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Resumo  22 

A doença de Chagas tem como agente etiológico o parasita flagelado Trypanosoma 23 

cruzi, que pode ser encontrado parasitando diversas espécies de mamíferos incluindo o 24 

homem. A transmissão de T. cruzi ocorre naturalmente pelos indivíduos da subfamília 25 

Triatominae (Hemiptera: Reduviidae). Pelo menos 60 espécies de triatomíneos ocorrem no 26 

Brasil, dentre elas, Panstrongylus geniculatus é a espécie mais bem distribuída, ocorrendo em 27 

todas as regiões do Brasil além de outros países. Através de coletas no ambiente silvestre, 28 

estimamos a abundância de P. geniculatus relacionada com características do micro-habitat e 29 

de descritores da vegetação, na região da vila de Novo Remanso. A prevalência de infecção 30 

nesta espécie foi inferida a partir do exame parasitológico do conteúdo intestinal e ensaio de 31 

biologia molecular baseado em PCRc. Nossos resultados mostram que P. geniculatus está 32 

mais associado com o diâmetro do tronco onde nidifica, do que com a quantidade de troncos, 33 

a distância para a borda da floresta ou distância para residência mais próxima, e que a 34 

prevalência de infecção pelo T. cruzi para a região é de 72,4%. 35 

Abstract 36 

Chagas disease has as etiologic agent the flagellate parasite Trypanosoma cruzi, which 37 

can be found parasiting several mammals species, including man. Transmission of T. cruzi 38 

occurs naturally by individuals belonging to Triatominae subfamily (Hemiptera: Reduviidae). 39 

At least 60 species of triatomines occur in Brazil, among them, Panstrongylus geniculatus 40 

had the larger distribution, occurring in all regions of Brazil and other countries. Here we 41 

estimated abundance of P. geniculatus related to micro-habitat characteristics and vegetation 42 

descriptors, in the region of the village of Novo Remanso. The prevalence of infection in P. 43 

geniculatus was inferred from parasitological examination of the intestinal contents and 44 

molecular biology assay based on PCRc. Our results show that P. geniculatus is more 45 

associated with the diameter of the trunk where it nests, than with the number of trunks or 46 

distance to the edge of the forest or distance to nearest residence, and the prevalence of 47 

infection by T. cruzi for the region is 72.4%. 48 

Introdução 49 

A doença de Chagas foi descoberta em 1909, pelo médico sanitarista do Instituto 50 

Oswaldo Cruz (IOC), Carlos Justiniano Ribeiro Chagas [1]. Trata-se de uma infecção 51 

parasitária causada pelo protozoário flagelado Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), 52 

(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) [2]. Este parasita possui seis grupos ou linhagens 53 

genéticas, denominadas DTUs (“Discrete Typing Units”), sendo definido como um conjunto 54 
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de isolados, geneticamente semelhantes entre si, e que podem ser identificados por 55 

marcadores moleculares ou imunológicos comuns. Essas linhagens são denominadas T. cruzi 56 

I – VI (TcI – TcVI), podendo ser encontradas tanto no ciclo silvestre quanto no ciclo 57 

doméstico de transmissão da doença [3,4]. Em estudos mais recentes foi identificada uma 58 

nova DTU, nomeada provisoriamente Tcbat, por ser encontrada com maior frequência 59 

parasitando morcegos; Tcbat difere das demais DTUs, por está mais presente no ciclo 60 

silvestre. 61 

A microscopia óptica é a ferramenta mais utilizada para identificação de T. cruzi, no 62 

conteúdo intestinal de triatomíneos, no entanto apresenta algumas limitações, como por 63 

exemplo: a quantidade reduzida de parasitas por amostra; muitos flagelados idênticos ao T. 64 

cruzi parasitam os triatomíneos entre outras situações que podem comprometer os resultados 65 

com a realização dessa metodologia [5,6,7]. Neste contexto, ensaios de biologia molecular 66 

baseados na Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), para a identificação da presença de 67 

DNA de T. cruzi no conteúdo intestinal ou nas fezes dos insetos vetores, têm sido aplicados 68 

para a detecção e quantificação do parasito em amostras de triatomíneos de campo, tornando-69 

se uma ferramenta valiosa para o monitoramento de taxas de infecção natural nos vetores da 70 

doença de Chagas e posterior aplicação em estudos de epidemiologia molecular. 71 

Trypanosoma cruzi é transmitido por insetos vetores, pertencentes à subfamília 72 

Triatominae (ordem Hemiptera, família Reduviidae) [8,9,10], a qual inclui 18 gêneros e 151 73 

espécies válidas, sendo todas potencialmente vetoras desse protozoário ao homem e demais 74 

mamíferos. Na Amazônia são relatadas pelo menos 25 espécies de triatomíneos, todas podem 75 

ser consideradas potenciais vetores de T. cruzi. Contudo, apenas algumas espécies (Rhodnius 76 

pictipes Stål, 1872, R. robustus Larrousse, 1927, R. stali Lent, Jurberg & Galvão, 1993, 77 

Panstrongylus geniculatus ((Latreille, 1811), P. lignarius (Walker, 1873), e Triatoma 78 

maculata (Erichson, 1848)), apresentam risco para população humana devido apresentarem 79 

maior prevalência de infecção [11]. 80 

Dentre as espécies que ocorrem na Amazônia brasileira, destaca-se a espécie P. 81 

geniculatus [12,13,11,8], que também pode ser encontrada em outros países: Argentina, 82 

Bolívia, Colômbia, Costa Rica, Equador, Guatemala, Guiana, Guiana Francesa, México, 83 

Nicarágua, Panamá, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai, Trinidad e Venezuela [14]. Sua 84 

ampla distribuição pode estar relacionada com a dispersão dos mamíferos com os quais estão 85 

associados (tatu, gambá e outros pequenos roedores terrestres) [14,15]. Os abrigos desses 86 



16 

 

animais (palmeiras, troncos ocados, tocas no solo, raízes de árvores ou debaixo de rochas) 87 

apresentam parâmetros microclimáticos, como temperatura e umidade favorável para 88 

formação das colônias de P. geniculatus além de serem naturalmente abundantes [16]. Apesar 89 

de raros os registros de colonização desta espécie em ambientes de influência domiciliar, já há 90 

registros de colônias em chiqueiro de porcos na Ilha do Marajó-PA [15] e de uma ninfa em 91 

aprisco de ovelhas, em Novo Remanso-AM (Batista dados não publicados). O encontro 92 

ocasional de colônias de P. geniculatus em casas e peridomicílios e a frequência 93 

relativamente alta com que espécimes adultos são coletados dentro de moradias humanas 94 

(aparentemente atraídos pela luz) na Amazônia e outras regiões, têm sido interpretados como 95 

sinais de seu potencial envolvimento em surtos familiares de doença de Chagas humana. No 96 

entanto, existe pouca informação sobre a disponibilidade de micro-habitat e a abundância de 97 

P. geniculatus, bem como a prevalência de infecção por T. cruzi em ambientes naturais. 98 

A vila de Novo Remanso, Itacoatiara é um local interessante do ponto de vista 99 

epidemiológico [17], e a ocorrência de P. geniculatus já havia sido registrada para essa área 100 

(comunicação pessoal). No entanto, nenhum caso de doença de Chagas foi confirmado até o 101 

momento. Essa informação é importante, haja vista que a vila de Novo Remanso apresenta 102 

características propícias para disseminação do T. cruzi, como a presença dos vetores e os 103 

reservatórios naturais. Além disso, muitos moradores se utilizam tanto dos recursos naturais, 104 

como a extração de madeira, coleta de frutos silvestre (Castanha do Brasil, Bacaba, Açaí, 105 

Buriti entre outros), quanto da produção do cupuaçu e a caça, ficando assim expostos aos 106 

vetores e parasitos. Outro fator importante, é que suas moradias são próximas às áreas de 107 

floresta, possibilitando que os barbeiros sejam atraídos pelas fontes luminosas (Batista, dados 108 

não publicados). O presente trabalho tem como objetivo principal, conhecer a abundância de 109 

P. geniculatus na região da vila de Novo Remanso, Itacoatiara, Amazonas, e os aspectos da 110 

sua eco-biologia, bem como a taxa de infecção desses insetos pelo Trypanosoma cruzi e 111 

outros parasitas, através de ensaios de PCR convencional multiplex e microscopia óptica. Mas 112 

especificamente investigamos a relação entre a quantidade de micro-habitat normalmente 113 

utilizados por barbeiros (troncos ocos) e a abundância de P. geniculatus, bem como o efeito 114 

da quantidade de micro-habitat na prevalência de infecção desses triatomíneos pelo T. cruzi. 115 



17 

 

Material e métodos 116 

Área de estudo 117 

O presente trabalho foi desenvolvido em Novo Remanso (3° 7'2.69"S e 59° 118 

4'16.39"O), distrito de Itacoatiara à margem esquerda do rio Amazonas. [18]. A região possui 119 

um clima tropical chuvoso e úmido, com temperaturas variando entre 23 ºC e 40 ºC, com 120 

média de 27,1 ºC. As coletas foram realizadas no período de julho de 2016 a julho de 2017, 121 

nas vicinais e na estrada da vila de Novo Remanso, Itacoatiara-AM. Para a coleta do material, 122 

foi empregado o método de captura ativa direta em dois ambientes, nos ambientes, silvestre e 123 

domiciliar.  124 

Coleta no ambiente silvestre 125 

Foi realizada coleta em 21 unidades amostrais (parcelas), distribuídas em quatro 126 

ramais, na estrada da vila de Novo Remanso e dentro da vila. Cada unidade amostral teve 250 127 

m de comprimento por 40 m de largura (1 ha), e foram distribuídas da seguinte forma: cinco 128 

parcelas com até 100 m de distância de uma casa mais próxima; quatro parcelas entre 100 à 129 

300 m de distância até a casa mais próxima; cinco parcelas entre 300 à 600 m de distância até 130 

a casa mais próxima e sete parcelas entre 800 à 1,500 m de distância até a casa mais próxima. 131 

Dentro de cada parcela, foi realizada busca ativa por triatomíneos em árvores ocas caídas. 132 

Foram medidos o diâmetro e o comprimento de todos os troncos, colonizados ou não por P. 133 

geniculatus, encontrados em cada parcela. 134 

Para investigar o interior das árvores ocas, foram feitas aberturas de aproximadamente 135 

50 cm de comprimento por 30 cm de largura, para verificar a presença dos triatomíneos ou de 136 

seus vestígios, como exúvias e ovos. Quando identificado a presença, a árvore foi 137 

inspecionada mais detalhadamente (com cortes longitudinais). 138 

Coleta no ambiente domiciliar (encontro esporádico) 139 

As propriedades localizadas adjacentes às parcelas foram visitadas. Foram 140 

disponibilizados aos moradores, potes de coletas, luvas de procedimento e um folder com 141 

informações e fotos sobre os triatomíneos, para que os mesmos coletassem caso encontrassem 142 

esporadicamente algum triatomíneo dentro de suas residências. Os dados levantados com essa 143 

amostragem são qualitativos e não foram utilizados nas análises estatísticas. 144 

Prevalência de infecção dos triatomíneos 145 

O exame a fresco foi realizado no Laboratório de Biologia Animal, do Programa de 146 

Pós-Graduação em Zoologia, já o ensaio molecular de Reação em Cadeia da Polimerase 147 
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qualitativa, convencional (PCRc), foi realizado no Laboratório de Biologia Molecular e 148 

Doenças Endêmicas (LABIMDOE) do Instituto Oswaldo Cruz, IOC, FIOCRUZ no Rio de 149 

Janeiro. 150 

Para verificar se o triatomíneo estava infectado, os insetos foram submetidos ao exame 151 

parasitológico a fresco, através da análise do conteúdo intestinal por meio das seguintes 152 

etapas e procedimentos: (i) morte do triatomíneo com clorofórmio ou éter; (ii) o abdômen do 153 

inseto foi pressionado para forçar a deposição das fezes e urina sobre uma lâmina; (iii) foi 154 

acrescentado solução fisiológica de NaCl a 0,9% sobre as fezes e urina; (iv) homogeneização 155 

do material com a ponta de uma pinça e sobreposição de uma lamínula (20 x 20 mm); (v) as 156 

lâminas foram examinadas ao microscópio óptico utilizando objetiva de 50X para 157 

confirmação, localização e identificação dos parasitas.  158 

Lâminas contendo T. cruzi like (formas semelhantes ao T. cruzi) e outros parasitas 159 

foram deixadas em repouso até ficarem completamente secas (24 hs), e em seguida o material 160 

foi fixado com álcool metílico por três minutos. Após a fixação, o material foi corado com o 161 

corante Panótico Rápido da Laborclin ® seguindo o seguinte procedimento (i) 10 segundos no 162 

1º reagente (ii) 20 segundos no 2º reagente (iii) 30 segundos no 3º reagente.  163 

Os exemplares que morreram no campo, durante o transporte e aqueles não infectados 164 

por T. cruzi like ou outros parasitas, foram alfinetados. Uma parte do material alfinetado foi 165 

depositada na Coleção Entomológica do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia – 166 

INPA, outra parte foi depositada na Coleção Paulo Bührnheim da Universidade Federal do 167 

Amazonas – UFAM.  168 

Extração de DNA 169 

Para a extração do DNA, foi feito um corte transversal no mesotórax dos triatomíneos 170 

separando assim o protórax do metatórax; o metatórax juntamente com o abdômen foram 171 

dissecados para a retirada do intestino médio posterior e o intestino posterior. Ambas as 172 

porções do intestino foram transferidas para um tubo plástico de 1,5 mL, contendo 200μL de 173 

tampão de lise 1X (Tris-HCl a 1 mM, EDTA a 1 mM, pH 9,2) e Proteinase K (150 μg/mL, 174 

SIGMA-Aldrich®, São Paulo, Brasil). Os tubos contendo as amostras foram incubados por 2 175 

hs a 56 ºC, com agitações constantes. Após o término das 2 hs, o DNA foi extraído usando 176 

colunas de sílica com o kit de extração QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, Valencia, CA), 177 

seguindo o protocolo do fabricante com modificações na etapa final de eluição do DNA 178 

(eluído em 100μL). O DNA eluído foi armazenado a -20°C até o momento de uso. 179 

3

º 

2

º 

1

º 
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Reação em Cadeia da Polimerase Qualitativa (PCRc) em multiplex 180 

Para a amplificação das sequências específicas [19,20] foram utilizados os iniciadores 181 

121 e 122 direcionados para os minicírculos do kDNA de T. cruzi, que hibridizam com as 182 

sequências das regiões conservadas das moléculas de minicírculos, amplificando produtos de 183 

330 pb (pares de bases) [21,22,23,20], correspondentes às regiões hipervariáveis das 184 

moléculas. 185 

No mesmo ensaio, em formato duplex [24], foram introduzidos os iniciadores P2B e 186 

P6R, desenhados previamente, com alvo no gene que codifica a região 12S do RNA 187 

ribosomal de triatomíneos, que amplificam uma sequência genômica conservada de 163 pb 188 

em espécies pertencentes aos gêneros Rhodnius, Triatoma e Panstrongylus. As reações 189 

ocorreram em um volume final de 50 μL contendo 5 μL de DNA, 5 μL de solução tampão 190 

10X [100 mM de Tris-HCl pH 8,3 contendo 500 mM de KCl], 9 μL MgCl2 (4,5 mM), 0,4 μL 191 

Platinum Taq DNA polimerase (Solução estoque: 5 U/μL) (Life Technologies, USA), 2 μL 192 

dNTPs (0,4 mM, Life Technologies, USA), 1 μL de cada iniciador 121 e 122 (200 nM cada) e 193 

0,5 μL de cada iniciador P2B e P6R (100 nM cada) e 19,6 μL de H2O ultra-pura. A ciclagem 194 

térmica foi realizada no aparelho modelo GeneAmp PCR System 9700 (Life Technologies, 195 

USA), com a seguinte programação: Hot Start (12 min, 94 ºC), seguido por 36 ciclos de 196 

desnaturação (30 s, 94 ºC), anelamento (30 s, 55 ºC) e extensão (30 s, 72 ºC) e uma etapa de 197 

extensão final (10 min, 72 ºC). 198 

Para monitorar possíveis contaminações nos ensaios de PCR, foram utilizados para 199 

cada experimento três controles negativos, sendo eles: controle negativo dos reagentes (todos 200 

os reagentes utilizados na PCRc, livres de DNA), controle negativo da capela (contendo 201 

apenas água ultra-pura) e controle negativo da etapa de extração de DNA (contendo os 202 

reagentes utilizados no processo de extração, livres de DNA). Como controles positivos, 203 

foram utilizados os DNAs de Trypanosoma rangeli (Cepa Macias), de T. cruzi (Cepa Cl-204 

Brener) e amostra reconstituída experimentalmente (Controle positivo de infecção: DNA de 205 

lisado de R. prolixus não infectado misturado a DNA de T. cruzi Cl-Brener), sendo este 206 

último necessário para confirmar a eficiência da reação em multiplex. 207 

Eletroforese em gel de agarose 208 

Após a PCRc, 12 μL dos produtos amplificados foram misturados com 2,4 μL do 209 

tampão de amostra 1X (0,25% de azul de bromofenol; 0,25% de xileno-cianol; 30% de 210 

glicerol), e aplicados em gel de agarose a 2% imerso em tampão TBE 1X (Trizma base a 89 211 

mM, Ácido Bórico a 88 mM e EDTA a 2 mM, pH=8), corado com Nancy-520 DNA Gel 212 
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Stain (SIGMA-Aldrich®, São Paulo, Brasil). A corrida eletroforética foi realizada por cerca 213 

de 20 min a 80 V (até todo o conteúdo amostral sair do poço de aplicação), seguida de 40 min 214 

a 1 hora em 110 V. O peso molecular dos produtos de PCR foi determinado em comparação 215 

ao marcador de peso molecular de 100pb (DNA Ladder - Invitrogen, California, USA) 216 

incluído nos géis. Os fragmentos amplificados foram visualizados por transiluminação em luz 217 

ultravioleta e registrados digitalmente pelo sistema de fotodocumentação de imagens em gel – 218 

UVP Bioimaging Systems (Upland, CA, USA). 219 

Autorização para coleta 220 

O presente trabalho foi submetido e autorizado pelo Instituto Chico Mendes de 221 

Conservação da Biodiversidade – ICMBio, Sistema de Autorização e Informação em 222 

Biodiversidade – SISBio, e têm a autorização para a coleta e a manutenção temporária de 223 

invertebrados. As coletas foram autorizadas conforme número de registro 54621-1 e código 224 

de autenticação 94864885 (Anexo 8.1).  225 

Análise dos dados 226 

Para inferir a prevalência de infecção em P. geniculatus foi feito um cálculo com base 227 

no Relatório Técnico da Organização Mundial da Saúde [25]. A prevalência de infecção foi 228 

estimada como o número de triatomíneos infectados dividido pelo número total de 229 

triatomíneos examinados. Neste cálculo usamos somente as ocorrências de T. cruzi 230 

confirmadas pelo PCR. A relação entre a abundância de P. geniculatus e a prevalência de 231 

infecção com a quantidade de micro-habitat disponível e características ambientais locais 232 

foram investigadas com Modelos Lineares Generalizados (GLMs) e Regressões Beta. A 233 

abundância de P. geniculatus e a prevalência de infecção foram as variáveis dependentes e as 234 

variáveis de microhábitat (largura média e comprimento médio dos troncos) e proxy das 235 

características ambientais da parcela (distância da parcela ao igarapé mais próximo, distância 236 

da borda da floresta e distância da residência mais próxima) foram as variáveis independentes 237 

dos modelos. Seguindo análises exploratórias, ajustamos GLMs com distribuição binomial 238 

negativa dos resíduos para os dados de abundância de P. geniculatus [26]. Usamos 239 

Regressões Beta [27] para modelar os dados de prevalência de infecção (proporções) para 240 

atender as premissas das análises. Comparamos o ajuste dos modelos para cada variável 241 

dependente, sempre mantendo ao máximo duas variáveis dependentes por modelo para evitar 242 

sobre ajuste. Utilizamos o critério AIC (Akaike Information Criterion) para comparar os 243 

modelos. O AIC compara os modelos com base em máxima verossimilhança entre o modelo 244 

ajustado e os dados originais [28]. Modelos com valores de AIC mais baixos têm melhor 245 
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ajuste, controlando o efeito da complexidade do modelo (modelos com menos variáveis são 246 

mais simples que modelos com mais variáveis preditoras). Modelos com ΔAIC <2, que é uma 247 

regra de corte amplamente utilizada para comparação de modelos [28] foi usada para 248 

identificar os modelos que receberam o suporte mais forte, e que provavelmente representam 249 

melhor as relações entre as variáveis de resposta e variáveis dependentes. Posteriormente 250 

usamos gráficos de parciais para representar as relações entre cada variável preditora, 251 

controlado estatisticamente o efeito da outra variável. Todas as análises foram feitas no 252 

software R. 253 

Resultados 254 

Coleta no ambiente silvestre  255 

Ao término das coletas obteve-se um total de 123 espécimes de P. geniculatus, destes, 256 

11 eram ninfas de 1º estádio; sete ninfas de 2º estádio; 23 ninfas de 3º estádio; 19 ninfas de 4º 257 

estádio; 25 ninfas de 5º estádio e 38 adultos entre machos e fêmeas. Foram realizadas também 258 

coletas em alguns troncos que estavam fora das parcelas. Nesses troncos foram encontrados 259 

oito triatomíneos, sendo seis ninfas de 3º estádio e duas ninfas de 5º estádio, perfazendo um 260 

total de 131 triatomíneos (Tabela 1). Os oito triatomíneos coletados fora da parcela não foram 261 

incluídos nas análises. 262 

Tabela 1. Coleta realizada no período de julho 2016 à julho 2017,no ambiente silvestre  

Local de coleta Quantidade de 

Parcelas* 

Panstrongylus geniculatus 

coletados 

Ramal do INCRA 3 3 

Ramal do Arumã 1 0 

Ramal das Pedras 3 3 

Ramal da Correnteza 9 117 

Estrada de Novo Remanso 4 0 

Novo Remanso 1 0 

Lago da Correnteza  FP 8 

Total 21 131 

*Total das parcelas por local de coleta; FP: Fora da parcela. 

 

 

A maioria dos troncos onde foram coletados os triatomíneos apresentavam evidências 263 

de ninhos de mamíferos em seu interior ou presença de cupinzeiros ativos, morcegos, répteis e 264 

anfíbios. Também foi registrada uma grande fauna de invertebrados associada aos micro-265 
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hábitats dos triatomíneos coletados, principalmente por Aracnídeos: Aranhas, Amblypygi e 266 

Opilião e Insetos: Blattodea (Blaberidae), Orthoptera, Isoptera e Diptera (Phlebotominae). 267 

Coletas no ambiente doméstico (encontro esporádico) 268 

Onze domicílios foram visitados, sendo que oito estavam dentro de alguma parcela, e 269 

três estavam fora da parcela (Tabela 2). Porém, só foram encontrados triatomíneos nos 270 

domicílios localizados no ramal da Correnteza e em dois domicílios fora da parcela. Ao 271 

término do período das coletas, foi obtido um total de 15 triatomíneos, pertencente quatro 272 

espécies (Eratyrus mucronatus Stål, 1859, P. geniculatus, P. lignarius e R. pictipes) (Tabela 273 

2).  274 

Tabela 2. Coleta realizada no período de julho 2016 à julho 2017,no ambiente doméstico 

Local de Coleta (casa) Parcela Eratyrus 

mucronatus 

Panstrongylus 

geniculatus 

Panstrongylus 

lignarius 

Rhodnius 

pictipes 

Ramal do INCRA 14 0 0 0 0 

Ramal das Pedras 4 0 0 0 0 

Ramal das Pedras 7 0 0 0 0 

Estrada de Novo Remanso 8 0 0 0 0 

Estrada de Novo Remanso 9 0 0 0 0 

Estrada de Novo Remanso 18 0 0 0 0 

Ramal da Correnteza  1 0 3 1 2 

Ramal da Correnteza  2 1 2 0 1 

Ramal da Correnteza  FP 1 0 0 0 

Ramal da Correnteza  FP 0 0 0 0 

Comunidade Aparecida  FP 2 0 0 2 

Total 11 4 5 1 5 
FP: Domicílios que estavam fora das parcelas 

Dos 15 espécimes de triatomíneos coletados nas residências, 13 foram encontrados no 275 

dentro da casa e dois nos arredores. Dos triatomíneos que foram encontrados dentro da casa, 276 

12 estavam perto de fonte de luz artificial. Destes, um foi encontrado em um mosqueteiro que 277 

protegia um berço, o mesmo estava embaixo de uma fonte luminosa artificial, e um indivíduo 278 

foi encontrado dentro de uma mochila. Todos os triatomíneos encontrados dentro das casas já 279 

eram adultos, e a maioria desses triatomíneos foi coletada pelos próprios moradores. Apesar 280 

de ter encontrado um grande número de triatomíneos dentro das residências, em nenhum 281 

momento foi encontrado indícios de colonização (ovos, ninfas ou exúvia). Já os triatomíneos 282 

encontrados nos arredores das residências, um estava em uma pilha de madeira (adulto da 283 

espécie E. mucronatus), o outro foi encontrado em um aprisco de carneiros (ninfa de 4º 284 

estádio de P. geniculatus). 285 
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Fauna de triatomíneos de Novo Remanso e seus micro-habitat 286 

Para levantar de forma mais abrangente a fauna de triatomíneos em Novo Remanso, 287 

foi realizada coletas ocasionais em três palmeiras Attalea maripa (inajá), através da dissecção 288 

das folhas. Em duas palmeiras foram coletadas sete ninfas de R. pictipes, sendo uma de 1º 289 

estádio; uma de 2º estádio; quatro de 3º estádio e uma de 5º estádio (Tabela 3). Os locais com 290 

maior ocorrência de triatomíneos na vila de Novo Remanso, foram: Ramal da Correnteza com 291 

142 indivíduos das quatro espécies, E. mucronatus, P. geniculatus, P. lignarius e R. pictipes, 292 

Ramal das Pedras e Ramal do INCRA, cada um com três espécimes de P. geniculatus. 293 

Tabela 3. Espécies coletadas período de julho 2016 à julho 2017,nos ambientes silvestre 

e doméstico 

Espécies coletadas Tronco Casa Palmeiras  Outros Total  

Eratyrus mucronatus 0 3 0 1 4 

Panstrongylus geniculatus 131 4 0 1 136 

Panstrongylus lignarius 0 1 0 0 1 

Rhodnius pictipes 0 5 7 0 12 

Total  131 13 7 2 153 
Casa: Todos os triatomíneos eram adultos. Outros: Coletado no peridomicílio. 

 

Prevalência de infecção por tripanossomatídeos 294 

Ao todo foram coletados 153 triatomíneos, destes 121 foram submetidos ao exame do 295 

conteúdo intestinal a fresco, pertencentes a três espécies diferentes E. mucronatus, P. 296 

geniculatus e R. pictipes. Os demais estavam mortos ou morreram durante o transporte para o 297 

laboratório, não sendo possível realizar o exame parasitológico. Foram incluídos neste exame, 298 

os triatomíneos coletados nos ambientes silvestre e doméstico. Dos 121 triatomíneos 299 

examinados através da microscopia óptica, 115 exemplares eram de P. geniculatus, dos quais 300 

92 (80%) deram resultados positivos para T. cruzi like. Além de T. cruzi like, outros 301 

tripanossomatídeos como Megatrypanum, e Trypanosoma sp. foram encontrados e pelo 302 

menos quatro morfotipos de Gregarinas; dois de E. mucronatus, sendo um positivo para T. 303 

cruzi like e quatro de R. pictipes, todos negativos. 304 

Para a realização do ensaio molecular de PCRc, foram utilizados 87 exemplares de P. 305 

geniculatus. Destes, em 85, foram visualizados através de microscopia óptica, flagelados 306 

semelhantes ao T. cruzi e dois estavam negativos. Os resultados da PCR confirmaram a 307 

presença de DNA de T. cruzi (fragmento de 330 pb dos minicírculos do kDNA) em 63 308 

exemplares (72,4%); 22 indivíduos foram negativos e em dois exemplares o diagnóstico 309 

molecular foi inconclusivo (Tabela 4). 310 
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Tabela 4. Lista de todas as espécies examinadas, e o resultado da microscopia óptica do conteúdo 

intestinal e da PCR multiplex dos triatomíneos coletados em Novo Remanso-Itacoatiara-AM. 

 Microscopia óptica  PCRc multiplex 

Espécies coletadas 
Material 

coletado 
Examinado Positivo  Examinado Positivo  

Eratyrus mucronatus 4 2 1 NP NP 

Panstrongylus 

geniculatus 
136 115 92 87 63 

Rhodnius pictipes 12 4 0 NP NP 

Total  
153 121 93 87 63 

NP= Não foi realizado a PCRc multiplex 

 311 

Em todas as amostras incluídas na PCRc, o fragmento amplificado de 163pb que 312 

corresponde a região 12S do RNA ribosomal de triatomíneo foi observado, validando assim 313 

as amostras que foram negativas para a presença de DNA de T. cruzi, indicando que não 314 

houve inibição na PCRc. Em nenhuma amostra os fragmentos de 300pb, 360pb e 760pb que 315 

correspondem ao T. rangeli amplificaram (Figura 1). 316 

 317 

Figura 1. Gel representativo mostrando os fragmentos amplificados. M: Marcador de peso molecular de 100pb; 1: 318 
Controle negativo dos reagentes, sem a presença de DNA; 2: Controle negativo da capela 3:Controle negativo da 319 
extração; 4 à 8: P. geniculatus positivo; 9: P. geniculatus negativo; 10 e 11: P. geniculatus positivo; 12: P. 320 
geniculatus negativo; 13 à 19: P. geniculatus positivo; 20: Controle positivo, T. rangeli (Cepa Macias); 21: 321 
Controle positivo, T. cruzi (Cepa Cl-Brener); 22: Controle positivo, DNA de lisado de R. prolixus não infectado 322 
misturado a DNA de T. cruzi Cl-Brener. 323 

Panstrongylus  geniculatus e variáveis ambientais 324 

Os modelos com uma variável preditora foram mais parcimoniosos que modelos mais 325 

complexos, tanto para abundância de P. geniculatus, como para prevalência de infecção por T. 326 

cruzi (Tabela 5). No entanto, a variância explicada pelos modelos de abundância de P. 327 

geniculatus foram muito maiores que os modelos de prevalência de infecção. 328 
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Aproximadamente 30% da variação na abundância de P. geniculatus pode ser explicada pelo 329 

comprimento e largura média (comprimento médio: 5 m; largura média: 60 cm)dos troncos 330 

encontrados nas parcelas (Figura 2). No entanto, o modelo mais simples, somente com largura 331 

média dos troncos por parcela explicou aproximadamente 17% da variação. Nenhuma 332 

variável, nem combinações de variáveis preditoras explicaram a variação na prevalência de 333 

infecção de P. geniculatus nas parcelas amostradas (Tabela 5). 334 

Tabela 5 – Pseudo R
2
, número de parâmetros e delta AIC dos seis modelos mais 335 

parcimoniosos. 336 

Variável Modelos pseudo R
2
 

Número de 

parametros 
Delta AIC 

Abundância de  P. 

geniculatus 

Largura 0.17 3 0.00 

comprimento + largura 0.28 4 0.00 

distância da borda 0.10 3 1.30 

distância do igarapé 0.09 3 1.32 

largura + distância igarapé 0.20 4 1.44 

largura + distância borda da casa 0.19 4 1.60 

     

Prevalência de 

infecção (PCRc) 

distância igarapé 0.04 3 0.00 

distância da borda 0.03 3 0.04 

Comprimento 0.02 3 0.11 

distância casa < 0.01 3 0.19 

Largura < 0.01 3 0.20 
comprimento + distância do 

igarapé 0.05 4 1.93 
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Figura 2– Efeitos das variáveis preditoras sobre quantidade de P. geniculatus amostrado por parcela, mantendo 338 
a influência da outra variável do modelo constante. 339 
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Discussão 340 

O município de Itacoatiara abriga pelo menos cinco espécies de triatomíneos (E. 341 

mucronatus, P. geniculatus, P. lignarius, R. amazonicus Almeida, Santos & Sposina, 1973 e 342 

R. pictipes), sendo que destas, apenas R. amazonicus não foi encontrada naturalmente 343 

infectada com o T. cruzi [8]. Os triatomíneos amazônicos são essencialmente silvestres [31]. 344 

No entanto, dados epidemiológicos e entomológicos sugerem que o contato esporádico entre 345 

os vetores infectados com o T. cruzi e humanos, ocorre em muitas regiões [16, 32, 11, 15]. O 346 

encontro esporádico de triatomíneos adultos dentro de domicílio pode ser motivado por vários 347 

fatores [29, 11, 30], mas um dos principais pode estar relacionado com a presença de fontes 348 

luminosas. O desmatamento, a redução da população silvestre de vertebrados, a proliferação 349 

de mamíferos oportunistas (roedores e gambás) e a degradação ambiental também contribuem 350 

para aumentar a chance de contato entre triatomíneos e humanos [11]. Com isso, algumas 351 

populações de vetores domésticos e peridomésticos são descritas em diferentes regiões da 352 

Amazônia: T. maculata, R. robustus, P. geniculatus e R. pictipes em as áreas urbana e rural 353 

em Roraima, Brasil; P. geniculatus infestando chiqueiros de porcos na Ilha de Marajó no 354 

Pará, Brasil; R. stali em Alto Beni, Bolívia e P. lignarius, em Marañón Valley, Peru [32]. 355 

Nossos resultados não sugerem uma forte associação ou o estabelecimento de colônias de P. 356 

geniculatus em ambientes domiciliar e peridomiciliar na área de estudo. De fato, a abundância 357 

de P. geniculatus esteve mais relacionada a características do micro-habitat do que preditores 358 

antrópicos, como distância da borda da floresta e distância da moradia mais próxima. 359 

De modo geral, as espécies de Panstrongylus são predominantemente encontradas em 360 

buracos de árvores e tocas no chão das florestas, mas podem ser encontrados esporadicamente 361 

em domicílios [33, 34, 35]. Foram coletados 51 indivíduos de P. geniculatus no domicílio e 362 

peridomicílio, no estado de Mato Grosso do Sul [35]. Já para o estado do Pará, foram 363 

coletados 22 indivíduos de P. geniculatus e dois de P. lignarius. Neste estudo, os exemplares 364 

de P. geniculatus foram capturados principalmente em tocas de animais si1vestres no chão da 365 

floresta; porém os exemplares de P. lignarius e alguns adultos de P. geniculatus, foram 366 

atraídos pela luz branca dos acampamentos [36].  367 

As espécies R. robustus e R. pictipes são encontradas dentro das moradias na 368 

Amazônia Brasileira, porém com maior representatividade da espécie R. pictipes, em torno de 369 

86% [37]. No ambiente silvestre, a espécie foi encontrada em palmeira A. maripa [32]. As 370 

espécies do gênero Rhodnius, estão primariamente associadas com palmeiras [38, 39]. As 371 

palmeiras de modo geral (mais especificamente as folhas velhas que ficam presas no tronco), 372 
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são amplamente reconhecidas como habitat de triatomíneos [36]. No Amazonas, Pará e 373 

Rondônia, é comum encontrar espécies de palmeiras com grande número de R. robustus e R. 374 

pictipes e estes infectados com o T. cruzi [40]. A palmeira A. mapira é conhecida como 375 

micro-habitat importante para R. robustus e R. pictipes em Manaus. Neste trabalho, a 376 

investigação desse micro-habitat não foi extensiva e provavelmente a fauna de triatomíneos 377 

associadas com as palmeiras foi subestimada. 378 

 A alta detecção de DNA de T. cruzi encontrada em P. geniculatus no presente trabalho 379 

(72,4%) é semelhante ao encontrado em regiões da Colômbia, onde a prevalência de infecção 380 

em P. geniculatus foi de 70,6% [41]. A prevalência de infecção encontrada em Novo 381 

Remanso também é semelhante a outras regiões da Amazônia Brasileira. Em trabalhos 382 

anteriores para o município de Manaus foi encontrada a prevalência de infecção de 71%, em 383 

76 triatomíneos examinados [42]. Destes, 19 P. geniculatus, 15 R. robustus e 20 R. pictipes 384 

apresentaram flagelados no intestino, identificados como T. cruzi e confirmados, na maioria 385 

dos casos, por inoculação em camundongos. Todos estes triatomíneos eram provenientes da 386 

área urbana de Manaus [43]. No entanto, em outras regiões da Amazônia, a prevalência de 387 

infecção é bem menor, girando em torno de 16,9% em municípios do Pará até 23,7% para o 388 

município de Monte Negro, em Rondônia [16]. 389 

A prevalência de infecção não esteve relacionada com nenhuma variável ambiental 390 

analisada. Informações sobre possíveis reservatórios do T. cruzi nos locais de coleta poderia 391 

trazer informações relevantes sobre essa relação [41]. Em uma região da Colômbia foi 392 

registrado alta prevalência de infecção em P. geniculatus, e estes insetos haviam se 393 

alimentado de sangue de roedor, gambá, homem, cachorro, morcego e tatu. Como a 394 

prevalência de infecção entre cada espécie de vertebrado pode ser diferente, possíveis relações 395 

entre micro-habitat e prevalência de infecção podem ter passado despercebidas. Desta forma 396 

se faz necessário realizar o estudo do hábito alimentar desta espécie, para saber de quais 397 

animais os insetos que ocorrem na região estão se alimentando e quais são possíveis 398 

reservatórios naturais do T. cruzi. 399 

A maior abundância de P. geniculatus em troncos com largura média, pode estar 400 

relacionada com o hábito alimentar da espécie [39]. Panstrongylus geniculatus se alimenta de 401 

pequenos mamíferos, como roedores e gambás, além de morcegos e tatus. Este fato pode ser 402 

uma explicação para o encontro de evidências de ninhos de mamíferos e a presença de 403 

morcegos no interior dos troncos, habitados por P. geniculatus. Outra evidência para o hábito 404 

generalista de P. geniculatus foi a diversidade de hemiparasitos associados. Encontramos 405 
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Gregarinas de pelo menos 4 morfótipos diferentes, além de tripanossomatídeos como 406 

Megatrypanum, e Trypanosoma sp. A presença de hemogregarina no conteúdo intestinal de R. 407 

brethesi Matta, 1919, já foi registrada para o município de Barcelos, Amazonas [44]. Levando 408 

em consideração que as Gregarinas são parasitas exclusivos de artrópodes [44, 45] e o T. 409 

cruzi, exclusivo de mamíferos [46, 8], a presença de gregarinas e T. cruzi no mesmo indivíduo 410 

surgere que P. geniculatus possui hábito alimentar generalista, se alimentando tanto de 411 

artrópodes como vertebrados. 412 
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Anexos 

Autorização para coleta e manutenção temporária    
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Ficha exame parasitológico 
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