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RESUMO

As infestagdes por Cimex lectularius (Hemiptera:Cimicidae), apesar de subnotificadas,
vém aumentando nos ultimos anos, em grande parte do mundo, configurando-se como uma
importante praga urbana sem sinais de reversdo. Os problemas de saude provocados por estes
insetos, popularmente conhecidos como percevejos de cama, estdo diretamente associados ao
habito hematofagico obrigatério e a antropofilia. Além do intenso prurido, as picadas dos
cimicideos podem desencadear reacGes alérgicas em resposta aos componentes salivares
depositados na pele do hospedeiro durante o repasto sanguineo. Embora a saliva desses insetos
seja indispensavel em tais processos, ndo existem estudos sobre o0 processo de salivacdo desses,
sendo este 0 objeto de estudo do presente trabalho. Para tal, fémeas de C. lectularius (7 dias em
jejum) foram alimentadas em camundongos hairless, sendo o perfil de salivacdo investigado
através da microscopia intravital e eletromiograma da bomba cibarial. Referindo-se a
caracterizagdo do processo alimentar observou-se que os cimicideos canularam tanto as
arteriolas (59,7%) quanto as vénulas (43,2%). O momento inicial de canulagdo do vaso
sanguineo provoca uma contracdo transitoria da parede do mesmo, seguida de constante
pulsacdo, observando-se vasodilatacdo ao final do repasto sanguineo. As hemorragias foram
observadas nas arteriolas e nas vénulas, ocorrendo logo apds a retirada das pecas bucais do vaso
sanguineo canulado. A utilizacdo da microscopia intravital em simultaneo ao eletromiograma
da bomba cibarial, confirmou que os sinais elétricos identificados durante o ingurgitamento,
sdo referentes a contracdo dos musculos associados a parede da bomba cibarial. A partir da
marcacdo do contetdo das glandulas salivares principais de C. lectularius com Laranja de
Acridina, observou-se que 0s cimicideos salivam durante toda a alimentacdo, contudo, de
maneira distinta nas fases de sondagem e ingurgitamento. Na fase de sondagem, a saliva é
liberada continuamente e em maior quantidade. Diferentemente, na fase de ingurgitamento, a
saliva é liberada em pequenas quantidades e de forma irregular, principalmente na parede do
vaso sanguineo, proximo a regido de insercao das pecas bucais. Além disso, durante a fase de

ingurgitamento, a suc¢do do sangue ocorre de forma independente a liberacéo de saliva.

Palavras-chave: Cimex lectularius. Hematofagia. Salivagdo. Microscopia intravital.
Eletromiograma.



ABSTRACT

Infestations by Cimex lectularius (Hemiptera:Cimicidae), although underreported, have
been increasing in recent years in much of the world, becoming an important urban plague
without signs of reversion. The health problems caused by these insects, popularly known as
bed bugs, are directly associated with the mandatory hematophagous habit and anthropophilia.
In addition to the intense itching, the bites can trigger allergic reactions in response to the
salivary components deposited on the host's skin during the blood meal. Although cimicid
saliva is indispensable in hematophagy, there are no studies on the salivation process of these
insects, which is the object of study in the present work. For this, females of C. lectularius (7
days fasting) were fed on hairless mice, and the salivation profile was investigated through
intravital microscopy and electromyogram of the cibarial pump. Referring to the
characterization of the feeding process, it was observed that the cimicids cannulated both
arterioles (59.7%) and venules (43.2%). The initial moment of cannulation of the blood vessel
causes a transient vessel contraction, followed by vibration of their wall and a progressive
increase of vessel diameter, presented a crisp vasodilation at the end of the blood meal.
Hemorrhages were observed in both arterioles and venules, occurring shortly after the removal
of the mouthparts of the cannulated blood vessel. The use of intravital microscopy
simultaneously with the electromyogram of the cibarial pump, confirmed that the electrical
signals identified during engorgement phase are related to the contraction of the muscles
associated with the wall of the cibarial pump. From the marking of the content of the main
salivary glands of C. lectularius with 0.05% Acridine Orange, it was observed that the cimicids
salivate throughout the blood feeding, however, with distinct profile in the probing and
engorgement phases. In the probing phase, saliva is released continuously and in greater
quantity. In contrast, in the engorgement phase, saliva is released in small quantities at irregular
intervals, mostly just near the cannuled vessel wall. In addition, during the engorgement phase,

blood intake by the insects can occur independently of the release of saliva.

Keywords: Cimex lectularius. Haematophagy. Salivation, Intravital microscopy.
Electromyogram.
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LISTA DE ILUSTRACOES

Distribuicdo mundial das infestacbes por Cimex lectularius (circulos e areas
vermelhos) e Cimex hemipterus (circulos e areas verdes). As areas em vermelho
com linhas pretas quadriculadas representam locais onde a infestagédo por
Cimex lectularius causou grandes impactos econdmicos e em saude publica.
Nas areas em amarelo a espécie de Cimex ndo foi identificada. Adaptado de
Zorilla-Vaca et al. 2015 ......oovoiiiiiiicee
Morfologia de Cimex lectularius - vista dorsal. Adaptado de cimexstore.co.uk .
Ciclo bioldgico de desenvolvimento de Cimex lectularius (adaptado de
resistenciarockandroll.wordpress.com), destacando marcado dimorfismo
sexual dos adultos. Seta branca indicando o 6rgao copulatorio - paramero - do
MAacho de CIMeX IECTUIAITUS ........c.oiieiiiieciee s
Reacdes alérgicas provocadas pelas picadas de percevejos de cama no rosto,
pescoco, colo e ombro. Foto: Grasielle Pessoa ..........ccccccvevevievvecc i
Desenho esquematico do aparato alimentar de Cimex lectularius: (A) posicao
das pecas bucais na pele do hospedeiro vertebrado, durante o repasto sanguineo;
e (B) vista lateral do fasciculo durante a hematofagia. A maxila (Mx.) direita
(com extremidade mais extensa e em formato de J) perpassa sobre a maxila
esquerda (com extremidade mais curta e em forma de ponta de lanca), formando
uma boca funcional (Bf.) na ponta interna da maxila esquerda. As mandibulas
(Md.) direita e esquerda, com pontas serrilhadas, aparecem uma de cada lado
do feixe maxilar, se estendendo ao nivel da ponta da maxila esquerda. Adaptado
de Dickerson & Lavoipierre 1959 ........cccoiiiiiiiec i
Anatomia interna da parte anterior de Cimex lectularius destacando o0s
componentes do aparato alimentar: (A) vista dorso-ventral e (B) vista antero-
lateral. Adaptado de USINGEr 1966 ...........ccocuiiriiiiiiniiieseseeeeee e
Glandulas salivares principais de Cimex lectularius (indicadas pelas setas),
destacando o formato oval e coloracdo alaranjada devido a presenga de
NItroforina. FOtO: LUIZA Lara ......ccccveieeiieie e
Sistema de alimentacéo artificial das fémeas de Cimex lectularius, destacando-

se a membrana utilizada na mamadeira de vidro (setaamarela) ...........ccccceevuerenene
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Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Fémea de Cimex lectularius imobilizada com auxilio de uma tira de
esparadrapo fixada em massa de Mmodelar ...
Analise de imagens pelo programa Fiji Image J, a partir dos videos obtidos nos
experimentos com microscopia intravital. Imagem da microcirculacdo da pele
da orelha (& esquerda) mostrando a area selecionada para andlise (seta preta).
Os resultados (a direita) indicam a variagdo de pixels da &rea delimitada ao
longo do tempo. Os valores da densidade integrada (circulo vermelho) foram
utilizados para plotagem dos grafiCos ..........cccccvverieeiiiie i
Representagdo esquematica da técnica de microscopia intravital simultanea ao
monitoramento elétrico da bomba cibarial durante alimentacdo dos cimicideos
na pele da orelha do camundongo hairless anestesiado .............ccccevevveieieenneenne.
Fases da alimentacdo de fémeas de Cimex lectularius na microcirculacdo da
pele da orelha do camundongo hairless observadas através de microscopia
intravital: (A) logo ap6s a picada (13,6 seg.); (B) inicio da fase de sondagem
(41,6 seg.), apresentando movimentos oscilatérios do fasciculo em varias
direcdes no tecido; (C) inicio da fase de ingurgitamento (64,0 seg.), pouco
depois da insercdo das pecas bucais na luz da arteriola, demostrando uma
contracdo transitoria da mesma; (D) momento da fase de ingurgitamento (482,9
seg.), no qual se observa o fasciculo no sitio alimentar. Legenda: P, probdscide;
F, fasciculo; SA, sitio de alimentacéo; A, arteriola; V, vénula. Considerou-se o
momento da picada igual a0 temMpPO 0 .......cc.eoeeiiiiieceiece e
Hemorragia observada logo ap6s a retirada das pecas bucais de Cimex
lectularius da arteriola da pele da orelha de camundongos hairless, observada
através da técnica de microscopia intravital: (A) final da fase de ingurgitamento
(189,05 seg.); (B) logo apos a retirada das pecas bucais do vaso canulado
(193,55 seg.); (C) regido adjacente ao sitio de alimentagdo com extravasamento
de sangue (circulo preto) (195,53 seg.). Legenda: H, hemorragia; F, fasciculo;
SA, sitio alimentar; A, arteriola; V, vénula. Tempo 0 = momento da picada .......
Andlise do eletromiograma da bomba cibarial de uma fémea de Cimex
lectularius, alimentada em uma vénula da pele da orelha de camundongo,
utilizando o programa “Barbeiro.m” no software MATLAB: (A) sinais elétricos
(mV) produzidos ao longo da alimentacdo do inseto; (B) detalhe da éarea
selecionada em A (caixa vermelha), evidenciando os sinais elétricos (picos)
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Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

gerados pela atividade da bomba cibarial na fase de ingurgitamento; (C)
espectro de frequéncia da contracdo da bomba cibarial, mostrando a frequéncia
fundamental e suas frequéncias harmonicas (asteriscos); (D) espectrograma
com a frequéncia fundamental e suas frequéncias harménicas ao longo do
tempo. Legenda: F.F., frequéncia fundamental; F.H., frequéncias harmonicas ..
Sinais elétricos produzidos pelas contracfes da bomba cibarial (linhas verdes)
e representacdo grafica da vibracdo da parede do vaso sanguineo (linhas
vermelhas), durante a ingestdo de sangue por uma fémea de Cimex lectularius,
na pele da orelha de camundongo: (A) inicio da fase de ingurgitamento (seta),
onde ja é possivel observar a correspondéncia entre os sinais elétricos (picos) e
0 movimento de retracdo da parede do vaso; (B) final da primeira metade do
repasto sanguineo, quando, geralmente, observam-se frequéncias de
bombeamento mais altas e maiores amplitudes do movimento da parede dos
vasos; (C) representacdo de um momento da segunda metade do repasto
sanguineo, quando se observa a reducdo da frequéncia e picos irregulares; (D)
momento préximo ao final da alimentacdo, quando observam-se baixas
frequéncias e picos irregulares com baixa amplitude ...........ccccovevevveieneeinninnenn
Par de glandulas salivares principais de Cimex lectularius observadas sob
microscopio de epifluorescéncia. Glandulas extraidas 24 horas apds a
alimentacdo apenas com sangue heparinizado humano (inseto controle,
indicado pelas setas brancas) ou com sangue heparinizado humano acrescido
de Laranja de Acridina 0,05% (inseto marcado, indicado por setas vermelhas):
(A) luz visivel; (B) luz azul (excitagdo: 450-490 nm; emissdo: 535 nm) ..............
Fémeas de Cimex lectularius observadas sob microscopio de epifluorescéncia
(excitacdo: 450-490 nm; emissdo: 535 nm) 24 horas apds alimentagdo apenas
com sangue heparinizado humano (inseto controle) ou com sangue
heparinizado humano acrescido de Laranja de Acridina 0,05% (inseto marcado)
com destaque para o tubo digestivo (vista ventral; A. inseto controle e B. inseto
marcado) e olhos (vista dorsal; C. inseto controle e D. inseto marcado) ..............
Salivacdo de Cimex lectularius durante o repasto sanguineo, na pele da orelha
do camundongo hairless, observada pelo conteddo salivar marcado com
Laranja de Acridina através da microscopia intravital: (A) momento da picada
e inicio da deposigdo de saliva da fase de sondagem (0 seg.); (B) intensa
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Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

liberacdo de saliva durante a fase de sondagem (6,47 seg.); (C) momento de
canulacdo da vénula e inicio da fase de ingurgitamento (17,47 seg.); (D)
primeira metade da fase de ingurgitamento, exibindo nitida reducdo da
fluorescéncia nas regides do tecido sondado pelo inseto (216,83 seg.); (E)
segunda metade da fase de ingurgitamento, evidenciando um aumento da
intensidade de fluorescéncia na regido proxima a parede do vaso sanguineo no
sitio alimentar (383,90 seg.); (F) final da alimentacéo, logo apos a retirada das
pecas bucais, mostrado fluorescéncia proxima a parede externa do vaso
canulado (521,66 seg.). Legenda: P, probdscide; F, fasciculo; A, arteiola; V,
vénula; PPS, regido da pele sondada previamente pelo inSeto .............ccoccvvreenee.
Andlise da densidade integrada de uma area (4,7 mm?) da pele do hospedeiro,
circundante ao sitio de alimentacdo de Cimex lectularius com saliva marcada
com o fluocromo Laranja de Acridina 0,05%. (A - C): mediana da densidade
integrada (D1) de cada uma das 132 subéreas (0,036 mm?) correspondendo a 12
metade, 2% metade e do periodo do total da fase da 12 sondagem (A), da 22
sondagem (B) e do ingurgitamento (C); (D): delimitacdo das regibes onde
ocorreu deposicdo da saliva sobre a foto do momento da maior fluorescéncia da
pele do hospedeiro (B = final da 22 sondagem), mostrando no detalhe (foto
menor) a disposicao espacial das 132 subareas utilizadas na analise ...................
Distribuicdo da saliva (deposicdo e difusdo) na pele da orelha de camundongo
durante a alimentacdo de Cimex lectularius: (A): perfil da somatéria da
densidade integrada (DI) ao longo da alimentacéo, referente a area total e as
areas de salivacdo e adjacentes, e linhas vermelhas destacando alguns tempos
de cada fase [1 - picada (0,0 seg.), 2 - final 12 sondagem (12 seg.), 3 - inicio 22
sondagem (32,9 seg.), 4 - inicio ingurgitamento (39,9 seg.), 5 - final da
alimentacéo (397,7 seg.)]; (B - E): graficos de superficie mostrando os valores
da DI das 132 subéareas da pele do hospedeiro, circundante ao sitio de
alimentacéo do inseto no final da 12 sondagem (B), no final da 22 sondagem (C),
apo6s 100 segundos do inicio do ingurgitamento (D) e no final do
INQUIGItAMENTO (E) ..ovveveiiiiieie et
Deposicéo de saliva na pele da orelha de camundongo, associado aos registros
da vibracdo da parede do vaso canulado e do eletromiograma da bomba cibarial
durante a alimentacédo de Cimex lectularius: (A) momentos de deposicéo
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de saliva na pele durante a fase de ingurgitamento (a = 8,8 seg.; b = 69,9 seg.;
c = 206,7 seg.; d = 282,1 seg.); (B) perfil de salivacdo monitorado pela
fluorescéncia [valor densidade integral da area selecionada pelo retangulo
amarelo (2,1 mm?)] durante a fase de ingurgitamento ao longo do tempo - o
valor da fluorescéncia apresentou oscilagdes, evidenciada pela largura da linha
azul em decorréncia a vibragéo da parede do vaso, cada ponto da linha vermelha
representa a média da fluorescéncia dos 30 frames subsequentes (~ 1 segundo
de observacdo); (C) sinais elétricos produzidos pela bomba cibarial
(eletromiograma) em um periodo de selecionado (barra vermelha), indicando
gue ndo houve interrupcdo da alimentacdo do inseto durante a deposicéo de
saliva proximo a parede do vaso, evidenciado pelo aumento da fluorescéncia

NESta regifo da JErME ........ccvveiiiie e
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Alteracdes nos vasos sanguineos da microcirculacdo da pele da orelha de
camundongos hairless desencadeadas pelo processo alimentar de fémeas de
Cimex lectularius, avaliadas por microscopia intravital, no inicio do

ingurgitamento e logo apos a retira das pecas bucais da pele do camundongo ........ 32



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C - Graus Célsius

% - Por cento

CEUA - Comité de Etica no Uso de Animais
CO2 - Didxido de carbono

Hz - Hertz

DDT - Dicloro-Difenil-Tricloroetano
HRS/J - camundongos Mus musculus/Linhagem hairless
ICB - Instituto de Ciéncias Bioldgicas
IntDen - “Densidade integrada” do inglés “Integrated Density”
kg - Quilogramas

LA - Laranja de Acridina

mg - Miligramas

min - Minutos

mL - Mililitros

mm - Milimetros

nm - NanOmetros

mV - Milivolts

NO - Oxido nitrico

NOS - Oxido nitrico sintase

NP - Nitroforina

N.S. - Nao significativo

uL - Microlitros

pm - Micrébmetros

pH - Potencial de Hidrogénio

seg. - Segundos

uv - Ultravioleta

UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais
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1. INTRODUCAO

1.1. Cimicideos: aspectos gerais

A familia Cimicidae, ordem Hemiptera, compreende 6 subfamilias, 24 géneros e 110
espécies, sendo a grande maioria relacionada exclusivamente a morcegos e aves (Forattini 1990,
Henry 2009, Balvin et al. 2012). Até o presente momento, apenas um género esta associado aos
humanos, denominado Cimex, com duas principais espécies permanentemente reconhecidas
como antropofilicas: Cimex lectularius (Linnaeus 1758) e Cimex hemipterus (Fabricius 1803).

C. lectularius, conhecido por percevejo de cama comum, esta presente em todo mundo,
a excecao da Antartida. Entre os seus hospedeiros, além do homem, encontram-se galinhas,
morcegos e outros animais domésticos. Diferentemente, C. hemipterus, conhecido por percevejo
de cama tropical, apresenta distribuicdo limitada as areas tropicais. Seus hospedeiros incluem
além do homem, morcegos, aves e animais silvestres (Fig. 1) (Usinger 1966, Zorilla-Vaca et al.
2015). Contudo, € valido mencionar que a espécie Leptocimex boueti (Brumpt 1910),
primariamente associada a morcegos, também se alimenta regularmente de humanos, porém,
com menor importancia epidemioldgica ja que esta restrita a habitaces na regifo da Africa
Ocidental (Forattini 1990, Usinger 1966).

Os cimicideos representam um importante grupo de ectoparasitos temporarios devido ao
seu habito alimentar hematofagico obrigatério e antropofilia. Por um longo periodo de tempo,
acreditou-se que 0s morcegos eram 0s hospedeiros ancestrais dos percevejos de cama, e que a
origem da associagdo com 0s seres humanos tivesse ocorrido quando 0s homens primitivos e
morcegos coabitavam as cavernas na regido do Mediterraneo (Usinger 1966, Booth et al. 2019).
No entanto, estudos recentes demonstraram que a evolucdo das espécies de cimicideos que
ectoparasitam 0 homem ocorreu em eventos independentes, antes mesmo da presenga humana
e dos quiropteros nas cavernas (Booth 2019, Roth et al. 2019). Roth e colaboradores (2019)
sugerem que C. hemipterus tenha como hospedeiro primitivo os passaros. Diferentemente, C.
lectularius teria 0os morcegos como hospedeiros primitivos, apresentando atualmente duas

linhagens distintas: uma associada aos morcegos e outra aos humanos.
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Figura 1. Distribuicdo mundial das infestagdes por Cimex lectularius (circulos e areas
vermelhos) e Cimex hemipterus (circulos e areas verdes). As areas em vermelho com linhas
pretas quadriculadas representam locais onde a infestacdo por Cimex lectularius causou grandes
impactos econdmicos e em saude publica. Nas areas em amarelo a espécie de Cimex néo foi
identificada. Adaptado de Zorilla-Vaca et al. 2015.

O encontro mais antigo da associacao dos cimicideos com os humanos foi reportado em
tumbas egipcias e data de mais de 3500 anos (Panagiotakopulu & Buckland 1999). Inscrigdes
gregas datadas de 423 a.C. (Vail 2006) e documentos histéricos como o Histéria Animalium,
escrito por Aristoteles em 348 a.C., ja mencionavam a convivéncia dos humanos com cimicideos
(Masetti & Bruschi 2007). Segundo Kemper (apud Usinger 1966), o primeiro relato da
infestacdo pelos cimicideos na Alemanha ocorreu no seculo XI, na Franga no século XIII e na
Inglaterraem 1583. Até o século XX, na Europa e América do Norte, além de muito abundantes,
esses insetos eram utilizados para fins medicinais na cura de doencas sendo ingeridos junto de
alimentos. Em 1896, o livro American Homeopathic Pharmacopoeia, recomendava a utilizagdo
de Cimex como remédio para malaria (Potter 2011).

Ao longo dos séculos, desde a Idade Média, os percevejos de cama se estabeleceram nas
moradias dos humanos, fazendo parte do cotidiano dos mesmos, disseminando-se por todo o
mundo, principalmente através do comércio (Potter 2011). Até o fim de 1940, observaram-se
elevadas infestacOes por percevejos de cama, sobretudo em ambientes com pouco asseio e alta

densidade populacional.



A partir da década de 1950, as infestagdes reduziram drasticamente devido a melhorias
nas condi¢Bes habitacionais, sanitarias e sociais da populagdo, associadas a introducéo e
utilizacdo em larga escala dos inseticidas sintéticos, como o Dicloro-Difenil-Tricloroetano
(DDT), adotados naquela época para o controle de mosquitos, pulgas, dentre outros. Dessa
forma, os percevejos de cama permaneceram incomuns, especialmente nos paises
desenvolvidos, até a década de 1980 (Romero et al. 2007).

A partir da década de 1990 observou-se a ressurgéncia de tais insetos em diferentes
partes do mundo, especialmente nos Estados Unidos e Europa, tornando-se cada vez mais
comum com o passar dos anos (Romero et al. 2007, Potter et al. 2008, Potter et al. 2010, Dang
etal. 2017). No comeco do século XXI, as infestacGes ascendiam de forma exponencial em todo
0 planeta, mas sobretudo, nos Estados Unidos, no continente Europeu e Australiano.
Atualmente, estima-se um aumento global de 100 a 500% da populacdo desses insetos a cada
ano (Lai et al. 2016). Em todos os paises infestados, a presenca dos percevejos de cama ocorre
intensamente em hotéis, motéis, residéncias, republicas estudantis, abrigos publicos, escolas,
asilos, hospitais, presidios, navios, cinemas, dentre outros (Hwang et al. 2005, Potter et al.
2010). Nesse cenario, os cimicideos tém sido considerados uma praga urbana emergente, nao
demonstrando sinais de reversao, principalmente devido a elevada resisténcia desses insetos aos
inseticidas disponiveis para controle (Boase 2001, Romero et al. 2010, Zorilla-Vaca et al. 2015,
Dang et al. 2017).

Muitas hipoteses podem estar relacionadas com a ressurgéncia dos cimicideos a partir
do final do século XX, destacando-se: i) aumento da densidade populacional associado ao
crescimento do turismo internacional; ii) aumento do comércio de mdveis usados, utilizados
como abrigos pelos percevejos de cama, uma pratica bem comum na Europa e nos Estados
Unidos (Szalanki et al. 2008); iii) elevadas taxas de migracdo dos cimicideos por dispersdo
passiva; iv) as lacunas de conhecimento sobre os Cimicidae por parte da comunidade cientifica
e/ou dos profissionais controladores de pragas urbanas (Cooper & Harlan 2004, Doggett et al.
2004, Reinhardt & Silva-Jothy 2007); v) declinio no nivel de conhecimento popular durante os
anos de baixa infestacdo (Reinhardt et al. 2008); vi) mudangas nas préaticas de controle quimico,
devido as regulacdes de uso e marketing dos inseticidas (Doggett et al. 2004) e; 7) a resisténcia
dos percevejos de camas aos inseticidas disponiveis (Dang et al. 2017).

Finalmente, vale destacar que o quadro atual da infestacdo pelos cimicideos se mostra
bem diferente do passado. A presenga de Cimex como uma das principais pragas urbanas nos
paises desenvolvidos revela a limitagdo da condicionante “condi¢des precarias de habitagdo e

higiene” para presenca dos percevejos de cama no intradomicilio (Potter et al. 2010).



No Brasil, o relato mais antigo da presenca de percevejos de cama data de 1930, tendo
sido reportada a presenca de C. hemipterus no Rio de Janeiro e C. lectularius em S&o Paulo
(Pinto 1930). Em seguida, Blatchley (1934) relatou ter observado C. lectularius em S&o Paulo.
Em 1940, Costa Lima (1940) afirmou ser C. hemipterus a espécie encontrada com mais
frequéncia no Brasil, inclusive nos centros mais populosos, enquanto C. lectularius era
encontrado com maior abundancia em Sao Paulo e nos Estados do Sul, devido provavelmente a
intensa imigracdo europeia nesta regido no periodo relacionado.

A partir da década de 1940, com a introducdo dos inseticidas sintéticos no pais para o
controle dos vetores de Febre Amarela, Dengue, Malaria e Doenca de Chagas, observou-se o
controle indireto das infestacbes por percevejos de cama, reduzindo-as drasticamente
(Negromonte et al. 1991). Apds esse periodo, Nagem & Williams (1992), em 1985, detectou a
presenca de C. lectularius em 11 dos 14 municipios que compunham a regidao metropolitana de
Belo Horizonte, sendo que tal observacao foi indiferente quanto ao nivel socioeconémico das
habitagdes visitadas. Negromonte e colaboradores (1991), em trabalho realizado em 1989 em
uma comunidade do bairro Gorduras, Belo Horizonte (MG), observaram 7,16% de habitacdes
infestadas por C. lectularius.

No periodo de 2004 a 2009, Nascimento et al. (2013) descreveram 369 infestacdes por
cimicideos, em aproximadamente 40% dos municipios que constituem a regidao metropolitana
de S8o Paulo/SP (325 provenientes na capital e o restante em municipios vizinhos). As
residéncias se mostraram mais infestadas (68,05%) do que os estabelecimentos comerciais e/ou
de servicos (31,95%). Apesar das infestacGes por cimicideos em Sdo Paulo apresentarem uma
correlagéo positiva com os padrfes socioecondmicos mais elevados, os autores ndo descartaram
infestacbes nas regides menos favorecidas. Nesse estudo, C. lectularius foi a espécie
predominante (92,25%), enquanto C. hemipterus foi apontado em apenas um registro (0,35%),
sendo que 4,58% dos espécimes ndo foram identificados.

Araujo et al. (2009) encontraram, em 2007, alta infestacdo de C. lectularius em duas
residéncias da regido metropolitana de Belo Horizonte (nos bairros Vila Maria - antigo bairro
Gorduras - e Jardim Teresépolis) e no municipio de Betim (MG).

Junior e colaboradores (2015) relataram uma infestacdo por C. lectularius na Escola
Estadual de Duas Barras (Rio de Janeiro). Os funcionarios da escola informaram que 0s insetos
foram observados pela primeira vez no verdo de 2013, durante o dia, sendo facilmente
visualizados nas paredes, banheiros, depdsito e cozinha. Estes funcionarios afirmaram ainda
que, psitacideos comumente construiam ninhos no forro do estabelecimento e que, mesmo na

auséncia das aves, em fevereiro de 2014, a visualizacédo dos insetos foi constante, principalmente
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nas horas mais quentes do dia. O forro do estabelecimento foi inspecionado pelos agentes de
salde e constatou-se o acumulo de terra, penas caracteristicas de psitacideos, pedagos de papel
e outros materiais e detritos, onde foram coletados inimeros exemplares de C. lectularius. Foi
comum, entre estudantes e funcionarios da escola, relatos de irritacdo e coceira em funcéo da
picada dos cimicideos, sendo que alguns precisaram ser medicados em funcdo de severas
reagdes alérgicas.

Bernardes Filho e autores (2015) caracterizaram dois casos de pacientes apresentando
dermatites causadas por picadas de percevejos de cama no Rio de Janeiro em 2013. No primeiro
relato, o inicio das lesBes coincidiu com a mudanca para uma nova residéncia no bairro da Lapa.
Ja no segundo, as dermatites comecgaram alguns dias apds o paciente se mudar para um hotel no
bairro do Catete. Em ambos 0s casos, 0s espécimes coletados eram C. hemipterus, afirmando a
ocorréncia “silenciosa” de tais insetos no Estado.

Lage (2014) descreveu infestagdes por C. lectularius em S&o Paulo, no periodo de 2013
a 2014, tanto na capital (quatro residéncias) quanto no Oeste do Estado (sete alojamentos dos
presidios de Miranddpolis e Valparaiso). A excecdo dos presidios, os demais locais de coleta
ndo demonstraram ser de baixa renda ou higiene precaria. Nos presidios, as infestacfes se
mostraram mais altas, indicando serem antigas, suspeitando-se de frequentes reinfestacdes por
se tratar de regime semiaberto. Através de uma plataforma online, estabelecida em parceria com
o Instituto Bioldgico de Sdo Paulo, foi possivel acessar a 33 notificacdes de residéncias
infestadas por cimicideos.

Mais recentemente, entre 2013 e 2016, Silva (2017) identificou altas infestacdes por C.
lectularius em abrigos publicos da prefeitura de Belo Horizonte/MG, resistentes a todos 0s
inseticidas recomendados para o controle quimico desse inseto no Brasil. Além disso, foram
descritas 16 ocorréncias de infestacdo domiciliar por C. lectularius em Belo Horizonte, no
periodo de 2014 e 2015, realizada pelos moradores ao Controle de Zoonose do municipio.

Ha uma percepc¢éo difundida no Brasil de que o nimero de infestagdes por cimicideos
vem apresentando crescimento continuo. Contudo, de fato, observa-se que a populacdo
brasileira ndo tem o habito de notificar as infestacbes de cimicideos em seus imdveis,
principalmente devido ao desconhecimento das pessoas sobre estes insetos. Isso culmina em
dados que ndo refletem a realidade (Bocalini 2015). Verificam-se, em sua maioria, relatos
isolados, incompletos e informais, a exemplo de reclamagdes por hospedes em sites de
hospedagem como Booking, TripAdvisor, Airbnb, dentre outros. Somado a isso, nota-se um
desconhecimento por parte dos profissionais de satde na identificacdo de dermatites causadas

por percevejos de cama. A inexisténcia de um setor publico responsavel pelo servico de
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controle/vigilancia de cimicideos, atrelada a publicidade negativa gerada pela presenca destes
insetos (principalmente no setor de hotelaria), podem ser fatores decisivos para a baixa
notificacdo. Figueiredo (2018) propds um “Guia de Vigilancia e Controle de Percevejos de
Cama” com o intuito de informar e orientar os profissionais de salde na padronizacao de agdes
frente as infestagdes por tais insetos. Desta forma, sua utilizagdo poderia oferecer elementos
para a implementacdo de um Programa de Vigilancia Entomoldgica voltado especificamente
para os cimicideos, resultando em fontes de dados seguras para compreensdo do panorama real

de infestacBes no ambiente urbano, em territério nacional.

1.2. Morfologia e ecologia dos cimicideos

Os cimicideos sdo inseto apteros, de tamanho reduzido, variando entre 4,0 e 6,5 mm de
comprimento, quando adultos. Possuem o corpo ovalado e achatado dorso-ventralmente, com
coloragdo marrom avermelhada, sendo densamente recoberto por cerdas, com hemiélitros curtos
e reduzidos. A cabeca se apresenta curta e larga, com clipeo bem desenvolvido, onde se origina
a proboscide (rostro) - curvada para a regido ventral da cabeca, reta e tri-segmentada -, contendo
antenas formadas por quatro segmentos. Observam-se olhos protuberantes apresentando-se sob
a forma de saliéncias laterais cobertas de omatideos, e sem ocelos. A regido toracica apresenta-
se dividida em trés partes. A primeira, protérax ou pronoto, possui expansfes laterais
desenvolvidas e recebe a cabeca em sua margem anterior concava. Logo ap6s, esta 0 mesotorax,
onde se observa o escutelo, em formato triangular com o &pice voltado para a regido posterior.
J& 0 metatérax é bem delimitado na regido ventral, porém, na regido dorsal se encontra sob os
hemiélitros sendo, portanto, bastante reduzido. J4 o abdome possui onze segmentos e grande

capacidade de se expandir durante a alimentacédo (Fig. 2) (Usinger 1966).
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Figura 2. Morfologia de Cimex lectularius - vista dorsal. Adaptado de cimexstore.co.uk.



C. lectularius apresenta ciclo de vida paurometabulo, com cinco estadios ninfais, entre
0s estdgios de ovo e adulto (Fig. 3A). O periodo de desenvolvimento esta diretamente
relacionado a temperatura, a disponibilidade de alimentacdo sanguinea e ao nimero de copulas
(Forattini 1990). A 23°C, o ciclo de vida se completa com 90 dias, porém, em temperaturas mais
elevadas (ex. 28°C) esse periodo diminui para aproximadamente 30 dias. Em condigdes

favoraveis, a reproducdo ocorre durante todo o ano.

Adultos ~

(A)
Figura 3. Ciclo bioldgico de desenvolvimento de Cimex lectularius (adaptado de
resistenciarockandroll.wordpress.com), destacando marcado dimorfismo sexual dos adultos.

Seta branca indicando o 6rgao copulatério - paramero - do macho de Cimex lectularius.

As posturas ocorrem trés a quatro dias ap6s a fecundacdo. As fémeas ovipdem de forma
isolada, no interior dos abrigos, de 1 a 4 ovos por dia, podendo depositar de 200 a 500 ovos
durante toda a sua vida (em media 86,7 dias, com apenas uma alimentac¢do sanguinea). Os ovos
sdo geralmente colocados isolados e aderidos ao substrato, devido a uma substancia adesiva que
os recobre, denominada cemento. Sdo muito semelhantes nas duas espécies de Cimex associadas
ao homem, tendo cerca de 1 mm de comprimento por 0,5 mm de largura. Logo apds a postura,
0s 0vos apresentam coloracdo branco-perolada, mudando de tonalidade com o passar do tempo,
apresentando-se branco-amarelados proximo a eclosdo. Além disso, possuem o0 corio
distintamente reticulado e um opérculo deslocado lateralmente (Johnson 1941, Usinger 1966).
Dos ovos emergem as formas imaturas, que evoluem por cinco estadios ninfais, diferindo-se dos

adultos pelo seu menor tamanho, pela falta de desenvolvimento dos 6rgdos sexuais, menor
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pilosidade corporal, pela presenga de apenas dois segmentos nos tarsos e auséncia de hemiélitros
(Usinger 1966). J& os adultos, exibem marcado dimorfismo sexual, com a parte posterior do
abdome alongada nos machos e arredondada nas fémeas (Fig. 3B, C) (Usinger 1966). Destaca-
se 0 modo incomum de inseminacdo utilizado em todas as espécies da familia Cimicidae: a
inseminacdo extragenital traumatica ou integumentar, a qual € restrita a poucos artropodes
(Forattini 1990, Tatarnic et al. 2014, Reinhardt et al. 2015). Nesta modalidade de cépula, o
macho perfura o abdome da fémea, com seu 6rgdo copulatorio (paramero) (Fig. 3B) e injeta 0s
espermatozoides no espermalégio. Este, € um 6rgao feminino importante na reducéo do trauma
fisico originado pela perfuracédo, o qual produz uma substancia cicatrizante que também auxilia
na resposta imunolégica contra possiveis patdgenos adquiridos na cépula (Usinger 1966, Siva-
Jothy et al. 2019).

Uma importante caracteristica na biologia dos percevejos de cama € o habito de viverem
agrupados, essencial para seu desenvolvimento, alimentacéo e reproducdo. A vida gregaria pode
proporcionar beneficios fisiolégicos e comportamentais como: um microambiente favoravel
(maior umidade e termorregulacdo do grupo), acesso a microrganismos simbiontes,
desenvolvimento mais rapido, menor risco de predacao e facilidade no encontro de parceiros
sexuais (Saenz et al. 2014, Balvin et al. 2019). Nos abrigos, podem ser vistos aglomerados de
individuos em diferentes estagios de desenvolvimento, que se misturam as exdvias, 0vos
eclodidos e fezes, com os adultos representando aproximadamente 30% da colénia - dependendo
das condi¢es de temperatura do ambiente (Usinger 1966). Tais aglomerados sdao denominados
locais de ninhada ou incubacéo (Usinger 1966, Forattini 1990), sendo formados, principalmente,
pela atracdo dos insetos por um aparato de feromdnios bem desenvolvido. H& de se considerar
também a deteccdo mecanica dos outros individuos do abrigo, via receptores mecanicos
localizados nas antenas dos cimicideos (Reis 2010, Siljander et al. 2008, How & Lee 2010, Gries
et al. 2015).

Em geral, os percevejos de cama estabelecem seus abrigos em locais secos, com pouca
ou nenhuma luminosidade e umidade, permanecendo nestes lugares durante o periodo de
inatividade alimentar. Os reflgios sdo geralmente préximos de onde vivem suas fontes
alimentares, voltando os insetos para os abrigos logo apds a alimentagdo. Praticamente qualquer
abertura ou espaco protegido pode servir como abrigo para os percevejos de cama, tais como:
fendas ou rachaduras das paredes, o interior de armarios e outros moveis, cestos de roupas,
colch@es ou travesseiros, tAbuas de pisos, quadros e carpetes, rodapés e marcos de portas, nos
estrados de camas, cortinas, malas de viagem, interruptores ou tomadas, etc. Ressalta-se que as

areas com menor contato humano da casa somente sdo colonizadas quando ha infestagdes mais
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severas. Os cimicideos reagem & luz, evidenciando fototaxia negativa e, por conta disso,
permanecem durante o dia refugiados, saindo preferencialmente durante a noite para realizar o
repasto sanguineo. Porém, estes insetos sdo oportunistas, podendo se alimentar mesmo durante
o dia se estiverem em jejum prolongado ou caso a fonte alimentar esteja disponivel apenas neste
periodo (Usinger 1966, Forattini 1999, Doggett et al. 2004).

Referindo-se a dispersdo, os cimicideos apresentam mobilidade reduzida destinada ao
encontro e acesso das suas fontes alimentares, sendo também responsavel pela disseminacao
dos insetos em um mesmo imovel. Essa movimentacgéo ativa ocorre principalmente no periodo
noturno, sendo que as fémeas sdo mais ageis do que os machos. Em maiores distancias, a
dispersdo dos percevejos de cama ocorre de forma passiva, sendo esses insetos carregados
acidentalmente atraves de malas de viagem, roupas, méveis e outros objetos, fato que facilita a
ampla distribuicao destes insetos pelo mundo, podendo sobreviver por pelo menos 135 dias (4,5

meses) sem se alimentar (Forattini 1990, Cooper et al. 2015).

1.3. Importancia médica e econémica

Ao lado dos insetos da subfamilia Triatominae, os cimicideos sdo 0s Gnicos hemipteros
que despertam interesse em satde humana devido a duas importantes adaptac6es evolutivas: a
hematofagia obrigatdria, comum a todos os géneros de ambas as familias, e a antropofilia,
compartilhada apenas por algumas espécies (Forattini 1990).

Tais insetos exibem caracteristicas biol6gicas fundamentais e comuns a vetores de
diferentes patdgenos, a saber: a hematofagia obrigatoria; o fato de se alimentarem de sangue em
todos os estagios evolutivos; a possibilidade de uma colbnia se alimentar de diversos
hospedeiros transitorios; e a suscetibilidade de infec¢do a um grande nimero de patdégenos em
condic@es laboratoriais. Contudo, a transmissao natural de patogenos pelos percevejos de cama
ainda e bastante discutida (Delaunay et al. 2011, Doggett et al. 2012, Zorilla-Vaca et al. 2015,
Ho et al. 2016, Lai et al. 2016). C. lectularius e C. hemipterus ja foram encontrados
naturalmente infectados com Wuchereria bancrofti, Brugia malayi, Trypanosoma cruzi,
Plasmodium sp., Leishmania sp., Brucella melitensis, Coxiella burnetii, e Rickettsia prowazecki
bem como, carreando os virus da hepatite B e da imunodeficiéncia humana (HIV). Além disso,
em condicOes laboratoriais, tais insetos se mostraram suscetiveis a infeccdo por mais de 65
espécies de microrganismos, incluindo fungos, virus, bactérias e protozoarios (Delaunay et al.

2011, Doggett et al. 2012, Zorilla-Vaca et al. 2015). As possiveis formas de transmissdo ao



hospedeiro seriam pela saliva, pelas fezes e pelo rompimento dos insetos (frageis quando
ingurgitados) no sitio de picada e mucosas.

Até 0 momento ndo existem evidéncias concretas comprovando a transmissdo natural de
patogenos por C. lectularius. O fato de patdgenos permanecerem vivos/viaveis durante um
periodo de tempo varidvel no organismo dos percevejos de cama, apos a infeccdo experimental,
nédo significa que esses organismos sejam transmitidos por esses insetos sob circunstancias
naturais. Lai e colaboradores (2016) sugerem gue os cimicideos ndo sejam vetores de diferentes
patdgenos em condi¢des naturais, devido a presenca de fatores de neutralizacéo - como proteases
e sistema imune sempre ativo - que diminuiriam a viruléncia de patogenos, permitindo apenas
0 transporte passivo de patdgenos humanos, mas ndo sua transmissdo durante a hematofagia.
Diferentemente, Ho et al. (2016) acreditam que a introducdo constante de patdgenos, durante a
inseminacado traumatica, pode estimular o sistema imunoldgico das fémeas e, assim, selecionar
niveis mais altos de imunidade em cimicideos, afetando a viabilidade e sobrevivéncia de
microrganismos patogénicos.

Considerando tal pressuposto, devido a auséncia de comprovacéo da capacidade vetorial
dos cimicideos em condicGes naturais, pouca importancia tem sido atribuida a esses insetos. No
entanto, deve-se considerar o impacto gerado na saude fisica, psiquica e emocional dos
individuos ectoparasitados, em decorréncia das dermatites geradas em reposta aos componentes
salivares dos cimicideos. Na pratica, as picadas dos percevejos de cama se traduzem em intenso
incdbmodo durante o sono podendo resultar em insdnia, ansiedade e estresse (Doggett et al.
2012). No caso de infestagdes mais severas, principalmente quando as picadas acometem
criangas, individuos debilitados e/ou idosos, devido ao volume de sangue espoliado dos
hospedeiros, os cimicideos sdo suspeitos de causarem deficiéncias vitaminicas e anemia.
Dependendo da frequéncia, as infestacbes podem comprometer o funcionamento
neurocognitivo, o estado emocional, a autoestima e a rotina dos individuos (Reinhardt & Siva-
Jothy 2007, Goddard & deShazo 2009, Doggett et al. 2012).

Apesar das picadas dos cimicideos se mostrarem indolores, as mesmas resultam em
dermatites acompanhadas de coceira, bem como, processos alérgicos de intensidades variaveis.
A sintomatologia varia em decorréncia do status imunol6gico do hospedeiro, do tempo de
exposicdo as picadas e do tamanho da infestacdo a qual foi submetido. Os locais mais
constantemente acometidos sdo a face, pescoco, ombros, bragos e pernas. Frequentemente,
observam-se lesdes com padrao linear ou de agrupamento caracteristico, causado por repetidas
picadas de um Unico inseto, ou devido a alimentacdo agrupada de varios insetos nas infestagdes.

Em pessoas nunca picadas pelos cimicideos, as dermatites geralmente aparecem

10



aproximadamente 10 dias ap0s a exposi¢ao, sendo comum observar papulas, vesiculas e/ou
bolhas no sitio da picada. Diferentemente, em individuos ja expostos, a reacdo cutanea pode ser
quase imediata observando-se a formacdo de pustulas que podem estar acompanhadas de
urticaria generalizada, febre e mal-estar (Fig. 4). Tais dermatites podem servir como porta de
entrada para infecgdes secundéarias (Honig 1986, Goddard & deShazo 2009, Delaunay et al.
2011, Lai et al. 2016). Algumas reacdes sistémicas podem ocorrer, como asma e anafilaxia,
sugerindo a presenca de uma hipersensibilidade mediada por IgE desencadeada devido aos
componentes salivares dos cimicideos. Leverkus e colaboradores (2006) ao tratarem um
paciente que apresentava multiplas lesGes na pele em decorréncia de picadas por C. lectularius,
incriminaram uma nitroforina salivar (NP) como desencadeadora de tais reagoes.

O tratamento dessas dermatites consiste na aplicacdo tdpica de corticoides para o
controle da inflamacéo, associada a aplicacao topica de antibioticos e antissépticos para prevenir
e/ou controlar infecgdes secundarias. Em casos graves recomenda-se a administracdo de anti-
histaminicos (Lai et al. 2016).

Vale destacar que, em hospedeiros vertebrados menores, como morcegos € aves
domeésticas, a resposta as picadas dos percevejos de cama pode variar de um estado alérgico a
reac0es de hipersensibilidade severas, podendo causar a morte do hospedeiro. Nestes
hospedeiros, o desconforto causado pelos cimicideos pode desencadear mudangas fisioldgicas,
diminuicdo do sucesso reprodutivo, bem como favorecer infecgdes secundarias (Reinhardt &
Siva-Jothy 2007).

Figura 4. Reac0es alérgicas provocadas pelas picadas de percevejos de cama no rosto, pescoco,

colo e ombro. Foto: Grasielle Pessoa.
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Em relacdo aos impactos econdmicos provocados pelos cimicideos, destaca-se o
elevado custo no combate das infestagcdes, a necessidade de recurso humano
especializado/capacitado para realizacdo das acdes atrelado ao monitoramento dos locais
infestados (Doggett et al. 2012, Zorilla-Vaca et al. 2015). Doggett e colaboradores (2012)
relataram um custo de 200 milhdes de ddlares a economia australiana desde o inicio do
ressurgimento desses insetos (década 1990) até 2012. No mesmo periodo, os Estados Unidos
gastaram aproximadamente 3 bilhdes de dolares. Nesse pais, estima-se que, s6 no ano de 2010,
foram gastos 319 milhdes de dolares no manejo de infestacdes por cimicideos (Curl et al. 2011).
Dentre os setores econdmicos mais afetados pelas infestacfes por percevejos de cama, destaca-
se a industria hoteleira (hotéis, resorts, pousadas, etc.) que, além dos altos custos para o controle,
substituicdo de infraestrutura infestada e pedidos de reparacdo monetaria de hospedes, séo
afetados pelos impactos negativos na sua reputacdo social (Reinhardt & Siva-Jothy 2007,
Zorilla-Vaca et al. 2015).

1.4. Hematofagia nos cimicideos

Os percevejos de cama sdo exclusivamente hemat6fagos em todos os estagios de vida
pos-embrionario. Dessa forma, 0 sangue constitui sua unica fonte de alimentagéo, indispensavel
para o desenvolvimento dos mesmos. Os cimicideos saem dos abrigos e buscam a fonte
alimentar geralmente no periodo noturno, quando as condi¢cdes ambientais sdo mais favoraveis
e 0 hospedeiro encontra-se em repouso (Usinger 1966).

O encontro da fonte alimentar pelos cimicideos ocorre, principalmente, através de pistas
térmicas e/ou quimicas. Sensores de temperatura, presentes nas antenas desses insetos, podem
detectar diferencas minimas de 1 a 2 °C. As temperaturas acima daquelas encontradas no
ambiente sdo consideradas atrativas, sendo que a temperatura maxima para tal € de 43 °C. Acima
desse ponto, as temperaturas tornam-se repulsivas. Os percevejos de cama também sdo atraidos
pelo didxiodo de carbono (CO2) e cairomonios (suor, secrecdes das glandulas sebaceas e
auriculares) liberados pelo hospedeiro mamifero (Forattini 1990, Reinhardt & Siva-Jothy 2007,
Siljander 2008, Kolb et al. 2009). Além disso, os cimicideos utilizam a visdo e recepcao
mecanica na localizacdo dos hospedeiros, sendo a cor e textura do substrato e a presenca de
objetos verticais, importantes nesta busca pelas fontes alimentares (Singh et al. 2015).

Assim como os triatomineos, os cimicideos dispéem de um aparato bucal picador-
sugador, adaptado para retirar 0 sangue diretamente dos vasos sanguineos (vénulas ou
arteriolas), tipo de alimentacdo denominada solenofagia (Dickerson & Lavoipierre 1959). A
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probdscide ou l&bio (aparelho bucal) engloba ventralmente o fasciculo, o qual é composto por
um par de mandibulas e par um de maxilas. As mandibulas sdo estruturas muito finas, com
extremidade apical serrilhada, posicionadas uma de cada lado do feixe maxilar. Ja as maxilas se
juntam, por justaposicdo, formando os sulcos dos canais alimentar e salivar, e diferem em suas
extremidades distais, sendo a maxila esquerda um pouco mais curta e com ponta em forma de
lanca, e a direita mais extensa e com ponta em formato de J (Puri 1924, Dickerson & Lavoipierre
1959) (Fig. 5B).

O processo de alimentacdo comeca com a insercéo do fasciculo na pele do hospedeiro.
As mandibulas projetam-se levemente a frente das maxilas, abrindo os tecidos e orientando a
diregdo do movimento, avangando como um unico feixe altamente flexivel. Esses movimentos
em varias direcdes (fase de sondagem) cessam quando um vaso é encontrado, penetrando até o
seu lumen apenas as maxilas. Dickerson e Lavoipierre (1959) na descricdo do mecanismo
alimentar de C. lectularius, ndo conseguiram visualizar com nitidez os eventos que ocorrem no
interior vaso durante a suc¢do do sangue. No entanto, estes autores acreditavam que somente a
maxila direita é introduzida na luz do vaso sanguineo, ficando as outras partes do fasciculo
(maxila esquerda e mandibulas) apenas encontradas na parede do vaso. Tal inferéncia foi devido
a visualizacdo da disposicdo das pecas bucais dos cimicideos, através de cortes histolégicos,
durante a alimentacdo no vaso sanguineo. Além das pecas bucais, o primeiro par de pernas
também é importante no processo de alimentagdo, permitindo que o cimicideo se apoie na pele
do hospedeiro, e introduza ou retire o fasciculo de dentro do tecido. Ressalta-se que, apesar do
l&bio ndo entrar nos tecidos do hospedeiro durante a alimentagdo, é ele quem governa a
profundidade que o fasciculo pode penetrar na fase de sondagem através do seu encurtamento
e/ou extensdo (Fig. 5A) (Dickerson & Lavoipierre 1959).
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Figura 5. Desenho esquematico do aparato alimentar de Cimex lectularius: (A) posicdo das
pecas bucais na pele do hospedeiro vertebrado, durante o repasto sanguineo; e (B) vista lateral
do fasciculo durante a hematofagia. A maxila (Mx.) direita (com extremidade mais extensa e
em formato de J) perpassa sobre a maxila esquerda (com extremidade mais curta e em forma de
ponta de langa), formando uma boca funcional (Bf.) na ponta interna da maxila esquerda. As
mandibulas (Md.) direita e esquerda, com pontas serrilhadas, aparecem uma de cada lado do
feixe maxilar, se estendendo ao nivel da ponta da maxila esquerda. Adaptado de Dickerson &

Lavoipierre 1959.

Ap0s a finalizacdo da fase de sondagem, inicia-se a fase de ingurgitamento. O sangue se
desloca do canal alimentar até o tubo digestivo do cimicideo, através da pressdo negativa gerada
em resposta ao funcionamento ritmico da bomba cibarial. Esta bomba é uma regido do tubo
digestivo com paredes espessas, associadas a uma musculatura desenvolvida (musculos dorsais
e laterais) que ocupam grande parte da cabeca do inseto (Fig. 6). Quando em atividade, a
musculatura constituinte da bomba cibarial se contrai e impulsiona o sangue do hospedeiro para
o intestino (Usinger 1966, Araujo et al. 2006, Aradjo et al. 2011). Finalizado o ingurgitamento,
a bomba interrompe seu funcionamento e o inseto retira o fasciculo do vaso canulado (Dickerson
& Lavoipierre 1959). O tempo de ingestdo do repasto sanguineo, em C. lectularius, varia de 2 a
3 minutos para as ninfas jovens (1 a 4 estadio), alcangando até 5 minutos para as ninfas de quinto
estadio, e decrescendo ligeiramente para os adultos, com as fémeas atingindo o ingurgitamento
mais rapidamente do que os machos (Forattini 1990). O Gltimo estadio ninfal e os adultos podem
ingerir até 10 uL de sangue por repasto, ou seja, aumentam de duas a cinco vezes seu peso
corporal (7 a 10 mg), o que torna seus corpos intumescidos, com coloracdo modificada para um

vermelho escuro. Apés a alimentacdo, os cimicideos se afastam dos hospedeiros procurando
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esconderijos onde se abrigam, por tempo varidvel, até a nova alimentacdo (Usinger 1966,
Forattini 1990, Lehane 2005).

(A) (B)

Ducto salivar

Figura 6. Anatomia interna da parte anterior de Cimex lectularius destacando os componentes
do aparato alimentar: (A) vista dorso-ventral e (B) vista antero-lateral. Adaptado de Usinger
1966.

Normalmente, as ninfas se alimentam até 24 horas apds a muda, tendo intervalos de
alimentacdo menores do que aqueles observados nos adultos (Usinger 1966). Ninfas de C.
lectularius que ndo se alimentam em até cinco dias apds a eclosdo geralmente morrem. A
frequéncia dos repastos sanguineos é regulada pela taxa de digestdo sanguinea do cimicideo,
pela disponibilidade de fonte alimentar e pela temperatura ambiental (Usinger 1966, Reinhardt
& Siva-Jothy 2007). Em temperaturas mais elevadas (~ 32 °C), sdo observados intervalos mais
curtos entre cada repasto, enquanto que, em temperaturas mais baixas (~ 18 °C), estes intervalos
tornam-se mais longos. Col6nias de C. lectularius mantidas em laboratorio (28 °C e 60% UR)
normalmente se alimentam a cada 7 dias. Ja em condicoes naturais, para C. lectularius, este
tempo varia entre 3 e 7 dias (Forattini 1990, Reinhardt & Siva-Jothy 2007).

Ressalta-se a relativa resisténcia dos cimicideos ao jejum. Adultos ja foram observados
sobrevivendo sem alimentacdo por até 130 dias, para as fémeas, e 142 dias, para os machos. As
ninfas, por sua vez, possuem uma capacidade menor, podendo sobreviver por até 90 dias
(Usinger 1966). No entanto, a auséncia prolongada de um hospedeiro apropriado € desafiadora
para estes insetos, uma vez que pode lhes causar dessecagdo, visto que retiram, do sangue
ingerido, todo o liquido que necessitam para sobreviver (Forattini 1990). Para driblar tal
problematica, os cimicideos apresentam grande aptiddo em reter liquidos, sendo capazes de
entrar em estado de letargia e total inatividade, permanecendo, assim, no interior do abrigo até

que a fonte sanguinea regresse.

15



Além dos componentes mencionados, C. lectularius possui, em seu aparato alimentar,
uma bomba salivar e dois pares de glandulas salivares (Fig. 6). Estas, sdo compostas por um par
de glandulas principais (formato oval/piriforme e coloracdo alaranjada) (Fig. 7) e um par de
glandulas acessorias (arredondadas e coloracdo branca translucida) (Fig. 6). Ambas glandulas
salivares s&o unilobadas e se localizam em posicéo latero-dorsal no térax, juntamente com seus
ductos. Os ductos salivares se estendem das glandulas até a cabeca do inseto (Fig. 6),
possibilitando a saida de saliva, no local da picada, pela acdo da bomba salivar (Puri 1924).
Destaca-se, contudo, que, embora a saliva dos cimicideos seja indispensavel para o repasto
sanguineo, ndo existem estudos sobre o processo de salivacdo desses insetos. Estudos da
fisiologia de C. lectularius poderiam fornecer informagdes importantes para a compreensao da

interacdo cimicideo-hospedeiro vertebrado.

0.5 mm

‘V\
Figura 7. Glandulas salivares principais de Cimex lectularius (indicadas pelas setas),

destacando o formato oval e coloracdo alaranjada devido a presenca de nitroforina. Foto: Luiza

Lara.

1.5. Componentes salivares dos cimicideos e a¢do no processo alimentar

A capacidade de um inseto hemat6fago, como os cimicideos, em ingerir sangue de um
hospedeiro € o principal determinante do seu ciclo bioldgico e da dindmica populacional (Pereira
et al. 2006). O volume do repasto sanguineo e o tempo necessario para completar a alimentagdo
dependem de varios parametros, incluindo a morfologia do aparelho bucal do inseto, a
viscosidade do sangue e o fluxo sanguineo, que variam de acordo com a espécie do inseto, do
hospedeiro e local da picada (Lehane 2005, Araujo et al. 2009). Dessa forma, 0s insetos
hematofagos desenvolveram mecanismos a fim de facilitar o repasto sanguineo.

O mecanismo hemostatico do hospedeiro vertebrado constitui uma barreira a
alimentacdo sanguinea dos artropodes. Ele representa a resposta que controla a perda de sangue
apos a leséo de um vaso sanguineo. Dessa forma, para contrapor as reacfes hemostaticas, 0s
insetos hemat6fagos apresentam, na saliva, um amplo repertorio de moléculas com atividades
que neutralizam a hemostasia (Ribeiro 1987, Ribeiro & Francischetti 2003). Ribeiro e Garcia
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(1980) constataram, pela primeira vez, utilizando como modelo o triatomineo Rhodnius prolixus
(Hemiptera: Triatominae), que a saliva de insetos hemat6fagos tem a capacidade de inibir a
agregacao plaquetaria do hospedeiro, favorecendo a ingestao de sangue pelo inseto. A partir dai,
foram identificados varios agentes antihemostaticos, anti-inflamatorios e imunossupressores na
saliva de diferentes artropodes hemat6fagos (Ribeiro & Francischetti 2003).

Na descricdo do sialoma de C. lectularius, Francischetti e colaboradores (2010)
apresentaram 46 componentes proteicos distintos, muitos com atividade antihemostatica, alguns
com funcédo de defesa (incluindo possivelmente agentes antimicrobianos), e outros com papel
ainda ndo esclarecido. Dentre as moléculas salivares isoladas e caracterizadas com agédo
antihemostatica, destacam-se a apirase, um inibidor de fator X da cascata de coagulacdo e a
nitroforina (Valenzuela et al. 1995, Valenzuela et al. 19962, Valenzuela et al. 1996b, Valenzuela
& Ribeiro 1998). Essas moléculas salivares sdo consideradas fundamentais para os cimicideos,
visto que facilitam a localizacdo dos vasos sanguineos e a manutencdao do fluxo de sangue
durante a alimentacdo (Ribeiro & Francischetti 2003).

A enzima apirase tem importante papel na prevencao da agregacdo plaquetaria, ao clivar
a adenosina trifosfato e difosfato até adenosina monofosfato, ja que o ADP é um importante
indutor de agregacéo de plaquetas (Valenzuela et al. 1996%). Como anticoagulante, C. lectularius
possui um inibidor da ativacdo do fator X da cascata de coagulagéo, sendo que a inibi¢do da
ativacdo do fator X a Xa ocorre no complexo tenase e ndo diretamente sobre o fator Xa ativado
(Valenzuela et al. 1996b). Além desses componentes salivares, vale destacar a presenca de uma
hemeproteina, denominada nitroforina (NP), com acdo vasodilatadora e anti-agregacdo
plaquetaria (Valenzuela et al. 1995, Valenzuela & Ribeiro 1998).

As nitroforinas (NPs), sdo um grupo de hemeproteinas com papel de destaque na
alimentacdo dos artrépodes hemato6fagos, caracterizadas primeiramente na saliva de R. prolixus.
Produzidas nas glandulas salivares, elas sdo capazes de armazenar e transportar 6xido nitrico
(NO) destes orgaos para a pele do hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo (Ribeiro
& Nussenzveig 1993, Ribeiro & Walker, 1994). A identificacdo de uma NP semelhante as de R.
prolixus, em C. lectularius, foi inicialmente descrita por Valenzuela e colaboradores (1995), por
terem notado que as glandulas salivares principais deste cimicideo apresentam tonalidade
alaranjada, sugerindo a presenca de uma hemeproteina (Valenzuela & Ribeiro 1998). Contudo,
as NPs de R. prolixus diferem da NP de C. lectularius quanto a sua estrutura e moléculas
de ligagéo. Enquanto as NPs de R. prolixus se ligam a histamina, secretada pelo hospedeiro em
resposta a picada, a NP de C. lectularius se liga reversivelmente a duas moléculas de NO, para
estabilizacdo de NO por longos periodos (Walker 2005, De Simone et al. 2017). O NO é um
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radical livre, gasoso, altamente reativo, que se liga reversivelmente ao grupamento heme das
NPs, dependendo da concentracdo e do pH. Em pH neutro ou alcalino o NO é liberado pelas
NPs, permanecendo ligado a elas em pH &cido (Ribeiro et al. 1993). Esse gés, ao ser liberado
pelas NPs, € capaz de induzir a vasodilatacdo por longos periodos, quando em contato com o
endotélio dos vasos sanguineos do hospedeiro, tendo sua sintese mediada pela enzima éxido
nitrico sintase (NOS) nas glandulas salivares do inseto (Ribeiro & Nussenzveig 1993, Andersen
et al. 2000).

Araujo e colaboradores (2009) demonstraram que a quantidade de hemeproteinas por
par de glandulas principais de C. Lectularius é aproximadamente o dobro daquela presente em
C. Hemipterus. Tal fato reflete na maior capacidade de C. Lectularius em contrapor as atividades
hemostaticas do hospedeiro vertebrado, resultando em uma maior eficiéncia desta espécie em

relacdo a C. Hemipterus na obtencao do repasto sanguineo.

1.6. Processo alimentar dos cimicideos — microscopia intravital e eletromiograma da bomba

cibarial

A ingestdo de sangue pelos artrépodes hematofagos requer ndo somente superar 0
mecanismo hemostatico do hospedeiro vertebrado, como também, a participacdo de uma série
de estruturas relacionadas ao aparelho bucal, tais como: as glandulas salivares, a bomba salivar,
a bomba cibarial, etc. Dessa forma, varios estudos a fim de se investigar o que ocorre na pele do
hospedeiro vertebrado durante a picada e, 0 mecanismo utilizado por estes artrépodes para
realizar o respasto sanguineo, vem sendo realizados. Nesse sentido, 0 uso de técnicas como a
microscopia intravital e o eletromiograma da bomba cibarial, permitem a investigacdo
minuciosa da fisiologia do processo alimentar (Griffiths & Gordon 1952, Dickerson &
Lavoipierre 1959, Soares et al. 2006, Araujo et al. 2009, Soares et al. 2014, Costa et al. 2016).

A microscopia intravital consiste na visualiza¢éo do local de alimentagéo, no hospedeiro
vivo, através da transiluminacéo do tecido, permitindo a obtencdo de imagens bem detalhadas
dos eventos que ali ocorrem (Dickerson & Lavoipierre 1959). Em um trabalho pioneiro,
Griffiths & Gordon (1952) desenvolveram um aparato para observar detalhadamente o processo
alimentar de mosquitos em roedores in vivo, o qual possibilitava a visualizacdo da ejecdo de
saliva, pelo inseto, nos tecidos do hospedeiro. A partir dai, a técnica foi aprimorada pela
utilizacdo de equipamentos mais modernos de iluminagéo, visualizagdo, gravacao das imagens
e softwares de analise de imagens, podendo ser adaptada em diferentes abordagens bioldgicas

relacionadas a pele (Niz et al. 2019). Essa metodologia permite a caracterizagdo dos eventos que
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ocorrem em cada etapa da alimentacdo sanguinea, podendo ser observados no inseto
(movimentag&o das pecas bucais, salivacao, etc.), e/ou no hospedeiro vertebrado (modificacdes
ocorridas no tecido ou na microcirculacdo do sitio alimentar, etc.) (Soares et al. 2006, Soares et
al. 2014, Costa et al. 2016). Soares et al. (2006), através da técnica de microscopia intravital,
caracterizaram o padrdo de salivacdo de R. prolixus, durante o processo alimentar, na pele da
orelha de camundongos hairless, fornecendo informagdes importantes para a compreenséo da
interacdo triatomineo-hospedeiro vertebrado.

Outra metodologia empregada para os estudos fisiologicos do processo alimentar € o
eletromiograma. Ele permite a captura dos sinais elétricos gerados pelos artrépodes durante a
alimentacdo, determinando precisamente as etapas e os diferentes pardmetros relacionados a
hematofagia (Sant'/Anna et al. 2001). Na ordem Hemiptera, essa técnica foi utilizada pela
primeira vez em triatomineos por Smith & Friend (1970) e, foi aprimorada, posteriormente, por
Guarneri e colaboradores (2000). Eles registraram os sinais elétricos gerados pela contracdo da
musculatura da bomba cibarial, para a descricdo das diferentes fases do comportamento
alimentar desses insetos. No eletromiograma da bomba cibarial, o sinal gerado pela contracéo
dos masculos é filtrado, amplificado, digitalizado e armazenado em software especialmente
desenvolvido para anélise (Sant’Anna et al. 2001). Desde entdo, o eletromiograma tem sido
aplicado em diversos modelos biologicos como: barbeiros (Guarneri et al. 2003, Sant’ Anna et
al. 2001, Araujo et al. 2011, Soares et al. 2014), percevejos de cama (Araujo et al. 2009) e
carrapatos (Costa et al. 2016).

Araujo e colaboradores (2009) avaliaram comparativamente os componentes bioativos
da saliva e o comportamento alimentar de C. lectularius e C. hemipterus, alimentados em
camundongo, através do registro dos sinais elétricos produzidos pela bomba cibarial. C.
lectularius apresentou melhor performance alimentar em relacdo a C. hemipterus. Tal fato pode
ser justificado pela maior concentracdo de proteinas salivares totais na espécie C. lectularius,
tendo em seu homogenato salivar o dobro da quantidade de hemeproteinas por par de glandula
salivar em comparacdo com C. hemipterus. Ainda em C. lectularius, o ganho de peso e o tempo
total de contato foram maiores nas fémeas do que nos machos, embora a taxa de ingestédo total
(razdo entre 0 ganho de peso e tempo total de contato) tenha sido semelhante em ambos 0s sexos.
Em vista disso, as diferencas no desempenho alimentar entre as duas espécies, possivelmente
estdo relacionadas a maior concentracdo de proteinas total, bem como, de hemeproteinas
presentes na saliva de C. lectularius, refletindo na sua maior capacidade de interferir na

hemostasia do hospedeiro.
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Apesar de Aradjo et al. (2009) terem concluido pela melhor eficiéncia alimentar de C.
lectularius em relacdo a C. hemipterus, os resultados apresentados naquele trabalho foram
baseados apenas no monitoramento dos sinais produzidos pela bomba cibarial, ndo sendo
possivel associar com a observacao dos eventos que ocorrem no sitio alimentar. Tal limitagdo
poderia ter sido sanada através do uso do eletromiograma da bomba cibarial simultaneamente a

microscopia intravital.
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2. JUSTIFICATIVA

Os cimicideos tém despertado o0 interesse na salude humana devido ao seu
comportamento hematofagico obrigatdrio, associado ao alto grau de adaptacdo ao ambiente
humano, sendo considerados uma importante praga urbana. Em consequéncia, principalmente,
da grande dispersdo passiva e da dificuldade de controle desses insetos, devido a elevada
resisténcia aos inseticidas disponiveis, observam-se nos altimos anos um aumento das
infestacdes ao nivel global, sem sinais de reversdo (Boase 2001, Romero et al. 2010, Zorilla-
Vaca et al. 2015, Dang et al. 2017). Com isso, grande impacto econdmico tem sido atribuido a
esses insetos, ndo s6 para o controle das infestagdes, mas também pelos problemas de satde
observados nos hospedeiros ectoparasitados (Reinhardt & Siva-Jothy 2007, Goddard & deShazo
2009, Curl et al. 2011, Delaunay et al. 2011, Zorilla-Vaca et al. 2015, Dong et al. 2017).

Apesar de ndo serem vetores comprovados de patégenos em condi¢bes naturais, 0s
percevejos de cama sdo importantes ectoparasitos temporarios de humanos, ja que suas picadas
causam grande incdémodo. O forte prurido e as reagdes cutaneas, prejudicam 0 sono noturno,
especialmente em altas infestacGes, podendo comprometer a vida cotidiana dos individuos.
Além disso, as lesGes na pele podem servir como porta de entrada para infec¢des secundarias
por diferentes patdgenos (Honig 1986, Goddard & deShazo 2009, Delaunay et al. 2011, Lai et
al. 2016).

Sabe-se que as dermatites, acompanhadas dos diferentes quadros de reacdes alérgicas,
observados nos individuos ectoparasitados, ocorrem em resposta as biomoléculas presentes na
saliva destes insetos. Em contrapartida, com relacdo ao cimicideo, tais moléculas salivares sdo
fundamentais por contrapor o mecanismo hemostatico do hospedeiro vertebrado, facilitando a
realizacdo do repasto sanguineo (Valenzuela et al. 1995, Valenzuela et al. 1996A, Valenzuela
et al. 1996A, Valenzuela & Ribeiro 1998, Francischetti et al. 2010). Nesse contexto, o objetivo
do presente trabalho foi caracterizar o processo de salivagdo de C. lectularius durante a
hematofagia no hospedeiro mamifero. A correlagdo entre os momentos de movimentagdo de
pecas bucais ou suc¢do do sangue, com os periodos de liberacdo de saliva, contribuiram para a
descri¢do mais detalhada do processo hematofégico, destacando-se a importancia da salivacéo
neste processo. Dessa forma, foi possivel ndo s6 determinar os parametros e fases do repasto
sanguineo, como também visualizar, em tempo real, toda a alimentacdo. Tais informacoes
permitirdo uma melhor compreensdo da interacdo cimicideo-hospedeiro mamifero, bem como,

da biologia de C. lectularius, abrindo novas perspectivas para estudos na area.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar o padréo de salivacdo de Cimex lectularius durante as fases da alimentacéo
na pele do hospedeiro vertebrado.

3.2. Objetivos especificos

e Caracterizar o processo alimentar de Cimex lectularius e as alteracbes na microcirculagdo
da pele da orelha de camundongos hairless, atraves de analise da microscopia intravital e
do eletromiograma da bomba cibarial;

e Marcar o contetdo das glandulas salivares de Cimex lectularius com fluorocromo Laranja

de Acridina;

e Descrever o0 padrdo de salivacdo de Cimex lectularius durante o processo alimentar na
orelha de camundongos hairless, por microscopia intravital, associada ou ndo ao

eletromiograma da bomba cibarial.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material bioldgico

4.1.1. Insetos utilizados

Os cimicideos foram coletados, em 2016, em abrigos publicos da Prefeitura de Belo
Horizonte - Unidade de Acolhimento Institucional para moradores de rua (“Albergue Tia
Branca”); e Unidade de Acolhimento Institucional para migrantes (“Pousadinha Mineira”) -
sendo mantidos em condicdes de insetario desde a ocasido. Os espécimes foram identificados
como pertencentes a espécie C. lectularius de acordo com Usinger (1966).

Foram utilizadas fémeas de C. lectularius mantidas no insetario do Laboratorio de
Fisiologia de Insetos Hematofagos do Departamento de Parasitologia, ICB/UFMG, em
condigdes semicontroladas de temperatura (28 + 2°C), umidade relativa (60 + 10%) e
fotoperiodo (12 horas claro/escuro). Os cimicideos foram mantidos em potes cilindricos de
acrilico, contendo torre de cartolina, dobrada em sanfona, para abrigo dos insetos. A alimentacao
dos insetos foi realizada semanalmente em camundongos Mus musculus/Linhagem hairless

(HRS/J) previamente anestesiados com Ketamina 150 mg/Kg e Xilazina 10 mg/Kg (1:4).

4.1.2. Hospedeiro mamifero

Foram utilizados, nos experimentos, camundongos Mus musculus/Linhagem hairless
(HRS/J) (30 a 40 dias de vida, ~ 20 gramas) criados no biotério do Departamento de
Parasitologia, ICB/ UFMG, mantidos em gaiolas com a agua e racdo ad libitum. Destaca-se que
os camundongos utilizados nos experimentos ndo tiveram contato prévio com cimicideos.

Justifica-se a escolha destes animais considerando a possibilidade de visualizag&o in vivo
na orelha dos mesmos, da microcirculagdo cutanea de forma clara, detalhada e néo invasiva. A
orelha de um camundongo hairless jovem mede aproximadamente 13 mm?, com espessura
aproximada de 300 um. A microscopia do corte transversal da orelha, observam-se duas l1aminas
de pele separadas por um fino suporte de esqueleto cartilaginoso elastico, apresentando todos 0s
componentes encontrados na derme e epiderme humanas, a excecdo da gordura subcutanea.
Verificam-se também foliculos pilosos normais, porém vazios, mais numerosos na fase dorsal e
rodeados por glandulas sebéceas. 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
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subdivisdes originando os vasos de segunda, terceira e quarta ordens que se direcionam a

periferia da orelha (Soares et al. 2006).

4.2. Marcacao do contetdo das glandulas salivares de Cimex lectularius

Para marcagdo do contetdo das glandulas salivares de C. lectularius foi utilizado o
fluorocromo Laranja de Acridina (LA) (Sigma) na concentracdo de 0,05%, preparado em salina
0,9% (adaptado de Soares et al. 2006). Para tal, os insetos (fémeas 7 dias em jejum) foram
alimentados com sangue heparinizado humano (5mL) contendo LA (200pL) por uma hora. Foi
utilizado um alimentador artificial de vidro, conectado a um termocirculador para manter a
temperatura do sangue entre 37 a 39°C, tendo como membrana o pedaco de uma luva de latex
previamente lavada (Fig. 8). Foram selecionadas, entdo, apenas as fémeas que ficaram
completamente ingurgitadas para posterior utilizagdo nos experimentos. Para a confirmagéo da
marcacdo do conteldo salivar, parte dos cimicideos foram dissecados 24 horas apds a
alimentacéo e as glandulas salivares examinadas em microscopio de epifluorescéncia equipado
com filtros (excitacdo: 450-490 nm; emissdo: 535 nm). Os experimentos de salivacdo foram

realizados 10 dias ap6s a alimentacdo com o fluorocromo.

Figura 8. Sistema de alimentacéo artificial das fémeas de Cimex lectularius, destacando-se a

membrana utilizada na mamadeira de vidro (seta amarela).

4.3. Caracterizacdo do padrdo de salivacdo e do processo alimentar de Cimex lectularius em

camundongos hairless por microscopia intravital

A caracterizagdo do perfil de salivacdo, bem como do processo alimentar de C.
lectularius, foram realizados utilizando fémeas (10 dias de jejum), com contetdo das glandulas
salivares principais marcado com LA (conforme item 4.2).
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Os camundongos foram anestesiados, via intraperitoneal, com uma combinacdo de
Ketamina 150 mg/Kg e Xilazina 10 mg/Kg (1:4). Durante 0s experimentos, 0s animais foram
mantidos a 34°C £ 1°C sobre uma superficie aquecida (Fine Science Tools Inc., Canada), sendo
a temperatura monitorada com auxilio de um sensor retal (Fine Science Tools). Os camundongos
tiveram a superficie dorsal da orelha cuidadosamente esticada e fixada sobre um suporte de
acrilico com fita adesiva dupla face (Soares et al. 2006). Os experimentos foram iniciados 30
minutos apos o0 manuseio da orelha, com vistas a permitir a estabilizacdo da temperatura e da
microcirculacdo da regido.

As fémeas com o contetdo das glandulas salivares marcado foram imobilizadas pelo
abdome, com auxilio de uma fita de esparadrapo apoiada a uma massa de modelar, deixando o
primeiro par de patas livre e, entdo, alimentadas na orelha dos camundongos (Fig. 9). Dessa
forma, foi possivel observar a deposicdo de saliva fluorescente na pele do hospedeiro. Além
disso, foram avaliados, visualmente, os seguintes parametros relacionados ao processo alimentar
dos cimicideos: o tipo de vaso utilizado; ocorréncia de alteragcbes no didametro dos vasos
(vasoconstricao e/ou vasodilatacdo); a presenca ou ndo de hemorragias; ganho de peso (peso
final - peso inicial; mg); e tempo total de alimentacdo, sondagem e ingurgitamento (min). O
tempo de sondagem foi determinado como o periodo de tempo iniciado a partir da introducédo
das pecas bucais no tecido do hospedeiro, com movimentos oscilatorios das mesmas, até o
momento de canulacdo do vaso sanguineo. Ja o tempo de ingurgitamento foi definido como o
intervalo de tempo iniciado logo apos a insercédo do fasciculo no vaso sanguineo, observando-
se a pulsacdo desse, até que o cimicideo retirasse espontaneamente suas pecas bucais da pele do
camundongo. Por fim, o tempo total de alimentac&o foi definido como a soma dos tempos de
sondagem e de ingurgitamento.

Ressalta-se que, para a realizacdo dos experimentos, adotaram-se 0s cuidados
necessarios com vistas a reduzir o estresse provocado nos cimicideos pela luz, odores fortes,

barulho, vibracGes e proprio manuseio.
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Figura 9: Fémea de Cimex lectularius imobilizada com auxilio de uma tira de esparadrapo

fixada em massa de modelar.

4.4. Andlise das imagens obtidas nos experimentos de microscopia intravital

Todos os experimentos de microscopia intravital foram filmados com auxilio de uma
camera (Canon EOS 600D) acoplada ao microscopio de epifluorescéncia (Leica DM 500),
equipado com filtros (excitacdo: 450-490 nm; emissdo: 535 nm), ocular de 10X e objetiva de
10X. As imagens produzidas (29,97 quadros por segundo) foram analisadas através do software
Fiji Image J versdo 1.52i. Foi selecionada uma area fixa - denominada de mascara - abrangendo
o sitio de alimentacdo (&rea de sondagem e/ou vaso canulado) nos videos analisados (Fig. 10,
seta). E importante mencionar que, o tamanho da é&rea das mascaras foi diferente em cada
experimento e que, nos ensaios de salivacdo, as imagens foram transformadas em escala de cinza
(8 bits). A liberacdo de saliva fluorescente ou a movimentacdo da parede dos vasos da area
selecionada foi estimada utilizando-se a variacdo da densidade integrada (Integrated Density —
IntDen). O valor densidade integrada corresponde ao produto da area selecionada e a média da
intensidade de cor na escala de cinza (Fig. 10) (Paim et al. 2017). Os valores da IntDen foram

transferidos para Microsoft Office Excel 2016 para anélise e confecgédo dos graficos.
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Figura 10: Analise de imagens pelo programa Fiji Image J, a partir dos videos obtidos nos
experimentos com microscopia intravital. Imagem da microcirculacdo da pele da orelha (a
esquerda) mostrando a area selecionada para analise (seta preta). Os resultados (& direita)
indicam a variacdo de pixels da &rea delimitada ao longo do tempo. Os valores da densidade

integrada (circulo vermelho) foram utilizados para plotagem dos graficos.

4.5. Eletromiograma da bomba cibarial

A caracterizacdo do comportamento alimentar dos cimicideos foi também avaliada
através dos ensaios de eletromigrama da bomba cibarial (Araujo et al. 2009). Nestes ensaios, 0s
sinais elétricos produzidos pela atividade dos insetos, foram registrados concomitantemente
com a visualizacdo do sitio de alimentagdo durante todo o repasto sanguineo.

Para tal, um eletrodo de cobre foi fixado junto ao dorso do camundongo anestesiado, e
um segundo eletrodo (fio de cobre ou ouro) foi preso a porcdo ventral do abdome do inseto
imobilizado, conforme descrito no item 4.3. A extremidade de ambos os eletrodos foi recoberta
com uma fina camada de gel condutor (Mercur S.A.), de forma a facilitar a deteccdo dos sinais
elétricos produzidos pelos musculos da bomba cibarial durante o repasto sanguineo do cimicideo
no camundongo. Os sinais elétricos gerados no processo alimentar foram filtrados, amplificados
210 vezes, e digitalizados por uma placa de aquisicdo (ADC100®-Pico Technology Limited)
conectada a um computador (Fig. 11). Foram rejeitadas as frequéncias acima de 17 Hz com
inclinacao de —45dB/octave com vistas a minimizar os ruidos elétricos externos (Sant’Anna et

al. 2001).

27



U

Figura 11: Representacdo esquematica da técnica de microscopia intravital simultanea ao
monitoramento elétrico da bomba cibarial durante alimentacdo dos cimicideos na pele da orelha

do camundongo hairless anestesiado.

Através da associacdo da técnica de microscopia intravital simultanea ao monitoramento
elétrico da bomba cibarial (Soares et al. 2014), foi possivel visualizar a salivacdo do cimicideo,
bem como, determinar os diferentes periodos do processo alimentar de cada inseto avaliado
(Pereira et al. 2006). Foram considerados: 0 momento da picada, a fase de sondagem, a fase de
ingurgitamento, e a retirada das pecas bucais do inseto da pele do hospedeiro. A alimentagédo
das fémeas foi registrada até que retirassem espontaneamente suas pecas bucais da pele do
camundongo. O periodo de sondagem foi estabelecido como sendo o tempo gasto a partir da
insercdo das pecas bucais do inseto na pele do hospedeiro até o inicio da fase de ingurgitamento.
A fase de ingurgitamento foi determinada como o periodo de tempo iniciado apds pelo menos
10 sinais consecutivos tipicos atribuidos as contracGes da bomba cibarial (Guarneri et al. 2000,
Aradjo et al. 2009).

4.6. Analise dos dados obtidos nos experimentos de eletromiograma da bomba cibarial

Os registros dos sinais elétricos produzidos pelos cimicideos, gerados pelo programa
Data Acquisition System, foram analisados no software MATLAB versdo 7.10, atraves do
programa “Barbeiro.m”, escrito pelo Professor Alberto de Figueiredo Gontijo
(COLTEC/UFMG) (Sant’ Anna et al. 2001). Este programa analisa os dados dos sinais elétricos
gerando representacgOes graficas: Janela 1 - eletromiograma, que representa os sinais elétricos
(mV) produzidos ao longo da alimentacdo do inseto (Figura 14A); Janela 2 - espectro de

frequéncia, permite a visualizacao das frequéncias fundamentais e suas frequéncias harmdnicas
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que aparecem no eletromiograma (Figura 14C) e; Janela 3 - espectrograma, mostrando as
frequéncias ao longo do tempo (Figura 14D). Os registros elétricos obtidos por meio do
eletromiograma foram transferidos para o Microsoft Office Excel 2016 para a construgcdo dos

gréficos e analise.

4.7. Aspectos éticos

Todos os experimentos utilizando camundongos, bem como a manutencao da colonia
dos insetos, foram realizados em concordancia com o Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UFMG n.82/2018).

4.8. Anélise estatistica

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 correlagdes estatisticas de variaveis que ndo apresentarem distribuicao
normal. O nivel de significancia considerado foi de p < 0,05. Os resultados foram apresentados
como média * desvio padréo do total de experimentos.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo do processo alimentar de Cimex lectularius e alteragdes na microcirculacao

da pele da orelha de camundongos hairless

A metodologia de imobilizacdo das fémeas de C. lectularius utilizada no presente
trabalho (item 4.3) possibilitou observar detalnadamente todas as fases de alimentacéo, através
da técnica de microscopia intravital na pele da orelha de camundongo (Fig. 12). Foram
analisados apenas 0s experimentos nos quais se observou a alimentagdo completa do inseto (n
= 97), ou seja, as fases de sondagem e ingurgitamento, seguidas da remocdo espontanea das
pecas bucais da pele do camundongo, tendo sido utilizado um espécime por ensaio.

Em 56,7% (55/97) dos experimentos, os insetos (7-10 dias em jejum) iniciaram a
alimentacdo em até um minuto ap6s serem posicionados diretamente sobre a orelha do
camundongo. A fase de sondagem das fémeas, caracterizada pela movimentagdo do fasciculo
na derme do hospedeiro em vérias dire¢es, durou em média 0,69 + 0,81 minuto (n = 76). E
valido mencionar que, durante a sondagem, foi observada a canulacdo de mais de um vaso até
o inicio, de fato, do ingurgitamento. J& o tempo médio da fase de ingurgitamento foi de 6,44 +
3,53 minutos (n = 86). Logo apds a introducdo das pecas bucais nos vasos sanguineos, verificou-
se uma vasoconstri¢do transitoria seguida da pulsacdo da parede dos mesmos, que perdurou
durante todo o ingurgitamento, devido a atividade da bomba cibarial. Embora em alguns ensaios
(3/97) os insetos tenham mudado de sitio alimentar, utilizando dois vasos para concluir o
ingurgitamento, em 96,9% (94/97) dos experimentos as fémeas permaneceram a maior parte da
alimentacdo, completando o repasto sanguineo, em um unico vaso. Considerando todos 0s vasos
sanguineos utilizados pelos cimicideos durante os experimentos analisados (n = 100), ndo se
observou diferenca significativa entre 0 nimero de arteriolas (58/97 = 59,7%) e de vénulas
canuladas (42/97 = 43,2%) (qui-quadrado, N.S.). O tempo total medio de alimentagdo dos
insetos foi de 6,81 + 3,44 minutos (n = 78). Ja 0 ganho de peso médio das fémeas alimentadas

na microcirculacdo da pele da orelha dos camundongos hairless foi de 5,0 + 2,2 mg (n = 62).
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Figura 12: Fases da alimentacéo de fémeas de Cimex lectularius na microcirculacdo da pele da
orelha do camundongo hairless observadas atraveés de microscopia intravital: (A) logo apos a
picada (13,6 seg.); (B) inicio da fase de sondagem (41,6 seg.), apresentando movimentos
oscilatorios do fasciculo em varias direcdes no tecido; (C) inicio da fase de ingurgitamento (64,0
seg.), pouco depois da inser¢do das pecas bucais na luz da arteriola, demostrando uma contragéo
transitéria da mesma; (D) momento da fase de ingurgitamento (482,9 seg.), no qual se observa
o fasciculo no sitio alimentar. Legenda: P, probdscide; F, fasciculo; SA, sitio de alimentacao;

A arteriola; V, vénula. Considerou-se 0 momento da picada igual ao tempo 0.

Durante a alimentacdo dos cimicideos, a movimentacdo das pecas bucais e 0
funcionamento da bomba cibarial, juntamente com a deposic¢éo de saliva (detalhado item 5.3),
interferem diretamente na microcirculagdo da pele do hospedeiro. Dessa forma, durante 0s
experimentos, constatou-se uma vasoconstrigdo transitoria logo apés a introdugdo das pecas
bucais nos vasos sanguineos. Essa contracdo dos vasos foi observada tanto nas arteriolas 86,2%
(50/58) quanto nas vénulas 69% (29/42) (qui-quadrado, N.S.). Entretanto, ao final dos
experimentos, depois da retirada das pecas bucais do vaso, foi verificada vasodilatacdo em
84,4% das arteriolas (49/58) e em 54,7% das vénulas (23/42) (Tab. 1).
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Tabela 1: Alteragcbes nos vasos sanguineos da microcirculacdo da pele da orelha de
camundongos hairless desencadeadas pelo processo alimentar de fémeas de Cimex lectularius,
avaliadas por microscopia intravital, no inicio do ingurgitamento e logo apos a retira das pecas

bucais da pele do camundongo.

Alteracdes no vaso | Vénulas canuladas (n=42)  Arteriolas canuladas (n= 58)

Constricdo 68% (n = 29) 86,2% (n = 50)
Dilatacdo 54,7% (n = 23) 84,4% (n = 49)
Sem alteragéo 59,5% (n = 25) 20,6% (n =12)

Outra alteracdo observada na microcirculacdo da pele do hospedeiro ao longo do
processo alimentar de C. lectularius, foi a presenca de hemorragias, sobretudo ao final do
repasto sanguineo. Ainda que ndo tenha sido o achado mais comum, este fendbmeno foi
observado em 37% dos ensaios realizados (36/97) (Fig. 13). Embora o nimero de hemorragias
tenha sido maior em arteriolas (80,5%) quando comparado as vénulas (19,4%), essa diferenca
ndo foi estatisticamente significativa (qui-quadrado, N.S.). Ressalta-se que todas as hemorragias

foram verificadas logo ap0s a retirada das pecas bucais do vaso canulado (Fig. 13).

Figura 13: Hemorragia observada logo apds a retirada das pecas bucais de Cimex lectularius

da arteriola da pele da orelha de camundongos hairless, observada através da técnica de
microscopia intravital: (A) final da fase de ingurgitamento (189,05 seg.); (B) logo ap0s a retirada
das pecas bucais do vaso canulado (193,55 seg.); (C) regido adjacente ao sitio de alimentacéo
com extravasamento de sangue (circulo preto) (195,53 seg.). Legenda: H, hemorragia; F,
fasciculo; SA, sitio alimentar; A, arteriola; V, vénula. Tempo 0 = momento da picada.
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Neste trabalho, utilizou-se o eletromiograma para obtencdo de dados complementares
aqueles gerados pela microscopia intravital, favorecendo, assim, a compreensdo do processo
alimentar (Fig. 14). Pelo espectro de frequéncia dos eletromiogramas da fase de ingurgitamento
dos cimicideos, baseado na andlise de 37 experimento, verificou-se que a frequéncia de

contracdo media da bomba cibarial foi de 4,1 £ 1,3 Hz.
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Figura 14: Analise do eletromiograma da bomba cibarial de uma fémea de Cimex lectularius,
alimentada em uma vénula da pele da orelha de camundongo, utilizando o programa
“Barbeiro.m” no software MATLAB: (A) sinais elétricos (mV) produzidos ao longo da
alimentacéo do inseto; (B) detalhe da area selecionada em A (caixa vermelha), evidenciando 0s
sinais elétricos (picos) gerados pela atividade da bomba cibarial na fase de ingurgitamento; (C)
espectro de frequéncia da contragdo da bomba cibarial, mostrando a frequéncia fundamental e

suas frequéncias harmonicas (asteriscos); (D) espectrograma com a frequéncia fundamental e
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suas frequéncias harmonicas ao longo do tempo. Legenda: F.F., frequéncia fundamental; F.H.,
frequéncias harmonicas.

A andlise concomitante do eletromiograma e da microscopia intravital, durante o
ingurgitamento dos cimicideos, revelou a correspondéncia entre os picos dos sinais elétricos e
0 movimento de vibracdo da parede do vaso sanguineo, j& que ambos 0s eventos estdo
relacionados com o funcionamento da bomba cibarial (Fig. 15). Uma vez que a contracao dos
musculos associados a bomba cibarial, provoca a expansao desta regido do tubo digestivo, faz
com que o sangue passe da luz do vaso para o interior inseto. Essa correspondéncia confirma a
hipotese de que os sinais elétricos produzidos durante a fase de ingurgitamento, como observado
por Aradjo e colaboradores (2009), se devem, principalmente, a contracdo dos musculos
associados a parede da bomba cibarial, ou seja, € um eletromiograma.

E importante mencionar que, considerou-se como inicio da fase de ingurgitamento o
momento no qual foram detectados, pelo eletromiograma picos regulares caracteristicos da
atividade da bomba cibarial, associados a visualizacéo, pela microscopia intravital, do inicio da

vibracdo da parede do vaso sanguineo, apds a insercdo das pecas bucais (Fig. 15A).
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Figura 15: Sinais elétricos produzidos pelas contracdes da bomba cibarial (linhas verdes) e
representacdo grafica da vibracdo da parede do vaso sanguineo (linhas vermelhas), durante a
ingestdo de sangue por uma fémea de Cimex lectularius, na pele da orelha de camundongo: (A)
inicio da fase de ingurgitamento (seta), onde ja é possivel observar a correspondéncia entre 0s
sinais elétricos (picos) e 0 movimento de retracdo da parede do vaso; (B) final da primeira
metade do repasto sanguineo, quando, geralmente, observam-se frequéncias de bombeamento
mais altas e maiores amplitudes do movimento da parede dos vasos; (C) representagcéo de um
momento da segunda metade do repasto sanguineo, quando se observa a reducgéo da frequéncia
e picos irregulares; (D) momento proximo ao final da alimentagéo, quando observam-se baixas

frequéncias e picos irregulares com baixa amplitude.
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5.2. Marcagdo do contetdo das glandulas salivares de Cimex lectularius com fluorocromo

Laranja de Acridina

As fémeas que realizaram o repasto completo com sangue acrescido de Laranja de
Acridina 0,05%, apresentaram o conteddo das glandulas salivares principais fluorescente 24
horas ap6s a alimentacdo (Fig. 16). Embora os cimicideos apresentem naturalmente uma
autofluorescéncia (Reinhardt et al. 2016), observou-se que apos a alimentacdo com o corante,
além das glandulas principais, os olhos e o tubo digestivo (principalmente o intestino) exibiram
um aumento na intensidade da fluorescéncia, indicando a presenca do fluorocromo nessas partes
do inseto (Fig. 17). Ressalta-se que apenas as glandulas principais acumularam o corante, ndo
sendo visualizada a marcacgdo nas glandulas acessorias. As fémeas permaneceram com 0s 0rgaos
marcados por, aproximadamente, um més depois de alimentadas com o fluorocromo, periodo
no qual mantiveram suas fungdes vitais aparentemente inalteradas, incluindo a capacidade de
oviposicao. Além disso, a administracdo do corante ndo causou mortalidade dos insetos durante

0 periodo de observacéo.

F'

)
;
Figura 16: Par de glandulas salivares principais de Cimex lectularius observadas sob
microscopio de epifluorescéncia. Glandulas extraidas 24 horas apés a alimentacdo apenas com
sangue heparinizado humano (inseto controle, indicado pelas setas brancas) ou com sangue

heparinizado humano acrescido de Laranja de Acridina 0,05% (inseto marcado, indicado por

setas vermelhas): (A) luz visivel; (B) luz azul (excitagdo: 450-490 nm; emisséo: 535 nm).
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Figura 17: Fémeas de Cimex lectularius observadas sob microscopio de epifluorescéncia
(excitacdo: 450-490 nm; emissdo: 535 nm) 24 horas apds alimentacdo apenas com sangue
heparinizado humano (inseto controle) ou com sangue heparinizado humano acrescido de
Laranja de Acridina 0,05% (inseto marcado) com destaque para o tubo digestivo (vista ventral;
A. inseto controle e B. inseto marcado) e olhos (vista dorsal; C. inseto controle e D. inseto

marcado).

5.3. Descrigédo do padréao de salivacdo de Cimex lectularius durante o processo alimentar na
orelha de camundongos hairless

Na caracterizacao do processo de salivacdo de C. lectularius, foram analisados somente
0S experimentos nos quais se verificou a alimentacdo completa dos insetos marcados (n = 48),
tendo sido utilizado um espécime por ensaio.

No momento em que o cimicideo era posicionado sobre a orelha do camundongo, mesmo
antes da picada, era possivel observar que a ponta da probdscide e o fasciculo apresentavam-se
fluorescentes, pela prévia marcacéo do inseto. Em seguida, a saliva comecava a ser depositada
no tecido, no mesmo instante do contato das pecas bucais do inseto com a pele do camundongo
(Fig. 18A). Dessa forma, enquanto o fasciculo realizava os movimentos de sondagem, observou-
se um forte rastro fluorescente, que aumentava até o inicio da fase de ingurgitamento. Constatou-

se, portanto, que na fase de sondagem, a liberagéo de saliva ocorre continuamente e em grande
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quantidade (Fig. 18B). Essa intensa liberacdo de saliva durante a sondagem foi bastante comum,
ocorrendo em 91,6% (44/48) dos ensaios de alimentacdo realizados com os insetos marcados,
sendo que em quatro experimentos praticamente ndo houve fase de sondagem. Em varios
experimentos, as fémeas sondavam diferentes locais da pele da orelha do camundongo, antes da
canulacdo do vaso, deixando &reas fluorescentes que permaneciam por algum tempo no tecido.
Dessa forma, no experimento mostrado na figura 18, observou-se a presen¢a de uma regido
fluorescente acima do sitio de alimentacéo, decorrente da saliva liberada durante uma sondagem
prévia do inseto (Fig. 18A, B, C).

O inicio da fase de ingurgitamento, foi evidenciado pela vibracéo ritmica da parede do
vaso sanguineo canulado, em resposta ao funcionamento da bomba cibarial durante suc¢édo do
sangue. Em 56,2% (27/48), também foi possivel verificar o comeco do ingurgitamento pela
visualizacdo da mudanca de cor do fasciculo, o qual deixa de ser fluorescente e passa a ser
vermelho escuro (Fig. 18B e C). Anteriormente a canulagéo do vaso sanguineo, a fluorescéncia
era visualizada devido a presenga de saliva no canal salivar. Porém, ao iniciar o ingurgitamento,
o fasciculo mudava sua coloragdo, apresentando uma tonalidade vermelha escura. Essa visivel
mudanca de cor ocorria em consequéncia da entrada de sangue pelo canal alimentar, visto que
além dos dois canais se encontrarem sobrepostos na probéscide dos cimicideos, o didmetro do
canal alimentar € maior que o do canal salivar (Dickerson & Lavoipierre 1959).

No decorrer da fase de ingurgitamento, observou-se, em 52% (25/48) dos experimentos,
uma nitida reducdo da fluorescéncia nas regifes da derme previamente sondadas pelo inseto,
permanecendo uma fluorescéncia somente em uma area préxima ao ponto de insercédo das pegas
bucais no vaso canulado (Fig. 18D - F). Essa reducdo da fluorescéncia na pele ao longo do
tempo, foi verificada naquelas regides onde o cimicideo realizou apenas a sondagem (Fig. 18A
- D). A diminuicédo da fluorescéncia, provavelmente, ocorreu pela drenagem da saliva atraves
da circulacéo linfatica da pele da orelha.

Durante o ingurgitamento, foi possivel observar, visualmente, diferentes padrfes de
fluorescéncia (salivacdo): i) fluorescéncia presente durante todo o ingurgitamento, em 52,0%
(25/48), como verificado na figura 18; ou ii) fluorescéncia que desaparece até o final do
ingurgitamento, sendo intermitente em alguns momentos, visto em 47,9% (23/48) ensaios.
Nesses dois padrdes, independentemente de um ou outro, foi verificado em 58,3% (28/48) um
discreto aumento da intensidade de fluorescéncia, na regido do tecido adjacente a parede externa
do vaso canulado (Fig. 18E), indicando uma nova liberacéo de saliva neste periodo. Entretanto,
em 43,7% (20/48) dos experimentos, ndo foi possivel verificar visualmente esse aumento de

fluorescéncia durante a ingestdo do sangue, sugerindo que a quantidade de saliva liberada pelo
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inseto foi bem pequena, ou mesmo que a salivacdo ndo ocorreu em todos os analisados

espécimes, nesta fase.
Em 39,5% (19/48) dos ensaios, verificou-se também uma marcacdo fluorescente
proxima a parede do vaso, ap0s a retirada das pecas bucais do vaso canulado (Fig. 18F),

demonstrando que a saliva foi liberada pelo cimicideo até o final da alimentac&o.

216,83 "

383,90 " 521,66 "

Figura 18: Salivacdo de Cimex lectularius durante o repasto sanguineo, na pele da orelha do

camundongo hairless, observada pelo conteddo salivar marcado com Laranja de Acridina
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através da microscopia intravital: (A) momento da picada e inicio da deposicéao de saliva da fase
de sondagem (0 seg.); (B) intensa liberacéo de saliva durante a fase de sondagem (6,47 seg.);
(C) momento de canulacdo da vénula e inicio da fase de ingurgitamento (17,47 seg.); (D)
primeira metade da fase de ingurgitamento, exibindo nitida reducao da fluorescéncia nas regides
do tecido sondado pelo inseto (216,83 seg.); (E) segunda metade da fase de ingurgitamento,
evidenciando um aumento da intensidade de fluorescéncia na regido proxima a parede do vaso
sanguineo no sitio alimentar (383,90 seg.); (F) final da alimentacéo, logo ap0s a retirada das
pecas bucais, mostrado fluorescéncia préxima a parede externa do vaso canulado (521,66 seg.).
Legenda: P, probdscide; F, fasciculo; A, arteiola; V, vénula; PPS, regido da pele sondada

previamente pelo inseto.

A partir da observacdo visual, durante a alimentacdo dos insetos que tiveram a saliva
marcada, constatou-se que a salivagdo se inicia logo ap6s a picada, ocorrendo ao longo de toda
a fase de sondagem. No entanto, o perfil de salivagdo durante a fase de ingurgitamento ndo teve
um padrao, gerando duvidas como, por exemplo, se a liberacdo é continua ou intermitente, bem
como o local de deposicédo (dentro ou fora do vaso).

Assim, visando estimar a distribuicao da saliva ao longo do tempo na pele do hospedeiro,
monitorou-se a densidade integrada (DI) (aproximadamente a fluorescéncia) de uma area da
pele - dividida me 132 subareas, que englobava o sitio de alimentacdo do inseto (sondagens +
ingurgitamento) e regides proximas adjacentes. Para isto, 0 primeiro passo dessa andlise foi
delimitar as subareas da pele onde houve deposicao ativa de saliva pelo cimicideo, nas diferentes
fases de alimentacédo (Fig. 19A). Uma vez que a fluorescéncia no ponto de deposicéo da saliva
na pele diminui ao longo do tempo, como observado visualmente, para estimar as subareas onde
0 inseto salivou durante a hematofagia, incluiram-se os valores da densidade integrada
correspondentes aos trés periodos distintos de cada fase (12 metade, 22 metade e o periodo total).
Dessa forma, foi possivel inferir se a fluorescéncia estava aumentando ou reduzindo em cada
subarea da pele durante a fase em questéo (Fig. 19B - D).

A utilizagdo concomitante do ranqueamento realizado a partir da mediana da DI de cada
subarea na 2% metade de cada fase da alimentacdo, com a avaliacdo se houve diminui¢do de
fluorescéncia durante os respectivos periodos analisados, como mostrado na figura 19B - D,
possibilitou delimitar as subareas da pele onde ocorreu salivagdo do inseto (Fig. 19A). Esta
anélise permitiu separar as areas da pele analisadas em duas sub-regides (&reas de salivacédo e
areas adjacentes), tornando possivel avaliar como a saliva liberada pelo inseto se distribui no

tecido do hospedeiro no decorrer da hematofagia.
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Figura 19: Anélise da densidade integrada de uma area (4,7 mm?) da pele do hospedeiro,
circundante ao sitio de alimentacdo de Cimex lectularius com saliva marcada com o fluocromo
Laranja de Acridina 0,05%. (A - C): mediana da densidade integrada (DI) de cada uma das 132
subareas (0,036 mm?) correspondendo a 12 metade, 22 metade e do periodo do total da fase da
12 sondagem (A), da 22 sondagem (B) e do ingurgitamento (C); (D): delimitacdo das regides

onde ocorreu deposicéo da saliva sobre a foto do momento da maior fluorescéncia da pele do
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hospedeiro (B = final da 22 sondagem), mostrando no detalhe (foto menor) a disposicéo espacial
das 132 subareas utilizadas na analise.

Nesse contexto, a observacdo dos perfis da somatdria da DI referentes as areas de
salivacdo e das areas adjacentes (Fig. 20A), mostram, em ambas as areas, um aumento de
fluorescéncia no decorrer das sondagens, com répida reducdo no periodo inicial do
ingurgitamento (até ~ 20%). A partir dai as duas curvas se estabilizam, apresentando valores um
pouco acima dos apresentados antes da alimentacdo. No ponto onde as curvas se cruzam, 0S
valores relativos as areas adjacentes tornam-se superiores aos das areas de salivagdo. Este perfil
da fluorescéncia durante as fases de alimentacéo dos insetos, apresentando um rapido aumento
da DI durante a sondagem, seguido de queda durante o ingurgitamento, foi observado em 25
ensaios.

A semelhanca do perfil das areas de salivacdo com o das areas adjacentes nos graficos
de superficie, sugere uma répida difusdo da saliva depositada na pele do hospedeiro. Essa rapida
difusdo formaria um gradiente radial de saliva a partir do ponto de deposicao, fato que explicaria
o formato aproximado de cone observado nos graficos (Fig. 20B - E). Estes, mostram a
distribuicdo da DI pelas diferentes areas da pele, cujos vértices correspondem as areas da pele
onde a saliva foi depositada pelo inseto (Fig. 20B - E). A difusdo da saliva também explicaria a
reducdo da altura do cone e aumento do diametro da base, com passar do tempo, apos a
deposicao da saliva, como pode ser observado na modificagdo do formato do “cone” formado
na regido da primeira sondagem nos graficos B, C e D da figura 20.

Ressalta-se que, nas regides da pele irrigada pelos vasos sanguineos (arteriola e vénula),
como nas areas entre os dois “cones” da figura 20B e C (constatado pela observacao da figura
18B e C), praticamente ndo apresentou aumento da DI durante a alimentacdo dos insetos. Tal
fato pode ser verificado em areas equidistantes do vértice dos cones e onde 0s vasos sanguineos
ndo passavam. Isto ocorre provavelmente pela pequena quantidade de saliva liberada durante o
ingurgitamento, que é rapidamente diluida pelo sangue quando penetra ou é jogada dentro do

vaso.
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Figura 20: Distribuicdo da saliva (deposicdo e difusdo) na pele da orelha de camundongo
durante a alimentacao de Cimex lectularius: (A): perfil da somatoria da densidade integrada (DI)

ao longo da alimentacdo, referente a area total e as areas de salivacdo e adjacentes, e linhas

vermelhas destacando alguns tempos de cada fase [1 - picada (0,0 seg.), 2 - final 1% sondagem

(12 seg.), 3 - inicio 22 sondagem (32,9 seg.), 4 -

inicio ingurgitamento (39,9 seg.), 5 - final da
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alimentacédo (397,7 seg.)]; (B - E): gréficos de superficie mostrando os valores da DI das 132
subéreas da pele do hospedeiro, circundante ao sitio de alimentacdo do inseto no final da 12
sondagem (B), no final da 22 sondagem (C), apds 100 segundos do inicio do ingurgitamento (D)

e no final do ingurgitamento (E).

Considerando que em 52% (25/48) dos experimentou foi possivel observar a liberacéo
de saliva na pele durante a fase de ingurgitamento, e que o canal salivar dos cimicideos é
formado por justaposicdo das maxilas, torna-se importante verificar se, quando ocorre a
liberacdo de saliva na pele, o inseto interrompe ou ndo a ingestdo de sangue. Os momentos de
liberacdo da saliva na pele, poderiam ser explicados pela retirada temporaria das maxilas de
dentro do vaso sanguineo durante a fase de ingurgitamento, gerando interrupcdes no processo
de bombeamento do sangue. Nesse sentido, foram realizados experimentos onde observou-se o
processo de alimentar por meio da anélise de imagem (microscopia intravital) simultaneamente
com o eletromiograma da bomba cibarial. Em 29,0% dos ensaios (9/31) ensaios, foi possivel
observar gue a liberacdo de saliva na pele ndo alterou os registros dos eletromiogramas, nem o
perfil da vibracdo da parede dos vasos sanguineos, dois parametros associados ao
funcionamento da bomba cibarial (Fig. 21B e C). Ao longo da fase de ingurgitamento, a bomba
cibarial apresentou regularidade de funcionamento (Fig. 21C), mesmo nos momentos em que se
verificou a deposicdo de saliva proxima a parede do vaso. E interessante mencionar que, 0
monitoramento da salivacdo durante a fase de ingurgitamento, é afetado pela vibracdo parede
do vaso sanguineo, o que reforca que a saliva é liberada na pele proxima a parede do mesmo
(Fig. 18D, E).

Desse modo, constatou-se que, durante o ingurgitamento, apesar de também observada
a deposicéo de saliva fora do vaso sanguineo, isto ndo acarreta na interrup¢do do processo de
bombeamento do sangue, ou seja, 0s cimicideos conseguiam salivar e ingerir 0 sangue a0 mesmo

tempo.
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Figura 21: Deposicdo de saliva na pele da orelha de camundongo, associado aos registros da
vibracdo da parede do vaso canulado e do eletromiograma da bomba cibarial durante a
alimentacéo de Cimex lectularius: (A) momentos de deposicdo de saliva na pele durante a
fase de ingurgitamento (a = 8,8 seg.; b = 69,9 seg.; ¢ = 206,7 seg.; d = 282,1 seg.); (B) perfil de
salivacdo monitorado pela fluorescéncia [valor densidade integral da area selecionada pelo
retangulo amarelo (2,1 mm?)] durante a fase de ingurgitamento ao longo do tempo - o valor da
fluorescéncia apresentou oscilagfes, evidenciada pela largura da linha azul em decorréncia a
vibragdo da parede do vaso, cada ponto da linha vermelha representa a média da fluorescéncia
dos 30 frames subsequentes (~ 1 segundo de observacao); (C) sinais elétricos produzidos pela
bomba cibarial (eletromiograma) em um periodo de selecionado (barra vermelha), indicando
que ndo houve interrupcdo da alimentacdo do inseto durante a deposi¢do de saliva proximo a

parede do vaso, evidenciado pelo aumento da fluorescéncia nesta regido da derme.
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6. DISCUSSAO

Para realizacdo do repasto sanguineo, os cimicideos introduzem suas pecas bucais na
pele do hospedeiro, movimentando-as até sua penetracdo no vaso sanguineo, desencadeando
diferentes reacdes hemostaticas no sitio de alimentacdo. A fim de reparar tais reacdes e, ao
mesmo tempo, se alimentar de forma eficiente, estes insetos apresentam, em sua saliva,
diferentes biomoléculas indispenséaveis a hematofagia. Neste trabalho, de forma pioneira, com
0 uso da microscopia intravital simultaneamente ao eletromiograma da bomba cibarial,
caracterizou-se o processo de salivacdo de  C. lectularius durante o repasto sanguineo na pele
do hospedeiro mamifero, possibilitando melhor entendimento de aspectos ndo s6 da biologia
dos cimicideos, mas, principalmente, da interacdo ectoparasito-hospedeiro.

Na caracterizacdo do processo alimentar de C. lectularius, observou-se, através da
microscopia intravital, que os insetos canularam tanto arteriolas quanto vénulas do hospedeiro
mamifero, sem preferéncia por um ou outro. Sabe-se que a “escolha” do vaso sanguineo a ser
canulado, dentre outros fatores, depende de seu calibre. Dickerson e Lavoipierre (1959)
relataram que, quando as pecas bucais de C. lectularius encontram um capilar muito pequeno
ou um vaso grande, esses sdo ignorados, ou seja, 0 inseto ndo os canulam, e o fasciculo continua
a sondagem no tecido até o encontro de um vaso ideal. Em triatomineos, o didmetro do vaso
também interfere no repasto sanguineo (Soares et al. 2014), entretanto, para estes insetos foi
identificado preferéncia por vénulas, com maior calibre, em relacdo as arteriolas (Soares et al.
2006, Soares et al. 2014). Soares e colaboradores (2014) observaram que durante 0 processo
alimentar na pele da orelha de camundongos, R. prolixus canulou com maior frequéncia vénulas
(63%), uma vez que elas, por estarem adjacentes as arteriolas, ocupam maior area. Além disso,
as vénulas possuem menor capacidade de contracdo, contribuindo para maior dilatacdo destes
vasos. Contudo, R. prolixus apresentou um maior aproveitamento no repasto sanguineo quando
realizado em arteriolas, possivelmente, devido ao maior fluxo sanguineo, embora oferecam
maior dificuldade em serem canuladas (Soares et al. 2006). Vale destacar que, em alguns
experimentos com C. lectularius, devido a alguma dificuldade que prejudicou a passagem do
sague para o canal alimentar, como, por exemplo, as reagdes hemostaticas, 0s insetos nao
hesitavam em canular outro vaso e reiniciar a alimentacéo.

No presente trabalho, o ganho de peso médio obtido pelas fémeas de C. lectularius
alimentadas na mircrocirculacdo da pele da orelha de camundongos foi de 5,0 mg. Porém,
guando alimentadas na regido abdominal do camundongo, Araudjo e colaboradores (2009),
observaram um ganho de peso médio de 9,2 mg, demonstrando que o sitio de alimentacdo pode
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influenciar na obtencdo do sangue. Esta diferenca, provavelmente, deveu-se a uma maior
dificuldade em manter o fluxo sanguineo na microcircula¢do da orelha, e ndo em encontrar o
vaso sanguineo, ja que os insetos eram posicionados sobre 0 mesmo. Além disso, as fémeas que
se alimentaram na regido abdominal do camundongo, eram mantidas soltas dentro de um
recipiente, ou seja, com livre circulagdo no tecido (Aradjo et al. 2009), diferentemente daquelas
alimentadas na pele da orelha do camundongo, as quais foram imobilizadas pelo abdome com
uma fita de esparadrapo. Esta imobilizacdo pode ter causado uma leve compressdo no abdome
do inseto, o que diminuiu a capacidade de expansao abdominal e, consequentemente, provocou
uma reducéo no ganho de peso. Embora os insetos fossem imobilizados durante a alimentag&o,
eles foram capazes de completar o repasto sanguineo, demonstrando que a metodologia adotada
nesse estudo ndo interferiu no processo alimentar. Durante o repasto sanguineo, a proboscide do
cimicideo ficava posicionada verticalmente a pele, ficando encoberta pela cabeca do inseto, o
que dificultava a visualizacdo das pecas bucais. Dessa maneira, a fixacdo das fémeas pelo
abdome e o seu posicionamento na orelha do camundongo, foi imprescindivel para observacdo
de todo o processo alimentar.

A fim de conseguir realizar o repasto sanguineo de forma eficiente, os cimicideos
utilizam de diferentes mecanismos - agdo mecanica das pecas bucais, funcionamento da bomba
cibarial, deposicdo de saliva no sitio alimentar, dentre outros que, isolados ou associados,
interferem na microcirculacdo da pele hospedeiro mamifero. Nesse sentido, dois eventos foram
observados durante o processo alimentar das fémeas de C. lectularius na orelha do camundongo
hailess, local no qual a disponibilidade de arteriolas e vénulas é bastante limitada, a saber:
vasoconstricao transitéria no inicio do ingurgitamento, seguida de vasodilatacdo ao final da
alimentacdo, ambos mais comuns nas arteriolas. Tais eventos também foram observados em R.
prolixus, alimentados na microcirculacdo da pele da orelha de camundongos, mas, com
diferengas em relagdo ao vaso sanguineo. Enquanto nas vénulas o achado mais comum foi a
dilatagdo, nas arteriolas foi mais comum a constrigdo, ambos ap0s a remocao das pecas bucais
do vaso canulado (Soares et al. 2014).

Referindo-se a vasoconstricdo transitoria, no momento em que 0s espécimes de C.
lectularius inseriam o fasciculo no limen do vaso sanguineo, observou-se uma forte contracao
do vaso, que desaparecia, quase que por completo, sequida de movimentacdo pulsante que
perdurava por todo o periodo do repasto, principalmente nas arteriolas. Funcionalmente, tal
observagdo se traduziu na interrupcdo momentanea da passagem do sangue, seguida da
retomada da circulacéo sanguinea, sendo a pulsacéo observada como reflexo do funcionamento

continuo da bomba cibarial e, consequente suc¢do do sangue. Apds a remocao do aparelho bucal
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pelos cimicideos, observou-se que o vaso, anteriormente canulado, se encontrava mais dilatado,
confirmando a participacdo dos componentes antihemostaticos da saliva durante a hematofagia
dos percevejos de cama. O contato com as diferentes biomoléculas salivares faz com que o vaso
sanguineo canulado altere seu diametro, uma vez que a saliva também € liberada proxima a sua
parede. Dessa forma, destaca-se a participagdo da nitroforina, proteina encontrada em grande
quantidade na saliva de C. lectularius - aproximadamente 40% do conteudo total das proteinas
sollveis (Valenzuela et al. 1998), responsavel por liberar o NO, promovendo vasodilatacéo e
inibindo a agregacdo plaquetaria no sitio de alimentagéo (Ribeiro & Nussenzveig 1993). O efeito
vasodilatador estd relacionado ao fato do NO regular o tbénus vascular, resultando no
relaxamento da musculatura lisa da parede do vaso (Andersen et al. 2003). Ja a inibicdo da
agregacdo de plaguetas se deve a ativacdo da enzima guanilato-ciclase-citosélica pelo NO
(Ribeiro et al. 1995, Soares et al. 2014). A ligacdo NO-NP ocorre reversivelmente dependendo
da concentracdo de pH do meio. O NO se liga fortemente a NP em pH acido, como a condi¢éo
encontrada nas glandulas salivares dos cimicideos (neste trabalho verificado pela marcagdo com
LA), sendo liberado em pH neutro ou basico, como ocorre no tecido do hospedeiro (Ribeiro et
al. 1993, Valenzuela et al. 1995, Soares et al. 2006). E interessante ressaltar, também, que a NP
de C. lectularius se liga reversivelmente a duas moléculas de NO, a fim de promover a
estabilizacdo do gas por longos periodos, ja que € liberado tanto de forma rapida, quanto de
forma mais lenta (Walker 2005, De Simone et al. 2017).

Apesar de ndo ter sido uma observacdo frequente no presente trabalho, foram
identificadas hemorragias sendo, na maioria dos casos, visualizadas em arteriolas, embora esta
diferenca ndo seja significativa quando comparadas as vénulas. Este fendbmeno pode ser
explicado considerando que as arteriolas possuem menor didametro em relacdo as vénulas e
maior fluxo sanguineo, facilitando, assim, o extravasamento do sangue. Ressalta-se que as
hemorragias foram visualizadas logo apds a retirada do fasciculo do interior do vaso sanguineo,
ao final da alimentacédo de C. lectularius, quando finalizado o ingurgitamento. Tal observacao
pode estar relacionada ao fato de que os cimicideos apresentam mandibulas com pontas dentadas
voltadas para tras, que ficam encostadas na parede do vaso canulado, fixando firmemente o
aparato bucal no tecido do hospedeiro. Dessa forma, no momento de retirada do fasciculo da
pele do hospedeiro, o cimicideo pode encontrar alguma dificuldade, forgando a parede do vaso
e, com isso, o dilacera produzindo a hemorragia (Dickerson & Lavoipierre 1959). Contudo,
esses resultados contrariam os observados por Dickerson e Lavoipierre (1959), os quais
descreveram a presenca de pequenas hemorragias durante a fase de sondagem de C. lectularius

alimentados na orelha de camundongos, fenbmeno considerado comum, ocasionado pelo

48



movimento das pecas bucais do inseto na busca de um vaso adequado. A ocorréncia de micro
hemorragias, durante a sondagem ou na remoc¢do das pecas bucais dos vasos, também foi
observada por Lavoipierre e colaboradores (1959) em R. prolixus. Tal achado corrobora com os
relatados por Soares et al. (2006) em R. prolixus alimentados na pele da orelha de camundongos,
em que foram frequentes hemorragias durante o processo alimentar destes insetos,
principalmente na fase de sondagem. Esses mesmos autores, entretanto, demonstraram, mais
tarde, que hemorragias mais extensas ocorrem principalmente nas arteriolas apos a retirada das
pecas bucais, ao fim do repasto de R. prolixus (Soares et al. 2006), corroborando os resultados
obtidos nesse presente estudo.

Na caracterizagdo do processo alimentar dos cimicideos, utilizando o eletromiograma da
bomba cibarial, Aradjo e colaboradores (2009) determinaram os eventos que antecedem e
sucedem a alimentacdo dos percevejos de cama. A contracdo dos musculos associados a parede
externa da bomba provoca a expanséo desta regido, fazendo com que o sangue passe do canal
salivar para o tubo digestivo, através da pressdo negativa gerada pela mesma (Bennet-Clark
1963). Assim, a partir dos sinais produzidos por esta contracao, € possivel avaliar as diferentes
fases do processo alimentar, corroborando os resultados aqui encontrados, de que 0s sinais
elétricos produzidos durante a fase de ingurgitamento se devem, principalmente, a contracéo
dos musculos associados a bomba cibarial. A técnica de monitoramento elétrico da bomba
cibarial foi utilizada primeiramente em triatomineos por Guarneri e colaboradores (2000), sendo
aperfeicoada e posteriormente empregada em cimicideos (Aradjo et al. 2009). Neste trabalho,
0s autores avaliaram comparativamente a performance alimentar de C. lectularius e C.
hemipterus em camundongos. C. lectularius apresentou uma melhor eficiéncia alimentar em
relacdo a C. hemipterus, sendo o ganho de peso maior nas fémeas que nos machos (fémeas
ingerem duas vezes mais sangue que os machos), justificando a escolha de fémeas para os
ensaios no presente trabalho.

Para a descricdo do processo de salivacéo de C. lectularius durante o repasto sanguineo,
na orelha de camundongos hairless, inicialmente fez-se necessario corar o conteudo salivar dos
cimicideos, tendo sido utilizado o fluorocromo Laranja de Acridina. Semelhantemente ao
observado em R. prolixus (Soares et al. 2006), a marcacdo de tal material biologico se fez
possivel pela diferenca de pH existente entre a hemolinfa e glandula salivar principal dos insetos,
ja que a LA possui afinidade por ambientes acidos. Nesse sentido, quando presentes na
hemolinfa (pH préximo ao neutro), a maioria das moléculas de LA estdo desprotonadas,
atravessando a membrana celular, podendo atingir, por difusdo, todas as regiées do corpo do

inseto, que fica todo corado. Entretanto, quando chegam em um ambiente acido, como no
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interior das glandulas salivares de C. lectularius e R. prolixus, as moléculas de LA sao
protonadas, adquirindo carga positiva. Isso impede que elas atravessem a membrana,
acumulando-se nesse local (Zoccarato et al. 1999). Caso as glandulas salivares e a hemolinfa
tivessem pH semelhante, préximo ao 7, o corante seria rapidamente eliminado pelos tubulos de
Malpighi, ndo se observando acumulo do fluorocromo, como ocorre em T. infestans. Nesta
espécie, 0 exoesqueleto se mostrou fluorescente 24 horas ap6s a ingestdo da solugdo contendo
LA, poréem nao houve acumulo de corante nas glandulas salivares, ja que possuem pH entre 6,5-
7,0 (Soares et al. 2006). Assim como T. infestans, as glandulas acessorias de C. lectularius
também ndo apresentaram acumulo de LA, possivelmente devido ao pH alcalino do seu
conteldo salivar. Este achado foi igualmente verificado para espécie  C. hemipterus, a qual
possui o contetdo salivar das glandulas acessorias pH neutro (Castrillon 2007). Ainda nesse
sentido, apesar dos insetos apresentarem autofluorescéncia (Reinhardt et al. 2016), verificou-se
nas fémeas de C. lectularius alimentadas com LA, maior intensidade de fluorescéncia nos olhos
e no tubo digestivo, provavelmente pelo ambiente &cido desses 6rgdos. Além disso, observou-
se a excrec¢do do fluorocromo pelos cimicideos, através de gotas alaranjadas presentes nas torres
de papel filtro nas quais os insetos eram mantidos. Ressalta-se que a presenca de LA no sangue
heparinizado humano aparentemente ndo causou nenhum dano fisiol6gico ou mortalidade nas
fémeas de C. lectularius, visto que, apos a alimentacao, as mesmas sobreviveram
por mais de 30 dias em jejum, realizando posturas regulares. I1sso demonstra a ndo toxicidade
desse composto, na concentracdo utilizada, para estes cimicideos. Em R. prolixus, a ingestdo de
grande quantidade de solucdo contendo LA, resultou em mortalidade significativa dos insetos
nas primeiras 48 horas p6s alimentacdo, estando ainda com ingurgitados, possivelmente pela
dificuldade na excre¢do do excesso de liquidos (Soares et al. 2006).

A partir da marcacao do conteudo das glandulas salivares principais com LA, a anéalise
do processo alimentar de C. lectularius, na pele da orelha de camundongo hairless, revelou que
a salivacdo ocorre durante todo o repasto sanguineo - entendendo-se aqui a fase de sondagem e
de ingurgitamento - mesmo enquanto o inseto realizava a suc¢do do sangue. Tal fato se deve a
existéncia de um canal alimentar independente do canal salivar, em decorréncia da justaposicao
das maxilas (Puri et al. 1924, Dickerson & Lavoipierre 1959). Isso, ndo so facilita 0 mecanismo
de salivacdo por estes insetos, como também, possibilita a ingestdo de sangue e a ejecdo de
saliva de maneira simultanea. Alem disso, a presenca de uma musculatura independente da
bomba salivar e da bomba cibarial (Puri et al. 1924, Usinger 1966), permite o funcionamento

continuo de ambas, ocorrendo liberacdo de saliva mesmo durante o ingurgitamento.
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Apesar da salivacdo de C. lectularius ocorrer durante todo o repasto sanguineo, ela se
mostrou distinta nas fases de sondagem e de ingurgitamento. Na fase de sondagem, os
cimicideos movimentam seu fasciculo na derme do hospedeiro em vérias direcGes, até o
encontro de um vaso sanguineo adequado (Dickerson & Lavoipierre 1959). Enquanto realizava
esses movimentos, observou-se, através da microscopia intravital, o lancamento continuo de
grande quantidade de saliva na derme do hospedeiro, principalmente em regides proximas aos
vasos sanguineos. Esse processo é fundamental para a canulagdo do vaso, na perspectiva de que,
alguns componentes salivares promoverdo a dilatacdo da microcirculacéo, facilitando, assim, a
alimentacdo do inseto. Ainda, durante a sondagem, verificou-se a formacdo de um rastro
continuo fluorescente na derme do camundongo, visto que a saliva marcada ndo era prontamente
drenada pelo tecido. Com o passar do tempo, lentamente, a fluorescéncia foi perdendo
intensidade, provavelmente devido a drenagem da saliva pela circulacdo linfatica da derme. Este
mesmo perfil de salivagdo de C. lectularius, na fase sondagem, foi observado em R. prolixus.
Neste inseto, foi visto que, ao mesmo tempo que as maxilas realizam movimentos oscilatorios
no tecido do camundongo, na busca por um vaso sanguineo, ocorre um bombeamento continuo
de saliva atraves do canal salivar até a derme, formando também um rastro, que se difunde
posteriormente (Soares et al. 2006). Uma vez que a saliva desses triatomineos também possui
uma grande variedade de moléculas antihemostaticas (Ribeiro 1987), a salivacdo na sondagem
propicia uma rapida e eficiente alimentacdo. Ribeiro e Garcia (1981) observaram que R. prolixus
salivarectomizados, em comparacdo com insetos controle, apresentavam maior dificuldade no
encontro dos vasos sanguineos e picavam o hospedeiro um maior nimero de vezes, confirmando
a importancia da saliva nesta etapa da alimentacao.

Referindo-se a fase de ingurgitamento de C. lectularius na pele da orelha do camundongo
hairless, observou-se que a deposicdo de saliva se concentrou no local de insercdo das pecas
bucais ao redor do vaso sanguineo canulado. Em raros momentos, foi observada a passagem de
saliva no interior do vaso canulado, mas, a maior parte dela era, de fato, vista apenas proximo
ao vaso. Isso pode ser explicado pelo modo como as pecas bucais se posicionam durante o
ingurgitamento. Nos cimicideos, mandibulas e maxilas penetram profundamente na derme para
até o encontro do vaso sanguineo, porém, acredita-se que, somente a maxila direita é inserida
no seu lumen (Dickerson & Lavoipierre 1959). A observacéo de cortes histoldgicos das pecas
bucais no momento da alimentacdo em um vaso, mostrou que a maxila direita fica com sua
extremidade mais a frente da esquerda, formando uma boca funcional (Fig. 5) (Dickerson &
Lavoipierre 1959). Dessa forma, infere-se que a maioria da saliva é langada do canal salivar

para proximo a parede do vaso, e ndo dentro dele, como visto pela microscopia. As demais
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estruturas do fasciculo, mandibulas e a maxila esquerda, provavelmente ficam apenas
encostadas na parede do vaso, fixando o aparato bucal ao mesmo (Dickerson & Lavoipierre
1959). Nesse sentido, os picos produzidos pelo processo de salivacdo sdo correspondentes aos
gerados pelo movimento pulsante do vaso canulado, indicando, que a saliva € jogada perto da
parede externa do vaso. Esta constante pulsacdo do vaso sanguineo no ingurgitamento, ocorre
em resposta a pressdo negativa gerada pelo funcionamento da bomba cibarial na sucgéo do
sangue (Soares et al. 2014). Alem disso, observou-se que o volume e a intensidade da saliva
liberada na fase ingurgitamento, foi inferior ao observado na etapa de sondagem. Destaca-se
que, em alguns momentos pontuais, foi observado um aumento na intensidade de fluorescéncia,
demonstrando nova ejecdo de saliva pelo cimicideo durante o ingurgitamento. Ademais, ndo foi
possivel constatar uma periodicidade nas emissdes de saliva pelos cimicideos. O fato da
salivacdo também ocorrer préximo a parede externa do vaso sanguineo, dificultou a captacédo da
frequéncia de liberacdo da saliva, uma vez que a pulsacdo do vaso também ¢é registrada pela
andlise. A contaminacédo da area no entorno do sitio alimentar, pela saliva fluorescente ejetada
durante a sondagem, somado ao pequeno volume liberado, impossibilitam a determinacdo da
frequéncia de salivacéo.

Finalmente, ndo foi observado a ingestdo de saliva por C. lectularius, durante o repasto
sanguineo, corroborando a nossa ideia inicial de que a emissdo da maior parte da saliva ocorre
fora do lumen do vaso, préximo ao sitio de alimentacdo. Diferentemente da salivacdo observada
em C. lectularius na fase de ingurgitamento, Soares e colaboradores (2006) observaram em R.
prolixus, grande quantidade de saliva liberada em bolus no interior do vaso canulado, sendo a
maior parte dela ingerida pelo inseto juntamente com o sangue. Esse perfil pode ser atribuido
ao modo como as pecas bucais se dispdem na retirada do sangue. Nos triatomineos, o par de
mandibulas serrilhadas apenas perfura e ancora o aparato bucal na regido superficial da pele do
hospedeiro. Ja as maxilas (direita e esquerda), que também formam por aposi¢do os canais
alimentar e salivar, penetram até a derme e ambas sdo introduzidas na luz do vaso para a retirada
do sangue (Lavoipierre 1959). Ainda nesse sentido, o fato de R. prolixus salivar em bolus, no
limem do vaso sanguineo, possibilitou estimar a frequéncia de emissdo de saliva ao longo da
etapa de ingurgitamento, apesar de ndo serem constantes (Soares et al. 2006).

O fato dos cimicideos salivarem bem proximo do sitio alimentar, atrelado a pequena
quantidade de saliva liberada durante o ingurgitamento, indica que a suc¢do do sangue ocorre
no mesmo local em que o aparelho bucal foi inserido na luz do vaso. Isso se entenderia na
auséncia de movimentos com a maxila no interior do vaso, a fim de favorecer a sucgdo de

sangue. Assim, quando os cimicideos encontram dificuldade para retirar o sangue (a exemplo
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da diminuicéo do fluxo sanguineo ou a resposta hemostatica do hospedeiro) os mesmos realizam
nova salivagdo no local. Em R. prolixus entretanto, Soares et al. (2014) verificaram que no
decorrer do ingurgitamento, 0s insetos comumente realizam pequenos movimentos com as
maxilas no interior dos vasos, com o objetivo de direcionar a ponta das pecas bucais e facilitar
a ingestdo do sangue. Tais autores descreveram a ocorréncia de uma lenta migragcdo das maxilas
pelo limen do vaso, que mudam a posicdo da abertura do canal alimentar (a favor ou contra a
corrente sanguinea) em relacdo a ponta da proboscide.

O langamento da saliva pelos cimicideos, também fora do vaso canulado, diretamente
no tecido do hospedeiro, favorece o contato dos componentes salivares antihemostaticos com a
parede externa vaso sanguineo, facilitando a alimentacdo dos insetos, bem como promovendo a
ocorréncia de reacGes cutaneas. Tais moléculas podem gerar, na pele do hospedeiro, além de
forte prurido, reacGes alérgicas de intensidade variavel (Goddard & deShazo 2009, Dogget et
al. 2012). Dentre os agentes antigénicos presentes na saliva de C. lectularius ressalta-se a
nitroforina (Valenzuela et al. 1995), principal proteina responsavel por tais reagcdes cutaneas
(Leverkus et al. 2006). Assim como nos cimicideos, a saliva dos triatomineos apresenta uma
grande diversidade de biomoléculas. Porém, as picadas dos barbeiros ndo provocam reacoes
alérgicas tdo intensas, como observado em resposta as picadas dos percevejos de cama. Uma
possivel explicacdo para isso é o fato de que a salivacdo ocorre dentro do vaso sanguineo, bem
como, ocorre a ingestdo de quase toda a saliva pelos triatominios. Utilizando R. prolixus como
modelo, observou-se que, quando o inseto esta na fase de ingurgitamento, se alimentando
normalmente, quase toda a saliva liberada € ingerida junto ao sangue pelo inseto. Por outro lado,
quando diminui o fluxo de sangue ao redor das maxilas e/ou é reduzida a frequéncia de contracdo
da bomba cibarial, menos saliva é ingerida e, consequentemente, sua concentracdo aumenta
dentro do vaso, potencializando a acdo dos componentes salivares. Este mecanismo de
modulagéo da quantidade de saliva depositada na microcirculacdo minimiza o contato da saliva
com a pele do hospedeiro diminuindo, assim, a possibilidade de desenvolvimento de resposta
aos antigenos salivares (Soares et al. 2006).

Nesse trabalho, a utilizagdo da microscopia intravital atrelada ao eletromiograma da
bomba cibarial permitiu ndo sé identificar as diferentes fases da alimentacdo, através do
funcionamento da bomba cibarial, como também relacionar com 0os momentos de salivagdo. A
microscopia intravital permite a visualizagdo dos eventos que estdo acontecendo no sitio
alimentar, fornecendo informacdes ndo obtidas no eletromiograma, sendo extremamente Util
para relacionar os eventos do processo alimentar aos eventos de salivagdo (Costa et al. 2016).

Através dessas metodologias, observou-se que a alimentacdo dos insetos nao é interrompida
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enquanto ocorre a liberagdo de saliva. Verificou-se um discreto aumento na intensidade de
fluorescéncia, devido ao langamento de saliva durante o ingurgitamento, ao mesmo tempo que
ocorria a atividade regular da bomba cibarial e, a consequente, succdo do sangue. Contudo, em
alguns casos, ndo foi observada a fluorescéncia durante o funcionamento da bomba cibarial,
confirmando a reduzida quantidade de saliva liberada, ou mesmo, sugerindo que a salivagdo ndo
ocorre em todos 0s insetos nesta fase. Além disso, naqueles momentos, é provavel também que
a saliva estivesse sendo liberada sob a superficie superior do vaso sanguineo, ou dentro do
mesmo, 0 que impedia sua visualizacao. Visto que o vaso é cilindrico, o fasciculo pode realizar
a penetracdo em qualquer area da sua superficie. Perfil semelhante foi observado em R. prolixus
alimentando-se em camundongos. A atividade da bomba cibarial ocorreu simultaneamente a
ejecdo de saliva. Porém, diferentemente dos cimicideos, ao mesmo tempo em que a saliva é
liberada, ela é ingerida com o sangue no processo de succao dos triatomineos. Assim, quando a
frequéncia da bomba cibarial diminui, menos saliva € ingerida pelo inseto e sua concentracao
aumenta no interior do vaso sanguineo (Soares et al. 2006).

Os resultados encontrados no presente trabalho sugerem que o processo de alimentagédo
de C. lectularius consiste em um mecanismo complexo, sendo necessario a participacao
tanto dos componentes mecanicos (movimento do fasciculo e contragbes da bomba cibarial)
quanto dos salivares. Na saliva destes insetos, ja foram identificadas e caracterizadas uma
variedade de moléculas farmacoldgicas indispensaveis na contraposicao da resposta hemostatica
do hospedeiro (agregacdo plaquetaria, constricdo do vaso e a coagulacdo do sangue), com
indicativos de que a NP e o NO estejam entre as mais importantes. Nessa perspectiva, para que
seja elucidado o impacto das biomoléculas salivares nos processos de alimentacéo e salivacdo
de C. lectularius, estudos adicionais serdo realizados utilizando a técnica de silenciamento da

expressao génica.
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7. CONCLUSOES

e As fémeas de Cimex lectularius canulam tanto as arteriolas (59,7%) quanto as vénulas
(43,2%) durante o processo alimentar na pele da orelha de camundongos hairless. O
momento inicial de canulacdo do vaso sanguineo provoca uma contracdo transitoria da sua
parede, seguida de constante pulsacdo, observando-se vasodilatacdo ao final do repasto
sanguineo. As hemorragias (37%) foram observadas nas arteriolas e também nas vénulas,

ocorrendo logo apds a retirada das pecas bucais do vaso sanguineo.

e A utilizacdo da microscopia intravital simultaneamente ao eletromiograma da bomba
cibarial, confirmou que os sinais elétricos identificados durante o ingurgitamento sdo

referentes a contracdo dos musculos associados a parede da bomba cibarial.

e O contetdo das glandulas salivares principais de Cimex lectularius marca-se de forma

fluorescente utilizando o fluorocromo Laranja de Acridina 0,05%.

e A salivacdo de Cimex lectularius ocorre durante todo o processo de alimentacdo. Na fase
de sondagem, a saliva é liberada continuamente e em maior quantidade. Diferentemente,

na fase de ingurgitamento a saliva é liberada em pequenas quantidades e de forma irregular.

e Na fase de ingurgitamento, a salivacdo ocorre, principalmente, proximo a regido de

insercdo das pecas bucais.

e Durante a fase de ingurgitamento, a suc¢do do sangue ocorre de forma simultanea e

independente & liberacgdo de saliva.
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