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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL
Nathalia Cordeiro Correia

Triatoma b. brasiliensis, considerado um dos principais vetores da doenca de Chagas
nas areas do semiarido nordestino brasileiro, faz parte de um complexo de espécies proposto
por estudos multidisciplinares. Atualmente, neste complexo estdo incluidos Triatoma b.
macromelasoma e Triatoma juazeirensis, apresentando um padrédo de distribuicdo parapatrico
nos estados de Pernambuco e Bahia, respectivamente. Todas as espécies do complexo T.
brasiliensis foram encontradas infectadas naturalmente por Trypanosoma cruzi e podem invadir
elou colonizar as habitacdes demonstrando diferentes graus de adaptagdo aos ecotopos
artificiais. Em laboratério, estas espécies podem se reproduzir e gerar obtidos hibridos férteis.
Assim, a hipotese de existirem hibridos naturais foi testada por estudos morfométricos
comparativos das asas e também do padrdo cromatico do pronoto. Os resultados sugeriram a
existéncia de uma é&rea de hibridacdo natural no estado de Pernambuco onde posteriormente
uma alta variabilidade fenotipica foi registrada, corroborando a hipétese levantada.
Pernambuco apresenta altos indices de infestacdo domiciliar por triatomineos os quais podem
ser encontrados em ecotopos naturais, portanto, os riscos de transmissao do agente etioldgico
e as possibilidades de reinfestacdo das casas demandam um constante monitoramento e
controle dos vetores nas areas habitadas. Este trabalho teve por objetivo comparar parametros
relacionados a competéncia vetorial de ninfas de 5° estddio de T. b. brasiliensis e T.
juazeirensis e de seus hibridos experimentais (Hjb - @T. juazeirensis x &T. b. brasiliensis e Hbj -
QT. b. brasiliensis x JT. juazeirensis), obtidos por cruzamentos reciprocos entre as espécies. A
suscetibilidade dos hibridos e parentais a infeccdo por T. cruzi foi analisada pela alimentacéo
artificial com a cepa Tcl 0354, e posteriormente dissecados nos periodos de 10, 20 e 30 dias.
Os comportamentos alimentar e de defecacdo foram analisados comparativamente pelo: 1-
registro do tempo de inicio do repasto sanguineo em camundongos, 2- tempo de duracdo da
alimentacédo, 3- tempo do término da alimentacdo e tempo e comportamento de defecagédo. Os
insetos foram pesados antes e ap6s a alimentagao nos dois experimentos. Hibridos e parentais
apresentaram-se infectados por T. cruzi durante os 30 dias apdés a alimentagdo infectante,
predominantemente com epimastigotas. A quantidade de epimastigotas no estbmago e no
intestino de T. juazeirensis foi significativamente menor do que hibridos e T. b. brasiliensis. A
populagdo de tripomastigota metaciclica foi significativamente maior em hibridos no intestino e
ampola retal. Os hibridos demonstraram-se mais suscetiveis a infeccdo por apresentarem
estatisticamente um padrao da infec¢cdo ao longo do tempo mais homogéneo do que seus
parentais. Nao foi encontrada relacdo entre volume de sangue ingerido e taxa de infeccéo.
Hibridos e parentais apresentaram voracidade, pois procuraram avidamente a fonte alimentar
nas primeiras semanas. Apds a segunda semana, 0s hibridos levaram mais tempo para
iniciarem o repasto sanguineo e ainda na primeira semana levaram mais tempo para defecar
apos a alimentagdo quando comparados aos parentais. T. b. brasiliensis, apresentou as
menores médias de tempo para se aproximar da fonte alimentar e iniciar a alimentagao, porém
nao foi estatisticamente diferente de T. juazeirensis. Todos os grupos defecaram préoximo do
camundongo, T. b. brasiliensis defecou mais vezes em menos de um minuto. Este trabalho
ressalta a importancia epidemioldgica desta area em que sao encontrados os fendétipos de T. b.
brasiliensis, pois hibridos e parentais apresentaram caracteristicas de bons vetores, sendo os
hibridos mais suscetiveis a infeccao pela cepa 0354 do que as espécies parentais, enquanto
que os parentais apresentaram melhor comportamento alimentar e de defecacéo.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Infeccdo experimental; Suscetibilidade;
Comportamento
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION/PHD THESIS IN (example: MEDICINA TROPICAL)
Nathalia Cordeiro Correia

Triatoma b. brasiliensis is consider one of the main vectors of Chagas disease in the
Northeast Region of Brazil and belongs to a species complex proposed by multidisciplinar
studies. In this species complex, is also included Triatoma b. macromelasoma and Triatoma
juazeirensis, geographically distributed in a parapatric form in Pernambuco and Bahia States,
respectively. All species of Triatoma brasiliensis complex can be found infected by Trypanosoma
cruzi in nature and invading and/or colonizing human habitations with different degrees of
adaptation to each artificial ecotope. Since experimental crossings between all of those species
can result in fertile hybrids, there was a question whether those hybrids could naturally exist that
was tested by morphometric comparisons of the wings and chromatic pattern of pronotum. It
was latter suggested the existence of a natural hybridization zone in Pernambuco State in which
there is a high phenotypic variability, in corroboration with the hypothesis raised. There are high
rates of house infestation by triatomine in Pernambuco State, and it is also find insects in natural
ecotopes, therefore there is a high risk of transmission of the etiological agent caused by the
possibility of domiciliary reinfestations by insect vector, which demands constant monitoring and
control of vectors. This study aimed to compare some of the parameters related to the vector
competence of T. b. brasiliensis, T. juazeirensis and their experimental hybrids (Hjb - 9T.
juazeirensis x 4T. b. brasiliensis and Hbj - @T. b. brasiliensis x JT. juazeirensis) in the 5
nymphal stage, obtained through reciprocal crosses. It was analyzed their susceptibility to
infection with T. cruzi through artificial feeding with Tcl 0354 strain, and then dissected in the
101, 20" and 30" days after infection. The feeding and defecation behaviors were
comparatively analyzed by the parameters: 1- the elapsed time for the insect to start feeding in
mice, 2- the elapsed time between the end of feeding, 3- the defecation time and behavior were
registered. We weighed the insects before and after both feeding experiments. Hybrids and
parental species maintained infected with the 0354 strain of T. cruzi in the 30 days after the
infective of experiment and the epimastigote was the most found form of the parasite. It was
significantly lower the number of epimastigotes in the stomach and intestine of T. juazeirensis in
comparison to hybrids and T. b. brasiliensis. It was detected a significantly higher percentage of
metacyclic trypomastigotes in the intestine and rectum of hybrids. These hybrids demonstrated
higher susceptibility to this strain because they present statistically a homogenous pattern of
infection. It wasns’t found any relationship between ingested blood volume and rates of
infection. Hybrids and parental species showed feeding voraciously as they eagerly sought food
source in the first weeks of feeding. After two weeks, hybrids took longer time to begin the blood
meal. In addition, in the first week of observation the hybrids took more time for defecation after
feeding when compared with parental species. T. b. brasiliensis showed the lowest average time
to approach the food source and start feeding, but it was not statistically different from T.
juazeirensis. All groups of insects defecated near or directly in the mouse but T. b. brasiliensis
did it more times in less than 1 minute. This work stress the epidemiological importance in this
geographical area of the phenotypes of T. b. brasiliensis, since either hybrids and their parental
species presented vector capacity, although hybrids seem to be more susceptible to infection
with 0354 T. cruzi strain than parental species, the latter presented better feeding and
defecation behavior.

Key words: Chagas disease; Experimental infection; Susceptibility; Behaviour.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doencga de Chagas

Estudando os casos de maléaria na regido de Lassance, norte de Minas
Gerais, em abril de 1909, o pesquisador Carlos Chagas descobriu uma nova
endemia, a doenca de Chagas ou tripanossomiase americana (Chagas 1909;
Lent 1999), que se tratava de uma antropozoonose causada pelo protozoério
flagelado Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) e transmitida
por insetos hematéfagos da subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae)
(Lent & Wygodzinsky 1979).

Num cenario em que 0 parasito vivia restrito a area silvestre, mantendo-
se no ambiente natural circulando entre o inseto vetor e mamiferos, o homem
se inseriu no ciclo epidemiolégico da doenca de Chagas ao invadir esse
ambiente, juntamente com o0s seus animais domésticos (Coura 2007). Este
evento propiciou que 0s insetos vetores explorassem novos ecotopos e
infestassem o domicilio e peridomicilio, como por exemplo, casas de pau-a-
pique (barro e madeira), habitacdes tipicas das zonas rurais, e lugares de
criacdo de animais, como galinheiros e currais, formando-se assim um ciclo
domiciliar e peridomiciliar do parasito (Dias 1986; Kropft 2009). Assim, neste
contexto a doenca de Chagas passou a ser considerada uma enfermidade
guase exclusiva de areas rurais (Coura 2007).

Até hoje, os triatomineos ainda sdo associados a casas de construcéo
precéria, porém devido o processo de urbanizacdo das zonas rurais passaram
a ser encontrados também em casas de alvenaria (Almeida et al. 2009) e até
mesmo nas grandes capitais como, por exemplo Salvador (BA) e Sao Luis
(MA) (Brazil et al. 1985; Dias-Lima & Sherlock 2000; Coura & Vifias 2010).

Nas regides endémicas da doenca, a principal forma de transmissao
ocorre pelo contato com as fezes contaminadas dos triatomineos, via leséo
ocasionada pela picada do inseto ou nas mucosas (Dias 2006). Porém ha uma
preocupacdo quanto as regibes ndo endémicas, devido ao grande fluxo
migratorio atualmente, falta de controle dos bancos de sangue e ainda a
presenca de triatomineos nado infectados nestas areas, poderia desencadear o
ciclo de transmissdo. Motivo pelo qual € necessaria a melhoria do sistema de
vigilancia nacional e internacional, além da disseminacdo de informacdes a
respeito da doencga nestas regides (Coura & Vifias 2010).
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As outras formas de transmissao sao por via transplacentaria, transfuséo
de sangue, transplante de 6rgaos, via oral e poucos casos relacionados a
acidentes de laboratério (Vinhaes & Dias 2000).

Com o controle vetorial e a crescente ocupacao da regido amazobnica,
sdo crescentes os casos de doenca de Chagas por via oral, em regides néo
endémicas, sob a forma de surtos epidémicos que acontecem em decorréncia
do consumo de alimentos contaminados com triatomineos triturados ou as suas
fezes e também através do consumo de carne mal cozida de animais silvestres
(Junqueira et al. 2011). A via oral poderia explicar melhor como ocorre a
infeccdo de predadores na natureza ao contrario da contaminacado por fezes,
pois a densa pelagem desses animais poderia ser uma barreira para o parasito
penetrar a pele (Guarneri et al. 2012).

Sao muitas as manifestacées da doenca, que ocorrem de acordo com o
tropismo celular do parasito. Na fase aguda ocorre uma infecgdo generalizada,
em que é possivel encontrar o parasito no coracado, trato gastro-intestinal e
sistema nervoso. Porém nem sempre essas manifestacdes estdo presentes em
individuos infectados, tratando-se, neste caso, de casos assintomaticos ou
oligossintomaticos (poucos sintomas) (Junqueira et al. 2011; Siqueira-Batista et
al. 2007).

Quando o paciente entra na fase cronica da doenca, passa a apresentar
baixos niveis de parasitemia, isto €, ndo se encontra ou had muito pouco
parasito na corrente sanguinea, quase indetectaveis pelos métodos
parasitoldgicos diretos. As diferentes formas da doenca s@o determinadas de
acordo com os tipos de lesdes, sendo a forma indeterminada com auséncia de
manifestacbes clinicas (normalmente provenientes de pacientes que eram
assintomaticos), forma cardiaca (com alteracdes cardiacas) e forma digestiva
(lesbes gastro-intestinais, geralmente observada com megaeséfago e
megacolon), as quais podem aparecer anos apoés a infeccdo (Junqueira et al.
2011, Siqueira-Batista et al. 2007).

O tratamento mais eficaz conhecido é pelo uso das drogas benzonidasol
ou benznidasol e nifurtimox. Ambas sao eficazes em 80% dos casos agudos,
somente se administrado no inicio da infeccdo e 20% dos casos cronicos.
Porém, nifurtimox ndo esta disponivel no Brasil e 0 uso de benznidasol é
restrito as clinicas especializadas, pois requer monitorizagdo médica durante o
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curso do tratamento. H4 ainda a problematica dos efeitos colaterais
significativos produzidos por ambas as drogas e a resisténcia ao tratamento por

algumas cepas de T. cruzi (Coura 2009).

1.2 Vetores

Os triatomineos sdo insetos da familia Reduviidae (ordem Hemiptera,
subordem Heteroptera), composta em sua maioria por insetos predadores,
sendo a Unica excecdo a subfamilia Triatominae que é obrigatoriamente
hematofaga em todas as fases da vida. Apresentam o comportamento de
solenofagia, em que retiram o sangue diretamente dos vasos sanguineos, com
sua probdéscide longa e flexivel. Esta forma de alimentacdo reduz o dano
tecidual, minimizando o desencadeamento das respostas fisioldgicas de reparo
no sitio da alimentacdo (Costa-Lima 1940; Lent & Wygodzinsky 1979; Silva
2009).

A Ultima atualizagdo da lista de triatomineos contabiliza 148 espécies
validas, distribuidas em 18 géneros e cinco tribos. A maioria destas espécies é
encontrada na regido neotropical e algumas poucas podem ser encontradas
nos Estados Unidos, centro-sul da Africa, sudeste da Asia e norte da Australia.
No Brasil, foram registradas até o momento 64 espécies (Galvao et al. 2003;
Jurberg et al. 2014).

Os vetores da doenca de Chagas estdo distribuidos desde o sul dos
Estados Unidos até o sul da Argentina, porém a maioria dos casos de infeccao
humana se concentra na América Latina (Rey 2002). Em julho de 1991 foi
realizada uma reunido entre os paises endémicos de doenca de Chagas na
América Latina, a Iniciativa do Cone Sul (INCOSUL), programa de cooperacao
internacional no combate a endemia, em que participaram 0s paises da
Ameérica do Sul: Argentina, Brasil, Chile, Uruguai, Paraguai e Bolivia, onde se
situam mais de dois tercos dos portadores da doencga de Chagas das Américas
(Schmunis 1991, Dias 2007).

Triatoma infestans (Klug 1834) era o principal vetor do Cone Sul, que
distribuia-se desde a Patagbdnia até o nordeste do Brasil e sul do Peru (Dias et
al. 2013), sendo assim o foco de eliminagdo pelo programa. Em 2006 foi
conferido, pela Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) ao Brasil, o
certificado de eliminacdo de T. infestans nas areas de infestacdo através do
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controle quimico (inseticidas piretréides), além do rigoroso controle nos bancos
de sangue (Silveira & Vinhaes 1999; Dias 2007; Silveira 2011). No Brasil,
ocorrem ainda outras espécies nativas que colonizam domicilios humanos,
como Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835), Triatoma brasiliensis Neiva,
1911, Triatoma pseudomaculata Corréa & Espinola, 1964, e Rhodnius nasutus
Stal, 1859, entre outros (Dias 2007).

O habitat natural dos triatomineos é de forma geral em abrigos que
podem ser constituidos por frestas em complexos rochosos, ninhos de animais
silvestres tais como aves, répteis, mamiferos de pequeno porte, como
roedores, morcegos e marsupiais. Seu habitat varia de acordo com a espécie
de triatomineo e a regido em que ela se encontra, pois, estes insetos tendem a
se alojar perto ou no local onde se encontra sua fonte alimentar (Lent &
Wyogdzinsky 1979).

Das espécies que conseguiram se adaptar as habitacdes humanas e
seus entornos, algumas conseguiram se instalar formando colbnias e se
alimentando quase exclusivamente do homem e seus animais domésticos
(Dias 1994).

De acordo com a variedade de habitats das diferentes espécies de
triatomineos podemos classificd-los como silvestres, domiciliados e
peridomiciliados. Tanto o0s silvestres quanto os peridomiciliados podem
ocasionalmente invadir as casas atraidos pela luz (Bos 1988). Os triatomineos
apresentam habito noturno quando associados com vertebrados, como 0s
humanos, sendo assim durante o dia adentra as frestas das paredes,
coberturas das casas, e qualquer outro esconderijo, como telhas e madeiras
empilhadas ao redor da casa e durante a noite sai para realizar seu repasto
sanguineo (Lazzari 1992).

O ciclo de vida dos triatomineos se inicia com a oviposicao da fémea,
seguida de cinco fases ninfais e 0 adulto. Para o seu desenvolvimento realizam
o hematofagismo em todas as fases, assim como para as fémeas € importante
para a oviposicao (Costa-Lima 1940; Lent & Wygodzinsky 1979; Silva 2009).

O habito hematofagico possibilita que o parasito T. cruzi mantenha o seu
ciclo de vida nos insetos (triatomineos) e nos hospedeiros vertebrados
(mamiferos) causando a doenca de Chagas (Silva 2009).

No triatomineo, o parasito se desenvolve ao longo do trato intestinal.
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Este é dividido em trés regides: intestino anterior, médio (estbmago e intestino)
e posterior. Estas regides se diferem na sua morfologia e fungdes e, portanto,
nas condi¢cdes microambientais a que os parasitos estardo expostos (Guarneri
et al. 2012; Junqueira et al. 2011; Ramirez-Pérez 1969; Silva 2009).

O processo de digestdo do triatomineo inicia-se no intestino anterior,
pelo contato com substancias produzidas pelas glandulas salivares. No
estbmago, 0 sangue é estocado e ocorre a lise dos eritrocitos (Azambuja et al.
1999). Poucas horas ap0s a ingestdo de sangue, camadas de membranas
perimicrovilares se desenvolvem, formando um espaco entre ela e as
membranas microvilares, criando diferentes compartimentos para as enzimas
digestivas (Burgos e Gutierrez 1976; Guarneri et al. 2012).

Todo intestino médio contém no seu limen a membrana perimicrovilar,
que envolve o alimento ingerido (Gonzalez et al. 1999), e separa o conteudo
luminal em dois compartimentos, o espaco endoperitréfico e ectoperitréfico
(Silva et al. 2012). A ampola retal € um saco muscular onde ficam retidas as
fezes e urina, que podem conter o T. cruzi, e que serdo juntamente eliminadas
pelo reto (Junqueira et al. 2011).

A capacidade vetorial destes insetos esta relacionada aos seus
parametros ecolégicos, comportamentais e fisiol6gicos que permitem seu
contato direto com o hospedeiro e o parasito. Dentre esses parametros a
eficiéncia que o inseto apresenta para realizar o repasto sanguineo €
considerado como um dos principais fatores para o sucesso do parasito. O
maior numero de repastos sanguineos realizado pelo inseto aumenta a
probabilidade de que ele se infecte e transmita o parasito para diferentes
hospedeiros vertebrados. Ao se alimentar, ha um estimulo da digestao,
aumentando as chances de defecacdo ainda sobre o hospedeiro, e a
probabilidade de transmissédo do parasito para o hospedeiro vertebrado (Silva
2009).

1.3 Trypanosoma cruzi
O protozoéario Trypanosoma cruzi é flagelado com um ndcleo e uma
organela, o cinetoplasto, que concentra o seu DNA extracelular (k-DNA),

caracteristica que o inclui na ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae
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(Brener 1977). Sua reproducdo € assexuada por divisdo binaria. Trata-se de
um parasito heteroxénio, que pode ser encontrado infectando uma ampla
variedade de hospedeiros mamiferos e espécies de triatomineos, nos mais
diferentes ecoétopos, como: nos desertos norte-americanos, nos altiplanos
andinos, nas florestas amazoénica e atlantica e no complexo caatinga-cerrado-
pampa umido. Em alguns desses ecétopos pode ser encontrado também outro
parasito, Trypanosoma rangeli Tejera, 1920, infectando mamiferos e
triatomineos, porém diferente de T. cruzi, ndo é patogénico ao homem
(Junqueira et al. 2011).

Trypanosoma cruzi apresenta diferentes formas evolutivas no hospedeiro
vertebrado e no inseto vetor. Ao longo do seu ciclo vital, suas alteracdes
morfolégicas sdo mais representativas do que qualquer outro organismo da
familia Trypanosomatidae (Kollien & Shaub 2000). A superficie celular dessas
diferentes formas é constituida por macromoléculas de composi¢céo variavel, o
que reflete na interacdo do parasito com a célula hospedeira (Junqueira et al.
2011).

A forma amastigota é arredondada sem flagelo exteriorizado, e realiza
divisdo binaria intracelular em mamiferos. A forma epimastigota é mével e se
multiplica no intestino do inseto; seu cinetoplasto & anterior ao nicleo e a
membrana ondulante € menos evidente do que na forma tripomastigota. Esta
ndo se multiplica, é extracelular de ampla movimentacdo, e pode ser
encontrada no hospedeiro vertebrado no sangue periférico sendo denominada
tripomastigota sanguinea, e no hospedeiro invertebrado, no intestino posterior,
mais precisamente na ampola retal, denominada tripomastigota metaciclico.
Nesta forma, o corpo celular é fusiforme, com um grande ndcleo mediano e o
cinetoplasto na regido posterior. Seu flagelo € longo, emergindo do corpusculo
basal e percorrendo todo o corpo celular no sentido longitudinal, fazendo
protrair a membrana celular caracteristicamente em forma de “membrana
ondulante”. Do polo anterior do parasito sai a porgéao livre do flagelo (Dias et al.
2013).

No hospedeiro mamifero, logo apdés a penetracdo, o T. cruzi em sua
forma de tripomastigota metaciclica invade diferentes tipos de células, por
fagocitose, endocitose ou penetracdo ativa, para que ndo sejam destruidos
pelo sistema imune do hospedeiro, diferenciando-se posteriormente em
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amastigotas. O parasito tem tropismo por células musculares estriadas e lisas,
macréfagos e também por células epiteliais e fibroblastos. As formas
amastigotas dividem-se por divisdo binéaria, saturando o citoplasma das células
que se rompem e liberam as tripomastigotas, que caem na circulacao
sanguinea, algumas indo infectar novas células e reiniciar o ciclo (Kollien &
Schaub 2000).

O triatomineo atraido pela temperatura corporal, CO2 e outros fatores
inerentes do hospedeiro, ao sugar o sangue do hospedeiro vertebrado
infectado, ingere as formas tripomastigotas sanguineas. Neste novo ambiente,
0 parasito se depara com o primeiro obstaculo para sua sobrevivéncia, a saliva
do inseto, que possui componentes que podem lisa-los (Kollien & Schaub
2000).

Em sequéncia, sofrem a pressao seletiva no estbmago onde encontram
enzimas digestivas, lectinas, aglutininas, diferencas na temperatura,
osmolaridade e pH, que sédo capazes de causar a morte. Os parasitos que
conseguem passar por essas barreiras iniciam a transformacdo em
epimastigotas e/ou esferomastigotas, a medida que migram pelas diferentes
por¢cbes do intestino do inseto e também ao mesmo tempo se multiplicam,
tornando-se abundantes no intestino médio. Nesta regido algumas formas
epimastigotas permanecem se multiplicando intensamente por divisdo binaria
ao longo da vida do inseto, outros irdo se aderir pelo flagelo ao epitélio do
intestino, na membrana perimicrovilar, 0 que acontece através da interacdo
com glicoinositolfosfolipidios, proteinas e glicoproteinas presentes na
membrana do parasito. Alguns desses epimastigotas migram para a regiao
posterior do tubo digestério, a ampola retal, onde se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicas, processo denominado de metaciclogénese (Dias
et al. 2013).

No ato da excrecdo das fezes, das fezes e urina ou ainda somente a
urina, as formas tripomastigotas metaciclicas infectantes para o hospedeiro
vertebrado, sdo eliminadas. Todo este ciclo se completa de 2 a 4 semanas,
dependendo da quantidade de parasito ingerida e da adaptacdo da cepa ao
inseto vetor (Guarneri et al. 2012; Dias et al. 2013).

De acordo com Alvarenga & Bronfen (1997) a interacdo de uma cepa de
T. cruzi com determinada espécie de vetor pode modificar a proporcionalidade
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do numero de epimastigotas, esferomastigotas e tripomastigotas metaciclicos,
no trato digestorio deste vetor.

As cepas de T. cruzi apresentam diversidade biologica, bioquimica,
molecular e genética, além de sua complexidade eco-epidemiolégica. Estas
diferentes caracteristicas implicam em diferentes niveis de adaptacdo as
diferentes espécies vetoras, variagdes na suscetibilidade a quimioterapicos,
tendéncias histiotropicas nos hospedeiros vertebrados, etc (Zingales et al.
2009).

A mais recente classificacdo utilizou como ferramenta marcadores
moleculares, subdividindo o taxon de T. cruzi em seis linhagens ou DTUs
(Discret Taxonomic Units): TCI, TCII, TCII, TCIV, TCV e TCVI (Zingales et al.
2009). Parasitos referentes a diferentes DTUs apresentam distribuicédo
geografica distinta. A prevaléncia da DTU [, por exemplo, é encontrada em
pacientes do México, América Central, paises do Norte da América do Sul e
Amazo0nia, que apresentam em sua maioria a forma indeterminada e cardiaca

da doenca (Zingales et al. 2011).

1.4 Cenéario epidemiolégico da doenca de Chagas

Apesar dos esforcos para o controle da doenca, na América Latina
permanece tendo grande importancia a saude publica, uma vez que atualmente
7 & 8 milhdes de pessoas ainda estédo infectadas com T. cruzi (WHO 2014). Na
lista de doencgas negligenciadas na América Latina encontra-se no topo
juntamente com as helmintiases e o impacto é relevante, chegando a ser de 5
a 10 vezes maior do que a maléaria (Hotez et al. 2008). Além disso, ainda nao
foi desenvolvida nenhuma vacina ou droga para eliminar a infecgao causada
pelo parasito na fase cronica da doenca, sendo esta a causa de alta morbi-
mortalidade (Vinhaes & Dias 2000; Dias et al. 2009).

Como em quase todos os casos, com a excegcdo da migracao de
populacdes, o triatomineo esta sempre envolvido na transmissao, seja direta ou
indiretamente, entdo a maioria dos esfor¢cos na atenuacao da doenca enfoca na
interrupgéo da transmisséo vetorial natural, controlando vetores nos domicilios
com inseticidas piretréides (Silveira & Vinhaes 1999; WHO 2014).



Diotaiuti et al. (2000) comentaram sobre a dificuldade do controle vetorial
devido a capacidade que algumas espécies de triatomineos tém de persistir e
colonizar casas ja borrifadas com piretroides.

A FUNASA (Fundacdo Nacional de Saude) iniciou um programa de
melhoria das habitacdes nas regibes endémicas de doenca de Chagas, cujas
condicdes fisicas favoreciam a instalagdo do inseto vetor. Reforcando o projeto
implantou-se a¢des de carater educativo, desenvolvidas simultaneamente junto
as comunidades beneficiadas (Fig. 1.1) (FUNASA 2006).

< .
~ &

. o a
\ A,"

¢/

Figura 1.1: Municipios com a presenca de triatomineos e com alto risco de transmissao vetorial
da doenca de Chagas, sujeitos a serem beneficiados pelo Programa de Melhoria Habitacional
da FUNASA (Fonte: FUNASA, 2006).

1.5 Doenca de Chagas naregido Nordeste

Desde a introducéo das politicas de controle de transmissao vetorial, 0
Brasil demonstrou reducdo na mortalidade por casos de doenca de Chagas
aguda, mas ainda assim continuou apresentando casos anuais, permanecendo
como agravo de relevante importancia (Braz et al. 2011).

No Brasil, a regido Nordeste é a segunda maior regido com casos
agudos e indice de infestacdo triatominica. Apresenta uma diversidade de
espécies de triatomineos, que correspondem a 50% de todas as espécies
registradas no Brasil, onde os vetores habitam os mais diversos biomas, dentre

eles cita-se a floresta tropical e subtropical, onde podem ser encontrados



Triatoma sordida (Stal, 1989), Triatoma vitticeps (Stal, 1989), Panstrongylus
diasi Pinto & Lent, 1946, Panstrongylus lutzi (Neiva & Pinto, 1923),
Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835), nos cerrados e caatingas encontra-
se T. brasiliensis, Triatoma rubrofasciata (De Geer, 1773), T. sordida, nas
florestas secas, tropicais e subtropicais Psammolestes tertius Lent & Jurberg,
1965, Triatoma costalimai Verano & Galvao, 1958, T. pseudomaculata, T.
sordida, P. megistus e Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811) e nas
florestas xerofiticas onde se encontra T. brasiliensis, T. costalimai, T. sordida, P.
diasi e P. geniculatus (Forattini 1980; Schofield 1994; Carcavallo et al. 1997;
Dias et al. 2000; Costa & Lorenzo 2009).

No periodo de 2001 a 2006 a regidao Nordeste apresentava o maior
namero de casos confirmados de doenca de Chagas do Brasil (Tab. 1.1), com
uma populacgéo total de 27,83% de todo o territério brasileiro (Dias et al. 2000;
DATASUS 2006; IBGE 2010). No estado da Bahia foi confirmado 403 casos de
doenca de Chagas aguda, sendo este o maior nUmero de casos agudos da

infeccdo neste periodo.
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Tabela 1.1: Casos confirmados de doenca de Chagas aguda por Unidade Federativa
nos periodos de 2001 a 2006. Fonte: Ministério da Salude/SVS - SINAN.

Ano

UF 2001 2002 2003 2004 2005 2006 Total

Ign/Em Branco 22 66 96 78 80 113 455
Bahia 15 54 132 84 85 33 403
Rio Grande do Norte 13 18 116 20 36 12 215
Pernambuco 5 44 49 37 20 12 167
Para 0 17 25 20 10 94 166
Piaui 25 20 34 3 36 21 139
Rio Grande do Sul 9 21 20 20 15 13 98
Minas Gerais 3 10 12 20 23 17 85
Sergipe 8 3 4 16 30 23 84
Paraiba 4 3 18 14 15 14 68
Amapa 11 7 6 17 13 8 62
Alagoas 7 8 15 8 11 4 53
Ceara 0 3 15 4 12 10 44
Santa Catarina 3 1 4 8 25 2 43
Goias 1 3 5 2 7 10 28
Rondénia 2 1 8 3 9 2 25
Mato Grosso do Sul 0 2 6 9 4 0 21
Amazonas 0 0 1 10 3 2 16
Parana 1 2 5 3 5 0 16
Maranhao 1 2 4 4 0 3 14
Sao Paulo 1 1 4 3 2 3 14
Espirito Santo 2 4 1 2 3 0 12
Mato Grosso 2 3 1 1 1 1 9
Rio de Janeiro 0 2 1 1 3 0 7
Acre 0 1 1 1 0 1 4
Tocantins 0 0 1 0 0 0 1
Distrito Federal 0 0 1 0 0 0 1
Total 135 296 585 388 448 398 2250

ApoOs 0 ano de 2006 houve um grande declinio no niamero de casos
agudos (Tab. 1.2) e mortes no pais. Este fato pode ser explicado devido a
eficiéncia dos programas de controle na transmissao vetorial, ou por falhas na
notificacdo dos casos. O estado da Bahia, por exemplo, ndo apresentou
nenhum caso no periodo de 2007 a 2013.

Porém, um estudo realizado em Pernambuco mostrou que nesta area e
na regido Nordeste como um todo néo foi observada reducdo de casos de

mortes pela doenca, como houve nacionalmente, que poderia sugerir que 0
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controle e a prevencdo da doenca de Chagas nesta regido foram
negligenciados, resultando na emergéncia de novos casos e no aumento na

taxa de mortalidade, decorrente de casos cronicos (Braz et al. 2011).

Tabela 1.2: Casos confirmados de doenca de Chagas aguda por Unidade Federativa
nos periodos de 2007 a 2013. Fonte: Ministério da Saude/SVS - SINAN NET

Ano
UF 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 Total
Para 110 59 204 22 204 154 111 864
Amapa 12 33 6 0 22 10 8 91
Amazonas 28 0 4 24 0 3 4 63
Tocantins 1 2 3 0 30 0 0 36
Maranhao 2 5 4 0 20 0 0 31
Goias 0 0 0 0 10 0 0 10
Piaui 1 1 0 0 2 0 0 4
Pernambuco 0 0 0 0 2 0 2 4
Rio Grande do Norte 0 0 0 0 0 1 2 3
Mato Grosso 1 0 0 0 2 0 0 3
Rondobnia 0 0 0 0 2 0 0 2
Acre 0 0 1 0 0 0 1 2
Minas Gerais 0 0 0 0 0 0 2 2
Espirito Santo 0 0 0 0 1 1 0 2
Rio Grande do Sul 0 0 0 0 0 1 1 2
Mato Grosso do Sul 0 0 2 0 0 0 0 2
Roraima 0 0 0 0 0 1 0 1
Ceara 0 1 0 0 0 0 0 1
Paraiba 0 0 0 0 1 0 0 1
Sergipe 0 0 0 0 0 0 1 1
Rio de Janeiro 0 0 0 0 0 1 0 1
Sao Paulo 0 0 0 0 0 0 1 1
Total 155 101 224 46 296 172 133 1127

Dados levantados nos periodos de 1995 a 2008 mostraram que a zona
rural de Pernambuco apresentou uma maior concentracdo de admissdes
hospitalares por doenca de Chagas. O municipio de Sertdo de Moxoto, por
exemplo, apresentou a mais alta taxa de hospitalizacées com 1,15 por 100.000
habitantes, sendo que a taxa nacional foi de 0,99 por 100,000 habitantes (Braz
et al. 2011). Os casos de transmissdo por transfusdo sanguinea em
Pernambuco diminuiram consideravelmente entre os anos de 2002 e 2007,

com a prevaléncia caindo de 4,4% para 0,17% (Melo et al. 2009). Dados
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recentes mostram que 70 dos 185 municipios de Pernambuco apresentou ao
menos um caso agudo (Santos et al. 2015). Portanto, ressalta-se que €
fundamental a manutencdo e a melhoria das a¢bes médicas, a melhoria no
diagnéstico sorologico do controle e da prevencéao ja existentes.

Neste cenario epidemiologico do semiarido nordestino brasileiro a
espécie T. brasiliensis é considerada um dos principais vetores da regido
(Silveira & Vinhaes 1999; Costa et al. 1998, 2003a; Silva MBA et al. 2012), pois
além de sua ampla distribuicdo geografica no bioma da Caatinga, também
apresenta alto indice de infestacdo domiciliar e alta taxa de infec¢éo natural por
T. cruzi, fatores importantes que apontam esta espécie como um importante

vetor da doenca de Chagas (Costa et al. 1998, 2002, 2003a).

1.6 Complexo Triatoma brasiliensis

Este complexo de espécies esta assim constituido de acordo com Costa
et al. (2013) por cinco membros que ocorrem desde o norte do estado de Minas
Gerais até as areas mais secas do Maranh&o. Este grupo de triatomineos
ocupa predominantemente areas da Caatinga.

Triatoma brasiliensis, Neiva, 1911 tem como localidade tipo o municipio
de Caic6 no Rio Grando do Norte, Regido Nordeste do Brasil, e ocorre também
nos seguintes estados: Ceara, Piaui, Bahia, Maranhdo e Paraiba (Costa-Lima
1940; Dias et al. 2000). Trinta anos depois, Neiva & Lent (1941) descreveram
um espécime similar a T. brasiliensis, com padrdao cromatico diferente,
encontrado na localidade de Espinosa (Minas Gerais), identificando entdo
como subespécie, Triatoma brasiliensis melanica Neiva & Lent, 1941 e
consequentemente T. brasiliensis ficou como subespécie, T. b. brasiliensis
Neiva, 1911.

Galvao (1956) recebeu um espécime de Juazeiro (BA) identificado como
T. infestans, mas observando seu padrdao cromatico percebeu que era diferente
do padrao de T. infestans e semelhante a T. brasiliensis. Analisou exemplares
coletados em Petrolina (PE) e Curaca (BA), localidades vizinhas. Com base em
suas analises elaborou uma chave taxonOomica para as subespécies de T.
brasiliensis incluindo uma terceira descrita por ele: Triatoma brasiliensis
macromelasoma. Mais tarde, Lent & Wygodzinsky (1979) sinonimizaram todos

os morfotipos em uma sO espécie, T. brasiliensis, pois segundo os autores,
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seria frequente a ocorréncia de formas intermediarias.

Devido as inUmeras questdes relevantes a serem respondidas sobre as
“variagdes cromaticas” observadas em T. brasiliensis, estudos multidisciplinares
e varias coletas intensivas foram realizadas nas localidades-tipo onde as trés
subespécies haviam sido descritas. Logo nos primeiros estudos morfologicos
dos ovos foram encontradas diferengcas no exocorio, caracterizando as
populagdes “brasiliensis”, “melanica” e “macromelasoma”. Foi ainda distinguida
uma quarta forma cromatica caracterizada como “populagcdo juazeiro",
proveniente de espécimes coletados em Juazeiro (BA) (Costa et al. 1997a, b).
Estudos posteriores utilizando andlises isoenziméticas identificaram as
populacdes de T. brasiliensis como geneticamente distintas (Costa et al.
1997b), corroborando os resultados morfolégicos anteriores (Costa et al.
1997a). Outros estudos abordando aspectos biologicos (Costa & Marchon-
Silva, 1998), ecolégicos (Costa et al. 1998, 2002), cruzamentos experimentais
(Costa et al. 2003b) e sequéncias de DNAmt (Monteiro et al. 2004) também
foram realizados para elucidar o posicionamento taxonémico dessas diferentes
variacfes cromaticas.

No estudo dos cruzamentos das populacées em laboratorio foi possivel
evidenciar infertilidade e pouca fertilidade na geracdo F2 em duas
combinacgdes: & brasiliensis x @ melanica e @ brasiliensis x & melanica,
respectivamente (Costa et al. 2003b).

Os resultados obtidos destes estudos multidisciplinares evidenciaram
que as quatro diferentes populacdes se tratavam de um complexo de espécies.

Triatoma sherlocki Papa, Jurberg, Carcavallo, Cerqueira & Barata 2002
foi 0 mais recente membro adicionado ao complexo T. brasiliensis com base
nos estudos filogenéticos, analise do sequenciamento do gene citocromo B
(DNAmMt) e subunidade 16S do RNAr (RNA ribossomal), os quais o incluiu no
clado espécie-irma de T. melanica (Mendonga et al. 2009).

Recentemente, Costa et al. (2013) realizaram uma revisao do grupo e
elaboraram uma chave taxonémica para os cinco membros do complexo T.
brasiliensis que hoje é constituido por duas subespécies (Triatoma brasiliensis
brasiliensis e Triatoma brasiliensis macromelasoma) e trés espécies (Triatoma
melanica, Triatoma juazeirensis Costa & Felix, 2007 e Triatoma sherlocki).

Os membros deste complexo de espécies se distribuem
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geograficamente por todo Nordeste, sendo T. b. brasiliensis encontrado nos
estados de Alagoas, Ceard, Paraiba, Piaui, Sergipe, Maranhdo e Rio Grande
do Norte; T. melanica no norte de Minas Gerais e extremo sul da Bahia; T.
sherlocki na regidao noroeste central da Bahia; T. b. macromelasoma em
Pernambuco; e T. juazeirensis na Bahia. Triatoma b. macromelasoma e T.
juazeirensis parecem estar separadas pelo Rio Sdo Francisco que atua como
barreira fisica entre elas (Costa et al. 2009). Ambas s&o encontradas nos
ambientes silvestre e peridomiciliar principalmente, com baixa taxa de infeccéo
natural.

Costa et al. (2002) observaram que no nicho ecolégico que T. b.
macromelasoma ocupava nao se encontrava qualquer outro membro do
complexo, o que poderia favorecer seu isolamento reprodutivo. Porém, devido
ao fato de T. b. macromelasoma e T. juazeirensis, habitarem ec6topos similares
e devido as drasticas mudancas ambientais nas areas ocupadas pelos
referidos vetores, a probabilidade de encontro entre elas poderia ser
aumentada (Costa et al. 1998) trazendo também maiores possibilidades de
ocorréncia de hibridos naturais (Costa et al. 2003b).

Para esclarecer se no estado de Pernambuco poderia estar ocorrendo
uma area de hibridacdo natural, foram realizadas coletas em véarios locais e
encontrou-se treze fendtipos diferentes de T. b. brasiliensis, em ecétopos
artificiais e naturais. A maioria dos espécimes estava no peridomicilio, onde
circulavam cées, gatos e galinhas (Gumiel 2011). Costa et al. (1997a) e
Monteiro et al (2004) ja haviam identificado T. b. macromelasoma como
linhagem evolutiva distinta de T. b. brasiliensis, porém observaram
inconsisténcias quanto ao fendtipo e gendtipo de alguns espécimes
morfologicamente identificados como T. b. macromelasoma.

Estudos morfométricos das asas assim como o padrdo cromatico do
pronoto de todos os membros do complexo em comparacdo com hibridos de
laboratorio mostraram uma correlagéao entre T. b. macromelasoma e os hibridos
experimentais do cruzamento de T. b. brasiliensis e T. juazeirensis, sugerindo a
possibilidade de um processo de especiacdo hibrida homoploidal (Costa et al.
2009).
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1.7 Suscetibilidade a infeccado por T. cruzi em hibridos

Sé&o varios os fatores que determinam a suscetibilidade de uma espécie
de triatomineo a infeccéo pelo parasito, dentre eles a densidade parasitaria que
€ modulada por barreiras fisiolégicas do inseto, tais como componentes da
saliva e enzimas digestivas, mudancas na temperatura, osmolalidade e reserva
de nutrientes (Kollien & Schaub 2000).

Arelagdo entre a diversidade de T. cruzi e sua transmissibilidade vetorial
pelas diferentes espécies de triatomineo, que pode ser regulada pelos
parametros de variacbes comportamentais dos insetos vetores, € um dos
temas mais estudados. Atualmente sabe-se que as populacdes de T. cruzi
diferem na capacidade de se multiplicar e diferenciar de acordo com a espécie
de triatomineo e ainda dependendo do comportamento do inseto, ele estara
mais ou menos suscetivel a entrar em contato com o parasito (Schaub et al.
1989; Mello et al. 1996).

E possivel analisar a suscetibilidade a infeccdo por T. cruzi das
diferentes espécies de triatomineos pelos procedimentos também utilizados na
realizacdo do xenodiagnostico indireto, onde o0s insetos sao infectados
experimentalmente objetivando detectar as formas flageladas de T. cruzi (Silva
& Salha 1994).

Estudos ja demonstraram que hibridos naturais podem apresentar
prevaléncia infectiva mais alta em relacdo as espécies parentais (Herrera-
Aguilar et al. 2009; Martinez-Hernandez et al. 2010). Como os hibridos de
Triatoma dimidiata (Latreille, 1811) identificados por meio do sequenciamento
de ITS-2 DNA nuclear e cyt b, que apresentaram prevaléncia de infec¢do 2-3
vezes maior do que os Grupos 2 e 3, populacbes simpatricas dos quatro
grupos taxonémicos de T. dimidiata, e que se encontram em uma zona hibrida.
Este achado mostra como a segregacdo dos gendtipos pode ser um fator
importante para competéncia vetorial e risco de transmissdo de T. cruzi
(Herrera-Aguilar et al. 2009). Possiveis hibridos naturais de Meccus picturatus
(Usinger, 1939) e Meccus pallidipennis (Stal, 1872) também apresentaram
indice de infeccdo natural mais elevada em ambientes domésticos que as
espécies Meccus longipennis (Usinger, 1939), M. picturatus e M. pallidipennis

em Talpa de Allende no México (Martinez-Hernandez et al. 2010).
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Os estudos sobre a capacidade das diversas espécies de triatomineos
de se infectar com o parasito associada a capacidade de invasdo domiciliar
pelos vetores sdo de extrema valia para os Orgdos do governo porque auxiliam
na aplicacdo e monitoramento de medidas de controle dos vetores da doenca
de Chagas (Costa et al. 2003a; Martinez-Hernandez et al. 2010).

1.8 Comportamento alimentar e de defecacéao

O estudo da biologia dos triatomineos tem sido realizado por muitos
autores ao longo dos anos, pois determina caracteristicas especificas que
podem avaliar a competéncia vetorial dos insetos e auxiliar no planejamento de
medidas de controle. Estudos sobre o comportamento alimentar, analisam
parametros como: 0 momento que o inseto inicia a alimentacdo, o tempo que
passa ingerindo sangue e em contato com hospedeiro, e 0 mais importante o
tempo de defecagao, que contribuem para o entendimento da transmissao de
T. cruzi, possibilitando estimar o grau de importancia vetorial de cada espécie
(Goncgalves et al. 1988; Oliveira 2013).

Zeledon et al. (1977) afirmam que espécies que defecam em até 10
minutos apdés a alimentacdo sanguinea podem ser consideradas vetores
potencialmente eficazes para transmissdo de T. cruzi, pois a possibilidade de
0s insetos ainda estarem em contato com o hospedeiro é maior. E ainda que
nao defecassem nesse tempo seria importante considerar o comportamento
apos o repasto do triatomineo, se este permanecesse no local em que se
alimentou ou se se afastasse logo apés o repasto (Rodrigues et al. 1995).

H& casos de algumas espécies que sdo encontradas naturalmente
infectadas, porém ndo sdo consideradas vetores potenciais da doenca de
Chagas devido ao seu comportamento alimentar e de defecacdo, como € o
caso de Triatoma rubrofasciata (De Geer, 1773) que apesar de ser encontrado
em habitagbes humanas, raramente defeca durante o repasto sanguineo
(Braga & Lima 1999). Em regides onde a doenca de Chagas ocorre, mas nao é
endémica, além de haver poucas espécies de triatomineos que invadem as
casas, uma das principais caracteristicas destes insetos é que ndo defecam
imediatamente apOs o repasto, demonstrando baixo potencial vetorial (Wood
1951). T. vitticeps é endémico do Brasil, invade as moradias e apresenta

elevada taxa de infeccdo por T. cruzi (Gongalves et al. 2000). Entretanto, suas
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caracteristicas bioldgicas ndo o caracteriza como bom vetor (Gongalves et al.
1988; Santos et al. 2006) o que pode explicar o baixo niumero de casos da
doenca em regides de sua ocorréncia (Sangenis et al. 2015).

A agressividade do triatomineo para obter a fonte sanguinea também é
um parametro relevante, pois em algumas espécies, o inseto entra rapidamente
em contato com seu hospedeiro e ndo sai até que esteja ingurgitado. Esta
caracteristica pode ser estudada pelo numero de picadas, o que implica hum
maior ou menor contato do triatomineo com o hospedeiro auxiliando na

avaliacdo do potencial vetorial de uma espécie (Rabinovich et al. 1979).
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2. JUSTIFICATIVA

Recentemente, foi registrada a presenca de diferentes fendtipos de
espécimes do complexo T. brasiliensis em algumas areas de Pernambuco,
coincidentes ou proximas as areas de distribuicdo de T. b. macromelasoma, e
essas areas estao situadas entre as areas de distribuicdo de T. b. brasiliensis e
T. juazeirensis. Estes registros, associados aos resultados dos estudos
morfoldégicos comparativos entre hibridos experimentais e parentais,
corroboram a existéncia de uma area de hibridacdo natural naquele estado e
também a origem hibrida de T. b. macromelasoma (Costa et al. 2003a; 2009;
2014).

Estes fenétipos apresentaram baixa porcentagem de infeccdo natural no
exame microscopico das fezes, obtidas por compressao abdominal quando em
comparacdo a prevaléncia observada para os membros do complexo T.
brasiliensis, sugerindo baixa suscetibilidade a infeccdo por T. cruzi (Gumiel
2011). Diferente desses achados, Herrera-Aguilar et al. (2009) e Martinez-
Hernandez et al. (2010) mencionam que hibridos naturais de T. dimidiata
apresentariam a possibilidade de maior infeccdo do que suas espécies
parentais.

Os estudos sobre infeccdo parasitaria comparativos entre os hibridos e
0S seus progenitores tém sido desenvolvidos para algumas espécies de
animais e plantas (Wolinska et al. 2007). Porém, a suscetibilidade a infeccao
por T. cruzi em hibridos naturais e especialmente os experimentais, ainda &
pouco estudada, sendo que o0s estudos experimentais auxiliam no
entendimento de como pode estar acontecendo esta interacdo na natureza. E
ainda, os estudos sobre hibridos experimentais podem ser usados para
estabelecer o papel da hibridacdo natural, gerando novas variantes genéticas
que podem levar a evolucdo adaptativa e/ou a origem de novas linhagens
(Pérez et al. 2005).

A suscetibilidade que uma espécie de triatomineo pode apresentar para
uma determinada cepa de T. cruzi é variavel, pois depende da adaptacédo da
cepa do parasito a espécie de triatomineo (Perlowagora-Szumlewicz &
Carvalho-Moreira 1994), da sua abundancia, capacidade de chegar ao reto e
habilidade de colonizar e persistir no inseto vetor (Garcia et al. 2010). Além

disso, os insetos vetores parecem ter maior suscetibilidade as cepas de T. cruzi
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da mesma area geografica que coabitam (Perlowagora-Szumlewicz et al. 1990;
Garcia et al. 2007).

Com o propésito de contribuir ao conhecimento da relacdo biologica de
membros do complexo T. brasiliensis com T. cruzi este trabalho tem como
objetivo principal testar a hipotese de que os hibridos apresentam maior
suscetibilidade a infeccéo de T. cruzi, realizando a infeccao experimental com a
cepa encontrada infectando naturalmente T. brasiliensis. Os resultados obtidos
para os hibridos foram comparados entre 0s seus parentais, T. juazeirensis e T.
b. brasiliensis e ainda com dados da literatura a respeito da espécie T. b.
macromelasoma.

Triatoma b. brasiliensis apresenta voracidade alimentar e
frequentemente seu comportamento de defecacdo € realizado ainda em
contato com a fonte alimentar, mostrando-se um vetor competente (Soares et
al. 2000). Neste sentido, varios aspectos do comportamento alimentar dos
hibridos experimentais em comparacdo aos parentais, T. b. brasiliensis e T.
juazeirensis sdo também de importancia epidemiologica.

Os estudos dos vetores relacionados a suscetibilidade a infeccéo, as
interacdes parasito-vetor e fatores que induzem o desenvolvimento do parasito,
contribuem para que sejam identificadas novas estratégias de abordagem e

entendimento desta relacdo tdo importante para a area da saude.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar parametros relacionados a competéncia e capacidade vetorial

de T. juazeirensis, T. b. brasiliensis e seus hibridos experimentais.

3.2 Objetivos especificos

Comparar taxas de infeccdo entre hibridos experimentais e as espécies
parentais;

Analisar e comparar o desenvolvimento de T cruzi no trato digestivo dos

grupos estudados;

Analisar a suscetibilidade a infeccdo por T. cruzi em condicbes de
laboratorio de T. juazeirensis, T. b. brasiliensis e seus respectivos

hibridos experimentais;

Analisar o comportamento alimentar das ninfas de 5° estadio de T. b.

brasiliensis, T. juazeirensis e seus hibridos experimentais.
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4. MATERIAL E METODOS

FLUXOGRAMA:

Colonias das espécies fundadoras de
T. b. brasiliensis (Caic6— Rio Grande do
Norte) e 7. juazeirensis (Juazeiro — Bahia)

Sexadas ninfas de 5° estadio de
T. b. brasiliensise

T. juazeirensis

1. juazeirensis

Cruzamentos entre
T. b. brasiliensise

Ninfas de 5° estadio de
hibridos F1 mantidos em jejum

Separadas ninfas de
5° estadio de

T. b. brasiliensise
T. juazeirensis

mantidas em jejum

Anilise da
infectividade das
cepas de Caicéd

alimentar e de
defecacdo

Comportamento

Analise estatistica

Legenda:

Etapa 1
Etapa 2
Etapa 3
Etapa 4

Etapa 5

Manutencdo da
cultura de 7. cruzi

Alimentacdo artificial
infectiva dos insetos

Disseccdo dos
espécimes e analise
das formas
tripomastigotas
metaciclicas

Analise estatistica
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4.1 Insetos

Os insetos utilizados neste trabalho sdo provenientes de colbnias de T.
b. brasiliensis (Caic6 — Rio Grande do Norte) e T. juazeirensis (Curaca —
Bahia), cujos exemplares fundadores foram coletados por membros da equipe
do Laboratério de Biodiversidade Entomoldgica e mantidos no Laboratorio de
Transmissores de Leishmanioses, sob condicdo de temperatura controlada
(Tab. 4.1).

Tabela 4.1: Dados das espécies fundadoras das coldnias utilizadas no estudo.

Coordenadas
Espécie Estado Municipio Data de coleta geogréficas
T. brasiliensis RN Caico 12/05/2011 06° 27'S37°05' O
T. juazeirensis BA Curaca 24/11/2013 09°12' S 39°83' O

Sessenta ninfas de 5° estaddio de cada espécie foram separadas e
mantidas em jejum por 30 dias, e entéo utilizadas no experimento de infeccao
com T. cruzi.

Também foram separadas destas coldnias ninfas de 4° estadio
alimentadas semanalmente em camundongos Swiss Webster (LW 18-11) que
ao mudarem para o 5° estadio foram separadas para duas etapas: ninfas de 5°
estadio sexadas para formarem casais para o cruzamento interespecifico, para
a obtencgédo de adultos virgens; e ninfas de 5° estadio mantidas em jejum por 10
dias para realizar o estudo de comportamento alimentar e de defecacéao.

Todos os insetos foram acondicionados em potes plasticos (14x14x15
cm) identificados e forrados com papel filtro, no fundo do pote e também
dobrado em forma de sanfona, para aumentar a superficie de contato e

absorcdo da umidade e dos dejetos dos insetos.

4.2 Cruzamentos das espécies em laboratorio

Apos a muda imaginal, os insetos foram inicialmente separados em
cinco fémeas e cinco machos de cada espécie para formar casais. Na eventual
morte desses espécimes separados em casais, outros triatomineos o0s
substituiram para manter o cruzamento das espécies. Foram feitos
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cruzamentos entre as espécies T. b. brasiliensis (Caic6 — Rio Grande do Norte)
e T. juazeirensis (Juazeiro — Bahia) (Fig. 4.1). Os casais foram individualizados
por cruzamento em pequenos potes revestidos internamente com papel filtro,
sendo constituidos por fémeas T. b. brasiliensis e machos T. juazeirensis e a
combinagao inversa, fémeas T. juazeirensis e machos T. b. brasiliensis,
alimentados semanalmente com camundongos Swiss Webster (Licenca LW-
18/11). Os cruzamentos foram iniciados em marco de 2013. Os hibridos F1
obtidos foram acompanhados até a obtencdo de 30 ninfas de 5° estadio de

cada cruzamento.

Figura 4.1: Comparagdo de tamanho entre as espécies e os hibridos provenientes do
cruzamento dos triatomineos. Adultos (A-D) (barra = 25 mm) e ninfas de 5° estadio de
desenvolvimento (A-D’) (barra = 20 mm) das espécies: T. b. brasiliensis (Ae A) e T.
juazeirensis (B e B’) e seus hibridos “Hbj” (2T. b. brasiliensis x JT. juazeirensis) (C e
C’) e “Hjb” (9T. juazeirensis x JT. b. brasiliensis) (D e D’).
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4.3 CulturadeT. cruzi

Através do sistema COLTRYP (Colecédo de Trypanosoma de Mamiferos
Silvestres, Domésticos e Vetores) buscou-se cepas (Tcl) isoladas a partir de T.
b. brasiliensis naturalmente infectados provenientes de Caico, localidade tipo
da espécie, no Laboratorio de Biologia de Tripanosomatideos, mantidas em
criopreservacéao a -195°C em nitrogénio liquido, desde 2006. Os isolados foram
previamente caracterizados, por PCR. As culturas foram examinadas
semanalmente em céamara de Neubauer, para avaliar a concentracdo de
formas epimastigotas.

A capacidade de replicacdo de duas cepas (0338 e 0354) foi avaliada
com espécimes de T. infestans, pois ndo havia dados sobre o seu
desenvolvimento no inseto vetor. Cinco ninfas de 5° estadio foram dissecadas
em intervalos de 10 dias até o 30° dia ap0s a alimentacédo infectante.

Os resultados com T. infestans mostraram que ambas as cepas 0354 e
0338 foram capazes de infectar o vetor e apresentaram desenvolvimento num
padrdo homogéneo, mantendo a infeccdo até o 30° dia, ultimo dia de
acompanhamento do estudo. Porém optou-se pela cepa, a 0354, que
apresentou desenvolvimento mais rapido.

As culturas foram mantidas em estufa BOD a 27°C, cultivado sob a
forma epimastigota em meio bifasico, do tipo &gar-sangue. As formas
epimastigotas cresceram no meio NNN (McNeal, Novy e Nicole) com adi¢édo de
LIT (infuso de figado e triptose) suplementado com 10% de soro fetal bovino.
Os repiques da cultura-mae foram realizados a cada sete dias. A curva de
crescimento foi quantificada através de contagem em hemocitometro (Fig. 4.2)
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Figura 4.2: Curva de crescimento de cepas de Trypanosoma cruzi. Formas
epimastigotas (Epi), formas em transigdo (Trans) e tripomastigotas (Tripo) da cepa
0354, crescida em meio LIT por 7 dias. O nimero de parasitos foi mensurado pela
contagem em camara de Neubauer em microscopio Optico. Média de duplicatas.

4.4  Alimentacao infectante dos insetos

Foram utilizados os quatro grupos de triatomineos (T. b. brasiliensis, T.
juazeirensis e hibridos resultantes dos cruzamentos T. b. brasiliensis fémea
com T. juazeirensis macho e T. b. brasiliensis macho com T. juazeirensis
fémea) que foram artificialmente alimentados através de membranas de latex
com sangue de coelho citratado (0,1ml de citrato de sodio/ml de sangue). Para
cada grupo de inseto infectado com a cepa 0354 de T. cruzi, foram utilizados 10
ml de sangue de coelho citratado que foi inicialmente centrifugado a velocidade
de 3500 rpm durante 10 min para a separacao dos eritrécitos do plasma. A
parte liquida do sangue foi retirada e os eritrécitos foram lavados em PBS por 3
vezes consecutivas utilizando-se o mesmo procedimento de centrifugagao.

Apods a lavagem, os eritrocitos foram ressuspensos em meio LIT (volume
correspondente ao plasma retirado) contendo 1,5x107/ml de formas
epimastigotas em fase exponencial de crescimento (v/v), e contados através da
camara de Neubauer. Esta mistura foi entdo transferida para um frasco de vidro
(“mamadeira”) revestido em sua parte inferior por uma membrana de latex, que
servia para reter 0 sangue e propiciar a alimentacao artificial dos insetos. Estes
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frascos permitem a circulacdo periférica da agua aquecida, através da conexao
com um banho-maria circulante, que mantem a temperatura do sangue a
~37°C (Fig. 4.3). Para cada alimentagéo, os insetos foram separados em 15
espécimes por pote, de forma que todos pudessem circular e alcancar a fonte
alimentar. Dessa maneira, foram mantidos na alimentacdo até atingirem o
ingurgitamento. As ninfas que n&o se alimentaram foram descartadas do

experimento.

Figura 4.3: Alimentacao artificial, dos triatomineos, em banho-maria com
sangue de coelho.

Para calcular o volume de sangue ingerido, os insetos foram marcados
individualmente com diferentes cores de tinta guache (ndo toxica) nas pernas e
pronoto (de acordo com o grupo) em sequéncias diferentes (Fig 4.4), para que
assim fossem distinguidos uns dos outros dentro do mesmo pote. Foram entéo
pesados individualmente em balanca de precisdo antes e apds 0 repasto
infectante e o célculo se deu pela diferenca de peso apresentada antes e apos
o repasto infectante. As ninfas foram distribuidas em frascos identificados e
com papel filtro, trocado quinzenalmente.
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GRUPO 1 GRUPO 2

Figura 4.4: Identificacdo dos insetos para posterior pesagem individual. Padrdo de
marcagdo dos insetos em diferentes sequéncias: (A) nas pernas nos triatomineos
correspondentes de 1 — 30; e (B) pernas e pronoto nos triatomineos correspondentes
de 31 - 60.

O numero total de insetos utilizados no experimento foi de 30, entretanto
para que houvessem as reposi¢des em caso de necessidade, trabalhou-se com
um sobressalente de 42 a 60 individuos.

Uma segunda alimentac&o néo infectiva com sangue de galinha foi feita
com esses grupos quinze dias ap6s a primeira alimentacao, pois é sabido que
a porcentagem de flagelados sofre um declinio a medida que os insetos ficam
longos periodos em jejum (Kollien & Schaub 1998).

45 Anélise das formas de T. cruzi nos insetos

A quantificacdo dos parasitos no intestino foi realizada em todo o tubo

digestério. As laterais do abdémen foram cortadas, na altura do conexivo, no
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sentido postero-anterior, removeu-se a regido dorsal com a pingca, expondo
todo o tubo digestério que foi pingado por suas extremidades anterior e
posterior, e transferido para uma placa de Petri, onde foi separado em trés
segmentos: estbmago, intestino e ampola retal, e posteriormente transferidos
para tubos de Eppendorfs e entdo macerados em 200ul de PBS (pH 7,2) (Fig.
4.5).

Estomago

Intestino

Ampola retal

Figura 4.5: Material biol6gico dos triatomineos para analise de infecgcdo. (A) Tubos de
Eppendorfs individualizados por inseto, contendo: estémago, intestino e ampola retal
dos 10 espécimes dissecados no dia. (B) Divisdo do tubo digestorio: estdmago,
intestino e ampola retal (aumento x40).

A cada intervalo de dez dias, durante um més apds a alimentagéo
infectante (10, 20 e 30 dias), dez insetos foram dissecados, para exame do
contetdo biolégico (fezes e tecidos do trato digestivo) de cada segmento do
tubo digestorio, individualmente visualizados em camara de Neubauer para a
contagem diferencial das seguintes formas evolutivas estabelecidas:
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epimastigotas, tripomastigotas metaciclicos e formas em transicdo
(Perlowagora-Szumlewicz & Moreira 1994; Mello et al. 1996; Alvarenga &
Bronfen 1997; Carvalho-Moreira et al. 2003; Araujo et al. 2008).

Também foram confeccionados esfregacos, corados pelo método May-
Grunwald-Giemsa para fotomicroscopias, sendo este método considerado
padrdo-ouro para investigacao e classificacdo das fases de desenvolvimento

de T. cruzi (Perlowagora-Szumlewicz & Moreira 1994).

4.6 Comportamento alimentar e de defecagao

Para o estudo do comportamento alimentar e de defecacgéo, 15 ninfas de
5° estadio recém-mudadas de T. b. brasiliensis, T. juazeirensis e seus hibridos
de laboratério foram mantidas em jejum por 10 dias. Os espécimes foram
separados em frascos de Borrel, identificados individualmente com etiqueta e
forrados com papel filtro, alimentados em camundongos Swiss Webster
(Licenca LW-18/11) (Fig. 4.6) para a analise dos seguintes parametros: tempo
de inicio e término do repasto, tempo de duragdo, e tempo e comportamento de
defecacdo. A alimentacdo e registro destas observacfes foram realizados
semanalmente até que os espécimes realizassem a muda imaginal.

Para iniciar a alimentacdo os espécimes foram aproximados da fonte
alimentar em uma folha de papel filtro, sendo cronometrado o inicio da
alimentacdo a partir do momento que o inseto inseria o rostro no camundongo.
O registro do término da alimentagcdo somente se dava com a saciedade do
inseto. Para avaliar o tempo em que o triatomineo esteve em contato com a
fonte alimentar, a duracado total da alimentacdo foi calculada descontando as
interrupcbes realizadas pelo inseto. Os espécimes que ndo quiseram se
alimentar foram observados por até 15 minutos.

ApOs o repasto, os insetos foram observados num periodo de 10
minutos para que quantificacdo de defecacgdes realizadas. Os espécimes foram

pesados antes e ap0s a alimentacdo para quantificar o sangue ingerido.
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Figura 4.6: Triatomineos separados para pesagem e alimentacdo. (A e B) Frascos
contendo as ninfas de 5° estadio de T. b. brasiliensis, T. juazeirensis e os hibridos (Hbj
e Hjb), individualizados. (C) Triatomineo se alimentando individualmente em
camundongo.

4.7 Andlises Estatisticas

As analises das formas de T. cruzi no inseto foram avaliadas através do
teste  ANOVA dupla classificacdo (two way), com teste complementar
(Newmann-Keuls), para avaliar as diferengas significativas nos diferentes dias
apos alimentacdo e nas diferentes regides do intestino (Kollien & Schaub
1998).

As analises dos parametros comportamentais (alimentar e de defecacao)
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foram avaliadas através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (programa
SPSS versao 22). No caso em que o teste fosse significativo, devido ao
programa néo identificar qual ou quais os grupos séo diferentes, foi usado o

teste ANOVA com a opcéao de testes complementares (Post-Hoc).

5. RESULTADOS

5.1 Cruzamentos das espécies em laboratério

Foram obtidos hibridos dos cruzamentos entre as espécies T. b.
brasiliensis e T. juazeirensis: Hbj sdo os hibridos resultantes do cruzamento
QT. b. brasiliensis x JT. juazeirensis e Hjb os hibridos do cruzamento $T.
juazeirensis x 4T. b. brasiliensis.

Dos primeiros cinco casais, do cruzamento de QT. b. brasiliensis x JT.
juazeirensis foram obtidos 70 ovos, e de QT. juazeirensis x JT. b. brasiliensis
ovipuseram 19 ovos. A partir dai os machos e fémeas desses cruzamentos que
morreram foram substituidos por outros espécimes virgens da coldnia, dando
continuidade aos cruzamentos. Ao todo foram utilizados para o experimento de
infeccdo, com a cepa 0354 de T. cruzi, 105 ninfas de 5° estadio de Hbj e 74
ninfas 5° estadio de Hjb. Para a andlise do comportamento de alimentacéo e
defecacdo outras 30 ninfas de Hbj e 12 ninfas de Hjb no 5° estadio foram

acompanhadas.

5.2 Suscetibilidade de T. b. brasiliensis, T. juazeirensis e seus
hibridos experimentais a infec¢cdo da cepa 0354 de T. cruzi

As formas encontradas no tubo digestério foram denominadas de:
formas epimastigotas, tripomastigotas metaciclicas e as demais formas
intermediarias do parasito foram chamadas de formas de transicédo, de acordo
com Perlowagora-Szumlewicz & Moreira (1994).

Na tabela 5.1 é apresentada as porcentagens das formas do parasito
encontradas por compartimento, nos respectivos periodos de observacao.
Pode-se observar que a porcentagem de epimastigotas foi sempre maior,

independente da porgédo analisada (estobmago, intestino ou ampola retal), tanto
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nos hibridos (Hbj e Hjb) quanto em seus parentais (T. juazeirensis e T. b.
brasiliensis). No estdbmago Hibridos e parentais apresentaram maior densidade

populacional de epimastigotas, nos primeiros 20 dias, sendo o pico no 10° dia.

Tabela 5.1: Porcentagem das formas de Trypanosoma cruzi encontradas por
compartimento do tubo digestério (estdmago, intestino e ampola retal), nos 10°, 20° e
30° dias ap6s a infeccdo. Triatoma juazeirensis, Triatoma b. brasiliensis e seus
hibridos Hbj (?T. b. brasiliensis x JT. juazeirensis) e Hjb (?T. juazeirensis x 4 T. b.
brasiliensis).
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w / o - = © (= s © (= s © (= s
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F ouw o © 2 =3 © 2 o © o
5~ | “ e = u L = u L =
'g 10 85% 9% 7% 73% 9% 18% 82% 13% 6%
8
E 20 76% 11% 12% 71% 7% 22% 76% 8% 16%
<
30 54% 33% 13% 85% 9% 6% 79% 9% 11%
;—’ 10 88% 7% 6% 84% 9% 7% 84% 7% 10%
8
E 20 77% 13% 10% 77% 10% 13% 62% 7% 31%
=
30 52% 48% 0% 72% 14% 14% 91% 1% 5%
2]
[l 10 88% 11% 1% 92% 6% 1% 95% 5% 0%
2
‘©
§ 20 78% 22% 0% 87% 13% 0% 82% 16% 2%
=
30 78% 22% 0% 86% 9% 5% 84% 9% 6%
2
% 10 92% 6% 2% 94% 6% 0% 96% 4% 0%
%
a 20 76% 21% 3% 89% 11% 0% 85% 14% 1%
o
=
30 91% 9% 0% 85% 11% 4% 81% 15% 4%

No tubo digestoério, os insetos hibridos apresentaram um crescimento na
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densidade populacional ao longo dos dias de observacdo. A quantidade de
parasitos encontrados na ampola retal em comparacdo aos demais

compartimentos foi menor tanto em hibridos como em seus parentais.

5.2.1 Desenvolvimento de T. cruzi em Hibridos Hbj — No
estbmago a densidade parasitaria sofreu decréscimo ao longo da analise. No
10° dia, a densidade parasitaria nesta regido correspondia a 81,2% de
flagelados do total. No 20° dia encontrou-se 65% e no 30° dia apenas 12,1% do
total da densidade parasitaria. Neste Ultimo periodo de observacdo, a
densidade populacional foi muito baixa, sendo contabilizadas 3x10° formas
epimastigotas, 2x10° formas de transicdo e 0,7x10° tripomastigotas
metaciclicas.

No intestino, a densidade populacional aumentou, sendo 14,1% no 10°
dia, 25,5% no 20°, saltando para 61,5% no 30°, em comparagdo aos demais
compartimentos do tubo digestério dos insetos. Essa mesma dinamica foi
observada na ampola retal com 5,5% de parasitos no 10° dia, 9,5% no 20° e
26,4% no 30°.

A forma epimastigota (Fig. 5.1 A) foi encontrada em maior nidmero no
estbmago, no 10° dia. No 30° dia encontrou-se apenas X= 4x10° de
epimastigotas nesta regido. No intestino e ampola retal observou-se uma
estabilidade na distribuicdo da populacdo de epimastigotas em todos o0s

periodos, no intestino X= 23x10° parasitos e na ampola retal obteve-se X=

9x10° parasitos.

e -
Figura 5.1: As diferentes formas de Trypanosoma cruzi encontradas ao longo do tudo
digestério dos hibridos Hbj (?T. b. brasiliensis x J4T. juazeirensis). (A) Formas
epimastigotas, (B) tripomastigotas e (C) formas de transi¢cdo (aumento de x100).
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As formas tripomastigotas (Fig. 5.1 B) estavam presentes em todo o tubo
digestério. Na figura 5.2, observa-se que no 10° dia a populacdo de
tripomastigotas encontrava-se em maior numero no estbtmago e ao longo do
tempo foi diminuindo até quase ndo encontrar mais espécimes que tinham esta
forma nesta regido. No 20° dia quatro espécimes examinados nao
apresentaram tripomastigotas no estdbmago, e no 30° dia isto ocorreu com 7
espécimes. O intestino foi bem colonizado por esta forma, sendo encontrada
em todos os periodos de observacéo na grande maioria dos espécimes, sendo
gue apenas em um espécime no 10° e no 20° dias ndo foram encontrados
tripomastigotas nesta regido. O periodo em que se encontrou a maior
porcentagem de tripomastigotas metaciclicas foi no 20° dia no intestino, com
22,1% (Tab. 5.1). Na ampola retal observou-se um aumento gradual da
populacao de tripomastigotas ao longo do tempo. O 30° dia foi o periodo com
maior concentracdo de formas tripomastigotas metaciclicas na ampola retal,
mas a porcentagem foi de apenas 11,4% (Fig. 5.2, Tab. 5.1).

Foram encontradas formas de transicdo (Fig. 5.1 C) no tubo digestério,
em todos os dias de observacdo, a densidade populacional no estbmago ao
30° dia se encontra baixa, porque em apenas trés espécimes foi observado a
referida forma. No estdmago, 10° dia, ocorreu o pico de formas de transicao

com X= 1x105 parasitos (Fig. 5.2).

35



40 -
35
30
25
20 -
15 -
10 -

Parasitos x 105 /ml

T T T

0 T T = o 1

10 DIAS 20 DIAS 30 DIAS

BMEpi MTrans & Tripo

40 B
35

30 4

15
10 -

SA
o W . - - -

T T 1

10 DIAS 20 DIAS 30 DIAS

Parasitos x 105 /ml

WEpi mTrans = Tripo

Parasitos x 105 /ml

T T T

O = T = T 1
10 DIAS 20 DIAS 30 DIAS

mEpi ®mTrans = Tripo

Figura 5.2: Desenvolvimento de Trypanosoma cruzi (cepa 0354) no hibrido Hbj
(?T. b. brasiliensis x JT. juazeirensis) no 10°, 20° e 30° dias apds alimentacédo
infectante: (A) Estdbmago; (B) Intestino; (C) Ampola retal. A coluna preta
representa a forma epimastigota, a coluna cinza representa as formas de
transicao e a coluna bege os tripomastigotas metaciclicos.
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5.2.2 Desenvolvimento de T. cruzi em Hibridos Hjb -
Inicialmente densidade parasitaria se concentrou no estébmago, variando de
85,8% (10° dia), 73,5% (20°). No 30° dia somente foi encontrado no estdbmago
0,9% do total de parasitos. Neste ultimo periodo de observacdo somente cinco
espécimes apresentaram parasitos no estbmago, sendo a forma epimastigota a
mais encontrada, ndo sendo observada a presenca de nenhuma forma
tripomastigota.

No intestino de Hjb a densidade parasitaria demonstrou elevacao
variando de 10,6% (10° dia), 16,8% (20°) e 83,3% (30°), embora no 30° dia n&do
tenham sido encontrados tripomastigotas em alguns espécimes (n=5). Na
ampola, a densidade parasitaria também apresentou elevacdo, variando de
retal também de 3,7% (10° dia), 9,7% (20°) e 15,8% (30°).

Na figura 5.3 A, observa-se uma maior quantidade de formas
epimastigotas no estdbmago, com X= 12x10° ao 10° dia, ocorrendo decréscimo
ao longo do periodo de observacdo. No 30° dia foram encontrados parasitos
em somente 5 espécimes (¥= 0,4x10° epimastigotas). No intestino, as formas
epimatigotas sempre estiveram presentes em abundancia, chegando a uma
X= 5x10° (30° dia) (Fig. 5.3 B). Na ampola retal houve aumento da populacéo
de epimastigotas ao longo dos dias, chegando a 1x10° (30° dia) (Fig. 5.3 C).

Nos 10° e 20° dias foram encontrados tripomastigotas em todo o tubo
digestorio (Fig. 5.3), e no 30° dia ndo foi encontrado em nenhum espécime na
regido do estbmago. Neste mesmo periodo de observacédo, 5 espécimes nao
apresentavam tripomastigotas no intestino e na ampola retal. A maior
porcentagem de tripomastigotas foi encontrado no intestino (30° dia) (Tab. 5.1).
No 20° dia, apesar da baixa densidade populacional (9,7%) na ampola retal a
forma tripomastigota metaciclica chegou a 30,9% dos flagelados, sendo que o
inseto com a maior quantidade apresentou concentracdo de ~3x10°
tripomastigotas metaciclicos.

No 30° dia, as formas de transi¢cdo estavam mais presentes no estbmago
e no intestino (Tab. 5.1, Fig. 5.3 A, B). No estdmago foi encontrado o pico de
formas de transicido X= 1x105 parasitos (10° dia), ja no 30° dia foi observada a
permanéncia de formas de transicdo em apenas um inseto (04x10°). Na

ampola retal, a maior média de formas de transi¢do foi observada no 20° dia
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Figura 5.3: Desenvolvimento de Trypanosoma cruzi (cepa 0354) no hibrido Hjb
(cruzamento de QT. juazeirensis x & T. b. brasiliensis) nos 10° e 20° dias apds
alimentacédo infectante. (A) Estdbmago; (B) Intestino; (C) Ampola retal. A coluna
preta representa a forma epimastigota, a coluna cinza representa as formas de
transicdo e a coluna bege os tripomastigotas metaciclicos.
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5.2.3 Desenvolvimento de T. cruzi em T. juazeirensis — A
densidade parasitaria no estbmago no 10° dia foi de 70,9%, no 20° dia (3,9%),
e no 30° dia (20,2). No intestino e ampola retal houve elevagédo da densidade
parasitaria nos 2 primeiros periodos de observacédo, sendo no intestino 28,8%
(10° dia), 86,4% (20°) e 72% (30°) e na ampola retal, 0,3% (10° dia), 9,6% (20°)
e 7,7% (30°).

A forma epimastigota foi a prevalente no estdmago nos 30 dias de
analise, apresentando percentuais de 87,7% da populacdo total (10° dia),
77,8% (20°) e 77,5% (30°). A maior concentracao destas formas foi encontrada
no intestino, no 10° (92,3%) e no 20° (87,1%) dias, e no 30° dia (85,5%). Na
ampola retal, no 10° (94,7%) e no 20° (81,8%) dias, e no 30° dia (84,1%) (Tab.
5.1). Foi observado que no 30° dia, a ampola retal apresentou a maior
concentragéo de epimastigotas (X¥= 1x105) (Fig. 5.4 C).

Nos primeiros 20 dias poucos espécimes apresentaram formas
tripomastigotas, em qualquer um dos compartimentos do tubo digestério. No
10° dia foi encontrada = 0,1x10° no estdmago (n=2), e 0,06 x105 no intestino
(n=5); e no 20° dia somente um inseto apresentou 0,02x10° no intestino (n=1) e
0,1 x10° na ampola retal (n=1). Na ampola retal, no 10° dia e no estbmago, no
20° dia, nenhum espécime apresentou formas tripomastigotas. No 30° dia cinco
espécimes apresentaram X¥= 9x10* de tripomastigotas no intestino e quatro
espécimes apresentaram X= 1x10% na ampola retal (Fig. 5.4).

Nos 30 dias de observacdo as formas de transicdo encontraram-se
primordialmente no intestino dos insetos, sendo que a maior média verificada
foi de 1x10° (30° dia) (Fig. 5.4 B). No estdmago, as formas de transigcéo
representaram 11% (10° dia) da populacdo parasitaria e 22,2% no 20° e 30°
dia. Na ampola retal, esta forma representou 5,3% (10° dia) da populacao,
15,9% no 20° e 9,4% no 30°.

Neste grupo de insetos foi observado o maior numero de espécimes com
por¢cdes do tubo digestério sem apresentarem parasitos. No 10° dia cinco
insetos ndo apresentaram nenhuma forma de T. cruzi no estdbmago, dois
insetos sem nenhuma forma no intestino e sete insetos sem parasitos na
ampola retal, sendo um deles totalmente negativo. No 20° dia, sete insetos ndo
apresentaram formas no estbmago, e trés insetos foram negativos na ampola

retal.
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O alto valor de desvio padrdo no estdbmago no 10° dia para a forma
epimastigota foi devido ao fato de somente um espécime apresentar uma

concentracéo de formas equivalente a 74,3% de toda a amostra (Fig. 5.4 A).
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Figura 5.4: Desenvolvimento de Trypanosoma cruzi (cepa 0354) em T.
juazeirensis nos 10° e 20° dias apoOs alimentacdo infectante. (A) Estdmago; (B)
Intestino; (C) Ampola retal. A coluna preta representa a forma epimastigota, a coluna
cinza representa as formas de transicdo e a coluna bege os tripomastigotas
metaciclicos.
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5.2.4 Desenvolvimento de T. cruzi em T. b. brasiliensis — A
densidade parasitaria no estbmago decresceu ao longo do tempo. No 10° dia, a
populacdo no estdbmago representou 84,8% da densidade parasitaria, no 20°
(27,2%) e no 30° (11,6%). No 30° dia cinco espécimes nao apresentaram
parasitos no estbmago. No intestino, a maior concentracdo de parasitos foi no
20° dia (63,2%), e no 10° (14,1%) e 30° (57,4%). A ampola retal apresentou
densidade parasitaria incialmente de 1,1% (10° dia), 9,6% (20°) e 30,9% (30°).

A concentracdo da populacéo de epimastigotas no estbmago supera o0s
demais grupos estudados, com X= 26x10° (10° dia). Somente no 30° dia no
estdbmago, a propor¢cdo de epimastigotas foi menor. No intestino e na ampola
retal observou-se uma estabilidade na distribuicdo da populagdo de
epimastigotas nos periodos de observacéao (Fig. 5.5).

No 10° dia, as formas tripomastigotas predominaram no estébmago
(1,7%), pois nao foram encontradas essas formas em nenhum dos demais
compartimentos. No 20° dia foram quantificados poucos, tendo sido encontrado
tripomastigotas em pelo menos um espécime analisado, em cada porcédo do
tubo digestério, sendo no estémago 3,0%, no intestino 0,1% e na ampola retal
1,3%. No 30° dia, ndo foi encontrado nenhum tripomastigota no estbmago de
todos os espécimes analisados, e o intestino e ampola passaram a apresentar
a maior densidade populacional desta forma com médias de 0,2x10° (3,6%) e
0,1x10° (9,6%), respectivamente (Tab. 5.1, Fig. 5.5).

As formas de transicdo se encontravam bem distribuidas no tubo
digestério, em todos os dias de observacdo, com exce¢do da ampola no 10°
dia com somente trés espécimes (X¥= 0,01x105) e estbmago no 30° dia também
trés espécimes (¥= 0,08x10°), sendo este o periodo de menor densidade
parasitaria nesta por¢cdo do tubo digestorio. No estdbmago, no 10° dia
apresentou (5,9%), o pico de formas de transi¢cdo no 20° dia com X¥= 2x10°
parasitos (21,0%). Na ampola, encontrou-se 4,0% dessa forma no 10° dia e
14,0% nos 20° e 30° dias (Tab. 5.1). Porém no 30° dia, em que foi encontrada a
maior densidade parasitaria nesta porcdo, foi quantificada X= 0,2x10° de

tripomastigotas.
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Figura 5.5: Desenvolvimento de Trypanosoma cruzi (cepa 0354) em T. b.
brasiliensis nos 10° e 20° dias apds alimentacdo infectante. (A) Estdbmago; (B)
Intestino; (C) Ampola retal. A coluna vinho representa a forma epimastigota, a
coluna rosa representa as formas de transicdo e a coluna laranja os tripomastigotas
metaciclicos.
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5.2.5 Suscetibilidade a infecc&o e analises estatisticas

Na figura 5.6 observa-se como a interacao entre a cepa 0354 ocorreu de
forma diferente com os hibridos e parentais nos trés compartimentos do tubo
digestorio. Nao foram encontradas diferencas significativas entre Hbj e Hijb, e
por isso foram identificados como um Unico grupo.

No estbmago, o numero de epimastigotas e formas de transicdo foi
significativamente menor em T. juazeirensis do que nos hibridos e T. b.
brasiliensis (x2=12,016; x2=19,899; p=0,029 e p=0,01). Segundo a analise
estatistica T. b. brasiliensis apresentou valor intermediario de epimastigotas no
estbmago, sendo assim nao foi possivel diferencid-lo dos hibridos através do
teste estatistico, porém pode-se concluir que a média de epimastigotas nesta
regido apresentada por T. b. brasiliensis foi alta (20x10°), aproximando-o do
grupo de hibridos. A quantidade de tripomastigotas no estdmago foi
significativamente maior em hibridos do que nos parentais (x2=43,550;
p=0,013).

No intestino somente foi encontrada diferenca significativa em relacéo a
quantidade de tripomastigotas, os quais nos hibridos apresentaram maior
namero do que parentais (x2=26,603; p<0,001).

Na ampola retal, T. juazeirensis apresentou a menor média de
epimastigotas em relacdo aos demais que constituem um Unico grupo, sendo
que as maiores médias destes foram no 20° e 30° dias (x?=12,464; p=0,09). A
populacdo de formas de transicdo na ampola retal ndo apresentou diferenca
significativa entre as espécies. Porém foi possivel identificar que as maiores
médias encontradas em todos os grupos foram nos 20° e 30° dias (x?=19,496;
p=0,05). A analise do total de formas tripomastigotas metaciclicas na regido da
ampola retal demonstrou que em todos 0S grupos ocorreu um aumento
(x2=32,007; p<0,01) do 10° para o 20° dia (x?=15,550; p<0,01), porém a
guantidade encontrada nos hibridos foi significativamente maior do que o que
foi encontrado nos parentais.

No ultimo periodo de observacdo (30° dia), os hibridos apresentaram
queda de tripomastigotas na ampola retal (Hbj, 10° dia n=6, X= 6x103, 20° dia
n=6, X= 2x10% 30° dia n=8, X= 1x10% Hjb, 10° dia n=6, X= 6x103; 20° dia n=6,
X= 4x10% 30° dia n=5, X= 7x10%) e as espécies parentais apresentaram
elevacdo da populacéo dessa forma (T. b. brasiliensis, 20° dia n=1, X= 7x10%;
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30° dia n=7, X¥= 1x10% T. juazeirensis, 20° dia n=1, ¥= 1x10%; 30° dia n=4, X=
1x10%).

Os dados estatisticos e do crescimento populacional do parasito nos
grupos de triatomineos estudados evidenciaram um padrédo mais homogéneo

nos hibridos (Fig. 5.6) do que nos parentais.
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Figura 5.6: Densidade populacional de Trypanosoma cruzi (cepa 0354) nos hibridos
Hbj e Hjb e em Triatoma juazeirensis e Triatoma b. brasiliensis nos 10°, 20° e 30° dias
apos alimentacao infectante.

5.2.6 Volume de sangue ingerido — N&o foi observada
correlagdo entre o volume de sangue ingerido e a infeccdo pelo parasito.
Espécimes que obtiveram baixa infectividade ingeriram o mesmo volume de
sangue do que os que apresentaram infeccdo mais alta (Tab. 5.2). Um inseto
negativo no grupo de T. juazeirensis, por exemplo, ingeriu 3x 0 proprio peso em
sangue, em comparagcao aos que apresentaram infeccdo mais alta e que

ingeriram de 3 a 5x 0 proprio peso em sangue.
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Tabela 5.2: Volume de sangue ingerido (mg) e densidade parasitaria
encontrada nos espécimes nos 10°, 20° e 30° dias apos a infecgéo.

Dias ap6s infeccao

10 20 30
Espécimes Peso (mg) Parasitos Peso(mg) Parasitos Peso(mg) Parasitos
230 14 x10° 200 7 x10°% 157 1 x10°
116 27 x10° 95 8 x10° 113 2 x10°
227 21 x10° 162 7 x10° 91 4 x10°
197 20 x10° 141 21 x10° 127 9 x10°
Hibridos Hbj 344 20 x10° 216 5 x10° 128 7 x10°%
107 24 x10° 364 5 x10° 225 4 x105
150 36 x10° 283 21 x10° 108 10 x10°
391 23 x10° 332 6 x10° 75 3 x10°
296 22 x10° 117 24 x10° 162 2 x10°
154 14 x10° 228 2 x10° 111 7 x10°
480 7 x10° 110 10 x10° 177 0,5 x10°
334 30 x10° 127 23 x10° 123 13 x10°
121 18 x10° 535 12 x10° 111 18 x10°
235 15 x10° 125 0,8 x10° 155 10 x10°
Hibridos Hib 262 14 x10° 291 1x10° 196 1x10°
116 11 x10° 108 7 x10° 65 8 x10°
134 9 x10° 48 11 x10° 209 3 x10°
124 14 x10° 153 28 x10° 228 2 x10°
257 27 x10° 438 10 x10° 20 0,1 x10°
242 17 x10° 302 33 x10° 155 32 x10°
43 11 x10° 83 12 x10° 205 12 x10°
123 0 94 1 x10° 396 20 x10°
146 0,3 x10° 109 2 x10° 102 24 x10°
163 2 x10° 140 2 x10° 177 82 x10°
Triatoma 164 18 x10° 141 9 x10° 89 0,8 x10°
juazeirensis 239 43 x10° 159 17 x10° 257 2 x10°
295 6 x10° 218 6 x10° 149 3 x10°
328 0,6 x10° 278 2 x10° 152 47 x10°
390 9 x10° 328 2 x10° 160 16 x10°
213 97 x10° 336 2 x10° 142 28 x10°
220 49 x10° 707 27 x10° 241 4 x10°
209 38 x10° 345 6 x10° 307 5 x10°
140 80 x10° 297 3 x10° 363 7 x10°
75 48 x10° 286 4 x10° 128 3 x10°
Triatoma b. 202 50 x10° 410 6 x10° 170 10 x10°
brasiliensis 311 43 x10° 184 1x10° 383 3 x105
100 10 x10° 410 5 x10° 480 8 x10°
101 36 x10° 59 2 x10° 375 6 x10°
92 28 x10° 125 4 x10° 297 25 x10°
140 28 x10° 219 2 x10° 320 6 x10°
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5.3Comportamento alimentar e de defecacao
5.3.1 Total de alimentacdes realizadas — A andlise da alimentagdo
das ninfas de 5° estadio mostrou que durante as duas primeiras semanas 0s
insetos buscaram avidamente a fonte alimentar para saciar o periodo de jejum
de 10 dias. Da 32 para 5% semana esta procura foi diminuindo, exceto para Hijb

e T. b. brasiliensis que se mantiveram constantes (Tab. 5.3).

Tabela 5.3: Percentual de repastos semanais pelos espécimes.

Semana
Espécimes N 1@ 22 32 42 52
Hibridos Hbj 30 100% 87% 63% 33% 27%
Hibridos Hjb 12 83% 100% 50% 50%  50%
T. b. brasiliensis 30 7% 93% 7% 57% 57%
T. juazeirensis 30 97% 93% 47%  37%  30%

O tempo de acompanhamento das alimentagdes variou de acordo com o
tempo em que foram obtidas as ninfas de 5° estadio, sendo assim T. b.
brasiliensis e T. juazeirensis foram acompanhados até a 62 semana e Hbj e Hjb
até a 102 semana. Observou-se que geralmente apés um periodo de duas
semanas as ninfas que nao realizaram a ecdise voltaram a se alimentar. Os
hibridos necessitaram de mais tempo para realizar a ecdise, entretanto poucos
insetos procuraram a fonte alimentar neste periodo. Aqueles que néo se
alimentaram apresentaram o comportamento de busca de um refugio.

A partir da 62 semana de alimentacdo de T. juazeirensis houve a primeira
muda imaginal enquanto que para T. b. brasiliensis esta somente ocorreu na 82
semana. Ambos os grupos de hibridos (“Hbj” e “Hjb”) iniciaram a muda imaginal
a partir da 72 semana de alimentacdo. Até 82 semana, 11 espécimes de T.
juazeirensis, um de Hbj, dois de Hjb e trés de T. b. brasiliensis realizaram a

muda imaginal.

5.3.2 Inicio da alimentacdo — Todos o0s grupos estudados
mostraram voracidade na procura da fonte alimentar, iniciando o repasto
sanguineo no tempo minimo de menos de um segundo.

Na primeira semana de alimentacdo, Hbj apresentou X= 1min 24s para
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iniciar a alimentacéo (tempo decorrido entre o oferecimento da fonte alimentar
e a picada do inseto), Hjb com X= 1min 52s, T. b. brasiliensis com X= 1min 53 e
T. juazeirensis com X= 55 segundos. T. b. brasiliensis e T. juazeirensis
apresentaram as menores médias de inicio do repasto durante as primeiras
cinco semanas (Fig. 5.7). A partir da segunda semana T. juazeirensis e T. b.
brasiliensis se aproximaram da fonte alimentar e iniciaram a alimentagdo em
menos tempo, em comparacdo aos hibridos. No decorrer das semanas de
oferecimento da alimentacdo, o tempo que 0s insetos levavam para iniciar a

alimentacédo foi aumentando.
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Figura 5.7: Tempo médio (em minutos) do inicio da alimentagdo em que os
espécimes de 5° estddio de Hbj, Hjb, Triatoma b. brasiliensis e Triatoma
juazeirensis, no periodo de cinco semanas.

Segundo andlise estatistica, houve diferenca significativa entre os
grupos na terceira semana de alimentacao (Kruskall-Wallis x2=71,533 p=0,013),
segundo o teste ANOVA (teste post-hoc Tukey e Student-Newman-Keuls) o
hibrido Hjb levou mais tempo para iniciar a alimentacéo nesse periodo do que
os demais. Porém observou-se uma tendéncia em hibridos iniciarem o repasto
sanguineo mais tardiamente em compara¢do aos seus parentais durante toda

observacao.
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5.3.3 Duracéao da alimentacao e peso adquirido — Foi avaliado
o tempo médio, minimo e maximo que 0s espécimes passaram se alimentando
e a quantidade de sangue ingerida. Hbj levou um tempo médio de 37 minutos
(Minimo = 3 minutos, Maximo = 2 horas e 49 minutos); Hjb X= 48 minutos de
duracédo da alimentacdo (Minimo = 2 minutos, Maximo = 3 horas e 4 minutos);
T. b. brasiliensis X= 41 minutos (Minimo = 46 segundos, Maximo = 2 horas e 36
minutos) e T. juazeirensis X= 36 minutos, (Minimo = 2 minutos, Maximo = 2
horas e 1 minuto).

Apos a 62 semana, alguns espécimes se aproximavam para se
alimentar, mas ficavam poucos segundos e ndo chegavam a ingerir qualquer
quantidade de sangue. Também foi observado que alguns espécimes tentavam
se alimentar por longos periodos (até 3 horas) ininterruptos ou tentando
posicdes diferentes, inserindo o rostro em diferentes locais, mas sem sucesso,
pois ndo atingiram a replecéo e nem obtiveram ganho de peso.

Segundo as analises, o parametro de duracdo da alimentacdo dos
espécimes nao demonstrou diferencgas estatisticamente significativas.

A observacdo da média, minimo e maximo de tempo que durou o

repasto em todos 0s grupos, por semana encontra-se na tabela 5.4.
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Tabela 5.4: Tempo médio (X), Desvio Dadréo (DP) e amplitudes: Minima (Min) e Maxima (Max), em minutos da durac&o do repasto

semanal realizada pelos espécimes (n) de Hbj e Hjb e Triatoma b. brasiliensis e Triatoma juazeirensis.

Espécimes
Hbj Hjb 1. b. brasiliensis 1. jJuazeirensis

Amplitude Amplitude Amplitude Amplitude

Semana n k¥ DP Min Max n ¥ DP Min Max n ¥ DP Min Max n ¥ DP Min Max
18 30 43,1 31,6 9,4 169,2 12 65,7 47,2 22,8 184,3 30 48,5 36,1 8,1 156,4 30 56,2 34,9 12,6 121
28 30 43,1 25 11 1299 12 47,2 42,1 11,1 166,9 30 42,7 32,7 2,8 150,6 30 28,7 15 0,3 64,4
32 30 31 256 6,8 994 12 66,4 64,3 2,5 154,1 30 43,4 471 3,1 213,8 30 35,6 16,2 14,5 72,2
42 30 26,6 21,2 45 64,6 12 30,6 18,2 10 58,5 30 41,2 42,7 3,8 140,6 30 121 74 5 297
58 30 20,3 17,2 29 50,4 12 28,4 17,2 10,9 58,5 30 27,4 26,4 0,3 81,3 30 21,3 17,4 0,3 46,5
62 30 74 1,7 6 93 12 452 294 55 71,2 30 14,1 11,8 1,9 328 30 16,9 10,8 8,2 354
72 30 6,9 32 26 10,1 12 22,2 24,7 31 50 19 10,4 8,7 04 28,7 27 11,4 11,5 3,2 19,5
82 30 96 38 6,9 123 12 42,6 28,8 9,3 59,4 19 56 58 0,2 156 27 6,3 43 23 10,9
98 30215 2 201 229 12 55,3 52,8 2 1085 18 53,9 77,3 1,4 187,2 20 22,6 19,4 2,6 47,2
100 30 43 62 2 114 12 47,2 235 29 78,3 18 33 2477 1,5 541 20 8 53 29 148
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A média de peso adquirido pelos grupos durante as primeiras cinco
semanas foi de 101 mg para Hbj, 51 mg para Hjb, 80 mg para T. b. brasiliensis
e 109 mg para T. juazeirensis (Fig. 5.8). A primeira semana foi o periodo em
gue os insetos mais se alimentaram, apresentada diferenca significativa entre
as espécies (x?=180521,49 p<0,01), e através dos testes post-hoc foi
encontrado que Hjb e T. b. brasiliensis apresentaram médias de ingestdo de
sangue menores do que Hbj e T. juazeirensis.

Ao longo do tempo os insetos ja ndo buscavam mais a fonte alimentar
com a mesma frequéncia, e a maioria dos espécimes que chegavam a iniciar
uma alimentacdo permaneciam por pouco tempo, acarretando na queda de

ganho de peso (Fig. 5.8).
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Figura 5.8: Média e desvio padrdo de peso (mg) adquirido semanalmente, apds
alimentacdo. Quantidade de espécimes observados: Hbj 12 a 102 semana (n=30); Hijb
12 a 102 (n=12); T. b. brasiliensis 12 a 62 (n=30), 7 e 8 (n=19), 9 e 10 (n=18) e T.
juazeirensis 12 a 62 (n=30), 7 e 8 (n=27), 9 e 10 (n=20).

5.34 Defecacbes Totais — Todos o0s grupos estudados
defecaram até a 5% semana de alimentagéo. A partir deste periodo, hibridos e T.
b. brasiliensis ndo defecaram mais e apenas T. juazeirensis ainda voltou a
defecar nas 62 e 92 semanas de alimentacao (Tab. 5.5).

Alguns espécimes defecaram mais de uma vez durante a alimentacéo,
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isto €, interrompendo a alimentacdo para defecar (as vezes mais de uma vez),
ou defecaram mais de uma vez apds a alimentagdo, até completar o periodo de
10 minutos apos o término da alimentac&o, ou ainda os insetos que defecaram

durante e apds o término do repasto (Tab. 5.5, Fig. 5.9).

Tabela 5.5: Porcentagem do total de defecagbes realizadas e porcentagem de
insetos no 5° estadio, que defecaram mais de uma vez na mesma alimentagéo.

Semanas
13 23 33 4a 53
(] (H) Q Q Q
© © © © ©
3 3 3 ® 3
o o8 o o8 o o .3 o o3 o 23
lg § z% lg :c;gn xg}“ 1§ Z§~ x§ lg Z§~ z% lg :§~ z%
o 23| & 28| & 28| & 28| o 28
() () () () () () () () (O] ()
o 9| &0 3| & o8| o e8| o oS
Hibridos Hbj 70% 45% | 57% 6% 23% 0% 23% 14% | 10% 0%
Hibridos Hjb 58% 25% | 33% 0% 8% 0% 0% 0% 17% 0%
T. b. brasiliensis 53% 29% | 60% 11% | 47% 23% | 17% 20% | 13% 0%
T. juazeirensis 63% 35% | 53% 19% | 30% 22% | 20% 0% 13% 0%

Na primeira semana de observacdo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (Kruskall-Wallis x?=34,203 p=0,01) e através dos
testes post-hoc foi possivel identificar dois grupos distintos, em que hibridos
levavam em média mais tempo para defecar apds a alimentacdo (Hbj = 2,5 e
Hjb = 4,1 minutos) do que seus parentais (T. b. brasiliensis = 1,8 e T.

juazeirensis = 1,6 minutos).

535 Defecacgdes durante a alimentagdo — Foi observado, em
todos os grupos estudados, o comportamento de interrupcdo do repasto para
defecar e o retorno para se alimentar.

Os espécimes de T. b. brasiliensis foram o0os que mais realizaram
defecacdes durante a alimentacdo do que os demais (n=18), seguido por Hbj
(n=16), T. juazeirensis (n=12), e Hjb (n=5). No total das cinco semanas Hjb
apresentou a maior porcentagem de defecacédo durante a semana (41%) (Fig.
5.9), pois todos os espécimes analisados (n=12) defecaram na 32 semana.
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Dentre os demais, a variagdo de defecacbes durante o repasto foi T. b.
brasiliensis (28%), T. juazeirensis (27%) e Hbj (26%).

90% -
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30% -

20% -
10% -
0% -

T. brasiliensis T. juazeirensis

Defecagoes

W Defecagdes durante alimentagdo Defecacgtes apos alimentacdo

Figura 5.9: Porcentagem de defecag¢Bes que ocorreram durante o repasto (barra
cinza escura) e apoés o repasto (barra cinza clara). Nos hibridos: Hbj (n= 30); Hjb
(n=12); e nos parentais: T. b. brasiliensis (n= 30) e T. juazeirensis (n= 30).

O intervalo de tempo mais curto entre a alimentacdo e a defecacéo foi
de <1 segundo e o maior tempo foi de 6min 31s, sendo que 78% dos insetos
defecaram durante a alimentacao até 30 segundos. Na primeira semana todos
os individuos que defecaram durante a alimentacdo (n= 5) fizeram no periodo
de tempo de <1 até 30 segundos.

T. juazeirensis apresentou o intervalo de tempo mais curto entre a
alimentacéo e a defecacdo, sendo o tempo minimo de <1 segundo e 0 maximo
de 3minl4s, sendo que 82% dos espécimes defecaram até o periodo de 30
segundos. Nenhum espécime defecou durante a alimentacédo na 32 semana de
alimentagéo.

Os hibridos Hbj que realizaram a defecacdo durante a alimentacéo
fizeram em tempo tdo curto quanto as espécies parentais, defecaram no
periodo minimo de <1 segundo e no maximo de 6min31, sendo que 81% dos

espécimes defecaram até 30 segundos do intervalo de alimentagédo. Do grupo
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Hjb, 60% dos espécimes defecaram até o periodo de 30 segundos. O periodo
minimo de defecac¢des durante a alimentagdo apresentado por este grupo foi
também de <1 segundo e maximo 3min26s.

Alguns insetos voltavam a se alimentar apés terem interrompido a
alimentacdo para defecar e muitos destes tornavam a defecar no término da

alimentacéo, em diferentes periodos de tempo.

5.3.6 Tempo de defecacédo até 1min apds a alimentacdo — Ao
término da alimentacdo os espécimes de T. b. brasiliensis realizaram mais
defecacbes em menos de 1 minuto (49%) do que os demais, seguido de Hbj
(47%), T. juazeirensis (40%) e Hjb (29%). Assim como ocorreu nas defecagdes
durante a alimentacdo, as porcentagens maiores pertencem ao periodo de
defecacBes até 30 segundos, principalmente nas primeiras duas semanas de
alimentacgao.

Somente o grupo “Hjb” que nédo defecou em menos de 1 minuto na
primeira semana, mas a segunda semana representou 67% das defecacfes
até 1 minuto apos o repasto. Nos demais grupos, a primeira semana foi quando
ocorreram mais defecacfes em até 1 minuto apds o término do repasto: Hbj 12
semana (48%) e 22 semana (33%), T. juazeirensis 12 semana (42%) e 22
semana (32%) e T. b. brasiliensis 12 semana (45%) e 22 semana (30%).

5.3.7 Tempo de defecacdo até 10min apds a alimentacdo —

Todos os espécimes que defecaram até 10 minutos sdo mostrados em
porcentual na figura 5.10.

Ao longo do tempo a quantidade de alimentacGes e defecacbes foi

diminuindo em todos os grupos, sendo que o tempo que os insetos levavam

para defecar aumentava. Observa-se que a partir da 42 semana de alimentacéo

as defecacOes comecam a acontecer depois de 3 minutos.
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Figura 5.10: Porcentagem de defecagfes dos espécimes observados até 10min apds o repasto.
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5.3.8 Comportamento de defecacdo — Na primeira semana de
alimentacdo os espécimes de todos 0s grupos em sua maioria eliminaram
fezes, oriundas da digestdo do sangue ingerido na ultima alimentacdo antes da
ecdise. A partir da segunda semana os insetos defecaram mais urina, mas
também urina e fezes. Apdés um periodo sem se alimentar, quando se
alimentavam novamente e defecavam, geralmente eliminavam fezes ou urina
junto com fezes.

Os espécimes apresentaram 0s seguintes comportamentos durante a
defecacdo: a) proximo do camundongo e ndo se afastava para defecar; b)
sobre o camundongo; c¢) se afastava do camundongo retrocedendo por 3, 4 ou
5 passos; d) se afastava para tras e entdo andava para frente e defecava
arrastando o abdémen na superficie do fundo do pote, deixando um rastro das
fezes; e) se afastava, rodava 360°,180°, 170°, 160° ou 50°, e se aproximava
com abdomén voltado para o camundongo e defecava. Foi observado que
podem se afastar de 0,5 cm a 7 cm de distancia do camundongo.

O comportamento mais tipico observado em “Hbj” e “Hjb” foi: a) virar
180° ou 170° e defecar arrastando o abdémen na superficie; b) andar para tras
virar 180° ou 160° e defecar.

T. b. brasiliensis e T. juazeirensis apresentaram comportamento de
defecacdo mais proximo da fonte alimentar: a) na maioria das defecacdes os
espécimes viravam 180° e defecavam a uma distancia de 0,5 a 3 cm do
camundongo ou b) permaneciam na mesma posicdo de alimentagdo e
defecavam, c) defecaram diretamente em cima do camundongo e d) andavam
para trds e defecavam. Ambos apresentaram este comportamento ao longo do
tempo, porém T. juazeirensis demorava mais tempo para defecar, sendo assim

somente defecava quando ja havia se distanciando da fonte alimentar.
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6. DISCUSSAO
6.1 Cruzamento das espécies em laboratério

A identificacdo de cruzamentos naturais interespecificos no grupo de
triatomineos vem sendo registrada ao longo dos anos e, por isso séo
crescentes 0s estudos sobre hibridos naturais (Barrett 1991; Herrera-Aguilar et
al. 2009; Martinez-Hernandez et al. 2010; Mas-Coma & Bargues 2009; Noireau
et al. 1998) e alguns com hibridos experimentais (Almeida et al. 2009; Correia
et al. 2013; Martinez-lbarra et al. 2008). Esses estudos geralmente tentam
solucionar as relag@es filogenéticas entre as espécies, em que por meio de
reproducao é possivel comprovar o isolamento reprodutivo, como entre Meccus
e espécies do complexo Phyllosoma (Martinez-Ibarra et al. 2008) ou o grau de
compatibilidade reprodutiva como é o caso de Triatoma lenti Sherlock &
Serafim, 1967 e T. sherlocki, atualmente considerados como néo relacionados
(Mendonca et al. 2014).

Diferente do complexo Phyllosoma, em que foi comprovado que por
meio da andlise morfolégica dos hibridos ndo é possivel caracterizar as
populacbes deste complexo (Martinez-Hernandez et al. 2010), as
caracteristicas morfologicas determinam bem as espécies e subespécies do
complexo T. brasiliensis (Costa et al. 1997b, 2013). Portanto os fenétipos do
complexo T. brasiliensis recentemente encontrados em Pernambuco sugerem
evidéncias de uma possivel hibridacdo natural entre T. b. brasiliensis e T.
juazeirensis (Costa et al. 2009; Gumiel 2011). Por isso, 0 presente estudo
aborda os hibridos de T. b. brasiliensis e T. juazeirensis, por meio do
cruzamento entre essas espécies, para elucidar o papel epidemiolégico destes

hibridos.

Usinger et al. (1966) comprovaram que as diferencas morfologicas nao
estdo necessariamente correlacionadas a uma barreira biologica entre
espécies. Cruzamentos experimentais entre espécies do "complexo Triatoma
infestans” mostraram espécies com diferencas morfologicas em todos o0s
estadios, incluindo o ovo, com isolamento ecolégico, com preferéncias

alimentares distintas, mas que apresentam alta compatibilidade reprodutiva, até
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mesmo hibridos naturais. O mesmo ocorre com o0 complexo Protacta, em que
as espécies mais semelhantes ndo conseguem gerar hibridos, enquanto que

as mais distintas produzem hibridos férteis.

Os membros do complexo de espécies T. brasiliensis sdo morfolégica e
molecularmente distintos, porém 0s cruzamentos experimentais mostraram que
sdo reprodutivamente compativeis, ao se obter hibridos férteis (Costa et al.
2003b; Correia et al. 2013). Ainda foi possivel identificar certo nivel de
incompatibilidade entre populagbes, como no caso de T. b. brasiliensis e T.
melanica, que apresentaram infertilidade no cruzamento de & T. b. brasiliensis
x @ T. melanica e pouca fertilidade entre @ T. b. brasiliensis x & T. melanica, na
segunda geracao (F2), indicando distanciamento filogenético entre essas duas
populacées e confirmado pelas analises moleculares (Costa et al. 1997b,
2003b; Monteiro et al. 2004).

Nesses cruzamentos experimentais entre membros do complexo T.
brasiliensis ndo foi identificado incompatibilidade reprodutiva entre T. b.
brasiliensis e T. juazeirensis (Costa et al. 2003b), confirmado no presente
estudo. Porém, foi observado que a combinacdo @ T. b. brasiliensis x & T.
juazerensis foi capaz de gerar mais hibridos F1 do que a combinacdo
reciproca. Apesar de Costa et al. (2003b) s6 ter acompanhado o
desenvolvimento de 3 casais, pode-se também perceber que na primeira

geracao foram obtidos mais hibridos férteis nesta mesma combinacao.

Os estudos sobre a evolucdo das espécies, no que diz respeito ao
processo de selecdo natural de populacdes hibridas, sdo divergentes. Uma
teoria afirma que o papel da hibridagdo é minimo no processo evolutivo de uma
espécie, enquanto outra teoria, que vem ganhando peso ao longo dos anos,
afrma que a producdo de novas combinagdes génicas cria condicbes
genéticas favoraveis para uma grande e rapida mudanca evolutiva (Pérez et al.
2005) sugerindo também que os gendtipos hibridos podem ser mais aptos do
que em parentais (Burke & Arnold 2001). Em triatomineos, com relacdo ao
complexo T. brasiliensis, os estudos indicam a existéncia de vantagens
bioldgicas no caso dos hibridos, pois hdo s6 os membros deste complexo sao
capazes de gerar hibridos férteis, como quando analisado o parametro de

comportamento de voo, os hibridos de T. juazeirensis e T. sherlocki mostraram-
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se aptos para o voo, enquanto T. sherlocki ndo voava, e ainda apresentava
pernas mais longas que T. juazeirensis (Almeida et al. 2012). Muitos estudos ja
concluiram que a hibridagdo natural representa um papel importante na

evolucdo de complexos de espécies (Arnold & Hodges 1995).

Os cruzamentos interespecificos podem ser decisivos na origem e
diversificacdo de espécies, resultando em importantes consequéncias
epidemioldgicas devido a diferentes competéncias e capacidades vetoriais

apresentadas pelos hibridos (Costa et al. 2009).

6.2 Suscetibilidade de T. b. brasiliensis, T. juazeirensis e hibridos a

infec¢ao por T. cruzi

Véarios fatores estdo envolvidos na relacao parasito-hospedeiro, para que
o triatomineo realize a transmissdo de T. cruzi para hospedeiros suscetiveis,
tais como: a suscetibilidade do inseto vetor a cepa do parasito; a média de
tempo entre o repasto sanguineo e a defecacéo infectante, ainda em contato
direto com a pele do hospedeiro; e a quantidade de alimentacfes realizadas
em cada estaddio do ciclo de desenvolvimento. Este conjunto possibilita
identificar a capacidade vetorial dos triatomineos (Galvdo et al. 1995), que
abrange varios parametros biolégicos, ecolégicos e comportamentais do inseto,
e ainda a sua competéncia vetorial que é estimada a partir da taxa de
individuos da populacdo suscetivel ao agente etioldgico, fatores esses

intrinsecos ao inseto (Oliveira 2013).

A suscetibilidade de triatomineos ao T. cruzi depende muito da interacéo
da cepa com a espécie de triatomineo. Muitos estudos ja foram feitos a
respeito desta interacdo, principalmente para encontrar modelos ideais para o
xenodiagnéstico, importante forma de diagndstico ainda muito utilizado (Silva &
Salha 1994). Apesar das técnicas de exame por compressdo abdominal ou
dejecbes espontaneas do inseto sejam de extrema importadncia para
caracterizar uma espécie como infectada e capaz de transmitir o parasito,
pouco informa a respeito da presenca dos flagelados ao longo de seu tubo
intestinal (Bronfen et al. 1984). Através da disseccao do tubo digestério dos
insetos € possivel avaliar precisamente como ocorre a interagcdo da cepa com
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0s insetos, auxiliando no entendimento dos mecanismos que ocorrem durante
quedas parasitérias, assim como, estabelecer os dados a respeito de espécies
que se infectam, mas nao conseguem desenvolver ou eliminar as formas
infectantes ou ainda espécies que passam por bruscas oscilagcbes da
densidade parasitaria, para entender o que acontece no intervalo entre um

exame positivo e 0 negativo subsequente.

O processo de morfogénese no trato digestério do inseto é crucial para
que o parasito complete seu ciclo de vida natural e consiga se manter no
triatomineo (Garcia et al. 1984). No entanto, poucos sdo os estudos que
abordam a suscetibilidade a infeccdo de T. cruzi em hibridos naturais ou
experimentais por isso € de extrema importancia entender como uma
determinada cepa (como no caso a cepa 0354) pode interagir com insetos
parentais e hibridos, especialmente se estes apresentam importancia na
transmisséo da endemia Chagésica, como é o caso dos membros do complexo
T. brasiliensis (Costa et al. 2003a, 2013).

Martins et al. (2000) analisando o comportamento diferenciado de duas
cepas de T. cruzi em trés espécies diferentes de triatomineos observaram que
uma das cepas apresentou um padrdo mais homogéneo, relacionado ao
namero de insetos positivos durante os dias examinados. No presente estudo,
foram inicialmente realizadas infecgcbes em T. infestans e foi observado este
padrdo homogéneo com ambas as cepas 0354 e 0338. Desta forma, a escolha
da cepa 0354 baseou-se no seu desenvolvimento mais rapido em cultura (meio
LIT).

A forma epimastigota foi prevalente em todos os compartimentos do tubo
digestivo em todos os grupos estudados, fato também observado por Schaub
(1989) em T. infestans infectados com a cepa Y, em que a forma epimastigota e
ocasionalmente amastigotas e tripomastigotas metaciclicos foram encontrados
no intestino. Apos periodos de jejum de 3 a 4 semanas a porcentagem de

formas de transicédo foi crescente.

A populacdo de espimastigotas e das formas de transicdo no estbmago
de T. juazeirensis foi significativamente menor do que nos hibridos e em T. b.

brasiliensis. A importancia da forma epimastigota na metaciclogénese do

59



parasito ja fora questionada, no entanto, pode-se ver que ela € predominante
no tubo digestério dos insetos estudados. Este resultado corrobora que este
estagio de multiplicacdo e persisténcia do parasito no tubo digestério, sendo

assim a matriz das demais formas (Perlowagora-Szumlewicz & Moreira 1994).

A correlagcdo da queda da populacdo de epimastigotas na regiao da
ampola e elevacdo da populacdo de tripomastigotas metaciclicas encontrado
nos espécimes analisados, com excecdo de T. juazeirensis, € um evento
esperado nas espécies que apresentam boa suscetibilidade a cepa de T. cruzi
como R. neglectus, R. prolixus e P. megistus para cepa Y (Perlowagora-

Szumlewicz & Moreira 1994)

Perlowagora-Szumlewicz & Moreira (1994) demonstraram que a
presenca da forma de transi¢céo é absolutamente necesséria, sendo um estagio
indeterminado, para transformacdo de epimastigotas em tripomastigotas
metaciclicos. A rapidez com que ocorre a transformacao da forma epimastigota
para tripomastigota metaciclica depende da natureza da cepa de T. cruzi,
sendo que a cepa que consegue realizar a transformacado mais rapidamente
apresenta melhores condi¢cdes de multiplicacéo, estabelecimento da infeccéo, e
producdo de mais formas tripomastigotas metaciclicas (Garcia et al.1984). No
presente estudo foi possivel identificar que a populacdo das formas em
transicdo esteve muito bem distribuida no intestino dos espécimes de forma
geral, porém é interessante ressaltar que no 30° dia de observacdo, enquanto
nos hibridos e T. b. brasiliensis a populacdo parasitaria caiu bruscamente,
sendo primordialmente encontrada formas epimastigotas e de transicdo no
intestino e ampola retal, em T. juazeirensis estas fomas apareceram em grande
quantidade no estdmago neste periodo. Schaub (1989) em analise do
desenvolvimento de T. cruzi em T. infestans, verificou que as formas de
transicdo de ambas as cepas Chile 5 e 7 se desenvolveram no intestino e no

reto, ocorrendo principalmente no ultimo.

Em comparagdo a porcentagem da populacdo de epimastigotas, a
porcentagem de tripomastigotas metaciclicos foi baixa, assim como foi
observado em estudo com a cepa Y infectando nove espécies de triatomineos
analisadas até 30 dias ap0Os a infeccdo (Perlowagora-Szumlewicz & Moreira

1994), e em T. pseudomaculata e R. neglectus até os 60 dias apds infeccao
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(Carvalho-Moreira et al. 2003).

No entanto, apos um longo periodo, a taxa das formas tripomastigotas
metaciclicas tende a cair, por exemplo, em T. infestans infectados com as
cepas Y, YU-Yu e CL houve um aumento da eliminacdo destas formas até o 60°
dia, mas a partir do 90° dia ndo se observou mais este comportamento,
sugerindo uma estabilizacdo ou finalizacdo do processo de colonizacdo do
parasito no intestino dos insetos (Alvaregua & Bronfen 1997). Perlowagora-
Szumlewicz & Moreira (1994) também identificaram esta queda em R.

neglectus, R. prolixus, P. megistus e T. rubrovaria.

No estudo de Perlowagora-Szumlewicz & Moreira (1994), R. neglectus
foi a Unica espécie que comecgou a apresentar tripomastigotas metaciclicas a
partir do 15° dia apdés a infeccdo, enquanto que nas demais espécies
estudadas somente a partir do 30° dia. No presente estudo, a maioria dos
espécimes hibridos apresentou tripomastigotas metaciclicas desde o 10° dia,
aumentando a quantidade ao passar do tempo assim como o0 observado nas

espécies dos estudos supracitadas.

Nos hibridos, a segunda forma mais encontrada no intestino foi a
tripomastigota, e nos parentais, a forma de transicdo. Em um estudo com as
cepas Chile 5 e 7 infectando T. infestans, ambas as cepas apresentaram mais
formas intermediarias no intestino, encontradas principalmente na 32 semana.
Durante a analise de 12 semanas, raramente foi encontrada a forma
tripomastigota metacicilica (Schaub 1989). No presente estudo ja era
encontrada a forma metaciclica desde a 22 semana (10° dia) em todos os

grupos.

Schaub (1989) observou em T. infestans que & medida que a populacéo
de epimastigotas caia no reto a populacdo de tripomastigotas aumentava. A
cepa 0354 também apresentou este comportamento em todos 0S grupos
estudados no presente trabalho. Porém, a presente avaliacéo foi até o 30° dia,
e portanto, obteve-se uma quantidade menor de tripomastigotas que a
encontrada com a cepa Chile 7, utilizada por Schaub (1989), em que seu
desenvolvimento foi acompanhado até 12 semanas, chegando a representar
30% da populacao parasitaria nesta regiéo.
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No 30° dia de andlise foi visto uma pequena queda de tripomastigotas
metaciclicas na ampola retal dos hibridos, enquanto que as espécies parentais
apresentaram pequena elevacado da populacdo. Bronfen et al. (1984) também
observaram em T. infestans uma pequena tendéncia a perda da infeccdo com a
cepa Y, em insetos que nos exames com compressdo abdominal anteriores
encontravam-se positivos, enquanto que P. megistus, considerado pelos
autores a espécie mais suscetivel a infeccdo, por ter apresentado melhor
interacdo com a cepa Y, continuou apresentando-se infectado ao longo do
tempo. Porém, apesar dessa pequena queda, que nao foi estatisticamente
comprovada, os insetos hibridos permaneceram com populacdes de formas de
transicdo e tripomastigotas mais altas do que seus parentais, em todos 0s

compartimentos intestinais ao longo de todo estudo.

Foi observado em vérios experimentos que a taxa de infec¢cdo por T.
cruzi no inseto vetor cai ou se estabiliza a partir de um determinado tempo,
sendo possivel identificar os periodos em que apresentam as maiores taxas de
infeccdo. Esses periodos sdo considerados os ideais para a leitura do
xenodiagndstico com o triatomineo, que varia de acordo com a espécie, porém
na maioria dos insetos o pico apresenta-se entre 60 e 90 dias apos a infeccéo
(Silva et al. 1993; Silva et al. 1994; Silva & Salha 1994).

O desenvolvimento da cepa 0354 demonstrou uma boa interacdo com T.
b. brasiliensis, T. juazeirensis e, principalmente, nos hibridos, quando
comparados com outros trabalhos em que utilizaram diferentes cepas e que
apresentaram experimentalmente, baixos niveis de infeccdo. Diferentemente
do que ocorreu com a cepa Y, no trabalho de Mello et al. (1996), que né&o
conseguiu completar o seu ciclo de vida infectando o tubo digestério de R.
prolixus, enquanto que outras cepas (Dm28c e CI) conseguiram em

aproximadamente 60 e 50% dos insetos.

No estudo prévio sobre a infectividade da cepa 0354 foi possivel
observar um comportamento diferente em T. infestans. A forma epimastigota foi
prevalente em todo o tubo digestorio até o 20° dia apos infecgdo, porém no 30°
dia a forma tripomastigota metaciclica foi a mais encontrada, especialmente na
ampola retal, ao contrario dos hibridos e parentais, onde a forma epimastigota

foi prevalente durante todos os periodos de observacado. Isto sugere um ritmo
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de desenvolvimento mais lento da cepa 0354 nas espécies do complexo T.

brasiliensis e seus hibridos do que em T. infestans.

Quando se analisa o desenvolvimento de T. cruzi no trato digestivo do
inseto, deve-se considera-lo como micro-habitat onde o parasito interage com
diferentes fatores que podem modular o seu desenvolvimento, como a
guantidade de sangue ingerido, fatores hemoliticos, membrana perimicrovilar, e
o0 complexo imune inato do inseto, entre outros (Perlowagora-Szumlewicz et al.

1990; Perlowagora-Szumlewicz & Moreira 1994; Carvalho-Moreira et al. 2003).

Triatoma b. brasiliensis é encontrado com altas taxas de infeccao na
natureza (Costa et al. 2003a; Silva et al. 2012), no entanto, no presente estudo,
observou-se inicialmente uma baixa porcentagem de tripomastigotas
metaciclicas, assim como Perlowagora-Szumlewicz & Moreira (1994) também
observaram ndo s6é em T. b. brasiliensis como em outras espécies também
encontradas naturalmente com altas taxas de infeccdo. Por outro lado, nos
hibridos a porcentagem de tripomastigotas metaciclicas na ampola retal foi

maior do que nas espécies parentais.

Os resultados mostraram que T. juazeirensis pode se infectar e a partir
do 30° dia comecar a eliminar formas tripomastigotas metaciclicas, assim como
os hibridos entre T. juazeirensis e T. b. brasiliensis puderam se infectar e
apresentaram a capacidade de albergar o parasito desde os primeiros dez dias
de infeccdo. No entanto, ambos sédo encontrados com taxa de infeccao natural
baixa (Costa et al. 1998, Gumiel 2011). Pode ser que no local em que séo
encontrados T. b. macromelasoma, T. juazeirensis e varios fenétipos deste
complexo de espécies, a circulagcdo da cepa seja baixa nos reservatorios
apresentando baixa infeccao por T. cruzi. No entanto, Phillips & Bertram (1967)
julgam que os triatomineos, mesmo nos hospedeiros com infec¢des discretas,
ingerem quantidade suficiente de tripanosomas para o desenvolvimento de
suas infec¢des. Estas dependeriam da susceptibilidade do triatomineo e ndo da

guantidade de tripanosomas ingerida.

O indice de mortalidade apd6s a infeccdo antes que pudesse ser
realizada a dissecao foi de 30%, o que pode ser explicado pela diferenca que
ocorre no estabelecimento do parasito, nos diferentes niveis de patologia.
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indices de alta mortalidade no 5° estadio ja foram observados por autores em
varias espécies de triatomineos, como em Triatoma nitida Usinger, 1939
(Galvao et al. 1995), Dipetalogaster maxima (Uhler, 1894) (Costa et al. 1987),
Rhodnius pictipes Stal, 1872 (Rocha et al. 1994) e T. infestans (Rabinovich
1972), que podem estar correlacionados a varios fatores entre eles: ao
manuseio da colénia ou a auséncia de determinados microorganismos

simbiontes naturais no inseto (Galvao et al. 1995).

Os espécimes foram alimentados 15 dias apés a alimentacéo infectante,
porque, apos longos periodos sem alimentacéo, os efeitos sdo evidentes sobre
as densidades populacionais dos parasitos e isso vai depender da espécie e do
estadio de desenvolvimento do triatomineo, da cepa do parasito, e da dose e
duracédo da infeccdo. Kollien & Schaub (1998), observaram uma perda total de
parasitos no intestino médio posterior de ninfas de T. infestans em jejum por

mais de 30 dias.

E interessante notar que apds este periodo da alimentacdo n&o
infectante, o parasito apresentou comportamento distinto em hibridos e
parentais. Sabe-se que no processo de alimentacdo ocorre grande mudanca
fisiol6égica no inseto, pois 0 sangue altera 0 micro-habitat no intestino do inseto.
O reto, por exemplo, apresenta pH levemente acido, e ap0s a ingestdo de
sangue, dentro de 24h apresenta um pH alcalino. Tais mudancas bruscas no
inseto sdo ainda mais significativas para o parasito, por isso ap6s uma
alimentacdo, em insetos com uma infeccdo pré-estabelecida, a populacdo de
parasitos existente no estbmago morre, dependendo da espécie do inseto,
podendo ser recolonizada posteriormente, por epimastigotas originarios do
intestino (Kollien & Schaub 2000).

6.2.1 Relacao infeccdo x Quantidade de sangue ingerida

s

Para que o inseto se infecte com o parasito € necessario realizar o
repasto sanguineo infectante e alguns estudos apontam que para que o0 inseto
apresente infeccdo alta, seria necessaria a ingestdo de grande quantidade de
sangue infectado com o parasito. Mas sabe-se também que a permanéncia do
parasito no inseto vai depender de varios fatores relacionados ao sistema
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imune do inseto (Kollien & Schaub 2000).

Avaliando a suscetibilidade de quatro espécies de triatomineo a infeccéo
pela cepa Y, Silva & Salha (1994) ndo encontraram influéncia na quantidade de
sangue ingerida no nivel de infec¢do apresentada pelos insetos. Corroborando
os resultados destes outros autores, 0s espécimes que apresentaram infeccao
alta (~49x10°) ingeriram a mesma ou até menos quantidade de sangue (~220
mg) do que os espécimes que apresentaram infeccdo mais baixa (~4x10%).
Também foi verificado que espécimes que ingeriram pouca quantidade de
sangue (ex.: 91 mg) apresentaram quantidade de parasitos suficiente para
iniciar o desenvolvimento no tubo digestorio e manter a infeccdo até 30 dias

apos a alimentacao.

6.2.2 Suscetibilidade a infec¢éo por T. cruzi

Dias (1939) realizou o xenodiagndéstico com R. prolixus da Venezuela,
onde a espécie € vetor primario e do Brasil alimentados em cées infectados
com cepas venezuelanas e brasileiras de T. cruzi. O autor demonstrou que 0s
vetores nativos apresentaram maior suscetibilidade as cepas da mesma regiao
geogréfica, isto é, os espécimes de R. prolixus da Venezuela foram mais
suscetiveis a infeccdo pela cepa venezuelana e o mesmo ocorreu com as

cepas e triatomineos nativos do Brasil.

Porém, outros autores ja mostraram que uma cepa pode se adaptar a
um inseto vetor ndo nativo. Zeledon & Vieto (1957) observaram que o Unico
vetor domiciliar da doenca de Chagas na Costa Rica, T. dimidiata, apresentou a
menor taxa de infeccdo a cepa da Costa Rica, isolada da propria espécie, em
comparacao as outras quatro espeécies exoticas: R. prolixus proveniente de El
Salvador, Rhodnius pallescens Barber, 1932 do Panama, T. infestans do Chile
e T. phyllosoma do México. R. prolixus foi a espécie que melhor se infectou
com a cepa costa-riquenha, em que todos espécimes encontravam-se
positivos. Pelas observacfes expostas, pode-se admitir a ideia de que certas
espécies de triatomineos sejam mais suscetiveis do que outras ao se

infectarem com diferentes cepas de T. cruzi.
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As andlises da cepa 0354 concordam com os ultimos estudos, pois esta
cepa foi isolada de T. b. brasiliensis proveniente de Caic6-RN e, no entanto, foi
observado um melhor desenvolvimento nos insetos hibridos do que na propria

espécie de onde foi isolado o parasito.

Além das diferencas de suscetibilidade de espécies diferentes as cepas
nativas ou nao, foram observadas também pequenas diferencas de
suscetibilidades intraespecificas, em triatomineos infectados com a mesma
cepa de T. cruzi: um grupo de T. infestans de colbnia e o outro grupo de
espécimes recém-coletados do ambiente natural (Phillips & Bertram 1967).
Talvez este fato explique o porqué de T. b. brasiliensis ter apresentado
inicialmente infeccdo inferior aos hibridos com a cepa 0354, sendo que se
esperava altos niveis de infeccdo, por se tratar de uma espécie que se
apresenta altos indices de infeccdo naturalmente (Costa et al. 2003a; Silva et
al. 2009).

Deve-se também levar em conta o ecétopo destes insetos, pois alguns
estudos enfatizaram a superioridade de vetores silvestres sob 0s vetores
domésticos a infeccdo por T. cruzi (Perlowagora-Swumlewicz et al. 1990). Silva
& Salha (1994) também observaram que T. infestans e R. neglectus infectados
com a cepa Y, apresentam infeccdo mais baixa do que a espécie tipicamente
silvestre D. maximus e Triatoma matogrossensis Leite & Barbosa, 1953,

espécie silvestre que invade domicilios.

Apesar de o papel funcional do ecotopo do vetor ainda nédo ter sido
esclarecido, quanto a infeccdo, pode-se dizer que a baixa infeccao por T. cruzi
dos insetos domiciliados pode ser resultado de alteracbes metabdlicas por
residirem no ambiente doméstico (Perlowagora-Swumlewicz et al. 1990). Tanto
T. brasiliensis quanto T. juazeirensis e T. b. macromelasoma s&o encontrados
em ambiente silvestre e em ecotopos artificiais e, no entanto, a maioria dos
espécimes dos recéem-descritos fendtipos do complexo T. brasiliensis de
Pernambuco foram encontrados no ambiente peridomiciliar e domiciliar. Os
espécimes utilizados no presente estudo foram todos provenientes de colbnias,
ja que a ocorréncia de outros parasitos poderia alterar o resultado da
suscetibilidade a cepa, como Blastocritinidia sp., tripanossomatideo

monogenético, que é morfologicamente muito similar ao parasito T. cruzi e que
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interfere no desenvolvimento da cepa (Junqueira et al. 2011).

Um critério importante para analisar o desempenho da cepa 0354 nos
grupos estudados € a populacédo, pois as cepas dos dois grandes grupos de T.
cruzi (Tcl e Tcll) se desenvolvem de forma diferente no trato digestério dos
insetos (Schaub 1989; Araujo et al. 2007). Os insetos foram infectados com a
cepa de gendtipo Tcl. Este gendtipo apresenta-se amplamente distribuido na
natureza, enquanto Tcll predomina no ciclo doméstico da transmissao, sendo
gque um dos possiveis filtros seletivos naturais para esta distribuicdo seja o

préprio vetor (Araujo et al. 2008).

6.2.3 Dindmica da infec¢do nos hibridos

Gumiel, 2011 demonstrou por meio da técnica de compressao abdominal
que os diferentes fendtipos de T. brasiliensis, encontrados na possivel zona de
hibridacao natural, parecem apresentar pouca suscetibilidade a infeccéo por T.
cruzi, sendo sugerido que estes espécimes podem ter uma interacdo ainda
recente com o parasito e, portanto, estaria em processo de adaptacdo ao
parasito. No entanto, ndo h& muita sensibilidade nesta técnica para
identificacdo de infeccdo nos insetos e, portanto, ndo foi possivel afirmar com

precisao o indice de infec¢cdo daqueles diferentes fendtipos.

Considerando que T. b. brasiliensis, apresenta indice de infeccéo natural
bastante elevado (Costa et al. 2003a; Silva et al. 2009) seria possivel supor
gue hibridos apresentassem um resultado similar, jA que os espécimes com
diferentes padrdes de coloragcédo fazem parte do complexo T. brasiliensis, como

foi observado no presente trabalho.

Gumiel 2011 também relatou que a maioria dos espécimes destes
fendtipos alimentavam-se em aves (galinhas) no ambiente peridomiciliar, sendo
gque muitos estavam em estado de desnutricdo. Caso estes espécimes
tivessem em uma relagdo direta com mamiferos silvestres e domésticos nao
refratarios a T. cruzi, poderiam ter apresentado indice de infec¢do por T. cruzi
mais alto (Nery-Guimardes et al. 1974). Adicionalmente, os espécimes dos

fenotipos de T. brasiliensis encontravam-se em estado de desnutricdo (Gumiel
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2011) e sabe-se que a densidade parasitaria decresce bruscamente em
triatomineos que ultrapassam longos periodos de jejum (Kollien & Schaub
1998). Todas estas condigbes podem ser a explicagao de ter sido encontrada
uma baixa taxa de infe¢éo por T. cruzi nos diferentes fenotipos do complexo T.
brasiliensis registrados no estado de Pernambuco (Gumiel 2011), enquanto que
no presente trabalho os hibridos ndo sdo apresentaram alta porcentagem de
infeccdo por T. cruzi durante toda a analise, como se destacaram entre as

espécies parentais.

Estudos comparativos entre os diferentes niveis de infeccdo em hibridos
com os de seus progenitores tém sido desenvolvidos para muitas espécies de
animais e plantas para entender como ocorre a interagdo parasito-vetor, como
por exemplo, Culex sp. e virus do oeste do Nilo; o crustdceo Daphnia sp. e
microparasitas Caullerya mesnili; o peixe Phoxinus sp. e ectoparasita
Gyrodactylus sp.; as plantas Quercus sp. e Cercidium sp. e insetos parasitas e

outros.

Acredita-se que os parasitos ndao apresentam interagdes “padronizadas”
para cada determinado taxén, eles podem na verdade evoluir juntamente ao
vetor, podendo impor uma forca seletiva dinAmica. Neste caso, a co-evolucao
hospedeiro-parasito ndo é a Unica forca que age nos diferentes padrées de
infeccdo em comunidades hibridas, esta dindmica talvez esteja atuando em
conjunto com a arquitetura genética para ocorrer a infeccdo e o ambiente pode
moldar a prevaléncia da infeccdo dentre os taxons. Isto €, quando ha um
determinado gendtipo comum na populacdo de hospedeiros, é esperado que
este seja mais susceptivel por parasitos em coevolucdo, enquanto que o
genotipo ndo-infectado do hospedeiro passa a ter vantagem sobre fithess do
comum, e eventualmente se tornaria o0 genotipo comum na populagado
hospedeira. Sendo assim, 0 genoétipo do parasito capaz de infectar este novo
genotipo do hospedeiro prevaleceria sobre os demais. E assim, parasitos e
hospedeiros estariam em constante reciclagem de genétipos. Desta forma, a
selecdo natural seria dependente da frequéncia de gendtipos, que poderia levar
a ciclagem e manutencdo ao longo tempo da variacdo genética de ambas

populacdes de hospedeiros e parasitos (Wolinska et al. 2007).

Neste trabalho foi possivel identificar que a cepa 0354 foi capaz de se
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desenvolver e manter seu ciclo no tubo digestério tanto em hibridos quanto em
T. juazeirensis e T. b. brasiliensis, porém a densidade populacional do inseto e
sua capacidade de invasdo e colonizagcdo domiciliar s&o de extrema
importancia para determinar uma espécie como bom vetor e
consequentemente o vetor primario em uma determinada area geografica.
Portanto, constatamos que apesar de T. b. brasiliensis ter apresentado menor
porcentagem de infeccdo com a cepa 0354 de T. cruzi, Costa et al. (2014)
demonstraram o grande potencial de distribuicdo geografica dos membros do
complexo T. brasiliensis, sendo T. b. brasiliensis 0 mais relevante no cenario

epidemioldgico nordestino com ampla distribuicao e densidade populacional.

No presente estudo T. juazeirensis também apresentou baixo nivel de
infeccdo durante os periodos de observacdo, porém Costa et al. (2014)
encontraram na regido considerada como possivel zona de hibridacdo a
predominéancia de T. b. macromelasoma (com possivel origem hibrida) tendo ao
norte de sua distribuicdo T. b. brasiliensis e ao sul T. juazeirensis (no estado da
Bahia). Sendo assim, é de extrema importancia epidemiolégica e de controle
tanto de T. b. macromelasoma como de T. juazeirensis, pois podem se infectar
e transmitir o parasito. Dada as constantes mudancas ambientais naqueles
estados as referidas espécies poderiam vir a desempenhar papéis mais

relevantes como transmissores nesta regiao.

Segundo os resultados obtidos até 30 dias apés a infeccdo, foi nos
hibridos que a cepa 0354 apresentou-se de forma mais homogénea, porém em
uma andlise mais prolongada, T. b. brasiliensis poderia passar a apresentar
mais formas infectantes no reto, apesar de seu desenvolvimento inicialmente
ter sido mais lento, assim como foi visto por Perlowagora-Szumlewicz &
Moreira (1994). A mesma tendéncia poderia ser apontada para T. juazeirensis,
entretanto esta espécie apresentou mais exemplares negativos do que 0s
demais, e, portanto, aparentemente sua competéncia vetorial parece ser

inferior a de T. b. brasiliensis e seus respectivos hibridos.

Costa et al. (2015) realizaram a infec¢cao experimental dos membros do
complexo T. brasiliensis com a cepa 913 e apesar de terem observado que o
desenvolvimento do parasito foi similar em todos os vetores, os camundongos

infectados por T. b. macromelosoma apresentaram maiores taxas de infeccao
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no 20° dia apds alimentacdo. O mesmo foi observado nos hibridos
experimentais do presente trabalho, que apos este periodo também apresentou

queda da populacao parasitaria.

Tanto a suscetibilidade desses insetos a cepa 0354, quanto o
desenvolvimento dela no intestino destas 2 espécies de triatomineos e seus
hibridos, possibilitaram entender a dinamica de alguns dos mecanismos que
ocorrem e que sdo expressos pela manutencao desta cepa nos insetos. Uma
analise mais aprofundada de como ocorre a suscetibilidade destes insetos a

diferentes cepas de T. cruzi ainda precisa ser realizada.

6.3 Comportamento alimentar e de defecagé&o

Ao longo dos anos os estudos sobre o comportamento alimentar e de
defecacdo vem demonstrando diferencas significativas entre espécies de

triatomineos e mesmo entre os estadios ninfais da espécie.

6.3.1 Voracidade

A voracidade que um inseto apresenta na procura pelo alimento pode
ser medida pelo registro do tempo decorrido entre o oferecimento da fonte
alimentar e a picada do inseto (Dias et al. 1956; Galvdo et al. 2001; Zeledon et
al. 1977). Araujo et al. (2012) mostraram que a ultima fase ninfal do triatomineo
(N5) requer atividade nutricional intensa, sendo assim é geralmente nessa fase
em que a maioria das espécies sdo mais avidas para se alimentar e ingerem
grandes quantidades de sangue. Almeida et al. (2003) observaram a rapidez
com que as ninfas de 5° estadio de T. rubrovaria iniciam uma alimentacdo, em
comparacdo as demais fases da espécie, e também permanecem se

alimentando por mais tempo.

Na primeira semana de alimentacdo apdés um periodo de 15 dias de
jejum, T. juazeirensis apresentou a menor media para iniciar a alimentacao (55
segundos) e T. b. brasiliensis foi 0 que mais demorou, com média de 1min 53s.
Almeida et al. (2003) verificaram que as ninfas de 5° estadio de T. rubrovaria,

mantidas em jejum por 20 dias, apresentam maior avidez nutricional, pois seu
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tempo meédio para iniciar a alimentacdo foi mais curto (28 segundos). No
estudo de Guarneri et al. (2000), as ninfas de T. brasiliensis, T. infestans e T.
pseudomaculata foram mantidas em jejum por 30 dias e iniciaram o repasto em
atée 20 segundos. No presente estudo o tempo médio que 0s espécimes
levaram para iniciar a alimentacdo foram maiores, porém o tempo que 0S
espécimes foram mantidos em jejum também foi menor. S&o resultados
comparaveis a outras espécies, como T. dimidiata, T. infestans e R. prolixus
que Zeledodn et al. (1977) consideraram avidas por apresentarem médias para
iniciar a alimentacédo de 3min20s, 3min25s e 5min35s, respectivamente. Porém
o tempo minimo que os insetos levaram para iniciar a alimentacdo foi o mesmo
em todos os grupos estudados (menos de um segundo), e coincidindo com o0s
demais estudos supracitados (Almeida et al. 2003; Guarneri et al. 2000).

Este periodo inicial de insercdo das pecas bucais na pele € o de maior
percepcdo do hospedeiro, portanto insetos que apresentam dificuldades no
tempo de sondagem, periodo em que o inseto realiza movimentos com as
maxilas na busca do vaso sanguineo da fonte alimentar, podem ter prejudicada
capacidade de obter sangue do hospedeiro vertebrado dado o fato da
probabilidade de ocorrerem danos no tecido do hospedeiro causado pela
insercao do rostro que desencadeam a hemostasia e a inflamacao (Guarneri et
al. 2012). Nao foi o caso de nenhum dos grupos estudados, pois todos
iniciaram a alimentacdo na média de 3minutos.

Lima-Neiva (2014) observou que as ninfas de 5° estadio de T. sherlocki,
demoravam cerca de 9 minutos para iniciar o repasto sanguineo, média muito
maior do que as dos espécimes estudados no presente trabalho. Isto pode ser
explicado pelo fato dos espécimes nao terem passado por qualquer periodo de
jejum, portanto ainda possuiam reservas nutritivas da ultima alimentacdo no
estdbmago (Kollien & Schaub 2000).

Sabe-se da grande voracidade alimentar que T. brasiliensis apresenta no
seu ambiente natural, sendo encontrado buscando a fonte alimentar e sugando
sangue de humanos até mesmo durante o dia (Soares et al. 2000). Em
ambiente laboratorial, esta espécie pode se alimentar por longos periodos, sem
fazer muitas interrupcbes na alimentacdo, e com frequéncia defeca
rapidamente ou mesmo durante a alimentacéo (Guarneri et al. 2000; Soares et

al. 2000). Corroborando esses estudos sobre T. brasiliensis, os espécimes do
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presente trabalho apresentaram as menores meédias de tempo para se
aproximar da fonte alimentar e iniciar a alimentagéo, e estes resultados nao

foram estatisticamente diferentes dos registrados para T. juazeirensis.

6.3.2 Duracéao da alimentacao

Estudos ja mostraram que a duracdo do repasto sanguineo é variavel de
acordo dos estadios evolutivos e das diferentes espécies de triatomineos. Ha
uma tendéncia de ser crescente com a evolucdo dos estadios, sendo que no 5°
estadio é o periodo em que o inseto permanece por mais tempo se
alimentando, devido a capacidade de ingestdo de sangue e necessidade dessa
alimentacdo para muda. A ecdise pode ser realizada ap0s apenas uma
alimentacdo, que geralmente ocorre entre seis e 30 dias, porém usualmente
alimentam-se mais de uma vez (Galvao et al. 1995; Lima-Neiva 2014; Zeledén
et al. 1977).

A duracdo da alimentacdo dos triatomineos pode levar de poucos
minutos até aproximadamente meia hora ou mais, dependendo da espécie de
hospedeiro e de inseto, do estadio evolutivo e do volume de sangue ingerido
(Aradjo et al. 2012). Especialmente nas primeiras semanas de observacao,
alguns espécimes em todos 0s grupos permaneceram se alimentando por
horas, sendo no caso de T. juazeirensis o maior tempo foi de 2hO1min, T. b.
brasiliensis por 2h36min, Hbj por 2h49min, Hjb por até 3h4min. T. juazeirensis
também foi o primeiro a realizar a muda imaginal e o que mais realizou muda
(60%), seguidos por T. b. brasiliensis (27%), Hbj (23%), Hjb (23%). Estes
resultados indicam que T. juazeirensis precisa de menos tempo se
alimentando, para ingerir quantidade suficiente de sangue para realizar a
ecdise, que, portanto é realizada em curto espago de tempo.

Soares et al. (2000) também verificaram que T. brasiliensis permanecia
se alimentando por no maximo 2h09min e por um tempo médio de X = 42:00,
DP = 28:37, média de tempo similar ao que foi observada no presente trabalho
(X = 41:00, DP = 37:37). T. juazeirensis e o hibrido Hbj permaneceram se
alimentando por uma média de tempo menor de 36 e 37 minutos,
respectivamente. Estas médias de duracdo da alimentacdo se comparam a

outras espécies de triatomineo, como T. rubrovaria que chegou a permanecer
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se alimentando por no maximo de 35min. (Almeida et al. 2003), espécie que
parece nao precisar de muito tempo para atingir a replecdo. Hjb apresentou a
maior média de duracdo da alimentacdo (48 minutos). Zeledon et al. (1977)
também observaram que o indice de duracdo da alimentacdo de ninfas de 5°
estadio de T. dimidiata (53:18) foi muito maior em comparagdo ao indice

apresentado por T. infestans e R. prolixus (27:45; 26:42, respectivamente).

Ap6s 0 maximo de duas semanas sem se alimentar, as ninfas de T. b.
brasiliensis e T. juazeirensis que ainda nao tinham realizado a muda imaginal,
voltaram a procurar a fonte alimentar, pois apdés a muda o0s insetos
permanecem um periodo sem procurar alimento, por ainda terem a reserva
nutritiva. Os hibridos ndo apresentaram 0 mesmo comportamento,
permanecendo sem retornar a se alimentar por um longo periodo. Este
comportamento € muito importante para a manutencdo do parasito, pois
quando o inseto encontra-se infectado, a taxa de densidade parasitaria
decresce drasticamente ao longo do tempo que o triatomineo passa por um
periodo de jejum prolongado e sabe-se que apds trés meses em jejum mais de
90% dos parasitos morrem no tubo digestério do inseto, sendo que uma nova
alimentacdo promovera a recuperacdo da populacdo de parasitos (Kollien &
Schaub 1998).

6.3.3 Ingestéo de sangue

Diferencas na taxa de ingestdo (quantidade de sangue ingerida por
minuto) e ingurgitamento (quantidade de sangue total) sdo importantes porque
determinam o tempo de contato do inseto com o hospedeiro e,
consequentemente, a sobrevivéncia da espécie, jA& que esses insetos
necessitam de uma quantidade consideravel de sangue para completar seu
ciclo (Guarneri et al. 2000). Esses autores encontraram uma correlagéo entre a
taxa de ingurgitamento e a densidade populacional dos vetores em habita¢oes
humanas, sendo T. infestans, o que se alimenta mais rapidamente, seguido por
T. brasiliensis em comparacdo a T. pseudomaculata que apresentou a menor
taxa de ingurgitamento (Goncgalves et al. 1997). Essa Uultima espécie é
conhecida por apresentar baixa capacidade de colonizar habitacdes humanas.

No entanto, ndo foi encontrada tal relacdo no presente estudo, pois T. b.
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brasiliensis, que apresenta indices de domiciliagdo mais altos do que T.
juazeirensis (Costa et al. 2003) apresentou média de ingestdo de sangue
menor, porém com duracdo da alimentacdo mais prolongada do que este
altimo. Provavelmente a idade da col6énia fundadora possa ser um dado
diferencial, em que espécimes de laboratério poderiam apresentar
comportamentos diferentes em relacdo aos insetos na natureza (Gongalves et
al. 1997; Santos et al. 2006).

Pereira et al. (2006) observaram outro fator importante relacionado as
altas taxas ingestdo de sangue de T. infestans que se alimentaram por mais
tempo e ingeriram mais sangue do que R. prolixus, alcancando altas
densidades populacionais no interior das habitacdes humanas. Este padrdo de
alimentacdo pode influenciar diretamente na dinamica de dejecbes e,
consequentemente, na transmissao de T. cruzi, pois insetos que ingerem
maiores quantidades de sangue tendem a defecar mais rapidamente (Guarneri
et al. 2012).

Diferentes fontes alimentares e condices ambientais podem influenciar
na quantidade de sangue ingerida e consequentemente no desenvolvimento e
na taxa reprodutiva do inseto. Guarneri et al. (2000) observaram que T.
brasiliensis e T. sordida alimentados em camundongos apresentaram maior
producdo de ovos daqueles alimentados em pombos. Isto pode ser um dado
importante para os fendtipos de T. brasiliensis que tém sido encontrados
geralmente no peridomicilio se alimentando primordialmente em galinhas, que
de acordo com os resultados prévios, poderia afetar negativamente o seu
desenvolvimento (Gumiel 2011). Ndo ha muitos estudos sobre as fontes
alimentares de T. b. macromelasoma, mas sabe-se que este se encontra com
distribuicdo restrita em Pernambuco e com a menor taxa de domiciliagdo do

complexo T. brasiliensis (Costa et al. 1998, 2003a).

Como os triatomineos necessitam do repasto sanguineo para se
desenvolverem, quando realizam uma alimentagdo insuficiente culminam em
retardo no desenvolvimento. Quando mal alimentadas, as ninfas vivem por
varios meses, mas nao conseguem realizar as mudas. O mesmo efeito pode
ocorrer devido a ma formacdo no intestino do inseto (Dias et al. 2013). Este

fato foi observado no presente trabalho, quando algumas ninfas selecionadas
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aleatoriamente apresentaram dificuldades na alimentacdo. No momento em
gue se aproximavam da fonte alimentar, podiam ficar por mais de duas horas e
em contato com essa, e ndo chegavam ao ingurgitamento ou se quer
apresentavam alteracdo no peso. Em contraste, outros espécimes atingiram a
replecédo apos duas horas sugando a fonte alimentar, assim como Soares et al.

(2000) observaram com ninfas de T. brasiliensis e T. pseudomaculata.

Hibridos de @ T. b. brasiliensis x &' T. juazeirensis (Hbj) e T. juazeirensis
apresentaram média de peso adquirido ap0s o0 repasto sanguineo
significativamente maior, logo na primeira semana. E ao longo das primeiras
cinco semanas esse comportamento continuou se confirmando. Goncgalves et
al. (1997) observaram que T. pseudomaculata ingere menor quantidade de
sangue, sendo assim o0s autores determinaram que nao demonstrou
caracteristicas de uma espécie espoliativa, isto €, que apresenta dificuldades
para absorver o sangue do hospedeiro, podendo até deixar pontos

hemorragicos no local de succéao.

O local do hospedeiro onde a hematofagia é realizada também interfere
no desempenho alimentar dos insetos. Quando analisado o comportamento
alimentar de ninfas de varias espécies foi observado que regides, como a
cauda do camundongo € onde o0s triatomineos mais conseguiram ingerir
sangue, isto porque o didmetro do vaso sanguineo é um fator importante
(Araujo et al. 2012). No presente estudo, as ninfas foram apresentadas a fonte
alimentar na regido do dorso, porém ao interromper a alimentacdo as ninfas
saiam da regido e retornavam a alimentacdo em diferentes areas, como cauda,

ventre, cabeca, orelha, e patas.

Ao se alimentarem, os triatomineos podem ingerir grandes quantidades
de sangue, aumentando drasticamente 0 seu proprio peso. Em uma Unica
alimentagéo, podem atingir de 6 a 12 vezes seu peso original, e isso acarreta
numa influéncia direta no seu desenvolvimento em novas ecdises, na
fecundidade das fémeas, logo no sucesso reprodutivo das espécies,
correlacionados também a densidade populacional (Kollien & Schaub 2000;
Jurberg & Costa 1989). Este aumento do peso pode se tornar um problema
para a locomocéao ou 0 voo do inseto. As espécies que sao altamente eficientes

no seu processo diurético solucionam este problema, além de eliminar
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rapidamente as formas infectantes de T. cruzi. Ninfas de Rhodnius, por
exemplo, podem eliminar seis vezes a sua massa corporal em seis horas (Silva
et al. 2012).

6.3.4 Tempo de defecacdo e comportamento

A frequéncia com que ocorre a defecacdo, durante e apdés a
alimentacdo, varia de acordo com a espécie de triatomineo, o estadio de
desenvolvimento e o género, sendo que este comportamento é crucial para que
ocorra a transmisséo de T. cruzi (Reisenman et al. 2011). Wood (1951) foi o
primeiro a estudar o comportamento de alimentacéo e defecacédo das espécies
T. protracta, Triatoma rubida (Uhler, 1894) e Paratriatoma hirsuta Barber, 1938
encontradas no continente norte-americano, e observou que estas espécies
nao defecavam imediatamente apos o repasto. Em outro estudo foi visto que
apenas fémeas de T. rubida conseguem defecar durante a alimentacéo
(Reisenman et al. 2011). Dias (1956) observou que algumas espécies sul-
americanas (R. prolixus, T. infestans, P. megistus e T. sordida) foram mais
eficientes, pois defecavam logo apdés o repasto. Portanto, espécies que
defecam mais rapidamente, isto é, durante o repasto sanguineo ou logo apos o
término do repasto, seriam espécies mais eficazes na transmissédo do parasito
(Galvéo et al. 1995).

Estas diferengcas podem comecar a explicar a melhor efetividade
apresentada por algumas espécies e demonstra a capacidade vetorial da
espécie na transmissdo da doenca de Chagas de acordo com a regido em que

se encontram (Galvéao et al. 2001).

Ninfas de 5° estadio de T. rubrovaria se destacam dos demais estadios
de desenvolvimento, quando analisado o parametro de defecacgéo, pois estes
apresentam maior indice de defecacado (60%) em menor tempo apés o término
da alimentacdo (~0 segundo a 2min30s) (Almeida et al. 2003). Esta espécie
parece defecar mais rapido do que os espécimes analisados no presente
estudo, pois ambos T. b. brasiliensis e hibridos “Hbj” defecaram durante a
alimentacéo entre 1 segundo e 6min31ls, e T. juazeirensis e “Hjb” foram mais
rapidos, minimo de 1 segundo e 0 maximo de 3minl4s e 1 segundo € maximo
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3min26s, respectivamente.

Dentre as espécies estudadas por Dias (1956), que se mostraram
vetores potenciais na transmissao do parasito, T. infestans se destacou por
defecar ainda mais rapidamente do que as demais, pois todos 0s espécimes
defecaram em menos de 10 minutos. Apesar de nem todos os espécimes dos
grupos estudados terem defecado em menos de 10 minutos, a maioria dos que
defecaram, até este periodo durante a alimentacdo, realizaram em até 30
segundos, T. juazeirensis (82%), hibridos “Hbj” (81%), T. b. brasiliensis (78%) e
“Hjb” (60%).

Zeledon et al. (1977) observaram que as ninfas de R. prolixus defecaram
mais rapidamente do que T. infestans e T. dimidiata, em apenas 1 minuto (70-
90%). No presente estudo, T. b. brasiliensis foi a espécie que mais defecou

entre 0-1 minuto.

Muitos insetos defecaram mais de uma vez na mesma alimentagao,
principalmente na primeira semana, sendo que um espécime de T. juazeirensis
interrompeu a alimentacdo para defecar quatro vezes, com o tempo minimo de
<1 segundo. Fémeas de T. rubrovaria se mostraram as mais eficientes para
defecar mais rapidamente, sendo que Almeida et al. (2003) também
observaram uma fémea que chegou a defecar trés vezes durante a

alimentacédo e outra apés alimentacao dentro de 40 segundos.

Diferente de alguns insetos, os triatomineos podem eliminar urina e
fezes separadamente ou misturadas, sendo que sua eliminacdo varia de
acordo com a dieta alimentar do inseto (Piesman & Sherlock 1983). Todas as
dejecbes dos triatomineos, tanto urina quanto fezes, podem conter a forma
infectante do parasito. A urina ndo sO apresenta predominancia de formas
tripomastigotas como é praticamente livre de contaminacdo por fungos e
bactérias, fator importante para exames diretos (Silva et al. 1993). A partir da
segunda semana os hibridos e parentais eliminaram mais urina, e também
urina junto com fezes. Ap0s um periodo sem se alimentar, quando se
alimentavam novamente e defecavam, geralmente eliminavam fezes ou urina
com fezes. Crocco et al. (1996) observaram que durante os primeiros 10

minutos apos a alimentacdo as fémeas de T. sordida eliminavam mais
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frequentemente urina e mais rapido do que machos e ninfas. Comportamentos
indicativos do processo de diurese profusa que ocorre apos a alimentacao
(Pietrokovsky et al. 1996).

Heitzmann-Fontenelle (1972) verificou que T. pseudomaculata soO
defecava sobre o hospedeiro quando atingia a replecao; girando o corpo em
80°, eliminando as fezes proximas ao local da picada e aumentando a chance
de transmissdo do parasito T. cruzi. Para realizar a defecagdo T. sherlocki,
também membro do complexo T. brasiliensis, de maneira geral gira o corpo
(giros de 90°, 160°, 170° e 180°) posicionando o apice do abdémen préximo ou
na regido da picada e defeca, sendo que o 5° estadio foi o que apresentou a
maior porcentagem de espécimes com esse comportamento (Lima-Neiva
2014). Os hibridos e parentais também apresentaram o este comportamento de
virar 180° ou 170° e defecar proximo a area da picada, arrastando o abdémen
na superficie (fundo do pote).

Os espécimes estudados apresentaram um comportamento para defecar
ainda proximo da fonte alimentar, sendo que muitos foram registrados
defecando em cima do camundongo ou se distanciando no minimo 0,5 cm e no
maximo de 7 cm da fonte alimentar, sendo que a maioria que defecava de 0,5 a
3 cm de distancia eram T. b. brasiliensis e T. juazeirensis. Almeida et al. (2003)
também verificaram que a maioria dos espécimes (69%) de T. rubrovaria
defecaram numa distancia de menos de 3 cm do local da picada e em menos

de 1 minuto.

Como foi possivel acompanhar o comportamento alimentar e de
defecacdo de alguns espécimes por mais tempo foi possivel verificar que T.
juazeirensis voltou a defecar depois da 62 semana, quando os demais grupos
estudados somente realizavam alimentacdo. Também foi visto que esta espécie
consegue realizar a muda mais rapido do que os demais grupos estudados.
Talvez esse comportamento possa ser explicado pela rapidez com que
acontece a muda da ultima fase ninfal para a fase adulta nesta espécie, sendo
assim essa espécie procura mais avidamente se nutrir talvez por apresentar um

metabolismo mais rapido (Guarneri et al. 2012).
O fato dos insetos hibridos demorarem mais para defecar do que os
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seus parentais, pode comprometer as chances que estes espécimes
apresentam para realizar a transmissdo do parasito a um hospedeiro suscetivel
com sucesso, apesar de ter sido observado que alguns espécimes conseguiam

defecar em poucos segundos.

Gumiel (2011) demonstrou que os fenotipos de T. brasiliensis poderiam
migrar durante a noite para dentro das casas a procura de alimento,
encontrando assim outras fontes de alimentacdo como roedores, cabras,
cachorros e principalmente os humanos. Foi possivel identificar no presente
trabalho que os hibridos ndo s6 podem se infectar e manter a infeccdo de T.
cruzi como podem potencialmente defecar ainda em contato com o hospedeiro,

apesar de que ndo seriam vetores tdo competentes quanto seus parentais.

Y

Entretanto, as questdes relacionadas a capacidade e a competéncia
vetorial sdo bastante complexas, envolvendo muitas variaveis que atuam
concomitantemente e determinam se uma espécie de triatomineo é um vetor
eficaz. Sendo assim, estas avaliacbes experimentais sdo sempre relativas,
sendo necessario uma analise combinada de vérios fatores além dos
parametros ja estudados: de suscetibilidade do inseto ao parasito; o seu
comportamento alimentar permitindo a rapida eliminacdo das fezes; taxa de
ingestdo de sangue e de defecacdo com excretas contaminadas ainda em
contato direto com a pele do hospedeiro; nUmero de repastos sanguineos
realizados (Galvao et al. 1995). Além destes aspectos, existem ainda outros
fatores relevantes, tais como: a densidade domiciliar; a afinidade com o
hospedeiro e o grau de adaptacédo ao domicilio humano (Gongalves et al. 1997;
Piesman & Sherlock 1983).
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7 CONCLUSOES

Os dois grupos de hibridos experimentais resultantes entre o0s
cruzamentos de T. b. brasiliensis e T. juazeirensis foram considerados
como um s6 grupo de insetos hibridos, pois ndo foram encontradas

diferencas significativas entre eles.

Todos os grupos estudados foram suscetiveis a infeccao pela cepa 0354
de T. cruzi, entretanto os hibridos parecem ser 0s mais suscetiveis a
infeccdo do que as espécies parentais, porque mantiveram a infeccao de
forma mais estdvel e apresentaram maior numero de formas
tripomastigotas metaciclicas na ampola retal ao longo de todo

experimento.

Apesar de T. juazeirensis ter apresentado no 30° dia apds a infeccédo a
populacdo parasitaria elevada, nas primeiras fases de observacdo foi
verificado um maior numero de exemplares negativos, para esta

espécie. Isto pode ser correlacionado a sua baixa infec¢do natural

A competéncia e capacidade vetoriais ficaram bem caracterizadas tanto
para T. b. brasiliensis quanto T. juazeirensis e seus hibridos

experimentais.

Todos os grupos estudados apresentaram voracidade alimentar e rapida
defecagdo, porém T. b. brasiliensis apresentou maior numero de
defecagBes em menos de um minuto, demonstrando uma caracteristica

bionémica relevante quanto a sua capacidade vetorial de T. cruzi.
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PERSPECTIVAS

Estudo da eliminacdo e quantificacdo das formas tripomastigotas

metaciclicas;

Estudo com outras linhagens de T. cruzi, inclusive com as cepas

encontradas nesta area de possivel hibridacao;

Analise por um periodo mais longo de como ocorre a
suscetibilidade a infeccdo por T. cruzi nessas espécies e seus
hibridos, para observacdo do desenvolvimento da forma

tripomastigota metaciclica.

Estudo dos componentes da saliva destes insetos em relacdo a
patogenia, pois os estudos sobre moléculas salivares e intestinais
gue facilitam a ingestdo de sangue em determinados hospedeiros
podem ajudar no melhor entendimento dos processos envolvidos

na interacao vetor-hospedeiro.

Estudo do comportamento alimentar e defecacao dos fendtipos de
T. brasiliensis (possiveis hibridos naturais) em comparacao aos

membros do complexo T. brasiliensis.
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