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RESUMO

Com esta dissertagdo, pretendemos contribuir para um melhor conhecimento dos
aspectos entomoldgicos da Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850, existente no
insectdrio da Unidade de Entomologia Médica do Instituto de Higiene e Medicina

Tropical (UEM/IHMT), e para o inicio do estudo da sua andlise molecular.

A dissertacdo estd dividida em quatro partes e inclui ainda uma lista de siglas,
abreviaturas, indices de figuras, tabelas, graficos e quadros, assim como anexos que se

julgou pertinente incluir.

A INTRODUCAO, consiste na primeira parte do trabalho, fazendo-se nela uma
abordagem sobre o historial da mosca tsétsé, a nagana, a Tripanossomiase Humana
Africana (THA) e a contribuicio portuguesa para o seu estudo e também para o combate
tanto da doengca como para o combate do vector.

Referimo-nos aos aspectos da sistemadtica, da distribuicao geogréfica e de alguns
factores condicionantes, como o habitat, o comportamento tréfico das glossinas, a
morfologia, a fisiologia e a bioecologia dos vectores.

Sdo também abordados alguns aspectos de interesse em medicina dos agentes
patogénicos e as suas relacdes inter hospedeiros vertebrados e modo de transmissao.

Ainda neste capitulo referimos a importancia da metodologia na luta contra os

vectores, integrada no controlo das tripanossomiases africanas.
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Na segunda parte, MATERIAL E METODOS, descrevemos o modelo
experimental utilizado na nossa amostra, destacando a origem, as caracteristicas e as
técnicas de manutencao.

Sdo descritos os materiais, as técnicas e as metodologias utilizadas para a
extracgdo e amplificacio do Acido Desoxirribonucleico (ADN) genémico, seguindo-se

a purificagdo e sequenciagdo dos produtos amplificados.

Na terceira parte, RESULTADOS, apresentamos os diferentes estudos
realizados e resultados obtidos, durante a formacio da coldnia de glossinas que sdo
utilizadas como amostra para o estudo, podendo apresentar a relagdo sex ratio, o
ndmero de glossinas adultas eclodidas macho e fémea, assim como o nimero de pupas.
Ainda neste capitulo apresentamos a andlise molecular das amostras e a sua

sequenciagdo.

Na quarta parte, descrevemos as CONCLUSOES, gerais do trabalho, onde se
demonstra que o sex ratio das Glossinas morsitans morsitans, criadas em colénia é
idéntico ao existente no seu habitat natural e que a sua diversidade haplotipica é

extremamente baixa.

A ltima parte, é constituida pelas REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

consultadas para esta dissertacio
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ABSTRAT

With this essay we try to contribute for a better knowledge of the entomological
aspects pertaining to the Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850, existing in the

UEM/IHMT insectariums, and the beginning of the study of its molecular analysis.

The essay is divided in four parts and includes a list of initialisms, abbreviations,
figure indexes, tables and graphics as well as annexes that were deemed important to

include.

The INTRODUCTION is the first part of this paper, and on it, an approach is
made about the Tsetse fly, the “nagana”, the Human African Trypanosomiasis (HAT)
and the historical Portuguese contribution for its study and also for the combat not only
against the disease but also against its vector.

We refer the systematics aspects, the geographic distribution and some
conditioning factors such as, habitat glossinae’s trophic behaviour, the morphology, the
physiology and the vectors bioecology.

Some interesting aspects for medicine are also approached, in what concerns the
pathogenic agents and their vertebrate hosts as well as means of transmission.

Still in this chapter we mention the importance of methodology on the struggle

against the vectors, integrated on the control of African trypanosomiasis.
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On the second part, MATERIAL AND METHODS, we describe the
experimental method that it was used on our specimen, highlighting the origin, thr
characteristics and maintenance techniques.

It is also described the materials, techniques and methodologies that were used
for the extraction and amplification of the genomic DNA (Deoxyribonucleic Acid),

following it up with the purification and sequencing of the amplified products.

On the third part, RESULTS, we present the different studies that were done and
the results obtained, during the formation of the glossinae’s colony that is used as
specimen for the study, being able to present the sex ratio as well as the number of
hatched adult glossinae, male and female, and the number of pupae. Still on this chapter

we present the specimens molecular analysis and its sequencing.

On the fourth part, we mention the general CONCLUSIONS taken from this
work, were it is demonstrated that the Glossina morsitans morsitans sex ratio, bred in
colony, is identical to the existing one on its natural habitat and that its haplotipical

diversity is extremely low.

The last part consist on the BIBLIOGRAPHIC REFERENCES consulted for this

essay.
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1.1 - Mosca Tsé-Tsé, Doenca do Sono e Nagana.

Mosca Tsétsé, no dialecto banto na Africa Equatorial, é o nome de uma mosca
que transmite a doenca do sono ao homem, a Tripanossomose Humana Africana (THA)
e a doenca, conhecida como Nagana, quando afecta os animais, doengas estas, causadas
pelo parasita: Tripanosoma spp.

Apesar do termo mosca Tsétsé ter a sua origem na Africa Equatorial, foi
transmitido ao longo dos tempos por todos os povos africanos que se defrontavam com
0s mesmos problemas nas suas aldeias, tanto por provocar a doenga nos seus habitantes,
como nos animais domésticos, ficando até aos dias de hoje como nome usual nas gentes
daquele continente.

E também muito conhecida por todos os povos africanos como a mosca de
“caca”e ou “mosca das savanas”.

Na linguagem cientifica € denominada por Glossina, com diferentes
caracteristicas quanto ao Grupo, Género e Subgénero.

Tsétsé, mosca de caca, mosca de savana ou simplesmente glossina € um flagelo
grave que assola muitos paises africanos e ¢ um dos principais responsaveis pela doenga
e pela economia precdria nas zonas rurais onde a sua presenca € notéria. Esta situacdo é
provocada pela transmissdo do parasita aos seus hospedeiros (homem ou animal), no
momento da sua refeicdo sanguinea, razdo para grandes deslocacdes de populacdes de

dreas onde a doenca grassava para dreas que poderiam estar menos infestadas.
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1.1.1 - Breve historia da Glossina e da doenca do sono:

Esta mosca era ji hd muito conhecida por todos os povos africanos, e as
primeiras referéncias sdo feitas por um gedgrafo arabe Abu Yaqut durante a sua viagem
em Africa, no Século XII. No entanto, foi s no séc. XIV que um escritor arabe Ibn
Khaldun menciona a morte lenta e dolorosa do sultdo Mali Jata por ter sido picado por
uma mosca, julgando-se assim que haveria uma relagdo entre a doenga e a mosca (De

Kruit, P. 1926)

A chegada dos europeus a Africa e a consequente exploracdo em zonas
infestadas por esta mosca, fez com que John Atkins, em meados do séc XVIII,
denominasse a doenga existente como “Negro letargi”, sem contudo identificar a sua

patogenia.

Anos mais tarde, em 1830, é que Wideman descreve a mosca conhecida por

tsétsé como glossina, passando entdo esta a fazer parte do Género Glossina.

Em 1880, apesar de ser ja conhecido o Género Trypanosoma e de que este era o
causador da doenga entdo chamada “surra” dos cavalos e outros animais domésticos,

ndo era no entanto uma doencga que estivesse relacionada com a glossina.

Devido a descobertas posteriores deste parasita no sangue de bovinos, por Bruce

e Mary Bruce em 1894, na Africa do Sul, deu-se inicio a diferentes investigacoes
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cientificas e, em 1897, Bruce observando tripanossomas no estomago de glossinas, fez a

primeira associagdo entre Nagana, a Tripanossomiase nos animais e o insecto Glossina.

Em 1898, a doenca e a morte comegou a espalhar-se pela Africa Central, junto
ao Lago Victoria Nyanza e, principalmente, no Uganda até ao inicio do século XX.
Centenas de milhares de homens e mulheres morreram devido a doenga do sono

africana, sendo esta data considerada como a primeira epidemia.

Em 1899, Plimmer e Bradford, por terem observado o parasita flagelado num

cao, deram-lhe entdo o nome de Trypanosoma brucei

Em 1901, Robert Michael Forde fez a primeira observacdo de tripanossomas em

sangue humano, que tinha vindo da Gambia.

Em 1903, Aldo Castellani relacionou que os tripanossomas que observou
(Tripanosoma gambiense) num paciente, estariam implicados na patégenese da doenca
do sono, sem contudo a relacionar com a picada da glossina ou que esta fosse o vector

do parasita.

Contudo, estavam ja dados os primeiros passos para que, observagdes feitas
durante os anos seguintes, concluissem finalmente que a doenca do sono ou

Tripanossomiase Humana Africana (THA) fosse entdo considerada e reconhecida.
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Isto aconteceu quando, em 1911, na Rodésia (actual Zimbabwe), Stephens e
Fanthan observaram tripanossomas num homem de ragca branca, dando ao parasita

responsdvel o nome de Trypanosoma rhodesiense.

A maior epidemia da doenca do sono di-se entre 1896 e 1908, e foram
calculados que cerca de 500 mil pessoas morreram na Bacia do Congo e cerca de 300
mil em Busoda, Uganda (Cox, 2004).

Uma outra expansdo epidémica, nos inicios de 1920 até 1940, deu-se no
Senegal, estendendo-se aos Camardes.

A mais recente epidemia em Africa, ocorreu em 1980.

1.1.2 - O Papel de Portugal no estudo da doenca e das glossinas:

Portugal, como pais colonizador, nomeadamente da Guiné-Bissau, S. Tomé e
Principe, Cabo Verde, Angola e Mocambique, teve um papel preponderante em todos os
estudos relacionados com a patologia desta doenca, que era entdo desconhecida em
Africa, assim como com o estabelecimento de que a responsabilidade da transmissdo da
doenca estava relacionada com a Glossina spp (Silva Correia., 1923 & Rebelo, A.,

1938).

Portugal teve também um papel preponderante no controlo, tanto da doenca,
como do vector.

Embora os primeiros colonizadores tenham estado muitas das vezes em contacto
com tdo grande problema, apenas se sabia que em determinadas zonas existia uma

mosca que os nativos denominavam de tsétsé e que dizimava o gado.
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Os portugueses foram os primeiros europeus a sofrer as consequéncias da tsétsé.
A expedicdo do governador e capitdo-general Francisco Barreto, pelo vale do Zambeze
em demanda das minas do Monomotapa, no século XVI, teve consequéncias graves,
devido a perda de todos os cavalos e outros animais utilizados para o transporte de

materiais (Andrade e Silva, 1956).

Uma vez que nesta dissertacdo falaremos da Glossina morsitans morsitans, e
como a sua localizacdo geogrifica é a Africa Oriental, faremos uma abordagem do
papel que os cientistas portugueses tiveram no estudo e combate da doenca e da mosca

em Mocambique.

E de salientar, porém, que foi em 1874 que A. Sécrates da Costa descreveu pela

primeira vez a doenca do sono em territério portugués (Guiné).

As primeiras referéncias a tsétsé em Mocambique (1838) constam dos relatos da
viagem de Louis Trichardt em direc¢do a Lourengo Marques, “encontrando a mosca que
matava o gado” junto a afluentes do rio Limpopo e do rio Incomati (M.A. Andrade e

Silva, 1936).

Em 1901, Portugal iniciou campanhas contra a doenga do sono, sendo o primeiro
Pais a desencadear esta luta que tinha, na altura, como objectivos, o controlo da
tripanossomiase animal e o seu tratamento, bem como a luta contra o vector, uma vez
que em Provincias como Niassa, Manica e Sofala, as tripanossomoses afectavam mais

de dois ter¢os do territorio
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O primeiro caso relatado e detectado em Mocambique foi em 1909, por Rola

Pereira.

Em 1912, foi criado o Servigo de Defesa Contra a Doenga do Sono, com postos
sanitdrios localizados em diversas dreas do territorio, como consequéncia dos resultados
obtidos em grupos de missao feitas na Provincia de Tete e de Quelimane, por Firmino

Sant’ Ana e outros investigadores.

Em 1936, € descoberto um foco de tripanossomiase humana numa das manchas

de glossinas do Zumbo, que tinha sido dada como nao infectada em 1931.

Este facto, segundo Anténio Rebelo (1938), (e com quem tive a honra de
trabalhar anos mais tarde), percorreu durante quatro anos as zonas de focos glossinicos
para o estudo da doenga do sono no Distrito de Tete, afirmando o seguinte, ”...... que
esse facto deveu-se ao alastramento continuo de uma mancha de glossinas da Rodésia
do Sul para as terras do Zumbo situadas na margem direita do Zambeze ......
...... acabar por invadir toda a circunscri¢do da Chicoa e depois toda a parte do distrito
ao sul do Zambeze se ndo se tomarem medidas preventivas energéticas.......... esta nova
invasdo de glossinas se deve ao persistente e aturado combate que na Rodésia do Sul se
tem feito ao flagelo por meio do exterminio e da perseguicdo da caga, donde resultou
terem atravessado a fronteira grande quantidades de animais selvagens e,

consequentemente, de glossinas.”
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Em 1940, foi criada a Missdo da Doenca do Sono e em 1945, a Missao de

Combate as Tripanossomiases (MCT).

Portugal, foi também pioneiro na instalagdo laboratorial, criacdo e manutencio

de uma colénia de glossinas em 1957 (Azevedo & Pinhdo, 1964; Afonso, 2000).

Mogambique, em 1966, dispunha ja de oito hospitais e onze postos sanitarios

especificos para a doenga do sono.

Ap6s a independéncia de Mocambique a MCT foi extinta e integrada no Servico

Nacional de Sadde e no Servigo de Sanidade Animal (Davies, 1983).

1.1.3 - O papel da Organizacao Mundial da Satide e do Mundo na actualidade

- o regresso da doenca do sono:

Nas ultimas décadas o Mundo tem ouvido noticias acerca do regresso assustador
de diversas doencgas endémicas e epidémicas, entre elas a Tripanossomiase Humana
Africana, que desde ha muito era considerada uma doenga de muito pouca importancia
devido ao facto de ja ndo se registarem episddios, é hoje considerada uma doenga
emergente. Hoje hd noticias reveladoras que, através de diferentes meios de

comunicagdo, nos transmitem que a doenca do sono se tornou um novo flagelo.
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“Angola, segundo pais com mais doenca do sono”

€19.000 casos da doenca do sono no Zaire”

“A OMS desenvolve estratégias para Controlo da doenca do sono em
Africa”

“OMS quer eliminar doenca do sono em Africa até 2015”

“A Republica Democratica do Congo (ex — Zaire) encabeca a lista de paises
mais afectados com a doenca do sono”

“Uganda e o Sudao, com forte prevaléncia de THA”

A Tripanossomiase Humana Africana requer medidas urgentes a tomar a
diversos niveis, tanto no combate a mosca e consequentemente a doenga, como medidas

que t€m que ser implementadas para a prevencao da doenca.

Segundo a OMS (2005), a doenga do sono passou a estar sob controlo em Africa
nos principios da década de 1960, quando a prevaléncia foi reduzida para niveis baixos,
de menos de um caso por 10.000 habitantes, através da deteccdo de nddulos linfaticos,

tratamento adequado, controlo dos vectores e utilizagdo de equipas mdveis.

No entanto, estes resultados ndo puderam ser mantidos, pois abandonou-se a
vigilancia regular e sistematica — pedra angular do controlo da doenca do sono — devido
a falta progressiva de pessoal qualificado, a perturbagdes politicas e problemas
econdmicos, bem como a alteragdo das prioridades politicas nacionais, levando a uma

atribuicdo de menos recursos ao sector da Satde.
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Calcula ainda a OMS que a doenga do sono afecta entre 300.000 a 500.000
pessoas na chamada “cintura da tsétsé”, drea que cobre cerca de dez milhdes de

quilémetros quadrados e que se estende do Senegal, na Africa Ocidental, passando por

toda a Africa Central e Oriental.

Um outro problema associado é a Nagana ou a Tripanossomiase Animal
Africana (TAA), que tem um grave impacte sobre a agricultura, provocando perdas

anuais na produgio de gado equivalentes a mais de US$ 1 bilido (OMS, 2005).

Hoje, o niimero estimado é de 60 milhdes de pessoas em 35 paises endémicos da
Africa a Sul do Saara, que a ameaca da doenga do sono pode pdr em risco.

Segundo o investigador em microbiologia Derrick Robinson, cujos trabalhos
foram publicados na Revista PloS Biology, entre 50.000 a 70.000 pessoas estdao

actualmente infectadas em 36 paises africanos (Lusa, Maio 2008).
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1.2 - SISTEMATICA DAS GLOSSINAS.

1.2.1-Posicao Sistematica do Género Glossina Wiedeman, 1830:

Segundo Frederik Torp Petersen, (2007), num artigo sobre Filogenia Molecular

e Evolugao, a Superfamilia Hippoboscoidea, é composta por quatro Familias:

Familia Glossinidae
Familia Hipoboscidae
Familia Streblidae

Familia Nycteribidae

Estas Familias exibem um grande nimero de adaptag¢des tnicas e importantes
quer morfoldgica quer fisioldgica, estdo associadas ao seu estilo de vida ectoparasitario

(Henning, 1973;McAlpine,1989).

O conceito moderno da Hippoboscoidea é determinado e comprovado por
andlises genéticas, usando dados sequenciais de ADN. (Nirmala et al; 2001, Dittmar et

al, 2000).

Familia Glossinidae:

Durante vérios anos, e segundo investigadores como VanderplanK (1949),
consideravam que o Género Glossina pertencia a Familia Muscidae e na Subfamilia
Stomoxyinae ou a uma outra Subfamilia Glossininae.

Foi a partir dos anos cinquenta que as glossinas foram consideradas como uma

familia monogenética e pertencentes a Familia Glossinidae (Afonso, 2000).
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As Glossinidae sdo de todas as Familias a que apresenta um nimero menor de
espécies, mas € também a mais conhecida devido a sua notoriedade como vector dos
parasitas tripanosomas, responsavel pela doenca do sono em humanos e Nagana em
animais (Krinsky, 2002)

Morfologicamente € a menos modificada da Superfamilia Hippoboscoidea,

embora mantendo muitas das caracteristicas ancestrais das Calyptratae.

A monofilia das Glossinas € aceite, (Hennig 1973) e reafirmada por um niimero
de sinapomorfias em McAlpine (McAlpine, 1989: e.g. arista com longas plimulas,

palpos alongados e probdscis).

As caracteristicas mais importantes, que as diferem das outras trés familias, sdo

que as glossinas t€m vida livre e sé entram em contacto com o hospedeiro durante as

refeicdes sanguineas. A mais notdvel de todas é a sua viviparidade adenotréfica

12
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1.2.2 - Cronograma da Posicio Sistematica do Género Glossina, Wiedeman, 1830:
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Contributo para a Caracteriza¢ao molecular de uma colénia de Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850

(Diptera, Glossinidae)

1.2.3 - Género Glossina Wiedeman, 1830:

1.2.3.1-Espécies e Subespécies:

No ambito do estudo de espécies e subespécies, deparamo-nos com trés grandes
Subgéneros, de que iremos apenas fazer uma pequena abordagem, unicamente para que
possamos localizar e compreender melhor a espécie e subespécie que nos importa para
este estudo.

Assim, teremos e segundo os autores, (Machado, 1970; Glasgow, 1970; Pont,

1980; WHO, 1986; WHO, 1998 e Afonso, 2000):

1.2.3.1.1- Subgénero Nemorhina Robineu-Desvoidy, 1830:
(Grupo palpalis)

Espécie e subespécie

Glossina palpalis palpalis Grupo '
palpalis
Glossina palpalis gambiensis

Glossina tachinoides

Glossina fuscipes fuscipes

Fig n°1-Distribuicao geografica do Grupo palpalis

(www.medicalecology.org)
Neste grupo encontram-se algumas das glossinas cuja principal caracteristica € a

sua distribui¢iio ser em zonas muito hiimidas da Africa Ocidental e Central.
O habitat destas glossinas é a floresta tropical himida, onde este grupo de
glossinas pode ser encontrado e estdo associadas a vegetacdo tipica nas margens de rios,
lagos, pantanos, distribuindo-se ao longo dos cursos de dgua nas chamadas galerias

florestais.
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Contributo para a Caracteriza¢ao molecular de uma colénia de Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850

(Diptera, Glossinidae)

Durante a época seca podem ser encontradas em refigios mais himidos junto ao

solo onde repousam, permitindo assim a sua sobrevivéncia.

Estas glossinas s@o consideradas espécies higréfilas, ndo s6 pela presenga da

dgua, mas também pela necessidade da vegetagao tipica que lhes d4 abrigo.

1.2.3.1.2 - Subgénero Glossina s.str. Zumpt, 1935:

(Grupo morsitans)

Espécie e subespécie Autor e data
Glossina longipalpis Wideman, 1830
Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850
Glossina morsitans centralis Machado, 1970
Glossina morsitans submorsitans Newstead, 1910
Glossina pallidipes Austen, 1903
Glossina austeni Newstead,1912
Glossina swynnertoni Austen, 1923

Este é o Grupo alvo do nosso estudo, sendo a Espécie a Glossina morsitans
morsitans, cujas caracteristicas serdo estudadas pormenorizadamente ao longo de todos

os capitulos seguintes.
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Contributo para a Caracterizagdo molecular de uma colénia de Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850

(Diptera, Glossinidae)

1.2.3.1.3 - Subgénero Austenina Townsend, 1921:
(Grupo fusca)

Espécie e subespécie

Glossina fusca fusca S
Glossina fusca congolensis Grupo '
Glossina longipennis

Glossina brevipalpis

Fig n°2 - Distribuicao geografica do Grupo fusca
(www.medicalecology.org)
Este grupo tem como caracteristica ter o seu habitat geralmente associado a
floresta pluvial ou as margens florestais da Africa Ocidental, coincidindo muitas vezes

com a drea de distribuicdo do Grupo palpalis.

No entanto, neste grupo hd glossinas que ocupam 4reas semi-dridas e mesmo

aridas, como por exemplo a Glossina longipennis, e Glossina brevipalpis podendo ser

encontradas em zonas secas de savana da Africa Oriental e Meridional.
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Contributo para a Caracteriza¢ao molecular de uma colénia de Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850

(Diptera, Glossinidae)

1.2.4 - Evolucao dos trés Grupos do Género Glossina:

A evolugdo dos trés grupos de glossinas (fusca, morsitans, palpalis), segundo
Bursell, nos anos cinquenta e a luz da teoria ecoldgica, representa o curso evolutivo das

espécies do Género Glossina.

O Grupo fusca era tido como sendo o grupo mais primitivo, uma vez que as
espécies deste grupo estdo geralmente associadas a floresta pluvial e por ser considerado

esse o seu habitat ancestral.

O Grupo morsitans teria sido o ultimo a evoluir, adquirindo uma capacidade de
adaptacdo ao aparecimento da vegetacdo de savana (Ford, 1970).

No entanto, existem vdrias outras teorias acerca da evolugdo dos trés Grupos de
Glossinas. As teorias quanto a origem, habitat e Grupo a que pertencem as glossinas
foram ao longo dos anos, alvo da evolugdo de varios estudos cientificos: ecoldgicos,

morfoldgicos e genéticos.

A sua classificacdo na sistemdtica foi também evoluindo ao longo do tempo

devido ao avango da ciéncia, sendo actualmente os estudos através da genética a maior e

mais importante ferramenta ao servigo dos entomologistas.
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Contributo para a Caracterizagdo molecular de uma colénia de Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850

(Diptera, Glossinidae)

Apesar da ciéncia ter evoluido para uma melhor compreensdo e estudos das
diferentes espécies, hd ainda muitas dividas, ndo s6 quanto a evolucdo, como quanto ao
Grupo em que devem ser colocadas algumas espécies. Exemplos disto é o caso da

Glossina austeni, que continua em debate se pertence ao Grupo morsitans ou se deveria

ser incluida no Grupo palpalis (Newstead, 1912 e Afonso, 2000).

E também e no 4mbito da distincia genética entre as diferentes espécies de
Glossinas (Gooding, 1996), assim como andlises moleculares dos diferentes
endossimbiontes (Aksoy et al, 1997 e Dale & Maudlin, 1999), que o estudo parece
indicar a seguinte evolugdo:

Primeiro, espécies do Grupo fusca, seguidas do Grupo morsitans e finalmente

as do Grupo palpalis

18
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(Diptera, Glossinidae)

1.3 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DAS GLOSSINAS.

1.3.1 - Alguns factores condicionantes:

As glossinas, como foram referidas, ocupam exclusivamente o continente
africano ao Sul do Saara, tendo como limite da sua presenca a Norte (15° de latitude
Norte) e o limite meridional (cerca de 20° de latitude Sul).

A sua distribuicdo deve-se a factores abidticos, como o défice higrométrico e
elevadas temperaturas registadas no deserto do Saara.

A Sul, a sua distribuicdo € limitada pelo deserto do Namibe, onde se verificam
temperaturas muito baixas, condi¢des estas incompativeis com a sobrevivéncia das
glossinas.

As grandes altitudes (2000 metros), sdo também factor que ndo favorece a
sobrevivéncia das glossinas, devido ao abaixamento acentuado da temperatura.

Ha outros factores limitantes como por exemplo os factores bidticos:

1- A vegetagdo, que € ja uma condicionante do clima e do solo e que por
sua vez cria e regula condigdes fisicas e bioldgicas de temperatura e humidade,
influencia a qualidade das superficies em que a mosca pousa, a forma e dimensdes dos
espagos de voo, etc.

2- Qutro factor ndo menos importante para a presenga ou auséncia das
glossinas numa determinada édrea sdo os hospedeiros fontes de alimentacdo.

3- Factores condicionantes e limitantes da distribuicdo das espécies e
subespécies, sdo as barreiras anatomicas, fisioldgicas, bioldgicas e a atrac¢do sexual das

glossinas (Machado 1954 e Azevedo, 1967).
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(Diptera, Glossinidae)

1.3.2 - Distribuicio Geografica do Grupo e Espécies da Glossina morsitans:

e e

1000 milea

1000 km.

Fig.n°3 - Mapa da distribuicido geografica da Glossina morsitans (preto)
(FAO Corporate Documente Repository)

O Grupo Glossina morsitans, encontram-se por todo o lado na savana africana,
sendo consideradas glossinas xero6filas.

A sua distribui¢do no entanto parece ser limitada pelas condi¢cdes climatéricas de
invernos frios no Sul (Zimbabwe, Botswana) e por condi¢des climatéricas de calor seco

no Nordeste e Africa Central.
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(Diptera, Glossinidae)

Outro factor e ndo menos importante na distribui¢do geogréfica das glossinas, é
a escassez de animais de caca dos quais se alimentam, mesmo sendo zonas com

condicdes climatéricas propicias a presenca da glossina.

A Glossina morsitans (Mapa 1) é a mais comum das espécies. Contudo a sua

distribui¢cdo ndo € conhecida de um modo exacto em todos os paises.

1.3.2.1 - Distribuicao de algumas subespécies do Grupo morsitans:

1 - Glossina morsitans submorsitans estende-se por uma grande e larga faixa
que ¢ interrompida completamente a Este, pelo Sudeste do Sudio, Nordeste do Uganda

e Etidpia.

2 - Glossina morsitans centralis encontra-se no Zaire, Zambia, Angola,

Botswana, Tanzania, Rwanda e Burundi

3 - Glossina morsitans morsitans encontra-se na Tanzania, Mogambique,

Zimbabwe, Zambia e Malawi.

A fronteira que separa as duas subespécies G. m. centralis e G. m .morsitans,

corresponde aproximadamente a linha onde se encontram o oceanos Atlantico e Indico.

4 - Glossina morsitans swynnertoni (Mapal) estd limitada ao Kenya e

Tanzania, entre o Lago Vitdria e o Oceano Indico.
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(Diptera, Glossinidae)

5 - Glossina morsitans pallidipes estende-se ao longo do Kenya e Somadlia, nas
regides costeiras, sendo abundante neste pais ao longo de alguns rios. Estd também
presente na Etidpia, Suddo, Tanzénia, Mocambique, Zimbabwe, Zambia, Zaire e

Uganda.

6 - Glossina morsitans austeni existe somente na costa este de paises como

Somélia, Kenya, Tanzania, Mogambique e Nordeste de algumas zonas da Africa do Sul.
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(Diptera, Glossinidae)

1.3.3 — Habitat:

A glossina do Grupo morsitans habita geralmente as matas de “miombo”,
[(floresta caracterizada por uma densa vegetagdo, com arvores caducifdlias e semi-
caducifdlias, (Brachystegia spiciformis e Julbernardia globiflora), que frequentemente
atingem entre 10 e 20 metros)], as associagdes de Brachystegia, as comunidades
secunddrias de Acdcia, Combretum e Terminalia, constituindo o que se chama a “mata
de savana” e também a floresta de Mopane, caracterizada predominantemente pela
ocorréncia de arvores e arbustos, que apresenta grandes quantidades de fauna.

As diversas condi¢des ecoldgicas que se podem deparar nas regides onde este
tipo de matas predomina poderd ser um factor importante para que se afirme a

existéncia da Glossina (Pires, F.A; Servico de Veterinaria — Mogambique; 1947).

Fig. n° 4 - Representacio de alguns tipos de vegetacdo, que servem de habitat preferencial das

glossinas (Parque Nacional da Gorongosa- Mocambique).
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(Diptera, Glossinidae)

1.3.3.1 — Alguns factores que condicionam a presenca da glossina:

Factores que podem condicionar a presenca da glossina, no seu habitat sdo a
extrema variabilidade de Brachystegia- Isorberlinea, também condicionada por factores
climaticos diversos, a maior ou menor existéncia de clareiras, as caracteristicas dos

“capins” de cobertura e a maior ou menor densidade de animais de caca.

Ha um conjunto de factores que determinam a distribuicdo da G. morsitans em
determinadas faixas, que podem ndo apresentar uma mancha em superficie continua,

podendo com frequéncia constituirem-se em grupos de maior ou menor extensao.

Factores que podem variar ou modificar e influenciar o ritmo de sobrevivéncia

das glossinas sdo as queimadas que influenciam a sua dispersdo

E também de realcar que as queimadas, que por um lado provocam a dispersdo
das glossinas e o desequilibrio nas condi¢des ecoldgicas, tais como, a dispersdo da caga
e a protec¢do da cobertura vegetal que se torna precdria, mas que por outro lado, sdo o
factor, para uma retrac¢@o dos focos residuais, uma vez que, com o estabelecimento da

vegetacdo torna a presenga da glossina mais viavel de ser capturada.

Factores climaticos condicionam os movimentos de fluxo e refluxo das manchas
de glossinas, exercendo também uma influéncia considerdvel sobre a sua densidade

populacional.
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(Diptera, Glossinidae)

O calor da estacdo seca dizima quantidades avultadas de insectos adultos,
destruindo grande niimero de pupas e fazendo baixar notavelmente o nimero de

emergéncias (Rebelo, A; S. Saide — Mocambique, 1938).

Sendo assim, a glossina ndo tem assegurado os seus repastos a intervalos

regulares; o calor; a secura e os seus esforcos para encontrar alimentacio desequilibram-

-lhe o balango hidrico e grande parte morre.
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(Diptera, Glossinidae)

1.3.4 — Comportamento tréfico da Glossina morsitans morsitans:

O conhecimento das preferéncias alimentares das glossinas € importante para

programas de controlo, por serem o vector do parasita Tripanosoma spp.

Sendo as glossinas estritamente hemat6fagas, procuram o habitat mais favordvel

as suas preferéncias alimentares.

Onde ha uma grande densidade de “caga grossa” e sendo a G. m. morsitans,
considerada a mosca da “caca” e o facto do seu habitat preferencial ser as grandes
savanas africanas, hd uma correlacio entre a presenca de glossinas e o conjunto de
condicdes ambientais propicios para a sua presenca. Isto €, onde persiste uma
quantidade de mamiferos, também persiste a presenca de glossinas — tanto mais

numerosas sao, quanto maior € a abundancia de caca.

Na savana africana, os locais mais frequentados pelos animais sdo também os

mais infestados.

Durante a estacdio seca, em que tanto a dgua como os pastos sé existem em
determinados locais, a glossina concomitantemente com os animais ali reunidos pelas
necessidades alimentares, encontram-se em muito maior abundancia do que durante a

estagdo pluviosa.
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(Diptera, Glossinidae)

Fig. n° 5 - Versatilidade de mamiferos propicios para uma refeicio sanguinea da Glossina morsitans

(Parque Nacional da Gorongosa- Mocambique)

Apesar das glossinas terem uma grande capacidade de adaptacdo alimentar, t€ém
preferéncia em grandes mamiferos por estes lhes fornecerem o repasto sanguineo
regular e necessiario a sua sobrevivéncia, do que de pequenos mamiferos, que tém

habitos geralmente nocturnos e que por outro lado ndo lhes fornecem nem asseguram

uma alimentag¢@o regular.

A titulo de curiosidade, sabe-se que apesar da zebra (Equus burchelli) habitar a

savana africana, o sangue deste mamifero nao € encontrado na Glossina morsitans

(Weitz, 1963).
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(Diptera, Glossinidae)

Devido a uma regressdo na fauna de savana, verifica-se uma reorientacdo das
preferéncias tréficas das glossinas para o gado e mesmo para o homem, por vezes os

unicos hospedeiros disponiveis.

As influéncias climaticas, como referido, principalmente a temperatura e
humidade, desempenham um papel importante na distribuicdo das glossinas, mas ndo

sdo o factor de maior relevincia da sua presenca.

Estudos realizados em grandes e diferentes dreas geograficas com uma certa
proximidade (Pereira Lapa 1917), demonstraram, que embora muito idénticas
relativamente aos factores climaticos, podem apresentar diferencas em relagdo a
presenga de glossinas. Uma delas poderd encontrar-se infestadissima e uma outra
totalmente isenta de glossinas. Este factor deve-se as caracteristicas do terreno. Numa,
existe uma grande planicie (savana) povoada de caca, € na outra, com terreno muito
acidentado, a caca € rara e logo a incidéncia da glossina € muito inferior.

No mesmo estudo ficou provado que a glossina néo escolhe para seu habitat as
regides montanhosas, também por serem dreas onde a caca escasseia, principalmente os

animais de grande porte.

Ainda relacionado com as preferéncias da glossina, o estudo em regides onde a
sua presenca era uma constante, concluiu-se que os pupdrios da tsétsé eram
principalmente abundantes junto das veredas frequentadas pelos animais de grande

porte.
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(Diptera, Glossinidae)

1.4 -MORFOLOGIA, FISIOLOGIA E BIOLOGIA DAS GLOSSINAS.

1.4.1 - Morfologia Externa dos Adultos:

1.4.1.1 - Caracteristicas gerais:

As glossinas, conhecidas por mosca Tsétsé, sdo dipteros ciclorrafos pertencentes
a Familia Glossinidae, que se caracteriza por apresentar apenas um género, o Género
Glossina, que por sua vez é caracterizada por apresentar uma morfologia na cabeca (a
Iimula e a sutura ptilineal), terem antenas curtas com trés segmentos, sendo o terceiro
provido de uma arista.

Os adultos apresentam uma morfologia externa idéntica a todos os outros
Grupos do Género Glossina.

Sdao moscas alongadas e maiores que a mosca comum, € O seu corpo é
constituido por trés partes principais: cabeca, térax e abdémen.

Tém uma coloracdo castanha muito escura, podendo também apresentar uma
coloracdo castanha mais clara.

Em repouso, as glossinas tém uma caracteristica unica devido ao facto de as asas
cruzarem uma sobre a outra e sobre o abdémen, ultrapassando a extremidade posterior
deste, coincidindo os dois dpices alares.

Apresentam um aspecto robusto, principalmente as de idade mais avangada,
devido a forte quitina generalizada e a musculatura alar bem desenvolvida.

Ap6s uma refeicdo sanguinea (RS) completa, que no caso da Glossina morsitans
e segundo Machado 1958, tem a duracdo de escassos minutos (1 a 2), podendo sugar
uma quantidade de sangue que pese mais do que ela propria, o abdomen apresenta-se

bastante distendido, volumoso e de coloracdo vermelha.

29



Contributo para a Caracterizacdo molecular de uma colénia de Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850

(Diptera, Glossinidae)

O probdscis € longo, rectilineo e, em repouso, projecta-se para diante da cabeca.
Os machos sdo mais pequenos que as fémeas, mas perfeitamente distinguiveis através
das genitdlias.

Uma outra caracteristica unica das glossinas ¢ a malha discal central das

asas em forma de machado.

Fig.n’. 6 e 7 — Glossina morsitans morsitans (colonia do IHMT - Fotos da autora)
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A Cabeca:

Fig.n°8 - Cabeca da glossina

(WWw.answers.com)

Olhos compostos

ocelos

olhos
compostos

sutura antenas

ptilineal

Fig. n°9 - Diagrama da cabeca

(FAO Corp. Doc. Repository)

Apresenta um par, de grandes dimensdes, bem separado e de cor castanho-

escuro. Sdo compostos por milhares de pequenas unidades, chamadas no seu conjunto

omatideos. Permitem detectar objectos em movimento até 137 m e detectar

simultaneamente pequenos e proximos movimentos.

Olhos simples ou ocelos

Possuem trés ocelos, dispostos em tridngulo no cimo da cabeca. Permitem

detectar variacdes de luminosidade e potenciar estimulos recebidos pelos olhos

compostos
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(Diptera, Glossinidae)

Antenas — um par, situadas na regido frontal da cabeca e inseridas em pequenas
depressdes entre os olhos compostos. Cada antena é constituida por trés articulos, sendo

o 3° alongado e apresentando uma arista plumosa.

Fig. n° 10 - Arista da glossina
( www.answers.com) Fig n° 11 - Arista e probdscis
(Foto da autora)

Para além disso e ainda no 3° articulo, junto a ligagdo com o 2° articulo e na base
da arista encontra-se um par de criptas olfactivas com numerosas sedas sensoriais que
estdo adaptadas para a capacidade téctil e olfactiva (mecanoreceptores, termoreceptores

e quimioreceptores).
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A armadura bucal ¢ formada por:
- um par de palpos maxilares

- um proboscis.

palpos
magilares

labrum i
labium

hipofaringe

denticulos

Fig. n° 12- Representaciao da armadura bucal

(FAO Corp. Doc. Repository)

O probdscis encontra-se na base da cabeca, formado e protegido externamente
pelos palpos maxilares dispostos lateralmente.
O proboscis é longo, rectilineo e projectado horizontalmente para a frente
quando a glossina se encontra em repouso.
E constituido por:
- labio (labium), com denticulos na sua extremidade;
- labro epifarigico (labrum);
- hipogaringe.
Estas trés pecas formam o canal alimentar, tanto nos machos como nas fémeas.
O labio € considerado o verdadeiro 6rgdo picador e é formado por estruturas que
no seu conjunto t€m, como primeira fungéo, dilacerar a pele do hospedeiro.
O labro apresenta também estruturas especializadas de modo a formar um canal

— o canal alimentar, através do qual o sangue ¢ aspirado durante a refei¢cdo sanguinea.
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A hipofaringe € um longo tubo extremamente fino e a sua fun¢do é a de permitir
a saida da saliva.

No momento da picada o probdscis baixa verticalmente e a glossina introdu-lo
nos tecidos do hospedeiro, permanecendo os palpos maxilares no exterior e em posi¢do
horizontal. E nesta altura que se dé a laceragio e, como consequéncia, o aparecimento

de microhematomas dos vasos sanguineos.

O processo da refeicdo sanguinea é um mecanismo muito diferenciado, pois €
também acompanhado pela inoculacio da saliva que tem propriedades vasodilatadoras e
anticoagulantes, permitindo assim que os tripanossomas permanegam por algum tempo

no local de inoculagio.

Torax:

O térax tem uma forma quadrangular, com uma sutura transversa que separa
duas dreas bem quitinizadas:
- Pronoto;
- Mesonoto;

Esta sutura é designada por sutura Mesonotal.

Posteriormente, o térax apresenta o escutelo, com sedas escutelares que podem

ser de diferentes tamanhos. Lateralmente, estd dividido em:
- Mesopleura;
- Pteuropleura, onde se podem observar dois pares de espirdculos que

tém como funcgdo a respiragéo traqueal.
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Acima do ponto de inser¢cdo das patas anteriores encontra-se o 1° par de
espiraculos, estando o 2° par de espirdculos junto aos halteres ou balanceiros.

Os halteres ou balanceiros encontram-se por detrds da base das asas e sdo
estruturas que auxiliam o insecto no equilibrio e direccdo do voo.

Ainda lateralmente pode-se observar longas e fortes sedas, que sdo importantes

para a classificacio taxonémicas das glossinas.

Asas:

Um par de asas que apresentam uma
caracteristica muito importante para

a identificacdo do Género Glossina

Fig. n°13 - Representacio de uma asa de glossina

(www.answers.com).

Apresentam uma célula central delimitada pela 4* e 5* nervuras em forma de
machado.
Cada asa apresenta na sua base trés estruturas:
- alula;
- esquama alar;

- esquama toraxica.

Apresentam também uma nervura costal e uma nervura subcostal, bem como

seis nervuras longitudinais.
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Patas:

Como qualquer Diptero tem trés pares de patas.
As suas caracteristicas principais sdo o de serem finas e formadas por diversos
segmentos:
- coxa que se encontra fixada ao térax;
- trocanter;
- fémur;
- tibia;

- tarso, com 5 articulos.

No dltimo articulo encontram-se 2 garras e 2 polvilhos.
Os fémures, tibias e tarsos apresentam sedas mecanoreceptoras e
quimioreceptoras. Os tarsos apresentam termoreceptores, que sdo estruturas que

permitem testar a temperatura dos seus lugares de repouso (D’ Amico et al., 1992).

femur tibia
tarsus

M:;a

Fig. n° 14 - Pata de uma glossina. (FAO Corp. Doc. Repository)

COXa trocanter
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Abdoémen:

Fig n°15 - Representacao do abdémen da Glossina morsitans morsitans

(FAO Corp. Doc. Repository) (Foto da autora- IHMT)

O abdémen da Glossina morsitans tem algumas caracteristicas que a
diferenciam das outras glossinas do mesmo Grupo. (Ex: Glossina austeni, Glossina
pallidipes).

O abddémen € constituido por oito segmentos, sete dos quais podem ser visiveis
dorsalmente:

- o0 primeiro segmento € coberto pelo escutelo
- o0 segundo segmento é muito mais largo que todos os outros.
- os trés ultimos segmentos t€m uma morfologia modificada constituindo

a genitdlia, feminina ou masculina.

Na face dorsal observam-se fortes placas, as tergites, uma por cada segmento,

que podem apresentar uma coloragdo uniforme ou manchas escuras.
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Estas manchas e a propria coloracio é um meio auxiliador de identificacao de

algumas espécies.

A fase ventral apresenta uma cuticula eldstica que permite ao abddémen
distender-se quando as glossinas efectuam uma refeicdo sanguinea, ou nas fémeas

gravidas, criando condicdes de espaco para o desenvolvimento larvar.

Lateralmente e ao longo de todo o abdémen observam-se sete pares de
espiraculos.

Os espiraculos s@o aberturas na parte lateral do corpo do insecto que se abrem
para o exterior através de tubos finos.

Os insectos podem fechar os espirdculos de forma a evitar a entrada de dgua, sdo
também utilizados para obter oxigénio e eliminar o excesso de didéxido de carbono.
Como as glossinas sdo vulnerdveis a desidratacdo, fecham os espirdculos de forma a
conservar 4gua nos seus corpos.

Devido a este sistema de tubos no seu corpo, podem permanecer vivas durante
muito tempo com os espirdculos fechados. Isto significa que os insectos levam bastante
tempo a morrer num ambiente andxico.

No entanto, em condi¢des andxicas, a glossina abre os espirdculos para tentar
obter oxigénio e a morte € provavelmente causada pela perda de 4gua, devido a

desidratacdo.
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Genitalia:

Genitalia masculina

L. hectores
hlpopllglo :

anus

Grupo morsitans Macho

Fig. n° 16 - Caracteristicas da genitalia masculina do Grupo morsitans

(FAO Corp. Doc. Repository)

A extremidade dos furcipulos superiores € dilatada e geralmente estdo em
contacto.

Por observacdo lateral, pode-se verificar uma protuberdncia convexa na face
ventral da extremidade posterior do abdémen.

Esta estrutura corresponde ao hipopigio, que apresenta a meio um sulco

longitudinal, dilatado na extremidade, onde se encontra o anus.

Anteriormente ao hipopigio hd uma placa bilobada, contendo sedas escuras e
posicionada ao nivel do 5° segmento, como ja foi referido sao os hectores.
Sao estas estruturas que permitem afirmar que se trata de uma glossina macho e

sdao também estas estruturas que permitem manter a fémea presa durante a cépula.
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Genitéalia feminina

Fig. n° 17 - Esquema. da genitalia feminina

(FAO Corp. Doc. Repository)

A genitélia do Grupo morsitans apresenta as placas dorsais ausentes ou reduzida,
assim como a placa mediana mal individualizada
O nimero, a disposicdo, a forma e a pilosidade das placas sao utilizados para o

estudo da sistematica.
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1.4.2 - Anatomia Interna das Glossinas Adultas:

1.4.2.1 - Sistema Digestivo:

As glossinas, sendo um insecto hematofago, estdo adaptadas para a ingestdo de
sangue, como ja foi referido. A morfologia externa da armadura bucal estd preparada
para todo o processo, que se inicia, grosso modo, no probdscis que € considerado o
orgao picador. O probdscis tem na sua constitui¢do todas as estruturas para formar o
canal alimentar.

Durante a aspiracdo do sangue sdo também intervenientes no processo, duas
glandulas salivares para a formacdo e libertagdo da saliva.

Quando se inicia o processo para a refeicdo sanguinea e quando ha a libertacdo

da saliva, esta mistura-se com o sangue.

Caracteristicas de alguns elementos do sistema digestivo:

Canal alimentar

Faringe
Hipofaringe
Esdfago
Proventriculo
Diverticulo esofagico (estamago)
Glindulas ) o
salivares Intestino medio
Intestino posterior
Tibulos de
Malpighi S
Anus

Fig. n°18 - Sistema digestivo da glossina

(FAO Corporate Document Repository )
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Canal alimentar

O canal alimentar é formado por diversas estruturas, localizando-se no interior
da hipofaringe, prolongando-se internamente na cabeca através da Faringe — que tem
por fungdo aspirar o sangue através do esofago, tubo de passagem do sangue para o

ventriculo e penetra na cavidade tordxica no proventriculo.

Proventriculo

E um pequeno mas importante 6rgio muscular por onde passa o sangue,
primeiro para o diverticulo esofdgico (situado na porcao anterior do abdémen), onde é
armazenado provisoriamente, durante cerca de 30 minutos, sendo posteriormente
enviado através do diverticulo esofdgico para o proventriculo, onde é imediatamente
redireccionado para o intestino médio (FAO Corporate Document Repository )

Contudo, apds as primeiras refei¢des sanguineas, o diverticulo pode apresentar
sangue durante cerca de 12 h. (Afonso, 2000)

O proventriculo tem as seguintes fungdes:

- regularizar o fluxo do sangue ingerido no decorrer da refei¢do sanguinea;

- as células secretoras vao dar origem a membrana peritréfica.

Esta membrana tem fungdes muito importantes, para além de ser, nas glossinas, de
formacdo continua e eliminada regularmente. Tem fun¢des muito importantes tais
como:

- separar a refeicdo sanguinea do epitélio gastrico,

- intervir na digestdo sanguinea,
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- intervir no decorrer da infecc¢do tripanossémica da tsétsé , nomeadamente, na
instalacdo dos tripomastigotas intestinais (Afonso, 2000, Willet,1966 &

Langley,1975b).

Diverticulo esofagico

Orgdo receptor do repasto sanguineo, que se distende para receber o sangue,

ocupando quase todo o abdémen, que aumenta igualmente de volume.

Intestino médio

E um longo tubo que estd dividido em trés segmentos (anterior, médio e
posterior) e estende-se desde da face dorsal do proventriculo até a insercao dos tubos de
Malpighi

E no intestino médio que o sangue se encontra envolvido por uma membrana - a

membrana peritrofica.

Intestino posterior

Comecga no local onde os tubos de Malpighi atingem o intestino até ao anus e é
nele que se misturam os alimentos ndo digeridos e o produto da excrecdo dos tubos de

Malpighi.
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1.4.2.1.1 - Picada, Ingestao de sangue, digestiao e assimilacao sanguinea:

As glossinas, como ja referido, sdo moscas hematofagas e causam lesdes nos
capilares do hospedeiro quando fazem a sua refeicdo sanguinea.

Quando pica, o sangue ndo € sugado directamente dos capilares, mas de
pequenas acumulacdes hemorrigicas que se formam na espessura da derme. Nessas
acumulacdes, a glossina injecta uma certa quantidade de saliva através da hipofaringe.

O primeiro relato da actividade anticoagulante na mosca tsé-tsé foi feito em
1966 por Hawkins, que detectou um activador de plasminogénio na glandula salivar e
uma actividade anticoagulante atribuida a um inibidor da trombina

Foram também encontradas duas fracgdes com inibidores da agregacdo
plaquetaria. Esta molécula, o TTI (Tsetse Thrombin Inhibitor), ¢ um pequeno péptido
com grande actividade inibitdria sobre a trombina.

Estudos posteriores mostraram que o gene que codifica o TTI é expresso na
glandula salivar e no intestino e a expressao € induzida pela alimentagdo.

Esse anticoagulante apresenta uma fun¢do dupla: evitar a coagulacao sanguinea
no local de lesdo no hospedeiro, permitindo o sangue fluido para a realizacdo da
refeicdo sanguinea e no trato digestivo do parasita. (Song Li, Xiagai Chen;1998).

Ap6s a chegada do sangue ao estdbmago, aquele sofre alteracdo da cor, tornando-
se escuro, sob a ac¢do de enzimas responsdveis que sdo segregadas pelo segmento
médio e por haver uma absorcdo de dgua e ides pelas células intestinais do segmento
anterior, tornando o produto sanguineo que se encontra no espaco endoperitréfico muito

mais negro e pastoso.
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No segmento posterior do intestino médio dd-se a absorcdo dos produtos

resultantes da digestdo: aminodcidos, agtcares e lipidos.

Os aminodcidos sdo muito importantes para a sintese das proteinas essenciais,
tanto para as glossinas jovens como para as glossinas adultas e principalmente para as

fémeas na reproducio.

Intestino médio

proventriculo

Intestino médio

abdémen vazio

abdomen cheio proventriculo

Fig. n°19 - Representacio de duas glossinas A - glossina apds refeicao sanguinea,
B - glossina em jejum ou faminta

(Adaptado de FAO Corp. Doc. Repository)

Durante e apds a ingestdo, a dgua contida no sangue em excesso ¢ excretada
através dos tubos de Malpighi, que sdo constituidos por dois pares de longos tubos de
coloracdo esbranquicada ou amarelada. Os tubos de Malpighi sdo considerados um
6rgao excretor.

Também ha uma certa perda de dgua pela via respiratdria, mas esta estd muito
dependente das condi¢des climaticas, como ja foi referido.

Todo este mecanismo é regulado e efectuado através dos espiraculos.
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1.4.2.2 - Ciclo Alimentar:

O conhecimento do estado de relativa fartura ou caréncia alimentar de uma dada
populacdo de glossinas interessa sob muitos aspectos, tedricos e praticos.

Pode fornecer-nos indicacdes acerca da influéncia das modificagcdes climaticas,
da vegetacdo ou das inundagdes, acerca do efeito de certas medidas de combate (quer
elas incidam sobre os hospedeiros, quer sobre o habitat da mosca); pode dar-nos
também a ideia da frequéncia com que as glossinas se alimentam (o que tem grande
influéncia epidemiolégica).

Para facilitar o estudo do ciclo alimentar das Glossinas distinguem-se 4 estados

de nutrigdo, classificados de [ a I'V:

I- Farta

II - Cheia

III - Intermédia

IV - Faminta

Fig. n° 20 - Aparéncia do abdomen nos diferentes estados de fome, na esquerda vista lateral,
na direita vista abdominal (Adaptado de FAO Corp. Doc. Repository).
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Segundo Jackson (1933) a caracterizacao destes estados é a seguinte:

a) uma glossina encontra-se no estado I ou II quando o seu abdémen ndo estd
enrugado, nem concavo, do lado ventral; ndo tem cor de palha e é opaco, pelo menos
em dois ter¢cos do comprimento, quando se examina contra a luz;

b) no estado IV o abdémen deve ser francamente cdncavo ou achatado e amarelo
quando observado a luz;

c¢) no estado III, ou seja o estado intermédio, quando o abdémen nido

corresponder as condi¢des anteriores.

Para estudos de nutricdo de uma coldnia devem-se ter algumas consideracoes,
para que, valores que possam inflacionar os resultados, ndo sejam considerados, como
por exemplo as glossinas em estado de gravidez.

Eliminam-se também das determinacdes as moscas jovens que ndo tenham feito
a sua primeira refeicdo, as chamadas “mosca em jejum” (mosca teneral), o que tem um
significado ndo s6 fisiolégico mas também cronoldgico e que convém ndo confundir
com “moscas esfomeadas” (estado IV).

Devido a estes factores deve-se apenas fazer os estudos com adultos machos.

O “estado alimentar médio” (means hunger stage, M.H.S.) determina-se
multiplicando por 2 o nimero de moscas no estado II, por 3 o de moscas no estado III,
por 4 o de moscas no estado IV e a soma destes produtos € dividida pelo total das
moscas dos respectivos estados.

Determinacdes deste tipo tém sido feitas sobretudo no Grupo morsitans,

(Jackson, 1937).
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Do grupo das Glossinas morsitans, as moscas esfomeadas ao pousarem sobre
um ser humano, colocam-se de cabeca para cima, ao passo que as que se encontram

cheias ficam de cabeca para baixo (FAO Corp. Doc. Repository).

O ciclo alimentar do Grupo das morsitans € cerca de 4 dias, alongando-se na

estacdo fria para 8-10 dias, tendo a duracdo do ciclo alimentar varia¢des estacionais, que

estdo relacionadas possivelmente com a temperatura e com a humidade.

Teneral Nao Teneral

Refeicao Quando observada a luz ndo se | Vé-se drea escura no abdomen,
Sanguinea | v€ drea escura no abdémen. indicando dltima RS.

Branco - acinzentado na parte | Branco — creme palido na parte

Cor
inferior do abdémen. inferior do abdémen.
Térax mole, quando apertado | Térax mais firme, quando apertado
Torax

suavemente, entre os dedos. suavemente, entre os dedos.

Quando se aperta os lados da | Quando se aperta os lados da cabeca,

cabeca, o ptilinium €| o ptilinium nao €& facilmente
Ptilinium _

facilmente empurrado para | empurrado para fora.

fora.

Tabela n° 1 - Diferentes caracteristicas para o reconhecimento da mosca teneral e ndo teneral
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1.4.2.3 - Sistema circulatério:

Os produtos resultantes da digestdo e que sdo absorvidos, chegam aos restantes
orgdos e tecidos através do sistema circulatério, através de um simples tubo com
funcdes cardiacas a que se dd o nome de aorta, localizada ao longo do lado dorsal do
corpo.

O sistema circulatério da glossina é constituido por um liquido a hemolinfa
(“sangue”), muito rico em aminoacidos, assim como de células que fazem parte do
sistema imunitario do insecto. Nao transporta oxigénio.

Do mesmo modo sao expelidos, através dos tubos de Malpighi, os produtos

finais do metabolismo.

1.4.2.4 - Sistema neuro-enddcrino:
Todas as capacidades sensitivas e comportamentais, assim como os estimulos

visuais, olfactivos, térmicos e outros das tsétsé, sdo controlados pelo sistema nervoso.

1.4.2.5 - Aparelho reprodutor:

Glossina macho:

O aparelho reprodutor € constituido por:

- Um par de testiculos que sdo longos tubos enrolados em espiral, envolvidos
por uma membrana acastanhada e preenchidos com espermatozéides.

- Canais deferentes que partem dos testiculos e ligam-se a duas glandulas
anexas, cuja secrecdo dilui o liquido seminal e intervém na formacgdo dos

espermatozoides.
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- Canal deferente comum que ¢ um canal que parte da junc¢do dos canais
deferentes e das glandulas anexas, contorna o recto e penetra no aparelho félico

(Afonso, 2000).

Glossina fémea:

As glossinas sdo larviparas sendo o seu aparelho reprodutor constituido por:

- Dois ovarios com grandes dimensdes, assimétricos e do tipo politréfico, tendo
cada um deles dois ovariolos, um interno e outro externo.

- Dois oviductos;

- Duas espermatecas esféricas, com cor castanha e muito quitinizadas.

O esperma de um macho é armazenado nos receptidculos da fémea. Ela pode ser
inseminada mais do que uma vez e por diferentes machos. No entanto estudos
realizados demonstraram que a maioria das fertilizacdes (75%) s@o origindrias da

primeira inseminagdo (Langley, 1977., Afonso, 2000).

- Uma glandula uterina constituida por tubos ramificados que permite a
alimentacdo intra-uterina da larva;

- Utero ¢ uma estrutura muscular e muito extensivel e fica situado na regido
postero-ventral do abdémen. Termina no exterior, pela vagina, abaixo das placas

genitais.

50



Contributo para a Caracteriza¢ao molecular de uma colénia de Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850

(Diptera, Glossinidae)

1.5 - Relacao Endossibionte com a Glossina:

E também interessante referir, e como curiosidade, que a glossina, para além de
possuir um mecanismo de hemostase, tem uma relacdo endossimbionte com algumas
bactérias intracelulares. A glossina, tem uma dieta restrita, constituida exclusivamente
de sangue de mamiferos e como consequéncia, carece de outros componentes
metabdlicos, muito necessdrios para a sua sobrevivéncia e longevidade assim como para
a fertilidade das glossinas fémeas.

Ha algumas bactérias endossimbiontes com presumiveis e diferentes fungdes nas
glossinas:

A - Wigglesworthia glossinidia uma bactéria endossimbionte, intracelular, do
estdmago anterior da glossina. A principal fungdo € a de codificar as vias da biosintese
das vitaminas, que suplementam a dieta restrita da glossina. Esta hip6tese € também
sustentada, pelo facto, de que, as glossinas ficam estéreis na auséncia da

Wigglesworthia glossinidia. (MacFaddin, 1980).

Fig. n° 21 - Estomago de uma glossina
com Wigglesworthia glossinidia

(Foto de S. Aksoy)

B — Soldalis glossinidius. E também uma bactéria endosimbionte, encontrada
exclusivamente na glossina, é inter e intracelular em vdrios tecidos do hospedeiro,
incluindo o intestino médio e hemolinfa. O papel simbidtico, desta bactéria, ainda estd

pouco esclarecido. No entanto, provou-se ser dificil elimind-la selectivamente sem

induzir a esterilidade no hospedeiro (Darby, 2005).
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1.6 - O Ciclo de Vida:

O conhecimento do ciclo de vida das glossinas resulta, de numerosos estudos

efectuados em coldonias mantidas em laboratdrio e também estudos realizados no terreno

\.'“

/ 20+ 80 jours.
Cycle reproductif d’une glossine

© D. Cuisance - 1989

por diversos investigadores.

1/2 - 2 heures

Fig. n° 22 - Cliclo de vida da Glossina spp Fig.n°® 23 - Pupas e glossinas tenerais

(FAO Corp. Doc. Repository). (Foto da autora).

A grande maioria das fémeas é fecundada antes de efectuar a primeira refeicio
sanguinea, ou pouco tempo depois mas, sé no 3° dia de vida no estado de imago
atingem a capacidade maxima de acasalamento e de fertilizagao.

A cépula dura geralmente pouco mais de uma hora (Jordan, 1958).

Durante o coito, o edeago penetra na vagina e a sua porcao terminal adapta-se a

abertura do canal das espermatecas, depositando o espermatéforo (massa gelatinosa

contendo espermatozoéides).
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O ovo ¢ fertilizado no ttero e trés dias depois, dd-se inicio ao primeiro estadio
larvar (L1), que atinge cerca de 1,8 mm de comprimento e permanece nesse estadio
cerca de dois dias.

Ao libertar-se do seu revestimento, d4 origem a larva do segundo estadio (L2),
que atinge cerca de 4,5 mm de comprimento, mantendo-se neste estadio cerca de trés
dias.

Findo este tempo, passa a um outro estadio (L3) que sofre um rapido
desenvolvimento e crescimento. A extremidade posterior da larva apresenta os lobos

polipneusticos que permitem a respiracdo larvar.

O liquido nutritivo, vindo da glandula uterina, é ingerido pela larva durante

todos os estadios.

Um dos factores mais importantes da reproducdo das glossinas € o de serem
viviparas. As glossinas pdem durante toda a vida uma larva mais ou menos de 10 em 10

dias e cada fémea € capaz de originar, ao longo de toda sua vida, em média, umas 8 a 10

larvas.
OVO ————— LARVA —— PUPA ————  — ADULTO
L1 | DY) L3
Interior da fémea Exterior

Fig. n° 24 - Representacao do ciclo de vida da glossina

(Disciplina de Entomologia Prof. Doutor A. Santos Gracio)
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A larviposi¢do ou “postura”, é normalmente diurna e em locais favordveis a
larva. Pode realizar-se junto aos locais habituais de repouso dos adultos, em solo ndo
compacto, arenoso, sob troncos e ramos caidos, em buracos existentes no solo, mas

sempre a sombra.

J& no solo, a L3 apresenta o corpo mole em forma de barril, de cor
esbranquigada, dividida em 13 segmentos, que sdo dificeis de observar na totalidade,

sendo cada um, com excepc¢do do tltimo, cobertos por mintsculas papilas.

O 12° segmento ¢ modificado e contém na sua extremidade posterior duas
saliéncias arredondadas e rugosas, os lobos polipneusticos, onde viao dar os canais
respiratérios da larva, que deixam de ser funcionais durante a vida pupal e cuja

morfologia é caracteristica da espécie.

O segmento cefilico da larva contém um par muito pequeno de apéndices

formado pela fusdo das antenas e dos palpos maxilares.

Esta larva apresenta movimentos de reptacdo e tem um curto periodo de vida

livre a superficie do solo de apenas alguns minutos (15 a 20)

A L3 penetra rapidamente no solo, gracas aos seus movimentos peristalticos,

permanecendo a uma profundidade geralmente muito pequena.
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Quando se imobiliza, o tegumento escurece, a cor de branca, passa a amarela,
depois a laranja e finalmente a castanha. Endurece e apresenta uma cor opaca, castanha

muito escura ou preta, formando assim o pupdrio, revestimento exterior da pupa

Fig.n° 25 — A - Larva; B - Inicio da formacao da pupa (sem movimentos); C - Pupa

(Foto da autora)

A pupa é formada por duas partes:
- uma, externa, o pupario;

- uma, interna, a pupa propriamente dita.

Apresenta o tegumento muito escuro até ao preto e quitiniza, tornando os

movimentos impossiveis. Tem a forma de um pequeno barril segmentado, de uns 5-6

mm de comprimento (Fig n°25).
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No interior do pupério ddo-se metamorfoses, que irdo originar o insecto adulto:

- nos dois primeiros dias, a .3 passa a L4 ou pré —pupa;

- a separacdo da nova epiderme pupal da velha cuticula larvar marca o
inicio do estadio pupal criptocefilico (trés dias);

- a evaginacdo da cabeca e dos apéndices toraxicos, a organizacao interna
dos tecidos e dos orgdos e a disposicdo traqueal marcam o inicio do estadio pupal
fanerocefalico (trés dias);

- o verdadeiro estadio pupal termina quando se dd a separacdo da
epiderme do novo adulto da cuticula pupal e € nesta fase e até a eclosdo que a glossina é

considerada um adulto na fase de pré eclosao.

ptilinum

Fig. n° 26 — A - Pupa; B - pré-eclosio da glossina Fig. n° 27 — Pré-eclosdao de uma glossina

(FAO Corp. Doc. Repository)- (Foto da autora) -IHMT

A duracdo da fase pupal varia em funcdo de diversos factores. A uma
temperatura de 24-25° C serd de cerca de 30 dias. No entanto pode variar, consoante as
estacdes do ano.

A pupacdo necessita também de uma ligeira humidade no solo, mas as
inundagdes sdo fatais, assim como temperaturas muito elevadas ou muito baixas, as

desflorestacdes, as queimadas, os predadores e os parasitas.
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A permeabilidade do tegumento pupal varia com as espécies. A Glossina
morsitans de habitat xerofitico tem uma menor permeabilidade do que as glossinas de

habitat higrofitico.

O pico da eclosdo dos adultos verifica-se a meio da tarde (G. morsitans),

condicionado principalmente pela temperatura, ndo se efectuando a temperaturas

inferiores a 18°C ou superiores a 32°C.

A eclosdo do adulto da-se pela ruptura da casca da pupa, causada pela pressdo de

um saco eversivel, o ptilinium, situado entre os olhos, que ap6s a eclosio € recolhido.

As humidades relativas baixas impedem a eclosdo, talvez por desidratarem a

pupa.

A fecundidade depende em grande parte da alimentagdo e o ritmo das posturas

depende também da temperatura ambiente.
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1.6.1 - Criadouros:

O conhecimento da ecologia do estado pupal e das condi¢gdes a que obedecem os
criadouros naturais, assim como a localizagdo destes, tem evidentemente uma grande
importancia.

Uma das formas possiveis de combate a glossina € o combate as pupas, quer
directa, por apanha ou outro método, quer indirecta, pela modificagdo do clima ou do

solo dos criadouros.

Na natureza e em determinadas regides que ndo apresentem lugares propicios
para a postura das larvas, visto ser um factor importante, ndo serd vidvel a permanéncia
de glossinas.

Exemplo de um requisito para um ciadouro da Glossina morsitans € a natureza
do solo, que tem que ser seco e solto, arenoso ou formado por detritos méveis mais ou
menos grosseiros, sem precisar de ser muito profundo, pois geralmente a pupa nao esté

a mais de 1-2 cm de profundidade.

Um outro factor € que os criadouros devem estar sempre em locais ensombrados

e abrigados da chuva.
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1.6.2 - Fase de Adulto:

Fig. n° 28 e Fig. 29 - Glossina adulta (IHMT)

(Fotos da autora).

Uma vez saida da casca pupal, a glossina recolhe o ptilinium, estende as patas e
as asas antes que o tegumento seque e fica entdo no estado chamado de “jejum”, ou seja
€ uma glossina teneral, em que abddémen estd vazio e se mostra leitoso a transparéncia.

O tegumento € mole e o ptilinium sai com facilidade quando se comprime

ligeiramente a cabeca entre os dedos.

Na colénia existente em laboratério esta fase (a mais bem definida de todas), e
por ser uma metodologia aplicada, a glossina teneral fica cerca de 12-24 horas, sem a

primeira refeicdo sanguinea.

Na natureza no entanto, nao se sabe qual o tempo em que a glossina teneral leva
a procurar a sua primeira refeicao.

Desta fase em diante é muito dificil distinguir a idade das glossina adultas.

Para estudos das populacdes por idades, tém-se estabelecido escalas de idade das
Tsétses, sendo a mais usada a de Jackson (1946), que distingue 6 idades, caracterizadas

pelo grau de desgaste do bordo das asas.
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1.6.3 - Duracio da vida:

A duracdo de vida das glossinas é de interesse relativo, uma vez que, tanto o
habitat, clima e outras dificuldades inerentes ao trabalho de campo, s6 nos permite ter
uma ideia aproximada desse factor e nunca uma quantificagio exacta.

Alguns dados obtidos através da manutencdo de glossinas em ambiente
laboratorial sdo inevitavelmente inexactos, quanto a duracdo da vida das glossinas, pelo
artificialismo, em parte favoravel, em parte desfavoravel.

No entanto, estudos de Vanderplank (fide Buxton, 1955), Geigy (1948), e Nash
& Page (1953), verificaram que as fémeas t€m um tempo de vida superior ao dos

machos

1.6.4 - Proporc¢ao sexual:

A propor¢do sexual, sex-ratio, ou relagdo entre o nimero de machos e o de
fémeas, € sensivel a diversas ac¢des: climdticas e bioldgicas.

Este dado é importante, para estudos epidemioldgicos nas populacdes naturais,
assim como, para estudos do modo como uma populacdo de glossinas pode ser
modificada.

Em estudos realizados em laboratério, verificou-se que, a nascenca, o sex-ratio,
tem aproximadamente uma proporcao de 1/1 (Barros Machado, 1958).

Na colénia do IHMT em Lisboa verificou-se que o nimero de glossinas que
eclodem t€m também uma proporg¢do idéntica, embora por vezes se tenha verificado um

maior nimero de glossinas fémeas eclodidas num dia.
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No entanto, o nimero de glossinas fémeas na coldnia é muito superior ao dos
machos, sendo este dado também verificado na natureza (Machado, A. Barros 1958).

A explicacdo deste factor, segundo vérios estudos referidos, é de que as
glossinas fémeas duram francamente mais tempo do que os machos.

Na natureza, a estagdo do ano e o tipo de vegetacdo, por exemplo, sdo factores
de variagdes do sex-ratio. Sabe-se também que os machos sdo mais afectados pelas

temperaturas elevadas do que as fémeas.

1.6.5 - Causas de morte:

As razdes de maior susceptibilidade de causar a morte mais ou menos rapida das
glossinas na natureza sao:

- as condicdes climdticas desfavordveis em determinados periodos do ano;

- a falta de alimento suficiente;

- as queimadas;

- as inundag¢des (que afectam a pupa);

- os predadores e

- 0s parasitas.

Os predadores sdo muito variados e vdo desde o homem as formigas, passando
pelas aves, batrdquios, aranhas etc.

Os parasitas, sdo numerosos, afectando uns, as glossinas no estado adulto,
outros, a pupa e a larva. Os mais frequentes sao: Nemdatodes, Himendpteros, Dipteros,

Fungos, Hemogregarinas, Bactérias, etc.
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1.7 - INTERESSE EM MEDICINA.

1.7.1- Doenca do sono ou Tripanossomiase Africana:

O interesse em medicina de estudos sobre a Glossina spp, e em especial a
Glossina morsitans morsitans € por serem o vector de uma das doengas tropicais
endémicas mais complexas, provocadas por um parasita unicelular que transmite ao
Homem uma doenca grave a “doenca do sono” ou Tripanossomiase Humana Africana
(THA), ou “Nagana”, em animais.

Esta doenca afecta uma quantidade estimada de 60 milhdes de pessoas em 35
paises africanos (OMS, 2005).

A THA ¢é uma doenga frequentemente fatal, causada pelo parasita unicelular
Trypanosoma brucei.

H4 dois tipos de parasita que afectam o ser humano: o Trypanosoma brucei
gambiense, comum na Africa Ocidental e Trypanosoma brucei rhodesiense, na Africa

Oriental.

No risk
At risk

=]
—]
[ Endemic
—1
=

High endemic \ i
Epidemic el

Fig. n° 30 — Mapa da representacio geografica da presenca do Tripanosoma brucei

(www.medicalecology.org).
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1.7.2 - Sistematica do Trypanosoma brucei:

Sistemadtica
Reino: Protista
Filo: Euglenozoa - ~ o
Classe: Kinetoplastea [ L‘- '
Ordem: Trypanosomatida f‘
Género: Trypanosoma .
Espécie: T. brucei
»
Subespécie: T. brucei brucei
T. bruce rhodesiense Fig. n° 31 - Tripanosoma brucei
T. brucei gambiense (www.dpd cde.gov)

1.7.3- Caracteristicas do Trypanosoma brucei:

O Tripanosoma brucei apresenta as seguintes formas:

» Epimastigota — o corpo basal encontra-se na posicdo anterior ao niicleo com
um flagelo largo ligado ao longo do corpo celular.

* Tripamastigota — o corpo basal é posterior ao nidcleo, com um flagelo largo

ligado ao longo do corpo celular.

A

e

Epimastigota Tripomastigota

Fig. n° 32 - Representacio de formas do Tripanossoma

(FAO Corp. Doc. Repository).
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O T. brucei encontra-se, no hospedeiro normalmente, na forma Tripomastigota e

diferencia-se em Epimastigota proliferativa nas glandulas salivares da glossina.

O tripomastigota, a forma activa no sangue do hospedeiro, tem nicleo central,
uma unica e grande mitocondria alongada que contem o cinetoplasto, zona com ADN
mitocondrial. Tem um flagelo que lhe dd4 mobilidade e a sua membrana celular
ondulante € recoberta por glicoproteinas muito imunogénicas, permitindo assim evitar a

resposta imune do hospedeiro.

As formas epimastigota e promastigota, sdo as formas encontradas na mosca
Tsétsé quando infectada, sdo menores e mais largas; contém glicossoma, granulos ricos

em glicogénio.

1.7.4 - Variacdo Antigénica das Glicoproteinas “Variant Surface Glycoprotein” (VSG):
A superficie da célula do tripanossoma tem como componente, um revestimento
uniforme de glicoproteinas variantes, o que lhe confere uma Variagdo Antigénica

“Variant Surface Glycoprotein” (VSG). Este revestimento tem duas fungdes:

1- Como barreira fisica que bloqueia o reconhecimento da célula pelo Sistema
Imunitdrio especifico do hospedeiro, ocultando as proteinas invaridveis da superficie,
como por exemplo: canais idnicos, receptores, etc., ao reconhecimento do sistema
imunolégico

2- Como uma superficie varidvel para a célula, o que lhe permite a variacdo e

adaptacgdo especifica para evitar o sistema imunolégico.
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Acredita-se que este revestimento, altamente varidvel, é codificado por vdrias
centenas de cdpias alternativas de um gene do genoma.

E pois um mecanismo altamente eficiente para iludir o sistema imunoldgico,
uma vez que o parasita substitui o seu revestimento com uma outra variagdo de

glicoproteinas.

: |
A\ | o I
r:W}_ ,\\’{ -,, J, \\ji\,,\hs\ﬂ LJIT ufjwf “*;J

Tempo em semanas

-,

1]

Trypanosomes x 10 /mm blood

Fig. n° 33 — Esquema grafico do efeito da VSG numa infec¢io por tripanossoma

Ap6s a infecgdo, o tripanossoma expressa uma determinada VSG. Nessa altura o
sistema imunitdrio do hospedeiro gera uma resposta concreta a essa superficie de
proteinas. Nesta fase da infeccio haverd uma diminuicdo da populacdo de
tripanossomas. E nesta altura que uma célula que expresse uma VSG alternativa serd

fortemente seleccionada, ressurgindo a infeccao.

O efeito geral deste ciclo de proliferacdo e recidiva da populacgdo, devido ao
ciclo da relacdo predador/presa com o sistema imunitario do hospedeiro, d4 lugar a uma
sucessdo de episodios de infeccdo, cada uma devido a uma populacdo com diferentes

expressdes da superficie VSG.
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1.7.5 - Ciclo de Vida do Tripanossoma spp:

Os tripanossomas sdo parasitas que apresentam um ciclo de vida monoxénico.
O parasita existe na saliva das moscas Tsétsé e € injectado durante a sua refeicdo
sanguinea.

A forma tripomastigota, multiplica-se e invade todos os fluidos corporais,
incluindo sangue e fluido extracelular nos tecidos.

Uma glossina € infectada quando se alimenta de um individuo doente
(infectado).

Ao longo de um determinado tempo, cerca de um més, o parasita assume varias
formas (principalmente epimastigota), enquanto se multiplica no corpo da mosca,

invadindo finalmente as suas glandulas salivares.

Tsetse fly Stages Human Stages
Epimastigotes multiply Taetze fly takes
in salivary gland. They p gm:" b'“ﬁcd"’"es" . Injected metacycic
transform into metacyclic " ey Iy geies] trypamastigotes transform

irypomastligotes. into bloodstream

trypomastigotes, which
are carried to other sites.

Trypomastigotes multiply by

P ic trypomastigotes ) i 5
aeyclic tryp 9 binary fission in various

leave the midgut and transform

i i : body fluids, e.q., blood,
into epimastigates
pimastiy lymph, and spinal fluid.
Tsetse fly takes
a blood meal
(bloadsireanm iy pomastigotes
ane ngested)
(6] % A
Bloodstream lr\-pomasligol}'-—
tramsform inte procyclic ,J' 'I,— °anpumasligule-5 in blood
trypomastigotes in iseise fiy's —
midgut, Precyclic tryposmatigotes - a"ﬁ,
multiply by binary fission, A
" I
A= |nfﬂl:[I'.'E' Stage BAFER - HEALTHIER » FEOFLE™
A\ = Diagnostic Stage hitp:ifwww. dpd.ede govidpdx

Fig. n° 34 — Ciclo de vida do Tripanossoma spp
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Etapas no hospedeiro:

@Durante a refeicio sanguinea no hospedeiro mamifero, uma glossina infectada injecta
o parasita em forma de tripomastigota metaciclicos no fluxo sanguineo.

O parasita entra no sistema linfatico e passa para a circulagdo sanguinea

@ Dentro do hospedeiro, transformam-se em tripomastigotas sanguineos

© Estes, atingem todos os outros fluidos do sangue (linfa, liquido cefaloraquidiano

(LCR), multiplicando-se por fusdo binaria

Etapas nas glossinas:

© OO0 ciclo de vida completo do tripanossoma africano é representado pelas fases
extracelulares.

A mosca tsétsé, anteriormente infectada devido & presenca no sangue do hospedeiro,
(quando se alimenta), de tripomastigotas, passam para o sistema digestivo da mosca,
transformando-se em tripomastigotas prociclicos e multiplicando-se por fusdo binéria
ODeixam o estdmago da mosca e transformam-se em epimastigotas

@05 epimastigotas multiplicam-se nas glandulas salivares e por continuas
multiplicagdes, transformam-se em tripomastigotas.

OO0 ciclo do parasita na mosca tem aproximadamente a duragdo de trés semanas.

Os humanos sdo o principal reservatério do Trypanosoma brucei gambiense, mas esta
espécie pode também ser encontrada em animais.

Animais selvagens s@o o principal reservatério do Trypanosoma brucei. rhodesiense,

que pode também ser transmitido a0 homem em determinadas circunstancias.
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1.7.6 - O Contacto Glossina — Homem:

Savana

Fig.n°35 - Na Africa Oriental, as
glossinas do Grupo morsitans siao o vector
do parasita T b.rhodesian para o homem

- = . .
€ animais.

“\\"

r\ \ (adaptado de FAO Corp. Doc. Repository)
/ 1

!

|
Sy : Antilope
f " s regervatdrio

i II'| } glnssina.

g

Homem

Em zonas himidas e sub-himidas do Este Africano, os parasitas tripanossomas,
que provocam a doenga tanto nos humanos, como nos animais estio estritamente
associados as glossinas.

Estas, s@o vectores destes parasitas, mas no entanto € necessirio terem

competéncia vectorial, isto €, tém que ter a capacidade de se infectarem, permitir a

maturacdo dos tripanossomas e de os transmitir a outros mamiferos.

A Glossina morsitans morsitans, vector do parasita da THA tem como habitat
principal a savana africana e florestas de “miombo”, zonas onde a populagdo é escassa
ou mesmo inexistente. Por estas razdes a doenca € raramente transmitida ao homem,
mas no entanto por vezes este € contaminado quando associado a determinadas
profissdes (cacador, agricultor). H4 um contacto com o homem quando este entra nas

zonas onde a glossina habita.
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Quer em situagdes enzodticas, quer em situagdes epizodticas, seria importante
conhecer na circulag@o da glossina a localizacdo do parasita, pois tal permitiria conhecer
a infectividade de uma glossina.

No entanto, para que um estudo desta natureza fosse possivel, seria necessario
proceder-se a estudos no terreno, efectuar a dissec¢do das glossinas (tubo digestivo,
glandulas salivares e probdscis), com a finalidade de encontrar e caracterizar o
tripanossoma, uma vez que é, como se sabe, a saliva das glossinas a portadora dos

tripanossomas metaciclicos infectantes, o que lhes confere a sua caracteristica vectorial.

Para um estudo epidemioldgico da doenga do sono existem muitos aspectos
importantes, mas € evidente que para um estudo da propagacdo da doenga é muito

importante o grau de contacto entre a glossina e 0 Homem, no seu habitat natural.

1.7.7 — Epidemiologia:
A doenca do sono ou tripanossomiase humana ou animal ocorre apenas em

Africa, nas zonas onde existe o vector, a mosca Tsétsé.

A Subespécie gambiense existe a Oeste do vale do grande Rift africano, nas

florestas tropicais, em paises como o Gongo, Camardes e Norte de Angola.

A transmissdo € principalmente de humano para humano, com menor

importancia dos reservatdrios animais. A doenca assume a forma crénica. Para o T b

gambiense o vector € a Glossina palpalis.
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A Subespécie rhodesiense existe a leste do grande Rift, principalmente na regidao

dos grandes lagos, nas savanas, em paises como a Tanzénia, Quénia, Uganda e

Mocambique. A patologia provocada por este parasita assume a forma aguda, a mais

grave da doenga.

Os antilopes, gazelas e animais domésticos sdo reservatorios importantes do

parasita. O seu vector € a Glossina morsitans.

Quanto ao T. brucei brucei nao causa doenca em seres humanos, mas causa a

doenca Nagana nos animais.

Tabela representativa de THA e Nagana, sua distribuicio geografica e os

diferentes vectores

Espécie
Doenca Agente Distribuicao Vector
afectada
G palpalis
THA Africa G tachinoides
i Homem T. b. gambiense _
forma crénica Ocidental G fuscipes
G morsitans
G morsitans
THA Africa G swynnertoni
Homem T. b. rhodesiense
forma aguda Oriental G pallidipes
G fuscipes
G morsitans
G s wynnertoni
Antilopes -
Nagana . G pallidipes
Gado T .brucei brucei Africa
forma aguda G palpalis
Camelos
G tachinoides
Cavalo

G fuscipes

Tabela n° 2 — Adaptacao de FAO Corp. Doc. Repository
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Observando o quadro acima, conclui-se que a primeira responsavel da
Tripanossomiase Humana Africana (THA) em forma aguda e Nagana ou

Tripanossomiase Animal em forma aguda é a Glossina morsitans
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1.7.8 - Patologia da doenca — causas, incidéncias e factores de risco:

1.7.8.1-Progressao e sintomas:

Ap6s a picada e inoculacdo de tripanossomas no hospedeiro, estes multiplicam-
se localmente durante cerca de 3 dias, desenvolvendo por vezes um inchago edematoso,
denominado de “cancro tripanossémico”, que desaparece apos tré€s semanas. O inchaco

ndo surge na grande maioria dos casos por infeccdo pelo T. b. gambiense.

Nas infec¢des com T. b. rodesiense, aparece um inchago em cerca de 50% dos

casos.

Os tripanossomas sdo encontrados em ndmero significativo na circulagio
sanguinea do hospedeiro, disseminando-se e evadindo os linfonodos, invadindo o

sistema nervoso central, onde causam os sintomas tipicos da doenca do sono.

SNy <

Fig.n’ 36 - “A doenca do sono”- THA - (CDC 1996).
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Os sintomas sdo todos durante as fases de replicagdo ou parasitémia. Os
parasitas multiplicam-se no sangue, a maioria com uma mesma glicoproteina de
membrana. No entanto alguns parasitas trocam a glicoproteina por outra do seu leque de

1000 genes.

Quando o sistema imunitirio produz anticorpos especificos contra a
glicoproteina dominante, a maioria dos parasitas € destruida. No entanto parasitas com
capacidade de alteraram as glicoproteinas, ndo sio afectados pelos anticorpos devido ao

fenémeno tdo eficaz da VSG, como foi ja referido.

Os sintomas, nesta altura da doenca, tendem a cessar, mas os parasitas que nio
foram reconhecidos pelo sistema imunitdrio do hospedeiro ndo sdo afectados pelos
anticorpos produzidos, multiplicam-se, gerando nova onda parasitémica e novas

manifestagdes dos sintomas.

O resultado parasitario aumenta e os sintomas agudos vdo aumentando até
originarem sintomas do tipo crénico. A grande quantidade de anticorpos, produzidos
nesta fase, leva a formacdo de complexos dessas proteinas, que activam o Sistema
Complemento e causam também directamente danos no endotélio dos vasos sanguineos
e nos rins. Os danos nos vasos sanguineos formam edemas e microenfartes no cérebro,

enquanto a anemia € provocada pela destrui¢do dos eritrdcitos

Os sintomas iniciais e recorrentes sdo a febre, tremores, dores musculares e
articulares, linfadenopatia (génglios linfaticos aumentados), mal-estar, perda de peso,

anemia e trombocitopenia (reducdo do nimero de plaquetas no sangue).
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Na infecciao por T.b.rhodesiense um dos 6rgdos que podem ser afectados é o

coracgdo, provocando uma insuficiéncia cardiaca grave e miocardite

Mais tarde (em algumas semanas apenas), surgem sintomas neuroldgicos e
meningoencefilicos com retardagdo mental, devido a invasdo destes parasitas. Sintomas
tipicos deste processo sdo as convulsdes epilépticas, sonoléncia e apatia, progredindo

para o coma.

Esta situacdo provocada pelo T.b.rhodesiense é quase sempre fatal em seis
meses.

Na infeccao por T.b.gambiense pode levar mais de 2 anos para que os sintomas
da doenga atinjam o sistema nervoso central. Os pacientes infectados com
T.b.gambiense desenvolvem sonoléncia durante o dia e insénia a noite. A inac¢io torna-

se incontroldvel, a medida que a doenca progride, até que o paciente se torne comatoso.

1.7.8.2 - Diagnéstico e tratamento:

O diagnostico € feito geralmente pela deteccdo microscopica dos parasitas no
sangue ou Liquido Cefaloraquidiano (LCR), sendo o exame parasitolégico uma
primeira apreciacdo, no local ou seja nos pequenos postos de sadde, pelas técnicas do

esfregaco de sangue, técnica de Woo (1970) do microhematdcrito e Buffy Coat.

A serologia € outro tipo de metodologia para o diagndstico da doenga.

Também se utiliza a inoculacdo do sangue em animais de laboratério, ou a

deteccdo do seu ADN pela PCR.
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Na fase aguda, o tratamento com Pentamidina € eficaz contra T.b.gambiense e a

Suramina contra 7.b.rhodesiense.

No entanto, a resisténcia € crescente a estes farmacos. Na fase cerebral, ja podera

haver danos irreversiveis. E necessario usar um medicamento, o Melarsoprol, muito

téxico para os doentes que pode provocar a morte a cerca de 1-10%.dos doentes.

75



Contributo para a Caracteriza¢cdo molecular de uma colénia de Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850

(Diptera, Glossinidae)

1.9 - Incidéncia da Tripanossomiase na Produciao Animal em Africa:

A doenca do sono, ou Tripanossomiase Africana nos Animais (TAA), é
transmitida pela Glossina spp dificultando assim o desenvolvimento agricola de uma

grande parte da Africa.

A Glossina morsitans morsitans, é o vector responsdvel pela tripanossomiase
animal ao transmitir o Tripanossoma brucei brucei, quando esta efectua a sua refeicdo

sanguinea.

Com o crescimento demografico as populagdes rurais, tiveram necessidade de
procurarem e aumentarem as zonas para a agricultura e para o desenvolvimento

pecudrio, ocupando assim dreas onde era densa a presenca da mosca Tsétsé.

Fig n° 37 - A Tripanossomiase Africana Animal (FAO/IAEA Programe).

As tripanossomiases dos animais domésticos aumentaram de tal forma que, ndo
s0 impossibilitam a criacdo deste, em vdarias dreas, como causam graves perdas na
produgdo, devido ao fraco crescimento, diminuicdo de peso e de leite, infertilidade e

aborto.
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A drea ocupada pelas glossinas é de aproximadamente de 10 milhdes de Km” na
Africa Subsariana, tornando-se um dos maiores impedimentos para o desenvolvimento

agricola deste continente.

O problema derivado das doencas transmitidas pela Tsétsé aos animais
domésticos — nagana — sobreleva em importincia o da tripanossomiase humana. Esta

enzootia existe em todas as dreas infestadas de tsétsé, seja qual for a espécie em causa.

Além disso todas as espécies de Glossinas sdo potentes vectores das
tripanossomiases animais, se bem que a G. morsitans seja a mais perigosa, logo seguida

pela G. pallidipes (Andrade e Silva, 1956)

1.10 - Recrudescéncia das Tripanossomiases africanas:

A tripanossomiase humana e a tripanossomiase animal ficaram sob controlo no
inicio da década de 60 do século passado, quando a sua prevaléncia foi drasticamente
reduzida para niveis muito baixos (OMS, 2005), com a deteccao activa de novos casos e
tratamento, e também com aplicacio de medidas na luta anti-vectorial, utilizando

equipas maveis.

Infelizmente, ndo foi possivel sustentar os resultados de sucesso do passado
devido a factores que se alteraram. Exemplos s@o a vigilancia regular e sistematica, que
€ pedra angular do controlo da tripanossomiase, abandonada devido a falta cada vez
maior de pessoal qualificado, a deslocacdo de populagdes na sequéncia de perturbacdes
politicas e crises econdémicas e as mudancas de prioridades nas politicas nacionais,

resultaram na afectagdo de menos recursos ao sector da satide publica.
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Todos estes factores e ainda uma percentagem substancial dos habitantes nos
focos da endemia que deixaram de participar nas actividades de despistagem e a falta de

medicamentos, contribuiram para a reemergéncia da doenca, até niveis epidémicos.

1.11- Estratégia de Controlo e Prevencao:

Segundo a OMS (2005), o programa de estratégia para o controlo e eliminacio
da glossina tem como objectivo erradicar a doenca como problema de Satide Publica em

Africa até ao ano de 2015.

A meta a atingir € a redu¢do da morbidez e mortalidade atribuidas a doenca do
sono, sendo o seu principal objectivo apoiar os governos na elaboracdo e execucdo de
planos e programas para controlo da doenga, propondo uma abordagem integrada que
consiste na vigilancia epidemioldgica continua das populagdes em risco, na detec¢do
passiva e activa de casos e no seu tratamento, na redugdo dos reservatérios animais por
meio de tratamento selectivo ou em massa do gado, e na luta anti-vectorial intensiva da

mosca tsétsé nas zonas com niveis elevados de endemia ou de epidemia.

A escolha do método de controlo depende muito da espécie de glossina, bem
como do compromisso e financiamento do governo envolvido e/ou da comunidade
afectada.

Contudo, para um eficaz controlo da doenga, além do controlo das glossinas, ha

também que ter em conta o controlo nos hospedeiros, reduzindo a carga parasitaria.
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2

Uma das questdes principais, ¢ o reconhecimento e definicio do exacto
problema numa determinada regifo, organizando estudos de campo, com objectivos
bem definidos relacionados com o local (extensdo, a severidade, a prevaléncia e a

incidéncia da doenga).

Uma avaliagdo socio-econdémica deve ser também realizada, local a local para

uma tomada de decisdes, tanto a nivel de metodologias a usar como a nivel econdémico.

A estratégia de programas informativos e educacionais as populagdes sobre
saide e metodologias possiveis de utilizacdo nas aldeias rurais, o seu envolvimento

participativo ao longo de todo o processo, sdo questdes importantes a ter em conta.

Finalmente, a eficicia destas intervencdes s6 poderdo ter €xito com a avaliacdo

continua no terreno.

A vigilancia médica regular das populacdes expostas constitui a base do método
de luta, uma vez que se identificam os doentes num estado precoce, aumentando as
probabilidades de cura, reduz os reservatérios e funciona como um dos indicadores

epidemioldgicos, permitindo prevenir situa¢des epidémicas.

No controlo de populacdes de glossinas, devem ser utilizadas vdrias
metodologias, tais como: armadilhas, telas impregnadas com insecticidas, iscas vivas
com animais de grande porte, aspersdo sequencial aéreo, carros patrulha, libertacdo de

machos estéreis e outras.
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Meétodos tradicionais incluem a eliminagdo de arbustos para destruir o habitat da
tsétsé e a pulverizagdo com insecticidas pelo ar ou sobre o solo, métodos que tém sido

alvo de criticas devido aos efeitos prejudiciais irreversiveis no ambiente.

Métodos menos prejudiciais ao ambiente incluem o uso de armadilhas, como por
exemplo as chamadas iscas vivas, onde o insecticida é impregnado sobre animais, cujo
objectivo € o de a eliminar, quando esta entra em contacto com oS animais para se

alimentar.

Um outro método, para captacdo de glossinas, o chamado “man fly-round” (Shereni,
1984), que traduziremos por rondas de captura.
Uma ronda de captura, consiste na utilizacdo de uma tela impregnada com

insecticida, que se vai deslocando por caminhos conhecidos da presenca da glossina.

Fig. n° 38 - Armadilha viva utilizando animais. Fig. n°39 - Ronda de captura.

(Tsetse.FAQ).
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O veiculo patrulha € também uma outra técnica que foi anteriormente utilizada
como forma semi-quantitativa O método consiste na utilizacdo de um veiculo que

percorre dreas de glossina, utilizando uma armadilha de rede electrificada (Vale, 1974).

Fig. n° 40 - Veiculo patrulha (Tsetse FAQ).

Quanto ao derrube, actualmente, as acgdes sobre a vegetacdo, devem ser

selectivas em locais muito especificos, tais como a volta de certas plantacdes e aldeias.

As derrubas totais, de grandes dimensdes, assim como a eliminacdo da fauna

local, presentemente, por razdes ecoldgicas, ndo sao aceitaveis.
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1.11.1-Telas e Armadilhas:

Constituem sistemas de captura artificial de glossinas, visando a atrac¢do e a

reten¢do das mesmas

Armadilha de Challier

Biconical

Fig. n” 41 - Diferentes tipos de armadilhas para a captura de glossinas (Tsetse FAQ).

Fundamentam-se essencialmente em trés tropismos conhecidos:
Estereotropismo — atrac¢do pelo vulto
Esciotropismo — atrac¢do pela sombra

Fototropismo — atrac¢do pela luz (Travassos Santos Dias, 1992).

As armadilhas tém diferentes funcdes: podem capturar glossinas, permitindo
amostras para diversos estudos, ou capturar e matar, quando impregnadas com

insecticidas.
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1.11.2 - Prevencao da doenca e estratégias no controlo das glossinas:

Para a prevencéo da tripanossomose humana e ou animal, e como j4 foi referido,
sdo também, necessdrias tomadas de atitude pelas populacdes envolvidas; elaborando,
formacao adequada, campanhas de sensibilizacio e mobilizagdo das comunidades

envolvidas e expostas, para que, possam colaborar e compreender a doenca.

Fig. n° 42 - Formacao (Tsetse FAQ)

A utilizacdo de armadilhas caseiras proposta pelo Tearfund International
Learning Zone, utilizando garrafas plasticas na construcdo de armadilhas para glossinas
e colocando-as em circulo a volta da aldeia, € uma medida que pode ser utilizada pelas

comunidades rurais.

ig. n° 43 - Diferentes tipos de armadilhas artesanais.

(Tearfund Int. Learning Zone)
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As glossinas, ao contrario de quase todos os outros insectos que picam humanos,
sdo mais activas de dia, logo dormir sob redes, apesar de aconselhado, ndo é proteccao

eficaz.

E necessario usar roupas que cubram a maior parte da pele e “sprays” repelentes
de insectos. O uso de aparelhos coloridos eléctricos, que atraem e matam as moscas é
também um tipo de armadilha util, embora ndo seja possivel o seu uso em grande parte

das zonas rurais de Africa.

A doenca do sono pode também ser prevenida através de um controlo eficaz da
mosca tsétsé. A fémea desta mosca produz apenas cerca de 10 larvas durante o seu curto

periodo de vida.

Em teoria, prevenir a dissemina¢do da doenga do sono através do controlo de

moscas tsétsé deveria ser uma alternativa eficaz, uma vez que a destruicdo das

populacgdes das glossinas € fundamental para a erradicacdo da doenca.
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1.12 — Objectivos do Trabalho

A dindmica da evolugéo ciclica dos tripanossomas africanos nos seus vectores,
insectos do género Glossina, o habitat, comportamento tréfico e morfologia tém
constituido, temas de varias investigagdes.

A nossa dissertacdo tem como objectivo principal, iniciar e contribuir, com uma
primeira abordagem, para o estudo da caracterizagdo molecular das Glossinas morsitans
morsitans Westwood, 1850 (Diptera, Glossinidae) da coldnia existente no insectario da
UEM/IHMT de Lisboa.

Para esse efeito comegdmos por formar uma nova colénia de Glossina morsitans
morsitans, a que demos o nome de “Colénia Experimental”, tendo como base a coldnia,
acima referida com intencdo de usar os resultados obtidos através do estudo desta nova
coldnia, para neles basear as conclusdes apresentadas nesta dissertacdo.

O outro objectivo € investigar o sex ratio das glossinas macho e fémea eclodidas
a nascenca na jd referida “Coldnia Experimental”.

Para uma melhor compreensdo do alcance e importincia dos objectivos
mencionados, faremos um historial das Glossina morsitans morsitans, sua expansao
geografica e extensdo dos danos por ela causados em grande nimero de populacdes

humanas e animais.
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2.2 - MODELO EXPERIMENTAL UTILIZADO

2.2.1 - Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850 (Diptera,

Glossinidae):

Em todos os ensaios laboratoriais realizados foram utilizadas glossinas fémea e
macho da colénia de Glossina morsitans morsitans existentes no insectdrio da
UEM/IHMT, sendo responsével cientifico daquela unidade o Professor Doutor A. J. dos
Santos Grécio.

A presente coldnia foi iniciada hd mais de uma década, a partir de pupas de G.

m. morsitans.

Fig. n° 44 - Colodnia de G. morsitans morsitans Westwood, 1850 - insectario da UEM/IHMT.

(Foto da autora).
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2.3 - Principais técnicas de manutencio da coldénia de G. m. morsitans:

2.3.1 - Instalacoes e condicoes ambientais:

A sala do insectirio onde se encontram as glossinas tem caracteristicas
especificas e controladas para a boa manutenc¢do e qualidade da coldnia.

Um dos factores importantes € a temperatura ambiente que deve estar
estabilizada entre os 25°C +/- 1°C, com uma humidade relativa entre os 70% -75%.

As glossinas estdo expostas a periodos de luz artificial de doze horas e a

periodos de doze horas de completa escuridao.

2.3.2-Técnicas de alimentacao:

A alimentag@o in vivo das glossinas é efectuada em cobaios, Cavia (Rodentia,
Cavidae), colocados previamente em alimentadores. Todos os adultos efectuam uma
refeicdo sanguinea (RS) trés vezes por semana, (Segunda, Quarta e Sexta-feira)
permanecendo nos alimentadores pelo menos 10 a 15 minutos.

Para efectuar a sua alimentagdo a glossina utiliza mecanismos com o0s quais
conseguem ingerir grande quantidade de sangue. Sdo exemplo as substancias anti-
hemoliticas como a Aspirase (inibe a agregacdo plaquetdria) e substincias anti-

trombina, como ja referido.
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2.3.3 - Técnicas de engaiolamento dos adultos e recolha das pupas:

As glossinas adultas sdo colocadas em gaiolas do tipo Robaud. Estas sdo
revestidas por um tule branco para as glossinas fémea eclodidas, que posteriormente sdo
também utilizadas para o acasalamento.

H4 gaiolas que sdo revestidas por tule negro onde sdo colocados apenas os

machos eclodidos

Fig. n° 45 - Gaiola para glossina macho IHMT.
(Foto da autora)

Uma outra metodologia utilizada e muito importante para a eficicia e controlo
da colénia de glossinas sdo os registos da populagéo existente, dos acasalamentos, das
posturas e posteriores eclosdes. Estes registos protocolares e informativos sido colocados
em cada gaiola, usando etiquetas com as seguintes informacdes:

- ndmero da gaiola e ano decorrente;

- nimero dos machos e das fémeas;

- data de acasalamento.

Fig. n° 46 - Registo protocolar numa gaiola.

(Foto da Autora - IHMT).

0 em:

1
om o O™n®

N

89



Contributo para a Caracteriza¢ao molecular de uma colénia de Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850

(Diptera, Glossinidae)

Uma outra metodologia utilizada é colocar a gaiola que ja contém glossinas
fémea e macho para acasalamento com uma ligeira inclinacdo sobre uma tina plastica,
(Fig. n°47), para que a larva possa cair na tina e consequentemente ser colectada. As
tinas funcionam como colectores de pupas.

Os adultos mortos encontrados nas gaiolas sao retirados.

Fig.n’ 47 - Gaiola de glossinas.
(Foto da Autora - IHMT).

2.3.4 - Técnica de acondicionamento das pupas:

Ap6s a colecta das pupas, estas sdo colocadas em frascos de vidro transparente,
com tampas plasticas perfuradas. Nestes frascos coloca-se areia de grido fino
ligeiramente humedecida até cerca de 2 cm de altura, sendo as pupas colocadas mais ou
menos a lcm de profundidade.

Cada frasco é devidamente identificado com a data da postura e o nimero de
pupas colocadas. Este controlo é também importante por nos poder dar uma estimativa

de glossinas eclodidas por cada frasco.
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Fig.n’ 48 - Larvas e pupas. Fig.n’ 49 - Acondicionamento de pupas.
(Fotos da autora - IHMT).

R 3 d .
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Fig. n°50 - Frascos com pupas para a formacio da “Colénia Experimental”.

(Foto da autora — IHMT).

2.3.5 - Técnica da recolha dos adultos eclodidos:

Apés a eclosdo, as glossinas adultas vdo sendo retiradas para as gaiolas
respectivas.

Retirar as glossinas dos frascos onde eclodiram é uma técnica simples mas que
requer habilidade do técnico, assim como conhecimentos cientificos para, numa

primeira fase, separar por sexo as glossinas e colocé-las nas respectivas gaiolas.
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Estas glossinas sdo alimentadas, como ja referido, e apds trés a quatro dias os
adultos macho sao transferidos, se possivel em igual ndmero, para gaiolas de cor branca

onde se encontram as glossinas fémea para acasalamento.

Fig. n° 51 - Ecloséo de glossinas.. Fig. n° 52 - Transferéncia para uma gaiola de

uma glossina teneral, utilizando um tubo de ensaio.

(Fotos da autora - IHMT).

2.3.6 - Regras de higiene e seguranca para a manutencao da colonia:

Manter uma coldnia sauddvel requer procedimentos meticulosos para a
longevidade e reproducao das glossinas.

Tanto a higiene da sala, das gaiolas, tinas, frascos, tubos de ensaio ou de
qualquer outro material que seja manuseado, deve ser cuidadosa para evitar o

desenvolvimento, por exemplo, de fungos.
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Outros cuidados que também sio muito importantes para a manutencdo da
coldénia sdo as condi¢cdes ambientais. Um outro factor a ter em conta é ndo manipular
produtos téxicos dentro da sala, como por exemplo, o uso de produtos de limpeza com

amonia e lixivia.

Ainda outro factor para uma eficaz manuten¢@o da coldnia, sdo os cuidados de
higiene e de saide com os cobaios utilizados para a alimentagdo sanguinea que devem
estar em boas condicdes nutricionais e ndo deverdo nunca estar sujeitos a antibiéticos ou

outros farmacos. Estes cobaios sdo criados e mantidos no biotério do IHMT.
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2.4 - Amostra:

2.4.1 - Colonia de Glossina morsitans morsitans utilizada como amostra no estudo:

A amostra utilizada, para o estudo deste trabalho, foi retirada da “Coldnia
Experimental” de Glossina morsitans morsitans, criada a partir da coldnia ja existente
no IHMT cujas caracteristicas foram descritas anteriormente.

Iniciar e contribuir, com uma primeira abordagem, para o estudo da
caracterizacdo molecular das Glossinas morsitans morsitans Westwood, 1850, da
colénia que se encontra no IHMT, € um dos objectivos da nossa dissertagao.

Assim e nesse ambito, a amostra utilizada para a andlise molecular é de
exemplares de diferentes geracdes.

O trabalho realizado na coldnia para esta dissertacdo, iniciou-se em meados do
més de Maio a Agosto de 2008. Durante todo esse periodo, e para além de todos os
procedimentos de controlo ja mencionados, as diferentes geracdes foram separadas e os
exemplares de cada geracdo foram devidamente contados.

Este procedimento deu a oportunidade de realizar um estudo sobre o sex ratio

nas trés geracdes da “Colonia Experimental”.
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Para a formagdo da “Colénia Experimental”, foram colectadas da coldénia
original, um total de (134) pupas, que foram colocadas em frascos préprios devidamente

rotulados e datados. Estas primeiras 134 pupas foram consideradas a primeira geracao.
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Fig.n® 53 - A formacao da “Colénia Experimental”.

Gaiolas com glossinas e frascos com pupas de 1 geracdo em baixo e 2* geracao (pupas) em cima

(Foto da Autora - IHMT).

2.4.2 - Metodologia utilizada na formacao das trés geracoes da “Colonia
Experimental”:
Metodologia utilizada, na formacdo das diferentes geracdes de glossinas da

“Colonia Experimental”, para posteriores estudos e segundo o esquema:

134 pupas (1% geracdio) ==mmmp> glossinas eclodidas  ====mp> acasalamento

acasalamento g glossinas eclodidas <ge=== pupas (2°geragdo)

pupas (3°geragao) wm=mp>glossinas eclodidas
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2.4.3 — Metodologia utilizada para o estudo do sex ratio da “Colénia Experimental”

de glossinas:

Para a realizacdo e avaliagdo da propor¢do sexual, sex ratio, ou relacdo entre o
ndmero de machos e o de fémeas, elaboraram-se graficos e tabelas.

Para este estudo foram contados todos os exemplares eclodidos, fémeas e
machos, e de pupas nao eclodidas por geragao.

Foi feito o célculo do Qui-quadrado aplicado as trés geracdes em estudo, assim

como aos intervalos de confianca com a aplicagdo do programa Primer 92.

2.4.4 — Metodologia utilizada para recolha de amostras de glossinas a utilizar no

estudo da analise molecular:

Para este estudo foram colectadas de cada geracdo de glossinas fémea e macho
eclodidas sem realizarem a primeira refeicdo sanguinea (glossinas tenerais), para
posterior andlise molecular.

Os exemplares recolhidos eram conservados em recipientes de vidro, contendo

etanol, devidamente rotulados e datados.
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2.5 - Analise molecular dos exemplares de Glossina morsitans morsitans Westwood,

1850:

2.5.1. — Amostras utilizadas:

A amostra € constituida, como referido, por glossinas tenerais, fémea e macho
das diferentes geracdes que posteriormente serdo dissecadas.

O processo de amostragem foi aleatério simples.

Foram utilizadas Glossinas morsitans morsitans, obtidas a partir da 17, 2* e 3%,
geracgdes, da “Colénia Experimental”, mantidas no insectario da UEM/IHMT.

Ap6s a disseccdo da glossina, esta foi separada em diferentes partes:

- cabeca, torax e abdomen, serao utilizados para a extraccio do Acido
Desoxirribonucleico (ADN) genémico.

- as patas e asas foram desprezadas.

2.5.2. — Extracc¢ao do ADN gendémico:

2.5.2.1 - Principio do método:

A extrac¢do do ADN gendémico foi realizada, com base no método de CTAB

(Krafsur & Wohlford, 1999, Stothard, 1996) com algumas modificacdes.
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2.5.2.2 — Metodologia:

Os exemplares (cabeca, térax e abdémen) de G. morsitans morsitans, foram
colocados individualmente em tubos “Eppendorf” de 1,5 ml e foi-lhes adicionado 600
ul de tampao de extrac¢do (CTAB — Cetylthrimethylaminomium Bromide) ao qual se
adicionaram 10 ul de Proteinase K.

Procedeu-se a homogeneiza¢do das amostras através de maceracdo utilizando
para isso material préprio chamado de “esmagador”

Depois de muito bem homogeneizadas, as amostras foram deixadas na estufa a
temperatura de 60° C durante 60 minutos, sendo agitadas varias vezes para uma boa

homogeneizagao.

Fig. n° 54 — Homogeneizaciao das amostras

Em seguida e apés um periodo de incubagdo, adicionou-se 750 ml de
Chloroform/Isoamyalcoohol (24:1), misturando-se suavemente durante dois minutos.
Centrifugou-se rapidamente, para que haja a separacdo da zona aquosa da zona

organica, separando o sobrenadante (zona aquosa) para novos tubos de “Eppendorf”,
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adicionando 1ml de etanol absoluto frio a cada uma das amostras, misturando-se
suavemente.

As amostras sdo novamente centrifugadas durante 15 minutos a 14 000 rpm.

O sobrenadante obtido foi desprezado por decantacdo, adicionou-se a cada
amostra 0,5 ml de etanol a 70% para a lavagem das “pellets”, sendo as amostras
centrifugadas mais uma vez nas mesmas condicoes ja referidas.

Rejeita-se novamente todo o sobrenadante e deixa-se evaporar todo o excesso de
etanol. Apds a evaporagdo total do etanol, adicionou-se 50 pl de tampao Tris-EDTA
(TE).

As amostras sio guardadas a -20°C até posteriores utilizagdes.

2.5.3. — Amplificacao do ADN genémico:

A amplificagdo do ADN genémico das glossinas foi realizada por reaccdo de
PCR (Polymerase Chain Reaction), aplicada ao gene mitocondrial COI (Cytochrome
Oxidase sub-unitl).

Os fragmentos do gene COI foram amplificados utilizando os oligonucledtidos

universais descritos por Folmer et al (1999) com as seguintes sequéncias (Tabela n°® 3):

Gene alvo Oligonucleotidos Sequéncia nucleotidica

CoI 1 5’ggtcaacaaatcataaagatattgg 3’

COI

COL2 5’ taaacttcagggtgaccaaaaaatca 3

Tabela n° 3 - Sequéncia nucleotidica e o gene alvo utilizados no presente trabalho.
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As reaccdes de amplificagdo do gene COI foram efectuadas em volumes de 25ul
utilizando o kit “PuReTaq™ ready-To-Go™ PCR beads” comercializado pela “GE

Healthcare”.

Em cada reaccao de PCR foi também incluida uma amostra negativa (sem ADN)
que serviu de controlo negativo. As reac¢des de amplificagdo foram efectuadas num
termociclador “AVISO®, GmbH Mechatronic Systems).

As amplificacdes foram realizadas da seguinte maneira:

1 - um passo de desnaturacdo a 95°C durante 5 minutos,
2 - seguindo-se 37 ciclos de amplificacdo a 95°C durante 15 segundos, e

a 58° C durante 30 segundos,

3 - 72°C durante 90 segundos e,

4 - uma extensdo final de 72°C durante 5 minutos.

2.5.4. — Electroforese em gel de agarose:

Ap6s a amplificacdo, os fragmentos de ADN foram submetidos a electroforese
em gel de agarose a 1% em tampdo TAE (Tris-Acetato 40 mM EDTA 1mM: pH:8,3),
onde foi incorporado brometo de etidio, numa concentracdo de 0,5 pg/ml.

Juntamente com os produtos de PCR, foi também adicionado um marcador de
massa molecular “HyperLadder II”” (Bioline).

As amostras foram preparadas com 6 ul de produto de PCR ao qual se adicionou
1ul de tampao (Azul de Bromofenol com glicerol).

A migracdo foi realizada a 120 V durante, aproximadamente 30 minutos.

100



Contributo para a Caracteriza¢ao molecular de uma colénia de Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850

(Diptera, Glossinidae)

Os fragmentos de ADN amplificados foram visualizados sob radiacdo
ultravioleta (UV) por emissdo de fluorescéncia do brometo de etidio intercalado do

ADN, numa cabine “Althalmager® HP, Alpha Innotech”.

2.5.5. — Purificacao e sequenciacio dos produtos amplificados:

Os produtos da PCR amplificados foram enviados para purificagdo e posterior
sequenciacdo para a empresa STABVIDA (FCT, UNL), e foram sequenciados para

ambos os sentidos, com o recurso aos oligonucleétidos COI1 e COI2.

2.5.6. Analise das sequéncias:

As sequéncias nucledtidicas ainda que parciais obtidas para o gene COI, foram
analisadas através do programa “Basic Local Aligment Search Tool” (BLAST)
(disponivel em http//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), que permitiu a pesquisa de
sequéncias homologas depositadas nas bases de dados de acesso ptiblico (disponivel em
http//www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/).

As sequéncias obtidas, quer as de Glossina morsitans morsitans, quer as que se
obtiveram com o recurso ao GenBank, foram alinhadas com o apoio do programa
ClustalW (Thompson, et al, 1994), ainda que alguns ajustes tenham sido introduzidos
manualmente. A estimativa do nimero médio de diferengcas nucleotidicas (K), a
diversidade nucleotidica () e a diversidade de haplotipos (Hd) foram analisados de

acordo com Nei (1987) com o apoio do programa DnaSP 4.10.7 (Rozas et al, 2003).
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3.1 — Introducao:

Os resultados obtidos durante a formacdo da colénia de Glossinas morsitans
morsitans, para o presente estudo, deram também a oportunidade como referido nos
nossos objectivos, de realizar alguns estudos sobre a populagdo de glossinas da
“Colénia Experimental”’em estudo, nomeadamente aos adultos eclodidos, segundo o
género, nas diferentes geracdes, bem como ao nimero de pupas néo eclodidas.

Dos resultados obtidos foi também possivel determinar o sex ratio das trés
geragdes como era nosso objectivo e a partir dos quais foi possivel elaborar um

conjunto de graficos e de quadros para uma melhor clarificaco.
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3.2 - Estudos de glossinas eclodidas macho e fémea, por geracao:

3.2.1 — Primeira geracio:

A 1?7 geracdo decorre de Maio de 2008 a meados de Junho de 2008 com um
nimero de pupas de (N=134), colocadas em frascos préprios, numerados e datados,
consoante o procedimento utilizado na colénia de glossinas do IHMT. Neste conjunto
de pupas procederam-se a estudos relacionados com o nimero de glossinas adultas
eclodidas, fémea e macho, assim como o nimero de pupas nido eclodidas.

Foram utilizados 15 frascos, devidamente identificados, numerados e datados,

contendo cada um determinado niimero de pupas (Anexo 1).

1? Gera(;?lo E Nio eclod
12 4 B Machos

O Fémeas

N° glossinas eclodidas e pupas nao
eclodidas
[o)}

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Frascos

Grifico n° 1 - Representacio grafica de glossinas macho e fémea eclodidas e de pupas

nao eclodidas na 1* geracao.
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Nesta geracdo, verificou-se que as glossinas fémea que eclodiram sio em
nimero superior as das glossinas macho eclodidas, como se comprova no seguinte

quadro:

Numero de glossinas macho eclodidas = 55; (41%)

Numero de glossinas fémea eclodidas = 69; (51,5%)

Numero de pupas nao eclodidas = 10; (7,4 %)

Quadro n°1 - Totais e percentagens de glossinas e pupas na 1° geracio

Na 17 geracgéo, a relagdo do sex ratio a nascenca de glossinas macho e glossinas

fémea é de 1:1,3.
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3.2.2 — Segunda geracio:

Durante o més de Junho de 2008, obtiveram-se os primeiros adultos eclodidos e
apoés o seu acasalamento, as pupas resultantes iniciam a 2° geracao.

Ap6s a eclosdo e contagem de glossinas macho, glossinas fémea e de pupas nao
eclodidas (Anexo 2), a amostra para o estudo desta geracdo ¢ de N=85; conforme se

apresenta no grafico seguinte:

7
2 Geracao
& 12
2
=
= 10 A
v w»n
S &
% 3 81 @ ndo eclod
S S
S 9 67 B Machos
>3
v A
'g ,§ 4 O Fémeas
2
2 2
oY)
z 0

Grifico n° 2 - Representacio grafica de glossinas macho e fémea eclodidas e de pupas

nao eclodidas na 2% geracao.

Verificou-se também que as glossinas fémea que eclodiram sdo em nimero

superior as das glossinas macho eclodidas, segundo o seguinte quadro:

Niumero de glossinas macho eclodidas = 37; (43,5%)

Numero de glossinas fémea eclodidas = 40, (47 %)

Numero de pupas nao eclodidas = 8; (9,4 %)

Quadro n°2 - Totais e percentagens de glossinas e pupas na 2° geracao
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Como pode ser verificado no quadro n°2, hd também um maior nimero de

glossinas fémea eclodidas, sendo a relacdo sex ratio a nascenca desta geracao de 1:1,1.

3.2.3- Terceira geracao:

Durante e ao longo dos meses de Julho de 2008 a meados de Agosto de 2008
deu-se inicio a 3" geracao
Para o estudo desta geracdo a amostragem é de N=132, conforme Anexo 3,

dando origem ao seguinte grafico:

r
3? Geracao
¢ [@ néo eclod
12
- W M achos
1§ 10 - 0O Fémeas
<
o
2
o 8 -
22 8
83
72}
72}
2
) 2
Z
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Frascos

Grifico n° 3 - Representacio grafica de glossinas macho e fémea eclodidas e de pupas

nao eclodidas na 3" geracao.
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Verificou-se novamente que as glossinas fémea que eclodiram na 3 geragdo sdo
em numero superior as das glossinas macho eclodidas, como se verifica no seguinte

quadro:

Niuimero de glossinas macho eclodidas = 57; (43,2)

Niimero de glossinas fémea eclodidas = 66; (50%)

Niimero de pupas nao eclodidas = 9; (6,8%)

Quadro n°3 - Totais e percentagens de glossinas e pupas na 3° geracio

A terceira geracdo de glossinas macho e fémea mantém o mesmo padrido das

geracdes anteriores, sendo a relacdo do sex ratio desta geracao de 1:1,2.
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3.3 — Estudo das glossinas macho e fémea eclodidas e de pupas nao eclodidas por

geracao:

Com este estudo, pretendemos mostrar, relativamente as trés geragodes, qual a

que apresenta um maior nimero e percentagem de glossinas eclodidas macho, fémea e

de pupas ndo eclodidas por geracao.

3.3.1 — Relacao de glossinas macho eclodidas por geracao:

( )
Glossinas machos eclodidas/geragoes
o Legenda:
=
o
o
S
£ Geracoes | G-macho
° @ glossinas machos ¢ eclodidas
P - 553
s (41%)
8 20 37;
(43,5%)
12 geragéo 22 geragdo 3¢ geragdo 3? 57;
Geracoes (43,2%)
\.

Grafico n°4 - Representacao grafica das glossinas macho eclodidos nas trés geracoes.

O gréfico n°® 4, mostra-nos, em cada geracdo estudada, os valores obtidos, tanto
em numero de glossinas eclodidas como as respectivas percentagens, em relacdo as
amostras.

Assim na 1?* geracdo eclodiram 55 machos (41%), numa amostra de N=134.
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Na 2? geracdo apenas eclodiram 37 machos (43,5%), em N=85, sendo a terceira

geracdo aquela onde se obtiveram o maior nimero de machos eclodidos 57 (43,2%).

Contudo, neste estudo também se verificou que em termos percentuais foi na 2*

geracdo que se obteve maior amostra de machos eclodidos.

3.3.2 — Relacao de glossinas fémea eclodidas por geracio:

Glossinas fémeas eclodidas/geracéao

]
o

. 60 Legenda

% 50

3 Geragdes Gfémea

g 40 eclodidas

i o] [ [ O

: (51,5%)

; i 22 40;

g 47 %)
o 32 66;

(50%)

12 geragao 22 geragao 32 geracao

\,

Grafico n°5 - Representacio grafica das glossinas fémea eclodidas nas trés geracoes.

O Grifico n° 5 representa o total de glossinas fémea eclodidas por geracio.

Com a apresentagdo desta relacdo de glossinas fémea eclodidas por geragao,

podemos verificar que a percentagem entre a 1* geracdo e a 3* geracdo € muito idéntica,

sendo a 2° geracdo a que obteve menor percentagem de glossinas fémea eclodidas.
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3.3.3 - Relacao de pupas nao eclodidas por geracgoes:

Pupas nao eclodidas/geracéao

O pupas

Numero de pupas nio eclodidas

12 geragé@o 22 geragéo 32 geragéo

Geragoes

Legenda
~ Pupas nao
Geracbes eclodidas
a 10;
! 7.4%
27 8;
9,4%
3 9;
6,8%

Grifico n°6 - Representacio grafica de pupas nio eclodidas nas trés geracdes.

O grifico n° 6, representa as pupas ndo eclodidas nas trés geracoes.

E na 2° geracio onde a percentagem de pupas nio eclodidas foi maior (9.4%).
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3.3.4 — Relacao das glossinas macho e fémea eclodidas e pupas nao eclodidas nas

trés geracoes estudadas:

\,

100%-
90%-
80%-
70%-
60%-
50%-
40%-
30%-
20%-
10%-

3¥geragdo. <

L 7665(00%) | 2

0%-

fémeas

machos

01)‘!

pupas

Grafico n° 7 — Representacao das trés geracées de glossinas fémea e macho eclodidas e de pupas

nao eclodidas.

Neste grafico estdo representadas as trés geracdes estudadas, as glossinas fémea

eclodidas, as glossinas macho eclodidas e as pupas ndo eclodidas, com os ndmeros

totais e percentagens de cada geracg@o.
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3.3.5 — Calculos da proporc¢ao das glossinas macho e fémea eclodidas nas trés

geracoes:

Do ndmero total de glossinas macho e de glossinas fémea eclodidas, das
geracdes em estudo, fizeram-se alguns célculos, assim:
- A percentagem de cada grupo de glossinas fémea eclodidas é de 54%;
- A percentagem para o grupo de glossinas macho eclodidas é de 46%,

como se pode verificar na tabela seguinte.

* Geragdes  Machos |  Femeas
1* 55 69
2? 37 40
3 57 66
Total 149 175 324
Percentagem 46 % -

Tabela n° 4 — Total e percentagem das glossinas nas trés geracoes.

A proporcdo de fémeas (54%), com um intervalo de confianca de 95%, é de

48,5% a 59,5%, com um erro padrio da estimativa de 2,8%.
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3.4 — Estudos da analise molecular das Glossinas morsitans morsitans Westwood,

1850:

3.5. — Seleccao das amostras:

Para o presente estudo foram utilizados 50 exemplares de Glossina morsitans

morsitans tenerais (do insectario da Unidade de Entomologia Médica do IHMT),

obtidas durante trés geracdes.

3.6. — Analise molecular das amostras:

3.6.1. — Amplificacdo do gene COI do ADN mitocondrial (mtDNA):

Em todas as amostras estudadas, observou-se um fragmento com um peso

molecular de aproximadamente de 680 pb. (Figura 55).

N 1 2 3540808 Mol mSanied 11412 M

>~ 680 pb

Fig. n° 55 - Visualizacao do gel de agarose a 1% dos produtos da PCR para o gene COI de
..... algumas das amostras da populacao de G. morsitans morsitans. CN- controlo negativo;
............... 1-12 amostras da populacio de G. m morsitans.
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3.6.2. — Sequenciacao das amostras amplificadas

As sequéncias nucleotidicas obtidas, ainda que parciais para as diferentes

amostras, foram alinhadas e agrupadas, com a introducdo de ajustes introduzidos

manualmente (Figura 56).
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AT TAA TTG GAG ATG ATC AAA TTT ATA ATG TAA TTG TTA CAG CTC ATG C

AT TCG TTA TAA TTT TTT TTA TAG TAA TAC CTA TTA TAA TTG GAG GTT T

TG GAA ATT GAT TAG TTC CTT TAA TGC TAG GAG CTC CTG ATA TAG CAT T

Fig. n° 56 - Alinhamento das sequéncias nucleédtidicas parciais analisadas para o gene

COI do ADN mitocondrial.
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(Diptera, Glossinidae)

Fig. n°56 — Cont. - Alinhamento das sequéncias nucledtidicas parciais analisadas para o gene COI
do ADN mitocondrial.

As sequéncias ainda que parciais analisadas, apresentaram trés haplotipos
diferentes, tendo-se classificado em Hapl, Hap2 e Hap3. (assinalados na Figura.56).

O Hap2 foi identificado na amostra G.m.morsitans 3 e o Hap3 foi identificado
na amostra G.m.morsitans 4. Nas restantes amostras foi identificado o Hap1, como se

pode observar na Figura 56.
O célculo da diversidade nucleétidica para o conjunto das amostras foi de 7=

0.006 enquanto para a diversidade haplotipica foi Hd= 0.345 + 0,172. O ntimero de

diferencas entre nucleotidos (K) foi de 0,345.
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As sequéncias obtidas para as amostras de Glossina morsitans morsitans foram
depois alinhadas em conjunto com as sequéncias homologas para 0 mesmo gene em

estudo, disponiveis na base de dados (GenBank).
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Fig. n° 57 - Alinhamento das sequéncias nucleétidicas parciais das amostras G .m.
morsitans com a sequéncia de referencia EF 531200.1 (G. morsitans) obtida a
partir do GenBank.
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(Diptera, Glossinidae)

Fig. n° 57 — Cont- Alinhamento das sequéncias nucleétidicas parciais das amostras G .m.
morsitans com a sequéncia de referencia EF 531200.1 (G. morsitans) obtida
a partir do GenBank.
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(Diptera, Glossinidae)

Fig. n° 57 — Cont— Alinhamento das sequéncias nucledtidicas parciais das amostras G .m.
morsitans com a sequéncia de referencia EF 531200.1 (G. morsitans) obtida a
partir do GenBank.

As sequéncias analisadas apresentaram 4 haplotipos (Hapl, Hap2, Hap3 e
Hap4). Verificou-se que os haplotipos Hapl, Hap3 e Hap4 foram identificados apenas
numa amostra, ou seja, o Hapl foi identificado na amostra consenso (EF 531200.1), o
Hap3 na amostra G.m.morsitans 4 e o Hap4 na amostra G.m.morsitans S.

O Hap2 foi identificado nas restantes amostras de G.m.morsitans.

O célculo da diversidade nucleétidica (7) para o total das amostras, incluindo a

amostra consenso, foi de = 0,0084 + 0,0063.
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(Diptera, Glossinidae)

A diversidade haplotipica (Hd) foi de 0,454 + 0,170 e o nimero de nucledtidos

diferentes (K) foi de 4,818.

121



IV- CONCLUSOES:

122



Contributo para a Caracteriza¢ao molecular de uma colénia de Glossina morsitans morsitans Westwood, 1850

(Diptera, Glossinidae)

Como referido nos nossos objectivos para este trabalho, formou-se uma
“Coldénia Experimental” a partir da colénia de Glossinas morsitans morstans

Westwwod, 1850 (Diptera Glossinidae) da UEM/IHMT.

Obtiveram-se trés geracdes nesta colénia que foram estudadas para os seguintes
objectivos:

- Contribuir para uma primeira abordagem para a caracterizacdo molecular da
Glossina morsitans morsitans Westwood 1850 (Diptera, Glossinidae),

- Estudar o sex ratio das glossinas macho e fémea eclodidas a nascenca.

Durante a formagdo da coldnia e ao longo de cada geracdo, foi possivel observar
a relacdo macho/fémea das glossinas eclodidas a nascenca, podendo esta relacdo ser

definida como sendo o niimero de machos para cem fémeas.

Para determinar essa relacdo foram contadas todas as glossinas eclodidas a

nascenca e que por defini¢do corresponde ao sex ratio secunddrio (Pavlik, 1990).

Na natureza, Fisher, 1930., e Fraga de Azevedo, 1964, afirmaram que a relacio

de sex ratio entre machos e fémeas € de 1/1.
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(Diptera, Glossinidae)

A relacdo sex ratio entre glossinas macho e fémea eclodidas na colénia em

estudo por geragdo foi a seguinte:

Na 1* gerag@o a relacdo sex ratio é de 1:1,3.
Na 2* gerag@o a relacdo sex ratio € de 1:1,1.

Na 3* gerag@o a relacdo sex ratio € de 1:1,2.

Pode-se, perante os resultados verificados, afirmar que a coldénia de Glossina
morsitans morsitans do IHMT apresenta um sex ratio idéntico ao estudado em glossinas

que vivem no seu habitat natural.

O Qui-quadrado aplicado as trés geracdes demonstra que as diferencas de
proporcdes entre elas, ndo sdo significativas (Qui-quadrado=0,271, Graus de
liberdade=2, p=0,873).

Pode-se, por isso, utilizar a proporcdo total de 54% de glossinas fémea (Erro
Padrao da estimativa=2,8%).

O intervalo de confianca de 95% para essa proporcao é de 54,0% +/- 1,96 x 2,8
(Limite inferior = 48,5%, Limite superior = 59,5%).

Como o intervalo inclui os 50% (valor descrito noutros estudos), ndo ha

diferenca estatisticamente significativa, relativamente aos nossos dados (54%).
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(Diptera, Glossinidae)

O presente trabalho permitiu também apresentar as primeiras sequéncias, ainda
que parciais, do gene COI do ADN mitocondrial de uma populagdo de Glossina
morsitans morsitans Westwood, 1850 mantida ha varias geracdes, no insectdrio da

UEM do IHMT.

Neste estudo foram detectados trés haplotipos entre as sequéncias das amostras
de laboratério, e quatro haplotipos quando foram comparadas as sequéncias com a

sequéncia encontrada na base de dados.

Considerando que a diversidade haplotipica € um indice que reflecte a
probabilidade de dois haplotipos, escolhidos ao acaso numa populagdo, serem
diferentes, enquanto que a diversidade nucleotidica reflecte a probabilidade de dois
nucledtidos homologos escolhidos ao acaso serem diferentes numa populagdo (Nei &
Li, 1979).

Assim, a média da diversidade haplotipica encontrada para o gene COI foi de
0,006 + 0,003, e de 0,0084 + 0,0063, respectivamente, apresentando uma baixissima

diversidade.

Wohlford et al (1999) ao compararem duas populagdes de G. morsitans
morsitans criadas em laboratdrio, verificaram que uma das populagdes apresentava uma
diversidade mais elevada, relativamente a outra populagéo.

A justificacdo apresentada pelos autores estaria relacionada com o tempo de
manutengdo das popula¢des em laboratdrio, ou seja, quanto maior for a manutengdo das

populacdes em laboratério, menor seria a diversidade entre elas.
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Anexo 1

Glossinas de 1* Gerac¢ao (Maio a Junho de 2008)

N° de pupas | Glossinas Glossinas ~

Frascos em cada femea macho Pup as. nao

frasco eclodidas eclodidas eclodidas
1 8 4 2 2
2 9 4 5 0
3 9 5 3 1
4 10 5 3 2
5 10 6 4 0
6 9 5 4 0
7 9 5 4 0
8 8 5 3 0
9 9 4 5 0
10 8 4 4 0
11 9 5 4 1
12 10 4 3 2
13 9 4 4 1
14 9 3 5 1
15 8 6 2 0

Totalde ~ | 1269 | Total=55 | Total =10

pupas 134
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Glossinas de 2 Geracao (Junho de 2008)

Anexo 2

N° de pupas | Glossinas Glossinas ~
Frascos em cada fémea macho Pupas. nao
frasco eclodidas eclodidas eclodidas
1 10 3 5 2
2 9 3 5 1
3 9 4 3 2
4 8 4 4 0
5 9 5 4 0
6 7 4 2 1
7 8 4 4 0
8 8 4 3 1
9 7 3 3 1
10 10 6 4 0
Total= 85 Total =40 Total =37 Total =8
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Anexo 3

Glossinas de 3" Geracao (Julho a Agosto de 2008)

N° de pupas | Glossinas Glossinas ~

Frascos em cada fémeas machos Pupas. nao

frasco eclodidas eclodidas eclodidas
1 10 4 6 0
2 9 4 4 1
3 9 4 3 2
4 8 4 4 0
5 9 5 3 1
6 7 4 2 1
7 8 4 4 0
8 8 5 3 0
9 7 4 3 0
10 10 6 2 2
11 9 4 4 1
12 10 4 6 0
13 9 5 4 0
14 8 3 5 0
15 6 3 2 1
16 5 3 2 0

Totalde | 7 i:1-66 | Total=57 | Total=9

pupas = 132
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