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RESUMO

Os triatomineos possuem importancia médica por serem transmissores do Trypanossoma
cruzi, o agente etioldgico da doenca de Chagas. Trata-se de ectoparasitos temporarios, cujo
contato com seus hospedeiros é restrito ao momento do repasto sanguineo, fonte Unica de
nutrientes para eles. Além disso, é durante a alimentacdo sanguinea que os tripanossomatideos
circulam entre eles e os hospedeiros vertebrados. Nos triatomineos a hematofagia é do tipo
solenofagica, sendo que a maior parte do tempo durante a alimentacdo é dedicada a suc¢do do
sangue pelo inseto, processo esse realizado pelas bombas faringea (BF) e cibarial (BC). No
presente estudo desenvolvemos uma metodologia de processamento de imagens obtidas nos
experimentos de microscopia intravital da regido da bomba cibarial (BC) na cabeca de R.
prolixus e registradas em video durante a alimentacdo in vitro (dietas com viscosidades
distintas) e in vivo (pele de camundongo). Inicialmente, ninfas de 5° estddio foram
alimentadas com duas dietas artificiais com diferentes viscosidades (Locke: 0,78 mPa e
Dextran: 6,9 mPa, determinada a 60 rpm) contendo ATP (fagoestimulante) e Azul de Evans
(para facilitar a visualizagdo). A partir da curva da variacao de cor nas regides da BC e da BF
na cabega foi possivel monitorar a atividade de bombeamento de liquidos durante a
alimentacdo dos insetos. A alteracdo da viscosidade da dieta artificial (de 0,78 a 6,9 mPa)
impactou negativamente na taxa de ingestdo dos insetos, diminuindo a frequéncia da bomba
cibarial e o tamanho do repasto sanguineo deles. Foi elaborada uma planilha de célculo para
identificar os picos e os vales da curva da variacdo da cor apresentada pela BC em atividade,
permitindo o calculo do tempo de enchimento (T. Enc) e de esvaziamento (T. Esv) de cada
ciclo de atividade da BC dos insetos. A partir destes tempos, foi possivel introduzir em nossas
analises outros parametros relacionados a atividade da BC (ex. periodo, velocidades de
enchimento e esvaziamento). A compara¢do do desempenho de bombeamento dos insetos
alimentados in vitro (Locke ou Dextran), nos trés trechos avaliados (inicio, meio e fim),
revelou diferenca entre os parametros (frequéncia, T.Ench e T. Esv) no meio do repasto. O
aumento da performance ao longo da alimentacdo apresentada pelos insetos alimentados com
Locke e in vivo ocorreu de forma distinta, sendo em Locke mais duradouro e simétrico
considerando o tempo alimentacao, enquanto in vivo foi assimétrico com uma nitida tendéncia
de diminuicdo dos valores a partir da segunda metade da alimentacdo. Tal diferenca pode
estar associada a resposta fisioldgica do hospedeiro no sitio de alimentacdo. O padrdo do
deslocamento do liquido nas diferentes regides de Rhodnius prolixus da BC sugere que a



ingestdo de sangue neste inseto seja auxiliada por movimento peristaltico da parede elastica
da bomba.

Palavras-chave: triatominae; rhodnius prolixus; hematofagia; bomba cibarial; microscopia

intravital.



ABSTRACT

Triatomines are of medical importance as they are vectors of Trypanosoma cruzi, the
etiological agent of Chagas disease. They are temporary ectoparasites whose contact with
their hosts is restricted to the time of blood meal, their only source of nutrients. Furthermore,
it is during blood feeding that the parasites circulate between them and vertebrate hosts. In
triatomines, hematophagy is of the solenophagic type. During feeding, most of the time is
dedicated to the suction of blood by the insect, a process carried out by the pharyngeal (FP)
and cibarial (CP) pumps. In the present study, we developed a methodology for processing
images obtained in intravital microscopy experiments of the CP in the head of R. prolixus. We
recorded on video during the feeding in vitro (diets with different viscosities) and in vivo (skin
of mouse). Initially, 5th instar nymphs received two artificial diets with different viscosities
(Locke: 0.78 mPa and Dextran: 6.9 mPa, determined at 60 rpm) containing ATP
(phagostimulant) and Evans Blue (to facilitate visualization). From the curve of color
variation in the regions of CP and the FP in the head, it was possible to monitor the activity of
pumping liquids during insect feeding. Changing the viscosity of the artificial diet (from 0.78
to 6.9 mPa) had a negative role on insect ingestion rate, decreasing the frequency of the CP
and the size of their blood meal. A calculation sheet was created to identify the peaks and
valleys of the color variation curve presented by BC activity, allowing the calculation of the
filling time (T. Enc) and emptying (T. Esv) of each activity cycle of CP of insects. From these
times, it was possible to introduce in our analysis other parameters related to CP activity (e.g.,
period, filling and emptying speeds, etc.). When comparing the pumping performance of
insects fed in vitro (Locke or dextran) in the three stretches evaluated (beginning, middle, and
end), differences were only observed between the parameters (frequency (f), T.Ench, and T.
Esv ) middle of feeding. The performance increase during feeding presented by insects fed
with Locke and in vivo presented a distinct profile. While, in the former group, it was more
lasting and symmetric considering the feeding time, the bugs that feed in the host, the profile
was asymmetric with a clear tendency to decrease the pumping performance from the second
half of the feed. The explanation for this difference would be associated with the
physiological response of the host at the feeding site. The pattern of fluid displacement in the
different regions of the CP chamber suggests that blood ingestion in R. prolixus is aided by

the peristaltic movement of the pump's elastic wall.

Keywords: triatomina; rhodnius prolixus; hematophagy; cibarial pump; intravital microscopy.
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foram utilizadas formulas baseadas em trés tamanhos de sequéncia de numeros: Dois

21

22

27

27

34

35

35

36



nameros (n1, n2 <n3> n4, n5), quatro (n1, n2, n3, n4<n5>n6, n7, n8, n9) ou seis nUmeros
(n1, n2, n3, n4, n5, n6,<n7>n8, n9, n10, n11, n12, n13).
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aparecimento de cada pico e de cada vale possibilitou o célculo dos seguintes parametros
da atividade da bomba cibarial: a) o periodo(ms) de cada ciclo: duracdo de tempo (ms)
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de enchimento; h) Velocidade de esvaziamento (Vel. Esvaz - 1A corl/ms): diferenca de

cor entre um o pico e o vale posterior/ tempo de esvaziamento.
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Figura 12. Valores brutos dos parametros da atividade da bomba cibarial de ninfas de 5°
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n=3): ou Dextran (C e D, n=3) obtidos no inicio (I — 0-100%), no meio (M — 100-200%) e
no fim (F — 200-300%). Cada trecho representa a analise de 10 segundos de imagens
provenientes de experimentos de microscopia intravital da cabeca dos insetos captadas a
210 gps.
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parametro foi calculada e determinada a sua variagao (%) em relagdo ao valor da média
de todo o tempo da alimentacdo (considerada 100%). (A) Frequéncia; (B) Periodo; (C)
Velocidade de Enchimento; (D) Velocidade de Esvaziamento; (E) Tempo de
Enchimento; (F) Tempo de Esvaziamento; (G) Variagédo de cor durante o Enchimento e o
Esvaziamento. Cada ponto representa média de cinco experimentos + o erro padrdo. As
linhas tracejadas representam a meédia geral dos cinco experimentos no tempo total da
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a regido da bomba cibarial. (A) Ciclo de enchimento/esvaziamento normal da bomba
cibarial; (B) Ciclo de enchimento-esvaziamento apresentando “refluxo”. O experimento
de alimentacédo foi gravado com a velocidade de 29 gps. Para facilitar a visualizacdo da
passagem do sangue pelo canal alimentar do inseto, primeiramente a imagem original em
RGB foi convertida em “8bit green” (“split channels). Em seguida, foi obtida uma
imagem representando a “Max intensity” (“Z project”’) de cada uma das duas sequéncias
de imagens analisadas, e calculada a diferenga entre a imagem “Max intensity” e a
respectiva sequéncia de imagens (“Image calculator”). Finalmente, as imagens foram

transformadas em “LUT fire”. A barra de cores representa a intensidade da escala de
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cinza “LUT fire”. O circulo amarelo com linha pontilhada mostra a regido visivel da
bomba faringea na cabeca do inseto.

Figura 17. Curvas da variacdo de cor da bomba cibarial em atividade em 12 regides da
cabeca do triatomineo. (A) Foto da cabeca de uma ninfa de Rhodnius prolixus mostrando
as 12 regides selecionadas (a area de cada regido equivale 5777 pixels); (B) Curvas das
12 regides selecionadas. O experimento de alimentagéo foi gravado com a velocidade de
29 qps. Para facilitar a visualizacdo da passagem do sangue pelo canal alimentar do
inseto, primeiramente a imagem original em RGB foi convertida em “8bit green” (“split
channels”). Em seguida, foi obtida uma imagem representando a “Max intensity” (“Z
project”) da sequéncia de imagens analisadas, ¢ calculada a diferenca entre a imagem
“Max intensity” da sequéncia de imagens (“Image calculator”).
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cabeca do triatomineo. (A) Curvas das regifes 4 e 9; (B) Curvas da bomba cibarial, da
bomba faringea e das regifes 4 e 9 durante um ciclo de enchimento-esvaziamento
normal; (C) Curvas da BC, BF e das regides

4 e 9 durante um ciclo de enchimento-esvaziamento apresentando ‘“refluxo”. O
experimento de alimentacdo foi gravado com a velocidade de 29 gps. Para facilitar a
visualizagdo da passagem do sangue pelo canal alimentar do inseto, primeiramente a
imagem original em RGB foi convertida em “8bit green” (“split channels). Em seguida,
foi obtida uma imagem representando a “Max intensity” (“Z project”) da sequéncia de
imagens analisadas, e calculada a diferenca entre a imagem “Max intensity” da sequéncia
de imagens (“Image calculator”). O retangulo amarelo com linha pontilhada mostra o
registro das curvas no momento do refluxo, onde se observa que houve a contracdo
guando 0 sangue ocupa apenas a regido 4 da bomba cibarial.

Figura 19. Esquema do corte longitudinal da regido posterior da bomba cibarial
(“faringe” - PH) e o inicio do eséfago (OE) mostrando o processo de ingestdo do sangue.
(A) Momento em que as ultimas fibrilas do 2°. grupo de musculos dilatadores da BC
(MU2) se contrairam e uma gota de sangue foi sugada para tras. A valvula (VP) esta
fechada, uma vez que 3° grupo de musculos dilatadores da bomba cibarial (MU3) esta
relaxado. (B) Momento em que as Ultimas fibrilas do MU?2 estéo se relaxando, e a parede
(“teto”) elastica retorna a sua posi¢do original da BC empurrou (pelo “fechamento” da
cavidade da bomba nesta regido) a gota sanguinea pela valvula (VP) aberta pela

contracdo de MU3 para dentro do es6fago (“BF”), cujo primeiro grupo dos musculos
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anelares (MUR) é relaxado enquanto o musculo dilatador do es6fago se contraiu (MU17).
Pela contracdo dos musculos anelares (MUR) anteriores e do musculo dilatadores do
esofago (MU17), e a dilatacdo dos mausculos anelares posteriores localizados
posteriormente (como aparece em A), continua 0 movimento do alimento em direcdo ao
intestino médio anterior”. Extraido de Barth (1952). Legenda: (GB) Génglio

subesofagico; (GP) Ganglio supraesofagico; (KW) Parede cranica (“cranea”).
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orelha de camundongo hairless.
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1. INTRODUCAO

1.1. Triatomineos: aspectos gerais

Os triatomineos possuem importancia medica por serem transmissores do Trypanossoma
cruzi, o agente etiologico da doenca de Chagas (DC) (Chagas, 1909). Atualmente a DC ¢
endémica em 21 paises da América Latina sendo sua distribui¢do coincidente as areas nas
quais existem os triatomineos. Trata-se de uma doenca considerada negligenciada pela
Organizacdo Mundial de Sadde, com 10 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo e
cerca de 65 milhdes expostas ao risco de contaminacdo (OPAS, 2019). Adicionalmente,
estima-se, por ano, a ocorréncia de 28 mil novas infec¢Bes por transmissdo vetorial em tais
regides. E importante mencionar que nas Gltimas décadas, houve a dispersdo da DC para areas
ndo endémicas nas quais estimam-se 400 mil pessoas infectadas pelo de T. cruzi (OMS,
2020).

Os triatomineos sdo insetos pertencentes a Ordem Hemiptera, familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae, sendo conhecidos popularmente no Brasil como barbeiros. Até o
momento estdo descritas aproximadamente 150 espécies de triatomineos, agrupadas em 18
géneros, as quais apresentam as mais variadas caracteristicas comportamentais e ecolégicas,
sendo Rhodnius, Panstrongylus e Triatoma os géneros de maior importancia epidemioldgica.
A excecdo do género Linshcosteus e algumas espécies do género Triatoma, os demais
triatomineos sdo exclusivos das Ameéricas (Dujardin et al., 2015). Referindo-se ao Brasil,
aproximadamente 66 espécies de triatomineos estdo presentes no territorio nacional, sendo
cinco espécies classificadas como aquelas que tém, ou tiveram, participacdo mais relevante na
transmissdo domiciliar do T. cruzi, a saber: Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis,
Triatoma pseudomaculata, Triatoma sordida e Panstrongylus megistus (Costa et al., 2021).

Os barbeiros apresentam o corpo achatado dorso-ventralmente, com comprimento
variando entre 2 a 3 cm. A cabeca é alongada, com formato fusiforme. A proboscide é reta,
trisegmentada e curta (ndo ultrapassando a insercdo do primeiro par de patas) com a
extremidade distal repousando no sulco estrudulatorio - situado a porcdo ventral do torax.
Possuem um par de olhos compostos, um par de ocelos e um par de antenas tetrasegmentadas.
Observa-se um pescoco nitido unindo a cabeca ao torax. Por sua vez, de cada segmento do
torax (protérax, mesotorax e metatorax), ventralmente, tem-se a inser¢do de um par de patas.

Além disso, observa-se 0 sulco estrudulatério (a excecdo das espécies pertencentes aos
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géneros Linshcosteus e Cavernicola). Ainda no térax, dorsalmente, tem-se 0 pronoto (em
formato de trapézio) seguido pelo escutelo (formato triangular), e dois pares de asas saindo do
Gltimo segmento toracico (par anterior do tipo hemiélitro e o par posterior, membranoso). Ja o
abdémen é alongado e ovoide, sendo formado por escleritos dorsais (tergitos) e ventrais
(esternitos), bem como, a genitélia do inseto. A parte lateral do abdémen € o conexivo (Fig. 1)
(Forattini, Antenas 1982).

Olho composto

Occelo
Cabega
Pronoto

Escutelo

Abdome

W

Hemiélitro

Conexivo

l
0

I

Figura 1. Morfologia de adulto de Rhodnius prolixus — vista dorsal (Fonte: Rafaela Paim - ICB/UFMG com

modificacdes).

Trata-se de insetos que apresentam o ciclo de vida do tipo paurometabulo, com cinco
estadios ninfais, interpostos entre os estagios de ovo e adultos alados (machos ou fémeas),
com tempo médio de vida de 2 anos (Fig. 2). O periodo de desenvolvimento varia entre as
especies, estando diretamente relacionado a temperatura, umidade e a disponibilidade de
alimentacdo sanguinea. Em condicGes favoraveis, a reproducdo ocorre durante todo o ano. A
fémea inicia a postura aproximadamente entre 2 a dias apdés a copula, ocorrendo
repetidamente durante a vida (3-18 meses). Os ovos podem ser colocados soltos ou aderidos
ao substrato, a depender da espécie, podendo uma Unica fémea colocar de 100 a 600
ovos/vida. Os ovos sdo operculados com tamanho varidvel a depender da espécie de
triatomineo. Logo ap6s a postura, eles apresentam coloracdo branco-leitosa, mudando de
tonalidade com o passar do tempo, apresentando-se em cores rosadas cada vez mais escuras
quando proximo da eclosdo. O periodo de incubagdo dos ovos é de aproximadamente 20 dias.
Dos ovos emergem as formas imaturas, conhecidas por ninfas, que evoluem por cinco
estadios até atingirem a fase de adulto. Assim que eclodem, as ninfas apresentam tegumento
fragil, com coloracdo rosada, que com o passar do tempo, se endurece alterando a cor para
marrom ou preto, a depender da espécie. Esse fendmeno também é observado logo apos as
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ecdises. As ninfas se diferenciam dos adultos pelo seu menor tamanho; pela auséncia de
ocelos, de asas (exceto Mepraia spinolai), da fosseta esponjosa (exceto 0s géneros
Microtriatoma e Parabelmuns), de tarsos dimeros e por apresentarem genitalia externa ndo
desenvolvida. A partir do 5° estadio, os ultimos segmentos da ninfa se modificam para formar
as genitalias, j& sendo possivel distinguir os sexos: ventralmente, os machos apresentem o
ultimo segmento arredondado enquanto na fémea ele é menor e alongado. Finalmente as
ninfas se transformam em adultos. Os adultos apresentam 2 pares de asas e marcado
dimorfismo sexual sendo que as fémeas apresentam o conexivo interrompido pelo ovipositor,
enquanto nos machos ele é continuo. E importante destacar que as fémeas geralmente s&o
maiores que os machos. Os adultos copulam vérias vezes durante a vida. Durante a copula, o
macho fertiliza a fémea depositando nela os espermatdforos contendo os espermatozoides.
Uma vez fecundada a fémea permanece fértil por toda a vida. E importante ressaltar que entre
as fases de desenvolvimento, os triatomineos precisam se alimentar de sangue para que ocorra
a ecdise. A distensdo abdominal e os nutrientes provenientes do sangue ativam as células
neurossecretoras que se desdobrardo na producdo dos hormdnios que estimulam a ecdise
(ecdisona) e o crescimento do inseto (hormonio juvenil). Nos estagios mais jovens (ninfas de
primeiro a terceiro estadios) um Unico repasto sanguineo garante a muda, contudo, a partir do

quarto estadio ninfal é necessario mais de um repasto (Lent & Wygodzinsky, 1979).
Figura 2. Desenvolvimento paurometabulo de Rhodnius prolixus, com cinco estadios ninfais, interpostos entre

0s estagios de ovo e adultos alados (macho ou fémea) (Fonte: Rafaela Paim -ICB/UFMG com modificagdes).

Como mencionado anteriormente, os triatomineos exercem hematofagia obrigatoria, do

Ovos N1 N2 N3 N4 N5 Adulto fémea Adulto macho

/7

5

[

tipo solenofagica, em todas as fases do desenvolvimento pds embrionario (Lavoipierre et al.,
1959), demonstrando preferéncia por animais homeotérmicos, embora o relato da associacéo
com répteis e outros animais pecilotérmicos tenha sido descrita (Dias 2011). Algumas
especies sdo consideradas especialistas, alimentando- se preferencialmente de uma Unica fonte
(exemplares do género Psammolestes associados a ninhos de Furnariidae e do género

Cavernicola com morcegos) enquanto a maioria é generalista sem preferéncia alimentar,
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sendo adotada como fonte alimentar os animais homeotérmicos e, eventualmente, alguns
répteis (Lavoipierre et al., 1959; Forattini, 1984; Galvéo, 2003; Galvéo, 2014). E interessante
destacar que apesar do habito alimentar hematofago, ja foram relatadas nos triatomineos a
ocorréncia do canibalismo, coprofagismo (Schaub et al., 1988), cleptohematofagia e
hemolinfagia (Alves et al., 2011).

Trata-se de insetos bastante resistentes as variacdes de temperatura, o que lhes permite
colonizar uma ampla gama de ecotopos (Marcondes, 2001), desde a estabilidade do ambiente
domiciliar (intra ou peridomicilio) a maiores variacGes no ambiente silvestre (ex. rochas,
palmeiras, tocas de animais) (Schofield & Galvédo, 2009). Apresentam uma maior atividade
noturna, quando saem dos abrigos em busca do repasto sanguineo e, no inicio da manha
voltam aos seus esconderijos (Lorenzo & Lazzari,1998).

Todos os triatomineos, desde que infectados pelo T. cruzi, podem transmiti-lo,
contudo, a capacidade vetorial de cada espécie depende: i) da preferéncia alimentar, ii) da
dindmica de dejecdo de fezes, ou seja, intervalo de tempo entre alimentacéo e a dejecéo, iii)
do grau de antropofilia (Zeledon, 1977). Dentro deste contexto, o Rhodnius prolixus se
destaca em relacdo a maioria das espécies estudadas.

R. prolixus é o principal triatomineo vetor do T. cruzi no norte da América do Sul
(Colombia e Venezuela) e em alguns paises da Ameérica central (Honduras, Guatemala e El
Salvador). Trata-se de uma espécie associada principalmente ao peridomicilio, sendo
encontrado em galinheiros, pombais e junto a roedores e aves em palmeiras (Lent &
Wygodzinsky,1979; Schofield, 1994).

O ciclo de desenvolvimento de R. prolixus, em condi¢cdes de laboratério (28°C e 52-
94% UR) é de aproximadamente 121 dias (Ponsoni et al., 2006). Os ovos apresentam
substancia adesiva, sendo colocados pelas fémeas, aderidos ao local de postura. A
diferenciacdo entre os estadios ninfais pode ser realizada a partir do tamanho da cabeca dos
insetos, mantendo-se semelhante do 1° ao 4° estadio, e maior e semelhante entre a ninfa de 5°
estadio (NV) e os adultos. A NV apresenta o broto alar. Os adultos, por sua vez, medem
aproximadamente 3 cm, apresentam genitalia desenvolvida e coloracdo castanha e preta que
pode ser facilmente confundida com outras espécies do género (Fig. 2) (Buxton, 1930; Lent &
Valderrama, 1977; Silva, 1988; Luz et al., 1999; Ponsoni et.al., 2006).

Desde a década de 1940 R. prolixus, tem sido um importante modelo experimental
para estudos de biologia, fisiologia e genébmica, considerando o bom desempenho alimentar
da espécie, 0 que impacta em seu ciclo de vida em laboratério, tornando-o relativamente curto

quando comparado a outras espécies de triatomineos, facilitando, assim, a sua manutencdo em
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condicBes de insetario. Adicionalmente, é relevante mencionarmos a existéncia de um
significativo montante de informacdes disponiveis na literatura sobre a espécie, destacando-se
0 seu genoma (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), conhecimento esse que inegavelmente abriu
novas perspectivas para a compreensdo da biologia deste vetor (Wigglesworth, 1940;
Mesquita et al., 2015; Lazzari, 2017).

1.2. Hematofagia com énfase em triatomineos

Mais de metade da populacdo mundial habita em regides de risco de infeccdo de doengas
cujo agente etiolégico é transmitido por artrépodes hematdfagos (“vector-borne diseases™)
(WHO, 2020). De maneira geral, ¢ durante a hematofagia que o agente etiolégico circula
entre o hospedeiro vertebrado e o seu vetor. Além disso, 0 sangue obtido pode representar a
Unica fonte de nutrientes para alguns insetos (ex. triatomineos, piolhos, percevejos) ou servir
de estimulo para a producédo de ovdcitos (ex. flebotomineos e mosquitos). Portanto, diferencas
no desempenho alimentar interferem diretamente na competéncia vetorial e/ou na dinamica
populacional de insetos vetores.

A hematofagia é uma estratégia de alimentacdo pouco difundida entre os artropodes. Entre
0s insetos estima-se que haja cerca de 14.500 espécies hematofagas distribuidas entre as
ordens Diptera, Hemiptera, Siphonaptera, Lepidoptera e Phthiraptera (Ribeiro & Arca, 2009).
Acredita-se que a alimenta¢do sanguinea surgiu em pelo menos 20 ocasifes distintas no curso
da evolucdo dos artropodes (Wheeler et al., 2001). Isso deu origem a uma série de adaptacdes
fisiologicas independentes, mas funcionalmente convergentes, a fim de resolver problemas
comuns relacionado ao héabito hematdfago, tais como um aparelho de alimentagédo
morfologicamente especializado (Black e Kondratieff, 2005) e uma variedade de
biomoléculas salivares (Ribeiro e Francischetti, 2003; Valenzuela, 2004) que ajudam a
viabilizar a tomada de sangue a partir da pele dos hospedeiros vertebrados.

Embora existam diferencas marcantes (morfoldgicas, comportamentais, tipos de
hospedeiro) que interferem no processo de obtencdo do repasto sanguineo entre 0s grupos de
artropodes hematdfagos, todos enfrentam trés desafios fundamentais: a penetracdo das pecas
bucais através da epiderme do hospedeiro, a localizacdo do sangue na derme e o0
bombeamento dele para o interior do seu tubo digestivo.

Apdbs vencer a barreira da epiderme, os artropodes hematdéfagos precisam colocar a
abertura do canal alimentar (“boca funcional”) em contato com o sangue. Para acessar o

sangue na pele do hospedeiro, existem dois mecanismos basicos: a solenofagia (ou “vessel-
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feeding”) ¢ a telmofagia (ou “pool-feeding”) (Lavoipierre, 1965). Na solenofagia, a abertura
do canal alimentar € introduzida diretamente na luz dos vasos sanguineos, sendo esse tipo de
hematofagia realizada por barbeiros, piolhos, pulgas e mosquitos. Nesses grupos de insetos, as
mandibulas e/ou maxilas foram modificadas para formar estiletes longos, finos e perfurantes
que sdo interconectados para formar um tubo longo por onde o sangue é sugado.
Diferentemente, na telmofagia os artrépodes posicionam a abertura do canal alimentar dentro
de uma pequena poga de sangue formada pelo rompimento dos vasos pela acdo das pecas
bucais adaptadas para rasgar, dilacerar ou cortar a pele do hospedeiro. Essas pecas bucais séo
encontradas em flebotomineos, tabanideos, simulideos e moscas picadoras (Lehane, 2005).

Depois de localizar o sangue, 0s insetos precisam bombea-lo dos vasos sanguineos do
hospedeiro para seu intestino, onde o repasto € inicialmente armazenado. Até o momento,
poucos modelos foram propostos para descrever a mecanica da alimentacdo de sangue,
principalmente levando em consideragdo as caracteristicas fisicas das pec¢as bucais (didametro /
comprimento da parte inicial do canal alimentar) e a diferenca de pressdo gerada pelas
bombas de alimentacdo do inseto (Kornev et al., 2017).

Na ordem Hemiptera, a presenca de pecas bucais perfurantes e de bombas de alimentagéo
possibilita a ingestdo de diferentes dietas liquidas. Embora a maioria das espécies da
subordem Heteroptera seja fitofaga ou predadora, o habito hematofagico obrigatério esta
presente em trés familias (Cimicidade, Polyctenidae e Reduviidae). A familia Reduviidae
apresenta 0 maior nimero de espécies hematofagas (~150) estando todas agrupadas na
subfamilia Triatominae (Cobben, 1978; Costa et al., 2021).

Por se tratar de insetos hematdfagos em todos os estagios de vida pds-embrionéario, para 0s
triatomineos, o sangue constitui a unica fonte de alimentacdo, indispensavel ao
desenvolvimento dos mesmos. Por serem insetos de tamanho relativamente grande,
necessitam de quantidades consideraveis de sangue em todos os seus estadios de
desenvolvimento (Schofield, 1994). A titulo de exemplificacdo, enquanto uma fémea adulta
de T. infestans ingere ~350 pl de sangue em um Unico repasto (Guarneri et al., 2000), o
volume de sangue ingerido por uma fémea de Anopheles e de Glossina é de aproximadamente
2 ul e 30 pl, respectivamente (Lehane, 1991).

Embora os triatomineos sejam ecléticos em relacdo as espécies de vertebrados que
utilizam como hospedeiro, geralmente eles se alimentam em aves e em mamiferos. A procura
da fonte alimentar pelos triatomineos geralmente acontece nas primeiras horas da fase escura
sendo tal modulacdo diaria controlada por um mecanismo de reldgio endégeno (Barrozo et

al., 2004a). O encontro da fonte alimentar pelos triatomineos ocorre através de pistas térmicas
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(calor e umidade) e/ou quimicas (cairomdnios: didxido de carbono, o acido latico e varios
acidos graxos de cadeia curta) (NUfez, 1982; Lazzari & Nufez, 1989; Taneja & Guerin,
1995; Taneja & Guerin, 1997; Schmit, 2000; Barrozo & Lazzari, 2004%; Barrozo & Lazzari
2004b; Barrozo & Lazzari, 2006). Dessas, a principal pista usada pelos triatomineos é o calor
radiante emitido pelos animais de sangue quente, estando as antenas envolvidas na aquisicéo
de informacdo térmica sobre a fonte alimentar a partir da deteccdo da radiacdo infravermelha
emitida pelo hospedeiro (Lazzari & Nufiez, 1989) A pista térmica por si sO € capaz de induzir
0s insetos a expressar o reflexo de extensdo de probdscide e, consequentemente, a picar
objetos quentes (Lazzari & Nufiez, 1989; Flores & Lazzari, 1996; Wigglesworth & Gillett,
1934). Em sua auséncia, outras pistas podem induzir orientacdo (Nufiez, 1987; Taneja &
Guerin, 1995; Guerenstein & Guerin, 2001), mas ndo a resposta de picada e a alimentacéo
(Lazzari, 1990). Wigglesworth & Gillet (1934) descreveram que R. prolixus é atraido por
fontes térmicas com temperatura entre 35 °C a 38 °C. Destaca-se que a percep¢do da
irradiacdo infravermelha também é usada pelos triatomineos para detectar 0s vasos
sanguineos na pele dos hospedeiros (Ferreira et al., 2007).

Por fazerem solenofagia, ap6s o encontro do hospedeiro, os triatomineos utilizam o seu
aparato bucal picador-sugador para retirar o sangue diretamente dos vasos sanguineos
(vénulas ou arteriolas). Nesses insetos, a proboscide € composta por um labio trisegmentada
que engloba um par de mandibulas e um par de maxilas, ambas longas e em forma de agulha.
As pontas das mandibulas tém uma fileira de dentes nas bordas, enquanto as maxilas sdo mais
finas e possuem estruturas mais suaves (sem dentes ou cerdas). Cada estilete das maxilas se
articula para formar dois canais independentes: um alimentar central e um alimentar estreito.
Tais pecas bucais permitem um corte limpo da epiderme pelas mandibulas do inseto e, por
consequéncia, uma menor destruigcdo celular durante os movimentos da maxila na derme dos
hospedeiros vertebrados (Lavoipierre et al., 1959).

Durante a hematofagia, as mandibulas do triatomineo ancoram o fasciculo na superficie da
pele, enquanto as maxilas, que sdo controladas por grandes musculos associados a sua base,
penetram na derme, mediante fortes movimentos, atuando como um par de laminas de corte
(Fig. 3A). Apo6s a penetracdo na derme, as maxilas permanecem juntas, realizando
movimentos oscilatorios, do tipo chicote, a procura do vaso sanguineo (fase de sondagem -
FS) (Fig. 3B). Segundo Friend & Smith (1971), durante a fase de sondagem, R. prolixus retira
periodicamente amostras do liquido que rodeia a ponta das maxilas, analisando-o com 0s
quimiorreceptores epifaringeos. Detectando o vaso sanguineo, as maxilas atuam como uma

agulha, canulando-o. Nesse momento, a maxila esquerda coloca-se numa posicédo retraida em
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relacdo a direita, formando a “boca funcional”, dando inicio a suc¢do do sangue (fase de

ingurgitamento-FI1) (Fig. 3C) (Lavoipierre et al., 1959).
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Figura 3. Desenho esquematico ilustrando o processo de penetracdo das pegas bucais do triatomineo na derme
do hospedeiro. A. O labio est& ancorado pelos estiletes mandibulares, enquanto os estiletes maxilares penetram
na derme. B. Os estiletes maxilares realizam movimentos a procura de um vaso sanguineo (fase de sondagem).
C. Os estiletes maxilares canulam o vaso e inicia a alimentacdo (fase de ingurgitamento) (Fonte: Lavopierre,
1959).

A succ¢do do sangue nos triatomineos é realizada com auxilio das bombas faringea (BF) e
Cibarial (BC) (Fig. 4). Dependendo do didametro do vaso sanguineo canulado, € possivel
observar a vibracdo de suas paredes durante a ingestdo de sangue (Lavoipierre et al. 1959;
Soares et al. 2014). E importante destacar a possibilidade de que em algum momento o
triatomineo interrompa a ingestdo do sangue sem retirar, contudo, as pegas bucais da pele do
hospedeiro, permanecendo com as bombas usadas para sugar o sangue inativas. A excecéo da
interrupcao, todos 0s outros eventos supracitados aparecem pelo menos uma vez durante o

repasto sanguineo.
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Figura 4. Tomografia computadorizada da cabega de ninfa de 5° estddio de Rhodnius prolixus. A.Visdo lateral
da cabeca, setas brancas canto superior esquerdo indicam musculos dilatadores associados a bomba cibarial, seta

branca centro inferior canal alimentar, em vermelho demarcacdo da bomba cibarial e em verde demarcacgéo da
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bomba faringea. B. Visdo frontal da bomba cibarial seta em vermelho e musculatura associada seta branca
(Fonte: Lahondere et al.,2017).

De maneira geral, ao introduzirem suas pegas bucais na pele do hospedeiro em busca
de sangue, os triatomineos, tal como outros artrépodes hematdfagos, induzem no hospedeiro
varias reacdes reparadoras ou de defesa (Ribeiro & Franschetti, 2003). Entre elas estdo a
agregacdo plaquetaria, a contracdo do vaso lesado, a coagulacdo sanguinea (os trés
mecanismos da hemostasia), o aumento da permeabilidade vascular e a quimiotaxia
leucocitaria (Ribeiro & Franschetti, 2003). Além disto, as reacBGes inflamatorias e de
hemostasia podem ser exacerbadas com o desenvolvimento de uma resposta imune contra 0s
antigenos presentes na saliva destes artropodes. Portanto, durante a hematofagia, podem ser
promovidas algumas ou todas estas reacdes, dificultando a ingestdo de sangue pelo inseto ou
até mesmo, desencadeando o comportamento defensivo do hospedeiro (Ribeiro, 1987, 1995).
Por outro lado, a presenca de diversas moléculas bioativas presentes na saliva do inseto pode
facilitar a alimentacdo, pensando-se desde a canulacdo do vaso sanguineo até a ingestdo de
sague (Ribeiro & Garcia 1980, Ribeiro & Francischetti, 2003).

Nos triatomineos, o padrdo de salivagdo ocorre durante toda a hematofagia, contudo,
de forma distinta. Em R. prolixus, a salivacdo comeca logo ap6s a picada e continua até o
final do repasto (Friend & Smith 1971), apresentando dois padrdes distintos. Durante a FS, a
salivacdo é abundante e constante, enquanto que durante a Fl, a saliva é liberada lentamente
nos vasos sanguineos em pulsos de baixa frequéncia (Soares et al., 2006; Sant'Anna et al.,
2007). Parte da saliva liberada pelo triatomineo € ingerida juntamente com 0 sangue,
permitindo que as biomoléculas salivares atuem sobre o alimento armazenado no intestino do
inseto (Ribeiro & Garcia, 1980; Soares et al., 2006).

1.2.1. A dindmica de succéo do sangue nos triatomineos

Os triatomineos s@o ectoparasitos temporarios e o contato com seus hospedeiros é restrito
ao momento do repasto sanguineo. A hematofagia para esses insetos € importante
considerando que o sangue € a Unica fonte de nutrientes. Além disso, € durante a alimentagao
sanguinea que os tripanossomatideos circulam entre eles e os hospedeiros vertebrados.

Do tempo de contato total do triatomineo com a fonte alimentar, 20% sdo dedicados a

sondagem do inseto na pele do hospedeiro, momento esse onde ndo ha ingestdo de sangue,
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sendo, contudo, um periodo critico, pois é nele que o inseto pica o0 hospedeiro, podendo ser
percebido e morto. Dessa forma, os demais 80% sdo dedicados a ingestdo sanguinea
(Schofield et al., 1986). Nesse contexto, espécies com melhores taxas de ingestdo efetiva
apresentam uma melhor capacidade para explorar os hospedeiros disponiveis nas habitacdes
humanas, atingindo densidades populacionais mais elevadas. Esses fatores, em conjunto, as
tornam espécies com melhor competéncia vetorial, a exemplo do Triatoma infestans e do R.
prolixus na América do Sul e Central, respectivamente (Sant"Anna et al., 2001; Pereira et al.,
2006).

Um fator que interfere na performance alimentar dos triatomineos é a viscosidade do
sangue. Do ponto de vista mecanico, o sangue pode ser considerado uma suspensdo solida-
liquida, com os elementos celulares (principalmente os glébulos vermelhos) sendo a fase
solida. A viscosidade aparente do sangue depende das forcas de deformacéo existentes (ja que
0 sangue se comporta como um fluido ndo newtoniano), sendo determinada por fatores como
0 hematocrito no sangue (% de hemacias por volume), viscosidade plasmatica, agregacao
plaquetaria e deformabilidade das hemacias. A viscosidade do sangue dos vertebrados
diminui com a reducdo do hematocrito e com o aumento da temperatura e das taxas de
cisalhamento. Os glébulos vermelhos tendem a se agregar e aderir um ao outro (agregacgao
dos eritrocitos) com intensidade variavel entre as espécies. Quanto menos agregados houver,
mais facilmente a suspensdo pode se mover ao longo do vaso sanguineo (Kingsolver &
Daniel, 1995; Baskurt & Meiselman, 2003).

Adicionalmente, a avaliacdo da efetividade do comportamento alimentar dos triatomineos
deve considerar a interacdo inseto (intestino anterior) - hospedeiro (sangue). 1sso se justifica
porgue o canal alimentar é continuo e 0 sangue ndo é passivel de compressdo. Dessa forma,
qualquer obstaculo ao fluxo de sangue, desde a boca funcional até o intestino anterior, vai
interferir na taxa de ingestdo sanguinea. Assim que ingerido, 0 sangue € estocado no intestino
médio anterior dos triatomineos, dentro da membrana perimicrovilar, a partir do qual a agua e
ions serdo transportados para os Tubulos de Malpighi e para a hemolinfa. O sangue
concentrado, sera entdo transferido lentamente, em pequenas quantidades, para o intestino
médio posterior do inseto, onde sera digerido (Kollien & Schaub, 2000). O tempo necessario
para a digestdo varia entre as espécies de triatomineos, em reposta as condi¢fes ambientais as
quais esses insetos estdo expostos. O sangue deve permanecer fluido o suficiente durante a
ingestdo do sangue, pois a contrapressdo induzida pela viscosidade aumentada causada pelo
coagulo sanguineo impedird um bombeamento bem-sucedido de sangue para o intestino. Uma

vez iniciada a cascata de coagulacdo sanguinea, ocorre um rapido aumento de viscosidade
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(Pucket et al., 2005). Nesse sentido, Aradjo et al. (2007) utilizando a técnica do RNAI,
silenciaram a brasiliensina, um inibidor de trombina. Em resposta, os autores observaram
reducdo no GP (~39%-55%). Quando dissecados, observaram-se coagulos no material
presente no intestino anterior, quando comparados aos insetos controle cujo sangue, apenas
agitado, tinha o material facilmente dissolvido. A dificuldade de alimentagéo observada nos
triatomineos silenciados pode ser revertida com o tratamento dos camundongos com heparina
(Paim et al., 2011). Contudo, é importante mencionar que o0s insetos silenciados para a
brasiliensina realizaram a digestdo do sangue, possivelmente devido a presenca de atividade
fibrinolitica no intestino médio dos triatomineos (Hellmann & Hawkins, 1964).

Ainda nesse sentido, é importante mencionarmos a capacidade natural dos eritrdcitos
de algumas espécies de mamiferos formarem “rolos”, fendmeno esse conhecido por
agregacdo de eritrocitos, podendo alterar, assim, a viscosidade do sangue em condi¢fes de
baixo deformidade. Essa agregacdo varia muito entre as espécies de vertebrados, sendo
observada em niveis mais elevados no sangue de cavalos seguido pelo sangue de gatos, de
humanos e de porcos. Nas hemacias de coelho, camundongo, rato, gado e ovelha foi

observada pouca agregacao de eritrocitos (Weng et al., 1996; Windberger et al., 2003).

2. JUSTIFICATIVA

Os triatomineos possuem importancia médica por serem transmissores do
Trypanossoma cruzi, 0 agente etioldgico da doenca de Chagas (DC) (Chagas, 1909). Trata-se
de ectoparasitos temporarios, cujo contato com seus hospedeiros é restrito ao momento do
repasto sanguineo, fonte Unica de nutrientes para os mesmos. Além disso, é durante a
alimentacdo sanguinea que o0s tripanossomatideos circulam entre eles e 0s hospedeiros
vertebrados.

Nos triatomineos a hematofagia € do tipo solenofagia (Lavoipierre et al., 1959). A
maior parte do tempo durante a alimentacdo é dedicada a suc¢do do sangue (fase de
ingurgitamento) pelo inseto. Durante esse processo, dois locais de interface triatomineo-
hospedeiro fazem-se importantes na modulacdo do desempenho alimentar do barbeiro: i) a
boca funcional do inseto e o endotélio do hospedeiro e ii) o intestino anterior do inseto e o
sangue do hospedeiro (Soares et al., 2021).

Como ocorre com a maioria dos ectoparasitas temporarios, o tempo de contato dos
triatomineos com seus hospedeiros vertebrados para realizar o repasto sanguineo é momento

um muito perigoso, pois podem ser percebidos ou até mortos pelo hospedeiro (Gillet 1969;
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Sant’Anna et al., 2001). Para minimizar esse risco, uma estratégia adequada deve incluir a
maximizagao das taxas de ingestdo de nutrientes e a minimizagéo do tempo de contato com o
hospedeiro (Lehane, 2005), entretanto, o papel da biomecénica da alimentacdo sanguinea na
determinacdo das restricdes de tal estratégia € muitas vezes negligenciada (Daniel &
Kingsolver, 1983).

A partir de estudos dos sinais elétricos produzidos durante a alimentacdo dos
triatomineos, Smith (1979) mostrou o efeito da viscosidade da dieta nos parametros
alimentares de R. prolixus quando esses insetos se alimentavam de um alimentador artificial.
Ele observou que o aumento da viscosidade da dieta (0,8 a 6,5 cP) ocasionou um aumento do
tempo de contato (TC) com a fonte alimentar e uma reducdo da taxa de ingestao (TI) (~ 68%)
e do ganho de peso (GP) (~ 33%) em ninfas de quinto estadio ninfal. A reducdo Tl (GP/TC)
foi devido a diminuicdo da frequéncia (F) (~ 48%) e da quantidade de liquido ingerido por
contragédo da BC (QLC) (~ 38%). Estudos baseados no eletromiograma da bomba cibarial
durante a alimentacdo in vivo dos triatomineos, mostraram que a taxa de ingestdo efetiva
(TIE) (que considera o TC menos os periodos de inatividade da BC) é o principal parametro
de alimentacdo que afeta o tempo de contato com o hospedeiro. A TIE (F x QLC) entre a
espécies de triatomineos podem variar muito; mesmo quando a espécie hospedeira, o estagio
evolutivo e o local do sitio de alimentagdo é considerado nas comparagdes. Por exemplo, a Tl
de ninfas de quinto estadio que se alimentaram na pele do abdome de camundongo variou de
3,5 mg / min para R. neglectus a 21,3 mg / min para T. infestans, representando uma
diferencana TIE de 6,1 vezes (Pereira et al., 2016; Sant’ Anna et al., 2017).

Um estudo recente sobre comportamento alimentar de R. prolixus na pele de
camundongo baseado tanto no eletromiograma como na microscopia intravital da BC sugeriu
que a reducgdo do desempenho alimentar observada ao longo do repasto do inseto pode estar
associado, entre outros, a variagdes momentaneas da viscosidade do sangue no sitio de
alimentacdo dos insetos (Soares et al., 2014). Entretanto, até o momento nenhum estudo
comparou em detalhes o perfil dos parametros alimentares durante o repasto dos triatomineos
em dieta artificial e em hospedeiro vivo, estabelecendo as semelhancas e as diferengas que
podem estar relacionadas a caracteristicas intrinsecas da fisiologia dos insetos (semelhangas)
ou da dieta/fonte alimentar utilizada (diferenca).

Outro aspecto relevante, decorre do fato de que embora as bombas bioldgicas sejam
normalmente muito bem caracterizadas anatomicamente e morfologicamente, existem poucos
estudos que descrevem o funcionamento da mesma, e especialmente aqueles que fornecem

informacdes sobre o desempenho delas quando em atividade (pressao, fluxo de volume e
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frequéncia de bombeamento) (Esser et al., 2019). Nesse contexto, o presente trabalho, a partir
de imagens da bomba cibarial captadas por microscopia intravital, padronizou e validou um
método de processamento de imagens e tratamento dos dados obtidos para identificar as fases
do ciclo de atividade, bem como, avaliar o desempenho do bombeamento do sangue durante a
alimentacdo de Rhodinus prolixus in vivo e in vitro. Adicionalmente, foi possivel detalhar o
movimento do sangue durante a sua passagem pela da cavidade da bomba cibarial, visando

uma melhor compreensédo do seu mecanismo de funcionamento.

3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar a atividade da bomba cibarial de Rhodnius prolixus (Hemiptera, Triatominae)

pelo processamento das imagens captadas durante a alimentacao dos insetos.

3.2. Objetivos especificos

e Padronizar uma metodologia de melhoria e analise das imagens obtidas por
microscopia intravital da cabeca de R. prolixus para o estudo do ciclo de atividade da
bomba cibarial ao longo da alimentacé&o dos insetos;

o Validar parametros qualitativos dos fendmenos que ocorrem no ciclo de atividade da
bomba cibarial para avaliar o desempenho do bombeamento de liquidos durante o
repasto do triatomineo;

o Desenvolver planilhas de calculo para extrair as informagdes da analise de imagens e
calcular os parametros dos ciclos de atividade da bomba cibarial durante o repasto do
triatomineo;

e Comparar o perfil dos pardmetros de atividade da bomba cibarial ao longo da
alimentacdo R. prolixus com duas dietas artificiais de viscosidade distinta e na pele de
hospedeiro vivo;

o Identificar e caracterizar os problemas apresentados no processo de bombeamento do
sangue durante o repasto sanguineo em hospedeiro vivo por R. prolixus;

e Estudar o movimento do sangue dentro da cavidade da bomba cibarial para

caracterizagdo do seu mecanismo de funcionamento em R. prolixus.
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4. MATERIAIS EMETODOS

4.1. Material Biologico

4.1.1. Rhodnius prolixus

Foram utilizadas ninfas de terceiro e quinto estddio de Rhodnius prolixus em jejum de
15 dias apds a muda. Os insetos sdo procedentes da linhagem Honduras, colénia mantida no
Laboratorio de Fisiologia de Insetos Hematofagos (LFIH) do Departamento de Parasitologia
(ICB/ UFMG) desde 1997.

Os triatomineos foram mantidos no insetario do LFIH em condicdes controladas (28 °C
+ 2°C, 60% = 10% UR, 12 horas claro/escuro), em potes cilindricos de acrilico (15 cm de
diametro e 19 cm de altura) forrados com papel filtro e tampados com tecido voal. Com vistas
a aumentar a superficie interna dos potes, uma sanfona de cartolina com altura de 19cm foi
adicionada aos mesmos. Os insetos foram alimentados semanalmente em Mus musculus
anestesiados com Ketamina (150 mg/Kg de peso vivo) e Xilazina (10 mg/Kg de peso vivo)

em concordancia com o Conselho de Etica no Uso de Animais da UFMG (n. 16/2017).

4.1.2. Hospedeiro mamifero

Foram utilizados camundongos Mus musculus/Linhagem hairless (30 a 40 dias de vida, ~
20 gramas) criados no biotério do Departamento de Parasitologia (ICB/ UFMG) mantidos em
gaiolas com agua e racdo ad libitum. Justifica-se a escolha destes animais considerando a
possibilidade de visualizacdo, in vivo, na orelha dos mesmos, da microcirculacdo cutanea de
forma clara, detalhada e ndo invasiva. A orelha de um camundongo hairless jovem mede
aproximadamente 13 mm, tanto em largura quanto em comprimento, com espessura
aproximada de 300 pum. Além disso, na base da orelha origina-se uma rede vascular local, a
partir de trés pares primarios de arteriolas e vénulas, as quais sofrem mais trés subdivisdes
originando os vasos de segunda, terceira e quarta ordens que vao em direcdo a periferia da
orelha (Soares et al., 2006).
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4.2. Andlise da atividade da bomba cibarial durante a hematofagia de Rhodnius prolixus

em hospedeiro mamifero

O camundongo anestesiado foi mantido em decubito lateral, sobre uma manta térmica
(Fine Science Tools, Vancouver, Canada) mantida a 37 °C, sendo a temperatura corporal do
camundongo continuamente monitorada por um sensor introduzido no reto do animal. Apés a
anestesia, a veia da cauda do camundongo anestesiado foi canulada para administracdo dos
reagentes durante os experimentos. A superficie interna da orelha foi delicadamente esticada e
fixada, com fita adesiva dupla face, sobre uma pequena placa de acrilico posicionada sobre a
plataforma do microscdpio intravital (Fig. 5A). Por sua vez, com vistas a imobilizar os insetos
mantendo-0s sob 0 campo de observacdo do microscopio, 24 horas antes dos experimentos, 0S
insetos foram fixados pelo térax em papel cartolina com auxilio de fita dupla face (Fig. 5B).
Os experimentos foram iniciados 30 minutos apds 0 manuseio da orelha, com vistas a permitir
a estabilizacdo da temperatura e da microcirculacdo da regido. Para observacdo da
alimentacdo dos insetos e, por consequéncia do funcionamento da bomba cibarial, foi
utilizado microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX50, Toquio, Japdo) ou um
estéereomicroscopio (Wild Heerbrug M5-89797, Suica). As imagens foram registradas (29
frames/segundo) com uma camera (Olympus BX50) conectada a um gravador de DVD (LG

DR175B), acoplada ao microscopio (ocular de 4X e objetivas de 4 ou 10X).

Figura 5. Preparacdo do camundongo hairless para ensaios de miscroscopia intravital (Fonte: Soares, 2004 com

modificaces).

As imagens foram analisadas através do software Fiji Image J versdo 1.52i (National
Institutes of Health). A bomba cibarial de R. prolixus esté localizada entre a regido pds-ocelo
até base das antenas sendo facilmente detectada pela coloracdo mais escura da sua parede,
formando duas listas transversais na cabeca do inseto (Fig. 2A-B). Para as analises, a regido
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da bomba cibarial foi selecionada com uma “mascara retangular” e cada pixel desta area foi
quantificado pela atribuicdo de um valor de cor em uma escala de cinza [variando de O (cor
preta) até 255 (cor branca)]. A curva da variacdo de cor da bomba cibarial em funcionamento
foi obtida pela andlise sequencial das imagens (quadro a quadro) com o recurso “Measure
Stack” dos videos gravados durante os experimentos de alimenta¢do dos insetos (Fig. 2C).
Uma vez que quando cheia de sangue a bomba cibarial apresenta uma coloracdo mais escura

(2B) do que quando vazia (2A) os dados obtidos em cor média em média inversa foram
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transformados através da formula “média inversa= 255 - valor da média”.

Figura 6. Cabeca de Rhodnius prolixus com destaque para uma “mascara” (retingulo em amarelo) que delimita
a regido da bomba cibarial a ser analisada pelo software Image J. A) Bomba cibarial vazia; B) Bomba cibarial
cheia; C) Dados gerados pelo software.

Posteriormente, os dados gerados foram transferidos para o Excel (Microsoft Office

365) sendo confeccionadas as curvas de variagdo de cor da bomba cibarial ao longo do tempo
(Fig. 7).
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Figura 7: Curva tipica da variacdo de cor apresentada pela regido da bomba cibarial obtida de uma ninfa de
3%estadio de Rhodnius prolixus durante o repasto sanguineo na pele de camundongo hairless. Neste exemplo o

experimento de alimentacéo foi gravado a 29 gps, ou seja, 29 quadros correspondem a um periodo de 1 segundo.
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4.3. Deteccdo de picos e vales da curva de variacdo de cor da bomba cibarial em

funcionamento de Rhodnius prolixus

A curva da variacdo da cor apresentada pela bomba cibarial ao longo do repasto dos
insetos apresenta um perfil semelhante a um movimento periédico, composto de uma
sucessdo de picos e vales, que estdo relacionados com o ciclo de enchimento e de
esvaziamento da bomba. Assim, a partir dos dados da média invertida da cor da bomba
cibarial e o tempo em milissegundos [milissegundos (ms) = (1000/qps) x nimero do quadro)]
foi desenvolvida uma planilha de célculo para a identificacdo dos picos (circulos vermelhos) e
dos vales (circulos verdes) utilizando a funcdo SE do Excel. O principio utilizado na detec¢éo
dos picos e vales foi reconhecer numa sequéncia crescente de nimeros aquele de maior valor
(pico) e, numa sequéncia decrescente, o de menor valor (vale). Foram consideradas
sequéncias de numero com tamanho de 2 a 6, sendo ajustadas de forma que a planilha de
calculo detectasse “automaticamente” o maior nimero de picos/vale na posicao correta na
curva de interesse (Fig. 8). Antes de utilizar os tempos correspondente aos picos e vales
[milissegundos (ms) = (1000/gps) x ndmero do quadro)] para o célculo do tempo de
enchimento e de esvaziamento da BC, todas as marcagdes “automaticas” foram revisadas e
corrigidas manualmente, retirando- se os picos/vales posicionados em local incorreto e/ou
acrescentando-se os picos/vales que ndo foram marcados/identificados automaticamente pela

planilha de célculo.
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Figura 8. Exemplo de uma curva da média de cor (linha e circulos pretos) da bomba cibarial de uma ninfa de 3°
estadio de Rhodnius prolixus durante a alimentagdo em camundongo hairless, gerada pela planilha de célculo
desenvolvida para a identificacdo dos picos (circulos vermelhos) e vales (circulos verdes). Para a deteccdo dos
picos e vales foram utilizadas formulas baseadas em trés tamanhos de sequéncia de nimeros: Dois nimeros (n1,
n2 <n3> n4, n5), quatro (n1, n2, n3, n4<n5>n6, n7, n8, n9) ou seis nimeros (n1, n2, n3, n4, n5n6,<n7>n8, n9,
n10, nl11, n12, n13).
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Essa planilha de célculo permitiu identificar quase a totalidade dos ciclos de atividades
da bomba cibarial presentes nas imagens gravadas nos experimentos de alimentacéo. A partir
dessa ferramenta, foi possivel introduzir, durante o desenvolvimento do presente trabalho,
Nnovos parametros para o estudo da atividade da bomba cibarial ao longo da alimentacéo de R.
prolixus. As etapas desse processo estdo descritas na secdo de resultados da dissertagéo.

4.4. Andlise da atividade da bomba cibarial durante a hematofagia de Rhodnius prolixus

in vitro frente a dietas com diferentes viscosidades

Foram utilizadas duas solucBes: uma de Locke-Ringer (154mM NaCl; 5,5mM KClI,
2,2mM CaCl; 5,0mM HEPES; 5,0mM glicose) e outra solucdo constituida de salina 0,9%;
0,23g/ml Dextran (35- 45kDa). Justifica-se 0 uso do Dextran, pois além de ser atdxico, 0
mesmo €é capaz de aumentar a viscosidade de uma solu¢cdo mesmo em baixa concentracdo. A
estas duas solucdes foram acrescentadas ATP (103M) como fagoestimulante e Azul de Evans
(0,25g/ml) para facilitar a visualizagédo das solugdes durante o repasto dos insetos. Essas
solugbes foram oferecidas aos insetos em alimentador artificial de vidro acoplado a um
circulador de &gua termostatizado permitindo a manutencdo da temperatura da dieta artificial
a 37 °C (1 °C) durante os experimentos. Como membrana artificial foi utilizada luva de latex
utilizada em laboratdrio. A medida da viscosidade das solugdes foi realizada no Laboratorio
de Reologia do CETEC/MG em colaboragdo com o Dr. Antbnio Valaddo Cardoso.

Durante o0s experimentos de alimentacdo, a cabeca dos insetos foi iluminada
lateralmente com luz fria, permanecendo sob campo visual de uma lupa acoplada a camera
digital (Cassio FH20). Trechos da alimentagdo foram gravados a 210 gps. Para melhorar a
visualizagdo da passagem da dieta pela cavidade da bomba cibarial, bem como suavizas os
ruidos, as imagens gravadas em RGB foram filtradas utilizando a ferramenta “Kalman filter”
seguido de um tratamento no contraste com “Math — Gama (2.5)”. Em seguida, as imagens
foram transformadas em 8bits (preto e branco) com o recurso “Split Channels”, obtendo-Se,
assim, trés sequéncias de imagens (“verde, azul e vermelho™), sendo a vermelha, utilizada na

maioria das vezes.
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4.5. Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 7.0 para Windows.
A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk. O teste de Qui-quadrado foi
utilizado para observar as correlacbes estatisticas de varidveis que ndo apresentarem
distribuicdo normal. O nivel de significancia considerado foi de p<0,05. Os resultados foram

apresentados como média + desvio padrao do total de experimentos.

5. RESULTADOS

No presente estudo desenvolvemos uma metodologia de analise das imagens obtidas
nos experimentos de microscopia intravital que registram em video a regido da bomba cibarial
(BC) na cabeca dos insetos durante a alimentacdo in vitro (diferentes dietas) e in vivo
(camundongo hairless).

5.1. Alimentacéo in vitro

O primeiro aspecto avaliado foi o perfil da atividade de bombeamento durante a fase
de ingurgitamento em dois grupos de ninfas de 5° estadio de R. prolixus alimentados com
dietas artificiais com viscosidades distintas — solucdo de Locke (n=3) e Dextran (n=3) (Tab.1).
Os insetos alimentados em solucdo de Locke (0,78/mPa a 60rpm) apresentaram média maior
de taxa de ingestdo, maior de ganho de peso e menor duracdo do tempo de alimentacdo em
relacdo aos insetos alimentados em solugéo de Dextran 0,23g/ml (6,9 mPa a 60rpm) (Teste t;
p<0,05).

Tabela 1. Parametros alimentares de ninfas de 3° estadio de Rhodnius prolixus alimentados em duas dietas

artificiais com viscosidade diferente: solugdo de Locke (LCK, n=3) com viscosidade de 0,78 mPa e solugdo de
Dextran 0,23g/ml (D23, n=3) com viscosidade de 6,9 mPa (teste T, p<0,05).

. . Duragdo da
Experimento . . Ganho de Peso final/Peso Taxa de . .
) Peso Inicial (mg) Peso Final (mg) L N i Alimentacdo
(N2 de Videos) Peso/mg inicial Ingestdo(mg/min) (min)
min
3LCK (12) 79,00 320,00 241,00 4,05 15,80 15,25
SLCK (8) 28,00 371,00 283,00 4,22 19,63 14,42
B6LCK (11) 75,00 370,00 295,00 4,93 16,02 18,42
Média locke 80,67 £b,66 353,67 £29,16" 273,00 £28,35* 4,40 10,47 * 17,15 £2,15* 16,03 £2,11%
1D23(14) 73,00 182,00 109,00 2,49 2,39 45,67
2D23 (10) 72,00 141,00 69,00 1,96 2,24 30,83
3D23 (14) 77,00 173,00 96,00 2,25 2,23 43,50

Média Dextran 74,00 42,65 165,33 +21,55 91,33 +20,40 2,23 40,27 2,30 0,08 40,00 18,02
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Para estimar a frequéncia de bombeamento dos insetos utilizou-se a representacao
gréfica da variacdo da cor da BC observada ao longo da alimentacdo dos insetos (Fig. 9). A
curva do valor médio da cor da BC quando em atividade assemelhou-se ao de um movimento
periddico, apresentando sucessivos picos e vales (Fig. 10). Assim, a frequéncia foi obtida pelo

numero de picos observados em intervalos correspondentes a um segundo.

Atividade da Bomba Cibarial de R. prolixus

45

30 |
—— Média

15

Cor média da BC (Escala de Cinza)

0 210 420 630 840 1050 1260 1470 1680 1890 2100
Quadros (qps)

Figura 9. Variacdo média da cor em escala de cinza (0-255) apresentada pela bomba cibarial durante um periodo
de 10 segundos da alimentacdo artificial de uma ninfa de ninfas de 3° estddio de Rhodnius prolixus. Neste
exemplo a frequéncia estimada foi de 3,6 Hz (36 picos/10 segundos). As setas vermelhas indicam os picos e as

setas pretas os vales.

Uma vez que cada experimento/inseto de alimentacdo foi registrado em mais de um
video (Tab. 1), para obtencdo do perfil da frequéncia ao longo da alimentacdo, foram
analisados os 10 primeiros segundos de todos os videos de cada experimento/inseto. A partir
dessas andlises, calculamos para os dois grupos experimentais: a frequéncia média geral e a
média de cada trecho/periodo da alimentacdo dos insetos. A média geral da F (Hz) dos insetos
alimentados com a solucdo de Locke (5,6 + 1,5) foi maior do que a observada frente ao
Dextran (2,8 £ 0,8) (Teste t, p<0,05). Considerando que a taxa de ingestdo dos insetos pode
ser estimada pela frequéncia média de bombeamento multiplicada pela quantidade média de
liquido ingerida por contragdo BC (QLC), o fato dos insetos alimentados com Locke terem
apresentado aproximadamente o dobro da frequéncia dos alimentados com Dextran, explica,
em parte (~50%), a taxa de ingestdo de ~7,5 vezes maior observada neste grupo experimental
(17,2 mg/min) em relacdo aos alimentados na solu¢do mais viscosa (2,3 mg/min) (Tab. 1).

Além de apresentar uma maior média geral da frequéncia, 0s insetos alimentados com

Locke (solucdo menos viscosa) exibiram um perfil de frequéncia média ao longo da
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alimentacdo distinta em relacdo aos alimentados com Dextran (Fig. 10). Nos insetos que
receberam Locke, a frequéncia inicial (primeiro video) e a frequéncia final (Gltimo video)
foram menores do que a frequéncia observada no meio da alimentacdo (video medio ou o
valor médio dos dois medianos quando o total de videos foi impar) (Test t, p<0,05).
Diferentemente, nos insetos alimentados com Dextran ndo houve diferenga no valor na
frequéncia nos trechos de interesse durante a alimentacao (inicio - I, meio/mediano - M e fim
- F), sendo semelhante em todo o periodo.
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10 - 10 -
9 9 -
8 B
£ o7 7
T 6 T 6
g 5 g 5-
eg . (g 4
o o
9 3 N
('R 'S
2 2
1 1
0 o -
12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Video Video
S5LCK 2D23
10 10 -
9 - 9
B_ ——'8_
£ 7 T 71
z z
& 6 £ 61
£ 5 - g 5-
«@ lg e
g 4 T
£ 3 £ 37
2 1 2
1 1
0 - o -

10 10
9 4 9 -
8 g -

6 -
5 -

3 -
2 2 -
1 14
0 - o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14

Frequéncia (Hz)
w
Frequéncia (Hz)

Video Video

Figura 10. Valores de frequéncia (Hz) observados nos diferentes trechos/videos dos experimentos de
alimentacao artificial sendo A- solucéo de Locke (LCK) e B - solucdo de Dextran (D23).
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5.1.1. Caracterizagéo dos ciclos de atividade da bomba cibarial de R. prolixus

Para a determinacédo do tempo de enchimento, do tempo de esvaziamento e da duracédo
de cada ciclo de atividade da BC utilizamos uma planilha de calculo com a funcdo SE do
programa Office Excel. Ela permitiu detectar os picos e os vales nas curvas da média de cor
apresentada pela BC obtidas a partir das imagens registradas durante a alimentacdo dos
triatomineos. A planilha de célculo foi desenvolvida para ser abastecida com os dados da
curva a ser analisada (quadro/segundo - gps e valores da cor), gerando, assim, os vales
(circulos verdes) e picos (circulos vermelhos) identificados (Fig. 11) por ordem de seu
aparecimento (quadro ou “frame”). O principio utilizado na detec¢dao dos picos e vales foi
reconhecer numa sequéncia crescente de numeros aquele de maior valor (pico) e numa
sequéncia decrescente o de menor valor (vale). O tamanho da sequéncia de nimeros que
foram considerados para esta deteccdo variou de 2 a 6. O tamanho da sequéncia de nimero
utilizado na férmula foi ajustado para que a planilha de calculo detectasse “automaticamente”
0 maior numero de picos/vale na posi¢cdo correta na curva de interesse. Antes de utilizar os
tempos correspondente aos picos e vales [milissegundos (ms) = (1000/gps) X ndmero do
quadro)] para o célculo do tempo de enchimento e de esvaziamento da BC, todas as
marcagdes ‘“‘automaticas” foram revisadas e corrigidas manualmente, retirando-Se 0S
picos/vales posicionados em local incorreto e/ou acrescentando-se os picos/vales que ndo

foram marcados/identificados automaticamente pela planilha de célculo.

5LCK

Cor Média da BC (Escala de Cinza)

Periodo

200 410 620
Milissegundos

—o—Média e Média Pico e Média Vale

Figura 11. Exemplo de uma curva da média de cor (linha e circulos pretos) da bomba cibarial obtida de uma
ninfa de 5° estadio de Rhodnius prolixus durante a alimentacao gerada pela planilha de calculo desenvolvida para
a identificacdo dos picos (circulos vermelhos) e vales (circulos verdes). A listagem da ordem e do momento (ms)
de aparecimento de cada pico e de cada vale possibilitou o calculo dos seguintes parametros da atividade da

bomba cibarial: a) o periodo(ms) de cada ciclo: duracdo de tempo (ms) entre dois vales consecutivos (setas
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amarelas); b) o tempo de enchimento (T. Ench): duracdo de tempo (ms) entre um pico e o vale anterior (seta
vermelhas); ¢) o tempo de esvaziamento (T. Esvaz): duracdo de tempo (ms) entre um pico e o vale posterior (seta
verdes); d) frequéncia instantanea (Hz): 1000/Periodo (ms); e) tempo relativo de enchimento (%): (tempo de
enchimento/periodo) x 100; f) tempo relativo de esvaziamento (%): (tempo de esvaziamento/periodo) x 100; g)
Velocidade de enchimento (Vel. Ench - A cor/ms): diferenga de cor entre um o pico e o vale anterior/ tempo de
enchimento; h) Velocidade de esvaziamento (Vel. Esvaz - 1A corl/ms): diferenca de cor entre um o pico e o vale

posterior/ tempo de esvaziamento.

A identificacdo dos picos e dos vales permitiu introduzir na andlise do ciclo de
atividade da BC durante a ingestdo de liquidos outros parametros além da frequéncia (Fig.
11). Assim, para avaliar o efeito da viscosidade na atividade da BC, foram selecionados trés
trechos/videos (inicio - I, meio/mediano - M e fim - F) da alimentacdo de todos o0s
experimentos dos dois grupos experimentais apresentados na Tabela 1.

A comparacao dos parametros da atividade da BC nos trés momentos avaliados (I, M,
F) confirma a diferenca no perfil de frequéncia apresentado pelos triatomineos durante o
repasto com a solucdo de Locke (menos viscosa) ou com o Dextran (mais viscosa) (Tab. 2).
Os insetos alimentados com Locke apresentaram uma frequéncia média maior no meio do
repasto (6,7 - 8,0 Hz) quando comparado ao inicio (2,5 - 4,7 Hz) e ao fim (3,5 - 4,7 Hz).
Diferentemente, nos insetos alimentados com Dextran a frequéncia média no meio (2,3 - 3,6
Hz) foi semelhante a do inicio (1,9 - 3,4 Hz) e a do fim (1,9 - 3,8 Hz) do repasto em 67%
(2/3) e 33% (1/3) dos experimentos, respectivamente (Tab. 2).

O perfil observado para a frequéncia, pensando nos dois grupos experimentais
(alimentados com Locke ou Dextran), se manteve em relagdo aos tempos de enchimento, de
esvaziamento e de duracdo do ciclo (periodo) da BC. Considerando que a frequéncia é o
inverso do periodo do ciclo da BC, como o esperado, 0 periodo médio nos insetos alimentados
com a solucdo de Locke foi menor no meio quando comparado ao inicio e fim do repasto,
padrdo esse, também observado nos tempos de enchimento e de esvaziamento da BC. Por sua
vez, nos insetos alimentados com o Dextran, estes trés tempos ndo apresentaram um padréo
definido, sendo ora um determinado pardmetro menor e, em outro, maior (Tab. 2).

O interessante é que quando comparamos, entre 0s dois grupos experimentais, a média
geral da frequéncia, o periodo, o tempo de enchimento da BC e o tempo de esvaziamento do
ciclo da BC, nos trés trechos da alimentacdo (I, M, F), s6 encontramos diferenca no meio,
sendo a frequéncia maior e o periodo, o0 tempo de enchimento e o tempo de esvaziamento
menores nos insetos alimentados com Locke, quando comparados ao do Dextran (Test t,

p<0,05). Ou seja, os insetos alimentados com uma solugdo de alta viscosidade néo foram
34
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capazes de apds um inicio de menor eficiéncia da BC, aumentar a frequéncia de

bombeamento, como observado nos insetos alimentados com solucdo de menor viscosidade.

Tabela 2. Parametros da atividade da bomba cibarial de ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus alimentadas
artificialmente com solugdo de Locke (LCK, n=3) ou Dextran (D23, n=3) no inicio (I), no meio (M) e no fim (F)
da alimentagdo. Cada trecho representa a andlise de 10 segundos de imagens provenientes de experimentos de
microscopia intravital da cabeca dos insetos registradas a 210 gps .

Parimetros Experimento - Videos 3 LCK- 1,6,12 5LCK-1,4,8 6LCK-1,6,11 Locke Média 1D23-1,7,14 2023 - 1,5,10 30231,7,14  Dextran Média

Momento Média - DP Média - DP Média- DP Geral Média- DP Média- DP Média - DP Geral
| 2,54 10,58 4,66+0,59 4,54 40,59 3,9110,97 1,910,206 2,5940,39 3,54 10,54 2,6840,82
Frequéncia (Hz) M 177 20,75 7,96 40,32 6,73 10,50 7,49 20,54 3,6440,55 2,5440,51 2,28 10,79 2,8240,72
F 4,69+2,43 3,45 +0,60 4,2740,61 4,1440,51 3,83+1,40 2,06 +0,47 1,93 40,63 2,61+1,06
M=F>1 M=1>F M>1=F F=M>| 1=M>F 1>M=F
1 410,52 484,50  218,10429,71 223,92477,68 2841848937 5373047663 394,1045552 288,04+4183 406,48+125,09
Periodofms) M 129,84 411,51 125,82 £5,06 149,35+10,94  135,00£19,28  282,31145549 407,34174,01 473,81154,10  387,82197,23
F 246,1+70,61  295,67139,26  241,79454,33  261,19424,45 274,87+41,13 511,28 +124,72* 575,99 1208,89 455,05+159,67
I>F>M Fal>M F>1=M 1>M~=F Friv=l F>M>1

] 312,570,053  149,84422,72 1471842774 2031794,69 44947469,72 266,10 +80,69 183,61143,49 299,73+136,08
86,92£10,53  84,49#4,76  9661+11,57  89,24%641  200,0044673 262,30+107,46 350,89%126,12 271,06475,83
140,38446,60  213,13436,05 123,33441,33  81,00£1534  197,7543557 35840415614 424,094213,29 326,75+166,44
15F>M Fel>M I=F>M 1=M=F Frl=m FeMsl

Tempo de Enchimento{ms)

] 98,02£2551  68,25420,61  7574+11,05 81001534  87,9348,04  128,00431,33 104,62£1840 106,8520,13

42,92 4,66 41,3343,56 52,7449,09  4566:5,18  82,31£18,39  14504%39,69 122,92:23,79 1167643182

F 105714369  82,54112,18  11845#43,96 102,23+1821  77,12#13,31  152,88450,07 154,50130,77 128,30144,33
Fel>M Frl»M FrI>M 1=M>F Fensl FrMel

Tempo de Esvaziamento{ms)

Os graficos das figuras 12 e 13 mostram os dados brutos dos parametros da atividade
da BC obtidos dos insetos dos dois grupos experimentais (alimentados com Locke ou com
Dextran) durante os trés trechos do repasto avaliados (I, M, F). Nos insetos alimentados com
Locke, comparando o meio do repasto com o inicio, percebe-se diferenca nos indicadores de
frequéncia e nos tempos do ciclo, tanto nos valores quanto na dispersdo dos mesmos
(mensurada pelo coeficiente de variacdo) (Fig. 12A-B e 13). Isso ndo foi observado nos
insetos alimentados com Dextran. Ressalta-se que no final da alimentacdo, de maneira geral,
0s insetos dos dois grupos experimentais voltam a apresentar valores médios (frequéncia,
tempos do periodo, tempo de enchimento e tempo de esvaziamento) e padrdo de dispersdo
semelhantes (Figs. 12C-D e 13).
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Figura 12. Valores brutos dos pardmetros da atividade da bomba cibarial de ninfas de 5° estadio de Rhodnius

prolixus alimentadas artificialmente com solucéo de Locke (A e B, n=3): ou Dextran (C e D, n=3) obtidos no
inicio (I — 0-100%), no meio (M — 100-200%) e no fim (F — 200-300%). Cada trecho representa a analise de 10

segundos de imagens provenientes de experimentos de microscopia intravital da cabega dos insetos captadas a

210 gps
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Figura 13. Coeficiente de variacdo (%) dos pardmetros médios gerais da atividade da bomba cibarial

apresentados na Tabela 2.

5.2. Alimentacéo in vivo

Ap0s a padronizacdo da analise de imagem para avaliar o ciclo de atividade da BC em
insetos alimentados com dietas artificiais, a proxima etapa foi aplica-la em insetos que se
alimentaram em hospedeiro vivo. Assim foram utilizadas imagens registradas durante todo o
repasto de ninfas de 3° estadio de R. prolixus (n=5) alimentadas em vénulas (40-47 um de
diametro) da microcirculacdo da pele da orelha de camundongo hairless. Nesses
experimentos, diferentemente dos realizados em alimentador artificial nos quais a alimentacéo
foi registrada em varios pequenos videos, a alimentacdo (ou seja, todo o respasto sanguineo)
foi registrada em um Unico video por triatomineo.

Utilizando a planilha de célculo para picos e vales foi possivel identificar quase 100%
dos ciclos de atividade da BC, a excecdo dos momentos de movimentacdo dos insetos, nos
quais foi necessario reposicionar a selecdo (méascara) para demarcar a regido da bomba. Se
considerarmos esses momentos, os periodos de sondagem e os periodos de interrupgéo (no
qual a ingestdo de sangue foi interrompida), o tempo avaliado representou 95,6 - 100% do
tempo total de alimentagédo (aquele no qual o inseto permaneceu com as pegas bucais na pele
do hospedeiro = tempo de contato). O tempo de contato, desde a picada até que 0 momento no
qual os triatomineos retiraram espontaneamente as pecas bucais do hospedeiro variou de 37,8
a 46,7 minutos, sendo detectados neste periodo um total de 1249 a 2890 ciclos da BC (Tab.
3).

Tabela 3. Dados gerais dos experimentos de alimentacdo de ninfas de 3° estadio de Rhodnius prolixus (n=5)

alimentadas na pele da orelha de camundongo hairless, sendo informado o tempo total de alimentacdo (min), o

tempo de interrupgdes (min) e o ndmero de ciclos da bomba cibarial.

. Duragdo do Video Avaliado Interrupgbes N2 de Ciclos de
Experimento . i - . .
Total{min) Avaliado (%)  N° delnterrupgbes  Duragio (min)  Bombeamento da BC
[YEE] 4,48 98,06 2 0,09 1249
N2 5 17,80 100,00 o 0,00 2373
N2 & 14,65 99,45 1 0,08 1980
Ne 7 46,69 95,63 6 2,04 3726
N2 § 20,13 98,43 4 0,32 2830

Nesses experimentos, além dos pardmetros da atividade da BC utilizados nos
experimentos realizados em alimentador artificial, avaliamos também os tempos relativos e as

velocidades de enchimento e de esvaziamento (Tab. 4). De maneira geral, a comparacao dos
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cinco experimentos revelou diferenca em todos os parametros avaliados, com grande variacdo
dos valores, exceto nos tempos relativos de enchimento (72,6 a 81,8 %) e de esvaziamento
(18,2 a 27,4).

Realizamos um rangueamento dos experimentos (do mais ao menos eficiente) a partir
dos valores da frequéncia e das velocidades de enchimento e de esvaziamento em ordem
decrescente (do mais ao menos eficiente), e dos tempos de enchimento e de esvaziamento em
ordem decrescente (do mais ao menos eficiente), considerando todos com igual peso. A
colocacéo final foi realizada considerando a ordem decrescente da soma das posi¢des obtidas
nos cinco parametros. Dessa‘forma, obteve-se a seduinte ordem/coldcagéo dos experimentos:
n 3 (5 pontos), n 5 e n 8 (15 pontos), n 6 (16 pontos) e n 7 (21 pontos). Ressalta-se que o
experimento de’n 3 fitou mais bem colocado em todos os 5 parametros. Os experimentos de n
5, n 6 e n"7 ficaram em posicdo intermediaria, pontuacdo final semelhante. Por sua vez, o
experimento de n .7 foi o mais mal colocado em todos os parametros avaliados, a exce¢do do
tempo de esvaziamento no qual ficou em segundo lugar. Considerando que esse
ranqueamento refletiu o tempo total de alimentacéo dos insetos em ordem decrescente (3-6-5-

8-7), ele tem o potencial de ser utilizado para comparar o despenho alimentar dos insetos.

Tabela 4. Comparacdo dos pardmetros da atividade da bomba cibarial apresentada por ninfas de 3° estadio de

Rhodnius prolixus (n=5) durante o repasto sanguineo na pele da orelha de camundongo hairless.

Parimetros /Experimentos nNeg No5 N%s nNey nNeg
Média £ DP 4,80 0,53 2,32 10,43 2,56 10,82 1,79+0,74 2,84 10,96
Frequéncia {Hz} Range 57,14 - 85,72 0,97 - 5,80 0,19- 7,25 0,365,580 0,09 - 5,80
Estatistica 3=B>b=5=7
Média + DP 210,87 22,75 445,02 80,39 443,26 £195,32 713,35 +416,00 412,37 +287,65
Periodo {ms) Range 137,93- 379,31 172,41- 103448 137,93-5310,34 172,41- 2758,62 172,41-11275,86
Estatistica 7:5=6=8=3
Média +DP 153,1 £22,2 367,1% 85,1 352,6+129,0 616,4+402,9 328,0+ 162, 5
Tempo de Enchimenio {ms) Range 1034 - 310,3 69,0-931,0 69,0 - 1069,0 103,4 - 2683,7 137,9-3034,5
Estatistica 75262823
Média £ DP 57,78 £16,21 77,93 £23,23 90,61+119,92 96,96 £51,09 84,381230,38
Tempo de Lsvaziamenio (ms) Range 34,48 - 103,45 34,48- 241,38 34,48 - 5000,00 34,48 - 413,79 34,48 - 11068,97
Estatistica 726-8~5>3
Média £ DP 72,60£7,45 81,7917,11 80,10 6,07 84,01 18,59 79,54+7,22
Tempo Relative de Enchimento (%) Range 58,14 - 85,71 40,00 - 95,24 5,84-94,12 37,50- 97,50 1,83-97,18
Estatistica 72526283
Média = DP 27,40 47,45 18,21+7,11 19,90 46,07 15,99 48,59 20,46 +7,22
Tempo Relativo de Esvaziamento (%) Range 14,29- 42, 86 4,76 - 60,00 588-94,16 2,50- 62,50 2,82-93,17
Estatistica 3=8=6=5=7
Média + DP 0,11 +0,02 0,06 +0,01 0,05 +0,02 0,05 +0,03 0,05 +0,02
Velocidade média de Enchimenio Range 0,06- 0,129 0,01-0,11 0,01-0,13 0,00-0,12 0,00- 0,10
Estatistica 3:526=8=7
Média £ DP 0,32 0,12 0,28 10,09 0,22 410,12 0,29 10,17 0,20 +0,08
Velocidade média de Esvaziamenio Range 0,14- 0,61 0,02-0,71 0,00-0,54 0,00- 0,88 00,00- 0,50
Estatistica 3725268

Para avaliar a variagdo dos pardmetros do ciclo da BC ao longo do repasto sanguineo,
o tempo de alimentacdo de cada experimento foi dividido em trechos de 5%. Para cada trecho,
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foi calculada a média dos valores dos parametros (porcentagem) em relacdo ao valor da média
considerando todo o experimento. Por fim, calculamos a média geral dos cinco experimentos
em cada trecho de 5% (Fig. 14).

E interessante destacar que o perfil de variacdo da frequéncia média dos cinco
experimentos iniciou com valores relativamente baixos, que aumentaram até atingir valores
maiores entre 20 a 50% do tempo/experimento. Em seguida, na 22 metade da alimentacdo,
esses valores foram reduzindo até atingir os menores valores quando proximo ao final dos
experimentos (Fig. 14A). Perfil semelhante foi observado nas velocidades de enchimento
(Fig. 14C) e de esvaziamento da BC (Fig.6D), sendo a variagéo de cor durante o enchimento
da BC, semelhante a observada no esvaziamento, durante todo o repasto sanguineo dos
insetos. J& os tempos do periodo (Fig. 14B), tempo de enchimento (Fig. 14E) e tempo de
esvaziamento (Fig. 14F), apresentaram um perfil inverso ao da frequéncia (esperado no caso
do periodo) com os menores valores na primeira metade (20-50%) e os maiores valores no
inicio e proximo ao final da alimentacdo. Ressaltamos que esse perfil foi de certa forma
semelhante ao observado nos experimentos de alimentacdo artificial com solucdo de Locke
(exemplo: no caso da frequéncia média, onde se observou valores menores no inicio e no final
e 0s maiores no meio da alimentacdo). Contudo, diferentemente do perfil simétrico observado
nos experimentos com Locke (Fig. 12), in vivo observamos um perfil assimétrico com
tendéncia de diminuicdo dos valores a partir da segunda metade da alimentacdo (Fig. 14A).
Interessantemente, fato comum observado nos insetos desses dois grupos experimentais (in
vitro com Locke e in vivo), foi que apos o inicio da alimentacdo com um desempenho de
bombeamento menos eficiente, os triatomineos foram capazes de aumentar a sua frequéncia,
reduzindo os tempos de enchimento e de esvaziamento por um periodo relativamente
prolongado e apresentando valores mais homogéneos (ou seja, com menorndisperséo d(D)s
valonres). Nos expenrimentos in vivo a existéncia de periodos da alimentagdo apresentando
valores mais homogéneos pode ser inferida pela curva que representa 0 nimero de vezes que
cada frequéncia (instantanea) apareceu ao longo da alimentacdo (Fig. 15). Considerando a
soma dos dois valores de frequéncia predominantes de cada experimento representaram (%)
em relacdo ao nimero total de ciclos, eles corresponderam em média a ~ 44 % do tempo total
de alimentacdo dos insetos, apresentando os seguintes valores por experimento: n* 3 (84,4%),
n 5 (41,3%), n 6 (39,9%), n 8 (31,5%) e n 7 (23,3%). Esse aumento da sincronia entre 0s
parametros dos ciclos da BC, possivelmente otimiza o processo de bombeamento por permitir

um movimento mais homogéneo do alimento pela “cavidade da bomba-tubo digestivo”
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diminuindo a sua inércia. Apds esse aumento, em ambos 0s casos, hd uma reducdo do

desempenho do bombeamento, préximo ao final da alimentac&o.
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Figura 14. Perfil de variacdo (%) dos pardmetros do ciclo de atividade da bomba cibarial ao longo da

alimentacdo de ninfas de 3° estaddio de Rhodnius prolixus na pele de camundongo hairless. O tempo de
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alimentacdo do inseto foi dividido em 20 trechos, correspondendo a 5% do tempo total cada. A média dos
valores por trecho de cada pardmetro foi calculada e determinada a sua variagdo (%) em relacdo ao valor da
média de todo o tempo da alimentacdo (considerada 100%). (A) Frequéncia; (B) Periodo; (C) Velocidade de
Enchimento; (D) Velocidade de Esvaziamento; (E) Tempo de Enchimento; (F) Tempo de Esvaziamento; (G)
Variagdo de cor durante o Enchimento e o Esvaziamento. Cada ponto representa média de cinco experimentos +
0 erro padrdo. As linhas tracejadas representam a média geral dos cinco experimentos no tempo total da

alimentacdo + (vermelha) ou - (azul) o seu intervalo de confianca a 95%.
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Figura 15. Distribuicdo dos valores de frequéncia instantanea (Hz) pelo nimero de vezes que apareceram ao
longo da alimentacdo de ninfas de 3° estadio de Rhodnius prolixus (n=5) alimentados na pele da orelha de

camundongo hairless.

Considerando todos os parametros que foram utilizados para avaliar atividade da BC
durante a alimentacdo in vivo, foi possivel identificar que o inseto que apresentou maior
dificuldade na obtencéo do repasto sanguineo foi o do experimento n 7. Assim, escolhemos
este experimento para analisar o padrdo de funcionamento da bomba cibarial, bem como,

tentar identificar eventuais problemas no processo de bombeamento de liquidos.
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5.2.1 Caracterizagéo dos ciclos de atividade da bomba cibarial de R. prolixus

Para analisar os ciclos de enchimento e de esvaziamento da BC observados durante a
alimentacdo do triatomineo no experimento n° 7, selecionamos, inicialmente, um momento do
repasto préximo a uma interrupcdo do bombeamento do sangue. Em seguida, no trecho
selecionado, foram avaliados dois momentos: um no qual o fluxo de sangue pela BC ocorre
normalmente, e outro no qual observamos o retorno do sangue para a regido anterior a BC, ou
seja, um movimento de “refluxo” (Fig. 16). Em ciclo normal de bombeamento, observa-se
que o alimento comeca a entrar (0,03 sec) na cavidade virtual da BC, formada pela contragéo
da musculatura ligada a sua parede. O enchimento da cavidade continua até preencher ~50%
da BC (0,48 sec). Assim que a regido da bomba faringiana (BF) se esvazia/escurece (0,63
sec), 0 sangue passa para segunda metade da BC, que desaparece, sendo imediatamente
empurrado para a regido da BF que volta, entéo, a ficar cheia/clara (75’ sec). Por sua vez, no
ciclo em que ocorreu um “refluxo” o alimento comeca a entrar (15°sec) e o enchimento
continua até preencher ~50% da BC (0,33 sec). O sangue permanece ocupando a metade da
BC, sem que haja o esvaziamento da BF (0,39 sec). Ocorre, entdo, a contragcdo da BC (0,45
sec) impulsionando parte do sangue para regido inicial (“refluxo”), na qual ja havia comegado
0 enchimento do préximo ciclo, e parte em direcdo a BF (0,51 sec). Esses resultados sugerem

que a passagem/bombeamento do alimento pela BC descreve um movimento peristaltico.
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Figura 16. Sequéncia de imagens da cabeca de uma ninfa de 3° estadio de Rhodnius prolixus obtidas durante o

repasto sanguineo na pele de camundongo hairless mostrando a regido da bomba cibarial. (A) Ciclo de
enchimento/esvaziamento normal da bomba cibarial; (B) Ciclo de enchimento-esvaziamento apresentando
“refluxo”. O experimento de alimentacao foi gravado com a velocidade de 29 qps. Para facilitar a visualizacao
da passagem do sangue pelo canal alimentar do inseto, primeiramente a imagem original em RGB foi convertida
em “8bit green” (“split channels”). Em seguida, foi obtida uma imagem representando a “Max intensity” (“Z
project”) de cada uma das duas sequéncias de imagens analisadas, e calculada a diferenga entre a imagem “Max
intensity” e a respectiva sequéncia de imagens (“Image calculator”). Finalmente, as imagens foram
transformadas em “LUT fire”. A barra de cores representa a intensidade da escala de cinza “LUT fire”. O circulo

amarelo com linha pontilhada mostra a regido visivel da bomba farigeana na cabega do inseto.

Para testarmos a hipdtese de que a passagem/bombeamento do alimento pela BC
descreve um movimento peristaltico, foram selecionadas 12 regifes da cabe¢a do inseto,
abrangendo o canal alimentar, desde a regido anterior ao ponto de insercdo das antenas até o
final da cabeca, incluindo na area de observacdo uma pequena parte do protorax (Fig. 17A).

Partindo da anélise das curvas da variagcdo de cor (escala de cinza) ao longo do tempo
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apresentada nas 12 regides selecionadas, inicialmente descartamos as regides 1 e 12 pois elas

ndo captaram nenhuma variacdo cor associada a passagem do alimento (retas paralelas ao eixo
x) (Fig.17B).

cInza

lescala de

Cor media

Figura 17. Curvas da variacdo de cor da bomba cibarial em atividade em 12 regides da cabeca do triatomineo.
(A) Foto da cabeca de uma ninfa de Rhodnius prolixus mostrando as 12 regiGes selecionadas (a area de cada
regido equivale 5777 pixels); (B) Curvas das 12 regiGes selecionadas. O experimento de alimentacédo foi gravado
com a velocidade de 29 gps. Para facilitar a visualizacdo da passagem do sangue pelo canal alimentar do inseto,
primeiramente a imagem original em RGB foi convertida em “8bit green” (“split channels”). Em seguida, foi
obtida uma imagem representando a ‘“Max intensity” (“Z project”) da sequéncia de imagens analisadas, e

calculada a diferenca entre a imagem “Max intensity” da sequéncia de imagens (“Image calculator”).

A partir do descarte das regides 1 e 12, delimitamos a regido 11 corresponde ao inicio
da BF e as regides de 2 a 10 correspondentes a BC. A analise das diferentes regifes da BC

revelou que as regides 4 e 9 funcionam de forma invertida (Fig. 18A). Dessa forma, a BC
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funciona também como uma bomba peristéltica, evitando que haja refluxo do alimento para o
sitio de alimentacdo do inseto, mesmo sem a presenca de valvulas entre abertura do canal
alimentar e a BC. A comparacdo em momentos de bombeamento normal (Fig.18B) e naqueles
nos quais se observa “refluxo (Fig. 18C), das curvas das regides 4, 9, BC e BF, evidencia que
0 bombeamento normal exige que a BF esteja vazia, do contrario, o relaxamento dos
musculos da BC ocorre sem que o alimento tenha passado para a segunda metade da bomba,
ocasionando o refluxo. Além disso, embora a BF tenha uma musculatura circular associada a
sua parede, que provavelmente regula o seu esvaziamento impulsionando o alimento para o
intestino médio anterior, os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que seu
enchimento € passivo dependente, portanto, da acdo da BC
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Figura 18. Curvas da variacdo de cor da bomba cibarial em atividade em 12 regides da cabeca do triatomineo.
(A) Curvas das regides 4 e 9; (B) Curvas da bomba cibarial, da bomba faringea e das regies 4 e 9 durante um
ciclo de enchimento-esvaziamento normal; (C) Curvas da BC, BF e das regides 4 e 9 durante um ciclo de
enchimento-esvaziamento apresentando “refluxo”. O experimento de alimentagdo foi gravado com a velocidade
de 29 gps. Para facilitar a visualizagio da passagem do sangue pelo canal alimentar do inseto, primeiramente a
imagem original em RGB foi convertida em “8bit green” (“split channels”). Em seguida, foi obtida uma
imagem representando a “Max intensity” (“Z project’) da sequéncia de imagens analisadas, e calculada a
diferenca entre a imagem “Max intensity” da sequéncia de imagens (“Image calculator”). O retdngulo amarelo
com linha pontilhada mostra o registro das curvas no momento do refluxo, onde se observa que houve a

contracdo quando o sangue ocupa apenas a regido 4 da bomba cibarial.

6. DISCUSSAO

Os triatomineos normalmente requerem de 20 a 40 minutos para fazer um repasto de
sangue em seus hospedeiros vertebrados, sendo esses, principalmente os mamiferos e os
passaros. O tamanho do repasto sanguineo varia entre as espécies e 0 estadgio de
desenvolvimento do inseto. Nesse sentido, ninfas de R. prolixus e de T. brasiliensis podem
ingerir de sangue em um Unico repasto até 9 vezes e 5 vezes 0 seu peso corporal,
respectivamente (Friend et al, 1965; Guarneri et al., 2003). Ainda nesse sentido, diferenga no
repasto sanguineo € observada entre machos e fémeas de mesma espécie. As fémeas adultas
ingerem de sangue entre 2 (T. brasiliensis) e 3 (R. prolixus) vezes o seu peso corporal,
enquanto os machos geralmente ingerem quantidades menores (Friend et al., 1965; Guarneri

NAY

et al., 2003). O “ganho de peso” (tamanho da refeicdo) e a “taxa de ingestdao” (ganho de
peso/tempo de alimentacdo) sdo dois parametros comumente utilizados em estudos sobre o
comportamento alimentar dos triatomineos. Destaca-se que a taxa de ingestdo é um bom
indicador para o desempenho alimentar nesses insetos devido & sua sensibilidade as
dificuldades encontradas por eles durante alimentacdo (ex. aumento do tempo de sondagem,
interrupcdo durante a alimentacdo de sangue, reducdo da frequéncia de bombeamento do
sangue) (Pereira et al., 2006).

Nos triatomineos, a maior parte do tempo de alimentacdo é usado para a sucgdo do
sangue, que deve ser conduzido dos vasos da pele do hospedeiro até o intestino médio do
inseto, local onde é inicialmente armazenado. Em alimentador artificial, frente a dietas com

viscosidade semelhante & do sangue, o volume ingerido por cada contragdo e frequéncia



55

maxima da BC esta relacionado as caracteristicas mecanicas intrinsecas do aparato de
alimentacdo desses insetos (Sant’Anna et al., 2001).
O efeito da viscosidade do sangue/plasma na interacdo triatomineo-hospedeiro vertebrado €
ainda pouco compreendido. Existe também uma grande variacdo na viscosidade do sangue de
diferentes espécies de vertebrados (Windberger & Baskurt, 2007). Windberger e
colaboradores (2003) compararam a viscosidade do sangue em noves espécies de mamiferos,
nesse estudo os autores demostraram a variacdo dos valores da viscosidade do sangue é
inversamente proporcional a taxa de cisalhamento. As diferencas da viscosidade do sangue
entre estas espécies € muito maior em baixa taxa de cisalhamento (0,7 s-1), variando de 6,56
(bovinos) a 38,17 mPas (equinos), do que quando o sangue é submetido a alta taxa de
cisalhamento (94 s-1) onde a variacgéo foi de 4,04 (coelhos) a 6,29 mPas (ratos). O percentual
de hematdcrito presente no sangue € um dos fatores que influencia na viscosidade como
observado por Windberger e Baskurt (2007), que em mamiferos, o hematdcrito varia de 30 a
50%, que sdo valores altos em comparacdo as aves, que geralmente apresentam valores de
hematocrito e a viscosidade do sangue menor. Enquanto, em vertebrados pecilotérmicos nao
apresenta valores fixos, pois este parametro varia de acordo com a temperatura corporal que
depende do ambiente. Além disso, a viscosidade do sangue ird variar também por fatores
relacionados a homeostasia que também difere quanto a aves e mamiferos. Durante o repasto
sanguineo ocorre dano tecidual em decorréncia da movimentacdo das pecas bucais dos
insetos, desencadeando uma resposta hemostatica como a cascata de coagulagdo que altera a
viscosidade do sangue refletindo sobre a dificuldade do bombeamento do mesmo através do
tubo digestivo, para o intestino médio do inseto (Puckett et al., 2005; Araujo et al., 2007,
Paim et al., 2011). Entretanto a cascata de coagulacdo aparentemente tem maior importancia
em mamiferos, enquanto em aves aparentemente tem menor importancia onde varios fatores
desta via da coagulacdo estdo ausentes ou em concentragdes muito baixas (Lewis, 1996).
Utilizando um alimentador artificial, Smith (1979) demonstrou em ninfas de 5° estadio
R. prolixus que o aumento da viscosidade da dieta de 0,8 a 6,5 cP reduziu a taxa de ingestao
em aproximadamente um terco (de 26,2 ml/min para 8,5 ml/min). Tal fato se deve a uma
reducdo na frequéncia de bombeamento, bem como na quantidade média de liquido ingerido
(nl ou Ig) por contracdo bomba cibarial (QLC). No presente estudo, a taxa de ingestdo
apresentada pelos insetos alimentados em uma solucdo de menor viscosidade (Locke
0,78/mPa a 60rpm) foi ~7,5 vezes maior (17,2- 2,3 mg/min) em relacdo aos alimentados na
solugdo mais viscosa (Dextran 6,9 mPa a 60rpm), sendo que 50% desta diferenca
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provavelmente estd relacionada ao fato da frequéncia média ter sido 2x maior nos insetos
alimentados em Locke. O restante da diferenca entre as taxas de ingestdo que observamos
entre 0s nossos dois grupos experimentais, deve estar relacionada a reducdo da QLC, como
demonstrado por Smith (1979). Entretanto, pelo fato de ndo termos contabilizado o numero
total de ciclos/bombadas nesses experimentos ndo foi possivel estimar a QLC. E importante
mencionar que no estudo de Smith (1979) foi utilizado o eletromiograma da bomba cibarial
para a obtencdo do numero de bombadas total durante os experimentos de alimentacdo sendo
gue a QLC foi estimada a partir do ganho de peso dos insetos.

No presente estudo desenvolvemos uma metodologia de analise de imagens que nos
permitiu identificar o periodo de enchimento e o de esvaziamento de cada ciclo da BC. Desta
forma, foi possivel avaliar o efeito da viscosidade da dieta no ciclo de atividade da BC, e
consequentemente, na performance alimentar dos insetos ao longo do repasto. Assim,
considerando o desempenho do bombeamento dos insetos alimentados com as duas dietas
artificiais (Locke e Dextran) nos trés trechos avaliados (I, M, F), s6 observamos diferenca
entre os parametros “frequéncia” e “tempos de enchimento e de esvaziamento” no meio do
repasto. Ou seja, os insetos alimentados com a solugdo de maior viscosidade (Dextran) ndo
foram capazes de melhorar o desempenho de bombeamento ao longo da alimentacéo,
aumentando a frequéncia e diminuindo os tempos de enchimento e de esvaziamento, como
observamos nos insetos alimentados com solucdo de menor viscosidade (Locke).

Essa capacidade de melhorar o desempenho alimentar ao longo da alimentagéo, observada nos
insetos alimentados na solugdo menos viscosa (Locke) e no hospedeiro vivo, esta relacionada
ao aumento de frequéncia e, necessariamente decorre de uma diminui¢do do tempo do ciclo
de atividade da BC (periodo). Contudo ¢é importante salientar que essa reducdo na duracéo do
periodo foi em média, distribuida proporcionalmente entre os tempos de enchimento e de
esvaziamento da BC. Além disso, essa proporcionalidade entre os tempos de enchimento e de
esvaziamento sugerem haver uma “interdependéncia” entre esses dois eventos. Nesse sentido,
a diminuicdo da dispersdo dos valores destes dois eventos, também observada nestes
momentos de maior eficiéncia de bombeamento, poderia permitir ao inseto ingerir uma

quantidade maior de liquidos em um menor intervalo de tempo.

Os parametros introduzidos nos experimentos in vivo de “velocidade de enchimento ¢
de esvaziamento”, que também aumentaram nos periodos de maior performance alimentar do

triatomineo, sugerem a ingestdo de uma quantidade maior de sangue por ciclo da BC nestes
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momentos. No entanto, uma limitagdo dos experimentos de alimentagédo no hospedeiro vivo
foi ndo termos mensurado o ganho de peso dos insetos apds o repasto. Essa informacdo nos
permitiria correlacionar a variacdo de cor observada ao longo do enchimento da BC/ciclo ao
volume médio de sangue ingerido. Ainda nesse sentido, o cotejamento entre os valores da
QLC média e a variagdo de cor durante o enchimento de cada ciclo da BC entre os cincos
experimentos, poderia sugerir se existe ou ndo uma correlacéo entre esses dois parametros.

A menor performance do bombeamento no inicio e no fim da alimentacdo apresentada
pelos insetos alimentados em Locke e in vivo possivelmente estd relacionada a fatores
inerentes ao inseto e ndo a diferencas entre as dietas. Uma possivel explicacdo para esse perfil
seria uma maior dificuldade do inseto em bombear a dieta devido a resisténcia da cuticula
abdominal durante o enchimento do intestino médio anterior. Essa maior resisténcia no
comeca da alimentacéo, estaria relacionada ao tempo para iniciar o processo de plasticizacao
da cuticula abdominal. Em triatomineos, a plasticizacéo da cuticula faz com que o tegumento
abdominal se estenda assim que os insetos iniciam a alimentagdo, permitindo assim a
acomodacdo de grandes quantidades de sangue no intestino médio anterior (Bennet- Clark,
1962). Esta plastificacdo da cuticula em R. prolixus é controlada por uma liberacdo do
neurotransmissor serotonina na hemolinfa logo ap6s o inicio da alimentagdo de sangue
(Orchard, 2006). Ja o declinio na frequéncia da BC, apresentada proximo ao final da
alimentacdo, seria uma consequéncia da contrapressao gerada pela resisténcia da cuticula
abdominal durante o enchimento do intestino médio anterior (Bennet-Clark, 1963a).
Interessante que esta reducdo de frequéncia da BC no préximo ao final da alimentagdo
também ¢ observada quando os triatomineos se alimentam em hospedeiros vivos (Guarneri et
al., 2003).

Diferentemente dos insetos alimentados com solucgéo de Locke, nos quais se observou
um perfil simétrico no aumento da performance ao longo da alimenta¢do, nos insetos
alimentados in vivo, verificou-se um perfil assimétrico, com uma nitida tendéncia de
diminuicdo dos valores a partir da segunda metade da alimentacdo. A explicacdo para esse
fato pode estar relacionada a resposta fisiologica do hospedeiro no sitio de alimentagéo, pois
durante a fase de ingurgitamento, a vibragdo no vaso canulado, ocasionada pela atividade da
BC, provavelmente gera um estresse mecanico no endotélio. Isso ocorre devido a uma
pulsacdo abrupta da parede do vaso e uma forte oscilacdo do fluxo sanguineo, tornando o
local de alimentacdo um microambiente adequado para desencadear a agregacdo plaquetaria,
recrutamento de leucdécitos e coagulacdo sanguinea (Soares et al., 2014). Essa resposta do
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hospedeiro, por sua vez, alteraria as propriedades do sangue no sitio de alimentacdo dos
insetos (ex. viscosidade) (Sant’ Anna et al., 2017).

Um dos primeiros estudos que apresentou informacdes sobre o funcionamento da BC
dos triatomineos, foi o de Barth (1952), o primeiro (Parte 1) da primorosa série de artigos
“Estudos anatomicos e histoldgicos sobre a subfamilia Triatominae (Heteroptera,
Reduviidae)”. Nesse trabalho, o autor deu destaque as estruturas da cabeca de T. infestans,
propondo um mecanismo de succao de sangue para este triatomineo baseado em informacdes
microanatdmicas do canal alimentar e de suas estruturas associadas. A partir da observacdo do
repasto desses insetos in vivo, como esquematizado na figura 19, o autor detalhou os
principais eventos envolvidos durante a passagem do sangue da parte posterior da faringe
(“BC”) para o es fago (“BF”).

Figura 19. Esquema do corte longitudinal da regido posterior da bomba cibarial (“faringe” - PH) e o inicio do
esdfago (OE) mostrando o processo de ingestdo do sangue. (A) Momento em que as Ultimas fibrilas do 2°. grupo
de musculos dilatadores da BC (MU2) se contrairam e uma gota de sangue foi sugada para tras. A valvula (VP)

estd fechada, uma vez que 3° grupo de musculos dilatadores da bomba cibarial (MU3) esta relaxado. (B)
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Momento em que as ultimas fibrilas do MU2 estdo se relaxando, ¢ a parede (“teto”) elastica retorna a sua posi¢do
original da BC empurrou (pelo “fechamento” da cavidade da bomba nesta regido) a gota sanguinea pela valvula
(VP) aberta pela contragdo de MU3 para dentro do esofago (“BF”), cujo primeiro grupo dos musculos anelares
(MUR) é relaxado enquanto o musculo dilatador do es fago se contraiu (MUL17). Pela contragdo dos musculos
anelares (MUR) anteriores e do musculo dilatadores do es6fago (MU17), e a dilatacdo dos musculos anelares
posteriores localizados posteriormente (como aparece em A), continua o movimento do alimento em dire¢éo ao
intestino médio anterior”. Extraido de Barth (1952). Legenda: (GB) Ganglio subesofagico; (GP) Ganglio

supraesofagico; (KW) Parede cranica (“cranea”).

De acordo com Barth (1952) a passagem do alimento pela bomba cibarial de T.
infestans seria coordenada por ciclos alternados de contracédo e relaxamento dos trés grupos de
musculos dilatadores no sentido anteroposterior. Tal hipdtese corrobora os nossos resultados
(Fig. 16) que sugerem que a ingestdo de sangue por R. prolixus seja auxiliada por movimento
peristaltico da parede eléstica da bomba. Entretanto, ndo é conhecido se a distribuicdo dos
musculos dilatadores da BC de R. prolixus segue 0 mesmo padrdo e possuem um padrao de
contracdo/relaxamento descrito em T. infestans, uma vez que a forma, volume (~QLC) e
frequéncia funcionais da BC entre as duas espécies sdo distintos. Em triatomineos, a QLC
difere entre as espécies, variando de 27 nl para ninfas de quinto estadio de T. pseudomaculata
até aproximadamente 101 nl para T. infestans (Guarneri et al., 2000a). Durante o
desenvolvimento pds-embrionario de T. brasiliensis, a QLC cresce assimetricamente,
aumentando ~23 vezes entre as ninfas do primeiro ao quinto estadio. Nesse mesmo periodo, 0
peso corporal do inseto aumenta em ~55 vezes quando comparado ao peso inicial. Nos
adultos o volume da BC (QLC) é um parametro que apresenta um nitido dimorfismo sexual
em T. brasiliensis adulto, sendo 31% maior nas fémeas do que nos machos (Guarneri et al.,
2003).

Outro aspecto ainda pouco compreendido € o papel da coordenagdo do ciclo de
contracdo/relaxamento entre a BC e a BF no desempenho alimentar dos triatomineos.
Recentemente, Lahondere et al. (2017) utilizando imagens de R. prolixus durante o processo
de ingestdo de liquido captadas com scanner de microtomografia computadorizada,
demonstraram que a frequéncia da BF e da BC é a mesma, contudo apresentam movimentos
de contracdo-relaxamento invertidos. A importancia desse sincronismo entre a BC/BF para o
bombeamento do alimento foi evidenciada em nosso estudo, uma vez que durante o repasto,
nos momentos em que o esvaziamento da BF “atrasou” seguiu-se da ocorréncia de “refluxo”
e, provavelmente, uma reducéo do volume ingerido pela BC (reducédo da variacéo de cor entre

0 enchimento e o esvaziamento da bomba (Figs. 16 -18)).
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Os achados obtidos na maior parte dos estudos sobre o comportamento alimentar dos
triatomineos em hospedeiros vivos, foram obtidos majoritariamente a partir de duas
metodologias: i) a microscopia intravital, que destaca especialmente as imagens captadas no
sitio do repasto dos insetos na pele do hospedeiro (Lavoipierre et al., 1959; Soares et al.,
2014) elou ii) o eletromiograma (ou eletropenetrograma), que analisa os sinais elétricos
produzidos durante o repasto dos barbeiros. Inegavelmente, o conhecimento gerado usando
tais metodologias, trouxe enormes contribui¢cdes, sendo fundamental para o estado da arte
nesse topico da biologia dos triatomineos. Os estudos baseados nas imagens captadas durante
a alimentacdo dos insetos no hospedeiro permitiram caracterizar as fases de alimentacdo e
demostrar que os barbeiros retiram o sangue diretamente dos vasos sanguineos do hospedeiro
(Lavopierre et al., 1959), mecanismo posteriormente denominado de solenofagia
(Lavoipierre, 1964). Adicionalmente, caracterizaram-se as alteracGes desencadeadas na
microcirculacdo da pele no sitio de alimentacdo dos triatomineos, demostrando a
vasodilatacdo, o aumento de permeabilidade vascular e o recrutamento de leucdcitos e de
plaguetas principalmente no final do repasto dos insetos (Soares et al., 2014). Ressalta-se, ter
sido esse o primeiro estudo que a partir de imagens da regido da bomba cibarial na cabeca dos
triatomineos, demonstrou a correspondéncia entre a atividade da bomba cibarial (medida pela
variacdo da area ocupada pelo sangue na cavidade da bomba) e os picos dos sinais elétricos
pelo eletromiograma (Soares et al., 2014). Contudo, desde o trabalho pioneiro de Smith
(1979) até o presente momento, o perfil do eletromiograma tem sido utilizado apenas como
um marcador se o inseto estd bombeando ou ndo a dieta. Dessa forma, destacamos a
importancia do trabalho aqui apresentado, que padronizou uma metodologia para analise de
imagens obtidas pela técnica do eletromiograma e/ou da microscopia intravital, permitindo
um estudo mais informativo e detalhado do funcionamento da bomba cibarial de R. prolixus
frente a diferentes dietas. Para otimizar essa metodologia, recomendamos: i) registrar 0 peso
dos insetos antes e apos a alimentacdo e ii) imobilizar os insetos de forma a impedi-los de
deslocar durante o experimento, pois toda vez que o inseto muda de posicdo é necessario

reposicionar a mascara delimita a regido das bombas de alimentacéo (BC e BF).
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7. CONCLUSOES

. A partir da analise de imagens (variacdo da cor) captadas do dorso da cabeca de
Rhodnius prolixus foi possivel registrar a frequéncia de atividade da bomba cibarial (BC) e da
bomba faringea (BF) durante o repasto dos insetos.

. A planilha de célculo baseada na funcdo SE do programa Excel elaborada no
presente estudo permitiu a determinacé@o dos picos e dos vales a partir dos dados da curva da
variacdo da cor apresentada pela BC em atividade, permitindo o céalculo do tempo de
enchimento e de esvaziamento de cada ciclo de atividade de bomba cibarial de Rhodnius
prolixus. Baseado nestes tempos, foi possivel calcular outros parametros relacionados a
atividade da BC (ex. periodo, velocidade de enchimento e de esvaziamento, variacdo de cor
durante as fases de enchimento e de esvaziamento).

. A alteracéo da viscosidade da dieta artificial (de 0,78 a 6,9 mPa a 60rpm) impactou
negativamente na taxa de ingestdo de Rhodnius prolixus, diminuindo a frequéncia da bomba
cibarial e o tamanho do repasto sanguineo. Os insetos alimentados com uma solugdo de maior
viscosidade (Dextran: 6,9 mPa) ndo foram capazes de aumentar o seu desempenho de
bombeamento ao longo da alimentacdo, como observado nos insetos alimentados com uma
dieta menos viscosa (Locke: 0,78 mPa) ou no hospedeiro vivo.

. Os insetos alimentados com Locke e com o hospedeiro apresentam uma pior
performance de bombeamento no inicio e no fim do repasto, provavelmente devido um fator
intrinseco ao inseto, que deve estar relacionado com a dificuldade de esvaziar a BC pela
contrapressao gerada pela resisténcia da cuticula abdominal durante o enchimento do intestino
médio anterior presentes nesses momentos da alimentacéo.

. O melhor desempenho de bombeamento de Rhodnius prolixus alimentados em
hospedeiro vivo é observado na primeira metade do repasto sanguineo.

. O padrao do deslocamento do liquido nas diferentes regiGes de Rhodnius prolixus
da BC sugere que a ingestdo de sangue nesse inseto seja auxiliada pelo movimento

peristaltico da parede elastica da bomba.
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