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7 — Conclusoes

O ganho de peso e o tempo total de contato de C. lectularius sdo maiores nas
fémeas do que nos machos, embora apresentem valores semelhantes de

taxa de ingestéo total.

Cimex lectularius apresentou uma melhor performance alimentar do que C.
hemipterus, tanto em pombo quanto em camundongo, mostrando maiores
taxas de ingestdo efetiva e total, e maior porcentagem de insetos que

dobraram de peso.

Cimex hemipterus apresenta maior dificuldade em obter repastos sanguineos

em pombo do que em camundongo.

O tratamento dos pombos com anticoagulante melhora a performance
alimentar de C. hemipterus, aumentando a taxa de ingestdo total e a

porcentagem de insetos que dobraram de peso.

A mudanga de fonte alimentar (camundongo, pombo ou alimentador artificial)

interfere na taxa de ingestao efetiva de C. lectularius.

Cimex lectularius apresenta maior atividade anticoagulante e quantidade de

hemeproteinas por par de glandulas salivares do que C. hemipterus.



alimentados com dieta artificial apresentou maior taxa de ingestdo efetiva do que
com camundongo. Este achado pode ser explicado pelo fato de na dieta artificial nao
estarem presentes substancias hemostaticas.

Quando se comparou o comportamento alimentar de C. lectularius
alimentados no ventre e no dorso de camundongos, a maioria dos parametros foram
semelhantes. O numero de interrupgdes e o tempo nao ingestivo (principalmente
devido as interrupgdes e nao ao tempo de sondagem cumulativo) foram maiores nos
insetos alimentados no dorso. Embora estas diferengas ndo tenham refletido na taxa
de ingestéo total, demonstram provavelmente uma maior dificuldade de manter o
fluxo de sangue durante o processo de alimentacdo nesta regido e ndao a uma
dificuldade em encontrar um vaso sanguineo.

A partir das comparacgdes das duas espécies em diferentes fontes alimentares
conclui-se que C. lectularius apresenta uma melhor performance alimentar do que C.
hemipterus. Este fato pode estar relacionado as diferengas quantitativas observadas
entre os homogenatos de glandulas salivares das duas espécies, que na primeira
apresentou tanto um maior prolongamento do tempo de recalcificacdo do plasma
quanto maior concentracao de hemeproteinas por par de glandula salivar. Desta
forma, isso pode refletir em uma maior capacidade de C. lectularius em interferir na
prevencao de atividades hemostaticas do hospedeiro vertebrado o que promoveria
uma maior eficiéncia desta espécie em relacdo a C. hemipterus na obtengao do

repasto sanguineo.
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C. hemipterus copulariam com fémeas de C. lectularius diminuindo a capacidade
reprodutiva e a sobrevivéncia destas (NEWBERRY et al., 1987).

Quando comparada aos triatomineos, o valor da raz&o PI/ Tl de C. lectularius
e de C. hemipterus (~3 e ~4, em camundongo respectivamente) é baixo. Este valor é
mais baixo do que o observado em ninfas de quinto estadio de T. pseudomaculata
(~7) e de T. brasiliensis (~5), sendo maior apenas quando comparado com T.
infestans (~2) neste mesmo hospedeiro (PEREIRA et al., 2006). Desta forma, como
esta razdo PI/ Tl esta relacionada a performance alimentar dos insetos, observa-se
que as duas especies estudadas neste trabalho apresentarm valores proximos ao
obtido por T. infestans que é considerada uma espécie mais eficiente na obtengao
do repasto sanguineo quando comparada a T. pseudomaculata e T. brasiliensis.

No alimentador artificial, foram testadas diferentes dietas artificiais para estas
duas espécies de Cimex (solugao artificial com ATP, hemacias hemolisadas de
carneiro, plasma humano e sangue citratado humano). No entanto, nestes
experimentos (exceto com sangue humano para C. lectularius), ou os insetos ndo se
alimentaram ou nao dobraram de peso. Este fato ocorreu principalmente com C.
hemipterus, o que impossibilitou a obtengdo de dados com esta espécie em
alimentador artificial. Quando se utilizou sangue humano como dieta para C.
lectularius, obteve-se um ganho de peso significativo. A opgado de utilizar o sangue
humano diluido em salina (3:1) foi para minimizar o efeito da deposicdo das
hemacias em cima da membrana que poderia interferir nos parametros da
alimentacdo. Mesmo com esta dieta, observou-se um numero de interrup¢cdes maior
do que o obtido com pombo ou camundongo. Possivelmente, pode ter faltado algum
estimulo encontrado nos hospedeiros vivos (odor e/ou vibragdo) que motivou menos

os insetos a se alimentarem da dieta artificial. Apesar disto, C. lectularius
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tratado com anticoagulante sistémico. Isto sugere que a maior performance
alimentar de C. lectularius em pombo pode ser relacionada também com a maior
atividade anticoagulante encontrada no homogenato de glandula salivar desta
espécie.

Smith (1979) mostrou que o aumento da viscosidade da dieta causa uma
reducdo da freqiiéncia e do volume funcional da bomba cibarial de R. prolixus em
alimentador artificial. Portanto, o menor tamanho do repasto observado em C.
hemipterus alimentados em pombos ndo tratados, poderia ser explicado pela
incapacidade do inseto de evitar o processo de coagulagdo do sangue durante a
hematofagia, com o conseqliente aumento da viscosidade. Explicagao semelhante
foi sugerida por Araujo et al. (2006) para a diminuigdo do tamanho do repasto de T.
brasiliensis apos o silenciamento (RNAI) da brasiliensina (anticoagulante intestinal)
ou pela ingestao prévia de uma solugao de trombina

O uso da razédo entre o peso inicial e a taxa de ingestdo total (Pl/ TIT)
proposto por Pereira et al. (2006) para comparar a performance alimentar entre
espécies ou estadios de triatomineos nao foi necessario, pois os adultos de C.
lectularius e de C. hemipterus utilizados nos experimentos apresentaram peso inicial
semelhante (~2,5 mg). A diferenca na performance alimentar entre estas duas
espécies poderia explicar porque nas infestacbes excepcionalmente altas
observadas na Africa do Sul o nimero de individuos coletados de C. lectularius
(>3000) foi maior do que de C. hemipterus (1203) (NEWBERRY, 1990). Entretanto,
nesta mesma regido, onde as duas espécies podem ser encontradas em infestagdes
mistas, C. hemipterus parece prevalecer. Uma explicacdo apontada pelos autores
para a possivel vantagem competitiva do C. hemipterus em relagéo ao C. lectularius

seria consequéncia de uma interferéncia direta entre as espécies, onde machos de
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total. As analises destes resultados mostraram que o volume funcional da bomba
cibarial (medido pelo QLC) foi semelhante entre as duas espécies em cada um
destes hospedeiros. A maior taxa de ingestdo em C. lectularius foi devida a uma
maior freqléncia de contracido da bomba cibarial nos dois hospedeiros € a um
menor tempo ndo ingestivo (tempo de sondagem + tempo das interrupgdes)
verificado em camundongo.

Em estudo comparando espécies préoximas de Rhodnius, Sant'Anna et al.
(2001) sugerem que a frequéncia de contragcdo da bomba cibarial e o tempo nao
ingestivo obtidos em hospedeiros vivos sao influenciados pela atividade
farmacoldgica da saliva do inseto. Ribeiro et al. (1998) encontraram uma correlagao
das atividades anti - agregacao plaquetaria e vasodilatadora, mas ndo a
anticoagulante, com a performance alimentar de triatomineos em ratos. Grande
parte da atividade biolégica descrita na saliva de C. lectularius esta relacionada a
presenca de uma nitroforina (hemeproteina) que atua como carreadora de oxido
nitrico (NO) (VALENZUELA et al.,, 1995). O NO liberado na pele do hospedeiro
possui varias atividades, entre elas, a vasodilatadora e a anti-agregante de
plaguetas. C. lectularius apresentou duas vezes mais hemeproteina do que C.
hemipterus. Este fato poderia explicar a maior freqiéncia da bomba cibarial e o
menor tempo n&o ingestivo observado em C. lectularius, que refletiria a sua maior
capacidade de interferir na hemostasia em camundongos.

Entretanto, a maior diferenca na comparacdo entre as duas espécies foi
observada em pombo. Neste hospedeiro, C. hemipterus apresentou o ganho de
peso e a taxa de ingestdo total aproximadamente duas vezes menor do que C.
lectularius. Interessante que tanto o ganho de peso quanto a taxa de ingestéo total

foram significativamente maiores quando C. hemipterus alimentou-se em pombo
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alimentares disponiveis que ira influenciar na dinamica populacional e na
capacidade vetorial dos triatomineos (PEREIRA et al., 2006).

Nos cimicideos, o tamanho do repasto sanguineo das fémeas é maior do que
dos machos (JOHNSON, 1937), e esta diferenga entre os sexos estaria relacionada
a maior demanda de nutrientes para a producdo de ovos do que de esperma
(WATTAL; KALRA, 1961). No presente trabalho, observou-se que fémeas de C.
lectularius ingeriram pelo menos duas vezes mais sangue do que os machos apos o
repasto em camundongo. Como ambos os sexos apresentaram taxas de ingestao
semelhantes (efetiva e total), a diferenga observada no tempo de contato com o
hospedeiro seria uma consequéncia direta do tamanho do repasto.
Interessantemente, ndo foram observadas diferengas no tamanho da bomba cibarial
(QLC) de machos e fémeas, como ocorre em T. brasiliensis (GUARNERI et al.,
2003).

Além dos morcegos e do homem, Cimex lectularius e C. hemipterus ja foram
relatadas parasitando aves e animais domésticos (USINGER, 1966). A influéncia da
associagcdo com diferentes hospedeiros na biologia dos cimicideos € pouco
conhecida. Cimex lectularius desenvolve-se mais rapido de ninfa de primeiro estadio
a adulto com o sangue de galinha seguido de pombo, morcego, coelho e humano.
Ja o tamanho da postura é maior com coelho, galinha, humano e pombo, sendo que
0 numero de ovos neste Ultimo caso é aproximadamente 1/3 do obtido com insetos
alimentados em coelho (USINGER, 1966).

Neste estudo, observou-se que Cimex lectularius apresentou uma melhor
performance alimentar que C. hemipterus nos dois hospedeiros testados (pombo e
camundongo). Esta melhor performance foi evidenciada tanto pela maior

porcentagem de insetos que dobraram de peso quanto pela maior taxa de ingestao
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Figura 15: Sinais elétricos produzidos pela bomba cibarial de Cimex lectularius
durante a fase de ingurgitamento em camundongo. Este registro corresponde a um

tempo de 2,56 segundos.

Parametros como ganho de peso e numero de picadas obtidos pela
observagao direta de C. lectularius alimentando sobre camundongo sedado foram
semelhantes aos obtidos nos experimentos de MBC, mostrando que as condigbes
em que o inseto é submetido para o registro dos sinais elétricos nao interferiram
nestes parametros. Como relatado por Guarneri et al. (2000) em experimentos de
MBC com triatomineos, também observamos que alguns insetos se recusaram ou
demoraram a iniciar a alimentacdo. Provavelmente a perturbacdo causada pela
manipulacao, a presenca de feroménio de alarme e/ou ruidos durante a preparacao
dos experimentos poderiam explicar a inibicdo observada em alguns insetos para
iniciar o repasto sanguineo.

O MBC tem sido utilizado para comparar o comportamento alimentar de
estadios diferentes e espécies de triatomineos durante o repasto em diferentes
fontes alimentares (GUARNERI et al., 2000, 2003; SANT’ ANNA et al., 2001). Estes
estudos mostraram que caracteristicas do inseto, como morfologia do aparato bucal
e atividades farmacolégicas da saliva, bem como a fisiologia do hospedeiro,

interferem na performance alimentar. E é esta capacidade de explorar os recursos
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6 - Discussao

O encontro de casas infestadas por C. lectularius na regido metropolitana de
Belo Horizonte condiz com as observagdes de Nagem (1985) e Negromonte et al.
(1991). E lamentavel constatar que mais de 20 anos apds as capturas realizadas por
Nagem (1985), ainda & possivel encontrar habitagdes com altas infestacdes de
percevejos (> 50 exemplares em um unico sofa ou colchdo) no bairro Vila Maria
(antigo bairro Gorduras) e em Betim. Esse fato aparentemente demonstra a pouca
importancia dada pelas autoridades da area de saude a infestacido por cimicideos.

No presente trabalho, demonstramos a viabilidade de utilizar a técnica de
monitoramento da bomba cibarial (MBC) no estudo do comportamento alimentar de
cimicideos. Esta técnica foi descrita por Friend e Smith (1971) e posteriormente
modificada por Guarneri et al. (2000; 2003) no estudo de triatomineos. Como ocorre
nos triatomineos, os cimicideos possuem sua bomba cibarial associada a uma
musculatura desenvolvida que ocupa grande parte da cabegca do inseto
(SNODGRASS, 1944). Além disso, durante a alimentagcdo os insetos permanecem
praticamente iméveis. Estas caracteristicas facilitam a separacao dos sinais elétricos
produzidos pela bomba do restante da musculatura do inseto durante a alimentacao
(FIG. 15). A andlise da atividade elétrica durante o processo de alimentagdo dos
cimicideos permitiu identificar eventos como picada, sondagem inicial, atividade da
bomba cibarial e a retirada das pecas bucais da pele do hospedeiro. Estas
informagbes associadas ao ganho de peso do inseto permitiram calcular todos os

parametros do comportamento alimentar que utilizamos no presente estudo.
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Figura 14: Estimativa do conteudo de proteinas totais (a) e hemeproteinas (b)
(média e erro padrao) do homogenato de glandula salivar de Cimex lectularius e

Cimex hemipterus. *diferenga significativa ao nivel de 5%.



5. 9 - Estimativa do conteudo de proteinas salivares totais e de hemeproteinas

do homogenato de glandula salivar de Cimex lectularius e Cimex hemipterus

A curva espectral tipica do homogenato de glandula salivar de C. lectularius
esta mostrada na FIG. 13. Observou-se que a concentracdo de proteinas totais
tendeu a um maior valor em C. lectularius (4,0 £+ 1,3 ug/ par de glandula salivar)
comparado a C. hemipterus (2,9 £ 1,0 yg/ par de glandula salivar) (p= 0,07 teste t).
Em relagdo as hemeproteinas, C. lectularius apresentou aproximadamente o dobro
da quantidade por par de glandula salivar do que C. hemipterus (p< 0,05 teste t)

(FIG. 14).
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Figura 13: Curva espectral tipica do homogenato de glandula salivar de Cimex
lectularius. Regiao do pico 1: proteinas totais (leitura a 280 e 260 nm) e regido do

pico 2: hemeproteinas (404 nm).
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5. 8 - Comparagao da atividade anticoagulante do homogenato de glandula

salivar de Cimex lectularius e Cimex hemipterus

Ao avaliar a atividade anticoagulante presente na glandula salivar destas duas
espécies, notou-se um prolongamento cerca de 3 vezes menor do tempo de
recalcificacdo do plasma com o homogenato de C. hemipterus do que com o de C.

lectularius (p< 0,05 teste t) (FIG. 12).
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Tempo de recalcificacio do plasma (segundos)

Cimex lectularius Cimex hemipterus

Figura 12: Tempo de recalcificacdo do plasma humano citratado (média e erro
padrdo) na presenga de homogenato de glandula salivar de Cimex lectularius e

Cimex hemipterus. *diferenga significativa ao nivel de 5%.
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repasto, conseguindo manté-la proxima a 7 Hz até aproximadamente 95% do tempo
total do repasto. Por outro lado, C. hemipterus, além de apresentar uma frequéncia
média menor (cerca de 4 Hz) s6 conseguiu manté-la até aproximadamente a 70% do

tempo total de repasto.

8,00
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6,00
5,00
—&— C. hemipterus
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—e— C. lectularius
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1,00

Freqiiéncia de contracdoes da bomba (hertz)
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Periodo de ingestio (%)

Figura 11: Frequéncia média de contragdo da bomba cibarial (média e erro padrao)
durante o tempo de ingestdo de Cimex lectularius e Cimex hemipterus alimentados

em pombo.
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5. 7 - Comparacao da performance alimentar de machos de Cimex lectularius e

Cimex hemipterus em pombo

Quanto a alimentacdo em pombo, apenas 20% dos adultos machos de C.
hemipterus dobraram seu peso inicial 0 que representa uma proporcdo menor da
observada em C. lectularius (83%) (p< 0,05, teste Qui- quadrado). Neste caso, foram
analisados apenas os experimentos em que C. hemipterus nao conseguiu dobrar
seu peso inicial. Ao compararmos as duas espécies apds alimentagdo em pombo, o
ganho de peso foi maior em C. lectularius (4,1 £ 1,0 mg) do que em C. hemipterus
(1,7 £ 0,6 mg) (p< 0, 05, teste t), representando um aumento do peso inicial de 1,6
para C. lectularius e de apenas 0,5 para C. hemipterus (FIG. 5).

O numero médio de picadas e de interrupgdes observados nos experimentos
com C. lectularius em pombo foi semelhante ao com C. hemipterus (p> 0,05, teste t)
(FIG. 6).

A mediana dos tempos de sondagem cumulativo, ndo ingestivo e de contato
total (p> 0,05, Mann - Whitney), bem como a quantidade de liquido ingerida por
bombada (p> 0,05, teste t) foram semelhantes entre as duas espécies (FIG. 7 B e D;
TAB. 1).

As taxas de ingestao efetiva e total obtidas com C. lectularius (1,3 £+ 0,5¢e 1,0
+ 0,4 mg/ min) foram aproximadamente o dobro das obtidas com C. hemipterus (0,6
+0,5e 0,4 + 0,4 mg/ min) (p< 0,05 teste t).

A frequéncia de contragdo da bomba cibarial foi maior em C. lectularius (6,6 +
1,1 contr/s) do que em C. hemipterus (3,7 £ 1,3 contr/s) (p < 0,05 teste t) (FIG. 9).

Quando se comparou a frequéncia da bomba nas duas espécies em fungao

do tempo (FIG. 11), C. lectularius apresentou valores maiores durante todo o
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5. 6 - Comparacao da performance alimentar de machos de Cimex lectularius e

Cimex hemipterus em camundongo

A propor¢do de C. lectularius que dobrou o seu peso inicial foi
significativamente maior (93%) do que em C. hemipterus (56%) (p< 0,05, teste Qui-
quadrado). O ganho de peso foi semelhante nas duas espécies (p> 0, 05, teste t)
(TAB. 1), o que representa um aumento do peso em relagdo ao peso inicial de 1,3
para C. hemipterus e 1,5 para C. lectularius (FIG. 5).

O numero médio de picadas e de interrupgdes da alimentagdo foram maiores
em C. hemipterus quando comparados a C. lectularius (FIG. 6) (p< 0, 05, teste t).

Os tempos de sondagem cumulativo e n&o ingestivo obtidos nos
experimentos com C. lectularius (mediana de 29,4 e 54,6s) foram menores do que
os com C. hemipterus (mediana de 81,6 e 111,6s) (FIG. 7 A e C) (p< 0,05, Mann -
Whitney). Ja o tempo de contato total com o camundongo, foi semelhante entre as
espécies (p> 0,05, Mann - Whitney) (TAB. 1).

As taxas de ingestdo efetiva e total obtidas pelas duas espécies em
camundongo foram maiores em C. lectularius (1,2 £ 0,5 e 0,9 + 0,4 mg/ min) do que
em C. hemipterus (0,9 + 0,4 e 0,6 £ 0,3 mg/ min) (p< 0,01, teste t).

A freqUiéncia de contracdo da bomba cibarial observada em C. lectularius foi
maior (5,2 + 1,3 contr/s) do que em C. hemipterus (4,2 + 0,9 contr/s) (p< 0,05, teste
t) (FIG. 9). Contudo a quantidade de liquido ingerida por bombada foi semelhante

entre as duas espécies (TAB. 1) (p< 0,05, teste t).
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A taxa de ingestéao total foi maior em insetos alimentados em pombo tratado
(0,7 + 0,2 mg/ min) quando comparado ao nao tratado (0,4 + 0,4 mg/ min) (p<0,05,
teste t). Ja a quantidade de liquido ingerida por bombada, embora nao tenha sido
estatisticamente diferente, tendeu a ser maior nos experimentos com pombo tratado
(2,9 + 0,7 nL) do que em pombo nao tratado (2,3 + 1,3 nL) (p= 0,07 teste t).

A frequéncia média da bomba cibarial ndo foi diferente entre os grupos (p>
0,05 teste t) (FIG. 9). A analise da frequéncia em fungédo do tempo, mostrou que ela
se manteve proxima a 4 Hz até aproximadamente 60% do tempo total do repasto em
ambos os grupos. A partir deste ponto, observou-se uma redugdo gradual da

freqiéncia apenas nos insetos alimentados em pombo controle (FIG. 10).

—e— tratado
3,00 -
—A— controle

2,00 ~

1,00 ~

Freqiiéncia de contracdes da bomba
(Hertz)

0,00 \ \ T \ \ \
0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Periodo de ingestio (%)

Figura 10: Frequéncia de contragcdo da bomba cibarial (média e erro padrdo)
durante o tempo de ingestdo de Cimex hemipterus alimentados em pombos tratados

e nao tratados com Marevan.
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Os tempos de sondagem cumulativo, ndo ingestivo e de contato total com o
hospedeiro (p> 0,05, Mann - Whitney) bem como, a freqiéncia de contragcbes da
bomba cibarial (p> 0,05, teste t) foram semelhantes nestes dois hospedeiros (FIG. 7
e TAB.1).

A quantidade de liquido ingerida por bombada e a taxa de ingestao efetiva foi
maior em camundongo (3,6 + 1,2 nL e 0,9 + 0,4 mg/ min) do que em pombo (2,3 +
1,3 nL e 0,6 £ 0,5 mg/ min) (p< 0,05, teste t). J& a taxa de ingestéo total, embora ndo
tenha apresentado diferenga estatistica, tendeu a ser maior em camundongo (0,6 +

0,3 mg/ min) do que em pombo (0,4 + 0,4 mg/ min) (p= 0,07 teste t).

5. 5 - Comparagao da performance alimentar de machos de Cimex hemipterus

em pombo nao tratado (controle) e tratado com Marevan®

O ganho de peso foi maior em pombo tratado (3,7 + 0,8 mg) do que em
pombo ndo tratado (1,7 £ 0,6 mg) (p< 0,05 teste t), o que correspondeu a um
aumento de peso em relagao ao peso inicial do inseto de 1,8 e 0,5, respectivamente
(FIG. 5). No entanto, o numero médio de picadas e de interrupgdes dos insetos
alimentados em pombo tratado e nao tratado foi semelhante (p> 0,05, teste t) (FIG.
6)

Os tempos de sondagem cumulativo, ndo ingestivo e de contato total com o
hospedeiro (p> 0,05, Mann - Whitney) bem como a taxa de ingestéo efetiva (p> 0,05,
teste t) ndo apresentaram diferenga significativa entre os insetos alimentados em

pombo tratado e controle (TAB. 1).
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Figura 9: Frequéncia de contracdo da bomba cibarial de Cimex lectularius (M:
machos, F: fémeas e pontos cinzas) e Cimex hemipterus (M e pontos pretos)
alimentados em camundongo, pombo ou alimentador artificial. Cada ponto

representa um inseto.

5. 4 - Comparagao da performance alimentar de machos de Cimex hemipterus

em camundongo e pombo

Na comparacao da performance alimentar de C. hemipterus, observou-se que
0 ganho de peso e o numero de picadas foi maior nos insetos alimentados em
camundongo (3,4 £ 0,6 mg e 2,9 + 0,4) quando comparado com pombo (1,7 + 0,6
mg e 1,5 £ 0,3) (p< 0,05, teste t). Contudo, o niumero de interrupg¢des foi semelhante

entre os dois hospedeiros testados (p> 0,05, teste t) (FIG. 6 b).
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5. 3 - Comparagao da performance alimentar de machos de Cimex lectularius

em camundongo, pombo e alimentador artificial

O ganho de peso e o numero de picadas de C. lectularius nas trés fontes
alimentares foram semelhantes (p> 0,05 ANOVA) (TAB. 1 e FIG. 6 a). Entretanto, o
numero de interrupgdes entre as fontes estudadas foi diferente entre camundongo
(1,7 £ 0,3) e as outras duas fontes (3,9 + 0,8 em alimentador artificial e 0,9 + 0,6 em
pombo) (p< 0,05 Tukey).

O tempo total de contato e o tempo de sondagem cumulativo também foram
diferentes entre as fontes alimentares, sendo maiores nos insetos alimentados em
camundongo (mediana de 265,2 e 29,4s, respectivamente) do que em alimentador
artificial (mediana de 207,6 e 8,4s, respectivamente) (p< 0,05 Dunn’s teste). No
entanto, o tempo nao ingestivo foi semelhante nos experimentos com as trés fontes
alimentares (p> 0,05 Kruskal - Wallis) (TAB. 1).

A taxa de ingestdo efetiva foi diferente entre as fontes estudadas, sendo
maior em alimentador (1,8 + 0,4 mg/ min) do que em camundongo (1,2 + 0,5 mg/
min) (p< 0,05 Tukey). Contudo, a taxa de ingestao total obtida nas trés fontes foi
semelhante (p> 0,05 ANOVA).

Tanto a quantidade de liquido ingerida por bombada quanto a frequéncia da
bomba cibarial apresentaram diferengcas entre as trés fontes alimentares (p< 0,05
ANOVA). A diferenga na quantidade de liquido foi observada entre a dieta artificial
(4,4 + 1,0 nL) e o pombo (3,2 £ 1,0 nL). Ja a frequéncia foi maior no alimentador e
pombo (6,7 £ 0,7; 6,6 £ 1,1 contr./s, respectivamente) quando comparada com a

obtida em camundongo (5,3 + 1,3 contr./s) (p< 0,0001 Tukey) (FIG. 9).

32



5. 2 - Influéncia do sitio de alimentagdo em camundongo (dorso ou ventre) na

performance alimentar de machos de Cimex lectularius

O numero de picadas foi semelhante entre os insetos que se alimentaram no
ventre e dorso de camundongo (p> 0,05 teste t). No entanto, o numero de
interrupgdes durante o repasto foi maior nos insetos alimentados no dorso (1,9 + 0,5)
do que no ventre (0,3 + 0,2) (p< 0,05 teste t) (FIG. 6).

O tempo nao ingestivo foi maior no dorso do que no ventre (mediana de 96 e
54,6s, respectivamente) (p< 0,05 Mann - Whitney) (FIG. 8).

Os demais parametros (tempo de sondagem cumulativo, tempo de contato
total, frequéncia de bombadas, quantidade de liquido ingerido por bombada e taxa
de ingestao efetiva e taxa de ingestao total) foram semelhantes entre os insetos que

se alimentaram no dorso e no ventre de camundongo (TAB. 1).
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Figura 8: Tempo né&o ingestivo (segundos) de Cimex lectularius alimentados em

dorso ou ventre de camundongo (cada ponto representa um inseto).
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Figura 6: Numero (média + e.p.) de picadas (a) e de interrupgdes (b) de Cimex
lectularius (barras cinzas) e Cimex hemipterus (barras pretas) alimentados em

camundongo, pombo ou alimentador artificial.
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semelhantes entre os sexos em C. lectularius (TAB. 1) (p> 0,05, teste t). Como a
maioria dos parametros avaliados na comparagao entre os sexos de C. lectularius
foram semelhantes, dentre estes, as taxas de ingestdo efetiva e total, as demais
comparagdes foram realizadas utilizando apenas machos das duas espécies

estudadas.

Relagido ganho de peso/ peso inicial
_'

o | |
0,00

Fémeas M achos Dorso Pombo Alimentador Camundongo  Pombo Pombo
(ventre) artificial controle tratado

Figura 5: Relacdo entre o ganho de peso (mg)/ peso inicial (mg) de Cimex
lectularius (barras cinzas) e de Cimex hemipterus (barras pretas) alimentados em

camundongo, pombo e/ ou alimentador artificial.
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5 - Resultados

5.1 - Comparagao da performance alimentar de machos e fémeas de Cimex

lectularius alimentados em camundongo

O ganho de peso médio obtido com insetos colocados para se alimentarem
diretamente sobre camundongos sedados (8,2 + 2,7 mg e 4,1 + 0,9 mg para fémeas
e machos, respectivamente) (n=10) foi semelhante ao dos experimentos de
monitoramento eletrénico da bomba cibarial (9,2 + 1,3 mg e 3,8 + 0,9 mg,
respectivamente) (p> 0,05, teste t). O numero médio de picadas observadas nas
fémeas que se alimentaram diretamente sobre o camundongo (2,4 + 1,7) e no
experimento de monitoramento da bomba cibarial (2,1 + 0,6) também foi semelhante
(p> 0,05, teste t).

A partir da analise comparativa dos experimentos de monitoramento da
bomba cibarial, nota-se que o ganho de peso e o numero de interrupgdes foi maior
nas fémeas (9,2 + 1,3 mg e 1,3 + 0,4) do que nos machos (3,9 £+ 0,9 mge 0,3 £ 0,2)
(p< 0,05, teste t). Contudo, o numero médio de picadas em ambos os sexos foi
semelhante (p> 0,05, teste t) (FIGs. 5 € 6).

Os tempos de sondagem cumulativo, ndo ingestivo e de contato total com o
hospedeiro foram maiores em fémeas (mediana de 127,8s, 141,0s e 11,7min,
respectivamente) do que em machos (mediana de 29,4s, 54,6s e 4,4min,
respectivamente) (TAB. 1 e FIG. 7) (p< 0,05, Mann - Whitney).

A taxa de ingestdo, a quantidade de liquido ingerida por contragédo e a

freqiéncia de contracbes da bomba cibarial apresentaram valores médios
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4. 8 - Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada utilizando o Programa Systat 8.0 for
Windows. Primeiramente, realizou-se o teste Kolmogorov-Smirnov para testar a
normalidade das variaveis. No geral, os dados relacionados aos tempos (de contato
total, de sondagem cumulativo e ndo ingestivo) apresentaram distribuicdo né&o
normal. Para analisa-los foram realizados testes ndo paramétricos de Mann-Whitney
para duas variaveis, e Kruskal-Wallis para mais de duas, sendo o teste de Dunn’s
utilizado para a analise posterior. Para o restante das variaveis (ganho de peso, taxa
de ingestao total, quantidade de liquido ingerida, frequiéncia da bomba, comparagao
da atividade salivar sobre o tempo de recalcificagcdo do plasma e da estimativa de
proteinas totais e hemeproteinas), foram realizados testes paramétricos como o
teste T de Student, para duas variaveis e ANOVA, para mais de duas. Em seguida,
para comparagcdes multiplas das médias, foi realizado Teste de Tukey. Para a
analise de proporgdes foi realizado o teste do Qui- quadrado. Adotou-se o nivel de

significancia de 5% (95% IC) para todas as analises realizadas.
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4. 7 - Estimativa de proteinas totais e hemeproteinas

Conjuntos de 5 pares de glandulas salivares foram obtidos por dissecagao de
adultos (machos) de C. hemipterus e C. lectularius. Os insetos utilizados estavam
em jejum (8 a 10 dias) apos a primeira refeicdo sanglinea como adultos. Apos a
coleta das glandulas, estas foram transferidas para tubos de microcentrifuga
contendo 30 ul de tampéao fosfato - salina (PBS) (pH 7.3). Antes dos ensaios, as
glédndulas foram sonicadas e centrifugadas a 14000 g por 4 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um outro tubo e completou-se o volume para 70 pl
de PBS. Posteriormente, retirou-se 35 pl das amostras e adicionou-se mais 35 pl de
PBS (volume final de 70 pl) em uma cubeta de quartzo sendo realizada a leitura (700
nm — 250 nm) das amostras em um espectrofotébmetro (SHIMADZU, UV- 1650 PC).
O conteudo de proteinas totais foi determinado de acordo com Stoscheck (1990),
por meio da seguinte formula: concentragdo protéica (mg/ ml) = 1,55 A280 — 0,76
A260 (A: absorbancia). A absorbancia a 404 nm foi utilizada para estimar a
concentracdo de hemeproteinas dos homogenatos de glandulas salivares tendo a
hemoglobina como padréao (Kit de hemoglobina Labtest) (VALENZUELA et al.,

1995).
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absorver o sangramento até que ele cessasse. Antes do tratamento da ave, o tempo
de sangramento foi de 90 e 120 segundos, respectivamente. Apos 24 horas da
aplicagao da primeira dose de Marevan®, este tempo aumentou para 180 segundos
nos dois pombos tratados. Os experimentos foram realizados uma hora apos a
medi¢do do segundo tempo de sangramento e a administragdo de uma segunda

dose do anticoagulante.

4. 6 - Ensaio do tempo de recalcificagao de plasma citratado

Conjuntos de trés pares de glandulas salivares de adultos (machos) de C.
hemipterus e C. lectularius (8 a 10 dias de jejum) foram obtidos pela dissecagao dos
insetos com o auxilio de microscépio estereoscopico. As glandulas coletadas foram
armazenadas em tubos de microcentrifuga contendo 30 ul de tampao HEPES/ NaCl
pH 7,5 (20mM HEPES; 100 mM NaCl). As amostras foram mantidas a -20°C até o
seu uso. Posteriormente, as amostras foram sonicadas e centrifugadas a 12200 g
durante 3 minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo mantido em
banho de gelo até o seu uso. Para o ensaio, foi utilizada a metodologia proposta por
Ribeiro (2000), na qual 30 ul de Hepes/ NaCl (com ou sem as amostras) e 30 ul de
plasma humano citratado (0,38% de citrato de sddio) foram distribuidos em pogos de
placa de ELISA e incubados a 37° C por 5 minutos. Depois da incubagdo, a
coagulagéo foi disparada pela adigdo de 30 pl de CaCl, 25 mM pré-aquecido. A
reacao foi realizada a 37°C e o aumento na turbidez foi monitorado a 655 nm a cada

10 segundos no proprio leitor de placa (Microplate Reader Benchmark/ Bio — Rad).
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cumulativo [TP (min)] foi definido como sendo o tempo gasto a partir da insercéo das
pecas bucais do inseto na pele do hospedeiro até o inicio da fase de ingurgitamento.
Quando o inseto parava o processo de sondagem inicial e reiniciava um novo em
outros pontos da pele do hospedeiro, os tempos foram somados. O tempo nao
ingestivo [TNI (min)] foi definido como o tempo em que os insetos, apesar de
manterem as pecgas bucais na pele do hospedeiro, ndo estavam ingurgitando, sendo
caracterizado pelo somatério do tempo de sondagem cumulativo com os tempos de
interrupgdes durante o processo de alimentagdo. A quantidade de liquido ingerido
por contragao da bomba cibarial [QLC (nl/ contragdes)] foi calculada pela razao entre
0 ganho de peso e o numero de contragdes da bomba cibarial durante a alimentagéao
considerando-se a densidade (p) do sangue e das dietas artificiais como um mg/ ulL.
A freqiéncia da bomba cibarial [F (contragbes/ s)] representou a razao entre o
nuamero de contragdes da bomba cibarial durante o processo de alimentagdo e o
tempo em que a bomba cibarial estava efetivamente funcionando. Estas variaveis

relacionam- se de acordo com a seguinte férmula de Pereira et al. (2006):

4.5 - Tratamento do pombo com Marevan®

Para interferir com a coagulagéo, dois pombos foram tratados com Varfarina
sodica (Marevan®) por via oral (3,8 mg) em duas doses com intervalo de 24 horas.
Antes e apds o tratamento, pulsionou-se o pulvilo da pata da ave com uma agulha
para pulsao digital e, com o uso de um papel de filtro foi medido o tempo de

sangramento: a cada 30 segundos um papel de filtro era levado até a ferida para
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tela de nailon para auxiliar na imobilizacdo. Nos experimentos utilizando pombos,
estes foram imobilizados em suporte de madeira apropriado e os insetos foram
colocados em contato com os animais em pontos restritos da regido peitoral
previamente depenada.

Os insetos foram pesados (balanca analitica HR- 60/ AND, d= 0,1mg)
imediatamente antes e apds os experimentos, obtendo-se o ganho de peso [GP
(mg)]l. Foi permitido ao inseto alimentar-se até que o mesmo retirasse
espontaneamente as pecas bucais do hospedeiro. Considerou-se o inicio da fase de
ingurgitamento o momento em que foram observados 10 picos regulares
correspondentes a contragdes da bomba cibarial visualizadas no registro eletrénico.
Exceto nos ensaios de C. hemipterus em pombo, em que foram analisados apenas
os experimentos que os insetos ndo dobraram seu peso inicial, incluiu-se na analise
todos os insetos que pelo menos dobraram seu peso inicial. Cuidados necessarios
foram tomados para reduzir o estresse dos insetos provocado pela luz, odores
fortes, barulho, vibragbes e manuseamento antes de iniciarem os experimentos.

A técnica de monitoramento permite a identificacdo de varios momentos do
processo alimentar - como o0 momento da picada, o inicio da fase de ingurgitamento,
as interrupg¢des das bombadas mesmo quando as pecgas bucais ndo s&o retiradas do
hospedeiro e a retirada das pecas bucais do inseto da pele do hospedeiro - e a
obtencdo de varios pardmetros da alimentacio definidos de acordo com Pereira et
al. (2006). O tempo de contato total com o hospedeiro [TCT (min)] foi definido como
o tempo em que o inseto permaneceu com as pecas bucais na pele do hospedeiro.
A taxa de ingestao total [TIT (mg/ min)] foi calculada pela razdo entre o GP (mg) pelo
TCT (min) e a efetiva [TIE (mg/ min)], razdo entre o GP (mg) e o tempo de contato

em que a bomba cibarial estava efetivamente funcionando. O tempo de sondagem
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colocado em contato com a fonte alimentar utilizada (camundongo, pombo ou
alimentador artificial) e recoberto com gel.

Os sinais elétricos produzidos durante o processo alimentar do inseto foram
filtrados rejeitando-se os sinais com frequéncia superior a 17 Hz, amplificados 210
vezes e digitalizados por uma placa de aquisicdo de dados (ADC100®-Pico
Technology Limited, UK) conectada a um computador AMD/ 586. Os resultados
foram armazenados em um software (Data aquisition system, COLTEC/ UFMG,

1998) para posterior analise (FIG. 4) (GUARNERI et al., 2000).

]
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Figura 4: Representacdo esquematica da técnica de monitoramento da bomba

cibarial.

Os cimicideos foram colocados para alimentarem-se na regido abdominal de
camundongos “hairless” previamente sedados com diazepam (0,5 mg) administrado

pela via intraperitoneal. Apds a sedagao, os camundongos foram envolvidos por uma
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Em alimentador artificial, machos de C. lectularius foram alimentados por
meio de uma membrana de latex. A dieta artificial constituiu-se de uma solugéo de
sangue humano citratado em salina 0,9% na proporgéao 3:1, sendo a temperatura da

dieta mantida a 37° C com o auxilio de um banho circulador (PolyScience®, 9105).

4. 4 - Estudo do comportamento alimentar de Cimex

4.4 .1 - Observacao direta

Machos e fémeas de C. lectularius foram colocados diretamente sobre o
dorso de camundongos “hairless” sedados previamente com diazepam, obtendo-se
0 ganho de peso (de machos e fémeas) e o numero de picadas (de fémeas) nesta

situacao experimental em que os insetos sdo menos manipulados.

4. 4 . 2 - Monitoramento eletronico da bomba cibarial

Baseado na técnica descrita por Friend e Smith (1971) e aperfeigoada por
Guaneri et al. (2000; 2003), o comportamento alimentar foi analisado por meio de
um sistema de monitoramento da atividade elétrica da bomba cibarial dos insetos.

Adultos de C. hemipterus e C. lectularius foram colocados individualmente no
interior de um cilindro de poliestireno (0,7mm de didmetro e 1,0mm de comprimento)
revestido internamente com uma tela de ago ligada a um eletrodo de platina. Sobre a
tela foi aplicada uma fina camada de gel eletrolitico (Resisgraf-Gel®) para facilitar a

passagem do sinal elétrico entre a tela e as pernas dos insetos. Outro eletrodo foi
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Figura 3: Cimex lectularius (ovos, ninfas e adultos) da colénia formada a partir dos
insetos coletados na regido Metropolitana de Belo Horizonte agregados sobre um

pedaco de papel de filtro.

4. 3 - Fontes alimentares

Foram utilizados camundongos “hairless” (linhagem HRS/ J) de 30 a 40 dias
de vida, com peso médio de 20g, criados no biotério do Departamento de
Parasitologia, ICB/ UFMG, onde foram mantidos em gaiolas com ragdo padrao e
agua ad libitum como alimento. Os pombos adultos foram gentilmente fornecidos
pelo Sr. Afonso da Costa Viana da sua criagéo particular. Os hospedeiros utilizados
nos experimentos (pombos e camundongos) nao tiveram contato prévio com os

cimicideos.
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4. 2 - Manutengao da col6nia

A manutengdo da colénia de C. hemipterus no Setor de Morfologia e
Ultraestrutura de Artrépodes Vetores esta sendo feita em estufa BOD, a temperatura
de 28°C e umidade relativa de 80%, com fotoperiodo de 12 horas. Durante a
realizacdo dos experimentos os insetos foram mantidos no insetario do LFIH do
Departamento de Parasitologia, ICB/ UFMG sob condi¢des semi- controladas de
temperatura (28 + 2.0°C) e umidade (65 = 5.0%). A colbénia de C. lectularius também
foi mantida sob estas mesmas condi¢cbes de temperatura e umidade.

Os exemplares de C. lectularius foram criados em frascos de acrilico
cilindricos, com diametro de base de 4 cm e altura de 6 cm, forrados com papel de
filtro e contendo uma cartolina dobrada em sanfona para aumentar a superficie
interna (FIG. 3) . Os insetos foram alimentados semanalmente em camundongos
“hairless” sedados previamente com 0,5 mg de diazepam (Dienpax®) administrado

pela via intraperitoneal.
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Figura 2: Espuma de colchdo coletado em uma residéncia do bairro Jardim
Teresopolis (Betim) sendo mostrados ovos (A), exuvias (B) e fezes (C) de C.

lectularius (ovo mede ~1Tmm)

Os experimentos foram realizados com adultos machos de Cimex lectularius e
Cimex hemipterus possuindo aproximadamente 10 dias de jejum. Devido a
disponibilidade de apenas machos de C. hemipterus, foram utilizadas somente
fémeas de C. lectularius para a comparagdo entre os sexos desta espécie no
hospedeiro camundongo. Com a exceg¢ao do experimento de comparagao do local
do repasto no camundongo (superficie ventral ou dorsal), em todos os experimentos
realizados no camundongo, os insetos foram colocados para se alimentarem na
superficie ventral do abdémen. Em pombo, os insetos foram colocados para se

alimentarem em parte da superficie peitoral previamente depenada.
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4 - Materiais e Métodos

4. 1 — Insetos

Foram utilizados espécimes machos adultos de Cimex hemipterus criados no
Setor de Morfologia e Ultra-estrutura de Artropodes do Departamento de
Entomologia do Instituto Oswaldo Cruz / FIOCRUZ / Rio de Janeiro . A colbnia foi
inciada em 2005 a partir de espécimes coletados no Bairro Jacarezinho, RJ.

Para a obtencao de espécimes de Cimex lectularius, foram realizadas coletas
em duas residéncias da regiao metropolitana de Belo Horizonte, uma no bairro Vila
Maria de Belo Horizonte (BH) e a outra, no bairro Jardim Teresopolis de Betim. Na
coleta realizada em BH, os insetos estavam presentes em um sofé da sala de visitas
onde foram encontrados inumeros percevejos de todos os estadios evolutivos (ovos,
ninfas | a V e adultos). No Laboratério de Fisiologia de Insetos Hematofagos (LFIH),
os espécimes foram identificados como pertencentes a espécie C. lectularius de
acordo com Usinger (1966). Na segunda coleta, realizada no Municipio de Betim
(MG), foi recolhido um colchdo do dormitério onde se verificou a presenca de
percevejos. No laboratério, vistoriou-se o colchdo para a procura dos insetos. Foram
encontrados também todos os estadios evolutivos, com 50 adultos (machos e
fémeas) e 25 ninfas (I a V), pertencentes a espécie C. lectularius (FIG. 2). A partir
dos espécimes coletados, estabeleceu-se a colénia no insetario do LFIH do

Departamento de Parasitologia ICB/ UFMG.
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3 - Objetivos

3.1 - Objetivo Geral

Estudar comparativamente a performance alimentar de Cimex hemipterus e
Cimex lectularius em diferentes fontes alimentares (camundongo, pombo e
alimentador artificial) bem como, a atividade anticoagulante e a concentragao

protéica e de hemeproteinas da glandula salivar destes ectoparasitos.

3. 2 - Objetivos Especificos

- Estabelecer uma coldnia de Cimex lectularius;

- Padronizar a metodologia de registro dos sinais elétricos da bomba cibarial para
Cimex;

- Comparar a performance alimentar de Cimex lectularius e Cimex hemipterus ao se
alimentarem em diferentes fontes alimentares (camundongo, pombo ou alimentador
artificial);

- Avaliar comparativamente a performance alimentar de Cimex hemipterus em
pombos tratados ou ndo com anticoagulante sistémico;

- Avaliar a influéncia do sitio de repasto (superficie ventral ou dorsal) em
camundongo na performance alimentar de Cimex lectularius;

- Comparar a atividade de homogenatos de glandulas salivares de Cimex lectularius
e Cimex hemipterus sobre o tempo de recalcificacdo do plasma humano;

- Estimar a concentragdo protéica e de hemeproteinas de homogenatos de

glandulas salivares das duas espécies.
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2 - Justificativa

Os cimicideos sao ectoparasitos temporarios de aves e mamiferos, sendo que
algumas espécies estido intimamente associadas ao homem. A principal importancia
destes insetos se deve a reagdo imunoldgica desencadeada pela deposicdo de
saliva na derme do hospedeiro, prejudicando o repouso noturno, sobretudo nas altas
infestagdes. Entretanto, por ndo ter sido comprovada a sua capacidade de transmitir
patdgenos em condi¢gdes naturais, pouca importancia tem sido dada aos cimicideos
pelos pesquisadores e pelos profissionais da area de saude. Este desinteresse
explica a escassa literatura disponivel sobre a biologia destes ectoparasitos,
sobretudo em relagao a C. hemipterus.

Com o ressurgimento de infestagbes nos paises desenvolvidos, em
decorréncia principalmente do incremento do turismo internacional, tem aumentado
o0 numero de trabalhos sobre os cimicideos principalmente relacionados a novos
focos, as reagdes cutaneas desencadeadas pelas picadas e ao controle quimico.

Neste cenario, o estudo comparativo do comportamento alimentar em
diferentes hospedeiros e de componentes bioativos da saliva de C. lectularius e de
C. hemipterus, aumentara o conhecimento sobre a biologia destes cimicideos,
sobretudo a respeito da interacido destes ectoparasitos com os hospedeiros
vertebrados. Além disto, como a hematofagia surgiu independentemente nos
cimicideos e nos triatomineos (SCHOFIELD, 1988), a comparagdo do
comportamento alimentar entre estes hemipteros pode revelar diferentes estratégias

para a obtengao do repasto sanguineo.
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1. 4 - Componentes da saliva

Ao introduzir as pecas bucais para a obtencdo de sangue no hospedeiro
vertebrado, os artropodes hematofagos desencadeiam uma série de reagdes. Dentre
elas, estd o mecanismo hemostatico do hospedeiro que € representado pela
agregacao plaquetaria, pela vasoconstricdo e pela coagulacdo sanglinea que sao
ativados para evitar a perda de sangue. Desta forma, tal mecanismo constitui uma
barreira a alimentagdo sanguinea do artrépode. Para contrapor a este mecanismo,
um artrépode hematofago libera saliva, que contém diversos componentes que
atuam inibindo as reacdes adversas do hospedeiro (RIBEIRO, 1995).

No caso dos cimicideos, componentes da saliva de C. lectularius tém sido
isolados e caracterizados. Dentre estes, pode-se destacar a enzima apirase que tem
importante papel na prevencdao da agregacao plaquetaria ao clivar a adenosina
trifosfato (ATP) e adenosina difosfato (ADP) até adenosina monofosfato (AMP) ja
que, o ADP é um importante indutor da agregacéao plaquetaria (VALENZUELA et al.,
1996 a). Como anticoagulante, C. lectularius possui um inibidor de ativagao do fator
X da cascata de coagulagao, sendo que a inibigao da ativagao do fator X a Xa ocorre
no complexo tenase (FVIII, FIX a, FX, fosfolipideos e calcio) e nao diretamente sobre
o fator Xa ativado (VALENZUELA et al., 1996 b).

Além desses fatores, C. lectularius contém na saliva uma proteina chamada
nitroforina (hemeproteina) que estoca e transporta éxido nitrico a partir da glandula
salivar para a pele do hospedeiro, o qual possui acdo vasodilatadora e atividade

anti-plaquetaria (VALENZUELA; RIBEIRO, 1998).
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(DICKERSON; LAVOIPIERRE, 1959). Devido a este fato, Gordon e Crewe (1948)
através de observagdes histologicas, concluiram que Cimex era um telmatofago,
utilizando as numerosas hemorragias resultantes da movimentagcdo das pecas
bucais para se alimentar. No entanto, Dickerson e Lavoipierre (1959) baseando- se
em observacgdes diretas por meio da técnica de microscopia intravital, descrita por
Lavoipierre et al. (1959), demonstraram que Cimex se alimenta diretamente em
vasos sanguineos, isto €, é solendfago.

Apds esses movimentos de sondagem, inicia-se a fase de ingurgitamento que
€ caracterizada pelo funcionamento da bomba cibarial a qual exerce uma pressao
negativa sobre o vaso sanguineo, propulsionando o sangue até o tubo digestivo do
inseto. A bomba cibarial € formada por musculos dorsais e laterais e conecta-se
anteriormente ao canal alimentar e posteriormente ao curto eséfago (SNODGRASS,
1944).

Cimex lectularius possui um par de glandulas salivares principais, ovais e de
coloracédo amarelada, e com aproximadamente 280 um de comprimento. Estas
glandulas se localizam no térax juntamente com as duas glandulas acessoérias e os
seus ductos salivares se estendem até a cabecga, sendo que a saida de saliva é

propiciada pela bomba salivar (SNODGRASS, 1944).
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disso, somente as maxilas penetram na luz do vaso sanglineo (FIG. 1)

(DICKERSON; LAVOIPIERRE, 1959).

\in \ ¥ |. B
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Figura 1: Esquema dos movimentos do fasciculo de Cimex lectularius na pele do

hospedeiro (DICKERSON; LAVOIPIERRE, 1959).

O CO,, a temperatura e outras substadncias como os cairoménios estao
envolvidas na localizagdo do hospedeiro por C. lectularius (Marx, 1955 apud
REINHARDT; SIVA — JOTHY, 2006). Esta espécie € capaz de detectar uma
diferenca de 1°C a 2°C na temperatura por meio de termorreceptores presentes em
sensilas antenais (RIVNAY, 1932).

O processo de alimentacédo de C. lectularius se inicia com a penetracdo do
fasciculo na pele do hospedeiro. A partir dai, o fasciculo, que é flexivel, realiza
movimentos de sondagem em varias diregdes, sendo que tais movimentos cessam
quando um vaso sanguineo apropriado é encontrado. Durante estes movimentos

ativos do fasciculo, formam-se pequenas hemorragias no tecido do hospedeiro
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mecanicamente através das pecgas bucais contaminadas. Porém, a possibilidade de
transmissdo mecanica deste virus por insetos, em geral, parece improvavel.

Os cimicideos tém sido suspeitos de transmitir 41 agentes etiologicos de
doengas humanas, incluindo bactérias (18 spp), ricketsias (9 spp), virus (4 spp),
protozoarios (6 spp) e helmintos (4 spp). Apesar das implicagbes experimentais da
infeccdo destes insetos pelos varios destes agentes mencionados, ainda nao
existem evidéncias convincentes de que espécies de Cimex possam agir como
vetores no estado natural (BURTON, 1963).

Em hospedeiros vertebrados menores, como morcegos e aves domésticas, a
resposta as picadas dos percevejos pode variar de um estado anérgico a reacdes 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 infec¢des

secundarias (REINHARDT; SIVA- JOTHY, 2006).

1. 3 - Comportamento alimentar

Os percevejos, como os triatomineos, apresentam um aparelho bucal picador-
sugador adaptado para se alimentar de liquidos. O rostro é formado pelo fasciculo,
que envolve um par de mandibulas e um de maxilas, e estas ultimas se juntam
formando os sulcos do canal alimentar e salivar. Tanto os cimicideos quanto os
triatomineos alimentam-se de sangue diretamente dos vasos. Entretanto, o
movimento das mandibulas de Cimex difere daquele apresentado pelos
triatomineos, ja que, nestes, elas atuam como ancoragem do aparato bucal na

epiderme do hospedeiro e naqueles, penetram profundamente na derme. Apesar
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foi confirmado que a espoliagdo causada por cimicideos possa provocar anemia em
humanos.

Além destes danos, a possibilidade dos percevejos atuarem como vetores de
doencas humanas devido a seu habito hematofagico obrigatério e sua intima
associagdo com o homem tem sido investigada (FORATTINI, 1990).

Ogston et al. (1979) estudando C. hemipterus, detectaram o antigeno de
superficie do virus da hepatite B (HbsAg) nas fezes dos insetos por até seis
semanas apos se alimentarem em individuos infectados. Mais tarde, utilizando
técnicas de biologia molecular, Silverman et al. (2001) comprovaram este mesmo
resultado. Jupp et al. (1983) encontraram o HbsAg nas fezes de C. lectularius por
até 42 dias apo6s repasto infectante. Apesar disso, nédo foi verificada multiplicagcao
viral em nenhum dos dois casos e a infeccdo do homem s6 poderia acontecer
mecanicamente. Mayans et al. (1994) excluiram os percevejos como vetores do
virus da hepatite B (HBV) entre criangas no Gambia, demonstrando que apesar dos
resultados experimentais que corroboram a permanéncia do virus no inseto, néo se
sabe o real papel deste inseto como transmissor.

Além do virus da hepatite B, foram obtidas infecgdes experimentais de C.
hemipterus e C. lectularius com Trypanosoma cruzi (Brumpt 1912; 1913 apud
BRUMPT, 1949). Freitas et al. (1946) encontraram exemplares de C. lectularius
infectados aparentemente por T. cruzi e ressaltaram o possivel papel dos cimicideos
na transmissdo da doenga de Chagas, especialmente em localidades com elevada
densidade populacional de cimicideos.

Webb et al. (1989) observaram a permanéncia do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) em C. hemipterus por até oito dias apds terem sido alimentados, por

via oral, em sangue com viremia elevada. Neste caso, a transmissao poderia ocorrer



durante o sono e, dependendo do nivel de infestagdo, insdnia, estresse, anemia e
reagdes alérgicas (FORATTINI, 1990).

A reacdo do hospedeiro que se segue a picada depende do seu status
imunolégico e do tempo de exposigcdo as picadas de Cimex (CRISSEY, 1981). Os
locais mais freqientemente acometidos sao face, cabecga, pescoco e extremidades
inferiores e superiores. Em individuos que nao tém hipersensibilidade imediata aos
componentes da saliva do inseto, algum tempo apds a picada podem aparecer
papulas, vesiculas ou bolhas no sitio da picada. Frequentemente, observam-se
pontos multiplos arranjados em filas ou grupos, tipo de lesdes caracteristicamente
provocadas por estes insetos (FLETCHER et al., 2002). Em individuos com
hipersensibilidade imediata aos antigenos de Cimex, observa-se a formagado de
pustulas, podendo apresentar ainda, urticaria generalizada. Algumas reacdes
sistémicas podem ocorrer, como asma e anafilaxia, o0 que sugere a presenga de uma
hipersensibilidade mediada por IgE do tipo I. Leverkus et al. (2006) ao tratarem um
paciente que apresentava multiplas lesbes na pele, identificaram que a reagao no
individuo foi decorrente de uma hipersensibilidade mediada por IgE contra um
componente da saliva de C. lectularius que foi identificado como sendo uma
nitroforina (hemeproteina) salivar. Porém, tais reagdes de hipersensibilidade
raramente ocorrem com a picada de Cimex (CRISSEY, 1981; FLETCHER et al.,
2002; LEVERKUS et al., 2006).

Venkatachalam e Belavady (1962) em estudo realizado com recém-nascidos
e criangas no Gambia, onde a infestagdo por percevejos era elevada, assinalaram
que a perda de sangue pelas picadas de insetos durante um periodo de tempo
estendido, associada a uma nutricdo deficiente, poderia ser uma das causas da

anemia ferropriva observada nas mesmas. Apesar desta possivel associagdo, nao



isoladamente nos abrigos e os ovos sdo aderidos ao substrato mediante o uso de
um cemento. A taxa de desenvolvimento de ovo a adulto é também influenciada pela
temperatura, sendo que, a 27° C este periodo dura cerca de 30 dias (FORATTINI,
1990; JOHNSON, 1942).

No geral, a diferenciacdo taxonémica entre adultos de C. lectularius e C.
hemipterus se faz pelo pronoto. Na primeira espécie, o pronoto apresenta a margem
dilatada e é duas vezes e meia mais largo do que longo. Ja& C. hemipterus,
apresenta as margens do pronoto ndo dilatadas e este ndo € mais do que duas
vezes mais largo do que longo. Além disso, é possivel diferenciar as espécies pelas
cerdas que apresentam no pronoto e no ultimo segmento abdominal. Em C.
hemipterus, a cerda apresenta o apice denteado e em C. lectularius, a cerda é

denteada lateralmente (USINGER, 1966).

1. 2 - Importancia em saude publica

A origem da associagao dos percevejos com o homem ainda é bastante
controversa, mas, alguns autores sugerem que tenha se iniciado quando os nossos
antepassados coabitaram com os morcegos e andorinhas em cavernas. Desta
forma, com a falta destes hospedeiros primarios, teria se iniciado a associagéo e
posteriormente, ocorrido a transferéncia passiva e subseqlente adaptacdo dos
insetos aos abrigos humanos (USINGER, 1966).

A importdncia destes hemipteros em saude publica advém do habito

hematofagico noturno exercido sobre o hospedeiro, 0 que pode causar desconforto



1.1 - Aspectos da biologia

Os cimicideos sao insetos cujo corpo tem formato oval, achatado no sentido
dorsoventral. Os adultos medem cerca de 3 a 6 mm de comprimento quando nao
alimentados. Os percevejos procuram abrigos em fendas e rachaduras de paredes,
do mobiliario, papel de parede ou mesmo, em colchdes e travesseiros.
Normalmente, apresentam cinco estadios ninfais, mas em algumas exceg¢des podem
apresentar quatro estadios (Haematosiphon, Caminicimex e Ornithocoris, sub-familia
Haematosiphoninae). As ninfas diferem dos adultos em tamanho e pela auséncia do
1° par de asas em forma de escama. Uma das caracteristicas marcantes dos
cimicideos é o hematofagismo obrigatério em todos os estadios evolutivos e em
ambos os sexos (machos e fémeas). Podem ficar longos periodos sem se
alimentarem, sendo que a uma temperatura de 22° C e umidade relativa de 40%,
fémeas de C. lectularius sobrevivem até 130,6 dias. No entanto, os insetos
necessitam de sangue para desencadear a muda para o estadio seguinte e no caso
de adultos, para a produgao de ovos pelas fémeas e de esperma pelos machos. A
alimentagéo ocorre normalmente durante a noite, embora possam realiza-la durante
o dia quando as condi¢des sao favoraveis. O repasto dura cerca de 5 a 20 minutos,
dependendo do estadio do inseto. Os percevejos abandonam os seus hospedeiros
imediatamente apds o término do repasto, retornando aos seus abrigos onde
permanecem até uma préxima refeicdo. O intervalo entre alimentacbes é bastante
variavel sendo que a uma temperatura ambiente de 18° C a 20° C, adultos de C.
lectularius se alimentam em intervalos semanais e a 23° C e 90% de umidade
relativa, esse intervalo é reduzido para trés dias (JOHNSON, 1942). A fémea coloca

cerca de 200 ovos durante a sua vida sendo que, a oviposicdo é realizada



Diante disso, observa-se que o quadro atual de infestacdo por Cimex é
bastante diferente do passado, visto que, neste, as infestagdes eram geralmente
associadas a condi¢gdes de habitacdo e de higiene precarias que favoreciam a
instalagdo e permanéncia dos insetos no intradomicilio. No entanto, hoje se sabe
que nado ha relagao entre a sua presencga e estas condi¢des, ja que ha relatos de
paises desenvolvidos onde Cimex tem sido considerado como umas das principais
pragas urbanas (FORATTINI, 1990; RYAN et al., 2004).

No Brasil existem poucos relatos sobre a presenca de cimicideos em
habitacdes humanas (MOREIRA; MAGALHAES, 1933; MONTEIRO, 1935; SOUZA-
ARAUJO, 1943). Pinto (1930) relatou a presenca de C. hemipterus no Rio de Janeiro
e C. lectularius em Sao Paulo. Segundo Costa Lima (1940), C. hemipterus é a
espécie encontrada com mais frequéncia no Brasil, inclusive nos centros mais
populosos, enquanto C. lectularius parece ser encontrada com maior abundancia em
Sao Paulo e estados do Sul, devido provavelmente a intensa imigracdo européia
nesta regido naquela época.

Nagem (1985) detectou a presencga de C. lectularius em 11 dos 14 municipios
que compunham a regido metropolitana de Belo Horizonte sendo que, tal
observacgao foi indiferente quanto ao nivel socioecondmico das habita¢des visitadas.
Segundo Negromonte et al. (1991) em trabalho realizado em 1987 em uma
comunidade do bairro Gorduras (Vila Maria) de Belo Horizonte (MG), a prevaléncia
deste percevejo nas habitagdes pesquisadas foi de 7,16%. No entanto, a
inexisténcia de outros trabalhos sobre a prevaléncia de cimicideos no Brasil, impediu

comparagdes entre diferentes regides do pais.



na face, pescoco e extremidades, com causa desconhecida. Posteriormente, foi
descoberto que a etiologia de tais lesdes cutaneas féra decorrente das picadas de
C. lectularius devido a deposigcao de saliva na derme do hospedeiro.

Em estudo realizado em Toronto (Canadda), Hwang et al. (2005) observaram o
aparecimento de novas infestagdes por C. lectularius em ambiente urbano em
diferentes tipos de moradia (apartamentos, casas familiares, quartos individuais,
abrigos).

Ryan et al. (2004) relataram um aumento no numero de infestagdes por estes
insetos em acomodacgbes para curta hospedagem de viajantes estrangeiros na
cidade de Sidney (Australia). Inclusive, o turismo na Australia tem sido afetado com
0 aumento dos cimicideos, uma vez que estes insetos também tém sido detectados
em hotéis, motéis e outros tipos de alojamento, além de moradias privadas. Com
isso, houve uma perda econdmica significativa, tanto devido aos gastos com o
tratamento dos locais infestados quanto com a perda da locagcdo dos imoveis
(DOGGETT et al., 2004).

As razdes para a ressurgéncia de percevejos ainda sdo desconhecidas.
Alguns autores tém sugerido que tal fato seja decorrente do aumento do turismo
internacional que teria favorecido a dispersdo passiva dos insetos. Na Australia,
Doggett et al. (2003) especularam que a forma de introdu¢cdo de C. hemipterus no
pais teria sido por meio de viajantes estrangeiros que transportariam os insetos em
suas bagagens e vestimentas. Além do turismo internacional, possivelmente o uso
indiscriminado de inseticidas no controle de pragas domésticas poderia ter
promovido o aparecimento de resisténcia nos cimicideos e com isso, contribuido

para o reaparecimento das infestagdes (CRISSEY, 1981; HWANG et al., 2005).



programas de controle de vetores de diversas doengas como malaria, febre amarela
e doenga de Chagas - aliado a melhoria nas condi¢gdes habitacionais e de higiene,
houve uma drastica reducdo nos niveis de infestacdo por este hemiptero. No
entanto, este declinio foi mais acentuado nos paises da zona temperada, sendo que,
nas areas tropicais e subtropicais, a infestagdo permaneceu elevada (BOASE, 2004;
CRISSEY, 1981; HWANG et al., 2005).

Assim, as infestagbes por cimicideos permaneceram incomuns nos paises
desenvolvidos, principalmente na Europa e América do Norte, até a década de 80
(BOASE, 2004). Contudo, a partir de 1995 tem sido relatada a presenca de
infestacbes no Reino Unido, Estados Unidos e em menor extensdo, em outros
paises, apesar de nao se dispor de dados publicados que possam esclarecer a real
magnitude do problema (BOASE, 2004; CRISSEY, 1981; HWANG et al., 2005;
NEGROMONTE et al., 1991). Doggett et al. (2004) relataram que as companhias de
controle de pragas da Australia tém registrado um aumento exponencial nas
infestacdes por Cimex de até 400 % quando comparados o periodo de 2001 a 2004,
com 1997 a 2000.

Neste contexto, varios trabalhos tém mostrado a ressurgéncia de Cimex,
sobretudo nos paises da zona temperada. King et al. (1989) trataram uma residéncia
em Islington (Londres, Reino Unido) na qual foram encontrados inumeros espécimes
de C. lectularius em todos os comodos. Fletcher et al. (2002) e Leverkus et al.,
(2006), relataram dois casos de pacientes provenientes da Espanha e dos Estados
Unidos, respectivamente, que, apds viagem a Londres, retornaram com multiplas
lesbes na pele diagnosticadas como decorrentes de picadas por Cimex.

Poorten et al. (2005) relataram um caso de uma crianga proveniente do

estado de Virginia (Estados Unidos) com multiplas papulas eritematosas e maculas



1- Introducgao

Os percevejos de cama pertencem a ordem Hemiptera, familia Cimicidae,
compreendendo 92 espécies reconhecidas dentro de 23 géneros pertencentes a
seis subfamilias — Primicimicinae, Cimicinae, Cacodminae, Afrocimicinae,
Latrocimicinae e Haematosiphoninae. A maioria das espécies estd associada a
morcegos, podendo parasitar aves e outros mamiferos. Apenas trés espécies sao
comumente associadas ao homem: Cimex lectularius Linnaeus, 1758, Cimex
hemipterus (Fabricius, 1803) e Leptocimex boueti Brumpt, 1910. Porém, outras
espécies como Cimex adjuntus Barber, 1939, que primariamente parasita morcegos,
podem atacar o homem na auséncia do seu hospedeiro primario (REEVES et al.,
2004; RYCKMAN et al., 1981; SIMOV et al., 2006; USINGER, 1966).

Cimex lectularius, o percevejo de cama comum, € cosmopolita e parece ter
tido origem no Oriente Médio. Distribui-se predominantemente pelas regides
temperadas e alcanca as tropicais por meio de dispersao passiva. Entre os seus
hospedeiros, além do homem, encontram-se galinhas, morcegos e outros animais
domeésticos (USINGER, 1966).

Cimex hemipterus, o percevejo de cama tropical, tem distribuicdo geografica
restrita a faixa tropical e admite-se que tenha tido origem na regido meridional do
continente Asiatico. Seus hospedeiros incluem morcegos, 0 homem, aves e animais
silvestres (USINGER, 1966). Ja L. boueti tem associagdo com morcegos € com o
homem restrita & Africa ocidental (USINGER, 1966).

A infestacdo por cimicideos era bastante comum nas habitacdes, hotéis,
alojamentos, pousadas, entre outros, atingindo altos niveis até a década de 40, em
diversas partes do mundo. A partir do advento do DDT e BHC, - utilizados nos

1



Abstract

Cimex lectularius and Cimex hemipterus are the main species of cimicidae
associated with humans. In the present study, the electrical signal of the cibarial
pump while feeding in different sources, the anticoagulant activity and the amount of
proteins (total and hemeproteins) of the salivary gland homogenate from these two
species were comparatively evaluated. The weight gain and the total contact time
from C. lectularius fed in mice were higher in females than in males, although the
ingestion rate was similar in both sexes. Comparing both species, C. lectularius
presented better feeding performance in live hosts (pigeon and mice) than C.
hemipterus. This last species had more difficulty to obtaining blood from pigeon than
from mice. The treatment of the pigeon with an anticoagulant increased the total
ingestion rate and the percentage of C. hemipterus that doubled the weigh. The
effective ingestion rate from C. lectularius was higher in an artificial feeder than in
mice. The differences found on the feeding performance between the two species
could be related to the higher anticoagulant activity and concentration of
hemeproteins present in the salivary gland of C. Lectularius in comparison to C.

hemipterus.



Resumo

Cimex lectularius e Cimex hemipterus sao as principais espécies de
cimicideos associadas ao homem. Neste estudo, avaliou-se comparativamente
nestas duas espécies de cimicideos, o sinal elétrico produzido pela bomba cibarial
durante a alimentacdo do cimicideo em diferentes fontes alimentares bem como a
atividade anticoagulante e a quantidade de proteinas (totais e de hemeproteinas) do
homogenato de glandula salivar. O ganho de peso e o tempo total de contato de C.
lectularius alimentados em camundongo foram maiores nas fémeas do que nos
machos, embora a taxa de ingestdo total tenha sido semelhante em ambos os
sexos. Na comparacao entre as duas espécies, C. lectularius apresentou uma
melhor performance alimentar nos hospedeiros vivos (pombo e camundongo) do que
C. hemipterus. Esta ultima espécie apresentou uma maior dificuldade em obter
repasto sangliineo em pombo do que em camundongo. O tratamento do pombo com
anticoagulante aumentou a taxa de ingestao total e a porcentagem de C. hemipterus
que dobraram de peso. Ja a taxa de ingestdo efetiva obtida por C. lectularius foi
maior em um alimentador artificial do que em camundongo. As diferengas
encontradas na performance alimentar entre as duas espécies podem estar
relacionadas a uma maior atividade anticoagulante e a uma maior concentragdo de
hemeproteinas presentes na glandula salivar de C. lectularius em comparagao com

C. hemipterus.
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Figura 12: Tempo de recalcificacdo do plasma humano citratado (média e
erro padrao) na presenga de homogenato de glandula salivar de Cimex

lectularius e Cimex hemipterus. *diferenga significativa ao nivel de 5%.

Figura 13: Curva espectral tipica do homogenato de glandula salivar de
Cimex lectularius. Regiao do pico 1: proteinas totais (leitura a 280 e 260 nm)

e regiao do pico 2: hemeproteinas (404 nm).

Figura 14: Estimativa do conteudo de proteinas totais (a) e hemeproteinas
(b) (média e erro padrdo) do homogenato de glandula salivar de Cimex

lectularius e Cimex hemipterus. *diferenca significativa ao nivel de 5%.

Figura 15: Sinais elétricos produzidos pela bomba cibarial de Cimex
lectularius durante a fase de ingurgitamento em camundongo. Este registro

corresponde a um tempo de 2,56 segundos.

39

40

41

43



alimentados em camundongo, pombo ou alimentador artificial.

Tabela 1: Resultados obtidos por meio do monitoramento eletrénico da

bomba cibarial de Cimex lectularius e C. hemipterus (média £ d. p.)

Figura 7: Tempo de sondagem cumulativo em segundos (A e B) e tempo
nao ingestivo em segundos (C e D) de Cimex lectularius (3 e Q) e Cimex
hemipterus (&) alimentados em camundongo e pombo. Cada ponto

representa um inseto.

Figura 8: Tempo n&o ingestivo (segundos) de Cimex lectularius alimentados

em dorso ou ventre de camundongo (cada ponto representa um inseto).

Figura 9: Freqiéncia de contracdo da bomba cibarial de Cimex lectularius
(M: machos, F: fémeas e pontos cinzas) e Cimex hemipterus (M e pontos
pretos) alimentados em camundongo, pombo ou alimentador artificial. Cada

ponto representa um inseto.

Figura 10: Frequéncia de contragdo da bomba cibarial (média e erro padréo)
durante o tempo de ingestdo de Cimex hemipterus alimentados em pombos

tratados e nao tratados com Marevan.

Figura 11: Frequéncia média de contracdo da bomba cibarial (média e erro
padrdo) durante o tempo de ingestdo de Cimex lectularius e Cimex

hemipterus alimentados em pombo.
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Lista de tabelas e figuras

Figura 1: Esquema dos movimentos do fasciculo de Cimex lectularius na

pele do hospedeiro (DICKERSON:; LAVOIPIERRE, 1959).

Figura 2: Espuma de colch&o coletado em uma residéncia do bairro Jardim
Teresopolis (Betim) sendo mostrados ovos (A), exuvias (B) e fezes (C) de C.

lectularius (ovo mede ~1mm)

Figura 3: Cimex lectularius (ovos, ninfas e adultos) da colonia formada a
partir dos insetos coletados na regido Metropolitana de Belo Horizonte

agregados sobre um pedacgo de papel de filtro.

Figura 4. Representagao esquematica da técnica de monitoramento da

bomba cibarial.

Figura 5: Relacdo entre o ganho de peso (mg)/ peso inicial (mg) de Cimex
lectularius (barras cinzas) e de Cimex hemipterus (barras pretas)

alimentados em camundongo, pombo e/ ou alimentador artificial.

Figura 6: Numero (média + e.p.) de picadas (a) e de interrupgdes (b) de

Cimex lectularius (barras cinzas) e Cimex hemipterus (barras pretas)
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