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BIOLOGIA DO Trypanosoma cruzi EM Rhodnius robustus EXPERIMENTALMENTE INFECTADO

Matheus Bonifacio®, Ana Paula Abreu®, Ana Paula Margioto Teston®, Felipe dos Santos Rocha®, Andreia
Mantovani da Silva®, Max Jean de Ornelas Toledo®.

RESUMO: Trypanosoma cruzi que € um protozoario hemoflagelado, agente etiolégico da doenca de Chagas
(DCh), estima-se que 6-7 milhdes de pessoas estdo infectadas. T. cruzi largamente distribuido na natureza,
circulando entre insetos vetores e mamiferos silvestres. Objetivou-se com esse trabalho avaliar o comportamento
biolégico do T. cruzi IV, avaliando a taxa de metaciclogénese, em triatomineos experimentalmente infectados.
Ninfas de 5° estagios da espécie Rhodnius robustus foram inoculadas com sangue contaminado com a cepa
AM14 pertencente a DTU TclV, pesadas antes a ap0s o repasto infectante no alimentador artificial e a quantidade
de sangue ingeridos foi calculada para cada triatomineo. Os insetos foram alimentados aos 20, 40, 60, 80 e 100
dias apo6s infeccao (dai) e tiveram as fezes coletadas para realizacdo de contagem global e diferencial das formas
parasitarias. Foram dissecadas 2 ninfas e obtido pool de contelido intestinal no 30°, 60°, 90° e 120° dai, o qual foi
avaliado com as mesmas técnicas citadas anteriormente. A taxa de infecciosidade das ninfas foi de 73%. O maior
namero de formas parasitaria encontrado nas fezes foi no 60° dai com 75% e no conteddo intestinal foi 30° dai
com 75%, mostrando que mesmo que a quantidade de sague ingerida pelo triatomineo seja de 1uL, € capaz de
infectar os insetos.

PALAVRAS-CHAVE: Amazonas; DTU; Triatomineos; Trypanosoma cruzi.

1 INTRODUCAO

O Trypanosoma cruzi protozoério hemoflagelado agente causador da doenca de Chagas (DCh) (Chagas
1909). Estima-se que 6-7 milhdes de pessoas estdo infectadas principalmente na América Latina (WHO 2015).

Varios estudos de caracterizac¢éo bioldgica, bioquimica e molecular, tém demostrado que o T. cruzi é uma
espécie heterogénea e com grande variabilidade genética (Macedo & Segato 2011). De acordo com Zingales et al.
(2009) o T. cruzi apresenta seis unidades taxondmicas distintas (DTU) de Tcl a TcVI. Estudos recentes mostram
gue a Tcl esta associado a triatomineos e animais silvestre, principalmente aqueles pertencentes aos géneros
Rhodnius spp e Didelphis spp e, que as DTU Tcl e TclV estéo relacionadas a infecgBes agudas humanas e surtos
de infeccéo oral na regido do Amazonas (Marcili et al. 2009; Monteiro et al. 2012).

Rhodnius robustus é a espécie de triatomineo pertencente ao ciclo silvestre, habita vérias espécies de
palmeiras na regido Norte do pais. Devido proximidade das palmeiras das residéncias podem ser encontrados
esses insetos no domicilio e peridomicilio atraidos pela luz. Os R. robustus encontrados no domicilio apresentam
altas taxas de infec¢®es por tripanosomatideos (Barreto-Santana et al. 2011).

A metaciclogénese (MC) é o processo de transformacéo das formas epimastigotas (E) em tripomastigota
metaciclico (TM), ocorrendo naturalmente no tubo digestivo dos vetores, sendo um importante parametro biolégico
por se tratar de um processo que envolve a transformacéo de uma forma néo infectante em uma forma infectante
(Contreras et al. 1985). Até onde se sabe, existem poucos estudos envolvendo a metaciclogénese in vivo
utilizando as cepas pertencentes & DTU TclV e triatomineos da regiio Amazdnica. Desta forma, objetivou-se com
esse trabalho avaliar o comportamento biolégico do T. cruzi IV, avaliando a taxa de metaciclogénese, em
triatomineos experimentalmente infectados.

2 MATERIAL E METODOS
2.1  ASPECTOS ETICOS
O uso da cepa TclV obtida de humano foi aprovado pelo comité de ética da Fundagdo de Medicina

Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (parecer nimero 360/07). O uso de camundongos foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais da UEM (parecer numero 023/2014).
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2.2 AMOSTRA

Na inoculacdo dos triatomineos foi utilizada a cepa AM14 da DTU TclV proveniente do Estado do
Amazonas. Foram utilizadas 13 ninfas de 5° estagio de R. robustus mantidas em condi¢c@es ideais de temperatura
e umidade. Estas ninfas foram alimentadas em alimentador artificial contendo sangue contaminado com 2800
tripomastigotas sanguineos (TS).

As ninfas foram pesadas antes e apds o repasto infectante, considerando que 1 mg = 1 pyL. Como critério
para determinar se as ninfas postas para alimentar no sangue infectado, foi considerado alimentadas aqueles
insetos que tiverem ganho de peso = 1 mg durante o repasto infectante.

Durante o repasto sanguineo individual foram coletados 15 uL de fezes/urina para realizagdo do exame a
fresco em microscdépio optico com aumento de 400X. Um esfregaco corado pelo Giemsa era confeccionado para
confirmar a infeccao e determinar o niimero de TM e EP por inseto.

Os triatomineos foram alimentados a cada 20 dias com sangue de camundongo sadio. Apés 30, 60, 90 e
120 dias foram dissecados 2 exemplares e seus intestinos retirados e macerados em pool de 100 yl de PBS
0,15M. A partir das amostras de fezes/urina coletadas apés a alimentacdo de cada ninfa e do pool de contetdo
intestinal foi realizada a contagem global no exame a fresco (Brener 1962) e a contagem diferencial em esfregaco
corado com Giemsa.

Foram avaliados os seguintes parametros: percentagem de triatomineos alimentados (%TA), percentagem
de infecciosidade (%INF), percentagem de formas epimastigotas (%EP) e percentagem de formas tripomastigotas
metaciclicos (%TM).

2.3 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos serdo digitados em planilha do programa Microsoft Excel 2010 e analisados
estatisticamente pelo programa Bioestat® versao 5.3. A normalidade dos dados sera verificada pelo teste Shapiro
Wilk. Os testes do Qui-quadrado ou Fisher foram usados para verificar diferencas nas proporgées (%TA, %INF,
%EP e %TM). O teste Mann-Whitney serd utilizado para verificar diferenca no peso das ninfas antes e apds o
repasto sanguineo infectante. O nivel de significancia adotado nos testes serd de 5%, ou seja, serdo consideradas
significativas as associa¢des onde p< 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Dados preliminares mostram que durante a inoculagdo dos triatomineos foi observado que das 13 ninfas
de 5° estagio de R. robustus alimentadas em alimentador artificial, apenas 11 ninfas tiveram ganho de peso = 1
mg (%TA= 84,61). Considerando as oito ninfas que se alimentaram a %INF foi de 73 % (8/11).

As ninfas de 5° estagio ingeriram em média de 153 mg de sangue que corresponde em média 4284 TS/ ul
sangue (28-7780).

Fezes/urina

A quantidade média de parasitos eliminados nas fezes/urina observadas na diferencial 0,25 parasito/ pl
EP e 0,69 parasito/ ul TM e no conteudo intestinal foi de 1,4 parasitos/pl de EP e 0,5 parasitos/pl.

No 20° dia apés infeccao (dai), ja foi possivel observar as formas parasitarias (33,33%) nas fezes/urina
com a contagem diferencial, mantendo se estaveis até o 40° dai. No 60° dai foi observado uma tendéncia no
aumento das formas parasitarias (75%) (Grafico 1). No 80° e 100° dai, ndo foram encontradas formas do parasito
nas fezes/urina.
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Graficol. Taxa de infecciosidade nas fezes/urina dos triatomineos apds o repasto infectante
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Conteldo intestinal

A maior positividade (75%) foi observada no 30° dai, mantendo-se positiva até o 120° dai (50%) (Grafico
2).
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Gréfico 2. Taxa de infecciosidade no conteudo intestinal dos triatomineos apés o repasto infectante.

O estudo da DTU TclV e a interacdo com o vetor € importante por estar relacionada com surtos de
infeccdo oral na regido Amazonas (Marcili et al. 2009) esse comportamento parasito/vetor tem sido pouco
estudada.

Ao conhecer o simpatria entre o triatomineo e T. cruzi, € importante para verificar a capacidade de infectar
mamiferos e, dependendo dessa interacdo uma cepa podera se distribuir com maior facilidade na natureza
(Barreto-Santana et al. 2011).

A espécie R. robustus esta associada ao ciclo silvestre do T. cruzi, tendo ampla distribuicdo na regido
Amazonas. Segundo Barreto-Santana (2011), ha relatos de triatomineos adultos infectados pelo T. cruzi invadido
habita¢cdes humanas.

Diante deste contexto, os resultados obtidos ao considerar alimentadas aquelas ninfas que tiveram pelo
menos 1 mg de ganho de peso, foi possivel observar que independe da quantidade de sangue ingerido pelas
ninfas, é capaz de infecta-las. As taxas de infecciosidade confirma a simpatia entre as cepas TclV e o R. robustus.
Fato confirmado pela presenca das formas parasitaria nas fezes/urina dos triatomineos ao logo aos 20 dai. No
contelido intestinal foi possivel observar o protozoario desde 30 dai. Por outro lado, a quantidade de formas
encontradas tanto nas fezes/urina quanto no conteldo intestinal foi baixa podendo estar relacionada a
concentracdo de TS no sangue infectado.

Houve uma tendéncia no aumento das formas do parasitarias na fezes/urina com aumento no 60° dai.
Porém no conteddo intestinal 0 aumento ocorreu no 30 dai, apés esse periodo a populacdo do protozoario se
estabilizou. Esse fato pode ser explicado por no limen intestinal do triatomineo existem mecanismo imunolégicos,
gue atuam na eliminacéo do parasito (Alvarenga & Brofen 1997).

4 CONCLUSAO

A interacdo parasita/vetor esta relacionada com as alteragBes fisiolégicas que ocorrem no trato
gastrointestinal do inseto, o parasita além de se nutrir com as substancias presente no tubo digestivo, podem
também auxiliar na diferenciacdo ou inibicdo do desenvolvimento deste parasito. 1991). Essa dependéncia
Trypanosoma cruzi/Triatomineo contribui para a disperséo do parasito na natureza, mesmo que a quantidade de
sague ingerida seja de 1L € capaz de infectar os triatomineos.
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