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RESUMO

Os insetos podem ter seu potencial reprodutivo alterado pela competicdo por
nutrientes e danos aos tecidos causados por parasitas. Alguns parasitas podem ainda
alterar o comportamento de seus hospedeiros. Rhodnius prolixus além de ser o inseto
vetor do Trypanosoma cruzi, também € hospedeiro de Trypanosoma rangeli. Este
parasita invade diversos tecidos do hospedeiro invertebrado, provocando diversas
alteracOes fisioldgicas, sendo apontado como patogénico para o inseto vetor. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar as possiveis alteracbes no
comportamento sexual e reprodutivo de fémeas de R. prolixus infectadas por T. rangeli.
Para isto, foi analisado o comportamento de corte, de copula e de guarda em fémeas
infectadas e ndo infectadas. A fim de observar as possiveis alteracfes na fertilidade das
fémeas infectadas, foi analisado a ovipostura de cada fémea e o nimero de ninfas
eclodidas. O tempo de duracdo da copula foi significativamente alterado, enquanto o
intervalo pré-copula e o comportamento de guarda ndo tiveram seu tempo
significativamente alterado pela infeccdo. Buscando entender se ocorreram alteracdes
nos tecidos reprodutivos, foi realizado um estudo ultraestrutural dos ovarios das fémeas
utilizadas no experimento. Nossos resultados demonstraram alteragbes nos ndcleos das

células ovarianas, indicando um processo degenerativo, sugestivo de atresia.

Palavras-chave: Comportamento sexual, Ovario, ultraestrutura, interacdo parasita-
vetor.
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1.INTRODUCAO

Os insetos de uma forma geral séo seres didicos com reproducdo sexuada. Em
sua maioria, machos e fémeas sexualmente maduros devem estar presentes no mesmo
local a0 mesmo tempo, para que, através do acasalamento, ocorra transferéncia de
espermatozoides as fémeas possibilitando a fecundagdo dos ovdécitos (GULLAN e
CRANSTON, 2005). Entretanto, os representantes de algumas ordens, como as abelhas
em Himendptera, podem apresentar a reproducdo assexuada (SNODGRASS, 1935).

Para que os insetos completem seu ciclo de vida, € necessaria uma sincronizacao
dos comportamentos e condi¢fes reprodutivas (MATTHEWS e MATTHEWS, 2010).
Além disso, a reproducdo depende, ndo s6 do monitoramento de estimulos fisioldgicos,
como também de um sistema neuroendocrino que desempenha um papel regulador
(GULLAN e CRANSTON, 2005). Neste contexto, 0 comportamento sexual € parte
importante para compreensdo da biologia das espécies, uma vez que o isolamento
etolégico pode ser apontado como barreira para o fluxo génico entre espécies
simpatricas (FUTUYAMA, 2009).

Uma vez que a maioria dos insetos se reproduz de maneira sexuada, muitas
espécies desenvolveram mecanismos que medeiam 0 encontro entre sexos. Dentre 0s
tipos de comportamentos sexuais, estdo descritos na literatura a producdo de som, com
utilizacdo de aparelho estridulatério (ROSADO-NETO e SANTOS, 2010); a vibracdo
de asas (VIRANT-DOBERLET, e COKL, 2004); a liberagdo de feromonios (SHOREY,
1973) e sinais visuais através de uma série de movimentos tateis e corporais
(CHAPMAN, 2013).

Os parasitas podem alterar o comportamento do hospedeiro como forma de
aumentar suas chances de sucesso para completar o seu ciclo de vida ou a alteragéo
comportamental pode ser apenas uma tentativa do hospedeiro de eliminar o parasita
(LEWIS et al., 2002). Essas alteracbes podem interferir no sucesso reprodutivo do
inseto hospedeiro, causando uma diminui¢do nos recursos direcionados a reproducéo,
sendo considerada uma estratégia para melhor convivéncia do hospedeiro com o
parasita (HURD, 1998). Em alguns casos, a reducdo do sucesso reprodutivo pode ser
apenas uma resposta aos danos causados pelo parasita ao sistema do hospedeiro.
Embora, no caso de interagdo do Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 com o parasita

Hymenolepis diminuta Rudolphi, 1819, ocorra o aumento no valor do presente nupcial


http://pt.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus

do macho que acaba por gerar um aumento no ndmero de larvas eclodidas,
demonstrando um aumento em vez de queda no potencial reprodutivo (HURD e
ARDIN, 2003).

Os insetos podem ter seu potencial reprodutivo alterado pela competicdo por
nutrientes e danos aos tecidos causados por parasitas. Exemplos na literatura
demonstram a relacdo da borboleta monarca com o protozoario Ophryocystis
elektroscirrha McLaughlin & Myers, 1970, no qual o inseto tem a salde, morfologia,
tamanho do adulto e sucesso reprodutivo dos machos afetados, sendo o dano
diretamente relacionado a carga parasitaria recebida por cada inseto (ALTIZER e
OBERHAUSER, 1999). Em outros casos as alteracdes podem estar ligadas a moléculas
sinalizadoras que modulam o comportamento, produzidas pelo parasita ou pelo préprio
hospedeiro. A infeccdo com o Plasmodium sp causa em feméas de Anopheles stephensi
Liston, 1901 uma reabsorcao das células foliculares nos ovariolos e consequentemente
uma reducdo do investimento na producdo de ovos que, provavelmente, esta ligada a
alguma molécula sinalizadora moduladora liberada pelo parasita ou hospedeiro, visto
que o parasita ainda se encontra no meséntero no inicio da reabsorcdo (HOPWOOD et
al., 2001).

Nos insetos da familia Reduviidae, fémeas de Meprai spinolai, quando
infectadas com Trypanossoma cruzi Chagas, 1909, tém gonadas 36.7% mais leves que
as nao infectadas, apesar do parasita ndo ter contato direto com as gbénadas e outros
compartimentos do corpo que ndo o limen do tubo digestivo (BOTTO-MAHAN et al.,
2008). Entretanto OLIVEIRA et al., (2010) ndo encontraram diferencas significativas
entre o padrOes reprodutivos de Triatoma brasiliensis Neiva, 1911, infectados e néo

infectados com Trypanosoma cruzi.

Embora o comportamento reprodutivo em varias de espécies de Triatominae
tenha sido estudado (PIRES et al., 2004; DAFLO-TEIXEIRA et al., 2009; VITTA e
LORENZO 2009; PONTES, 2010), em nenhum caso foi avaliado o impacto que a

infeccdo com T. rangeli pode causar na biologia reprodutiva nesses insetos.

1.1 SISTEMA REPRODUTOR DA FEMEA DE Rhodnius prolixus

O aparelho reprodutor feminino generalizado dos insetos € composto por dois

ovarios que se conectam a um oviduto lateral cada, que entdo se fundem formando o


http://pt.wikipedia.org/wiki/Carlos_Chagas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Artur_Neiva

oviduto comum ligado a camara genital. Lateralmente conectada a esta, encontramos as
glandulas acessorias, espermateca(armazena o0s espermatozoides) e glandula da
espermateca (KLOWDEN, 2007) (Figura 2).
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Figura 1. Diagrama da estrutura geral do sistema reprodutor feminino de
insetos. Fonte: RAFAEL et al (2012).

O ovéario é composto unidades semi-cilindricas denominadas ovariolos que
podem ter diferentes formacdes histolégicas em concordancia com cada tipo existente.
O ndmero de ovariolos que formam um ovério varia normalmente entre 4 e 8
(MARQUES, 2012).

Os ovariolos se unem pelos filamentos terminais na porcdo superior que se
prende & parede corporal e pelo célice na porcao inferior, formando um ovério, que é

recoberto por uma tnica prépria.

Existem pelo menos trés tipos de ovariolos: meroistico telotr6fico, meroistico
politréfico e panoistico, sendo esses classificados de acordo como os ovécitos sdo
nutridos (BONHAG, 1958). Em R. prolixus, assim como nos outros hemipteras, o
ovario é do tipo telotrofico (GULLAN & CRANSTON, 2005). Nesse tipo de ovario 0s
trofécitos se mantém no &pice do ovariolo e um corddo nutridor nutre os ovocitos
através de um filamento que descende sozinho. Em R. prolixus cada ovario é formado

por sete ovariolos meroisticos telotrofico. Nesta espécie o ovario inicia seu



amadurecimento ainda no 5° estadio, onde ocorre um aumento de tamanho, sendo
dividido em trés fases: proliferativa, fase inicial de diferenciacdo e fase tardia de
diferenciacdo (LUTZ & HUEBNER, 1980) (Figura 4).

A ovario B ovariolo

vitelario

Figura 2. Ovario de Rhodnius prolixus. Ovario 5 dias ap6s alimentacdo sanguinea. O
ovario é composto por dois hemi- ovarios que sdo conectados por um oviduto comum.
Cada hemi-ovario é composto por 7 ovariolos, na figura A um dos ovariolos do ovério
direito foi retirado e mostrado em detalhe na figura B. Abaixo, na figura C- desenho
esquematico das estruturas internas do ovariolo (ATELLA et al., 2005).

O processo pelo qual os ovos recebem os nutrientes que fardo parte do vitelo, reserva
de nutrientes utilizada no desenvolvimento e manutencdo do embrido durante a
embriogénese, é a vitelogénse. Neste processo, o armazenamento de vitelogenina esta
sob o controle hormonal do hormdnio Juvenil e ecdisona, bem como o aumento de
proteinas e aminoacidos na hemolinfa e também pela distensdo abdominal gerada pelo
repasto sanguineo.O ato de copula também parece interferir na vitelogénese, uma vez

que fémeas que copularam produzem um maior numero de ovos (DAVEY, 1987).

1.2 COMPORTAMENTO DE CORTE EM INSETOS

Embora os insetos possuam diferencas morfologicas e comportamentais, de
forma geral, estes devem encontrar um parceiro e reconhece-lo, expressando o
comportamento de corte compativel com a espécie (MATTHEWS e MATTHEWS,
2010).

A busca pelo parceiro pode ser facilitada por certos meios de comunicagdo que
podem ser: troca de sinais visuais, sonoros, vibratérios, tateis e quimicos (CHAPMAN,
1998). Alguns casos sdo mais notaveis como ocorre com as cigarras com seus sinais

sonoros e 0s vaga-lumes com sua sinalizagdo por bioluminescéncia. Além disso, 0s



insetos podem se agregar ao buscarem 0 mesmo recurso que pode ser, por exemplo,
uma fonte alimentar (GILLOT, 2005).

Os insetos produzem vibragOes, que podem ser sonoras ou n&o, durante seu
comportamento reprodutivo. Essas vibracGes podem ser obtidas através da friccdo
entre partes do corpo (estridulacdo) ou atraves de percussdo no substrato (VIRANT-
DOBERLET e COKL 2004). Sinais sonoros também sdo obtidos através da vibracéao
das asas como ocorre nos machos de flebotomineos, podendo ser utilizados para
identificacéo de espécies cripticas (VIGODER et al., 2010). Temos como outras formas
de reproducéo sonora, 0 zumbido, quando o inseto vibra o corpo sem voar, com ruidos
ritmicos através da expulsdo do ar pelo orgdo tymbal ou expulsdo do ar através de
membrana especializada (SPHINGIDAE) (FRINGS e FRINGS, 1958). Essas vibragdes
podem ser utilizadas por fémeas de espécies cripticas para identificar machos da mesma
espécie durante o comportamento de corte, evitando assim, formacdo de hibridos
(MAYR, 1977).

Em Triatoma infestans Klug, 1834 e R. prolixus a estridulacdo € produzida
quando a ponta da proboscide é friccionada contra fenda proesternal, sendo este
comportamento expresso quando a fémea é importunada, como comportamento de
rejeicdo a tentativa de copula ou a importunacdo de outro tipo (SCHILMAN e
LAZZARI, 2001).

1.3 COMPORTAMENTO SEXUAL

O comportamento sexual dos animais sempre foi de interesse dos seres humanos.
Como os insetos sdo seres vivos de grande relevancia por seu papel ecoldgico, como
pragas agricolas ou vetores de patdgenos, o seu comportamento vem sendo amplamente
estudado ao longo dos anos (KLOWDEN, 2007).

Cimecomorpha é o taxa onde estéo inclusos varios heteropteras dentre eles, 0s
Reduvideos e os Cimicideos, ambos com espécies que apresentam habitos
hematofagicos. Na familia Cimicidae, os machos iniciam abordagem subindo no dorso
da parceira, podendo abordar ambos os sexos: machos e fémeas (RIVNAY, 1933). Uma
vez no dorso, o inseto utiliza seu 6rgdo copulador, chamado de intromitente, para
“sondar” a parceira na regido proxima a ectoespermalege, local de penetracéo ou regido
de entrada do pénis. Os insetos deste grupo sdo capazes de reconhecer se uma fémea

foi copulada anteriormente, podendo reduzir a quantidade de esperma ejaculado
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(REINHARDT et al., 2007). STUTT e SIVA-JOTHY (2001) estudando Cimex
lectularius Linnaeus, 1758 ndo observou nenhum caso de rejeicdo a penetracao
“traumatica” (onde ocorre a perfuragédo do tegumento da fémea), na ectoespermalege,
situada no abdomen da fémea e assim ocorre a ejaculagédo na mesospermalege.

Nos Reduvideos a cOpula € muito menos traumatica, no entanto, uma
quantidade maior de sinalizagcdes e comportamentos estdo presentes. Dados da literatura
mostram que a copula nos Triatominae se inicia com o contato fisico entre os
individuos por iniciativa do macho, que sobe na fémea e a agarra com as suas pernas
posteriores. Depois, segurando-a com as pernas, 0 macho inclina-se lateralmente para
permitir a aproximacéo da sua genitalia a da fémea. Com o auxilio de seus parameros, o
macho garante o encaixe das genitalias, permitindo a introducao de seu 6rgéo copulador
(PIRES et al., 2004).

1.4 COMPORTAMENTO DE GUARDA

No comportamento de guarda, 0 macho guarda a parceira por um periodo de
tempo que pode variar de alguns segundos a varios minutos, sendo o tempo necessario
para o esperma migrar do espermat6foro para a espermateca ou até a postura dos ovos,
sendo este comportamento presente em espécies pertencentes a varias ordens.
(SIMMONS, 2001).

Em triatomineos o comportamento de guarda ja foi visto por VITTA e
LORENZO (2009), sendo caracterizado pela permanéncia do macho sobre a superficie
dorsal da fémea ap0s o término da cdpula. Este comportamento faz parte das estratégias
utilizadas por insetos do sexo masculino na competicdo do esperma que ira fecundar a
fémea. Outras formas estratégias sdo a producdo de espermatozoides ndo nucleados e

mais de uma forma de espermatozéides (SIMMONS, 2001).

1.5 FECUNDACAO

Nos insetos a forma de transferéncia de espermatozoides é através de
espermatdforos ou pela da liberagdo da massa de espermatozoides livres na bursa
copulatéria da fémea, como ocorre em muitos endopterigotas (CHAPMAN, 2013).
Também podem ocorrer casos como em Cimex sp. onde o macho injeta o

espermatozoide na fémea perfurando o tegumento da mesma (CARAYON, 1966).
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A espécie R. prolixus, assim como a maioria das espécies de insetos, utiliza
métodos menos “traumaticos” que € a transferéncia de espermatoforo. Dessa forma, o
espermatéforo é transferido para a bursa copulatéria durante a coOpula e o0s
espermatozoides entdo, migram para espermateca, onde sdo armazenados, sendo a
secrecdo da quarta glandula seminal o principal responsavel por esta migracéo
(DAVEY, 1958).

A ovulagdo pode ocorrer momentos antes da oviposi¢cdo nas fémeas que
colocam ovos individualmente, como ocorre em Rhodnius ou varios dias depois nas
fémeas que fazem postura de massa de ovos (GILLOT, 2005).

A entrada do espermatozoide ocorre quando a ranhura da micrépila do ovo que
se move pelo oviduto se posiciona opostamente as aberturas das espermatecas, sendo
entdo provavel que o espermatozoide receba sinais quimicos do ovdcito que o fazem
penetrar pela micropila e dessa forma ocorra a fecundacdo (DAVEY apud GILLOT,
2005).

1.6 Trypanosoma rangeli

O parasita heteréxeno Trypasoma rangeli foi descrito pela primeira vez  por
Tejera em 1920, sendo posteriormente descrito por diversos autores em inquéritos
epidemioldgicos (ZELEDON, 1955). Este protozoario pertence a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanomastidae que tem como caracteristica, um Gnico flagelo e um
kinetoplasto curto (MASLOV et al, 2001; OPPERDOES, 1994). Em sua taxonomia a
partir de dados morfoldgicos e ciclo de vida T. rangeli ¢ classificado como pertencendo
ao género Trypanosoma, subgenéro Herpetosoma, seccdo Stercoraria. Entretanto,
possui caracteristicas de ciclo de vida mais compativeis com a sec¢do Salivaria, sendo
entdo proposta a criagdo do novo subegenéro Tejeraia e transferéncia da espécie para
esta seccio (ANEZ, 1982). Assim, com o intuito de definir mais precisamente a posi¢&o
taxondmica de T. rangeli foram realizadas anélises de filogenética molecular de DNA e
ssrRNA demonstrando que esta pertencente ao subgénero Hepertosoma e esta distante
filogeneticamente de Salivaria e se agrupa em Estercoraria junto de T. cruzi (STEVENS
etal., 1999).

Trypanosoma rangeli é um parasita heteroxeno que possui a capacidade de
infectar naturalmente e experimentalmente diversos hospedeiros vertebrados que estdo

contidos nas ordens Xenartra, Marsupialias, Carnivora, Rodentia e Primates, Chiroptera
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infectando inclusive o ser humano (CUBA CUBA, 1998;GUHL & VALLEJO, 2003;
GURGEL-GONCALVES, 2004). Os hospedeiros invertebrados sdo insetos
hematdfagos da subfamilia Triatomine e pertencem principalmente ao género Rhodnius,
ocorrendo também a transmissdo por espécies do género Triatoma (MONROY et al,
2003; GUHL e VALLEJO, 2003). E considerado patogénico para seu hospedeiro
invertebrado e ndo patogénico para hospedeiros vertebrados (WATKINS, 1971, DE
DIEGO, 2006).

No hospedeiro invertebrado, o ciclo de vida do T. rangeli se inicia quando o
triatomineo realiza o repasto sanguineo em um vertebrado que possui tripomastigotas
sanguineas circulantes. No intestino do vetor predominam formas tripomastigotas e
epimastigotas. Estas Ultimas atravessam o epitélio intestinal do vetor atingindo a
hemocele e se multiplicando no interior de hemdcitos ou livres na hemolinfa. As formas
epimastigotas migram entdo para glandula salivar onde sofrem metaciclogénese
transformando-se em tripomastigota metaciclicos que sdo inoculados no hospedeiro
vertebrado durante o repasto sanguineo (D’ ALESSANDRO e SARAIVA, 1998).

A infeccdo com T. rangeli pode ser extremamente patogénica para 0 seu
hospedeiro invertebrado levando-o & morte, em contraste com 0 que ocorre com 0
hospedeiro vertebrado. O parasita pode alterar a fisiologia dos triatomineos alterando
equilibrio hidrico, tempo de muda, sobrevivéncia, concentracdo de aminoacidos e
microbiota intestinal (GREWAL, 1957; TOBIE 1965; ANEZ,1984; EICHLER e.
SCHAUB, 2002; DE MATTOS, 2014).

1.7 PATOLOGIA DA INFECCAO POR T. rangeli NO INSETO VETOR

Os estudos sobre a acdo patogénica de T. rangeli no hospedeiro invertebrado
foram iniciados por GREWAL em 1957 ao observar as alteragbes causadas em
Rhodnius prolixus como lentiddo e aumento do volume hemolinfatico. Outros estudos
também relataram aumento na mortalidade em quase todos os periodos ninfais de
R. prolixus infectados, sendo a ninfa de 5° estadio o estadio mais susceptivel
(GREWAL, 1957; TOBIE, 1956; GOMEZ, 1967). Outro efeito patogénico é o atraso no
desenvolvimento do inseto vetor, com um aumento no intervalo entre os periodos de
muda (GREWAL 1957; TOBIE 1965 e ANEZ,1984). Existem ainda, evidencias de que
ninfas destinadas a se tornarem fémeas podem ser mais susceptiveis aos efeitos letais da

infeccdo por T. rangeli (TOBIE, 1965). Além disso, podem ocorrer deformidades nos
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insetos adultos emergidos como asas com aparéncia amassada e curtas pela nao
expansdo completa, adultoides, cabeca e protorax dobrados ventralmente e alteragdes
na extensao e espessura da tibia (WATINKS, 1971).

Segundo GOMEZ (1967), a mortalidade R. prolixus infectados por T. rangeli
pode ndo ser necessariamente devido a  infeccdo hemolinfatica, mas pela propria
infeccdo intestinal. Por outro lado, WATIKINS (1971) descreve diversas alteracfes
teciduais em varios 6rgdos e sistemas dos insetos infectados, como destruicdo dos
plasmatécitos fagociticos e destruicdo das traqueias, estando essas alteracdes
envolvidas na mortalidade dos insetos durante a infecgéo.

Na luz intestino do inseto T. rangeli ocorre principalmente sob a forma
epimastigota, interagindo com a dieta, resposta humoral e com a microbiota do inseto
presente no intestino. Segundo EICHLER &. SCHAUB (2002) ninfas de 5° instar de
R. prolixus axénicos colonizadas com Rhodococcus rhodnini Goodfellow & Alderson,
1979 e infectdas com T. rangeli tiveram uma reducdo de 50% na populagdo desta
bactéria na regido estomago. De forma semelhante, ninfas de 4° instar de R. prolixus
infectadas por via oral com epimastigotas de T. rangeli apresentaram uma diminuicao
de unidades formadoras de col6nias no conteddo intestinal, além de uma alteracdo na
expressdao de mMRNA dos peptideos antimicrobianos (DE MATTOS, 2014). O parasita
ainda reprimiu a expressdo génica de genes relacionados a expressdo de 6xido nitrico
(NO), evitando assim ser danificado por estas moléculas que fazem parte da resposta
humoral do inseto (WHITTEN et al, 2007).

A fisiologia do tubo digestorio pode ser alterada de diversas formas pela
infeccdo. fFémeas de R. prolixus infectadas podem ter a motilidade do intestino
posterior diminuida, ocorrendo também diminuicdo da excre¢do, com acumulo de
uratos, aumento da hemolinfa e concomitante diminuicdo de material fecal, sendo em

alguns casos o inseto incapaz de realizar excrecdo (WATKINS, 1971).

T. rangeli interage com a parede intestinal dos insetos a fim de atingir a
cavidade celomatica do inseto. A membrana perimicrovilar dos insetos hospedeiros
representa uma barreira fisica para o parasita, visto que nos insetos expostos a radiacao
gama, ocorre a inibicdo da formacdo dessa membrana e desorganizacdo das
microvilosidades. Dessa forma, o parasita atravessa mais facilmente para cavidade

celomética do inseto (GOMES et al, 2002). T. rangeli interage intimamente com a
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membrana perimicrovilar e prefere as células epiteliais menos densas com muitas
mitocondrias, sendo possivel observar varios epimastigotas interagindo com uma
mesma célula. A interacdo ocorre pelo flagelo em éreas de contato entre duas células
epiteliais ou entre extremidade posterior do parasita e a regido central da célula epitelial
(HECKER e RUDIN, 1990; OLIVEIRA e SOUZA, 2001).

Na passagem do tubo digestivo para hemolinfa T. rangeli interage com a
musculatura associada ao epitélio do intestino em infeccdes leves degenerando a regiao
invadida, enquanto que em infec¢des pesadas ocorre vacuolizacdo do epitélio intestinal
com Varios parasitas nos vacutolos e diversos ndcleos picndticos, além de extensas areas

intestinais substituidas por parasitas em divisdo (WATINKS, 1971).

Ao atingir a cavidade celomatica e hemolinfa, o parasita se depara com o
sistema imune do inseto que tenta debelar a infec¢do. Os insetos ndo possuem resposta
imune adaptativa como os mamiferos, embora possuam um sistema imune com a
capacidade de responder a Varios tipos de patdgenos. As respostas imunes em insetos
podem ser divididas em dois tipos: resposta imune celular que € responsavel por
encapsulamento de patdgenos (envolto por células como granulécitos e plasmatécitos)
e formacdo de nddulos (melanizacdo de corpos estranhos por ativacdo da enzima
profenoloxidase) e a resposta imune humoral que envolve a liberagdo de microbicidas e
melanizagdo de corpos estranhos (KLOWDEN, 2007, GOMES, 2003).

Neste contexto, embora exista uma grande quantidade de artigos na literatura
que tratem da interacdo parasita vetor entre T. rangeli e R. prolixus, estes estudos se
concentram na interagdo do parasita com o tubo digestorio do inseto e com o sistema
imunitario. Diante do conhecimento deste modelo de infeccdo, onde o parasita
atravessa o epitélio intestinal, invade a cavidade celomatica, cai na hemolinfa, dispara
respostas celulares e humorais do sistema imune, se dispersa e pode se instalar em
varios orgdos do inseto, busca-se entender como este processo pode influenciar e
interferir na reproducéo desses triatomineos. Sendo assim, neste trabalho, investigamos
as alteracGes no comportamento reprodutivo e na reproducdo de fémeas de R. prolixus
que receberam alimentacdo infectante com T. rangeli, com o intuito de entender o

impacto da infeccdo na fisiologia reprodutiva destes inseto.
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2.0BJETIVO GERAL

Identificar possiveis alteracbes no comportamento sexual e reprodutivo de fémeas

Rhodnius prolixus infectadas por Trypanosoma rangeli.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar o comportamento de copula em insetos infectados e ndo infectados;

- Avaliar a fecundidade das fémeas infectadas e nao infectadas;
- Avaliar a fertilidade dos ovos das fémeas infectadas e ndo infectadas;
- Analisar os tecidos ovarianos das fémeas infectadas e ndo infectadas por meio da

Microscopia Eletronica de Transmisséo.
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3.METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO DOS INSETOS:
Os insetos utilizados foram obtidos de coldnias mantidas em insetario do Setor

de Entomologia Médica e Forense do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ/RJ. Destas
coldnias, foram separadas ninfas de 5° estadio, que foram sexadas, através
diferenciacdo das estruturas das placas genitais, em lupa estereoscépica, utilizando
como referéncia a figura 3, trabalhando assim com machos e fémeas virgens, que foram
mantidos separados por sexo em um cristalizador de vidro (15 cm de didametro x 30 cm
de altura), fechado com tela de nailon, envolto por cartolina preta. No interior, colocou-
se papel de filtro sanfonado, com o objetivo de aumentar a superficie de contato e a
possibilidade de refugio, bem como retirar o excesso de umidade. A colonia foi
alimentada semanalmente com sangue de camundongo sui¢co (Protocolo CEUA -
FIOCRUZ LW-14/10), e mantida em estufa BOD a 29°C e 80% UR, com fotoperiodo
de 12 horas.

Figure 3. Desenho das placas genitais da ninfa de 5° estadio de T. brasiliensis
Neiva, 1911. Placa genital da fémea (1), placa genital do macho (2) (JURBEG
et al, 1986).

3.2 MANUTENCAO DE Trypanossoma rangeli:
Os parasitas, cepa Macias foram mantidos a 28°C em meio LIT + NNN (JAFFE

et al.,1984; CHIARI & CAMARGO, 1984) suplementados com 20% de soro fetal
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bovino inativado. Os epimastigotas (99-100%) foram obtidos na fase de crescimento

exponencial (5-7 dias de cultura).

3.3 INFECCAO ORAL:

A dieta sanguinea foi inicialmente preparada por centrifugacao (300g/10min) de
sangue de carneiro citrado. Apos esta etapa o plasma foi separado e inativado por
aquecimento a 57°C durante 40 minutos. Os eritrdcitos foram lavados trés vezes em
solugéo salina tamponada (0,01M tampéo fosfato, 0,15M NaCl, Ph 7,2) em repetidas
centrifugacdes. A contagem dos parasitas foi realizada utilizando camara de Neubauer
e 10pL de meio cultura e contador manual de quatro digitos e microscopio Optico
Nikon modelo Eclipse E-2000 com aumento de 400 vezes. O preparo da dieta foi
concluido adicionando-se aos eritrcitos lavados plasma e meio de cultura contendo
epimastigotas numa concentragdo final de 1x 10° parasitas/ml. Os insetos controle
foram alimentados com sangue seguindo a mesma metodologia, porém, com meio de
cultura estéril. O sistema de alimentacédo era formado por:

e Aparelho de banho-Maria
e Bomba de aquario modelo T-250 Turbo flex
e Tubos flexiveis de silicone
e Alimentador de vidro (mamadeira)
e Termbmetro
e Agua.
e Pedaco de luva de latex
e Haste de metal universal
e Pinca de metal para condensador

Para a montagem do sistema de alimentacdo, o alimentador de vidro
(mamadeira) teve a extremidade inferior fechada com pedaco de luva de latex,
previamente lavado exaustivamente com salina, que serviu como sistema de
alimentacdo. O alimentador de vidro (mamadeira) foi conectado por seus tubos
laterais de vidro aos tubos de silicone, sendo o tubo de silicone ligado ao tubo
inferior do alimentador conectado também a bomba, enguanto que o tubo de
silicone conectado ao tubo lateral superior teve a outra extremidade posicionada
livre no recipiente do aparelho de banho-maria. A agua que circulava dentro desse

sistema aquecia o sangue a 37°C, sem ter contato direto com sangue. Apesar de 0
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banho-maria contar com um termostato, a temperatura da agua foi monitorada com
auxilio de um termémetro, continuamente, durante o experimento. A mamadeira foi
presa a uma haste universal de metal com o auxilio de uma pinca de metal para
condensador, para que fosse possivel acoplar o recipiente cilindrico (copo) com os
triatomineos, fechado com tecido de nailon, permitindo o acesso do inseto ao
alimento quando o recipiente foi justaposto a membrana de latex. Todo o sistema

de alimentacdo montado pode ser visto na figura abaixo (figura 4).

Figura 4. A- bomba de aquéario, B- Banho-maria, C- pinca presa a haste de metal, D-
alimentador de vidro (mamadeira) com membrana de latex. As setas de cor negra
indicam a direcdo do fluxo da agua, enquanto a seta vermelha o local onde o sague é
colocado.

Os experimentos foram realizados com grupos de casais assim determinados: 1.
controle (9 ndo infectadas + & ndo infectados); 2.infectado @ infectadas + & nio

infectados.

3.4 COMPORTAMENTO DE COPULA:
Para monitorar a copula, foram selecionados aleatoriamente, um macho e uma

fémea, sendo colocados aos pares em placas de Petri com 15 cm de diametro e forradas
com papel filtro. A observacdo do comportamento de copula foi realizada em dois
casais ou quatro casais por vez. Cada casal teve 25 minutos para iniciar a cdpula, caso

contrario, eram substituidos. Foram utilizados 17 casais no grupo controle e 20 casais
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no grupo infectados. Quando os insetos falharam em realizar a copula estes foram
excluidos das analises dos outros tipos de comportamento e da contagem de nimero de
ovos e ninfas. Dessa forma o nimero de insetos é reduzido depois do comportamento
pré-copula, sendo novamente reduzido na analise do comportamento de guarda uma
vez que nem todos os insetos realizaram este comportamento.
Para analise temporal o comportamento foi dividido em trés intervalos de tempo:

e preé-copula- Intervalo desde o primeiro segundo que macho e fémea estdo

presentes até o encaixe das genitalias, incluindo portanto a corte.
e cOpula- Intervalo entre o encaixe e a separacao das genitalias
e comportamento de guarda - Intervalo de tempo em que o0 macho se

posicionou sobre a fémea apds a copula.

Estes intervalos temporais foram medidos com auxilio de crondmetro digital. Em
um grupo de sete casais foi realizada a filmagem completa da copula utilizando
filmadora DCR- PJ5 Handycam Sony associada a um tripé para filmagem. Durante
acompanhamento da expressdo do comportamento reprodutivo de trés casais foram
realizados apenas registros fotograficos, utilizando-se camera fotografica digital,
modelo DSC-H50 9.0 megapixels.

3.5 DISSECCAO

Aos 90 dias apds a coOpula os espécimes foram dissecados. Para isto, 0s
espécimes foram alfinetados no pronoto e fixados a uma placa de Petri com parafina.
Apés a retirada das asas, foi feito um corte longitudinal no conexivo, de ambos 0s
lados, para remocéo dos tergitos abdominais, sendo utilizada solugéo fisioldgica (0,7%
NaCl + 0,3% KCI) a fim de evitar o ressecamento do ovario. O procedimento de
retirada dos orgaos foi realizado utilizando lupa estereoscopica.

3.6 MICROSCOPIA ELETRONICADE TRANSMISSAO:

Para analisar alteracdes morfoldgicas causados pela parasitemia os ovarios de
fémeas infectadas (n=2) e ndo-infectadas (n=2) por 90 foram removidos e transferidos
para o glutaraldeido 2,5% em tampédo Cacodilato de sédio (Caco) 0,1M, pH 7.2 por 1
hora a temperatura ambiente. Em seguida foram lavadas em Caco e pos-fixadas em
tetréxido de 6smio 1% em Caco, pH 7.2, por 1 hora a temperatura ambiente, no escuro.

Logo apos, foram desidratados em gradientes crescentes de alcool (50%, 70%, 90% e
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100%), e incluidos em resina epoxi Epon 812. Cortes ultrafinos foram contrastados
com acetato de uranila a 5% e citrato de chumbo 1%, seguindo-se observacdo em
Microscopio Eletronico de Transmissdo JEOL modelo JEM 1011 na Plataforma de

Microscopia Eletronica Rudolph Barth do Instituto Oswaldo Cruz.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS:

Para realizar as analises estatisticas foram utilizado o programa Microsoft Excel
versdo 2010 e GraphPad Prism.verséo 6.1. Foram utilizados o teste D'Agostino-Pearson
omnibus test para atestar normalidade das amostras e o teste ndo pareado Mann

Whitney test. Os resultados foram considerados significativos quando P>0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 DESCRI(;AO DO COMPORTAMENTO SEXUAL E REPRODUTIVO DE
Rhodnius prolixus

PERIODO DE PRE-COPULA (CORTE):

No piloto para o comportamento de coOpula, onde os insetos ndo foram
alimentados depois da muda, ocorreu 100% de rejeicdo dos casais. Entretanto, 0s
insetos machos realizaram comportamento de corte e tentativas de encaixe das
genitalias. As fémeas demostraram comportamento de rejeicdo ao macho, se
deslocando rapidamente para outro ponto da placa, sempre que ocorria aproximacéo do
macho ou nivelando o corpo ao substrato a cada tentativa de encaixe das genitalias.

No segundo grupo formado por 17 insetos controle e 20 insetos infectados que
receberam alimentacdo antes do experimento de cépula foi observado que ao colocar
macho e fémea na arena de vidro, os insetos realizaram uma volta completa fazendo o
reconhecimento do local (Figura 5A) ou tentando fugir do recipiente. Quando o macho
percebeu a fémea, estes comecaram a interagir. Dessa forma, foi observado a passagem
do macho em cima da fémea e alguns casos a fémea também realizou esse mesmo
comportamento. O macho, apresentando as antenas eretas, se deslocou em direcdo a
fémea. Logo depois, com a cabeca levemente erguida, 0 macho parou bruscamente a
poucos milimetros da fémea (Figura 5B) e entdo subiu em seu dorso, com as patas
flexionadas de forma a segura-la utilizando os dois primeiros pares de patas que se
apoiaram na face ventral do conexivo da fémea. Foi também observado que em alguns
casais, 0 macho apoiou o primeiro par de patas no térax da fémea, sendo este
comportamento observado apenas com fémeas pequenas. Nos casos em que 0 macho se
aproximou frontalmente ou lateralmente da fémea, este girou o préprio corpo até que as
genitalias se posicionassem no mesmo sentido e dire¢do, e dessa forma o macho se
manteve sobre a fémea.

Uma vez que o macho conseguiu se estabelecer no dorso da fémea, deslocou-se
para lateral do corpo da mesma de forma que a face ventral deste tocou o conexivo da
fémea. Ocorreu também deslocamento corporal em dire¢do ao extremo posterior, local
onde esta a abertura genital da fémea. A partir deste ponto, foi observado dois tipos de
comportamentos nas fémeas: no primeiro ela permitiu que o macho promovesse 0

encaixe das genitalias e no segundo rejeitou o macho dificultando o encaixe das
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genitélias levantando assim a parte posterior do corpo e movimentando esta toda vez
que o macho tentava promover o encaixe das genitélias ou entdo nivelando o corpo ao
substrato. Nos casos onde ocorreu a rejei¢cdo, 0 macho reiniciou 0 comportamento de

corte até conseguir promover o encaixe (Figura 5C).

C

Figura 5. Momentos da cépula de Rhodnius prolixus. A- Macho e fémea testando a
arena; B- Macho se aproximando da fémea; C- Macho e fémea em posi¢do de copula;
D- Macho em posicéo de guarda.

Neste periodo do comportamento sexual ocorre o reconhecimento entre machos
e fémeas, sendo analisados 17 casais no grupo controle e 20 casais no grupo infectado.
Neste periodo do comportamento reprodutivo, a fémea pode rejeitar ou aceitar o
macho. Os displays de rejeicdo foram iguais nos grupos: controle e infectado. As
rejeicdes ocorreram principalmente por parte das fémeas. Nos casais cuja fémea estava
infectada ocorreu rejeicdo ao ato de copula em 25% dos casos (n=5). E nos casais em

que a fémea ndo estava infectada ocorreram apenas 12 % (n=2) de rejeicdes (gréfico 1).
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Grafico 1:Porcentagem de rejeicdo ao ato de cdpula apos o alocamento dentro da
arena. O grupo infectado (n= 20) representa casais cujo macho receberam alimentagao
livre de parasitas e as fémeas que receberam alimentacdo contendo 1x 10° parasitas/mL
de sangue.

A média de tempo de duracdo do intervalo pré-copula em casais cuja fémea nao
estava infectada foi de 3, 2 £ 0, 96 (desvio padrdo) (n=17), enquanto que no grupo com
fémeas infectadas foi de 4, 4 + 1.1(desvio padrdo) (n=20) (Grafico 2). A diferenca foi
considerada néo significativa (p= 0.4192).
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Grafico 2: Tempo de duracdo do intervalo pré-copula de casais formados por um
macho e uma fémeas de R. prolixus. O grupo controle (n= 15) representa casais com
machos e fémeas que receberam alimentacdo livre de parasitas (T. rangeli). O grupo
infectado (n=15) representa casais cujo macho recebeu alimentagdo livre de parasitas e
as fémeas que receberam alimentacdo contendo 1x 10° parasitas/mL de sangue. O teste
utilizado foi teste t ndo pareado com Mann Whitney test com intervalo de confianca de
0.05.

PERIODO DE COPULA:

Durante a copula, macho e fémea permaneceram estaticos a maior parte do
tempo raramente se movimentando, embora em alguns casos a fémea tenha se
locomovido carregando 0 macho conectado a sua genitalia, e este permaneceu estatico
durante todo periodo de cépula. A cépula foi o comportamento que predominou,

durante o total do comportamento sexual (Grafico3).
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Gréfico 3. Tempo de duracdo de cada comportamento sexual de Rhodnius prolixus. No
grupo dos casais controle o comportamento pré-copula durou 3,2 minutos, cépula
75minutos e C. guarda 2,7 minutos. No grupo infectado os comportamentos pré-
copula 4.4, cépula 57 minutos e C. guarda 2,5 minutos. O grupo controle (n= 17)
representam casais com machos e fémeas que receberam alimentacao livre de parasitas
(T.rangeli). O grupo infectado (n=20) representa casais cujo macho recebeu
alimentaco livre de parasitas e as fémeas que receberam alimentacdo contendo 1x 10°
parasitas/mL de sangue.

No grupo controle, onde tanto 0 macho quanto a fémea receberam alimentacao
livre de parasitas, a copula teve duracdo média de 70 minutos e no grupo dos
infectados, onde somente a fémea recebeu alimentacdo infectante e o macho
alimentacdo livre de parasitas, 0 comportamento de copula teve duragdo média de 52,0
minutos ( grafico 4). Ocorrendo diferenca significativa (p<0,05) entre o tempo médio

de duracéo da copula no grupo controle e no grupo infectado.
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Graéfico 4: Tempo de duracdo da copula de casais formados por um macho e uma
fémea de R. prolixus. O grupo controle (n= 15) representa casais com machos e fémeas
que receberam alimentacdo livre de parasitas (T.rangeli). O grupo infectado n=15)
representa casais cujo macho receberam alimentacéo livre de parasitas e as fémeas que
receberam alimentacdo contendo 1x 10° parasitas/mL de sangue. O teste utilizado foi
teste t ndo-pareado com Mann Whitney test com intervalo de confianga de 0.05. O
valor p<0.05 e a diferenca no tempo de cédpula foi considerada significativa.

PERIODO DE GUARDA:

A desunido das genitalias de macho e fémea marcou o fim da copula, alguns
machos expressaram o comportamento de guarda que consistiu basicamente do inseto
macho se deslocar para o dorso da fémea e se manter com as antenas eretas (Figura
5D). O tempo médio de duragédo desse comportamento foi de 2,6 minutos no grupo

controle e de 2,5 no grupo infectado.
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Gréfico 4: Tempo de duragdo do comportamento de guarda apos a copula de casais (machos e
fémeas) de R. prolixus. O grupo controle (n= 12) representa casais que receberam alimentagéo
livre de parasitas (T. rangeli). O tempo médio de duracdo desse comportamento foi de 2,6
minutos no grupo controle e de 2,5 no grupo infectado. O grupo infectado (n=12) representa
casais cujo macho recebeu alimentacdo livre de parasitas e as fémeas receberam alimentacéo
contendo 1x 10° parasitas/mL de sangue. O teste utilizado foi teste t ndo-pareado com
Mann Whitney test com intervalo de confianca de 0.05.
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4.2  ANALISE DO SUCESSO REPRODUTIVO

O numero de ovos postos por fémea foi contabilizado a fim de se comparar o
numero de ovos postos por fémeas infectadas e ndo infectadas. As fémeas do grupo
controle ndo infectadas realizaram a postura média de 99,8 ovos (n =15) ovos enquanto
as fémeas do grupo infectado realizaram a postura de 91,4 (n=15). O resultado n&o foi
estatisticamente significativo (grafico 5).
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Grafico 5 Média de ovos por fémea de R. prolixus que realizou cpula. O grupo
controle (n= 15) foi formado por fémeas que receberam alimentacéo livre de parasitas,
sendo a postura de ovos média 99,8 ovos/ fémea . O grupo infectado (n=15) representa
fémeas que receberam alimentagdo contendo 1x 10° parasitas/mL de sangue, sendo a
média de ovos postos 91,4 ovos /fémea. O teste utilizado foi teste t ndo-pareado com
Mann Whitney test com intervalo de confianca de 0.05.

A fecundidade das fémeas foi analisada ao estudarmos o numero de ninfas
eclodidas para cada uma. As fémeas controle tiveram uma média de 84,5 ninfas
enguanto as infectadas apresentaram uma média de 81,6. As médias ndo foram

significativamente diferentes (grafico 6).
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Gréfico 6 Meédia de ninfas eclodidas por fémea de R. prolixus que realizou copula. O
grupo controle (n= 15) representa fémeas que receberam alimentacéo livre de parasitas
(T.rangeli). O %rupo infectado (n=15) representa fémeas que receberam alimentacédo
contendo 1x 10 parasitas/mL de sangue. As fémeas do grupo controle tiveram ecloséo
média 84,5, ninfas. Enquanto no grupo infectado eclodiu uma média 81,6 ninfas (n=15)
por fémea. O teste estatistico realizado foi Teste t ndo pareado com teste Mann-
Whitney test data e obteve-se p= 099.

4.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DO OVARIO DE
FEMEAS DE R. prolixus.

As células ovarianas das fémeas de Rhodnius prolixus infectadas com
Trypanosoma rangeli apresentaram nucleo com cromatina dispersa e desorganizada
(kariorrexis) sugerindo fragmentagdo nuclear (Figura 6B); as células foliculares
revelaram a presenca de grandes vacuolos contendo restos de organelas e o epitélio
folicular mostrou-se com areas de lise citoplasmatica, indicativo de um processo
autofagico (Figura 6B). Essas alteracdes sugerem degeneracdo dos foliculos ovarianos,
sugestivo de um processo chamado atresia. Em contraste, o grupo dos insetos controle

apresentou nucleo bem organizado, com cromatina condensada (Figuras 6A).
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Figura 6 . Micrografia eletrénica de transmissdo do ovario de fémeas de R. prolixus 90
dias apds primeira alimentacdo: A- Controle (n=2) (6000x); B- Infectado (n=2) com

T. rangeli (8000x);. Nucleo (n) e traquéolas (t).
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5. DISCUSSAO

Apesar de a literatura existente abordar o comportamento sexual de R. prolixus,
analisar alteracdes no comportamento de coOpula destes triatomineos infectados por
T. rangeli é uma tarefa dificil, uma vez que existem poucas referéncias bibliograficas
que abordem o assunto. O cenario em que o comportamento sexual de R. prolixus
ocorre na natureza provavelmente é poliandrico, onde uma fémea copula com vérios
machos (PONTES, 2010). Entretanto, experimentalmente, seria mais dificil avaliar o
impacto da infeccdo com T.rangeli neste cenario.

Alguns autores apontam que o comportamento de coOpula com sinais fisicos
visiveis € iniciado pelo macho com a fémea assumindo um papel mais passivo, onde
esta reage aos estimulos dados pelo macho durante o periodo pré-cépula (corte)
(MANRIQUE e LAZZARI, 1999; VITTA e LORENZO, 2009 & PIRES et al., 2004).
Registros da literatura relatam que em triatomineos, o tempo médio de intervalo pré-
coépula em Triatoma brasiliensis é de 7 minutos (BRASILEIRO, 1984 apud VITTA e
LORENZO, 2009), enquanto que em Pantrongylus megistus esse comportamento dura
em média 29,3 minutos (LIMA et al., 1986). Esta observacdo caracteriza um tempo
maior do que o apresentado em nossos resultados para R. prolixus, onde os casais do
grupo controle tiveram um tempo médio de 3,18 minutos nesta fase do comportamento
reprodutivo, em contraste com os insetos infectados que foi de 4,4 minutos. Estes
distintos padrdes podem estar relacionados a uma serie de fatores externos, 0s quais
podem modificar este comportamento, sendo um destes, alteragdes em glandulas
produtoras de feromonios. Neste contexto, PONTES (2010) observou que a fémea de R.
prolixus, utiliza feroménios para atrair o macho. Em rela¢do & infeccdo, HURD e
PARRY(1991) observaram a diminui¢do da producdo de feromodnios em fémeas de
Tenebrio molitor infectadas com Hymenolepis diminuta. Em nosso trabalho,
observamos que nos casais cuja fémea estava infectada, ocorreu rejeicdo ao ato de
copula. Este comportamento pode estar relacionado a alteraces de feromonios sexuais.
No entanto, essa observagao necessita ser mais aprofundada.

Em R. prolixus a média do tempo de cépula observada no grupo controle foi de
75 minutos, sendo a do grupo infectado 57,3 minutos. Nos dois grupos, foi tempo
suficiente para que ocorresse a fertilizacdo da fémea na maior parte dos casos, apesar de

ter ocorrido uma diminuicdo significativa no tempo de copula nos insetos infectados
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(p<0.05). Essa diminuicdo pode estar ligada ao fato do parasita causar danos
fisioldgicos ao vetor, inclusive a musculatura do inseto (WATINKS, 1971).

Em nossos experimentos, 0 comportamento de guarda pos-copula foi analisado em
casais solitarios. Durante os experimentos foi possivel observar que os machos de
R. prolixus reassumiam o comportamento quando algum objeto se aproximava da
fémea, por exemplo, quando estes iriam ser retirados da placa. Seria ideal avaliar este
comportamento em condicOes onde existisse mais de um macho por fémea uma vez que
VITTA e LORENZO (2009) demonstraram um aumento na frequéncia deste
comportamento, quando existe mais de um macho na arena ao final da copula. A
infeccdo ndo demonstrou alteracdo significativa no tempo em que o macho realiza o
comportamento de guarda apos cépula, sobre fémeas infectadas e ndo infectadas,
inclusive apresentaram média de tempo bem semelhantes, onde o grupo controle
apresentou média de 2,6 minutos e grupo infectado média de 2,5 minutos.

Quanto aos efeitos do parasita sobre a ovipostura e a geracdo de descendentes, 0s
experimentos nao foram capazes de demonstrar alteracdes significativas, entre a média
de ovos postos por fémeas controle (99,8 ovos/fémea) e fémeas infectadas
(91,4ovos/fémea). Entretanto, os resultados de FELLET et al., (2014), demonstraram
que ocorreu uma reducdo no numero de ovos postos por fémeas de R. prolixus
infectadas por T. rangeli, utilizando a cepa CHOACHI. Quanto ao nimero de ovos que
eclodiram liberando ninfas, também ndo houve alteracdo significativa entre insetos
controle (84,5, ninfas/fémea) e infectados (81,6 ninfas/fémea), embora FELLET et al.,
(2014) tenha encontrado diferenca significativa demonstrando queda no nimero de
ovos eclodidos. As discrepancias encontradas entre nosso trabalho e o de FELLET et
al., (2014) podem estar relacionadas a alguns fatores, como: a cepa utilizada, uma vez
que moléculas de superficie de parasitas de cepas diferentes podem ser distintas de
acordo com a origem do isolado primario e das condi¢bes de cultivo; e 0 méetodo
utilizado para infeccdo dos insetos, uma vez que em nossos experimentos, devido ao
estudo comportamental, buscamos reduzir os danos ao inseto e dessa forma, a Unica via
utilizada para infecgéo foi a oral, diferindo do FELLET et al., (2014) que utilizou além
da infecgéo oral a injegdo intracelomatica, a qual garante um maior numero de parasitas
na cavidade celomética e consequentemente um maior dano por acao do parasita.

Na infeccdo oral, ocorre um complexo processo de interagdo parasita-vetor. Uma
vez no trato digestorio do inseto, os parasitas interagem com barreiras bioquimicas

como proteases digestivas presentes no intestino que podem modular a infeccéo,
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selecionando os parasitas e, portanto favorecendo ou ndo a infec¢do. Durante a infeccéo
oral, T. rangeli interage com a microbiota intestinal, que é uma importante fonte
produtora vitaminas, provavelmente vitamina B (HARINGTON, 1960). Individuos
aposimbiontes podem apresentar uma série de distdrbios devido a falta destes nutrientes
(EICHLER e SCHAUB,1998; BEN-YAKIR, 1987). Estas alteracbes causam
mudancgas na expressdo de lisozimas e defensinas nos diferentes compartimentos do
intestino do inseto vetor, além de reducdo na populacdo de Serratia marcescens que
possui conhecida acdo tripanolitica (De MATTQOS, 2014) e desta forma também podem
modular o processo infectivo. Apesar da necessidade de driblar a agdo protetora da
microbiota, T. rangeli precisa interagir com a membrana perimicrovilar para aderir e
atravessar o epitélio intestinal a fim de invadir a hemocele do inseto. Dados da
literatura relatam que a rota de invasdo pode ser por entre as células do epitélio
intestinal ou por via intracelular causando danos a parede intestinal do inseto vetor (DE
OLIVEIRA e SOUZA, 2001; HECKER et al.,1990; GOMES et al., 2002). Uma vez na
hemocele, T.rangeli necessita vencer as barreiras imunologicas do inseto. Alguns
estudos apontam T. rangeli como imunossupressor de R. prolixus (GARCIA et al,
2004; GOMES et al, 1999). GARCIA et al., (2004) discute que a acdo imunosupressora
de T. rangeli pode estar relacionada a inducdo da producdo eicosanoides que possuem
papel regulador do sistema imune. Quando T. rangeli atravessa o epitélio intestinal e
invade a hemocele, o sistema imune de R. prolixus atua de forma humoral e celular.
Dessa forma, estes parasitas apds se libertarem do intestino como formas epimstigotas
curtas, ao chegarem a hemolinfa, se diferenciam em epimastigotas longas a fim de néo
serem destruidos pelo sistema imune e poderem interagir com os diversos 6rgdos do
inseto. As formas epimastigotas curtas que conseguem chegar a hemolinfa sdo
destruidas por acdo do sistema imune do inseto, portanto o numero de parasitas
presentes & drasticamente reduzido (WATKINS, 1971; GOMES et al., 1999). De
acordo com estas informacdes, nossos resultados ndo podem ser comparados com os de
FELLET et al., (2014), uma vez que a injecdo intraceloméatica aumenta de forma
dréstica a quantidade de parasitas que poderdo interagir com os diferentes tecidos do
inseto, potencializando a acdo patogénica de T. rangeli. Este tipo de infeccdo pode
ativar vias imunes ou gerar respostas imunes diferentes das que seriam obtidas por uma
infeccdo exclusivamente oral.

Segundo Medeiros et al., (2010), o desafio imune por fungos como

Aspergillus niger e outros microorganimos, podem promover um processo degenerativo
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em ceélulas de ovarios de R. prolixus, chamado de atresia. Em nosso trabalho também
foram observadas alteragdes nas células ovarianas das fémeas de Rhodnius prolixus
infectadas com Trypanosoma rangeli. Nossos resultados demonstraram desorganizacao
nuclear, presenca de vacuolos citoplasmaticos provavelmente autofagicos, indicando
um processo degenerativo, sugestivo de atresia. HOPWOOD, AHMED et al., (2001),
demonstaram que a infeccdo com o Plasmodium em feméas de Anopheles stephensi
causa uma reabsorcao das células foliculares nos ovariolos e consequentemente uma
reducdo do investimento na producéo de ovos, ligada a alguma molécula sinalizadora e
moduladora, liberada pelo parasita ou hospedeiro, visto que o parasita ainda se encontra
no mesentéro no inicio da reabsorcdo. Eicosanoides parecem estar relacionados a
regulacdo da absorcdo por endocitose de proteinas como Rhodnius heme-binding
protein (RHBP), vitelogenina e outras proteinas que compdem o vitelo em células
ovarianas (MEDEIROS et al., 2002). Dessa forma, embora ndo tenhamos encontrado o
parasita nos ovarios das fémeas infectadas, o parasita pode estar modulando o ovario de
forma extra ovariana, afetando os eicosanoides, por exemplo, e levando a degeneracédo
nuclear das células ovarianas e consequentemente, a reducdo do ndmero de ovos
observada nos insetos infectados por via oral.

Segundo LEWIS et al., (2002) os parasitas podem alterar o comportamento do
hospedeiro como forma de aumentar suas chances de sucesso para completar o seu
ciclo de vida ou a alteracdo comportamental pode ser apenas uma tentativa do
hospedeiro de eliminar o parasita. Essas alteragdes podem interferir no sucesso
reprodutivo do inseto vetor. De acordo com 0s nossos resultados e os dados da
literatura aqui discutidos, podemos dizer que T. rangeli se encaixa no modelo de
parasitismo que preconiza que a redugéo do sucesso reprodutivo pode ser apenas uma
resposta aos danos causados pelo parasita ao sistema do hospedeiro, uma vez que o
objetivo final do seu ciclo de vida é chegar as glandulas salivares do inseto vetor
adquirindo a possibilidade de transmissdo e dessa forma, a perpetuacdo da espécie.

Vaérios estudos poderdo ser realizados a partir de nossas observagdes. Pretendemos,
como perspectivas futuras, investigar a concentracdo de vitelogenina e vitelina nos
ovarios dos insetos infectados e aprofundar os estudos do processo atresia encontrado

nas células ovarianas de R. prolixus infectados com T. rangeli.
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6. CONCLUSOES

>

O tempo médio do comportamento de copula das fémeas de Rhodnius prolixus
infectadas com Trypanosoma rangeli foi reduzido de forma significativa.

O intervalo pré-copula e o comportamento de guarda ndo tiveram seu tempo
significativamente alterado pela infeccao.

A capacidade reprodutiva foi alterada: a média de ovos de fémeas infectadas foi
bem menor comparada as fémeas do grupo controle.

A fertilidade dos ovos ndo foi alterada, uma vez que o nimero médio de ninfas
ndo foi alterado de forma significativa.

Células dos ovarios de fémeas de R. prolixus infectadas com T. rangeli
demonstraram desorganizacdo nuclear, indicando um processo degenerativo,

sugestivo de atresia.
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