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RESUMO 

 
 

Triatomíneos são insetos, de grande importância médica, por serem hematófagos, hábitos 
que os insere no ciclo biológico do Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de 
Chagas, definida primariamente como uma enzootia de animais silvestres. Devido ao seu 
ciclo de vida complexo, o T. cruzi é classificado em sete genótipos, a depender do local de 
ocorrência denominadas de linhagens. Rhodnius prolixus possui grande relevância 
epidemiológica por ser encontrada colonizando domicílios em países da América do 
Sul. Rhodnius robustus é espécie silvestre que no Amazonas, invade as residências 
próximas à áreas de floresta, com altas taxas de infecção natural pela linhagem de T. 
cruzi TcI. Os hemócitos são as células que circulam na hemocele dos insetos, responsável 
por desempenhar várias funções imunológicas. Poucos estudos relatam a resposta 
imunológica de triatomíneos à invasão pelo T. cruzi. Esse trabalho teve como objetivo 
avaliar a suscetibilidade e a resposta celular de Rhodnius robustus e Rhodnius 
prolixus frente às linhagens Trypanosoma cruzi TcI e TcIV circulantes no Amazonas. Foram 
utilizadas ninfas de 5º estádio proveniente da colônia de hemíptera, do laboratório de 
entomologia da FMT/HVD, alimentadas com sangue humano contaminado com linhagens 
de TcI e TcIV crio preservadas, por membrana artificial. Após infeção, a caracterização dos 
hemócitos e alterações dessas células em diferentes períodos de infeção foram realizadas 
por microscopia eletrônica de transmissão e citometria de fluxo. Observou-se que nas duas 
espécies houve maior suscetibilidade a linhagem de T. cruzi TcI, e em ambas foram 
encontrados cinco tipos de hemócitos, sendo eles: adipohémocitos, granulócitos, oenócitos, 
prohemócitos e plasmatócitos e não houve diferença significativa em relação a variação 
dessas células pós infecção. 

 
 
Palavras-chave: Triatomíneos; Doença de chagas; Amazônia; resposta imunológica 

celular; Hemócitos. 
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ABSTRACT 

 
 

Triatomines are insects of great medical importance because they are hematophagous 
habits that insert them into the biological cycle of Trypanosoma cruzi, the etiological agent 
of Chagas disease, defined primarily as an enzootic of wild animals. Due to its complex life 
cycle, T. cruzi is classified into seven genotypes depending on the place of occurrence, 
called lineages. Rhodnius prolixus has great epidemiological relevance because it is found 
colonizing homes in South American countries. Rhodnius robustus is a wild species that, in 
the Amazon, invades homes close to forest areas, with high rates of natural infection by the 
T. cruzi TcI lineage. Hemocytes are the cells that circulate in the hemocoel of insects, 
responsible for performing various immunological functions. Few studies report the immune 
response of triatomines to invasion by T. cruzi. This work aimed to evaluate the susceptibility 
and cellular response of Rhodnius robustus and Rhodnius prolixus against T. cruzi TcI and 
TcIV strains circulating in the Amazon. Fifth-stage nymphs from the hemiptera colony from 
the entomology laboratory of the FMT/HVD, were fed on human blood contaminated with 
cryopreserved TcI and TcIV strains using an artificial membrane. After infection, the 
characterization of hemocytes and alterations of these cells in different periods of infection 
were performed by transmission electron microscopy and flow cytometry. It was observed 
that in both species there was greater susceptibility to the T. cruzi TcI lineage, and in both 
five types of hemocytes were found namely: adipohemocytes, granulocytes, eonocytes, 
prohemocytes and plasmatocytes, and there was no significant difference in relation to the 
variation of these post infection cells. 

 
 
Keywords: Triatomine; Chagas disease; immune response; Hemócitos. 
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RESUMO LEIGO 

 
 

Os insetos conhecidos como barbeiros, se alimentam de sangue de vários animais entre 
eles o do homem, e isso faz com que eles sejam considerados vetores  da doença de 
Chagas-DC. Na Amazônia brasileira os barbeiros vivem na floresta, sendo encontrado com 
frequência nas residências construídas próximas a essas áreas, atraídos principalmente 
pela luz, A transmissão da DC pode ocorrer pelo contato direto com as fezes do barbeiro e 
também pelo consumo de alimentos contaminados com o parasito denominado 
de Trypanosoma cruzi. Os barbeiros tais como os outros insetos ao se contaminarem 
desenvolvem uma resposta contra invasores, denominadas de resposta celular e humoral. 
Algumas células de nome hemócitos ajudam no combate e defesa aos invasores. Quanto 
menor for sua defesa, maior será a possibilidade de sua atuação como vetor. Existem 
poucos estudos, sobre a defesa do barbeiro contra agentes como, por exemplo, o T. cruzi. 
Assim esse trabalho estudou a defesa de duas espécies de barbeiros de nome Rhodnius 
robustus e Rhodnius prolixus que foram contaminados com T. cruzi que circulam em 
florestas. Se observou que os dois triatomíneos se contaminaram melhor a um tipo de forma 
do Trypanosoma cruzi e elas apresentaram cinco tipos de células, mas não houve diferença 
em relação a variação dessas células pós infecção. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Insetos  

O filo Arthropoda, é o grupo de invertebrados mais bem sucedido, 

encontrados em diversos ambientes, com exceção da Antártida, característica 

que os coloca em contato com diferentes microrganismos. Dentre as classes que 

compõem esse filo, Insecta detêm o maior número de espécies descritas (1). 

 Um dos fatores que possibilitou o grande sucesso evolutivo dos insetos 

foi a sua rápida e eficiente resposta imunológica contra potenciais invasores, 

através de mecanismos de defesa que funcionam de forma dependente, 

consistindo em barreiras físicas (tegumento), microbiota e imunidade inata que 

pode ser dividida em duas categorias: a imunidade humoral e a celular (2–5). 

1.1.1 Imunidade Humoral 

A imunidade humoral está baseada na secreção de moléculas efetoras as 

quais podem destruir ou suprimir o desenvolvimento de quaisquer invasores no 

organismo do inseto. Nesse mecanismo de defesa, inclui-se a ativação 

transcricional de um conjunto de genes pelas vias Toll, imd e JAK/STAT, as quais 

lideram a produção de diversas moléculas e a produção de peptídeo 

antimicribianos (6,7).  

1.1.1.1 Peptídeos antimicrobianos e seu mecanismo de ação. 

  Peptídeos antimicrobianos ou PAM´s consistem nas principais moléculas 

efetoras estudadas contra microrganismos invasores em vetores de doenças. 

Essas moléculas apresentam baixo peso molecular, resistem a temperaturas 

altas, são tipicamente catiônicos e muitas vezes apresentam menos de 100 

resíduos de aminoácidos em sua composição (8). 

Os PAM´s têm como principais alvos as membranas de microrganismos. 

Uma das diferenças mais marcantes em membranas de células eucarióticas e 

procarióticas é a sua composição e o arranjo da bicamada lipídica, por isso 
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peptídeos antimicrobianos possuem alto poder de seletividade. O corpo 

gorduroso dos insetos é o principal responsável pela produção de PAMs 

segundo Schmid-Hempel (9,10). 

O principal mecanismo de ação dos peptídeos antimicrobianos é a 

possível interação com os lipopolissacarídeos, encontrado principalmente na 

membrana de bactérias Gram-negativas, criando uma via de transporte ou poro 

que gera desequilíbrio osmótico e o microrganismo morre por lise celular. São 

descritos quatro principais mecanismos de ação dos PAM´s sobre a membrana 

celular. Eles podem se agregar formando canais, aumentando a permeabilidade 

da membrana, causando perda de parte do conteúdo intracelular, porém muitas 

vezes não sendo suficiente para levar a morte celular (11).  

Outro mecanismo de ação é conhecido como modelo toroidal, onde os 

peptídeos formam um agregado, ligando-se as membranas lipídicas e levando-

as a se curvarem continuamente, fazendo com que ambos os peptídeos e o 

lipídeo se alinhem para as porções hidrofílicas fiquem voltadas para o centro do 

poro formado (12). 

 Os PAM´s também podem agir como carpete de ação detergente que 

recobre a superfície até uma concentração limiar, levando a formação de 

agregados lipídicos gerando ruptura da membrana, conduzindo à morte celular. 

Por fim, o modelo de barril (barrel-stave model), onde feixes de hélices 

anfipáticas se oligomerizam e formam poros transmembrana com seus resíduos 

hidrofílicos voltados para a luz do poro. Alguns peptídeos de alfa-hélice atuam 

nesse mecanismo. A morte do microrganismo se dá pela perda de polarização, 

por distúrbios na função de membrana na redistribuição de lipídeos, perda do 

conteúdo celular e ativação de enzimas hidrolases que podem destruir a parede 

celular (13–15). 

1.1.1.2 Reativos de nitrogênio (RNS) e oxigênio (ROS)  

Outro mecanismo de respostas humorais identificado em insetos está 

relacionado com a formação de radicais livres, como as espécies reativas de 

nitrogênio (RNS) e espécies reativas de oxigênio (ROS), que podem ser geradas 
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por diferentes processos metabólicos, como a ingestão e digestão de sangue em 

insetos hematófagos, respiração celular e ainda pela infecção por parasitas. Os 

radicais livres são moléculas que apresentam um elétron não pareado na última 

camada, o que define seu grande potencial oxidativo. ROS e RNS interagem 

com as membranas celulares dos microrganismos através da peroxidação de 

lipídeos, proteínas e DNA, desempenhando papel antimicrobiano que auxilia 

principalmente no combate as infecções. ROS são radicais livres derivados do 

metabolismo do oxigênio, formados durante o processo de respiração celular. 

Dentre os ROS estão os ânions superóxidos (O2-), radicais hidróxila (OH) e o 

peróxido de hidrogênio (H2O2). Estudos têm demonstrado a participação de 

ROS tanto na manutenção da microbiota intestinal do inseto bem como na 

infecção por parasitas (3,16–18). 

1.1.2 Imunidade celular 

Os insetos possuem na hemocele (cavidade do corpo), um fluido que 

permite o contato direto entre tecidos e órgãos denominado de hemolinfa, 

formado essencialmente por duas partes: uma liquida e outra solida. A parte 

liquida é responsável por mudanças químicas entre órgãos, hormônios e 

enzimas, condução de nutrientes, iniciando pelo intestino. Também é 

responsável pela excreção de produtos residuais encontrados nos órgãos (19–

22). 

Na parte sólida são encontradas as células denominadas hemócitos 

responsáveis pelos principais mecanismos de defesa, fornecendo uma resposta 

ágil e eficiente contra os patógenos que atingem a hemocele. Produzidos a partir 

dos órgãos hematopoiéticos a classificação dos hemócitos leva em conta a 

funcionalidade e a morfologia, e dependendo da espécie induz variação da 

nomenclatura (17,18,23,24). 

 

Na resposta celular, a defesa do organismo envolve hemócitos 

destacando-se os plasmatócitos e granulócitos. A fagocitose, encapsulação e a 

nodulação são as principais linhas de defesa do inseto (17,18,23,24). 
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A fagocitose se torna a primeira resposta dos hemócitos a partir da 

invasão e identificação da presença de um corpo estranho, tornando-se o 

mecanismo de imunidade celular mais conservado entre os seres vivos. No 

encapsulamento celular pode ocorrer ou não melanização do corpo estranho. Os 

hemócitos que predominam na fase fagocítica e em capsulação são os 

plasmatócitos e os granulócitos (22,25–27). 

  O Outro processo envolvendo a resposta celular é chamado de 

nodulação, responsável pela formação de nódulos composto por um ou mais 

tipos de células, com a função de agregar e reter invasores estranhos, sendo 

muito eficiente na contenção de patógenos e auxiliando na sua eliminação 

(28,29). 

Em insetos hematófagos, moléculas com potencial para atividade biológica 

podem ser secretadas diretamente na hemocele e ser transportadas na 

hemolinfa ou dentro do lúmen do intestino, consideradas componentes da 

resposta imune para eliminar patógenos potenciais adquiridos durante o repasto 

sanguíneo (30). 

1.2 Triatomíneos 

Triatomíneos são insetos estritamente hematófagos, hábito que os insere 

no ciclo biológico do protozoário Trypanosoma cruzi, agente etiológico da 

doença de Chagas, enfermidade endêmica na América Latina definida 

primariamente como uma enzootia de animais silvestre (31).  

Conhecidos vulgarmente como barbeiros pertencem a ordem Hemiptera, 

família Reduviidae, subfamília Triatominae, onde estão agrupadas seis tribos, 18 

gêneros e 154 espécies (incluindo três fósseis), amplamente distribuídas nas 

regiões Neotropical e Neártica (desde o sul dos Estados Unidos até a patagônia, 

na Argentina) (32,33). 



18 
 

1.2.1 Bio-ecologia de Triatomíneos 

Quanto ao desenvolvimento triatomíneos são insetos classificados q de 

Hemimetábolo (Figura 1), apresentando seu ciclo de vida dividido em três 

estágios:  ovo, ninfa (cinco fases) e adultos (31,34). 

 

Figura 1: Ciclo de desenvolvimento dos triatomíneos. Fonte: Celso 2019 

   

Vivem em colônias, e seus habitats preferenciais são locais próximos à sua 

fonte alimentar, primariamente, os ambientes silvestres, em ninhos de pássaros, 

de marsupiais (mucuras ou gambás), tocas de roedores, e dasipodídeos (tatus), 

abrigos sob pedras ou em palmeiras que propiciem ambientes para sua fonte de 

repasto sanguíneo, em todos os estágios do seu ciclo de vida. Algumas espécies 

por terem seus ecossistemas destruídos se adaptaram ao ambiente doméstico 

e peri doméstico estabelecendo colônias dentro ou próximo das residências, 

condição que os define como espécies domiciliadas. (33–36). 
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No Brasil são registradas aproximadamente 68 espécies, cinco têm ou 

tiveram participação mais relevante na transmissão domiciliar da doença de 

chagas (DC) (31,37).  

Na Amazônia já foram registradas 25 espécies, onde, 12 são encontradas 

no Amazonas: Cavernicula lenti, Cavernícola pilosa, Eratyrus mucronatus, 

Microtriatoma trinidadensis, Panstrongylus geniculatus, P. lignarius, P. 

rufotuberculatus, Rhodnius amazonicus, R. brethesi, R. paraensis, R. pictipes, 

R. robustus. Três gêneros agrupam espécies de importância médica Triatoma 

Laporte, 1832, Panstrongylus, Berg,1879 e o gênero Rhodnius criado por Stal 

em 1859 com base na espécie tipo R. prolixus (33). Essa espécie tem ampla 

distribuição, em países da América Central, e na Venezuela e Colômbia tem sido 

encontrada colonizando domicílio (38–40). 

Rhodnius robustus, é uma espécie silvestre amplamente distribuída em 

estados brasileiros como Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, 

Pará, Piaui, Rondônia, Roraima e Tocantins, e em países vizinhos temos Bolívia, 

Colômbia, Equador, Guiana Francesa, Peru e Venezuela (34,41). Ocorre em 

toda Amazônia, associada à várias espécies de palmeiras tais como, Schelea 

maracaibensis e Acrocomia sclerocarpa, Attalea phalerata, Oenocarpus bacaba, 

Mauritia flexuosa. No Amazonas tem sido encontrada acidentalmente no 

peridomicílio e intradomicílio, de áreas rurais e urbanas com altas taxas infecção 

pelo Trypanosoma cruzi  (41–44)(45). 

1.3 Trypanosoma cruzi  

O Trypanosoma cruzi é um protozoário do grupo Stercoraria, ordem 

Kinetoplastida e família Trypanossomatidae, caracterizado pela existência do 

cinetoplasto rico em DNA e um único flagelo (Figura 2) (46). 
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Figura 2: Imagem do Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas, visto ao 

microscópio de luz. Aumento 100 X Fonte: Acervo pessoal 2021. 

1.3.1 Ciclo Biológico 

O T. cruzi possui um ciclo de vida heteroxênico realizado em dezenas de 

hospedeiros vertebrados e invertebrados, descrito pela primeira vez por Carlos 

Chagas, médico brasileiro, responsável pela descoberta da Tripanossomiase 

Americana (31)(47,48). 

1.3.1.1 Ciclo no hospedeiro vertebrado - mamífero 

 Na natureza mais de 100 espécies de mamíferos podem ser inseridas no 

ciclo de vida do T. cruzi que se inicia quando as formas tripomastigotas 

metacíclicas caem na corrente sanguínea e inicia um novo ciclo passando por 

um processo de diferenciação gerando formas amastigotas e tripomastigota 

sanguínea (49). 

1.3.1.2 Ciclo do T. cruzi no hospedeiro invertebrado – insetos triatomíneos 

Cerca de 150 espécies de triatomíneos podem ser inseridas no ciclo do 

T. cruzi ao realizarem seu repasto sanguíneo em algum animal contaminado. 

Ao ingerir as formas tripomastigotas sanguíneas, dependendo de vários 

fatores  ocorrera no seu intestino médio a diferenciação de formas evolutivas, 

esferomastigota e epimastigota que precisarão chegar até ampola retal do 
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vetor e passar por um processo denominado de metaciclogênese gerando as  

formas infectivas para o vertebrado as tripomastigotas metaciclicas, que em 

um novo repasto sanguíneo serão liberadas junto com as fezes e a urina 

(Figura 3) (46,50). 

 

Figura 3: Representação do desenvolvimento do T. cruzi no intestino do inseto vetor: (A) formas 

tripomastigotas sanguíneas (B) formas epimastigotas, (C) formas tripomastigotas metacíclicas, 

as quais são as formas infectantes ao hospedeiro vertebrado. (Garcia et al., 2007). 

1.4 Caracterização genética de Trypanosoma cruzi 

 As alternâncias de hospedeiros durante o seu ciclo de vida obrigam o T. 

cruzi á constantes adaptações e consequentemente, modificações, resultando 

em variabilidade genética dependendo do local geográfico e ambiente (silvestre 

e/ou doméstico). Ao longo dos anos, diferentes classificações foram propostas, 

com base em caracteres biológicos, enzimáticos e genéticos. Em 2009, foi 

proposta uma classificação, baseada em genótipos nominando o T. cruzi que os 

agrupou em seis Unidades de Tipagens Discretas (DTUs) e atualmente são 

conhecidos sete linhagens (TcI-TcVI) e Tcbat (51–53). De maneira geral as 

linhagens TcII, TcV e TcVI estão associadas ao ciclo domiciliar enquanto que 

TcI, TcIII e TcIV tem sido relacionada ao ciclo silvestre e Tc Bat é uma linhagem 

detectada inicialmente em  morcegos mas, já encontrada causando doença 

humana (54). Na tabela 1, são descritas características das DTUs:  
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Tabela 1:  Descrição das características das linhagens (DTUs) de Trypanosoma 

cruzi de acordo com a distribuição geográfica, ciclo do parasito e manifestação 

clinicas da doença (51). 

Linhagens  
 

Distribuição 
geográfica 

Ciclo Observação 
 

TcI 
 

Sul da bacia 
Amazônica. 

Silvestre e doméstico Manifestações cardíacas 

TcII Regiões sul e central 
da América do Sul 

Doméstico Manifestações cardíacas, 
síndromes do mega. 

TcIII Brasil e Venezuela Silvestre Comum em animais e 
vetores 

TcIV Apresenta padrões 
similares ao TcIII 

Silvestre Associado a transmissão 
oral DCA  

TcV Cone Sul Doméstico e silvestre Presente em humanos e em 
triatomíneos no cone Sul 

TcVI 
 

Cone Sul Doméstico Associadas a casos 
humanos e em triatomíneos 

domiciliados 

TcBat Regiões sul e central 
da América do Sul 

Silvestre Associada aos morcegos e 
registrada em humanos 

 

1.5 Interação parasito-vetor  

Durante o ciclo evolutivo do T. cruzi no trato digestivo do triatomíneo, esse 

parasito enfrenta barreiras para seu desenvolvimento (55,56). Condições 

desfavoráveis nos microambientes intestinais, como, atividade de enzimas 

digestivas (lectinas e aglutininas), membrana perimicrobiana, fatores 

hemolíticos, adesão ao epitélio e temperatura, afetam diretamente a 

sobrevivência do parasito. (57,58). Outros fatores como a falta nutricional do 

inseto pode levar a redução da parasitemia e em casos extremos a perda da 

infecção (59). 

O trato intestinal dos triatomíneos também pode ser considerado uma via 

de seleção de linhagens do protozoário, possuindo um papel decisivo na 

interação parasito-vetor, onde o destino da infecção depende da habilidade das 

formas tripomastigotas escaparem das enzimas digestivas. Assim, evolução do 

T. cruzi em vetores parece estar relacionada a vários fatores, incluindo: a 
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capacidade da cepa de se adaptar ao vetor, a suscetibilidade do vetor a uma 

determinada cepa ou a combinação de ambas (60). Isso reflete na busca de 

vetores padrões com alta capacidade de suscetibilidade e infectividade para as 

diferentes cepas encontradas nas áreas endêmicas da doença de Chagas (61–

64). 

1.6 Doença de Chagas 

A doença de Chagas (DC) é uma antropozoonose causada pelo 

protozoário T. cruzi, descoberto em 1909, por Carlos Chagas. De acordo com a 

Organização Mundial de Saúde, estima-se que aproximadamente 7 a 9 milhões 

de pessoas sejam portadoras da doença em todo o mundo e aproximadamente 

75 milhões estão sob risco de infecção. Endêmica das Américas, a DC se 

dispersou para outros continentes em razão do fluxo migratório (65,66)(Figura 

4). O T. cruzi pode ser transmitido ao homem de forma vetorial, congênita 

transfusão de sangue, transplante de órgãos, acidentes em laboratórios ou oral 

(67,68). 

 

Figura 4: Distribuição global de casos da DC em 2018. Fonte: WHO,2018 

1.7 Doença de Chagas na Amazônia 

Na Amazônia os primeiros casos da DC foram registrados em 1969, 

Belém, estado do Pará, na forma aguda, onde se suspeitaram de transmissão 

oral, por terem sido diagnosticados quatro casos simultaneamente em uma 
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família, e não terem sido encontrados vetores nos arredores do domicílio. Nos 

anos seguintes foram registrados casos nos outros estados, classificando a 

região como uma área  emergente para DC evidenciando um novo cenário para 

as ações de vigilância em razão da predominância de casos pela transmissão 

oral (69–71). 

1.7.1 Doença de Chagas no Amazonas 

No Amazonas os primeiros casos da infecção em humanos, foram 

relatados em 1977 no Município de Barcelos, através da sorologia em quatro 

casos, considerados portadores do DC crônica. O primeiro caso de DC aguda 

foi relatado  em 1980 após o diagnóstico de uma criança, doo Município de São 

Paulo de Olivença (69,70). Em 2004 em Tefé foi registrado o primeiro surto da 

DCA por transmissão oral e desde então até 2022 foram notificados 10 surtos 

em noves municípios (69,72,73).  

1.7.1.1 Vetores no Amazonas 

No Amazonas, há registro da ocorrência de pelo menos 12 espécies de 

triatomíneos todos de habito silvestre, sendo Panstrongylus geniculatus, 

Rhodnius robustus e Rhodnius pictpes as mais frequentes, e Rhodnius brethesi 

a espécie responsável pela transmissão do T. cruzi em piaçabeiros na região de 

Barcelos, no alto Rio Negro (74).  

Embora não haja ocorrência de colonização de triatomíneos dentro das 

residências, têm sido frequentes os registros da invasão desses insetos, na fase 

adulta, em ambientes domiciliares (43,75). A grande maioria é detectada com 

altas taxas de infecção natural por T. cruzi principalmente com a linhagem TcI, a 

mesma registrada em casos isolados da DC aguda e casos crônicos (36). Entre 

os possíveis fatores que devem estar favorecendo essa dispersão do ambiente 

silvestre para o domiciliar, está a proximidade das residências com fragmentos 

de florestas (44,75). 
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Figura 5: Distribuição dos casos de DCA registrados no Amazonas entre 1977 a 2021. Fonte: 

Guerra e Guerra, 2021. 

1.8 Relevância do estudo 

No Amazonas, a referência para o atendimento e cuidado de pacientes 

com a DC é a Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado- 

FMT-HVD, e vários estudos envolvendo aspectos clínicos, ecoepidemiológicos 

e de diagnostico tem sido realizado. O suporte no diagnostico parasitológico 

complementar, tais como: xenodiagnóstico, xenocultura, hemocultura e 

biomolecular é feito na Unidade de Entomologia Nelson Ferreira Fé local onde 

são armazenadas cepas de T. cruzi e estabelecidas colônias de triatomíneos.  

(44,72,73,75–80). Nesse contexto os estudos que investiguem a suscetibilidade 

e resposta imunológica dos triatomíneos frente às linhagens de T. cruzi 

circulantes na Amazônia, são relevantes, visando-se um melhor desempenho 

das espécies utilizadas no xenodiagnóstico. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Geral 

Avaliar a suscetibilidade e resposta celular de Rhodnius robustus e 

Rhodnius prolixus à infecção por linhagens de Trypanosoma cruzi TcI e TcIV 

circulantes no Amazonas 

2.2 Específicos 

● Investigar a susceptibilidade das espécies Rhodnius robustus e Rhodnius 

prolixus à infecção pelas linhagens de Trypanosoma cruzi TcI e TcIV; 

 

● Descrever as alterações da resposta celular durante a infecção  

 

● Demonstrar os tipos de hemócitos expressados após infecção pelas 

linhagens de T. cruzi TcI e TcIV. 
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3. PRODUTO DA DISSERTAÇÃO-MANUSCRITO 
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Resumo 

Triatomíneos são insetos, de grande importância médica, por serem hematófagos, hábitos 
que os insere no ciclo biológico do Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de 
Chagas, definida primariamente como uma enzootia de animais silvestres. Devido ao seu ciclo 
de vida complexo, o T. cruzi é classificado em sete genótipos, a depender do local de 
ocorrência denominadas de linhagens. Rhodnius prolixus possui grande relevância 
epidemiológica por ser encontrada colonizando domicílios em países da América do 
Sul. Rhodnius robustus é espécie silvestre que no Amazonas, invade as residências próximas 
a áreas de floresta, com altas taxas de infecção natural pela linhagem de T. cruzi TcI. Os 
hemócitos são as células que circulam na hemocele dos insetos, responsável por 
desempenhar várias funções imunológicas. Poucos estudos relatam a resposta imunológica 
de triatomíneos à invasão pelo T. cruzi. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a 
suscetibilidade e a resposta celular de Rhodnius robustus e Rhodnius prolixus frente às 
linhagens Trypanosoma cruzi TcI e TcIV circulantes no Amazonas. Foram utilizadas ninfas de 
5º estádio proveniente da colônia de hemíptera, do laboratório de entomologia da FMT/HVD, 
alimentadas com sangue humano contaminado com linhagens de TcI e TcIV crio preservadas, 
por membrana artificial. Após infeção, a caracterização dos hemócitos e alterações dessas 

mailto:*matheussmartins.1996@gmail.com
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células em diferentes períodos de infeção foram realizadas por microscopia eletrônica de 
transmissão e citometria de fluxo. Observou-se que nas duas espécies houve maior 
suscetibilidade a linhagem de T. cruzi TcI, e em ambas foram encontrados cinco tipos de 
hemócitos, sendo eles: adipohémocitos, granulócitos, eonócitos, prohemócitos e 
plasmatócitos e não houve diferença significativa em relação a variação dessas células pós 
infecção. 

 
 
 
Palavras-chave: Triatomíneos; Doença de chagas; Amazônia; Resposta imunológica celular; 

Hemócitos. 

 
 
Introdução 

Triatomíneos são insetos estritamente hematófagos, hábito que os insere no ciclo 

biológico do Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas (1). Há Cerca 

de 150 espécies, a maioria de habito silvestre, podem ser inseridas no ciclo de 

transmissão desse parasito, que também realiza parte do seu ciclo em mais de cem 

espécies de mamíferos (2,3).  

Os triatomíneos vivem em colônias, e seus habitats preferenciais são locais próximos 

à sua fonte alimentar. Algumas espécies por terem seus ecossistemas destruídos se 

adaptaram ao ambiente doméstico e peridoméstico estabelecendo colônias dentro ou 

próximo das residências, condição que os define como espécies domiciliadas, entre 

elas a espécie Rhodnius prolixus (4–7). 

No trato digestivo do triatomíneo, o T. cruzi enfrenta barreiras para seu 

desenvolvimento (8,9), entre elas, atividade de enzimas digestivas (lectinas e 

aglutininas), membrana perimicrobiana, fatores hemolíticos, adesão ao epitélio e 

temperatura, que afetam diretamente a sobrevivência do parasito. (10,11), cuja 

evolução parece estar relacionada sua capacidade de se adaptar ao vetor, a 

suscetibilidade do vetor ao parasito ou a combinação de ambas (12). Isso reflete na 

busca de vetores padrões com alta capacidade de suscetibilidade e infectividade para 

as diferentes cepas (13–16). 

As alternâncias de hospedeiros obrigam o T. cruzi á adaptações e modificações, 

resultando em variabilidade genética. Atualmente, com base em diferentes genótipos 

são conhecidas sete linhagens de T. cruzi (TcI-TcVI) e Tcbat (17–20). 
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Na Amazônia já foram registradas a ocorrência de 25 espécies de triatomíneos e no 

Amazonas, 12 espécies, todas de habito silvestre, sendo Panstrongylus geniculatus, 

Rhodnius robustus e Rhodnius pictpes as mais frequentes, e Rhodnius brethesi a 

espécie responsável pela transmissão do T. cruzi em piaçabeiros na região de 

Barcelos, no alto Rio Negro (21). Nessa região não há domiciliação de vetores, mas 

frequentemente há invasão de adultos em ambientes domiciliares (22,23), com altas 

taxas de infecção natural por T. cruzi principalmente a linhagem TcI, a mesma 

registrada em casos isolados da DC aguda e casos crônicos (7). Este trabalho teve 

como objetivo avaliar suscetibilidade e a resposta celular de Rhodnius robustus e 

Rhodnius prolixus a infecção por linhagens de Trypanosoma cruzi TcI e TcIV 

circulantes no Amazonas. 

Material e métodos 

Local de estudo. Os experimentos e análises foram realizados na Fundação de 

Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado e na Universidade do Estado do 

Amazonas. 

Obtenção das ninfas de triatomíneos. Foram realizados experimentos utilizando 

ninfas 5º. estadios de R. robustus e R. prolixus respectivamente, provenientes da 

colônia de triatomíneos do na Unidade Entomologia Nelson Ferreira Fé, FMT-HVD, 

criados sob temperatura média de 26°C e umidade relativa de 80 ± 5%.  

Para a avaliação de suscetibilidade. Foram utilizadas 180 ninfas, distribuídas em 

dois grupos por espécie. 

Grupo 1- R. robustus  

– 30 ninfas alimentadas com TcI;  

– 30 ninfas alimentadas com TcIV;  

– 30 ninfas alimentadas não infectadas (controle);  

 

Grupo 2 - R. prolixus  

– 30 ninfas alimentadas com TcI;  

– 30 ninfas alimentadas com TcIV;  

           – 30 ninfas alimentadas não infectadas (controle) 
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Foram utilizadas duas cepas de T. cruzi: 1) TcI – oriundas de casos humanos da DCA, 

isolados; 2) TcIV - de pacientes diagnosticados em surtos por transmissão oral. As 

cepas foram mantidas em nitrogênio, no laboratório de entomologia da FMT-HVD. 

Para o procedimento de cultura, foram descongeladas, e semeadas em garrafas, 

contendo meio MacNeal, Novy e Nicolle (NNN), cobertos por camada de solução 

salina a 0,9% suplementado com 140mg/ml de sulfato de gentamicina e são mantidas 

em estufa microbiológica a 28ºC e monitoradas semanalmente para verificação do 

crescimento parasitário. Após o crescimento, as alíquotas da cultura foram 

transferidas para 10 ml de meio Schneider suplementado com soro fetal bovino para 

o aumento da massa parasitária. A contagem dos parasitas foi realizada em câmera 

de Neubauer utilizando a seguinte forma, contagem em 2 quadrante e dividido por 2 

e multiplicados por 105 para obter-se o número de parasito em 1ml.  

Contaminação do sangue com T. cruzi para infecção experimental dos 

triatomíneos. Para a Infecção experimental foram utilizados tubos Falcon de 50mL, 

as amostras de 40mL de sangue humano foram centrifugadas a 4000 rpm por 15 

minutos para a separação do soro e reservadas as hemácias em outro tubo para 

uso posterior.  

Após a centrifugação, o soro foi separado com pipeta automática e colocado em um 

novo tubo Falcon 50 ml, e em seguida, submetido ao banho-maria a 52ºC durante 

60 minutos, para a inativação do sistema complemento. Após esse processo, foram 

adicionadas às formas parasitarias de T. cruzi, misturado com as hemácias 

reservadas reconstituindo desta forma o sangue total.  

O processo de infecção experimental dos insetos foi realizado por meio de ensaios de 

alimentação indireta. O ensaio foi composto de um recipiente (alimentador) de vidro 

semelhante a um funil invertido com capacidade de 10 ml, revestido, na parte inferior, 

com membrana artificial, conectados a uma mangueira de borracha com 3cm 

diâmetro. O sangue contaminado com o parasito foi alocado no espaço entre o 

alimentador e a membrana artificial (Parafilm®). 

Os alimentadores foram ligados a um sistema de água aquecida em um banho-maria 

que circula entre os recipientes, através de mangueiras, impulsionada por uma bomba 

hidráulica, mantidos numa temperatura que varia entre 37-38°. A infectividade dos 
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triatomíneos foi avaliada por exames de fezes à fresco, no período de 3, 7, 10, 12. e 

15 dias, após a infecção em microscópio óptico. 

Procedimentos para investigação de alterações na resposta celular após 

infecção pela expressão dos hemócitos  

A ocorrência de resposta celular foi demonstrada pela expressão dos 

hemócitos, e as imagens foram captadas após infecções e coletada a hemolinfa, 

utilizando microscopia eletrônica de varredura e citometria de fluxo.  

Microscopia Eletrônica de Transmissão - A hemolinfa foi retirada de uma 

das patas de 30 triatomíneos formando um pool fixadas em Karnovsky por 2h, 

centrifugada a 3500 × rpm por 5 min em temperatura ambiente para formação de 

pellet sem induzir danos celulares visíveis. Para isso foram utilizados tubos com as 

paredes siliconadas.  

As células fixadas foram lavadas e tratadas com tetróxido de ósmio a 1%, e 

passada por uma série de desidratação utilizando acetona com concentrações 

crescentes de 70, 80, 90% por 15 minutos em cada concentração, finalizando com 

duas desidratações finais em acetona 100%, colocado em resina epon. Após 48 horas 

de polimerização. Por fim, cortes ultrafinos de 90 nm foram obtidos em ultramicrótomo 

JUM-7 (Jeol, Tóquio, Japão) e colocados em grades, pós-corados com soluções de 

acetato de uranila/citrato de chumbo,e examinados em microscópio eletrônico (Zeiss 

Leo 906-E, Oberkochen, Alemanha). 

Citometria de fluxo. Após novas infecções em ninfas de 5 estadio, foram retirados o 

total de 10 μL de hemolinfa de um quantitativo de 2 triatomíneos, formando um pool. 

As amostras foram armazenadas em micro tubos estéreis e adicionados 100 μL de 

PBS 1x filtrado. Posterior a essa etapa ocorreram às análises morfométricas das 

populações celulares por citometria de fluxo, no período de 3, 7, 10 e 15 dias pós-

infecção. O experimento foi realizado em replicata. 

As análises por citometria de fluxo foram padronizadas através do uso do Laser Azul 

(488nm), as amostras foram analisadas utilizando equipamento FACScanto II da 

plataforma de citometria de fluxo - FIOCRUZ-AM, onde foram adquiridos 30.000 

eventos com flowrate entre 1000 a 1500 eventos por segundo, levando em 
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consideração os ajustes dos parâmetros de tamanho (FSC) em 393 e complexidade 

(SSC) em 368 com threshold de 1.000, os dados gerados ao final das análises foram 

comparados com os achados na microscopia eletrônica ( Figura 1). 

 

Figura 1: Análise morfométrica de hemócitos de triatomíneos por citometria de fluxo. (A) Análise de 

Tamanho (FCS-A) e Complexidade (SSC-A), (B) Análise de Células únicas por tamanho (FSC-H/FSC-

W), (C) Análise de Células únicas por Complexidade (SSC-H/SSC-W), (D) Determinação de 

subpopulações de hemócitos por níveis de tamanho por complexidade, (E) Histograma de 

subpopulações de hemócitos por complexidade. 

Análise de dados. Os dados foram tabulados em planilhas Excel e analisados através 

do programa estatístico Stata v.14 (StataCorp, USA). As variáveis qualitativas são 

apresentadas por suas frequências absolutas e relativas, e as variáveis quantitativas 

de distribuição paramétrica são apresentadas pela média  desvio padrão. Para a 

comparação das frequências foi realizado o teste Qui-quadrado de Pearson. Para a 

comparação das médias, inicialmente todos os dados foram submetidos ao teste de 

normalide Shapiro-Wilk, e assim, realizados o teste t de Student (para comparação 

entre as linhagens e as espécies), o teste de variância ANOVA (para dados 

paramétricos) ou Kruskall-Wallis (para dados não paramétricos) a fim de comparar as 

médias entre as linhagens e o grupo controle. 
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Aspectos éticos. O projeto faz parte de um projeto maior sob título: Triatomíneos do 

estado do Amazonas: Distribuição espacial, bioecologia e importância epidemiológica, 

submetido e aprovado pelo CEP da FMT-HVD sob CAAE: 96950118.5.0000.0005. 

 

Resultados 

Suscetibilidade  

Observou-se que 100 (83%) dos 120 espécimes de triatomíneos (60 de R. robustus e 

60 R. prolixus) foram suscetíveis à infecção pelas linhagens TcI e TcIV. Quando 

comparados os resultados da positividade entre as duas espécies de triatomíneos 

pós-infecção, foi observado maior suscetibilidade em ambas as espécies (93,3%) por 

T. cruzi TcI, em relação as infectadas com TcIV (73.3%) com diferença significativa 

(p=0.006). Em relação ao tempo de detecção de infectividade ambas as espécies 

demostram positividade aos 3 e 7 dias pós infecção com TcI com diferença 

significativa (p<0.001). Após o 7° dia de infecção ambas as espécies apresentaram 

dados semelhantes para infecção pelas duas linhagens (Tabela 1). 

Tabela 1 – Resultados da suscetibilidade de Rhodnius robustus e R. prolixus à infecção com 
as linhagens de Trypanosoma cruzi TcI e TcIV (* Teste qui-quadrado de Pearson). 
 

 
 

Variáveis  

R. robustus   R. prolixus            Total /% 
Total 

Geral/% 

p-valor* 

 TcI TcIV  TcI TcIV   TcI   TcIV 0.006 

Positividade 
 28/30 
(93,3%) 

 22/30 
(73,3%) 

 28/30 
(93,3%) 

 22/30 
(73,3%) 

56/60 
(93,3) 

44/60 
(73%) 

100/120 
(83,3%) 

1.000 

Leitura          

3 dias  5 1 4 2 9 3 12 (50) 

<0.001 

7 dias  5 3 6 2 11 5 
16 

(66,6) 

10 dias  6 6 6 6 12 12 24 (100) 

12 dias  6 6 6 6 12 12 24 (100) 

15 dias 6 6 6 6 12 12 24 (100) 
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Figura 2: Resultado do tempo de observação (dpi= Dia pós infecção) de R robustus e R. 
prolixus pós infecção com linhagens TcI e TcIV de Trypanosoma cruzi. 
 
 

Resposta celular das espécies Rhodnius robustus e Rhodnius prolixus após 

infecção pelo Trypanosoma cruzi TcI e TcIV. 

 

De maneira geral após a infecção das duas espécies de triatomíneos pelas 

linhagens de T. cruzi ao longo do período de observação, foram registradas a 

ocorrência de cinco tipos de células morfologicamente distintas: prohemócitos, 

plasmatócitos, granulócitos, adipohemócitos e oenócitos (Figura 3), caracterizados 

por tamanho (FSC) e complexidade (SSC). Observou-se uma heterogeneidade de 

hemócitos, mas não houve diferença significativa em relação às médias da quantidade 

de células encontradas, exceto para os prohemócitos (p= 0.048) (Tabela 2).  

Tabela 2 – Análise de expressão de hemócitos entre as espécies R. prolixus e R. robustus 
 

Variáveis  Rhodnius 
prolixus 
n = 16 

Rhodnius 
robustus 

n = 16 

p-valor 

Hemócitos   
 

   

Prohemócitos 31.2 ± 7.2 36.2±6.4 0.048 
Plasmatócitos 37.4 ± 8.5 32.7±5.7 0.078 
Granulócitos 5.0 ± 1.7 3.0 ±1.4 0.084 
Adipohemócitos 5.2 ± 3.1 3.3 ± 2.2 0.057 
Oenócitos 13.0 ± 2.3 13.5±2.9 0.574 

* Teste t de Student (para comparação entre as espécies) 
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Em relação à expressão das células entre as infecções com as linhagens T. 

cruzi e o grupo controle, também não houve diferença significativa, embora tenha sido 

observada maior expressão de prohemócitos nos insetos com infecção (Tabela 3). Em 

relação à variação das células e o período das infecções, não se observaram 

diferenças entre as duas espécies de triatomíneos, exceto em R. robustus no 3° dia 

pós-infecção com as duas linhagens com diferença significativa (p=0.020) na 

expressão de oenócitos (Figura 3). 

Tabela 3 – Análise de expressão de hemócitos entre as infecções pelas linhagens TcI e TcIV.  

 

Variáveis  Controle 
n= 8 

TcI  
n = 16 

TcIV 
n = 16 

p-valor 

Hemócitos   
 

    

Prohemócitos 29.5 ± 9.5 33.6 ± 7.6 33.7 ± 6.9 0.618 
Plasmatócitos 39.2 ± 9.9 35.1 ± 7.9 35.0 ± 7.3 0.638 
Granulócitos 5.2 ± 2.7 4.3 ± 1.5 4.7 ± 1.7 0.180 
Adipohemócitos 4.9 ± 2.2 4.2 ± 2.4 4.3 ± 3.3 0.356 
Oenócitos  11.6[10.9-

15.0] 
13.8 [12.8-15.9] 12.9[12.0-

13.6] 
  0.210* 

Teste anova. *Teste de kruskall Wallis . 
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Figura 3: (A) Plasmatócitos, B) Prohemócitos, (C e E) Granulócitos, (D) 
Adipohemócitos, (F) Oenócitos As setas indicam M, mitocôndrias; N, núcleo; V, 
vesículas; L, gotícula lipídica; RE, retículo endoplasmático; G, grânulo 
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Figura 4: (A) Percentual de hemócitos expressos no período pós-infecção pelas 
linhagens TcI e TcIV em triatomíneos das espécies R. prolixus. (B) Percentual de 
hemócitos expressos no período pós-infecção pelas linhagens TcI e TcIV em 
triatomíneos das espécies R. robustus. 
 
 

Discussão 

No Brasil são registradas 68 das 150 espécies de triatomíneos conhecidas (4,24), e 

destas, 25 espécies já foram registradas na Amazônia, todas de hábito silvestre, 

sendo 12 delas encontradas no Amazonas (25–27). Nesse estudo apresenta-se pela 

primeira vez observações sobre a suscetibilidade de duas espécies de triatomíneos, 

R. robustus encontrada em ambiente silvestre no Amazonas e R. prolixus oriunda de 

países vizinhos com hábitos domiciliares, frente a linhagens silvestres 

de Trypanosoma cruzi - TcI e TcIV circulantes no Amazonas. Os dados observados 

sugerem que ambas as espécies apresentaram baixa capacidade de resposta a 

invasão do parasito em seu organismo após infecção, evidenciando sua importância 

na manutenção do ciclo de T. cruzi. 

Na Amazônia, R. robustus  é uma espécie estritamente silvestre, que vem 

sendo encontrada dentro dos domicílios de forma isolada, com altas taxas de infecção 

natural pelo T. cruzi (23), principalmente com a linhagem TcI, que de forma geral tem 

sido registrada em reservatórios silvestres e em casos humanos isolados, da DC 
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aguda, demonstrando a vulnerabilidade da população ao ciclo de transmissão da 

doença de Chagas uma vez que esses registros ocorrem em residências construídas 

próximo às áreas de floresta (7). 

Embora as espécies de triatomíneos tenham apresentado menor 

suscetibilidade ao T. cruzi TcIV nas primeiras horas de observação pós infecção, o 

resultado final foi semelhante, ou seja ambas espécies são suscetíveis as duas 

linhagens encontradas nessa região, onde atualmente ocorre o maior número de 

casos da doença de Chagas na fase aguda seja de forma isolada, onde tem sido 

associada a infecção por T. cruzi TcI (28) ou em surtos por transmissão oral após o 

consumo de alimentos contaminados,  predominando nessas situações a linhagem 

TcIV (29,30). Ressalta-se que R. prolixus é considerada uma importante espécie 

vetora de doença de Chagas na Venezuela e na Colômbia, por ser encontrada 

colonizando residencias, particularmente em áreas rurais (15). 

Com relação a resposta celular das duas espécies de triatomíneos infectadas 

com as duas linhagens de T. cruzi, neste estudo não se observou nenhum achado 

que caracterize maior ou menor resposta celular após invasão do parasito. De acordo 

com a literatura disponível, ficou evidente que não houve diferença entre a expressão 

das células, caracterizadas pelos cinco tipos de hemócitos quando comparadas a 

estudos realizados com outras espécies de triatomíneos, alimentadas com sangue 

sem infecção, cujos resultados foram semelhantes na expressão de hemócitos como, 

por exemplo, Dipetalogaster  maxima (31) Pantrongylus megistus (32) e Rhodnius 

neglectus, Triatoma infestans (33), inclusive estudo com Rhodnius prolixus (34). 

Ressalta-se, no entanto, que este estudo apresenta pela primeira vez a 

avaliação da resposta celular de uma espécie de triatomíneos silvestre e uma espécie 

considerada domiciliada em países vizinhos, infectados com linhagens de T. cruzi 

circulante no Amazonas. O uso da citometria de fluxo para estudar a resposta celular 

de triatomíneos da espécie D. máxima foi realizado por Moyetta e colaboradores (31) 

com objetivo semelhante em relação a morfometria, entretanto com os procedimentos 

metodológicos diferentes dos aqui utilizados. O fato do T. cruzi realizar seu ciclo na 

luz do intestino do inseto, sem contato com a hemocele, reflete na inexistência de 

diferenciação de hemócitos entre insetos infectados ou não.  
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De maneira geral a descrição da morfométria de hemócitos em triatomíneos, não 

segue uma padronização na metodologia utilizada. Nesse estudo, a descrição 

morfométrica dos hemócitos, foi feita usando ferramentas metodológicas de alta 

resolução e precisão como a MET e Citometria de fluxo, permitindo o registro das 

variações morfológicas fornecendo parâmetros para trabalhos futuros (31).  
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4. LIMITAÇÃO E PERSPECTIVAS  

A principal limitação foi a o cenário da pandemia pelo COVID-19 que atrasou a 

execução do estudo e impossibilitou a realização do trabalho inicialmente desenhado. 

Entre as perspectivas, está à experiência com a Citometria de fluxo, ferramenta 

que pode ser utilizada em estudos futuros.  
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5. CONCLUSÃO 

- A espécies Rhodnius robustus e Rhodnius prolixus mostraram-se suscetíveis à 

infecção experimental em laboratório com as linhagens de Trypanosoma cruzi TcI e 

TcIV, sendo maior para linhagem TcI. 

- Foram encontrados cinco tipos de hemócitos expressados por Rhodnius 

robustus e Rhodnius prolixus após infecção pelas linhagens de T. cruzi TcI e TcIV, 

sendo eles: prohemócitos, plasmatócitos, granulócitos, adipohémocitos e os oenócitos 

 

- Demonstrar a ocorrência de alterações na resposta celular durante a infecção  
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7. ANEXOS 

7.1 Procedimentos Operacionais Padrão utilizados (POP) 

7.1.1 Procedimento para a preparação do meio MacNeal, Novy e Nicolle (NNN) 

para cultura de Leishmania sp. e Trypanosoma cruzi 

 



55 
 

 

 



56 
 

7.1.2 Procedimento para a obtenção de massa parasitaria de Trypanosoma cruzi.  
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7.1.3 Procedimento para a preparação de 1L de PBS 20x  
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7.1.4 Procedimento para a contaminação do sangue com Trypanosoma cruzi 

para o Xenodiagnóstico indireto. 
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7.1.5 Procedimento para preparo da amostra e obtenção das imagens de 

hemócitos de triatomíneos por microscopia eletrônica de transmissão 
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