador.

Marcilla et al. (2002) ao estudarem ITS-2 de diversas espécies do género
Panstrongylus, concluiram que o grupo apresenta entre 470 a 600pb e 76,5% sua

porcentagem de A+T, sendo que 0 espécime de P. megistus proveniente do estado
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de Minas Gerais apresentou comprimento de 600pb. J& os insetos representantes
do estado de Minas Gerais do presente estudo, apresentaram o comprimento de
597pb. Esta pequena variabilidade, em numeros de pares de bases, também foi
observada entre os insetos do estado do Parana.

A presenca de minisatélites no ITS-1de triatomineos foi demonstrada para o
subcomplexo infestans, em que repeticdes de 10 e 15 pares de bases encontravam-
se presentes. Exemplares de T. infestans provenientes da Bolivia apresentaram
namero maior de repeticbes destes minisatélites (BARGUES et al., 2006). O fato
sugere que insetos provenientes desse pais deram origem a dispersao da espécie e
que no processo de domiciliacdo e dispersdo esses minisatélites foram
desaparecendo. Para os insetos analisados no presente estudo, o ITS-1 apresentou
2 sequéncias de 17pb absolutamente iguais, separadas por 34pb. Também para
esse fragmento foi descrito outro minisatélite, observando 2 repeticbes de 12pb sem
nenhuma interposicéo de base nucleotidica. O significado dessas repeticbes podera
ser discutido mais profundamente quando o estudo for expandido para uma
distribuicdo mais ampla da espécie. Uma hipotese seria de que insetos domiciliados
teriam menor namero de repeticdes em tandem como demonstrado em T. infestans.

Microsatélites sdo normalmente descritos para ITS-2 (MARCILLA et al.,
2000; MARCILLA et al., 2001; MARCILLA et al., 2002; PACHECO et al., 2003 e
2007 e BARGUES et al., 2006) sendo também detectados no presente estudo.

O estudo filogenético ndo permitiu uma clara separacdo geogréafica dos
triatomineos do estado do Parana e os insetos provenientes dos demais estados
estdo em diversos ramos das arvores filogenéticas. No trabalho de Kopp et al.
(2009), onde sé@o analisadas isoenzimas para varios espécimes de P. megistus,
verificou-se a falta de isolamento dos insetos provenientes de outros estados e uma
nao separacao geografica dos exemplares do Parana. No entanto, a populacéo de
Minas Gerais foi agrupada com as duas populacdes do Parana, e as do Rio Grande
do Sul agrupadas com a de Sergipe e trés do Parana. A populacdo de P. megistus
de Minas Gerais que estava isolada da populagcdo de Santa Catarina ja foi
previamente observado por Barbosa et al., 1999 e 2001. Esses autores também
realizaram estudos com P. megistus de Pernambuco, Bahia e Rio de Janeiro,
utilizando 15 sistemas isoenziméticos e que nao encontraram diferencas entre as
trés populagdes. No presente estudo as amostras referentes ao estado de Minas

Gerais também estdo separadas das do estado de Santa Catarina e
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filogeneticamente proximas a de Arapongas-PR. Porém os 4 insetos referentes ao
estado do Rio Grande do Sul estéo situados em 3 diferentes localiza¢des da arvore;
tanto para a arvore construida para os dois fragmentos (ITS-1 e ITS-2) como para
analises isoladas. Outro fato a ser considerado sdo as duas amostras referentes ao
estado de Sao Paulo que estdo em posicdes distantes filogeneticamente uma da
outra.

Como dito anteriormente, P. megistus € considerado um triatomineo
proveniente de regibes umidas e florestadas (FORATTINI et al., 1977; FORATTINI,
1980). Sua dispersdo € justificada pelas condicbes adversas de temperatura e
umidade, bem como pela acéo antropica. Assim, a hipétese de que essas condicdes
poderiam explicar a presenca de diferentes linhagens de P. megistus no Parana
pode ser mais bem explicado com o marcador molecular ITS-2, pois 0 mesmo
mostrou melhor clareza na distribuicdo dos haplotipos. E possivel justificar a entrada
principal do triatomineo através da Mata Atlantica costeira, pela ampla diversidade
de haplétipos no primeiro planalto paranaense. Essa entrada teria ocorrido por meio
ativo, ou seja, sem a acado antrépica. Através do mapa da distribuicdo geografica
(FIGURA 15) observa-se que no segundo planalto paranaense é observado somente
2 haploétipos de ITS- 2 e que séo coincidentes com o primeiro planalto. J& no terceiro
planalto ha a presenca de 4 haplotipos sendo 3 deles diferentes dos demais e
somente um haplétipo ndo encontrado em outros estados. O terceiro planalto teve
uma forte imigracdo humana no passado, fazendo com que as regiées norte e
sudoeste se transformassem em verdadeiras zonas pioneiras - pela aceleracao do
desmatamento, pela forte taxa de ocupacdo do solo destinado a agricultura e
abertura de estradas, e também pela criacdo de vilarejos e cidades ligadas entre si
(BALHANA, MACHADO & WESTPHALEN, 1969) e que pode ter recebido
passivamente insetos de outros estados pela acdo antropica. O haplétipo 2 foi
encontrado em todas as regifes paranaenses estudas, bem como nos estados do
Rio Grande do Sul e Sergipe. Ele pode ser considerado até 0 momento como sendo
o haplétipo que provavelmente deu inicio a dispersdo da espécie a partir do centro
de endemismo proposto por Forattini (1980). Na regido oeste paranaense tambéem
foi descrito um haplétipo que esta presente no Rio grande do Sul e Sergipe. A
presenca de um determinado haplotipo em diferentes regifes geograficas ja foi

descrito como precursor da dispersdo de T. rubrovaria (PACHECO et al., 2003 e
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2007), T. infestans (BARGUES et al., 2006) e Triatoma dimidiata (BARGUES et al.,
2008).

Forattini et al. (1977 e 1982) discutiram em seus estudos a tendéncia do
P. megistus de instalar-se no meio domiciliar. Nesse sentido, a presenca de matas
residuais albergando populagcdo desse triatomineo constitui fator essencial para a
invasdo daquele ambiente. A domiciliacdo acontece com a ocupacao dos anexos
domiciliares para os quais ocorre acentuada preferéncia por parte do inseto. A
regularidade ecologica da populacdo local de P. megistus também se faz pelo
ecletismo alimentar, com elevado percentual de fontes multiplas para os repastos
sanguineos. O estado do Parand apresenta a maior faixa continua de Mata
Atlantica, o que hoje representa apenas 7% de sua area original. A continuidade
deste estudo é de elevada importancia para o entendimento sobre o passado
historico e o futuro epidemioldgico da importante espécie que se tornou P. megistus
apos a auséncia prolongada de T. infestans.

Forattini (1982) cita: “o levantamento da enzootia no seu aspecto doméstico
pode constituir-se em elemento Util na vigilancia epidemioldgica, nas areas onde a

transmissao domiciliar pelo Triatoma infestans foi interrompida gracas as medidas de

controle. Ela possibilitara detectar as fases iniciais da reintroducéo do parasito nesse
ambiente”.

Estudos com novos marcadores moleculares e a ampliacdo da amostra
estudada possibilitard a um melhor entendimento sobre a origem e dispersdo de
P. megistus. Tais estudos poderdo ter grande utilidade e fornecer varias
informacgdes para a epidemiologia da doenca de Chagas no estado do Parana e em
outros estados do Brasil (THOMAZ-SOCCOL et al., 2002).
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6 CONCLUSOES

- O estudo molecular, abrangendo os espacadores transcritos internos do DNAr nuclear
(ITS-1 e ITS-2) para a espécie Panstrongylus megistus foi pela primeira vez realizado;

- Um total de 24 haplétipos para o conjunto dos marcadores foi descrito;

- O fragmento ITS-1 apresentou 20 diferentes haplotipos e o ITS-2 10 haplotipos;

- Insetos provenientes do primeiro planalto paranaense apresentaram maior diversidade
em haplétipos, sendo o segundo planalto, com dois haplétipos similares ao primeiro
planalto;

- O terceiro planalto demonstrou a presenca de haplétipos similares aos encontrados no
Rio Grande do Sul, em Sergipe e um sem similaridade com outros insetos estudados, e
ainda, o haplétipo mais descrito no primeiro planalto;

- O haplétipo CH-2 foi descrito em todos os planaltos paranaenses, bem como para Rio
Grande do Sul e Sergipe e pode ser considerado o haplétipo de origem de disperséo da
espécie estudada;

- Os resultados apoiam a hipétese de origem e dispersdo da espécie a partir da Mata
Atlantica;

- Novos estudos moleculares e a ampliacdo da amostra estudada deverao ser realizados
para fornecer melhores informacdes epidemiolégicas a Secretaria do Estado de Saude do

Parana.
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