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Resumo Geral

Trypanosoma rangeli € um protozoario hemoflagelado parasita de triatomineos
e mamiferos, com a distribuicdo geografica em varios paises latino-americanos.
Neste trabalho abordamos de trés formas o estudo sobre o T. rangeli nas
diferentes espécies de Rhodnius. Na primeira abordagem, estudamos a
suscetibilidade e a competéncia vetorial das diferentes espécies de Rhodnius a
cepa SC-58 de T. rangeli (genétipo KP1-), testando a hipétese de que essas
espécies poderiam apresentar diferente susceptibilidade a cepa SC-58 devido
a um mecanismo hipotético de co-evolugdo parasito-vetor; na segunda,
analisamos o processo de penetracdo e adesdo do T. rangeli nas glandulas
salivares e morfogénese do T. rangeli em R. robustus; e na terceira,
analisamos a influéncia da infecgcdo por T. rangeli na biologia de algumas
espécies de Rhodnius, testando a hipdtese de que ha diferenca no ciclo
biolégico e comportamento alimentar dos espécimes infectados, quando
comparados com o0s insetos ndo infectados. Na primeira abordagem,
analisando-se a evolugcdo da infeccdo por T. rangeli em 4 espécies de
Rhodnius (R. neglectus, R. pictipes, R. robustus, R. nasutus), observou-se que
a suscetibilidade (desenvolvimento no intestino, hemolinfa e glandula salivar) e
0 processo de transmissdo deste protozoario foram maiores e mais eficientes
em R. pictipes, reforcando a evidéncia relatada de que esses triatomineos
podem atuar como filtros biolégicos na transmissdo de populactes
geneticamente diferentes de T. rangeli. Na segunda abordagem, através das
observacdes realizadas com Microscopia Eletrbnica de Varredura e de
Transmisséo, observou-se que o fendmeno inicial de penetracéo e invasao nas
glandulas salivares se daria por formas tripomastigotas e/ou epimastigotas. As
micrografias mostraram varias formas de flagelados nas glandulas salivares —
epimastigotas e tripomastigotas espalhadas na luz glandular. Finalmente, na
terceira abordagem, comparando-se a duracdo do ciclo de vida, a taxa de
mortalidade e o comportamento alimentar de R. neglectus, R. pictipes e R.
robustus, observou-se que alguns parametros do comportamento alimentar
como numero de picadas, deteccdo do hospedeiro, nimero de interrupgdes e
dejecdes dos triatomineos infectados foram modificados quando comparados

com os espécimes nao infectados.
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Abstract

Trypanosoma rangeli is a hemoflagellated protozoan, triatomine and mammals
parasite, present in many Latin American countries. In this work we approach
the study about T. rangeli and the different species of Rhodnius in three forms.
On the first approach, we study the susceptibility and vector competence of
different species of Rhodnius to the strain SC-58 of T. rangeli (KP1- genotype),
testing the hypothesis that these species could present different susceptibility
due to a hypothetical mechanism of co-evolution parasite-vector; on the second
approach, we analyze the invasion process (attachment, adhesion) in salivary
glands and morphogenesis of T. rangeli in R. robustus; and on the third, we
analyze the influence of the infection by T. rangeli in biology of some species of
Rhodnius, testing the hypothesis that there are differences on biological cycle
and feeding behavior on the infected species, when compared to uninfected
insects. On the first approach, analyzing the evolution of the infection by T.
rangeli in species of Rhodnius (R. neglectus, R. pictipes, R. robustus, R.
nasutus), we observed that susceptibility (thorough the intestine, haemolymph
and salivary glands development) and the transmission process of this
protozoan were larger and more efficient in R. pictipes, reinforcing the reported
evidence that these triatomines may act as biological filters in transmission of
genetically different populations of T. rangeli. On the second approach, from
observations carry out with Transmission and Scanning Electronic Microscopy,
it was observed that the initial phenomenon of attachment and invasion into
salivary glands occurred by trypomastigote and/or epimastigote forms. The
micrographics showed several forms of flagellated in salivary glands -
epimastigotes and trypomastigotes spread on the gland lumen. Finally, on the
third approach, comparing the duration of life cycle, mortality rate and feeding
behavior of R. neglectus, R. pictipes and R. robustus, it was observed that
some parameters of feeding behavior as number of bites, source host detection,
number of interruptions and dejecting in the infected triatomines were modified

when compared with those uninfected control individuals.
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Capitulo |

Introducédo Geral



1.1 Taxonomia e variabilidade populacional do  Trypanosoma rangeli

A posicédo taxondmica do Trypanosoma rangeli (Tejera, 1920) (Figura
1.1) ainda continua em debate. Com simpatria ' ao Trypanosoma cruzi
(Chagas, 1909), agente etiologico da Doenca de Chagas, o T. rangeli infecta os
seres humanos, uma grande variedade de outros mamiferos e € transmitido por
triatomineos. Contudo, o T. rangeli multiplica-se como tripomastigota na
corrente sanguinea e nao como amastigota no interior das células do
hospedeiro mamifero, e as formas metaciclicas infecciosas desenvolvem-se
tanto nas glandulas salivares como no intestino do inseto vetor. Apesar de ser
aparentemente inofensivo a mamiferos, € considerado patogénico para seus
insetos vetores, ‘sendo transmitido principalmente por insetos triatomineos do
género Rhodnius (D’ Alessandro, 1976, Cuba Cuba, 1998, Santa-lzabel et al,
2004). Considerando critérios morfologicos e comportamentais, o T. rangeli é

geralmente aceito como pertencente ao subgénero Herpetosoma.

Figura 1.1 Formas epimastigotas (E) e tripomastigotas (T) de T. rangeli da
cultura SC-58 (100x). Fonte: Barreto-Santana, 2006.

Segundo Levine (1994), o T. rangeli, esta classificado como se segue:
Sub-reino: Protozoa; Filo: Sarcomastigophora; Sub-Filo: Mastigophora; Classe:

Zoomastigophorea; Ordem: Kinetoplastida; Familia: Trypanosomatidae;

'Palavras destacadas no texto em negrito fazem ga@ossario (pagina 114).
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Género: Trypanosoma. Alguns autores como D’Alessandro & Saravia (1992)
mantiveram o parasito no subgénero Herpetosoma, porém estudos moleculares
colocaram o flagelado no subgénero Schizotrypanum (Stevens et al, 1999).

De acordo com Vallejo et al. (2007), a variabilidade das populacdes de
T. rangeli tem se demonstrado nas ultimas décadas, mediante estudos de
minisatélites de DNA , os quais mostraram diferencas genéticas entre as
cepas de Santa Catarina e as isoladas em Honduras, Colémbia e Venezuela. A
analise de polimorfismos de DNA mitocondrial mostrou que o minicirculo de
kDNA denominado KP1, se encontrou associado as cepas da Colémbia,
Honduras e Venezuela, mas ndo as cepas isoladas em Santa Catarina.
Utilizando-se amplificacdo do kDNA, na Colbmbia e em outros paises da
América Latina, detectaram-se dois grupos de T. rangeli molecularmente
diferentes. Um grupo de cepas isoladas de Rhodnius prolixus apresentou trés
classes de minicirculos de kDNA denominados KP1, KP2 e KP3 (T. rangeli
KP1+), enquanto que as cepas isoladas de R. colombiensis apresentaram
somente duas classes denominadas KP2 e KP3 (T. rangeli KP1-).

Tem se demonstrado que as cepas de T. rangeli isoladas das espécies
de Rhodnius do grupo “pallescens” ou linhagem “pictipes” (R. pallescens, R.
pictipes, R. colombiensis e R. ecuadoriensis) denominadas (KP1-) séo
geneticamente divergentes das cepas isoladas do grupo “prolixus” ou linhagem
“robustus” (R. prolixus, R. neglectus, R. robustus, R. nasutus) denominadas
(KP1+), o que indica uma possivel associacdo evolutiva entre as
subpopulacdes de T. rangeli e os grupos de espécies de Rhodnius (Vallejo et
al, 2003, 2007).

1.2 Os vetores

As espécies do género Rhodnius possuem uma variedade de habitos -
domiciliares, peridomiciliares e silvestres - e assim, a presenca de algumas
espécies em habita¢cdes humanas é muito frequente. Além disso, ha relatos de
T. rangeli em triatomineos coletados em palmeiras de diferentes regiées do
Brasil (Miles et al, 1983a, Gurgel-Gongalves et al, 2004a, Maia da Silva et al,
2007, 2009, Dias et al, 2008, 2010) . As observacdes de colbnias silvestres, em
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palmeiras e outras plantas como as bromélias, de R. neglectus e R. nasutus
perto de habitagbes humanas, como também as visitas freqientes de adultos
de R. prolixus, R. pictipes e R. robustus em habitagcbes humanas, indicariam a
formacdo de uma ligagdo entre Rhodnius infectados por T. rangeli e as
infeccbes de humanas ja descritas (Carcavallo et al, 1998, D’Alessandro &
Saravia, 1999, Coura et al, 2002).

R. neglectus (Figura 1.2) € uma espécie considerada silvestre com
capacidade de formar colénias em habitacdes humanas. Em estudos
realizados nas regides norte e nordeste do Estado de S&o Paulo, e no Estado
de Minas Gerais, foram encontradas colonias de R. neglectus em domicilios e
peridomicilios. No ambiente silvestre, esta espécie esta associada a varias
espécies de palmeiras como a Attallea speciosa (babacu), Mauritia flexuosa
(buriti) e a Acrocomia aculeata (macauba) utilizando como fonte alimentar aves,
marsupiais e roedores (Diotaiuti & Dias, 1984, Gurgel-Goncalves et al, 2004b,
Abad-Franch et al, 2009). No peridomicilio é encontrado principalmente em
galinheiros (Barretto et al, 1979, Espinola, 1985, Rocha et al, 200la). R.
neglectus tem sido frequentemente encontrada infectada por T. cruzi em
diferentes estados brasileiros (Barretto et al, 1979, Oliveira & Silva, 2007,
Gurgel-Gongalves, 2008). A infeccdo natural desta espécie por T. rangeli
também ja foi descrita no Distrito Federal (Gurgel-Gongalves et al, 2004a).

R. robustus (Figura 1.2) teve sua descricdo original baseada em um
espécime coletado na Guiana Francesa. Esta espécie foi encontrada também
na Bolivia, Colémbia, Equador, Peru, Venezuela e na regido norte do Brasil. No
ambiente silvestre, geralmente é encontrada nas palmeiras Scheelea
maracaibensis, Attalea speciosa e Acrocomia sclerocarpa (Carcavallo et al,
1998, Rocha et al, 2001b). R. robustus (s.l., ver Abad-Franch et al, 2009) tem
ampla distribuicio na Amazbnia, ocorrendo frequentemente em palmeiras
(silvestres e periurbanas) em altas densidades e com relevantes taxas de
infeccdo por tripanossomatideos (Carcavallo et al, 1975, Miles et al, 1983b,
Feliciangeli et al, 2002, Abad-Franch & Monteiro, 2007). Apesar de nao
existirem evidéncias de colonizacédo de R. robustus em ambiente domiciliar no
Brasil, espécimes adultos infectados por T. cruzi tém invadido casas na regiao
amazobnica, sendo potenciais vetores extradomiciliares ou ainda podendo

contaminar equipamentos de processamento de alimentos, representando risco
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de transmissdo oral da doenca de Chagas (Coura et al, 2002, Aguilar et al,
2007). A infeccdo de R. robustus por T. rangeli também ja foi registrada na
Amazonia (Miles et al, 1983a, Dias et al, 2010)

R. pictipes (Figura 1.2) apesar de apresentar habitos silvestres, tem sido
detectado em domicilios na regido Amazonica (Miles et al, 1983b, Fé et al,
2009, Torres & Cabrera, 2010) . E uma espécie com ampla distribuicdo na
América do Sul, sendo encontrada no Brasil, nos estados do Acre, Amazonas,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Piaui e
Tocantins (Carcavallo et al, 1999). Miles et al. (1983a,b) encontraram R.
pictipes naturalmente infectados por T. cruzi e T. rangeli, nas palmeiras
Maximiliana regia (inaja), Acrocomia sclerocarpa (mucaja) e Attalea speciosa
(babacu) na Amazoénia brasileira. Otero et al. (1976), citado por Rocha et al.
(1994), encontraram R. pictipes naturalmente infectado pelo T. cruzi, pelo T.
rangeli e com infec¢do mista.

R. nasutus (Figura 1.2) € um triatomineo caracteristico da caatinga,
porém também ocorre em florestas de babacus do Maranhdo e éareas de
transicdo cerrado-caatinga (Batista & Gurgel-Goncalves, 2009). No Ceard, esta
espécie tem sido encontrada freqiientemente no peridomicilio e intradomicilio
(Sarquis et al, 2004). Dias (2008), encontrou esses triatomineos, naturalmente
infectados por T. cruzi e T. rangeli, em cinco espécies de palmeiras, no sul do
estado do Ceara: Attalea speciosa (babacu), Mauritia flexuosa (buriti),
Copernicia prunifera (carnauba), Syagrus oleracea (catolé) e Acrocomia

intumescens (macauba-barriguda).



Figura 1.2 Espécies de triatomineos do género Rhodnius estudadas. A: R.
neglectus; B: R. robustus; C. R. pictipes; D. R. nasutus. Fonte: C. Galvao e R.

Gurgel-Goncgalves.

1.3 Interacdo T. rangeli — Vetor — Vertebrado

A interacdo do T. rangeli com o inseto vetor comeca com a ingestao de
tripomastigotas, durante o processo de alimentacdo do inseto (Figura 1.3).
ApoOs a ingestao, esse flagelado transforma-se em epimastigota, multiplica-se
no intestino do inseto e invade a hemolinfa , onde ocorre uma fase extracelular
e outra intracelular ou intra-hemocitaria. Na fase extracelular, ocorre a
presenca de epimastigotas curtos, longos e tripomastigotas longos; ja na fase
intra-hemocitaria, aparentemente existe um processo de diferenciacéo celular
em gue os parasitas intracelulares formam elementos arredondados parecidos
com esferomastigotas. N&o ha relatos da reproducao desses elementos dentro
dos hemdcitos, mas j& foi descrita a presenca de formas aparentemente
transformando-se em pequenos tripomastigotas, que ao romper-se das células
hemocitarias, sdo morfologicamente semelhantes aos metaciclicos originados
nas glandulas salivares do inseto (Cuba Cuba, 1975). Os tripomastigotas e/ou
epimastigotas penetram as células glandulares criando um vacuolo até
alcancar o limen da glandula, originando novamente os tripomastigotas
metaciclicos (Cuba Cuba, 1975, Ellis et al, 1980, Hecker et al, 1990, Azambuja
& Garcia, 2005). Por fim, terminando o seu ciclo biolégico na natureza, o T.

rangeli € transmitido ao hospedeiro vertebrado através da inoculacdo das
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formas tripomastigotas metaciclicas infectantes pela picada do vetor (Garcia et
al, 1994).

Ciclo evolutivo de Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli
huésped inventebrado: (tiatomino vector)

intestino médio hemoceloma glandulas salivares
(estomago) (hemolinfa y hemécitos) (pared externa y luz)

huésped vertebrado (hombre y mamiferos susceptibles)

Figura 1.3 Ciclo evolutivo de T. rangeli. Fonte: Cuba Cuba, 1998.

Embora o T. rangeli tenha sido encontrado em diversas espécies de
animais silvestres e domésticos, o ciclo de vida deste parasito no hospedeiro
vertebrado ainda ndo esta esclarecido, sendo escassos e controversos 0s
resultados da literatura a este respeito (D’Alessandro & Saravia, 1992, Grisard
et al, 1999).

A literatura ainda mostra controvérsia quanto a possibilidade das formas
intestinais de T. rangeli serem capazes de infectar hospedeiros vertebrados, e,
portanto completar o ciclo biolégico no hospedeiro invertebrado via tubo
digestivo com formacao de tripomastigotas metaciclicos, como ocorre com o T.

cruzi (Vallejo et al, 1988). A mais notavel caracteristica biologica (relativo a T.
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rangeli no vetor) é apresentada pela penetracdo do flagelado do intestino para
a hemolinfa e invaséo das glandulas salivares acompanhada pela formacao de
tripomastigotas metaciclicos na luz das glandulas e na saliva, ficando
infeccioso para o hospedeiro vertebrado através da picada do inseto (Guhl &
Vallejo, 2003).

Mas apesar de suas caracteristicas ndo patogénicas para hospedeiros
vertebrados, o T. rangeli induz resposta imune humoral que resulta em
elevados niveis de anticorpos (Grisard et al, 1999) que originam reacdes
sorologicas cruzadas com T. cruzi, complicando o diagndstico do parasitismo e
a epidemiologia da doenca de Chagas. No campo da identificacdo dos
parasitos no inseto vetor, ainda existem dificuldades na distincdo de ambas as
espécies em exames realizados nas fezes dos barbeiros infectados, por
técnicos nao familiarizados com a morfologia do T. rangeli.

Atualmente, sabe-se que a interacdo T. rangeli - vetor pode ser ainda
mais complexa, considerando uma hipdtese cada vez mais aceita: a co-
evolucdo entre o parasito e as diferentes espécies de Rhodnius. Sabe-se, que
na Colémbia, R. colombiensis podem ser infectados com T. rangeli KP1- e
KP1+, mas so transmite KP1- através da picada e R. prolixus infectados com T.
rangeli de ambas as subpopulagbes, sé transmite pela picada KP1+. Estes
resultados mostram que R. prolixus € suscetivel a infeccao de T. rangeli KP1+,
mas tem uma resposta refrataria a invasdao de cepas de T. rangeli KP1-
isoladas de R. pallescens, R. colombiensis e R. ecuadoriensis. O
comportamento diferencial na transmissdo dessas duas subpopulacdes esta
relacionado com a ativacdo da resposta imune do vetor, onde fatores
intrinsecos, como a producao de enzimas, lectinas e resposta humoral e celular
de fagocitoses dos diversos tipos de hemdcitos e fatores tripanoliticos ,
limitam a infeccdo parasitaria (Azambuja et al, 1991, Mello et al, 1999, Vallejo
et al, 2002, 2003).

Os estudos a respeito da biologia e do ciclo de vida do parasito ainda
tém alguns pontos que devem ser esclarecidos, pois ndo se sabe ainda, por
exemplo: se as formas esferomastigotas encontradas intracelularmente na
hemolinfa, se transformam diretamente em tripomastigotas ou passam por
outra fase; quais formas realmente penetram na membrana basal da glandula

salivar (epimastigotas/tripomastigotas); qual seria a sequéncia evolutiva do T.
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rangeli, apés a penetracdo da glandula salivar, embora se tenha documentado
grande parte dessa dinamica evolutiva em observacdes feitas com Microscopia
Optica e Microscopia Eletrénica de Transmissdo (Cuba Cuba, 1975, Ellis et al,
1980, Kitajima et al, 1998).

1.4 Distribuicdo geografica e epidemiologia do T. rangeli

O T. rangeli, € um parasito hemoflagelado que infecta diversos
mamiferos selvagens e domeésticos com larga distribuicdo geografica em
diversos paises latino americanos. Muitas vezes ocorre a sobreposicdo da sua
ocorréncia com outra espécie de tripanossomatideo, o Trypanosoma cruzi,
permitindo a ocorréncia de Unica e/ou infecgcbes mistas em ambos os
hospedeiros vertebrados e invertebrados numa mesma regido geografica
(Cuba Cuba, 1998, Grisard et al, 1999).

Embora a prevaléncia em humanos e outros animais pelo T. rangeli néo
estejam bem estabelecidas, considera-se ampla a sua distribuicdo geografica
nas Ameéricas Central e do Sul (Ramirez et al, 1998). De acordo com Guhl &
Vallejo (2003), vérias publicacdes tém demonstrado a presenca de T. rangeli
em humanos por exame direto, hemocultura ou xenodiagnostico indicando
mais de 2.600 casos registrados de infeccoes em humanos: 1.144 casos na
Venezuela; 1.117 na Guatemala; 181 no Panama; 121 na Colémbia; 61 em El
Salvador; 4 em Costa Rica; e 2 casos no Peru (D’Alessandro, 1976,
D'Alessandro & Saravia, 1992, Grisard et al, 1999). Coura et al. (1996)
informou os primeiros casos de infeccdo humana por T. rangeli no Brasil, na
regido Amazobnica, sendo nesta regido o R. brethesi considerado como o
possivel transmissor do parasito. Recentemente, dois casos de infecgdo
humana por T. rangeli foram detectados na Bahia (Sousa et al, 2008).

Dentre os registros, chama a atencao o fato de que pelo menos vinte
espécies de vertebrados silvestres, dentre 0s quais se incluem primatas,
gambas, tamanduas e morcegos (Didelphis marsupialis, Echimys dasythrix,
Choloepus didactylus, Tamandua tetradactyla, Saimiri sciureus, Callicebus
lugens, Alouatta stramineus, Cebuella pygmaea, Artibeus planirostris,

Platyrrinus lineatus, Noctilio albiventris, etc.) e trés de insetos vetores do



10

género Rhodnius (R. pictipes, R. robustus e R. brethesi) foram encontrados
naturalmente infectados na regido Amazonica (Coura et al, 1996, D'Alessandro
& Saravia, 1999, Maia da Silva et al, 2007, 2009, Dias et al, 2010). Miles et al.
(1983a) ja tinham indicado a presenca do parasito na regido Amazoénica em
amostras de tripanossomas isolados de diferentes espécies de mamiferos e
triatomineos naturalmente infectados. D'Alessandro & Hincapie (1986)
observaram a presenca do parasito no primata Saguinus mistax na mesma
regiao.

Steindel et al. (1991) descreveram pela primeira vez a ocorréncia do T.
rangeli na llha de Santa Catarina, isolado do roedor Echimys dasythrix, a
chamada cepa SC-58, citada por Vallejo et al. (2007) como cepa KP1-. Estudos
com parasitos isolados de Panstrongylus megistus silvestres através do
método de xenocultura, confirmaram os resultados anteriores e demonstraram
a presenca de infeccdes mistas por T. rangeli e T. cruzi em P. megistus
naturalmente infectados na mesma regido (Steindel et al, 1992).
Posteriormente, a ocorréncia de T. rangeli foi descrita em Minas Gerais
(Ramirez et al, 2002) e no Distrito Federal (Gurgel-Gongalves et al, 2004a),

indicando a ampla distribuicdo geografica desta espécie no Brasil (Figura 1.4).
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Figura 1.4 Distribuicdo das duas principais linhagens de Trypanosoma rangeli
com base na organizacdo de minicirculos de kDNA e sua associacdo com
triatomineos. Cepas KP1+ isoladas de Rhodnius prolixus ( @), R. neglectus
( (2)) e cepas KP1- isoladas de R. pallescens ( @), R. colombiensis (@), R.
ecuadoriensis (a and Panstrongylus megistus (@. As estrelas indicam a
distribuicdo de T. rangeli na Amazoénia de acordo com Maia da Silva et al.
(2007). Entretanto, neste estudo os isolados ndo foram caracterizados de
acordo com a presenca do minicirculo de kDNA. MX: México; GT: Guatemala;
SV: El Salvador; HN: Honduras; NI: Nicaragua; CR: Costa Rica; PAN: Panam@;
CO: Colébmbia; VE: Venezuela; EC: Equador; PE: Peru; BO: Bolivia; CH: Chile;
PA: Paraguai; BR: Brasil; AR: Argentina; UR: Uruguai. Adaptada de Vallejo et
al. (2009).
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1.5 Aspectos ultraestruturais do  T. rangeli

De acordo com Kitajima et al. (1998), a invasédo das glandulas salivares
dos triatomineos pelo T. rangeli foi estudado primeiro, em nivel de microscépio
Optico, por Groot (1952), seguido por outros autores (Herrer, 1964, Watkins,
1971, Cuba Cuba, 1975). Poucos trabalhos foram desenvolvidos utilizando a
Microscopia Eletronica, entre eles, Ellis et al. (1980) e Hecker et al. (1990)
estudaram a infeccdo das glandulas salivares dos R. prolixus, Kitajima et al
(1998) sobre os R. ecuadoriensis, Meirelles et al. (2005) sobre R. domesticus e
Barreto-Santana (2006) que trabalhou com glandulas de R. robustus infectadas
in vitro.

Um primeiro estudo ultra-estrutural sobre os mecanismos de penetracao
do T. rangeli nas glandulas salivares de R. prolixus, mostrou que os parasitos
sdo capazes de penetrar na lamina basal e atravessar o citoplasma da célula
glandular (Ellis et al, 1980). Meirelles et al, (2005) mostraram que as formas
epimastigotas atravessam a lamina basal por pequenos orificios para alcancar
o epitélio glandular. Dado verificado também por Barreto-Santana (2006), que
encontrou tanto formas epimastigotas, como tripomastigotas, penetrando
aparentemente por esses pequenos orificios.

Meirelles et al. (2005), demonstraram em Microscopia Eletronica de
Transmissdo, que apods penetrar a camada exterior da lamina basal, os
parasitos poderiam ser encontrados no espaco entre a lamina basal e o epitélio
da glandula salivar. Os epimastigotas na lamina basal, em seguida, iriam
invadir as células da glandula salivar por um mecanismo ainda desconhecido.
Depois de penetrar no citoplasma da célula glandular, eram encontradas dentro
de vacuolos, formas alongadas ou dobradas com um pequeno flagelo. Depois
de alcancar a luz da glandula, os parasitos apareciam sob a forma
epimastigota, presos pelo flagelo nas microvilosidades das células da glandula
salivar.

Ellis et al. (1980) e Kitajima et al. (1998), ja tinham indicado que ao
penetrar o citoplasma das células, os parasitos eram encontrados dentro de
vacuolos. Kitajima et al. (1998), encontraram na luz da glandula, parasitos
tanto sob a forma epimastigota, quanto sob a forma tripomastigota. Esses

autores também conseguiram observar algumas evidéncias da invasdo da
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glandula, pelo rompimento ativo da lamina basal pelo flagelo. Mas a passagem
do corpo inteiro do flagelado para o epitélio da célula glandular ndo pode ser
observada. Talvez porgue esse processo seja extremamente rapido e dificil de
detectar.

Foi sugerido que o parasito atravessa o citoplasma das células
intestinais, causando dano celular (Oliveira & Souza, 2001). No entanto, foi
também proposto que o T. rangeli cruza a barreira intestinal através de uma via
intracelular sem danificar as células (Hecker et al. 1990).

De acordo com Meireles et al, 2005, as formas epimastigotas podem
produzir uma molécula litica, que podem danificar a lamina basal, permitindo a
passagem dos parasitos através do epitélio glandular. Essa molécula litica,
nomeada rangelysin, parece estar presente em quantidades mais elevadas nas
formas epimastigotas, embora a analise FACS demonstrou a presenca
também em formas tripomastigotas.

Observa-se que muitos aspectos do processo de infeccdo da glandula
salivar dos triatomineos por T. rangeli ainda sdo obscuros, como 0 processo
inicial de penetragcdo e a morfologia das formas intracelulares da glandula
salivar, no contetdo da luz.

Todas as espécies de triatomineos apresentam trés pares de glandulas
salivares, com excecdo do género Rhodnius que ndo apresenta a tipica
glandula D3. A nomenclatura usada para as glandulas salivares - D1, D2 e D3 -
segue aquela mencionada por Barth (1954) durante seus estudos nas
glandulas salivares de Triatoma infestans. O par D1 corresponde as glandulas
principais, o D2 as glandulas suplementares e o par D3 apenas as glandulas
acessorias. De um modo geral, o par de glandulas D1 é sempre reniforme em
todos os triatomineos. As glandulas salivares tém grande diversificacdo quanto
ao numero, tamanho, forma e situacdo nos diferentes triatomineos. Em geral
estdo situadas no torax, onde encontram espaco suficiente para seu
desenvolvimento. O deslocamento para a regido abdominal resulta dos
eventuais movimentos peristalticos dos 6rgaos vizinhos (Lacombe, 1999).

No género Rhodnius as glandulas D1 e D2 sao alongadas e de cor
avermelhada, o que facilita a sua visualizacdo e extracdo para estudos
bioquimicos. As coloracdes das glandulas resultam da presenca de secrecéo

na sua luz. As glandulas D1 tém secrecdo merécrina e tem a funcdo de



14

produzir varias proteinas anticoagulantes, que € excretada para o lumen da
glandula junto com parte do epitélio que, subsequentemente, se refaz. Toda a
secrecao fica contida nos vacuolos dispersos no citoplasma. As glandulas D2
sdo mais curtas, arredondadas ou ovais, e a secrecdo € do tipo apdcrina , isto
é, feita através de continuo fluxo de “goticulas” de secrecdo saidas do

citoplasma para a luz da glandula (Lacombe, 1999).

1.6 Objetivos

Neste trabalho abordamos de trés formas o estudo sobre o
Trypanosoma rangeli e as diferentes espécies de Rhodnius. Na primeira
abordagem (Capitulo 1l) estudamos a suscetibilidade das diferentes espécies
de Rhodnius a cepa SC-58 de T. rangeli, testando a hipétese de que essas
espécies poderiam apresentar diferente susceptibilidade a cepa SC-58 devido
a um mecanismo hipotético de co-evolucdo parasito-vetor. A segunda
abordagem (Capitulo 1ll) consiste na analise do processo de invasdo das
glandulas salivares e morfogénese do T. rangeli, em R. robustus. Na terceira e
altima abordagem (Capitulo 1V) analisamos a influéncia da infeccdo por T.
rangeli na biologia de algumas espécies de Rhodnius, testando a hipbtese de
que ha diferenca no ciclo biolégico e comportamento alimentar das espécies
infectadas, quando comparados com as nao infectadas. Dessa forma, abaixo
estdo descritos o0s objetivos gerais e especificos do estudo:

1. Estudar a suscetibilidade e o comportamento bioldgico de diferentes
espécies de Rhodnius (R. pictipes, R. robustus, R. neglectus e R.
nasutus) a cepa SC-58 de T. rangeli (KP1-) infectados via repasto
artificial.

1.1 Estabelecer os periodos aproximados de desenvolvimento
intestinal, invasdo hemolinfatica e de glandulas salivares;

1.2  Verificar a capacidade de transmissao por picada;

1.3 Verificar se os R. pictipes sdo mais suscetiveis a cepa SC-58 de
T. rangeli do que as espécies de Rhodnius da linhagem

“robustus” (R. neglectus, R. nasutus e R. robustus).
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2. Investigar a invasdo do Trypanosoma rangeli em glandula salivares e
sua morfogénese, em Rhodnius robustus.

2.1 Analisar histologicamente os processos iniciais da invasao das
glandulas salivares em insetos infectados;

2.2 Estudar os eventos (adesdo/penetracdo) que acontecem na
invasdo das glandulas salivares de R. robustus, pela
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV);

2.3 Estudar a morfogénese do parasito ao longo dos eventos de
invasao glandular (niveis de observacdo MEV e MET);

2.4 Acompanhar o processo de morfogénese das formas
epimastigotas e/ou tripomastigotas para esferomastigotas

intracelularmente nas células glandulares;

3. Verificar a influéncia da infeccao por T. rangeli (SC-58, KP1-) na biologia
de R. robustus, R. pictipes e R. neglectus.

3.1 Comprovar a acdo patogénica do T. rangeli nas espécies
infectadas experimentalmente (na ecdise, digestdo do repasto
sanguineo, deformacgdes anatdmicas, mortalidade);

3.2 Comparar a duracgéo do ciclo evolutivo e comportamento alimentar
de populacfes infectadas e nao infectadas dessas espécies

de vetores.
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Capitulo Il

Suscetibilidade de diferentes espécies de  Rhodnius
(R. pictipes , R. robustus , R. neglectus e R. nasutus ) a cepa SC-58 (KP1-)
de Trypanosoma rangeli .
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2.1 Resumo

O protozoario Trypanosoma rangeli estd amplamente distribuido na América do
Sul sendo transmitido por cerca de doze espécies de triatomineos. Como
caracteristica biolégica marcante tem-se a passagem dos flagelados do
intestino do triatomineo para a hemolinfa e glandulas salivares. Entretanto,
esse processo parece ocorrer em interacdes parasito-hospedeiro especificas.
O objetivo foi estudar a suscetibilidade de diferentes espécies de Rhodnius da
linhagem “robustus” (R. robustus, R. neglectus, R. nasutus) e da linhagem
“pictipes” (R. pictipes) a cepa SC-58 de T. rangeli (KP1-). A hipGtese € que a
infectividade (intestinal, hemolinfatica e glandular) e a transmissdo deste
protozodrio sejam maiores e mais eficientes em R. pictipes. Foram
selecionadas trinta ninfas (IV e V estadios) de cada espécie para realizagdo de
repasto artificial com sangue contaminado por T. rangeli. As fezes foram
analisadas sete dias apés o repasto infectante. Ap0s a comprovacdo da
infeccédo intestinal, amostras hemolinfaticas foram coletadas. Triatomineos com
T. rangeli na hemolinfa foram alimentados em camundongos (Swiss 44) para
verificar a transmissao por picada, confirmando a infeccdo glandular.
Posteriormente, os triatomineos foram dissecados para confirmar a infeccao
das glandulas. A mortalidade e as consequéncias do parasitismo também
foram registradas. Os R. pictipes apresentaram um maior percentual de
infecc@o intestinal em menor periodo de tempo quando comparados com as
outras trés espécies de Rhodnius. Todas as espécies estudadas apresentaram
parasitos na hemolinfa (epimastigotas e tripomastigotas), entretanto o
parasitismo foi menor nas espécies da linhagem “robustus”. Com relacdo a
invasdo glandular, R. robustus e R. neglectus ndo foram capazes de transmitir
pela picada em camundongos e ap0s a dissecacao, as glandulas ndo estavam
infectadas. Dos R. nasutus, apenas um inseto foi capaz de transmitir pela
picada e dos R. pictipes, dois dos espécimes que apresentavam hemolinfa
infectada transmitiram o parasito pela picada, confirmando a infeccéo
glandular. Ja os triatomineos dessa espécie gque nao obtiveram sucesso nessa
transmissao tiveram suas glandulas extraidas e todos apresentaram formas de
T. rangeli. Observou-se que a infectividade (intestinal, hemolinfatica e

glandular) e a transmissdo deste protozodario foram maiores e mais eficientes
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em R. pictipes. Esses resultados reforcam a hipdtese de que esses
triatomineos atuam como filtros biolégicos na transmissdo de populacdes

geneticamente diferentes de T. rangeli.

Palavras-Chave: Trypanosoma rangeli; cepa SC-58; suscetibilidade; Rhodnius
pictipes; Rhodnius robustus; Rhodnius neglectus; Rhodnius nasutus; repasto

artificial.
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2.2 Abstract

Trypanosoma rangeli is widely distribuited in South America and transmitted by
around twelve triatomine species. The passage of flagellates in the triatomine
across the intestine to hemolymph and salivary glands is the main biological
characteristic. However, this process seems to occur in specific parasite-host
interactions. The aim was to study the susceptibility of different species of
Rhodnius from “robustus” lineage (R. robustus, R. neglectus, R. nasutus) and
from “pictipes” lineage (R. pictipes) to the T. rangeli (KP1-) strain SC-58. The
hypothesis is that infectivity (in the intestine, hemolymph and glands) and the
transmission of this protozoan are both higher and more successful in R.
pictipes. Thirty nymphs (stages IV and V) from each species have been were
selected for artificial meal with blood mixed with T. rangeli cultural forms. Feces
were analyzed for seven days after infecting meal. At the same time that
intestinal infection was confirmed, hemolymphatic samples were collected.
Triatomines with T. rangeli in the hemolymph were fed in mice (Swiss 44) to
check transmission bites, so confirming gland infection. Later on, triatomines
were dissected to confirm the infected glands. Mortality and consequences of
parasitism were registered, as well. The R. pictipes presented a larger
percentage of intestinal infection in a shorter period of time when compared to
three other Rhodnius species. All the species studied presented parasites in the
hemolymph (epimastigote and trypomastigote); however parasitism was smaller
in species from “robustus” lineage. Related to gland invasion, R. robustus e R.
neglectus weren't able to transmit by bites in mice and after dissecting, the
glands weren't infected. About R. nasutus, only one insect was capable of
transmitting by bites and related to R. pictipes, two of the specimens that had
infected hemolymph transmitted the parasite by biting, confirming the gland
infection. In the triatomine of this species, which weren’t successful in
transmission, had their glands extracted and all of them had forms of T. rangeli.
It has been seen that infectivity (in intestine, hemolymph and gland) and the
transmission of this protozoan were larger and more efficient in R. pictipes.
These results reinforce the hypothesis that these triatomines act as biological

filters in transmission of genetically different populations of T. rangeli.
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Keywords: Trypanosoma rangeli; cepa SC-58; susceptibility; Rhodnius pictipes;
Rhodnius robustus; Rhodnius neglectus; Rhodnius nasutus; artificial repast.
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2.3 Introdugéo

Trypanosoma rangeli é um protozoario hemoflagelado encontrado em
diferentes espécies de mamiferos e triatomineos, amplamente distribuido nas
Américas Central e do Sul, muitas vezes sobrepondo sua distribuicdo
geografica com o T. cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas. As
caracteristicas biolégicas mais marcantes de T. rangeli no hospedeiro
invertebrado sdo representadas pela passagem dos flagelados do intestino
para a hemolinfa e glandulas salivares acompanhada pela formagao de
tripomastigotas metaciclicos, tornando-se infeccioso para o0 hospedeiro
vertebrado através da picada do inseto vetor (Cuba Cuba, 1998, Machado et al,
2001, Gulh & Vallejo, 2003).

O género Rhodnius € particularmente suscetivel a infeccao por T. rangeli
e a transmissédo por inoculagéo salivar foi demonstrada em 12 das 16 espécies
nominais de insetos naturalmente e experimentalmente infectados (Vallejo et
al, 2002).

De acordo com Cuba Cuba (1975), estudos relativos ao
desenvolvimento do T. rangeli em triatomineos foram inicialmente efetuados
por Groot (1952), com uma cepa colombiana do flagelado em R. prolixus. Mas
até hoje, ainda sao relativamente escassos os trabalhos que estudam o
comportamento biolégico do T. rangeli em triatomineos infectados por via
natural, isto é, ndo por inoculacdo na hemocele, mas sim por ingestdo de
flagelados em animais infectados (Machado et al, 2001) ou por repasto artificial
(Marquez et al, 2006).

Parametros biologicos, bioquimicos e moleculares tém demonstrado
polimorfismo entre cepas de T. rangeli isoladas de diferentes triatomineos e
hospedeiros vertebrados em distintas regidées geogréficas (D'Alessandro, 1976,
Steindel et al, 1994, Grisard et al, 1999, Maia da Silva et al, 2007).

De acordo com Vallejo et al. (2002), a primeira indicagéo da presenca do
minicirculo de KDNA, denominado KP1, em cepas de T. rangeli isoladas em
ciclos domeésticos de transmissédo foi apontada por Macedo et al. (1993) e
Vallejo et al. (1994), usando técnicas de hibridizagcdo . Os autores observaram
que o sinal do minicirculo KP1 estava presente em varias linhagens da

Colébmbia, Venezuela e Honduras, mas ausente na cepa SC-58 (KP1-), isolada
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de um roedor silvestre (Echimys dasythrix) de Santa Catarina no Sul do Brasil.
Usando a mesma estratégia de hibridizagdo, o minicirculo KP1 estava ausente
nas cepas de T. rangeli isoladas de glandulas salivares de R. colombiensis na
Colébmbia, R. ecuadoriensis no Peru e em cepas isoladas do intestino de
Panstrongylus megistus no Brasil.

Vallejo et al. (2002), examinaram adultos de R. colombiensis, e
encontraram T. rangeli KP1+ e KP1- no intestino de varios espécimes e T.
rangeli KP1- em glandulas salivares de alguns individuos, indicando que em
infecgdes naturais, cepas KP1+ podem ser encontradas no intestino, mas estas
nao invadem hemolinfa e glandulas salivares dos R. colombiensis. Observou
uma situacdo semelhante em individuos de R. prolixus onde foi possivel
encontrar T. rangeli KP1- e KP1+ no intestino de varios espécimes e apenas T.
rangeli KP1+ nas glandulas salivares. Esses resultados mostram claramente
associacOes parasito-hospedeiro especificas no sistema T. rangeli - Rhodnius
spp. e sugerem a hipétese de que esses triatomineos atuam como filtros
biolégicos na transmissdo de populacdes geneticamente diferentes de T.
rangeli (Vallejo et al, 2009). Adicionalmente estudos recentes tém mostrado
que populacbes de T. rangeli isoladas da mesma linhagem evolutiva de
Rhodnius apresentam o mesmo genoétipo, mesmo estando muito distantes
geograficamente, sugerindo uma associacdo co-evolutiva entre T. rangeli e
diferentes linhagens de Rhodnius (Urrea et al, 2011).

Segundo Abad-Franch & Monteiro (2007) e Abad-Franch et al. (2009)
existem duas grandes linhagens evolutivas no género Rhodnius: a linhagem
“pictipes” formada por espécies andinas e amazobnicas (R. pallescens, R.
pictipes, R. colombiensis e R. ecuadoriensis) e a linhagem “robustus” formada
por espécies amazoénicas (R. robustus sensu latu e R. prolixus) e que ocorrem
em outras ecorregides como caatinga (R. nasutus), cerrado (R. neglectus) e
floresta atlantica (R. domesticus). Tem se demonstrado que as cepas de T.
rangeli isoladas das espécies de Rhodnius da linhagem “pictipes” (KP1-) sdo
geneticamente divergentes das cepas isoladas da linhagem “robustus” (KP1+)
indicando diferencas na suscetibilidade dos vetores a diferentes gendtipos de
T. rangeli. Entretanto, a suscetibilidade das espécies que dao nome a essas
linhagens evolutivas (R. pictipes e R. robustus) a T. rangeli ainda nao foi
avaliada.
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Assim, o objetivo deste estudo foi analisar a suscetibilidade de diferentes
espécies de Rhodnius da linhagem “robustus” (R. robustus, R. neglectus, R.
nasutus) e da linhagem “pictipes” (R. pictipes) a cepa SC-58 de T. rangeli
(KP1-). A hipotese € que a infectividade (intestinal, hemolinfatica e glandular) e
a transmissdo deste protozoario sejam maiores e mais eficientes em R.

pictipes.

2.4 Material e Métodos

2.4.1 Material Bioldégico

Os insetos utilizados para esses experimentos foram provenientes das
colénias mantidas no Laboratorio de Parasitologia Médica e Biologia de
Vetores (FM/UnB). Os Rhodnius neglectus foram coletados originalmente na
area de ltuiutaba - MG (Gurgel-Gongalves et al, 2008), os R. nasutus na area
de Sobral — CE e os R. robustus na area de Benfica, Maraba — PA (Mejia,
2005). Os R. pictipes foram enviados pelo Dr. Cléber Galvéo, do Laboratorio de
Referéncia Nacional em Taxonomia de Triatomineos da Fiocruz — RJ,
procedentes de Barcarena — PA.

Os parasitos utilizados para as infecgcbes experimentais foram
provenientes da cepa brasileira de Trypanosoma rangeli (SC-58, KP1-), que foi
isolada por Steindel et al. (1991), de um roedor silvestre, Echimys dasythrix
(Grisard et al, 1999) e mantida criopreservada no Laboratério de Dermatologia
da UnB.

2.4.2 Métodos para a manutencéo das col6nias de ins  etos

Os casais de cada uma das espécies de Rhodnius (R. robustus, R.
nasutus, R. neglectus e R. pictipes), foram mantidos em conjunto para a
obtencdo de ovos em recipientes de plastico (9,5 cm de altura x 5,5 cm de
diametro), com tampas com uma abertura de 4,5 cm de diametro forrados com

uma malha de arame. Foram feitos trés grupos (4 Q e 3 &) para cada espécie.
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Os recipientes de plastico tinham o fundo forrado com papel filtro e
contendo tiras do mesmo papel, dobradas em sanfona, para aumentar a
superficie de contato e para absorver a umidade (Rocha et al, 1997).

ApO0s a postura, 50 ovos foram separados para facilitar o
embrionamento. O insetario estava sob condi¢des controladas de temperatura
(24°C + 1°C) e umidade relativa (50% + 8%).

Para a alimentagdo e desenvolvimento da colonia, foram utilizados
camundongos albinos, da linhagem Swiss 44, de ambos os sexos, com 30 a 40
dias de idade, pesando aproximadamente 30 a 35g, provenientes do Biotério
Central da Universidade de Brasilia, que foram imobilizados com a ajuda de
uma malha de arame (9cm de largura x 10cm de comprimento) (Rocha et al,
1997). Uma “arena experimental” foi preparada, consistente em uma cuba de
vidro transparente de 30 cm de diametro, para o processo de alimentacéo.

As instalagdes, condicbes ambientais, 0 manejo e os cuidados com 0s
animais seguiram os padrbes recomendados pelo Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals, além dos principios éticos na experimentacdo animal
sugerido pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de
Brasilia — Instituto de Ciéncias Bioldgicas (UnBDoC: 42003/2010).

2.4.3 Repastos Atrtificiais

Repastos artificiais foram realizados com espécimes de R. robustus, R.
pictipes, R. nasutus e R. neglectus. Para isso, foram selecionadas 30 ninfas de
IV e V estadios, para cada repasto realizado.

Para o repasto artificial, 3 ml da cultura da cepa SC-58 (2,8 x 10°) foram
adicionados a 5 ml de sangue humano em tubos com heparina. O sangue
infectante foi levado ao Laboratério de Doenca de Chagas no Nucleo de
Medicina Tropical, onde foi primeiramente colocado em banho-maria para
atingir a temperatura corporal (x 36,5C), e depois levado ao aparelho de
Repasto Artificial (Figura 2.1), que € constituido por uma caixa metalica com
reservatorio de agua, munido com interruptores para aquecé-la e fazé-la
circular. O aparelho é provido de uma bomba acionada por motor elétrico, que
impulsiona agua aquecida a 37°C através de um circuito de mangueiras e

artefatos de vidro. O artefato de vidro em forma de sino tem duas camaras,
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uma externa para a circulacdo da agua e outra interna, completada na parte
inferior por um preservativo sem lubrificante que serve como reservatorio para
0 sangue e, simultaneamente, como membrana através da qual os triatomineos
sugam. Uma estante de madeira sustenta as mangueiras os artefatos de vidro
e os frascos plasticos com os triatomineos (Pineda et al, 1998).

No aparelho, 40 ninfas foram colocadas para a realizacdo do repasto
com sangue infectado por T. rangeli. Nem todas as ninfas aceitaram a
alimentacdo. Ao término do procedimento, 30 ninfas que se apresentavam
ingurgitadas de sangue foram selecionadas e colocadas individualmente em

um recipiente apropriado e identificado.

Figura 2.1 Aparelho de Repasto Artificial.

2.4.4 Taxa de sobrevivéncia, verificacdo de infeccd es intestinais e

hemolinfaticas

Para andlise da taxa de sobrevivéncia, os triatomineos foi observados
diariamente ao longo do experimento até 42 dias de infeccéo.
Depois de sete dias do repasto infectante, os contetdos intestinais foram

examinados microscopicamente. As dejecOes foram obtidas por ligeira pressao
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dos ultimos segmentos abdominais, sendo o material diluido em solucéo
fisiologica e examinado a fresco com aumento de 400x. Novas amostras foram
coletadas em intervalos de 5 a 7 dias.

ApOs a comprovacao da infeccao intestinal, foram coletadas amostras
hemolinfaticas para comprovar e determinar o periodo aproximado da invaséo.
Para esse exame, foi realizada a secc¢éo do tarso de uma Unica pata (Marquez
et al, 2006) e o material coletado examinado a fresco.

2.45 Determinacdo do periodo aproximado da invasdo das
glandulas salivares através de transmissao por pica da

Triatomineos que apresentaram T. rangeli na hemolinfa foram colocados
para sugar em camundongos albinos (Swiss 44), com 1, 3, 5, 7, 9 dias apos
essa comprovacao (Cuba Cuba, 1974).

A transmissdo foi considerada positiva, com visualizacdo de formas
tripomastigotas sanguineas nos camundongos, através de exames de sangue
a fresco e xenodiagnostico.

Quarenta e dois dias apos o repasto infectante, as glandulas salivares
dos triatomineos sobreviventes, foram extraidas e imediatamente examinadas
para a identificacdo da presenca de parasitos (Machado et al, 2001).

Para o estudo da morfogénese de T. rangeli no intestino, hemolinfa e
glandulas salivares as amostras foram coradas e as formas mais

representativas fotografadas no Zeiss Axiophot com aumentos de 400 - 1.000x.
2.4.6 Consequéncias do parasitismo
Foram registradas e quantificadas as consequéncias do parasitismo

(rejeicdo de alimentacédo, deformacgdes durante a muda) diariamente, ao longo

do experimento.
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2.5 Resultados

2.5.1 Taxa de sobrevivéncia

As curvas de sobrevivéncia apresentaram uma queda ao longo do
experimento (Figura 2.2). Os R. pictipes apresentaram uma menor taxa de
sobrevivéncia em todas as andlises realizadas, sendo que aos 28 dias,

apresentavam apenas 10% de espécimes vivos, menor taxa entre as quatro

espécies.
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Figura 2.2 Taxa de sobrevivéncia dos espécimes de Rhodnius (R. nasutus, R.
neglectus, R. robustus e R. pictipes) infectados com Trypanosoma rangeli (SC-

58, KP1-) entre 7 e 42 dias ap0s repasto infectante.
2.5.2 InfecgOes intestinais

O exame do conteudo intestinal dos triatomineos, demonstrou que aos 7
dias, 15 espécimes (50%) de R. pictipes ja apresentavam grande numero de
flagelados epimastigotas nas fezes, dados superiores aos das outras espécies
(Figura 2.3).

De acordo com os resultados, os R. pictipes apresentaram um maior

percentual de infectados em um menor periodo de tempo e também um
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aumento gradual quando comparados com as outras trés espécies de
Rhodnius.
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Figura 2.3 Relagédo entre a positividade acumulada de fezes e a taxa de
sobrevivéncia (tracejado) dos espécimes de Rhodnius (R. nasutus, R.
neglectus, R. robustus e R. pictipes) infectados com Trypanosoma rangeli (SC-

58, KP1-) entre 7 e 42 dias apds repasto infectante.

2.5.3 InfecgBes hemolinfaticas

Todas as espécies de Rhodnius analisadas apresentaram parasitos na
hemolinfa (epimastigotas e tripomastigotas), entretanto o parasitismo foi menor
nas espécies da linhagem “robustus”. R. nasutus e R. neglectus, com 7 dias
apos a infecgcdo, apresentaram apenas 1 espécime cada (3,3%) com formas
flageladas na hemolinfa, sendo que ao final de 21 dias e 28 dias,
respectivamente, eles apresentaram um total de 4 espécimes (13,3%) positivos
(Figura 2.4).

Ja R. robustus demonstrou o primeiro espécime infectado na hemolinfa
(Figura 4) com 21 dias apo0s a infec¢ao, totalizando trés (10%) positivos aos 40

dias.
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R. pictipes demonstrou a maior taxa de infeccdo hemolinfatica, com 4
espécimes (13,3%), ja aos 14 dias apoés infeccdo, totalizando 7 exemplares
(23,3%) com hemolinfa infectada ao final de 28 dias. Nesses espécimes foram
detectadas formas flageladas (em divisdo) no interior dos hemdcitos, assim

como formas tripomastigotas (Figura 2.5).
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Figura 2.4 Relacado entre a positividade acumulada da hemolinfa e a taxa de
sobrevivéncia (tracejado) dos espécimes de Rhodnius (R. nasutus, R.
neglectus, R. robustus e R. pictipes) infectados com Trypanosoma rangeli (SC-

58, KP1-) entre 7 e 42 dias apds repasto infectante.
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Figura 2.5 Morfogénese de Trypanosoma rangeli (SC-58, KP1-) na hemolinfa e
glandulas salivares de Rhodnius spp. A. Flagelados no interior de hemdécito de
R. pictipes. B. Tripomastigota intracelular em R. pictipes. C. Epimastigotas em
amostras de hemolinfa de R. robustus. D. Tripomastigotas metaciclicos em

amostras de glandulas salivares de R. pictipes.

2.5.4 Determinacdo do periodo aproximado da invaséo das

glandulas salivares através de transmisséo por pica da

Foram realizadas 6 tentativas de transmissdo por picada com os 4
espécimes (13,3%) de R. nasutus que apresentaram a hemolinfa infectada.
Desses, apenas um exemplar (3,3%) transmitiu por picada em camundongos,
comprovando a invasdo glandular e essa transmissédo ocorreu com trés dias
apos a invasao hemolinfatica, totalizando 16 dias apds o repasto infectante
(Figura 2.6). Os que nédo tiveram sucesso nessa transmissao tiveram suas
glandulas extraidas e ndo apresentaram T. rangeli.

Para R. neglectus realizou-se 8 tentativas com 0s 4 espécimes positivos
na hemolinfa, todos picaram o camundongo, mas néo transmitiram o parasito.
Ao final dos 42 dias, as glandulas salivares foram extraidas, e também nao

apresentaram positividade.
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Dos trés R. robustus que apresentaram invasdo hemolinfatica (10%),
nenhum transmitiu por picada (nenhum picou) e apos a extracdo também nao
observou-se infeccéo glandular.

Com os R. pictipes, foram realizadas 8 tentativas de transmissédo por
picada, com 4 exemplares. Desses, apenas 2 (6,7%) picaram, e tiveram
sucesso na transmissao, o que ocorreu com 2 e 3 dias ap6s a invaséo
hemolinfatica, totalizando 15 e 17 dias ap0s o repasto infectante. Nao houve
sucesso na extracdo de todas as glandulas, mas das trés extraidas, todas
apresentaram infeccao glandular com presenca de tripomastigotas (Figura 2.5).

Ao final dos 42 dias apds a infeccao, foi realizada a extracao da glandula
dos triatomineos sobreviventes: um exemplar (3,3%) de R. nasutus e R.
pictipes e dois (6,7%) de R. neglectus e R. robustus. Desses, apenas o de R.

pictipes apresentou infeccao glandular.

18.0 4 - 120.0
16.0 -
Te8SszII- - 100.0
140 - SIIIN
SN
12.0 - ™ o
=B=R. nasutus  S_ N\ S
N T e-—a
\ -
10.0 | emgmmR neglectus \\ . \\
* == R. robustus \\ [N N - 60.0 X
8.0 : S \
=>é= R. pictipes
6.0 40.0
4.0
20.0
2.0
0.0 0.0

7 14 21 28 35 42
Tempo (dias)

Figura 2.6 Relacéo entre a positividade acumulada das glandulas salivares e a
taxa de sobrevivéncia (tracejado) dos espécimes de Rhodnius (R. nasutus, R.
neglectus, R. robustus e R. pictipes) infectados com Trypanosoma rangeli (SC-
58, KP1-) entre 7 e 42 dias ap0s repasto infectante e por dissec¢do dos

sobreviventes.
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A partir da analise dos trés graficos (Figuras 2.3, 2.4 e 2.6), observa-se
gue existe certo grau de associacdo entre o parasitismo hemolinfatico e
glandular, especialmente, com as taxas de sobrevivéncia das espécies
estudadas experimentalmente, e o potencial patogénico do T. rangeli utilizado,

afetando diferencialmente os triatomineos.

2.5.5 Consequéncias do parasitismo

Durante os experimentos, observou-se que 100% dos triatomineos com
infeccdo hemolinfatica rejeitaram o repasto quando colocados frente a um
camundongo, pelo menos uma vez. Entre todas as espécies observou-se a
presenca de algumas deformac¢Bes nas mudas, como patas e proboscides
tortuosas e certa dificuldade na ecdise (Figura 2.7) e na digestdo do repasto
(Figura 2.8), sendo que para R. pictipes essas deformidades foram mais
frequentes (67%) do que para R. robustus (16%), R. neglectus (14%) e R.

nasutus (10%).

Figura 2.7 Rhodnius pictipes com deformacdes nas patas, proboscides e

mortos durante a muda.
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Figura 2.8 Rhodnius robustus encontrado morto apoés 30 dias do repasto
infectante, com o abdémen ainda cheio de sangue, sem conseguir digerir o
repasto infectante.

2.6 Discussao

As quatro espécies estudadas foram suscetiveis a infeccédo por T. rangeli
a diferentes niveis, sendo que R. pictipes demonstrou um maior indice de
infeccdo intestinal, hemolinfatica e glandular. Nossos dados de infeccdo
intestinal de R. pictipes (76,7% em 14 dias) podem ser comparados aos obtidos
por Cuba Cuba (1974), que utilizando uma cepa peruana de T. rangeli (KP1-)
obteve 83% de infec¢Bes intestinais em R. ecuadoriensis aos 15 dias ap0s o
repasto.

Ja com relacéo a invasdo hemolinfatica, Machado et al, (2001) utilizando
a mesma cepa do presente trabalho (SC-58, KP1-), observou infecgéo
glandular em R. nasutus e R. neglectus, porém em proporcdo menor quando
comparado a outra cepa (Choachi/KP1+) que se desenvolveu muito melhor
nessas espécies da linhagem “robustus”. O mesmo foi observado por nés ao
compararmos o desenvolvimento da cepa SC-58. As espécies da linhagem
“robustus” apresentaram um percentual menor de infectados na hemolinfa que
os R. pictipes.

A morfogénese estudada nesse trabalho seguiu o padrao esperado para
as infeccdes de Rhodnius spp. por T. rangeli (Cuba Cuba, 1975), com presenca

de epimastigotas intestinais, divisdo intracelular nos hemdcitos e formas
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extracelulares epimastigotas em divisdo na hemolinfa e formacédo de
tripomastigotas metaciclicos nas glandulas, no caso de R. pictipes.

Isolados de T. rangeli de diferentes origens geograficas apresentam um
comportamento variavel em diferentes espécies de Rhodnius, e a transmissao
por picada é praticamente restrita ao vetor local (D’Alessandro & Saravia, 1999,
Guhl & Vallejo, 2003, Vallejo et al, 2003). A diferenca de suscetibilidade entre
as espécies de Rhodnius, para as cepas de T. rangeli, refor¢a a existéncia de
uma relacdo complexa entre vetor e parasito, e mostra que a capacidade de T.
rangeli para alcancar a hemolinfa e glandulas salivares do inseto é dependente
tanto da cepa utilizada como das espécies de triatomineos (Machado et al,
2001). O presente trabalho mostra pela primeira vez que R. pictipes é
suscetivel a cepa T. rangeli (SC-58, KP1-), como esperado considerando
hipéteses de co-evolucéo parasito-vetor (Vallejo et al, 2009, Urrea et al, 2011).

De acordo com Urrea et al. (2011) o fato de que genotipos idénticos de
T. rangeli foram isolados em vetores de uma mesma linhagem evolutiva como
R. prolixus, R. robustus e R. neglectus suporta uma associa¢cdo co-evolutiva
possivel entre T. rangeli e seus vetores, 0 que significa que provavelmente
esses genodtipos apresentam as mesmas caracteristicas bioldgicas,
bioquimicas e moleculares determinando sua associacdo com a linhagem
“robustus”.

Apesar da presenca de T. rangeli na hemolinfa de todas as quatro
espécies de triatomineos desse estudo, apenas R. pictipes e R. nasutus
apresentaram invasao glandular. Ambas as espécies tem sido reportadas
infectadas naturalmente. Podemos considerar que, algumas espécies de
triatomineos dos géneros Triatoma e Panstrongylus se infectam com T. rangeli
atingindo a hemolinfa, porém nunca com invasdo das glandulas salivares.
Esses seriam entdo, insetos “permissivos” ao parasito, porém nao vetores do
mesmo. Nada se sabe do porque desse fato, € o que acontece, por exemplo,
com Panstrongylus herreri (Cuba Cuba, 1973). A infeccdo glandular de R.
nasutus por T. rangeli (SC-58, KP1-) ja havia sido evidencia por Machado et al.
(2001), porém com propor¢cdo menor comparando com a infec¢cdo com a cepa
Choachi (KP1+).

Com relacao ao estabelecimento do periodo aproximado em que a cepa

SC-58 de T. rangeli levou para invadir as glandulas salivares dos triatomineos,
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nossas observacbes sdo bem semelhantes as descritas por Castafio et al.
(2001), que estudando o desenvolvimento da cepa Choachi de T. rangeli em R.
prolixus, observou flagelados nas glandulas salivares apenas depois do 10° dia
apos a infeccdo, dado também observado por Cuba Cuba (1974) em Rhodnius
ecuadoriensis.

Embora o achado de T. cruzi no intestino de um triatomineo indicar risco
de transmisséo, o achado de T. rangeli no intestino ndo pode ser tomado como
indicacdo da capacidade vetorial do inseto. Prova definitiva € a presenca de
tripomastigotas metaciclicos de T. rangeli nas glandulas salivares, que podera
ser transmitido aos vertebrados durante o repasto sanguineo (Vallejo et al,
2009). No presente estudo, as espécies da linhagem “robustus” apresentaram
um percentual menor de infecgdo glandular que os R. pictipes, comprovando
que existe a possibilidade de espécimes de Rhodnius da linhagem “robustus”
desenvolver infeccdo glandular e transmitir o T. rangeli (KP1-), mas numa
probabilidade muito menor que a linhagem “pictipes”.

Pulido et al. (2008) com a incubacdo de uma cepa de T. rangeli em
hemolinfa de R. prolixus indicaram a existéncia de uma proteina tripanolitica
que age contra o T. rangeli (KP1-) isolado de R. colombiensis da Colémbia,
mas nao contra um T. rangeli (KP1+) isolado de R. prolixus da Colémbia. De
acordo com Vallejo et al. (2009), o fator litico da hemolinfa de R. prolixus
parece agir como uma barreira biolégica. A ocorréncia dessa proteina
proteolitica nas outras espécies do complexo “prolixus” ou linhagem “robustus”
(R. robustus, R. neglectus, R. nasutus) poderia impedir o desenvolvimento
glandular e a transmissao de T. rangeli (KP1-) pelas mesmas. Isso sugere que,
no seu estado natural, algumas espécies Rhodnius sao filtros biolégicos para
certas populacdes de parasitas, confirmando uma estreita associacdo co-
evolutiva entre as duas subpopulac¢des de T. rangeli e as duas principais linhas
evolutivas do género Rhodnius.

Sabe-se que o T. rangeli pode ser patogénico para o hospedeiro
invertebrado, e parece que essa patogenicidade esta relacionada ao nimero
de parasitos na hemolinfa, a intensidade de infeccédo e ao grau de invasdo no
inseto (Watkins, 1971, D’Alessandro & Saravia, 1992).

A rejeicdo do repasto quando colocado frente a um camundongo, para a

possivel transmissdo por picada, provavelmente esta relacionada com a
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infeccdo por T. rangeli, jA que foram observadas algumas deformacdes na
probéscide apds a ecdise. De acordo com Garcia et al. (1994) e com Schaub
(2006), os tripanossomatideos parecem mudar o comportamento do vetor. Os
triatomineos infectados tornam-se mais lentos na alimentacédo, na locomocéao e
apresentam uma concentragcdo reduzida da enzima apirase salivar,
responsavel pela inibicdo da coagulacdo sanguinea, aumentando assim a
possibilidade de inoculacao intradérmica de parasitas no hospedeiro mamifero.

As deformacdes nas mudas, que foram mais frequentes para R. pictipes,
as dificuldades na ecdise e na digestao do repasto presentes nos triatomineos
desse estudo, também podem ser explicadas pela infeccdo por T. rangeli. De
acordo com Guhl & Vallejo (2003), o efeito patoldégico do T. rangeli no R.
prolixus foi detectado primeiramente por Grewal (1956), que observou uma
quantidade aumentada de hemolinfa e de deformidades na muda que levaram
a uma mortalidade elevada. Ja Cuba Cuba (1973, 1975), observou interferéncia
do T. rangeli na ecdise em R. ecuadoriensis e Panstrongylus herreri.
Posteriormente, Afiez (1984) apresentou dados de mortalidade de grupos
experimentais de R. prolixus infectados por T. rangeli (39%) e nao infectados
(5%) e de R. robustus (46% e 12%), confirmando o potencial patogénico deste
parasito, fato também demonstrado no presente estudo que apresentou uma
alta mortalidade (87 a 97%) dos triatomineos das quatro espécies estudadas
durante o periodo de 40 dias apds o repasto infectante, sendo que R. pictipes

se destacou com o maior percentual em menor tempo apos o repasto.

2.7 Conclusbes

v' A infectividade da cepa SC-58 de T. rangeli (KP1-) foi mais elevada e
mais eficiente (por completar o ciclo evolutivo do flagelado) em R.
pictipes, que é pertencente a linhagem “pictipes”, do que nas espécies
de Rhodnius da linhagem “robustus” (R. robustus, R. neglectus e R.
nasutus), confirmando as teorias vigentes de co-evolugédo entre T.
rangeli e Rhodnius spp. Podemos considerar que R. pictipes é um vetor
biolégico com competéncia comprovada através deste trabalho e dos
achados feitos na natureza, ja publicados.
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v R. pictipes também apresentou uma menor taxa de sobrevivéncia e
maior percentual de deformac¢des nas mudas, como patas e probdoscides
tortuosas e certa dificuldade na ecdise quando comparado as espécies
da linhagem “robustus”, fato que comprova um maior grau de

patogenicidade da cepa SC-58 (KP1-) sobre essa espécie.
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3.1 Resumo

7z

Trypanosoma rangeli € um protozoario que infecta diversas espécies de
triatomineos e mamiferos, incluindo o homem. Espécimes de Rhodnius sdo
vetores bioldgicos de T. rangeli, sendo capazes de desenvolver tripomastigotas
metaciclicos em suas glandulas salivares em circunstancias naturais e
experimentais. O objetivo deste trabalho foi investigar a penetracdo e a invaséo
do T. rangeli em glandulas salivares e sua morfogénese, em R. robustus.
Foram analisadas glandulas salivares obtidas a partir de infeccdo experimental
de R. robustus com a cepa SC-58 de T. rangeli e a partir da incubacao in vitro
de glandulas desses insetos com culturas do parasito. As glandulas foram
preparadas e analisadas usando Microscoépio Eletronico de Varredura (MEV) e
Microscopio Eletrbnico de Transmissdao (MET). Cortes histolégicos de
glandulas também foram analisados em Microscépio Optico. As imagens do
MEV demonstraram que as glandulas salivares dos espécimes do grupo
controle apresentaram a maior parte da lamina basal lisa, com pequenos
enrugamentos e fissuras. As glandulas dos insetos infectados apresentaram na
area proxima ao ducto salivar, um aglomerado de parasitos aderidos pelo
flagelo. Verificou-se também a presenca de flagelados soltos pela membrana
basal com caracteristicas de epimastigotas e tripomastigotas longos, estes
altimos com uma membrana ondulante bem nitida, partindo da parte posterior.
No MET, pb6de-se identificar, nas glandulas do grupo controle, a membrana
basal, células secretoras com nucleo proeminente, citoplasma rico em
ribossomos, pequenas mitocdndrias e limen preenchido. Nas glandulas que
passaram pelo processo de infeccao in vitro, com 30 minutos de infeccéo,
observou-se a presenca de varios cortes transversais e longitudinais de
tripanossomas com caracteristicas de epimastigotas, espalhados pelo lGmen
da glandula. Com 1 hora e com 3 horas de infeccdo, ndo se observou
tripanossomas espalhados pelas glandulas. As glandulas infectadas via repasto
artificial, apresentaram parasitos com caracteristicas de epimastigotas e
tripomastigotas. Observou-se a presenca de varios parasitos juntos, alguns
aderidos as microvilosidades e outros dispersos no lumen. Os cortes
histologicos, ndo demonstraram a presenca de flagelados. Esses resultados

mostram que o fendmeno inicial de penetragéo nas glandulas salivares se daria
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por formas tripomastigotas e/ou epimastigotas, penetrando pela extremidade
posterior e pelo flagelo, e mostram varias formas de flagelados nas glandulas

salivares — epimastigotas e tripomastigotas espalhadas na luz glandular.

Palavras-Chave: Rhodnius robustus; Trypanosoma rangeli; infeccao
experimental; suscetibilidade; glandulas salivares; Microscopia Eletronica de

Varredura; Microscopia Eletronica de Transmiss&o; Microscopia Optica.
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3.2 Abstract

Trypanosoma rangeli is a protozoan that infects several species of triatomines
and mammals, including the men. Rhodnius species are biological vectors of T.
rangeli, capable of developing metacyclic trypomastigote in their salivary
glands, under natural and experimental conditions. The main aim of this study
was investigate the attachment and invasion of T. rangeli in the salivary glands
and its morphogenesis in R. robustus. Salivary glands obtained from
experimental infection of R. robustus with the T. rangeli strain SC-58 and from
in vitro incubation of glands of these insects with parasite cultures were
analyzed. The glands were prepared and analyzed using scanning electron
microscoy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM). Histological
sections of glands were also analyzed under optical microscopy. The SEM
images demonstrated that the salivary gland control specimens showed the
largest part of smooth basal lamina, with little and small wrinkled and cracks
surface. The infected ones insects showed in the area, near salivary duct, an
clumps of parasites adhered by the flagellate. It was also checked the presence
of loosed sparse flagellates along the basal membrane with characteristics of
long epimastigote and trypomastigote, the last ones with a very clear wavy
membrane coming from posterior part. On TEM analysis of the control glands
were identified the basal membrane, secreting cells with a prominent core,
cytoplasm rich in ribosomes, small mitochondrias and full lumen. In the glands
that passed for in vitro infection process, with 30 minutes of infection, it was
observed the presence of many transversal and longitudinal sections of
trypanosomes with epimastigote characteristics, spread on the gland lumen. No
spread trypanosomes were observed in the glands with 1 or 3 hours of
infection. The infected glands by artificial repast showed parasites with
epimastigote and trypomastigote characteristics. Several parasites were
present, some adhered to microvili and some other ones loosed in the lumen.
The histological sections didn’t demonstrate any flagellate presence. These
results show that the initial phenomenon of penetration in salivary glands occurs
for trypomastigote and/or epimastigote posterior ends and flagella. They show
many forms of flagellates in salivary glands — epimastigotes e trypomastigotes

spread in gland lumen.
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Keywords: Rhodnius robustus; Trypanosoma rangeli; experimental infection;
susceptibility; salivary glands; Scanning Electron Microscopy; Transmission

Electron Microscopy; Optical Microscopy.
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3.3 Introdugéo

O ciclo de vida do Trypanosoma rangeli (Tejera, 1920) no hospedeiro
invertebrado se inicia com a ingestdo de formas tripomastigotas sanguineas
dos hospedeiros vertebrados. Os parasitos, em seguida, colonizam o tubo
digestivo dos insetos, se aderem na parede intestinal e diferenciam-se em
formas epimastigotas, que sdo capazes de se multiplicar e atravessar o epitélio
intestinal. Depois de alcancar a hemolinfa, os parasitos invadem os hemacitos,
se multiplicam na hemolinfa e migram infectando as glandulas salivares, mas
as fases de desenvolvimento responsaveis pela penetracdo da glandula e os
mecanismos envolvidos neste processo ainda permanecem pouco conhecidos
(Meirelles et al, 2005).

A travessia do T. rangeli, do limen intestinal para a hemocele, e deste
compartimento a luz da glandula salivar, sdo etapas criticas do ciclo de vida do
T. rangeli no hospedeiro invertebrado. Os estudos ultraestruturais sobre a
penetracdo do T. rangeli em células do intestino médio (Hecker et al, 1990,
Oliveira & Souza, 2001) e glandulas salivares (Ellis et al, 1980) de R. prolixus
foram realizados, mas existe controvérsia sobre os mecanismos utilizados
pelos tripanossomas para penetrar e atravessar esse epitélio. Watkins (1971)
relatou a presenca de areas danificadas no epitélio intestinal de R. prolixus
infectados com T. rangeli. Oliveira & Souza (2001) sugeriram que 0 parasito
atravessa 0 citoplasma das células intestinais, causando dano celular. No
entanto, foi também proposto que o T. rangeli cruza a barreira intestinal através
de uma via intracelular sem danificar as células (Hecker et al, 1990).

Recentemente, Meirelles et al. (2005) relataram aspectos do processo
de invasao das glandulas salivares em R. domesticus e Barreto-Santana (2006)
em glandulas de R. robustus utilizando experimentos in vitro. Entretanto ainda
permanecem obscuros alguns aspectos sobre a morfologia das formas
intracelulares (presente nas células glandulares), quais formas realmente
penetram na membrana basal da glandula salivar e especialmente o processo
de metaciclogénese, que aparentemente, se inicia no citoplasma das células
glandulares.

Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi investigar a invasdo do

Trypanosoma rangeli em glandulas salivares e sua morfogénese, em Rhodnius
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robustus. Para isso foram realizados experimentos de infec¢cdo experimental in
vivo e in vitro e as glandulas salivares (infectadas e nao infectadas) foram
analisadas histologicamente em Microscopia Optica e ultraestuturalmente

usando Microscopio Eletrénico de Varredura e Transmissao.

3.4 Material e Métodos

3.4.1 Material Biolégico

Os Rhodnius robustus utilizados para esses experimentos foram
provenientes das colbnias mantidas no Laboratério de Parasitologia Médica e
Biologia de Vetores (FM/UnB), e foram coletados originalmente na area de
Benfica, Maraba — PA (Mejia, 2005).

Os parasitos utilizados para as infeccbes experimentais foram
provenientes da cepa brasileira de Trypanosoma rangeli (SC-58), que foi
isolada por Steindel et al. (1991), de um roedor selvagem, Echimys dasythrix
(Grisard et al, 1999) e mantida criopreservada no Laboratério de Dermatologia
da UnB.

3.4.2 Métodos para a manutencédo das col6nias de ins  etos

Os métodos foram os mesmos descritos no capitulo 2, paginas 31 e 32.

3.4.3 Infeccéo dos triatomineos por  T. rangeli

Foram utilizadas trés estratégias para a infeccao dos triatomineos por T.

rangeli:

3.4.3.1 Inoculacao intraperitoneal

Primeiramente, a infeccdo dos R. robustus por T. rangeli foi realizada
utilizando-se camundongos (Swiss 44), que foram inoculados por via



57

intraperitoneal com altas concentracées (5 x 107 flagelados/ml) da cepa SC-58
de T. rangeli. Foram realizados 3 ensaios, cada um com cinco camundongos.

Vinte e quatro horas apds a inoculacdo, uma amostra de sangue foi
retirada a partir de um corte na cauda do camundongo, diluida com solucéo
salina e analisada para verificar a positividade da infeccdo. Como houve
negatividade, novas amostras foram coletadas a cada 48 horas apos a
inoculacao.

Também para confirmacéo da infeccdo por T. rangeli, os camundongos
foram utilizados como fonte de alimentagédo na tentativa de infectar os insetos

sadios.

3.4.3.2 Inoculagao intracelomica

Também foi realizada uma inoculagéo intracelémica nos insetos, onde 5
ul (100.000 flagelados/ml) do pellet da cultura da cepa SC-58 (Machado et al,
2001), foi injetada diretamente na parte toracica dorsal abaixo da asa dos
insetos (D’Alessandro & Saravia, 1992). Para confeccdo do pellet, 500ul da
cultura foram colocados em um eppendorf e centrifugados por 10 minutos a
2.000 rpm. Foram realizados trés ensaios, cada um com dez insetos.

Quarenta e oito horas ap0s a inoculacdo, amostras hemolinfaticas foram
coletadas por seccdo de uma das patas, para comprovar a invasao da
hemolinfa. Como houve negatividade, novas amostras foram coletadas em
intervalos que variavam entre 5 e 7 dias. A medida que os insetos morriam,
fazia-se a disseccédo das glandulas salivares e estas eram observadas a fresco,

na tentativa de identificar a presenca de flagelados.

3.4.3.3 Repastos Atrtificiais

Repastos artificiais foram realizados com espécimes R. robustus. Para
isso, foram selecionadas 25 ninfas de IV e V estadios.

Para o repasto artificial, 3 ml da cultura da cepa SC-58 (2,8 x 10°) foram
adicionados a 5 ml de sangue humano em tubos com heparina. O sangue
infectante foi levado ao Laboratério de Doenca de Chagas no Ndcleo de

Medicina Tropical, onde foi primeiramente colocado em banho-maria para
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atingir a temperatura corporal (+x 36,5C), e depois levado ao aparelho de
Repasto Artificial, onde as ninfas foram colocadas para a realizagdo do repasto
sanguineo infectante. Ao término do procedimento, cada inseto foi colocado
individualmente em um recipiente apropriado e identificado.

Depois de quatorze dias do repasto infectante, os conteddos intestinais
foram examinados microscopicamente. As dejecbes foram obtidas por ligeira
pressdo dos ultimos segmentos abdominais. Apds a comprovacao da infeccéo
intestinal, amostras hemolinfaticas foram coletadas para comprovar a invasao
da hemolinfa. Na negatividade, novas amostras foram coletadas em intervalos
gue variavam entre 5 e 7 dias.

Com 1, 3, 5, 7 e 9 dias apods a comprovacdo da infeccdo hemolinfatica,
foram realizadas tentativas de transmissao do T. rangeli através da picada,
durante o repasto sanguineo em camundongos.

Como nado houve sucesso na transmissao via picada, as glandulas dos
insetos que apresentaram hemolinfa positiva, foram extraidas cortando-se a
musculatura toracica dorsal e os corpos gordurosos do inseto, e puxando-se
cuidadosamente a cabeca junto com as glandulas aderidas (Cuba Cuba, 1975).
AplOs a extracdo, confirmou-se a presenca de formas vivas de T. rangeli,
levando as glandulas ao Microscopio Optico.

Os insetos utilizados estavam em jejum prolongado (aproximadamente
30 dias), para nao dificultar o encontro das glandulas pela presenca do repasto

sanguineo.

3.4.4 Estudo da invasao das glandulas salivares

ApoOs a extracdo, as glandulas salivares de R. robustus foram levadas ao
Laboratorio de Microscopia Eletronica, do Instituto de Biologia — UnB e
processadas para a analise em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e

Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET).

No processamento para a analise em MEV:
1. Cada glandula foi colocada individualmente em um eppendorf com
150 pl do fixador (2% glutaraldeido, 2% paraformaldeido, 3% de

sacarose);
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O fixador foi retirado e foram feitas 4 lavagens de 15 minutos com o
tampdo cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2;

O tampao foi retirado e colocou-se 2 gotas de ferricianeto de potassio
e 2 gotas de tetroxido de 6smio;

ApOs a incubagédo por 1 hora, lavou-se as amostras 3 vezes com
agua destilada;

Iniciou-se o processo de desidratacdo com acetona 30%, 50%, 70%
e 90% por 15 minutos cada uma, e 3 lavagens com acetona 100%
por 10 minutos cada uma,

As amostras foram colocadas num suporte e levadas ao aparelho de
secagem ao ponto critico da Balzers CPD 30;

ApoOs a secagem, as amostras foram presas em stubs e levadas ao
aparelho Sputter Coater, Balzers SCD 050, para metalizacao;

Foram feitas duas amostragens de glandulas. Ao término do
processamento, a primeira amostragem foi levada ao MEV JEOL
JEM 840A e a segunda, ao MEV JEOL JSM 7001F para o registro
das infeccdes.

E no processamento para a analise em MET:

1.

Cada glandula foi colocada individualmente em um eppendorf e foi
colocado 150 ul do fixador (2% glutaraldeido, 2% paraformaldeido,
3% de sacarose);

O fixador foi retirado e foram feitas 4 lavagens de 15 minutos com o
tampdao cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2;

O tampao foi retirado e colocou-se 2 gotas de ferricianeto de potassio
e 2 gotas de tetroxido de 6smio;

ApOs a incubacgéo por 1 hora, lavou-se as amostras 3 vezes com
agua destilada;

Iniciou-se o processo de desidratacdo com acetona 30%, 50%, 70%
e 90% por 15 minutos cada uma, e 3 lavagens com acetona 100%
por 10 minutos cada uma,

Foram feitos banhos de Resina Spurr, com o descanso de no minimo
6 horas para cada um, na proporcédo Acetona : Resina — 2:1; 1:1; 1:2,

e por fim Resina 100%;
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7. Ap6s o emblocamento, fez-se o0s cortes semifinos e o0s cortes
ultrafinos utilizando-se o Micrétomo;

8. Os cortes ultrafinos de cada amostra foram colocados em telinhas
individuais e ap0s a secagem, estas foram levadas ao Microscépio

Eletronico de Transmisséo JEOL 1011 para o registro das infecgoes.
3.4.5 Infeccéo invitro das glandulas salivares

Baseando-se em Oliveira & Souza (2001) que aplicaram o modelo de
estudo para intestino de R. prolixus, utilizamos um método modificado para o
estudo da infecgdo in vitro das glandulas salivares através da Microscopia
Eletrénica de Transmiss&o.

Primeiramente 20 adultos de R. robustus foram mantidos em jejum por
um periodo de um més, para a remocdo das glandulas salivares. Para o
controle, uma glandula salivar de um inseto ndo infectado, foi extraida e
colocada diretamente no fixador para o processamento.

Uma cultura da cepa SC-58 foi incubada por 14 dias em agar sangue,
até apresentar altas concentracdes de tripomastigotas/epimastigotas (2,8 x
107). O protocolo usado para a infeccdo experimental das glandulas salivares

esta ilustrado na Figura 3.1.
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Acrescentou-se 500 pl de tampéo
Colocou-se em 8 eppendorfs 500 pl (200 mM NacCl, 5,4 mM KCI, 1 mM
da cultura + 1.000 pl de PBS CaCl;, 2 mM NaHCOs, pH 6.8) no
sedimento e agitou-se.
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Centrifugou-se por 10 minutos a 2.000
rpm, desprezando-se o0 sobrenadante.
Repetiu-se os procedimentos 1 e 2.

Ap6s a agitacdo, colocou-se uma glandula
salivar em cada eppendorf e a partir dai
foram utilizados os 4 tempos.

4
JJ- J
3h 24h
a b c d

Figura 3.1 Protocolo utilizado para a infeccdo experimental "in vitro" das

glandulas salivares.

Apoés o término dos 4 tempos (a, b, ¢ e d), as glandulas salivares foram

processadas para a Microscopia Eletréonica de Transmissao.

3.4.6 Estudo histologico das glandulas salivares de R. robustus

infectadas in vitro

Para este estudo utilizou-se oito R. robustus infectados por T. rangeli,
adultos e de ambos os sexos e foi utilizada somente a glandula D1, pelo fato da

glandula D2 ser mais fragil, dificultando assim a sua extracédo (Lacombe, 1999).
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As glandulas foram extraidas e infectadas pelo mesmo método utilizado
para a MET (Figura 3.1). Apés o término dos 4 tempos, as glandulas foram
colocadas em formol a 10% e levadas ao Laboratorio de Patologia da
Faculdade de Medicina da UnB para o processamento, onde foram feitos
cortes histoldgicos de 5 um, com coloracéo H.E. (Hematoxilina — Eosina).

Em um experimento piloto, utilizou-se os mesmos procedimentos, mas

com glandulas de R. robustus de quinto estadio.

3.5 Resultados

3.5.1 Infeccéo por T. rangeli

Das trés estratégias utilizadas para a infeccdo, obteve-se sucesso
somente nas infec¢des realizadas através do repasto artificial.

Trés repastos artificiais foram realizados com a cepa SC-58 e R.
robustus, que foram examinados 14 dias apds o processo de infeccdo e
observou-se infeccéo intestinal em 64% dos insetos. Apos a confirmacéao da
positividade, amostras da hemolinfa foram recolhidas e examinadas, e apenas
4% dos insetos estavam com infeccdo hemolinfatica com 15 dias apds o
repasto infectante.

Com 28 dias, aproximadamente 20% dos insetos apresentaram infeccao
hemolinfatica. Como ndo houve sucesso nha transmissdo via picada, para
confirmacédo da infeccao glandular, as glandulas dos insetos que apresentaram
hemolinfa positiva, foram extraidas 50 dias ap0s o repasto infectante. Apés a
extracdo levou-se as glandulas ao Microscopio Optico para a identificacdo de
possiveis formas de T. rangeli presentes, mas em todas as amostras apenas
observou-se a presenca de formas vivas do flagelado no liquido liberado
durante a extracao.

Essas glandulas infectadas foram utilizadas para analise em Microscopia

Eletrbnica de Varredura e Microscopia Eletrénica de Transmissao.
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3.5.2 Estudo da invasdo das glandulas salivares de Rhodnius

robustus em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As glandulas infectadas via repasto artificial, foram preparadas, levadas
ao MEV, e imagens foram obtidas para verificar o processo inicial de
penetracdo do T. rangeli em glandulas salivares e ao mesmo tempo comparar
com as imagens obtidas por Barreto-Santana (2006), com infecg&o in vitro.

A glandula salivar utilizada como controle, apresentou a maior parte da
lamina basal lisa, com pequenas fissuras espalhadas pelo corpo (Figura 3.2).
-

F
o

')

Figura 3.2 MEV da glandula salivar de Rhodnius robustus ndo infectada

(x170). Em destaque, pequenas fissuras na lamina basal (x330).

Através das imagens adquiridas no MEV, verificou-se a presenca de
flagelados aparentemente em inicio de aderéncia pelo flagelo ou soltos pela
membrana basal com caracteristicas de epimastigotas e tripomastigotas
longos, estes Udltimos com uma membrana ondulante partindo da parte

posterior (Figuras 3.3 e 3.4).



64

Figura 3.3 Flagelados de Trypanosoma rangeli (SC-58) aderidos na membrana

basal da glandula salivar de Rhodnius robustus com caracteristicas de forma

epimastigota. (x3.300).

Figura 3.4 Flagelado de Trypanosoma rangeli (SC-58) aderidos pelo flagelo na
membrana basal da glandula salivar de Rhodnius robustus com caracteristicas
de forma tripomastigota. Em destaque: Bolsa flagelar (Bf) e membrana
ondulante (Mo). (x8.500).
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A Figura 3.5 mostra que a glandula apresentou na area proxima ao
ducto, um aglomerado de flagelados.

—

10K s

Figura 3.5 Glandula salivar de Rhodnius robustus infectada via repasto artificial
(x60) por Trypanosoma rangeli (SC-58). Em destaque, acumulo de flagelados

proximo ao ducto salivar (x2.200).

Também foram encontrados varios flagelados reunidos numa regido da

glandula salivar, penetrando pelo flagelo (Figura 3.6).
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Figura 3.6 Glandula salivar de Rhodnius robustus infectada por Trypanosoma
rangeli (SC-58) via repasto artificial. Em destaque, flagelos penetrando na

membrana (x3.300).

As Figuras 3.7 (A e B) e 3.8 mostram que foi possivel encontrar
flagelados penetrando na membrana basal pela parte posterior e pelo flagelo,

respectivamente.
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Figura 3.7 Glandula salivar de Rhodnius robustus infectada por Trypanosoma
rangeli (SC-58) via repasto artificial. Em destaque, flagelados aderidos a
membrana basal pela parte posterior. A (x6.000) e B (x2.300). Bf: Bolsa
flagelar.

Figura 3.8 Glandula salivar de Rhodnius robustus infectada por Trypanosoma
rangeli (SC-58) via repasto artificial, com flagelados aderidos a membrana

basal pelo flagelo (x2.700).
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3.5.3 Estudo da invasdo das glandulas salivares de Rhodnius

robustus em Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

ApGs a infecgdo in vitro, com o término dos 4 tempos estabelecidos no
protocolo, as glandulas foram preparadas e levadas ao MET para a anélise do
processo de invasao do T. rangeli.

Na glandula controle, pdde-se observar a membrana basal, células
secretoras com nucleo proeminente, citoplasma rico em ribossomos, pequenas

mitocéndrias e lumen preenchido (Figura 3.9).

Figura 3.9 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) da glandula salivar
nao infectada de Rhodnius robustus (x24.400). Em destaque: Membrana basal
(Mb), mitocéndrias (Mt) e lamen (L).

Com 30 minutos de infeccdo, observou-se a presenca de varios cortes
transversais e longitudinais de tripanossomas, espalhados pelo Iimen da
glandula (Figura 3.10). Péde-se identificar algumas formas encontradas e todas

apresentavam caracteristicas de epimastigotas (Figura 3.11).
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Figura 3.10 MET da glandula salivar de Rhodnius robustus infectada por
Trypanosoma rangeli (SC-58) apdés 30 minutos (x72.900). Primeiramente
observa-se um corte transversal, onde se identifica o nacleo (N) do parasito.
Logo abaixo, uma parte do flagelado em corte longitudinal, observando-se o

cinetoplasto (C) e o flagelo (F).
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Figura 3.11 Micrografia de MET da glandula salivar de Rhodnius robustus
infectada por Trypanosoma rangeli (SC-58), mostrando epimastigota
encontrado ap6s 30 minutos, aderido a célula glandular pelo flagelo (x24.400).
Nucleo (N), cinetoplasto (C), flagelo (F), membrana basal (Mb), bolsa flagelar
(Bf).

Com 1 hora e com 3 horas de infeccdo, ndo se observou formas de
tripanossomas espalhadas pelas glandulas. As imagens mostraram apenas as
estruturas celulares presentes nas glandulas sadias. Varios cortes semifinos e
ultrafinos foram realizados em busca de amostras com presenca de parasitos,
mas nao se obteve sucesso.

A glandula com 24 horas de infeccdo, ndo pdde ser processada, pois
seu formato original foi comprometido por permanecer num periodo muito longo
de infeccéo.

As glandulas que passaram pelo processo de infeccdo in vivo, via
repasto artificial, apresentaram formas com caracteristicas de epimastigotas e

tripomastigotas.
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Em algumas regides observou-se a presenca de varios parasitos juntos,

alguns aderidos as microvilosidades e outros dispersos no limen (Figura 3.12).

Ep

=Z 0O

Tr

2 pm

Figura 3.12 MET da glandula salivar de Rhodnius robustus infectada por
Trypanosoma rangeli (SC-58) via repasto artificial (x10.100). Observa-se varios
parasitos dispersos e aderidos a membrana, dentre eles, um epimastigota (Ep)

e um tripomastigota (Tr). Nucleo (N), cinetoplasto (C), flagelo (F)

3.5.4 Estudo histolégico das glandulas salivares de Rhodnius

robustus infectadas via processamento in vitro

Os cortes histolégicos realizados com as glandulas salivares de R.
robustus infectadas, ndo demonstraram a presenca de flagelados, nem
diferencas caracteristicas, comparando-se a infeccdo nos quatro tempos.
Apenas mostraram caracteristicas existentes em glandulas sadias.

A glandula com 24 horas de infeccédo, ndo pbéde ser processada, pois

seu formato original foi comprometido.
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As glandulas mostraram células colunares com nucleo ovoide e
cromatina finamente granular e o limen preenchido parcialmente com material
granular, indicando vestigios de saliva (Figura 3.13). Observou-se também a
presenca de uma pequena zona com lumen virtual, onde algumas células

apresentaram certa balonizagéo (Figura 3.14).

Figura 3.13 Corte histolégico longitudinal da glandula salivar D1 de Rhodnius

robustus infectada por Trypanosoma rangeli (SC-58) corado pelo H. E. (x400)
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Figura 3.14 Detalhe da parte central da glandula salivar D1 de Rhodnius
robustus infectada por Trypanosoma rangeli (SC-58). Cc: células colunares;
Cb: células balonizadas. (x1000)

Em experimentos pilotos realizados com glandulas salivares de R.
robustus (ninfas V), pode-se observar alguns flagelados “aparentemente
penetrando” na lamina basal da glandula salivar com 3 horas de infecgdo
(Figura 3.15). Os outros tempos (30 minutos e 1 hora) ndo apresentaram

flagelados.

Figura 3.15 Corte histoldgico longitudinal pela glandula salivar D1 de Rhodnius
robustus corado pelo H. E. Em A, glandula inteira mostrando o corte como um

todo (x200). Em B e C, flagelados de Trypanosoma rangeli (SC-58)

“aparentemente penetrando” ou aderindo na membrana basal (x1.000).
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3.6 Discussao

3.6.1 Infeccéo por T. rangeli

N&o houve positividade nas inoculagdes intraperitoneais realizadas nos
camundongos de laboratério, com a cepa SC-58. Guhl & Vallejo (2003)
relataram que a reproducdo do T. rangeli em um hospedeiro vertebrado,
poderia depender das caracteristicas da cepa que estd sendo utilizada ou
poderia estar relacionada a perda de infectividade dos tripanossomas, quando
sdo mantidos in vitro por muito tempo. A cepa SC-58, estava sendo mantida
isolada em camundongos até chegar ao Laboratorio de Parasitologia, onde
estava criopreservada por trés anos e comecgou a ser repicada a cada 15 dias,
em meio Agar Sangue, por aproximadamente dois meses.

Também n&o houve positividade nas inoculagdes intracelémicas
realizadas nos insetos triatomineos, e isso pode ter ocorrido devido ao stress
ou traumatismo causado pela inoculagéo, pois 80% dos insetos morreram entre
a primeira e segunda semana apdés o indéculo. Os triatomineos que
conseguiram sobreviver por um tempo maior, também tiveram um ciclo de vida
curto, morrendo com menos de um més apos o inéculo.

De acordo com Vallejo et al. (2003, 2007), as cepas KP1-, como a SC-58
utilizada no presente trabalho, se desenvolvem melhor em Rhodnius da
linhagem “pictipes” do que da linhagem “robustus”, o que explicaria essa falta
de positividade pela diferenca de suscetibilidade entre as espécies de
Rhodnius, para a cepa de T. rangeli, reforcando a existéncia de uma relacao
complexa entre vetor e parasito.

Segundo Martins et al. (2000), varios autores compararam a eficacia do
xenodiagndstico natural e artificial e concluiram que o xenodiagndstico artificial
pode substituir o natural em efetividade.

Nos repastos artificiais realizados, quase 70% dos insetos infectados
morreram por ndo conseguirem emergir da exdvia ou por terem emergido com
alguma deformacéo, e isso provavelmente aconteceu por causa da infeccéo
por T. rangeli, que geralmente causa a morte dos insetos (Afez, 1984,
D'Alessandro & Saravia, 1999). De acordo com Gulh & Vallejo (2003), o efeito

patolégico do T. rangeli no R. prolixus foi observado primeiramente por Grewal
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(1956), que observou uma quantidade aumentada de hemolinfa e de

deformidades na muda que levaram a uma mortalidade elevada.

3.6.2 Estudo da invasdo das glandulas salivares de Rhodnius

robustus em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Comparando os nossos resultados, com os realizados por Barreto-
Santana (2006), que utilizou a mesma cepa e a mesma espécie de triatomineo,
s6 que a infeccdo foi realizada por experimentos in vitro, observou-se que,
diferentemente, em nosso sistema in vivo, os flagelados n&do apareceram
aglomerados, aparentemente tentando atravessar a membrana basal por um
anico orificio, e sim isolados, parecendo atravessar individualmente, na
membrana basal da glandula salivar, penetrando por pequenos orificios, como
demonstrou Meirelles et al. (2005).

Kitajima et al. (1998), encontraram evidéncias da invasdo da glandula
salivar por T. rangeli, através do rompimento ativo da lamina basal pelo flagelo,
mas nao conseguiram observar a passagem inteira do corpo do flagelo, o que
também aconteceu em nossos experimentos, talvez por ser um processo
extremamente rapido e dificil de detectar. Eles observaram também, que a
penetracdo do T. rangeli ocorreu de forma ativa, envolvendo a ruptura da
lamina basal, expondo o citoplasma e facilitando a penetracdo do flagelo. Em
NOSSOS registros, encontramos algumas rupturas da membrana basal, onde na
maioria das vezes estavam com algum flagelado penetrando individualmente
(Figura 3.3).

Igualmente a Barreto-Santana (2006), encontramos um aglomerado de
flagelados tentando penetrar na membrana basal da regido préxima ao ducto, e
a maioria com caracteristica de formas epimastigotas. De acordo com Basseri
et al. (2002), num estudo de identificagcdo e distribuicdo de porcbes de
carboidratos em glandulas salivares de R. prolixus com lectinas FITC-
marcadas, eles observaram que a superficie da glandula salivar apresenta
residuos de carboidratos diferentes que podem servir como receptores aos
quais os flagelados se ligam antes da invasao. Isto poderia sugerir entdo, que
os flagelados reconhecem essa regido e lesam essa membrana basal de forma

mais facil, com a finalidade de atravessa-la e atingir as células do epitélio
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glandular, provavelmente utilizando a ponta do flagelo como elemento de
agressao. Ao que parece, as formas epimastigotas apresentariam uma maior
quantidade de uma molécula litica, constituida por uma proteina formadora de
poros (a “rangelysin”), permitindo a passagem dos parasitos pelas barreiras
epiteliais (Meireles et al, 2005). Estudos posteriores com a Microscopia
Confocal talvez possam demonstrar o motivo desses parasitos irem ao ducto.

Oliveira & Souza (2001), em estudos in vitro para verificar a
potencialidade de invasdo do T. rangeli, no epitélio intestinal, utilizou
fragmentos de intestino de R. prolixus, mostrando poucos flagelados presos
nas células epiteliais. Mas também registraram agregacoes de flagelados numa
mesma célula, geralmente provocando danos a essas células. Esse estudo
mostrou que os flagelados atacaram somente algumas células epiteliais e eles
sugerem que provavelmente isso ocorreu porque determinadas células séo
reconhecidas pelos flagelados para posterior ataque e invasao.

Pensamos que todos esses eventos iniciais, sao de suma importancia
para a infeccdo ou ndo das glandulas pelas diversas cepas/gendtipos de T.

rangeli atualmente conhecidos (Vallejo et al, 1988).

3.6.3 Estudo da invasdo das glandulas salivares de Rhodnius

robustus em Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Meireles et al. (2005), em seu experimento com R. domesticus,
descreveu que apoés penetrar a camada exterior da lamina basal, os parasitos
poderiam ser encontrados no espaco entre a lamina basal e o epitélio da
glandula salivar. Formas epimastigotas encontradas na lamina basal, em
seguida, invadiriam as células da glandula salivar por um mecanismo ainda
desconhecido. Depois de alcancar a luz da glandula, os parasitos aparecem
sob a forma epimastigota e continuam a ser atraidos pelo flagelo para as
microvilosidades das células da glandula salivar. Semelhantemente, em nosso
estudo, observamos flagelados com caracteristicas epimastigotas, tanto no
espaco entre a lamina basal e o epitélio da glandula salivar, quanto na luz da
glandula, aderidos as microvilosidades das células.

Ellis et al. (1980), estudando a invasao das glandulas salivares de R.

prolixus por T. rangeli, sugeriu que os flagelados penetram nas células da
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glandula salivar, por um processo de endocitose, e ficam fechados dentro de
vacuolos, até penetrarem no lumen da glandula, onde a maioria dos parasitos
parecem perder 0os seus vacuolos antes de deixar as células. De fato,
encontramos 0s parasitos livres no lumen da célula hospedeira, sem os
vacuolos.

De acordo com Kitajima et al. (1998), que trabalharam com glandulas
salivares de R. ecuadoriensis, as formas de T. rangeli encontradas em
micrografias de MET, eram vistas enroladas e por isso era dificil determinar o
estagio de desenvolvimento, mas em seu experimento, elas estavam com
caracteristicas mais proximas das formas esferomastigotas, com flagelo livre
envolvendo parcialmente a forma arredondada do parasita, dispostas
intracelularmente. Cuba Cuba (1975) analisando glandulas salivares de R.
ecuadoriensis em Microscopia Optica, descreveu a presenca de parasitos que
o autor interpreta serem esferomastigotas, providos de flagelo, dentro do
citoplasma das células glandulares. No presente trabalho, ndo foi possivel
identificar essas formas com caracteristicas que indicam serem formas

esferomastigotas.

3.6.4 Estudo histolégico das glandulas salivares de Rhodnius

robustus infectadas

O estudo do par de glandulas D1 é importante, porque de acordo com
Lacombe (1999) sua funcdo é produzir uma substancia anticoagulante, que &
excretada para o lumen da glandula junto com parte do epitélio. Toda a
secrecdo fica contida nos vacuolos dispersos no citoplasma das células
glandulares.

A maioria de suas células é binucleada, o que indica um acréscimo de
massa nuclear em relacéo ao citoplasma.

Para ajudar na hematofagia, Rhodnius prolixus produz véarias moléculas
bioativas em sua saliva que injeta na pele do hospedeiro (Araujo et al, 2009).
Corte-Real et al. (2011) investigando a atividade do fator ativador de plaquetas
acetil-hidrolase (PAF-AH) em homogeneizados de glandulas salivares e saliva
de R. prolixus identificaram que o PAF-AH facilita a succdo de um elevado

volume de sangue em um curto periodo de tempo. Dessa forma, sabe-se que a
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saliva altera o sitio da picada, favorecendo a localizagdo dos vasos e

aumentando o fluxo sanglineo na area da pele a ser picada. Os triatomineos

desenvolveram nas suas glandulas salivares, uma grande variedade de anti-

hemostéticos altamente eficientes, como anticoagulantes e vasodilatadores,

que sao introduzidos nos hospedeiros (Francischetti et al, 2000, Barros et al,
2009, Schwarz et al, 2009, Singh et al, 2010, Costa et al, 2011).

3.7 Conclusbes

v' Através das observacdes feitas com Microscopia Eletrdnica de

Varredura, interpretamos que, o fenbmeno inicial de aderéncia e
penetracdo nas glandulas salivares, se daria por formas tripomastigotas
e/ou epimastigotas;

Com o0s experimentos realizados em Microscopia Eletrénica de
Transmissdo, observou-se formas epimastigotas presentes entre a
lamina basal e o epitélio glandular; além de epimastigotas e
tripomastigotas na luz da glandula, com algumas formas aderidas as

microvilosidades das células;

Os aspectos morfoldégicos nos cortes histologicos das glandulas
salivares de R. robustus infectadas por T. rangeli mostraram elementos
estruturais similares as glandulas salivares sadias, descritos na
literatura. Observou-se apenas, 0 processo inicial de aderéncia e

potencial de penetracdo dos flagelados na membrana basal da glandula;
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Capitulo IV

Estudo da influéncia da infeccdo por  Trypanosoma rangeli (SC-58, KP1-)

na biologia de Rhodnius robustus

, R. pictipes e R. neglectus .
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4.1 Resumo

Métodos bioquimicos e moleculares tém sido utilizados para demonstrar
polimorfismo entre as linhagens de T. rangeli isoladas de mamiferos e
triatomineos de diferentes areas geograficas. Algumas populacdes de espécies
do género Rhodnius poderiam se comportar de maneira diferente quanto a
susceptibilidade ou ndo de infec¢do por gendtipos de T. rangeli estabelecendo
as linhagens ou subpopulacdes do parasita. Atualmente, uma forte evidéncia
sugere uma co-evolucao parasita-vetor. O objetivo foi verificar a influéncia da
infeccdo por T. rangeli (geneticamente caracterizada como KP1-) na biologia de
R. robustus, R. neglectus e R. pictipes. Nossas hipbteses sdo: a) o parasito
modifica o comportamento alimentar, a duracdo do ciclo de vida e a taxa de
mortalidade dessas espécies e b) que, essas alteracbes poderiam ser
diferentes entre as espécies de Rhodnius da linhagem “robustus” (R. robustus,
R. neglectus) e da linhagem “pictipes” (R. pictipes). Via repasto artificial, cerca
de 50 ninfas dessas espécies foram alimentadas com sangue com cultura de T.
rangeli em suspensao. Outras 50 ninfas foram alimentadas em camundongos
nao infectados (grupo controle). Os insetos foram observados diariamente para
determinar a mortalidade e os parametros do periodo de desenvolvimento. A
alimentacdo dos insetos foi feita a cada sete dias apds ecdise em
camundongos. Foram registrados: tempo decorrido para a aproximagao,
namero de picadas, tempo do repasto, numero de interrupgdes, de defecacdes
e quantidade de sangue ingerido. Embora o grupo controle tenha mostrado
uma tendéncia em direcdo a um desenvolvimento ninfal mais rapido, ndo houve
diferenca significativa quando comparado ao grupo infectado. R. pictipes
infectados apresentaram uma meédia de dias em sua evolugdo maior que o
grupo controle, e ainda apresentou um maior periodo ninfal total quando
comparado com as outras duas espécies. Os R. pictipes infectados demoraram
mais para detectar e iniciar as picadas nos camundongos e defecaram mais
frequentemente que os controles. No caso de R. robustus os infectados
picaram mais vezes 0s camundongos e defecaram menos frequentemente que
os controles. Fato similar aconteceu com R. neglectus infectados que picaram
mais vezes, porém defecaram mais frequentemente que os controles. Para as

trés espécies a maioria dos insetos infectados ingeriu uma menor quantidade
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de sangue mesmo apresentando um tempo de alimentagdo similar aos
controles. A mortalidade do grupo de infectados por T. rangeli foi maior que a
observada no grupo controle para as trés espécies estudadas, sendo que
apenas R. neglectus apresentou diferenca significativa. Os resultados
mostraram que alguns parametros do comportamento alimentar dos

triatomineos foram modificados apdés infec¢édo por T. rangeli.

Palavras-Chave: Rhodnius pictipes; Rhodnius robustus; Rhodnius neglectus;
Trypanosoma rangeli; infeccdo experimental; relacdo parasito-vetor;

competéncia vetorial.
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4.2 Abstract

Biochemical and molecular methods have been used to show extensive
populations polymorphism between T. rangeli strains isolated from mammals
and triatomines in different geographical areas. Some populations of species of
the genus Rhodnius could have difference in their susceptibility or not to T.
rangeli genotypes infection with well established lineages or subpopulations of
the parasite. At present, a strong evidence suggests a co-evolution parasite-
vector. The aim was to verify the influence of infection by T. rangeli (genetically
characterized as KP1-) in biology of R. robustus, R. neglectus and R. pictipes.
Our hypothesis are: a) the parasite modifies the feeding behavior, the duration
of life cycle and mortality rate of these species and b) that, these alterations
could be different between the species Rhodnius of lineage “robustus” (R.
robustus, R. neglectus) and of lineage “pictipes” (R. pictipes). By artificial
feeding, about 50 nymphs of these species were fed with blood mixed with T.
rangeli culture suspension. Other 50 nymphs were fed in mice uninfected
(control group). The insects were diary observed to determine mortality and
parameters of the development period. The feeding of insects was done at
every seven days. It was recorded: time elapsed for of approximation, number
of bites attempts, repast time, number of interruptions, of defecations and the
amount of ingested blood. Although the control group has shown a tendency to
a faster nymph development, there was no statistical difference between the
two groups. Infected R. pictipes showed a larger average of days in their time
evolution than the control group, and showed a larger total nymph period
compared to the other two species. It took longer for the infected R. pictipes to
detect and start the bitting on the mice and they defecated more frequently than
the control ones. Related to R. robustus, the infected ones bit more times and
defecated less frequently than the control ones. The infected R. neglectus bit
more times and defecated less frequently than the control ones. Concerning the
three species, most of infected insects ingested a less quantity of blood, even
showing similar feeding time as the control group. The mortality of infected T.
rangeli group was larger than mortality observed in control group for the three
studied species, with only R. neglectus showed a significant difference. Results
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showed that some feeding behavior parameters of triatomines were modified

after infection by T. rangeli.

Keywords: Rhodnius pictipes; Rhodnius robustus; Rhodnius neglectus;
Trypanosoma rangeli; experimental infection; relation parasite-vector; vector

competence
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4.3 Introducgao

Alteracbes parasitogénicas na biologia do hospedeiro sao
epidemiologicamente importantes se afetam a capacidade de transmissao dos
parasitos (Schaub, 2006). Em insetos hematdéfagos existem efeitos como a
reducdo da locomocédo ou o tempo de vida dos adultos e o aumento da
sensibilidade a outros fatores de estresse (Schaub, 1994), efeitos esses que
alteram a taxa de transmissdo. Muitos tripanosomatideos parecem mudar o
comportamento dos insetos hospedeiros aumentando sua competéncia
vetorial. Os movimentos lentos dos insetos infectados por T. rangeli, por
exemplo, podem aumentar a taxa de predacao por mamiferos insetivoros, mas
também a taxa de transmissdo entre os triatomineos através do canibalismo.
Outro exemplo é a interferéncia no processo de ingestdo, o que provoca um
maior numero de picadas e baixas taxas de ingestdo que estdo relacionadas
com disturbios do trato digestivo (Schaub, 2006).

Considerando-se triatomineos infectados com o T. cruzi, estes
apresentam apenas efeitos leves, ja o T. rangeli afeta fortemente, por exemplo,
o0 comportamento alimentar (Afiez & East, 1984, Schaub, 1989). Oliveira et al.
(2010) estudando os padrdes de desenvolvimento e reprodugcédo de Triatoma
brasiliensis infectados por T. cruzi, observaram que ambos os grupos (controle
e infectados) apresentaram taxas semelhantes de mortalidade ninfal e o
desempenho reprodutivo ndo foi significativamente afetado pela infeccdo em
nenhum dos tratamentos. De acordo com Afez (1984), quando as ninfas de
primeiro estagio de R. robustus e R. prolixus séo infectadas com T. rangeli, as
taxas de sobrevivéncia nos diferentes estadios diminui significativamente em
relacédo aos controles, comprovando a patogenicidade do T. rangeli.

Estudos tém demonstrado as caracteristicas do ciclo biolégico de varias
espécies de triatomineos, incluindo pelos menos seis espécies de Rhodnius
(Silva 1985, Rocha et al, 1994, Canale et al, 1999, Guarneri et al, 2000, Rocha
et al, 2001a,b, Carcavallo, 2002, Rocha et al, 2004,). Outros autores tém
demonstrado caracteristicas de seus habitos alimentares e dos padrdes de
defecacdo durante e apOs o repasto sanguineo (Crocco & Catald, 1996,
Nogueda-Torres et al, 2000, Nattero et al, 2002, Martinez-lbarra et al, 2003a,
Barreto-Santana et al, 2011). Mas o0s experimentos realizados por estes ultimos
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pesquisadores objetivaram correlacionar comparativamente o potencial vetorial
das espécies pesquisadas e, inferir sua potencialidade na transmisséo de T.
cruzi e T. rangeli utilizando triatomineos néo infectados.

Do ponto de vista epidemiolégico, € importante conhecer as
caracteristicas biolégicas dos triatomineos infectados, e uma das maneiras
para esse estudo é o estabelecimento das estatisticas vitais obtidas em
observacdes das colbnias de laboratorio. Em se tratando de um modelo de um
tripanossoma como T. rangeli, cujo mecanismo de transmissdo € do tipo
inoculativo (transmissdo pela picada) o estudo do comportamento dos
Rhodnius é de importancia na caracterizacdo de seu potencial vetorial.
Adicionalmente, varios estudos tém mostrado evidéncias de co-adaptacao
entre espécies de Rhodnius e T. rangeli. Populacdes de T. rangeli isoladas de
espécies de Rhodnius da linhagem “pictipes” (T. rangeli/KP1-) s&o
geneticamente divergentes das isoladas da linhagem “robustus” (T.
rangeli/KP1+) o que sugere co-evolucdo entre as subpopulacdes de T. rangeli
e as espécies de Rhodnius (Vallejo et al, 2003, 2007, Urrea et al, 2011). Dessa
forma a influéncia de T. rangeli na biologia de seus vetores pode estar
relacionada também com a linhagem do parasito e seus vetores.

Visando compreender ainda mais se o0s habitos alimentares e
comportamentais do vetor serédo alterados por estarem infectados, utilizamos
experimentos laboratoriais de comportamento que permitiram estabelecer: (i)
deteccdo do hospedeiro (tempo de aproximacdo dos triatomineos ao
hospedeiro vertebrado experimental); (i) nimero de tentativas de picadas dos
insetos no hospedeiro; (iii) tempo total do repasto sanguineo; (iv) nimero de
interrupcdes do repasto. Todas essas observacdes de comportamento dos
insetos foram realizadas utilizando-se vetores naturais do T. rangeli, da
linhagem “robustus” (R. neglectus, R. robustus) e da linhagem “pictipes” (R.
pictipes), infectados via repasto artificial. Para andlise da interferéncia da
infeccdo por T. rangeli (KP1-) na biologia dessas espécies, 0s experimentos
foram realizados e comparados com a biologia dos insetos néo infectados
(grupo controle). A hipGtese € que o parasito modifica 0 comportamento
alimentar, a duracéo do ciclo de vida e a taxa de mortalidade dessas espécies
de Rhodnius e que essas alteragbes estdo relacionadas com a linhagem

evolutiva de Rhodnius. Essas alteracdes provavelmente tém relacdo direta com
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a transmissao de T. rangeli na natureza e poderiam estar vinculadas com a

linhagem evolutiva de Rhodnius.

4.4 Material e Métodos

4.4.1 Material Bioldgico

Os insetos utilizados para esses experimentos foram provenientes das
colénias mantidas no Laboratorio de Parasitologia Médica e Biologia de
Vetores (FM/UnB). Os Rhodnius neglectus (MG) foram coletados originalmente
na area de ltuiutaba - MG (Gurgel-Goncalves et al, 2008) e os R. robustus na
area de Benfica, Maraba — PA (Mejia, 2005). Os R. pictipes foram enviados
pelo Dr. Cléber Galvao, do Laboratorio de Referéncia Nacional em Taxonomia
de Triatomineos da Fiocruz — RJ, procedentes de Barcarena — PA, de uma
colénia mantida no laboratorio nacional e internacional de taxonomia de
triatomineos da Fiocruz-RJ desde 1989.

A origem da cepa de T. rangeli (SC-58, KP1-), os métodos de
manutencao dos insetos foram descritos no Capitulo 2, paginas 31 e 32.

A fim de documentar o comportamento dos insetos, no interior de cada
“arena experimental” foi colocado, individualmente um camundongo albino
imobilizado, e frente a esse hospedeiro foi colocado um espécime, para o
registro dos padrdes de alimentacéo e defecacéo. Todas as observacdes foram

acompanhadas e cronometradas.

4.4.2 Estabelecimento das estatisticas vitais dos g rupos

experimentais

Para este trabalho utilizamos 50 ninfas infectadas via repasto sanguineo
artificial (ver procedimento no Capitulo 2, paginas 32 e 33) para possivel
infeccdo por T. rangeli e outras 50 foram alimentadas com camundongos n&o
infectados para controle de cada espécie. Cada ninfa foi colocada
separadamente em recipientes plasticos com tampas com uma tela na parte

superior 0 que propiciou a entrada de oxigénio, e tiveram o fundo forrado com
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papel filtro e contendo tiras do mesmo papel, dobradas em sanfona, para
aumentar a superficie de absorcédo de umidade (Rocha et al, 1997).

Os potes ficaram no insetario onde a temperatura e a umidade foram
monitoradas.

A partir dai, os insetos foram observados diariamente a fim de
determinar os percentuais de mortalidade e o periodo total de desenvolvimento
das espécies em condicdbes de laboratorio. O tempo em dias de
desenvolvimento de cada um dos cinco estagios ninfais e tempo em dias até o
desenvolvimento dos adultos foi contabilizado e comparado entre 0s grupos
experimentais.

A alimentacdo foi oferecida, aproximadamente, sete dias apdés cada
ecdise e o tempo de oferecimento da fonte sanguinea foi de, no maximo, 30
minutos. Somente aqueles exemplares que se recusaram a sugar ou sugaram

pouca quantidade de sangue foram submetidos a nova tentativa de

alimentacao.

443 Andlise do comportamento alimentar dos grupos

experimentais

Sabendo-se que os triatomineos retiram o sangue diretamente dos
vasos sanguineos (vénulas e arteriolas), os eventos que ocorrem No processo
de alimentacdo incluiriam: detec¢cdo do hospedeiro, aproximacgdo até ele,
movimento exploratério ativo da probdscide pela superficie da pele do
hospedeiro, picada ou penetracdo, localizacdo do sangue (em um vaso
sanguineo), ingestdo do sangue e término da alimentacdo (Guarneri et al,
2000).

Para ambas as espécies foram estudadas as seguintes variaveis, a partir
da observacao direta e registro do tempo: a) Tempo de aproximacao: Tempo
(em minutos) desde que o inseto foi colocado no recipiente até o momento de
introducdo da probdscide na pele do camundongo; b) Numero de picadas: foi
registrado o niumero de vezes que 0 inseto encostou e introduziu a probdscide
na tentativa de encontrar vénulas/arteriolas na pele do camundongo, antes do
inicio evidente do seu repasto; ¢) Tempo do repasto: Tempo em minutos entre

a primeira picada e o fim da ingestdo de sangue; d) Numero de interrupcgdes:
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Foi contabilizado o numero de interrup¢gbes espontaneas do inseto, apds a
verificagdo do inicio do repasto; e) Defecacdo: Numero de defecacdes por
inseto durante e até 10 minutos apO0s o repasto por observacdo direta do
inseto; f) Quantidade de sangue ingerido em cada estagio ninfal: Todos os
insetos foram pesados antes e imediatamente ap0s o repasto em balanca
analitica AND HR-200, graduada em mg para designar a quantidade de sangue
ingerido.

Para a comparacdo das médias das variaveis de cada estadio de
desenvolvimento, das trés espécies entre os dois tratamentos, foi utilizado o

teste de Tukey (a = 0,05). Os dados que nao apresentaram distribuicdo normal,
foram transformados em +/x . Para comparacao das taxas de mortalidade entre

os dois grupos foi utilizado o teste qui-quadrado. Os testes foram realizados no

programa SAS.

4.5 Resultados
4 5.1 Estabelecimento das estatisticas vitais dost  riatomineos

Comparando-se o desenvolvimento dos espécimes nao infectados e
infectados, observou-se que R. neglectus infectados (Tabela 4.1) apresentaram
o periodo ninfal total maior que os do grupo controle (170 e 154 dias,
respectivamente). Resultados similares foram observados com os R. pictipes
(173 e 150 dias) (Tabela 4.2) e R. robustus (185 e 162 dias) (Tabela 4.3). Nas
trés espécies estudadas houve diferenca significativa no tempo gasto até a
primeira muda apds o repasto (Ninfas | — 1) comparando-se o grupo controle
com os infectados. Embora o grupo controle tenha mostrado uma tendéncia em
direcdo a um desenvolvimento mais rapido, ndo houve diferenca significativa
entre os dois grupos nos outros estadios ninfais. R. pictipes infectados
apresentaram uma meédia de dias maior que o grupo controle para a muda em
todos os estadios, mas ndo houve diferenca significativa.

Para R. neglectus, a mortalidade considerando todo o periodo ninfal do

grupo infectado foi diferente (X?=3,9; P=0,04) e maior que no grupo controle.
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Os maiores percentuais de mortalidade foram registrados para as Ninfas Il e IV
do grupo infectado, sendo que na ultima muda nenhum espécime de R.
neglectus do grupo controle morreu (Tabela 4.1).

Tanto para R. pictipes, como para R. robustus, ndo houve diferenca
significativa, comparando-se os dois tratamentos (controle e infectados). Os
maiores percentuais de mortalidade para R. pictipes, foram registrados para as
Ninfas Il do grupo infectado e Ninfas IV do grupo controle (Tabela 4.2). Ja para

R. robustus, isso ocorreu para as Ninfas Il e V do grupo infectado (Tabela 4.3).
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Tabela 4.1 — Comparacgéo do periodo de desenvolvimento (em dias) e do percentual de mortalidade de ovos e estadios ninfais de

Rhodnius neglectus (grupo controle e infectado por Trypanosoma rangeli SC-58, KP1-).

NUmero de insetos* Duragdo (X £ S dias) Mortalidade (%)

(min — max)
Estadio Controle Infectados Controle Infectados Controle Infectados
Repasto - NIl 52 49 139+£527  274+10,46 3,7 9,3
(9 —45) (16 - 57)
NIT - NIII 45 40 34,7+125  37,1+834 13,0 16,7
(22 -73) (27 - 58)
NIl - NIV 42 34 404+765 36,746,935 5,6 11,1
(26 — 56) (29 - 57)
(24 - 55) (21-79)
NV - AD 36 19 37,4 £9,49 40,0 + 23,39 0.0 11,1
(22 - 76) (24 - 114)
Periodo
. 154,4 + 10,74  169,8 + 31,96 33.3 64.8
Ninfal (133 - 194) (141 - 250)
X: média; SD: desvio padrdo; NIl — NV: segundo a quinto estadio ninfal; AD: adultos. * Foram utilizados no

experimento, 54 insetos de cada grupo.
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Tabela 4.2 — Comparacgéo do periodo de desenvolvimento (em dias) e do percentual de mortalidade de ovos e estadios ninfais de

Rhodnius pictipes (grupo controle e infectado por Trypanosoma rangeli SC-58, KP1-).

NUmero de insetos*

Duragéo (X £ S dias)

Mortalidade (%)

(min — max)
Estadio Controle Infectados Controle Infectados Controle Infectados
14,8 +7,31 28,3+12.85
Repasto - NII ' ' ' ' 14,9
p 41 40 (5 - 39) (11 - 60) 12,8
33,1 +8,93 34,3+12,31
NI - NI 34 25 ' ' ' ' 14.9 31,9
(21 -52) (22 — 82) '
32,2+7,43 35,6 £6,73
NI - NIV ' ' ’ ’ 6,4
34 22 (14 - 41) (28 — 46) 0.0
33,5+8,44 33,9+13,49
NIV - NV ' ' y ’ 8,5
25 18 (26 — 48) (21 -79) 19.1
36,0 + 5,66 39,1+10,80
NV - AD 21 15 ' ' ' ’ 85 6,4
(29 — 49) (26 — 55) '
Periodo 150,3+10,07 173,1 + 15,05 e 3 68 1
Ninfal (133 -167) (148 — 193) ’ '
X: média; SD: desvio padrdo; NIl — NV: segundo a quinto estadio ninfal; AD: adultos. * Foram utilizados no

experimento, 47 insetos de cada grupo.
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Tabela 4.3 — Comparacgéo do periodo de desenvolvimento (em dias) e do percentual de mortalidade de ovos e estadios ninfais de

Rhodnius robustus (grupo controle e infectado por Trypanosoma rangeli SC-58, KP1-).

NUmero de insetos* Duragdo (X + S dias)

Mortalidade (%)

(min — max)
Estadio Controle Infectados Controle Infectados Controle Infectados
Repasto - NIl 48 44 17,0+3,33 29,7991 40 12,0
(11 - 26) (21 -65) '
NIT - NIII 43 37 40,1 48,29 36,9+7,66 10.0 14,0
(22 - 50) (27 - 61) ’
(24 - 49) (21 - 36) ’
NIV - NV 33 29 28,6 + 9,86 41,4 + 8,56 80 12,0
(20 — 75) (19 - 63) '
NV - AD 27 21 50,9 £ 9,53 52,4 + 23,33 120 16,0
(37 -79) (39-62) ’
Periodo
. 161,5+ 1555 185,4+ 25,12 46.0 58,0
Ninfal (142 - 196) (153 - 272) ’
X: média; SD: desvio padrdo; NIl — NV: segundo a quinto estadio ninfal; AD: adultos. * Foram utilizados no

experimento, 50 insetos de cada grupo.



4.5.2 Analise de alguns aspectos do comportamento a

neglectus , R. pictipes e R. robustus infectados por T. rangeli

a) Tempo de aproximagao —
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limentar de R.

Para R. neglectus, as Ninfas Ill e IV dos

espécimes infectados foram as que apresentaram um maior tempo de

aproximacéo, com diferenca significativa ao grupo controle (Figura 4.1). Para

R. pictipes, observou-se que em média, os infectados demoraram mais para

detectar a fonte alimentar que os do grupo controle. Dentre os R. robustus, as

Ninfas IV infectadas, se destacaram com o maior tempo de aproximacéao (5,21

minutos), apresentando diferenca significativa para o grupo controle (Figura
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Figura 4.1 Valor médio do tempo de aproximacao dos insetos a fonte alimentar

para os diferentes estadios de desenvolvimento de Rhodnius. A: R. neglectus;

B: R. pictipes; C: R. robustus. As barras representam o desvio padrdo da

meédia. *Diferenca significativa comparando as médias entre 0S grupos

(p<0,05).
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b) Namero de picadas - Em geral, as Ninfas Il dos espécimes do grupo
controle e do grupo infectados das trés espécies estudadas, foram as que
apresentaram o maior numero de picadas, exceto para 0os R. neglectus do
grupo controle (Figura 4.2). Observou-se que o0s insetos infectados
apresentaram um maior numero de picadas até o inicio do repasto que os

insetos ndo infectados.
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N

M |nfectado

=

o

Ninfall Ninfalll NinfalV NinfaV Adultos

Estadios ninfais dos insetos C

Figura 4.2 Valor médio do nimero de picadas dos insetos Rhodnius na fonte
alimentar. A: R. neglectus; B: R. pictipes; C: R. robustus. As barras
representam o desvio padrao da média. *Diferenca significativa comparando as

meédias entre os grupos (p<0,05).

c) Tempo do repasto sanguineo — O valor médio foi similar para as
trés espécies estudadas. A duracdo do repasto aumentou com a aproximacao
da fase adulta, mas as Ninfas V foram as que apresentaram a maior média. Na

fase adulta ocorreu uma reducéo no periodo de repasto (Figura 4.3).
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Figura 4.3 Valor médio do tempo total do repasto sanguineo dos insetos
Rhodnius na fonte alimentar. A: R. neglectus; B: R. pictipes; C: R. robustus.
As barras representam o desvio padrdo da média. *Diferenca significativa

comparando as médias entre os grupos (p<0,05).

d) Numero de interrupcdes — Os R. pictipes infectados apresentaram
uma maior média de interrupcdes, que os insetos do grupo controle em todos
os estadios ninfais, exceto para as Ninfas Il que apresentaram quase a mesma
média (1,32 e 1,33) (Figura 4.4). As Ninfas Il de R. pictipes e R. robustus do
grupo controle e R. pictipes infectados foram as que apresentaram o0 maior
namero de interrupcdes por repasto. Os adultos infectados das trés espécies
foram os que apresentaram uma maior elevacdo no numero de interrupgoes,

guando comparados ao grupo controle.
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significativa comparando as médias entre os grupos (p<0,05).

e) Defecacdo — Os R. pictipes infectados apresentaram um maior
percentual de defecacdes em todos os estadios, quando comparados ao grupo
controle e aos R. neglectus e R. robustus infectados (Figura 4.5).

Para R. neglectus e R. pictipes infectados, o maior percentual de
defecacbes observadas, ocorreu com as Ninfas Ill, com uma média de 62 e
68%, respectivamente. Ja para R. robustus, ocorreu com os adultos, com a
meédia de 40%. No geral, os R. robustus foram 0s que apresentaram 0 menor

percentual de defecacdes em todos os estadios.
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Figura 4.5 Percentuais de defecacdes dos insetos Rhodnius, somando-se as

observacgdes realizadas durante e apds o repasto sanguineo. A: R. neglectus;

B: R. pictipes; C: R. robustus.

f) Quantidade de sangue ingerido em cada estadio ni

nfal - Para as

trés espécies, nos dois grupos, a quantidade de sangue ingerido foi crescente

com o decorrer do desenvolvimento dos insetos, alcancando o pico pelas

Ninfas V, com um decréscimo de aproximadamente 50% do volume na fase

adulta (Figura 4.6).
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robustus. As barras representam o desvio padrdo da meédia. *Diferenca

significativa comparando as médias entre os grupos (p<0,05).

4.6 Discussao

4.6.1 Estabelecimento das estatisticas vitais dos t

riatomineos

Nas condicdes de laboratorio empregadas neste trabalho, os dados

sobre o desenvolvimento ninfal mostram que o periodo de tempo entre as

mudas ou ecdises ndo variou muito, nem entre os estadios, nem entre o grupo

controle e infectados, embora o grupo controle tenha mostrado uma tendéncia

em direcdo a um desenvolvimento mais rapido. Ja& com relacdo a taxa de

mortalidade durante o periodo ninfal, observou-se uma maior porcentagem no

grupo dos infectados quando comparados com o grupo controle das trés

espécies estudadas, sendo que R. neglectus foi a Unica espécie que

apresentou diferenca significativa entre os dois tratamentos, demonstrando a

influéncia do T. rangeli na biologia desses triatomineos.
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Geralmente o periodo de desenvolvimento ninfal dos triatomineos esta
relacionado as condi¢bes de alimentacdo, temperatura e umidade a que séo
submetidos. Da ninfa Il ao estadio adulto, os R. neglectus e os R. pictipes do
grupo controle e infectados necessitaram, em média, de 30 a 40 dias para
alcancarem o estadio seguinte, o que foi também observado para R. robustus
por Braga et al. (1999) e para R. ecuadoriensis por Villacis et al. (2008), ao
utilizarem triatomineos nédo infectados. Rocha et al. (1994), por exemplo,
registraram a duragao do ciclo de R. pictipes (de ovo a adulto) em um tempo
meédio de 278 dias, resultado bastante superior a0 nosso, que mostrou uma
média de 150,3 e 173,1 dias para controle e infectados da mesma espécie. De
acordo com Silva (1985), que estudou a influéncia da temperatura na biologia
de dezoito espécies de triatomineos, tais como R. ecuadoriensis, R. nasutus,
R. neglectus, R. pictipes e R. robustus, as condi¢cbes ambientais interferem na
biologia dos triatomineos.

Comparando-se o periodo de desenvolvimento desde o primeiro repasto
até a muda imaginal das trés espécies, os dois grupos experimentais (controle
e infectados) apresentaram diferencas significativas. Oliveira et al. (2010)
analisando a influéncia de T. cruzi em T. brasiliensis, também observaram
atraso no desenvolvimento do primeiro para o segundo estadio ninfal do grupo
infectados.

Muitos exemplares, principalmente do grupo infectados, emergiram da
exuvia com defeitos nas patas, asas e probdéscide, o que geralmente dificultava
0 repasto, levando a morte. A interrupcdo das ecdises, onde o inseto nao
conseguia se desprender totalmente da exuvia, também foi um fator importante
para a mortalidade dos insetos.

Os estadios criticos de mortalidade para as trés espécies do grupo
controle, foram o 2° (R. neglectus), 4° (R. pictipes), e 3° e 5° estadios ( R.
robustus), o que nao é considerado comum por varios autores que geralmente
apresentam taxas elevadas de mortalidade no 1° e 5° estadios de
desenvolvimento, como ocorreu para R. robustus (Braga et al, 1999, Martinez-
Ibarra et al, 2003b, Aldana et al, 2005). Ja para os triatomineos infectados, R.
neglectus e R. pictipes apresentaram maior mortalidade no 2°estadio, fato que
pode ter ocorrido pela dificuldade de adaptacdo apds o repasto infectante ou

pela dificuldade na realizacdo do segundo repasto, com a fragilidade do
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aparelho bucal, e dificuldade para alcancar o hospedeiro e atingir um capilar, ja
R. robustus continuou com maior mortalidade no estadio V.

Comparando-se o percentual de mortalidade durante o periodo ninfal
total, os triatomineos infectados apresentaram uma maior porcentagem que 0s
espécimes ndo infectados, fato também demonstrado por Afiez et al. (1987),
utilizando R. prolixus infectados por T. rangeli, confirmando que o parasito foi
responsavel pelo maior ndmero de mortes. Afiez (1984), avaliando a
interferéncia da infeccdo na sobrevivéncia de triatomineos, observou que a
mortalidade do grupo controle de R. prolixus foi bem mais baixa (5%) que a do
grupo infectado (39%), o que também aconteceu para R. robustus: controle
(12%) e infectado (46%). No presente estudo, R. robustus também apresentou
diferenca entre controle (46%) e infectado (58%), mas com uma taxa bastante
elevada de mortalidade no grupo controle, o que pode ter ocorrido por ser uma
espécie amazbnica e as condicbes secas do Distrito Federal ndo foram
favoraveis ao seu desenvolvimento.

Os unicos que apresentaram diferenca significativa no percentual de
mortalidade, foram os R. neglectus. Possivelmente, os R. pictipes dos dois
grupos nao se diferenciaram estatisticamente, porque os insetos enviados da

Fiocruz-RJ, também tiveram certa dificuldade de adaptacao ao clima do DF.

4.6.2 Analise de alguns aspectos do comportamento a  limentar de R.

neglectus , R. pictipes e R. robustus infectados por T. rangeli

As trés espécies demonstraram uma avidez precoce na procura da fonte
alimentar, sendo que os espécimes infectados apresentaram um maior tempo
para aproximacao da fonte alimentar, com diferenca significativa para as Ninfas
[l e IV de R. neglectus e Ninfas IV de R. robustus. R. pictipes se destacaram
por apresentarem um maior tempo de aproximacdo em todas as ninfas do
grupo infectados quando comparados ao grupo controle, exceto para os
adultos. Apesar dessa diferenca entre 0s dois grupos experimentais, a média
do intervalo entre o oferecimento da alimentagdao e a picada foi inferior a 5
minutos para quase todas as ninfas, o que mostra que até os espécimes
infectados foram rapidos na deteccéo da fonte alimentar. Esse tempo médio de

aproximacéo foi similar para R. pictipes (Rocha et al, 1994), para R. nevai, R.
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prolixus e R. robustus (Aldana et al, 2001), para R. nasutus (Oliveira et al,
2009), e para R. robustus e R.neglectus (Barreto-Santana et al, 2011).

As Ninfas | de ambas as espécies, apresentaram 0 maior numero de
picadas se comparado aos outros estadios, mas isso provavelmente ocorreu
devido ao menor tamanho da proboscide e a consequente dificuldade na
deteccdo do vaso sanguineo. Os insetos infectados podem ser considerados
mais eficientes para a transmisséo de T. rangeli, ja que apresentaram um maior
namero de picadas até o inicio do repasto que 0s insetos do grupo controle.

Sabe-se que ao introduzir a probdscide e tentar encontrar o respectivo
vaso sanguineo, o triatomineo previamente inocula saliva. Este mecanismo é
de grande importancia no mecanismo de transmisséo (tipo “Salivaria”) via
inoculativa pela picada do inseto vetor. Diversos autores enfatizam sobre o
papel que os elementos da saliva dos triatomineos exercem em fendmenos de
vasodilatacdo, coagulacdo, anestesia e atividade anti-histaminica (Ribeiro &
Garcia, 1981, Ribeiro et al, 1990, Guimaraes & Ribeiro, 1995).

Foi mostrado que a saliva de R. prolixus infectados com T. rangeli possui
menos substancias anti-hemostéticas, o que provoca um aumento no tempo de
procura por sangue na pele do hospedeiro pelo inseto, aumentando assim a
possibilidade de inoculagéo intradérmica de parasitos no hospedeiro mamifero
(Garcia et al, 1994). Aflez & East (1984), observaram que R. prolixus e R.
robustus infectados com T. rangeli apresentaram-se mais vorazes durante a
alimentacao e apresentaram um maior numero de picadas.

De acordo com Guarneri et al. (2000), quanto mais eficiente € a espécie
durante o processo de alimentacédo, mais curto serd o seu tempo de contato
com o hospedeiro e maior sera sua chance de sobrevivéncia. Dessa forma, as
trés espécies estudadas podem ser consideradas eficientes no processo de
alimentacdo, jA& que mostraram similar comportamento para o periodo de
repasto.

No presente trabalho destaca-se o fato das Ninfas V (NV) de todas as
espécies, nos dois tratamentos, apresentarem o maior tempo para replecéo
total, como foi observado para as NV de T. dimidata e R. prolixus (Zeledén et
al, 1977), NV de R. neivai, R. prolixus e R. robustus (Aldana et al, 2001), de R.
colombiensis e R. prolixus (Arévalo et al, 2007) e de R. nasutus (Oliveira et al,

2009). Arévalo et al. (2007) explicam que esse comportamento estaria
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relacionado a necessidade de maior quantidade de sangue que as Ninfas V
requerem para a aquisicdo de novas estruturas anatbmicas durante a muda
para o estado adulto. Observou-se também que na fase adulta houve uma
reducdo no periodo de alimentacéo, fato também observado para T. dimidata,
T. infestans e R. prolixus (Zeleddn et al, 1977), R. nasutus (Oliveira et al, 2009)
e R. robustus e R. neglectus (Barreto-Santana et al, 2011).

O numero de interrupcdes foi maior entre os espécimes infectados, o
gue os torna mais eficientes na transmissdo do T. rangeli, pois a cada
interrupcdo, o vetor buscara um novo vaso sanguineo, inoculando saliva mais
vezes no hospedeiro. Observou-se também que alguns espécimes
interrompiam a alimentagcédo e defecavam sobre o hospedeiro, 0 que acontecia
até duas vezes por repasto. Arévalo et al. (2007), também mencionaram a
relacdo entre as interrupcbes e as defecagbes durante o repasto dos R.
prolixus.

As espécies de triatomineos que defecam durante os primeiros 5 — 10
minutos apods a alimentacéo poderiam ser consideradas transmissoras eficazes
de T. cruzi (Zeledon et al, 1977). Embora saibamos que a transmisséo para T.
rangeli seja predominantemente inoculativa, os R. pictipes do grupo infectados
poderiam ser considerados eficazes para a transmissdo de T. cruzi, pois
apresentaram um maior percentual de defecacdes em todos os estadios,
guando comparados ao grupo controle e aos R. neglectus e R. robustus
infectados.

A quantidade de sangue ingerido apresenta variacdes inter e intra
especificas, inclusive utilizando-se a mesma fonte alimentar, em repastos
distintos (Rocha et al, 1997).

Como as Ninfas V precisam obter reservas energéticas suficientes para
efetuar a muda para o estaddio adulto, apresentaram a maior média da
quantidade de sangue ingerido, com um decréscimo de aproximadamente 50%
do volume na fase adulta, o que também foi observado para R. pictipes (Rocha
et al, 1994), para T. rubrovaria (Bar et al, 2003), para R. brethesi (Rocha et al,
2004), para R. ecuadoriensis (Villacis et al, 2008) e para R. robustus e R.
neglectus (Barreto-Santana et al, 2011).

Dentre os espécimes infectados observou-se que alguns rejeitaram a

alimentacdo varias vezes; outros picavam em varias partes do hospedeiro, mas
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nao alteravam o peso; alguns ficavam os 30 minutos do repasto com a
probéscide penetrada no hospedeiro vertebrado, mas nao ingurgitava; e outros
simplesmente nem encostavam no camundongo durante o periodo de
observacédo do repasto. R. pictipes foram os espécimes que mais apresentaram
essas caracteristicas, fato que evidencia a patogenicidade do T. rangeli sobre
0s triatomineos.

As diferencas apresentadas em alguns parametros do comportamento
alimentar, na mortalidade, e na duracdo do periodo ninfal total entre os
espécimes de R. pictipes, R. robustus e R. neglectus, confirmam a hipétese de
que essas alteracOes estariam relacionadas com a linhagem evolutiva de
Rhodnius.

Futuros estudos de infeccdo experimental com T. rangeli (KP1+)
poderao fornecer mais evidéncias para testar a segunda hipétese e esclarecer
se as alteracdes biologicas desses triatomineos estdo relacionadas com a

linhagem de T. rangeli.

4.7 Conclusbes

v A infeccdo por T. rangeli ndo alterou significativamente a duracdo do
periodo ninfal das espécies estudadas, mas entre as trés espécies
observou-se uma tendéncia em direcdo a um desenvolvimento mais
rapido do grupo controle em relacdo aos infectados. R. pictipes ainda
apresentou um maior periodo ninfal total quando comparado com as

outras duas espécies.

v" A mortalidade do grupo de espécimes infectados por T. rangeli foi maior
que a observada no grupo controle, mas com diferenca significativa
apenas para os R. neglectus. Como o T. rangeli é tradicionalmente
considerado patogénico para o hospedeiro invertebrado, os insetos
infectados apresentaram deformacdes anatdomicas e impedimento das
ecdises, levando a uma elevada mortalidade, caracteristicas quase nao

observadas no grupo controle.
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v" O numero de picadas e o numero de interrupcdes foram maiores nos
triatomineos infectados, com destaque para R. pictipes, confirmando que
a infeccdo das glandulas salivares por T. rangeli prejudica a capacidade

do vetor em localizar os vasos sanguineos.

v" Os R. pictipes infectados podem ser considerados eficazes para a
transmissao de T. cruzi, pois apresentaram um maior percentual de
defecacbes em todos os estadios, quando comparados ao grupo

controle e aos R. neglectus e R. robustus infectados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Podemos considerar que a infectividade demonstrada pela capacidade
do Trypanosoma rangeli (SC-58, KP1-) de completar todo o ciclo evolutivo no
triatomineo e ser transmitido pela picada ao hospedeiro vertebrado, foi mais
elevada e mais eficiente em Rhodnius pictipes, espécie pertencente a linhagem
“pictipes”, do que nas espécies de Rhodnius da linhagem *“robustus”. Isso
adiciona evidéncias a favor da teoria vigente de co-evolucéo entre as linhagens
de T. rangeli e Rhodnius spp. Experimentos futuros utilizando-se uma cepa
KP1+, nas mesmas espécies utilizadas, poderédo esclarecer se os fenbmenos
biolégicos que acompanham a suscetibilidade ou refratariedade desses
triatomineos estao relacionadas com a linhagem de T. rangeli.

Os aspectos iniciais de adeséo e penetracdo nas glandulas salivares de
R. robustus foram identificados, mostrando que se da por formas epimastigotas
e/ou tripomastigotas. Observou-se também a distribuicdo dessas duas formas
na luz da glandula, algumas aderidas as microvilosidades das células e de
formas epimastigotas entre a lamina basal e o epitélio glandular. Ainda seria
necesséario estudar melhor a interacdo flagelado e células glandulares, e
contribuir ao melhor conhecimento do fendbmeno de metaciclogénese do T.
rangeli nos diversos compartimentos que constitui as estruturas histolégicas
celulares das glandulas salivares do género Rhodnius.

Durante o desenvolvimento do trabalho existiram algumas limitagbes
como a auséncia de um insetario com condi¢bes de temperatura e umidade
controladas que favoreceriam o desenvolvimento adequado dos espécimes

estudados.
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GLOSSARIO*

Simpatria: existéncia de duas ou mais populacdes em uma mesma area

geogréafica.

Minissatélites de DNA: sequUéncias repetidas de nucleotideos distribuidas ao

longo do DNA de um organismo.

Hemolinfa: sangue do inseto, que preenche os espacos da cavidade geral do
corpo — ou hemocele — banhando todos os 6rgaos e penetrando em todos os

apéndices.

Fatores tripanoliticos:  substancias néo identificadas que acredita-se serem

responsaveis pela destruicdo dos flagelados.
Hemoflagelado: protozoéario flagelado parasita do sangue.

Andlise FACS: Fluorescence Activated Cell Sorting. Analise computadorizada
de células e separacdo das mesmas com uso de marcacdo de proteinas
especificas através de fluorescéncia.

Glandula merocrina:  glandulas que eliminam somente as secrecdes ficando

suas células intactas.

Glandula apocrina:  glandulas que eliminam parte (pedacgo) das células junto

com secregao.

Técnica de hibridizacdo: técnica usada para deteccdo e quantificacdo de
sequéncias especificas de acidos nucléicos alvos. Usada para determinar (1)
se certa sequéncia ocorre no DNA de um organismo em particular, (2)
parentesco genético ou evolutivo entre diferentes organismos, (3) o nimero de
genes transcritos em um mRNA em patrticular, e (4) a localizacdo de uma dada

sequéncia de DNA.

Moléculas bioativas: moléculas (peptideos, por exemplo) com atividade
demonstrada de estimulo ou inibicdo de expressao de uma fun¢ao biolégica ou

fisiologica.

'O glossario foi baseado nas seguintes publicacdes:
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RESUMO

Introdugdo: A competéncia vetorial de triatomineos é determinada a partir de estudos sobre
biologia e comportamento alimentar em condi¢oes de campo e/oulaboratério. Fatores como
numero de picadas, quantidade de sangue ingerido e tempo de defecagio tém implicag6es na
transmissdo de tripanosomatideos. Parimetros bioldgicos e comportamentais de Rhodnius
neglectus e R. robustus foram comparados experimentalmente para estimar diferencas no
potencial de transmissao de tripanosomatideos. Métodos: Os triatomineos foram observados
diariamente para determinar o periodo de desenvolvimento ninfal, mortalidade, detec¢ao
da fonte alimentar, nimero de picadas, tempo do repasto sanguineo, quantidade de sangue
ingerido, tempo entre o final do repasto e a primeira defecacio e frequéncia de defecagao.
Resultados: Apesar do periodo ninfal de R. neglectus (156,4 + 25,05d) ter sido menor
que o de R. robustus (204,7 £ 13,22d), a mortalidade foi similar entre as espécies (63,8 e
65%, respectivamente). R. robustus e R. neglectus detectaram rapidamente a fonte alimentar,
especialmente no primeiro estddio (2,5 e 1,6min, respectivamente). Apesar do tempo de
repasto sanguineo ter sido similar entre as espécies, R. robustus ingeriu em média uma maior
quantidade de sangue em todos os estddios, com maiores valores para as ninfas V. As ninfas
de R. neglectus picaram mais vezes as fontes alimentares, defecaram mais rdpido e mais
frequentemente que as de R. robustus. Conclusdes: Sob as condi¢des de laboratério usadas,
R. neglectus possui um maior potencial para transmissao de Trypanosoma cruzi e T. rangeli que
R. robustus, atributo que deve ser avaliado em infec¢des experimentais.
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ABSTRACT

Introduction: The vector competence of triatomine insects is determined by studying their
biology and feeding behavior under field and/or laboratory conditions. Factors including
the number of bites, the amount of blood ingested and defecation time have implications for
trypanosome transmission. The biological and behavioral parameters of Rhodnius neglectus
and R. robustus were compared under experimental conditions to estimate differences in
the potential transmission of trypanosomes. Methods: The insects were observed daily to
determine the period of nymphal development, mortality, detection of food source, number
of bites, time of blood meal intake, amount of blood ingested, time elapsed between the end
of the meal and the first defecation and the frequency of defecation. Results: Although the
nymphal development of R. neglectus (156.4 + 25.05d) was lower than that of R. robustus
(204.7 £ 13.22d), the mortality between species was similar (63.8 and 65% respectively).
R. robustus and R. neglectus quickly located the food source, especially in the first instar
(2.5 and 1.6 min, respectively). Although the time of blood meal intake was similar between
the species, R. robustus ingested a larger amount of blood on average at all stages and exhibited
higher values for the fifth instar. Nymphs of R. neglectus bit more frequently, and they defecated
faster and more often than those of R. robustus. Conclusions: Under laboratory conditions,
R. neglectus has a greater potential for transmission of Trypanosoma cruzi and T. rangeli than
does R. robustus, an attribute that should be further evaluated in experimental infections.
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INTRODUCAO

Rhodnius neglectus Lent, 1954 e Rhodnius robustus
Larrousse, 1927 sio espécies de triatomineos
predominantemente silvestres, habitando diferentes
espécies de palmeiras no Brasil". R. neglectus é uma
espécie caracteristica do cerrado no Brasil central
com um papel importante na transmissao enzodtica
de Trypanosoma cruzie T. rangeli’. Além da invasao
de adultos nos domicilios’, existem evidéncias de
formagao de colonias domiciliares de R. neglectus
nos Estados de Minas Gerais, Sao Paulo e Goids®'°,
sendo considerado como um vetor secunddrio
na transmissao da doenga de Chagas. R. robustus
(s, ver Abad-Franch cols*) tem ampla distribuigio
na Amazoénia, ocorrendo frequentemente em
palmeiras (silvestres e periurbanas) em altas
densidades e com relevantes taxas de infec¢io por
tripanosomatideos"*'"'2. Apesar de ndo existirem
evidéncias de colonizag¢ido de R. robustus em ambiente
domiciliar no Brasil, espécimes adultos infectados
por T. cruzi tém invadido casas naregiao amazonica,
sendo potenciais vetores extradomiciliares ou
ainda podendo contaminar equipamentos de
processamento de alimentos, representando risco de

transmissao oral da doenga de Chagas'>*.

Devido 4 invasdo dessas espécies de Rhodnius
ao domicilio, o estudo de pardmetros bioldgicos
que influenciam a capacidade de transmissao de
tripanosomatideos pode contribuir para melhorar
a compreensao da importincia epidemioldgica
desses vetores, orientando agoes de vigilancia das
tripanossomiases. Além da suscetibilidade aos
parasitos, outras caracteristicas dos triatomineos
como o comportamento alimentar (detecgio da fonte
alimentar, nimero de picadas, tempo de repasto,
quantidade de sangue ingerido), e a frequéncia de
dejegoes também podem determinar a eficiéncia
na transmissdo do T. cruzi'*?*. Em se tratando de
T. rangeli, cujo mecanismo de transmissao é do
tipo inoculativo, o ndmero de picadas e o numero
de interrupgdes realizadas durante o processo de
alimentacio também devem ser determinantes da
competéncia vetorial. Pardimetros como duragao
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do ciclo de vida e mortalidade também podem ser considerados,
pois sdo varidveis diretamente relacionadas com o tamanho das
populagdes dos vetores. No presente trabalho, pardmetros bioldgicos
e comportamentais de R. neglectus e R. robustus foram comparados
sob condi¢des de laboratdrio para estimar diferencas no potencial
de transmissdo de tripanosomatideos.

METODOS

Material biolégico

Foram utilizados insetos provenientes das colonias mantidas
no Laboratério de Parasitologia Médica e Biologia de Vetores
(Faculdade de Medicina, UnB). Os Rhodnius neglectus foram
coletados na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF*’ e os
R. robustus em Benfica, Marab4, PA%®,

Desenvolvimento de ovos e estadios ninfais

Inicialmente foram obtidas aleatoriamente 30 ninfas de quinto
estddio das colonias da quarta geragio de R. neglectus e R. robustus,
para obtengao de adultos. Ap6s a muda, foram formados trés grupos
compostos de quatro fémeas e trés machos, para cada espécie.

Os casais de cada espécie foram mantidos em conjunto para a
obtengio de ovos em recipientes de pldstico (9,5cm de alturax 5,5cm
de didmetro), com tampas com uma abertura de 4,5cm de didmetro
forradas com uma malha de arame. Estes tinham o fundo forrado com
papel filtro e contendo tiras do mesmo papel, dobradas em sanfona'®.

O numero de ovos produzidos estd diretamente relacionado a
quantidade de sangue ingerido®'. Por isso, na fase inicial, os insetos
adultos dos seis grupos compostos formados foram alimentados
duas vezes por semana, em camundongos albinos (Swiss 44, pesando
aproximadamente 30 a 35g), provenientes do Biotério Central da
Universidade de Brasilia, anestesiados com ketamina 80mg/kg +
xilazina 10mg/kg (via intraperitoneal).

Apos a postura, 80 ovos de cada espécie foram agrupados
pela data de oviposigao para determinar o periodo de eclosio
(embrionamento). Apés a eclosio, as ninfas de primeiro estddio foram
separadas individualmente em outros recipientes para as posteriores
ecdises. Os insetos foram mantidos sob condi¢ées controladas
de temperatura (28°C * 2°C) e umidade relativa (75% + 10%).

Os insetos foram observados diariamente a fim de determinar
os percentuais de mortalidade, o periodo de embrionamento dos
ovos e o periodo total de desenvolvimento ninfal das espécies em
condi¢oes de laboratério.

Comportamento alimentar

Uma arena experimental foi preparada em uma cuba de
vidro transparente de 30cm de didmetro. No interior de cada
arena foi colocado um camundongo albino imobilizado em uma
malha de arame e um espécime de Rhodnius, para o registro dos
padroes de alimentagdo e defecagao. A alimentacdo foi oferecida,
aproximadamente, sete dias apos cada ecdise e o tempo de
oferecimento da fonte alimentar foi de no maximo 30min. A
observagao foi continua durante o processo de alimentagao e foi
realizada a uma temperatura média de 25°C. Somente aqueles
espécimes que se recusavam a sugar ou sugavam pouca quantidade
de sangue eram submetidos & nova tentativa de alimentagao. Para
ambas as espécies foram estudadas as seguintes variveis: A) tempo
de aproximacgio: tempo (em minutos) desde que o inseto foi
colocado na arena até o momento de introdugao da probdscide na

pele do camundongo; B) niimero de picadas: nimero de vezes que o
inseto encostou e introduziu a proboscide na tentativa de encontrar
vénulas/arteriolas na pele do camundongo, antes do inicio evidente
do seurepasto; C) nimero de interrupgdes do repasto: contabilizou-se
o nimero de interrup¢des espontaneas do inseto durante o repasto;
D) tempo do repasto: tempo (em minutos) entre a primeira picadae o
fim daingestao de sangue; E) quantidade de sangue ingerido: todos os
insetos foram pesados antes e imediatamente ap6s o repasto em balanga
analitica AND HR-200, graduada em mg para determinar a quantidade
de sangue ingerido; F) tempo entre o final do repasto e a primeira
defecagio (em minutos); G) frequéncia de defecagio: proporgio de
individuos que defecaram durante e até 10min ap6s o repasto.
Andlises estatisticas

Foi utilizado inicialmente o teste de Kolmogorov-Smirnov, para
verificar a normalidade das varidveis. Para a comparagao das médias
das varidveis de cada estidio de desenvolvimento, entre as duas
espécies, foi utilizado o teste T de Student ou teste de Mann-Whitney.
Para comparagao das taxas de mortalidade entre as duas espécies foi
utilizado o teste qui-quadrado. Para analisar a variagao dos pardmetros
entre os estddios de desenvolvimento de uma mesma espécie, foram
aplicadas anélises de variancia (ANOVA ou Kruskal-Wallis). Os testes
foram realizados no programa Statistica®.

Consideragoes éticas

O manejo e os cuidados com os animais seguiram os principios
éticos na experimentagdo animal sugeridos pelo Comité de Etica
no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia, Instituto de
Ciéncias Biologicas.

RESULTADOS

Desenvolvimento de ovos e estadios ninfais

Dos 80 espécimes de R. neglectus, 29 (36,2%) atingiram a fase
adulta. Da ninfa I A ninfa III, os insetos necessitaram, em média,
de menos de um més para alcangarem o estadio seguinte. Dos 80
espécimes de R. robustus, 28 (35%) chegaram  fase adulta. Se
comparado com R. neglectus, o periodo de desenvolvimento de
R. robustus foi significativamente maior em todos os estddios
(p <0,01), exceto para ninfas V (Tabela 1).

Os percentuais de mortalidade de R. neglectus variaram em relagao
aos estddios de desenvolvimento. Os maiores foram registrados
para as ninfas I e II. As ninfas IV e V apresentaram um percentual
similar. Apesar dos percentuais de mortalidade de R. robustus terem
sido maiores nas ninfas I e V (Tabela 1) nio foi detectada diferenca
significativa entre a taxa de mortalidade do periodo ninfal de
R. neglectus e R. robustus (x*= 0,02; p = 0,90).

Tempo de aproximacio dos insetos a fonte alimentar

Rhodnius robustus e R. neglectus detectaram rapidamente a fonte
alimentar (Figura 1), principalmente no primeiro estddio (em média
2,5 e 1,6min, respectivamente). Nao foram detectadas diferencas
significativas comparando o valor médio deste pardmetro entre os
estddios de ambas as espécies. Entretanto, ao comparar o tempo
de aproximagio entre os estidios de uma mesma espécie, foram
observadas diferengas estatisticamente significativas para R. robustus
(H5,236= 14,7; p < 0,01) e R. neglectus (Hms: 54,6; p < 0,01); o
tempo de aproximacio dos insetos a fonte alimentar aumentou de
acordo com o desenvolvimento dos estidios ninfais, sendo que na
fase adulta o tempo diminuiu em quase 50% quando comparado com
aninfa V, para ambas as espécies (Figura 1).
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TABELA 1 - Comparacao do periodo de desenvolvimento (em dias) e do percentual de mortalidade de ovos
e estadios ninfais de Rhodnius neglectus e Rhodnius robustus.

Duragao (X £ S dias)

Numero de insetos (min - max) Mortalidade (%)
Rhodnius Rhodnius Rhodnius Rhodnius Rhodnius Rhodnius
Estadio neglectus robustus neglectus robustus neglectus robustus
Ovo - NI 80 80 12,9+1,70 17,5+1,57 —* —*
(7-15) (14-23)
NI-NII 54 58] 18,6+6,75 23,4£4,92 32,5 33,8
(11-38) (18-48)
NII - NIII 40 49 22,545,90 28,5+4,83 25,9 7,5
(14-41) (23-45)
NIIL- NIV 33 ) 24,4%9,11 40,7£5,85 17,5 143
(16-47) (32-53)
NIV-NV 31 38 30,8 £ 8,59 46,3+11,06 6,1 9,5
(18-47) (30-63)
NV-AD 29 28 45,4118,24 47,2+8,92 65 263
(22-88) (32-59)
Periodo ninfal ~ —- — 1564 £2505  204,7+1322 63,8 65,0
(86-199) (182-228)

X: média, S: desvio padrao, NI-NV: primeiro a quinto estddio ninfal, AD: adultos. *Os ovos niao embrionados

foram descartados e substituidos.

OR. neglectus

B R. robustus

FIGURA 1 - Valor médio do tempo de aproximagao dos insetos a fonte alimentar
para os estadios de desenvolvimento de Rhodnius neglectus e Rhodnius robustus.
As barras representam o desvio padrao da média.

Numero de picadas

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas
comparando o numero médio de picadas das ninfas I, II, IIT e adultos
de R. neglectus e R. robustus. Entretanto as ninfas IV e V de R. neglectus
apresentaram um nimero médio de picadas significativamente maior
que as de R. robustus (Figura 2).

O nuimero de picadas foi diferente entre os estddios de R. robustus
(HS,236 = 82,7; p<0,01) e R. neglectus (HSV215 = 40,6; p<0,01). Para
ambas as espécies, as ninfas I foram as que apresentaram o maior
numero de picadas, sendo este reduzido durante o desenvolvimento
dos estadios ninfais até a fase adulta, que apresentou o menor niimero
de picadas (Figura 2).
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FIGURA 2 - Valor médio do mimero de picadas de Rhodnius neglectus e Rhodnius
robustus realizadas na fonte alimentar.

As barras representam o desvio padrdo das médias. *Diferenca significativa
comparando as médias de R. neglectus e R. robustus (p < 0,01).

Numero de interrupgdes

Nao foram detectadas diferengas estatisticamente significativas
do nimero médio de interrupgoes dos estadios entre R. neglectus e
R. robustus nem entre os estadios de desenvolvimento de cada espécie.
Considerando todos os insetos observados, o nimero médio foi de
1,S interrupgdes por repasto.

Tempo de repasto e quantidade de sangue ingerido
em cada estadio ninfal

Apesar do tempo de repasto sanguineo ter sido similar entre as
espécies, R. robustus ingeriu em média uma maior quantidade de
sangue em todos os estddios, com maiores valores para a ninfa V
(Figura 3). O tempo total de repasto variou significativamente entre
os estadios de desenvolvimento para R. neglectus (Fs,208 =S5,6;p <0,01)

e R. robustus (F s = 5,6; p < 0,01), aumentando ao longo do
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FIGURA 3 - Valor médio do tempo total do repasto sanguineo (em minutos,
acima) e da quantidade de sangue ingerido (em mg, abaixo) para Rhodnius
neglectus e Rhodnius robustus.

As barras representam o desvio padrio das médias. *Diferenca significativa
comparando as médias de R. neglectus e R. robustus (p < 0,01).

desenvolvimento e diminuindo na fase adulta. Também houve
diferenca significativa na quantidade de sangue ingerido entre
os estadios ninfais para R. neglectus (H = 18835 p < 0,01) e
R. robustus (H 200 = 163,75 p < 0,01). Para ambas as espécies, a
quantidade de sangue ingerido foi crescente com o decorrer do
desenvolvimento dos insetos, alcangando o pico naninfa V (Figura 3 ).

Tempo entre o final do repasto e a primeira
defecacao e frequéncia de defecagao

Em média, as ninfas de R. neglectus defecaram mais répido e
mais frequentemente que as de R. robustus, principalmente a ninfa III
(Figura4). Para R. neglectus as ninfas I nio defecaram durante o periodo
de 10min estabelecido para avaliar esse experimento. Comparando
o tempo entre o final do repasto e a primeira defecagio dos outros
quatro estadios e adultos de R. neglectus, nao foi detectada diferenca
significativa (H = H2P= 0,37).No caso de R. robustus, essadiferenca
foi significativa, a ninfa I demorou mais tempo para defecar em relacao
= 1944 p < 0,01).
Em ambas as espécies o maior percentual de individuos que defecaram

aos outros estadios de desenvolvimento (H

em até 10min ocorreu no estidio V (Figura 4).

DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho mostram diferengas
bioldgicas e comportamentais entre R. neglectus e R. robustus que
podem influenciar o mecanismo de transmissao de T. rangeli e
T. cruzi, determinando a competéncia vetorial dessas espécies de
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FIGURA 4 - Valor médio do tempo entre o final do repasto até a primeira
defecacao (em minutos, acima) e frequéncia de defecagées (em porcentagem,
abaixo) para Rhodnius neglectus e Rhodnius robustus de acordo com o estadio
de desenvolvimento.

Asbarras representam o desvio padrao das médias. *Diferenga significativa comparando
as médias de R. neglectus e R. robustus (p < 0,01).**Nao foi possivel comparar pois
nenhuma ninfa I de R. neglectus defecou antes do tempo estabelecido (10min).

triatomineos. Apesar do periodo ninfal de R. neglectus ter sido menor
que o de R. robustus, a mortalidade foi similar entre as espécies.
R. robustus e R. neglectus detectaram rapidamente a fonte alimentar,
principalmente no primeiro estddio. Apesar do tempo de repasto
sanguineo ter sido similar entre as espécies, R. robustus ingeriu
em média uma maior quantidade de sangue em todos os estddios.
As ninfas de R. neglectus picaram mais vezes as fontes alimentares,
defecaram mais rapido e mais frequentemente que as de R. robustus.
Em conjunto essas evidéncias sugerem que, em comparagio a
R. robustus, R. neglectus possui um maior potencial para transmissao
de T. rangelie T. cruzi.

Os periodos de desenvolvimento ninfal encontrados no presente
trabalho estao dentro dos limites ja descritos para R. neglectus
(75 a 301 dias)®>** e R. robustus (72 a 364 dias)***¥. Essa grande
variagao geralmente tem sido associada as condigbes experimentais
de alimentagao, temperatura e umidade em que os triatomineos
sdo submetidos. Porém, pelo menos para R. robustus, atualmente
considerado como um conjunto de espécies cripticas®, as diferengas
nos periodos de desenvolvimento ninfal também poderiam ser
explicadas por diferencas genéticas e, consequentemente, fisiologicas
entre as linhagens de R. robustus descritas. Futuros estudos
comparando, sob as mesmas condigdes experimentais, os ciclos de
vida dessas diferentes linhagens poderiam esclarecer essa questio
e ainda auxiliar a delimitagdo dessas linhagens a partir de critérios
bioldgicos. Pardmetros biolégicos como periodo de desenvolvimento
ninfal e mortalidade influenciam diretamente o tamanho das
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populagdes; quanto menor o periodo de desenvolvimento e taxa
de mortalidade, maior o tamanho das popula¢des de triatomineos
nos ambientes silvestres e domésticos. A partir dos resultados do
presente trabalho seria esperado um maior tamanho populacional
para R. neglectus.

O maior percentual de mortalidade foi observado no primeiro
estddio para ambas as espécies. Isso pode ter ocorrido pela
dificuldade na realizagdo do primeiro repasto devido a fragilidade do
aparelho bucal. Problemas durante a tltima muda podem explicar a
mortalidade dos insetos no estddio V, o que também foi observado
para R. prolixus por Lent & Valderrama®.

Rhodnius robustus e R. neglectus detectaram rapidamente a
fonte alimentar, geralmente em menos de Smin. Esse tempo médio
de aproximagdo foi similar ao observado para R. pictipes'®, Meccus
longipennis®, Triatoma infestans e R. prolixus'. De acordo com
Guarneri cols*’, quanto mais eficiente é a espécie durante o processo de
alimentagao, mais curto serd o seu tempo de contato com o hospedeiro
e maior serd sua chance de sobrevivéncia. Dessa forma, ambas as
espécies estudadas podem ser consideradas eficientes no processo de
alimentagdo, ja que mostraram similar comportamento para detecgao
dafonte alimentar. O menor tempo de aproximagao a fonte alimentar
observado no primeiro estiddio evidencia um comportamento
alimentar inato de ambas as espécies na detec¢ao de camundongos.
Futuros estudos apresentando diferentes espécies de vertebrados como
fontes alimentares para as ninfas I, podem esclarecer a influéncia da
fonte alimentar no comportamento de aproximagao.

No presente trabalho, R. neglectus apresentou um maior ntimero
de picadas em todos os estddios, se comparado a R. robustus,
0 que aumentaria a probabilidade de transmissao de T. rangeli.
Considerando que antes de iniciar a hematofagia os triatomineos
injetam saliva no hospedeiro, quanto maior o niimero de tentativas
de picadas, maior a quantidade inoculada de tripomastigotas
metaciclicos de T. rangeli, provenientes das glindulas salivares
de insetos infectados. Em ambas as espécies observou-se uma
diminui¢ao do nimero de picadas com a aproximagao da fase adulta,
e isso poderia estar relacionado a uma maior eficiéncia na detecgao
do vaso sanguineo ao longo do desenvolvimento ninfal até a fase
adulta. Futuros experimentos comparando a infec¢ao experimental
por T. rangeli em ambas as espécies poderdo confirmar o maior
potencial de R. neglectus na transmissao desse parasito. J4 o numero
deinterrupgdes ndo variou significativamente entre as espécies e entre
os estadios. A maioria das interrupg¢des ocorreu pela irritabilidade do
hospedeiro, como ja observado por Bar cols*. No caso de infecgoes
experimentais com T. rangeli, as interrupgdes podem ainda estar
relacionadas com a agdo patogénica deste parasito, que dificultaria a
capacidade hematofégica dos triatomineos™.

Jé a duragdo do repasto e a quantidade de sangue ingerido
aumentaram ao longo do desenvolvimento ninfal e diminuiram na
fase adulta. Silva* estudando seis espécies de Rhodnius e Arévalo
cols* comparando os padrdes de alimentagdo e defecagao de
R. colombiensis e R. prolixus, também registraram uma maior
quantidade de sangue ingerido no estddio V e o decréscimo na
fase adulta. A maior necessidade de sangue ingerido nas ninfas V
deve estar relacionada 4 aquisi¢ao de novas estruturas anatdmicas e
mudangas fisiolégicas durante a passagem para a fase adulta.

De acordo com Zeledén cols', as espécies de triatomineos que
defecam durante os primeiros 5 a 10min ap6s a alimentagio podem
ser consideradas transmissoras eficazes de T. cruzi. Dessa forma,

todas as ninfas observadas no presente trabalho (com excegio das
ninfas I de R. neglectus) poderiam ser consideradas eficazes para a
transmissdo de T. cruzi, pois apresentaram o tempo médio menor
ou igual & Smin. Segundo Nattero cols*, a defecagio depende da
quantidade de sangue ingerido. Quanto maior a quantidade de sangue
ingerido, menor serd o tempo entre o final do repasto e a primeira
defecagdo e maior serd a possibilidade de infec¢ao do hospedeiro por
T. cruzi. Adicionalmente, Sant’Anna cols* mostraram que R. robustus
apresenta maiores taxas de ingestao de sangue quando comparado a
R. neglectus. Analisando esse pardmetro, R. robustus seria um vetor mais
eficiente que R. neglectus na transmissao deste parasito. Entretanto, no
presente trabalho, R. neglectus defecou mais répido (principalmente
o estddio III) e mais frequentemente quando comparado ao
R. robustus, mesmo ingerindo uma quantidade de sangue
significativamente menor. Uma maior frequéncia de defecagao no
terceiro estadio também foi observada por Aldana cols' comparando
estddios de desenvolvimento de quatro espécies de Rhodnius.

Outros fatores devem influenciar os padroes de defecagao
e a competéncia dessas espécies de Rhodnius na transmissao
de tripanosomatideos, entre eles a afinidade parasito-vetor e a
variabilidade genética das linhagens de parasitos que podem
determinar a infec¢do no vetor***. Nesse sentido, Martins cols'®
mostraram que R. neglectus era mais suscetivel a T. cruzi que
R. robustus e Carvalho-Moreira cols* chegaram a mesma conclusao
comparando R. neglectus e T. pseudomaculata. Futuros estudos
comparativos de infec¢ao experimental dessas espécies de Rhodnius
frente a diferentes linhagens de T. cruzi e T. rangeli poderao esclarecer
o papel da biologia do vetor, do parasito e dainteragao entre ambos na
determinagdo da transmissao desses tripanosomatideos ao homem.
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