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DESENVOLVIMENTO DOS ESPOROZOITOS E TROFOZQITOS DE
Gregarina cuneata (Apicomplexa: Gregarinidae) NO MESENTERO DE
Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae)

Adriana Aparecida Sindpolis Gigliolli*: Géssica de Sousa?; Helio Conte®

RESUMO: Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) importante praga de grdos e subprodutos
armazenados, pode ser naturalmente infectado por Gregarina cuneata Stein (1948). O ciclo deste parasita
compreende as fases de esporozoitos, trofozoitos, gamontes, gametocistos e oocistos, e, se completa entre
o epitélio e limen do mésentero no hospedeiro. Sabendo que os estagios iniciais do desenvolvimento deste
parasita sdo pouco conhecidos, este trabalho descreve as transforma¢des morfoldgicas que acompanham o
desenvolvimento dos esporozoitos em trofozoitos. Para tanto, o meséntero de insetos infectados foram
isolados para analise das gregarinas por microscopia eletrbnica de varredura e transmissao. Os
esporozoitos penetram nas células e iniciam a transformacdo morfolégica em trofozoitos. Durante
desenvolvimento intracelular, apresentam o complexo apical que diferencia-se gradativamente no epimérito
e 0s microporos envolvidos na alimentacdo. Apoés liberagdo dos trofozoitos jovens para o limen do
meséntero, as dobras epiciticas sdo formadas, o corpo torna-se segmentado e eles mantem-se aderidos as
células digestivas podendo causar danos a morfologia celular e comprometimento da fisiologia da digestédo
do inseto hospedeiro.
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1 INTRODUCAO

A infeccao de Tribolium castaneum (Herbst, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae) por
Gregarina cuneata Stein 1948 (Apicomplexa: Eugregarinidae) é direta. Os oocistos sao
liberados com as fezes ou restos de insetos mortos para o meio e ingeridos com o
alimento. Como o canibalismo é comum nesta espécie, 0 consumo de partes do corpo de
insetos vivos e parasitados também pode infectar os insetos sadios da populagéo

Em G. cuneata, a transformacéo dos esporozoitos em trofozoitos ocorre no interior
das células epiteliais do meséntero. Em seguida os parasitas séo liberados para o limen
onde se alimentam e reproduzem (Clopton e Janovy 1993). O ciclo das gregarinas é
relativamente curto, porém, varias transformacdes morfolégicas acompanham todo
processo de desenvolvimento (Toso e Omoto 2007). Essas podem ser influenciadas por
fatores externos como a temperatura e umidade (Clopton e Janovy 1993), bem como,
pelas condi¢cBes imunoldgicas e fisioldégicas do hospedeiro (Thomas e Rudolf 2010).

Sabendo que as alteragbes que acompanham o desenvolvimento de G. cuneata no
meséntero de T. castaneum sdo pouco conhecidas, este trabalho teve como objetivo
descrever as alteracdes morfolégicas e ultraestruturais que acompanham os estagios
iniciais do seu desenvolvimento neste inseto praga.
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2 MATERIAL E METODOS

Linhagens de Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) foram coletadas
em produtos processados, colocados em sacos de papel contendo farinha de trigo como
dieta alimentar e vedados com fita do tipo adesiva. Os insetos foram mantidos no
laboratério de Morfologia e Citogenética de Insetos da Universidade Estadual de Maringa,
sob temperatura de 30+1°C, umidade relativa de 70+10% e fotoperiodo de 12 horas.

Insetos adultos fémeas e machos infectados naturalmente por Gregarina cuneata,
foram anestesiados a frio, dissecados em solucéo salina e o meséntero isolado.

Para MEV, esta regido foi fixada em glutaraldeido 2,5% em tampé&o fosfato 0,1M
pH 7,3 por 48hs, pés-fixada em tetroxido de 6smio 1% em agua destilada, seguindo de
desidratacdo em séries crescentes de alcool etilico. As amostras foram submetidas ao
ponto critico Leica CPD 030, recobertas por pé de ouro no metalizador Baltec SCD 050 e,
posteriormente, analisadas e fotografadas no MEV Quanta 200 da Fei Company.

Para analises ultraestruturais em MET, essa regido do intestino foi fixada em
glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 4% em tampao fosfato 0,1 M pH 7.3 por 24 hs, pés-
fixado por 2 hs em tetroxido de 6smio 1% no mesmo tampéao, lavado em agua destilada e
contrastado com acetato de uranila 0,5% por 2 hs. Em seguida, a amostra foi desidratada
em séries crescentes de acetona e embebida em resina Araldite®. Os cortes ultrafinos
foram contrastados em solucdo alcodlica saturada de acetato de uranila e citrato de
chumbo e analisados no microscopio Eletrénico de Transmissdo JEOL JEM-1400.

As analises microscopicas foram realizadas no Centro de Microscopia do
Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da Universidade Estadual de
Maringa/Parana/Brasil.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos ativacdo e excistacdo no lumen do meséntero de T. castaneum, 0s
esporozoitos de G. cuneata se ligam as células digestivas do meséntero e as invadem.

Durante esse estagio intracelular, os parasitas variam de cilindricos a ovoides, ndo
apresentam segmentacdes e sao revestidos por membrana dupla contendo um microporo
na superficie lateral (Fig. 1a). Esta estrutura é responséavel pela absor¢cdo dos nutrientes
diretamente da célula hospedeira, permitindo a transformacédo dos esporozoitos em
trofozoitos. Além disso, possuem um nucleo esférico posicionado na regido central do
citoplasma, poucos granulos elétron-densos e o complexo apical cénico constituido por
anéis polares, roptrias e micronemas (Figs. la e b).

Quando os trofozoitos séo liberados do interior das células, esta regido anterior
diferencia-se gradativamente no epimérito esférico (Figs. 2a e b) que é responsavel pela
fixacdo (Valigurova et al. 2009) e pode estar relacionado a nutricdo, como observado em
Leidyana canadensis (Lucarotti 2000).
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Fig 1. A) Esporozoitos de G. cuneata em T. castaneum. B) Regido posterior do esporozoitos
mostrando os anéis polares (ponta de seta dupla). Microporos (circulo), ndcleo (n), complexo apical
(seta), granulos elétron-densos (ponta de seta). Barra = 0,5 um.
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A superficie é diferenciada em dobras epiciticas que revestem longitudinalmente o
corpo. Elas s&o retas ou levemente onduladas e aumentam em densidade com o
desenvolvimento (Figs. 2a, 2b e 3). Constringem-se na regido anterior resultando na
formacdo de um septo que diferencia o corpo em dois segmentos como descrito.em
Leidyana canadensis (Lucarotti 2000) e Leidyana ephestiae (Valigurova e Koudela 2005).
O protomérito €é localizado anteriormente e permanece embebido entre as
microvilosidades do hospedeiro e o deutomérito € posterior, livre e voltado para o lumen
do meséntero (Figs. 2b e 3).
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Figs 2 a 4. Desenvolvimento inicial dos trofozoitos de G. cuneata . 2A) Trofozoito jovem néo
segmentado aderido a célula epitelial hospedeira (asterisco). Perfuracdo na superficie celular (seta dupla).
Barra = 1 um. B) Trofozoito jovem segmentado. Tecido hospedeiro (ch), dobras epiciticas (Ep), epimérito
(E), protomérito (P), deutomérito (D), septo (seta). Barra= 2,5 um. 3. Trofozoito em desenvolvimento.
Protomérito (seta), microvilosidades (mv), deutomérito livre (D). Barra = 2,5 um. 4. MET das dobras
epiciticas (Ep). citomembranas (cm), membrana plasmatica (m), filamentos (ponta de seta), lamina interna
(L), microporo (seta) Escala = 0,2 pm.

As dobras epiciticas sdo formadas por duas membranas corticais e paralelas
constituindo uma lamina interna densa, na qual, observamos microporos (Fig. 4). Estas
estruturas possivelmente estdo associadas a secrecdo de muco lubrificante para
movimentagdo do parasita (Talluri e Dallai 1983). Elas projetam-se para a extremidade
celular como tubulos dilatados contendo no apice uma regido elétron-densa na forma de
arco, preenchida por filamentos (Fig. 4) que atuam na locomoc¢do e podem estar
associados a morfogénese dos parasitas (Toso e Omoto 2007).

Durante a fase de alimentacéo, os trofozoitos permanecem fortemente aderidos a
as células digestivas (Fig. 3), que sdo fundamentais para a secrecdo de enzimas e
absorcdo de nutrientes (Sousa e Conte 2013). Contudo, a presenca de perfuracdes
esféricas na superficie celular e resquicios do epitélio sobre o epimérito, sugerem que
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essa estrutura de fixagdo deve penetrar na membrana plasmética, danificando as
microvilosidades das células infectadas, e, comprometendo a fisiologia da digestdo do
hospedeiro.

4 CONCLUSAO

O desenvolvimento inicial de G. cuneata no meséntero de T. castaneum pode
resultar em danos morfoldgicos nas células digestivas, os quais comprometem a fisiologia
do sistema digestorio e, consequentemente, o desenvolvimento do inseto hospedeiro.
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