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RESUMO

Triatomineos sao insetos, de grande importancia médica, por serem hematéfagos, habitos
que os insere no ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de
Chagas, definida primariamente como uma enzootia de animais silvestres. Devido ao seu
ciclo de vida complexo, o T. cruzi é classificado em sete genétipos, a depender do local de
ocorréncia denominadas de linhagens. Rhodnius prolixus possui grande relevancia
epidemioldgica por ser encontrada colonizando domicilios em paises da América do
Sul. Rhodnius robustus é espécie silvestre que no Amazonas, invade as residéncias
proximas a areas de floresta, com altas taxas de infec¢do natural pela linhagem de T.
cruzi Tcl. Os hemdécitos sao as células que circulam nha hemocele dos insetos, responsavel
por desempenhar varias funcbes imunolbégicas. Poucos estudos relatam a resposta
imunoldgica de triatomineos a invasdo pelo T. cruzi. Esse trabalho teve como objetivo
avaliar a suscetibilidade e a resposta celular de Rhodnius robustus e Rhodnius
prolixus frente as linhagens Trypanosoma cruzi Tcl e TclV circulantes no Amazonas. Foram
utilizadas ninfas de 5° estadio proveniente da col6nia de hemiptera, do laboratério de
entomologia da FMT/HVD, alimentadas com sangue humano contaminado com linhagens
de Tcl e TclV crio preservadas, por membrana artificial. Apés infecdo, a caracterizacao dos
hemdacitos e alteracBes dessas células em diferentes periodos de infecao foram realizadas
por microscopia eletrénica de transmissao e citometria de fluxo. Observou-se que nas duas
espécies houve maior suscetibilidade a linhagem de T. cruzi Tcl, e em ambas foram
encontrados cinco tipos de hemacitos, sendo eles: adipohémocitos, granuldcitos, oendcitos,
prohemdécitos e plasmatécitos e ndo houve diferenca significativa em relacao a variacdo
dessas células po6s infecgéo.

Palavras-chave: Triatomineos; Doenca de chagas; Amazbnia; resposta imunoldgica
celular; Hemdcitos.
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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 Tcl 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 Tcl and
TclV 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 Tcl and TclV 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 Tcl 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; Hemacitos.



RESUMO LEIGO

Os insetos conhecidos como barbeiros, se alimentam de sangue de varios animais entre
eles 0 do homem, e isso faz com que eles sejam considerados vetores da doenca de
Chagas-DC. Na Amazénia brasileira os barbeiros vivem na floresta, sendo encontrado com
frequéncia nas residéncias construidas proximas a essas areas, atraidos principalmente
pela luz, A transmisséo 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 0s outros insetos ao se contaminarem
desenvolvem uma resposta contra invasores, denominadas de resposta celular e humoral.
Algumas células de nome hemdcitos ajudam no combate e defesa aos invasores. Quanto
menor for sua defesa, maior serd a possibilidade de sua atuacdo 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 triatomineos se contaminaram melhor a um tipo de forma
do Trypanosoma cruzi e elas apresentaram cinco tipos de células, mas nao houve diferenca
em relagdo a variagdo dessas células pos infeccao.
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1. INTRODUCAO
1.1 Insetos

O filo Arthropoda, € o grupo de invertebrados mais bem sucedido,
encontrados em diversos ambientes, com excecdo da Antartida, caracteristica
gue os coloca em contato com diferentes microrganismos. Dentre as classes que

compdem esse filo, Insecta detém o maior nimero de espécies descritas (1).

Um dos fatores que possibilitou o grande sucesso evolutivo dos insetos
foi a sua rapida e eficiente resposta imunoldégica contra potenciais invasores,
através de mecanismos de defesa que funcionam de forma dependente,
consistindo em barreiras fisicas (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 esta baseada na secrecédo 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 ativacéo
transcricional de um conjunto de genes pelas vias Toll, imd e JAK/STAT, as quais
lideram a producdo de diversas moléculas e a producdo de peptideo

antimicribianos (6,7).
1.1.1.1 Peptideos antimicrobianos e seu mecanismo de agéao.

Peptideos antimicrobianos ou PAM’s consistem nas principais moléculas
efetoras estudadas contra microrganismos invasores em vetores de doencas.
Essas moléculas apresentam baixo peso molecular, resistem a temperaturas
altas, sao tipicamente catibnicos e muitas vezes apresentam menos de 100

residuos de aminoacidos em sua composicao (8).

Os PAM’s tém como principais alvos as membranas de microrganismos.
Uma das diferengas mais marcantes em membranas de células eucaridticas e

procarioticas é a sua composicdo e o arranjo da bicamada lipidica, por isso
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peptideos antimicrobianos possuem alto poder de seletividade. O corpo

gorduroso dos insetos é o principal responsavel pela producdo de PAMs
segundo Schmid-Hempel (9,10).

O principal mecanismo de acdo dos peptideos antimicrobianos € a
possivel interacdo com os lipopolissacarideos, encontrado principalmente na
membrana de bactérias Gram-negativas, criando uma via de transporte ou poro
que gera desequilibrio osmético e 0 microrganismo morre por lise celular. S&o
descritos quatro principais mecanismos de acdo dos PAM’s sobre a membrana
celular. Eles podem se agregar formando canais, aumentando a permeabilidade
da membrana, causando perda de parte do conteudo intracelular, porém muitas

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

Outro mecanismo de acdo € conhecido como modelo toroidal, onde o0s
peptideos formam um agregado, ligando-se as membranas lipidicas e levando-
as a se curvarem continuamente, fazendo com que ambos os peptideos e o
lipideo se alinhem para as porc¢des hidrofilicas fiquem voltadas para o centro do

poro formado (12).

Os PAM’s também podem agir como carpete de acdo detergente que
recobre a superficie até uma concentracdo limiar, levando a formacao de
agregados lipidicos gerando ruptura da membrana, conduzindo a morte celular.
Por fim, o modelo de barril (barrel-stave model), onde feixes de hélices
anfipaticas se oligomerizam e formam poros transmembrana com seus residuos
hidrofilicos voltados para a luz do poro. Alguns peptideos de alfa-hélice atuam
nesse mecanismo. A morte do microrganismo se da pela perda de polarizacao,
por disturbios na funcdo de membrana na redistribuicdo de lipideos, perda do
conteudo celular e ativacdo de enzimas hidrolases que podem destruir a parede
celular (13-15).

1.1.1.2 Reativos de nitrogénio (RNS) e oxigénio (ROS)

Outro mecanismo de respostas humorais identificado em insetos esta
relacionado com a formacao de radicais livres, como as espécies reativas de

nitrogénio (RNS) e espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem ser geradas
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por diferentes processos metabolicos, como a ingestéao e digestdo de sangue em
insetos hematéfagos, respiracao celular e ainda pela infeccéo por parasitas. Os
radicais livres sdo moléculas que apresentam um elétron ndo pareado na ultima
camada, o que define seu grande potencial oxidativo. ROS e RNS interagem
com as membranas celulares dos microrganismos atraves da peroxidacao de
lipideos, proteinas e DNA, desempenhando papel antimicrobiano que auxilia
principalmente no combate as infecgées. ROS séo radicais livres derivados do
metabolismo do oxigénio, formados durante o processo de respiracédo celular.
Dentre os ROS estdo os anions superéxidos (O2-), radicais hidroxila (OH) e o
peréxido de hidrogénio (H202). Estudos tém demonstrado a participacdo de
ROS tanto na manutencdo da microbiota intestinal do inseto bem como na

infeccdo 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 érgdos denominado de hemolinfa,
formado essencialmente por duas partes: uma liquida e outra solida. A parte
liquida € responsavel por mudancas quimicas entre Orgaos, horménios e
enzimas, conducdo de nutrientes, iniciando pelo intestino. Também é
responsavel pela excrecdo de produtos residuais encontrados nos érgaos (19—
22).

Na parte solida sdo encontradas as células denominadas hemdcitos
responsaveis pelos principais mecanismos de defesa, fornecendo uma resposta
agil e eficiente contra os patdgenos que atingem a hemocele. Produzidos a partir
dos 6rgdos hematopoiéticos a classificacdo dos hemadcitos leva em conta a
funcionalidade e a morfologia, e dependendo da espécie induz variacdo da
nomenclatura (17,18,23,24).

Na resposta celular, a defesa do organismo envolve hemdcitos
destacando-se os plasmatécitos e granulécitos. A fagocitose, encapsulacéo e a

nodulacao séo as principais linhas de defesa do inseto (17,18,23,24).
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A fagocitose se torna a primeira resposta dos hemadcitos a partir da
invasdo e identificacdo da presenca de um corpo estranho, tornando-se o
mecanismo de imunidade celular mais conservado entre os seres vivos. No
encapsulamento celular pode ocorrer ou ndo melanizacéo do corpo estranho. Os
hemocitos que predominam na fase fagocitica e em capsulacdo s&do os

plasmatdcitos e os granuldcitos (22,25-27).

O Outro processo envolvendo a resposta celular € chamado de
nodulacao, responsavel pela formacédo de nédulos composto por um ou mais
tipos de células, com a funcdo de agregar e reter invasores estranhos, sendo
muito eficiente na contencdo de patégenos e auxiliando na sua eliminacdo
(28,29).

Em insetos hematofagos, moléculas com potencial para atividade biolégica
podem ser secretadas diretamente na hemocele e ser transportadas na
hemolinfa ou dentro do limen do intestino, consideradas componentes da
resposta imune para eliminar patégenos potenciais adquiridos durante o repasto

sanguineo (30).

1.2 Triatomineos

Triatomineos séo insetos estritamente hematofagos, habito que os insere
no ciclo biolégico do protozoario Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da
doenca de Chagas, enfermidade endémica na América Latina definida

primariamente como uma enzootia de animais silvestre (31).

Conhecidos vulgarmente como barbeiros pertencem a ordem Hemiptera,
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, onde estédo agrupadas seis tribos, 18
géneros e 154 espécies (incluindo trés fosseis), amplamente distribuidas nas
regides Neotropical e Neartica (desde o sul dos Estados Unidos até a patagbnia,
na Argentina) (32,33).
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1.2.1 Bio-ecologia de Triatomineos

Quanto ao desenvolvimento triatomineos sao insetos classificados q de
Hemimetabolo (Figura 1), apresentando seu ciclo de vida dividido em trés

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

Adultos

Ninfa s ‘
\ o

it/

) @ /Ninfal
g N "&
1
7 ™\

Ninfa 2
Ninfa 4

Ninfa3

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

Vivem em colbnias, e seus habitats preferenciais sédo locais préximos a sua
fonte alimentar, primariamente, os ambientes silvestres, em ninhos de passaros,
de marsupiais (mucuras ou gambas), tocas de roedores, e dasipodideos (tatus),
abrigos sob pedras ou em palmeiras que propiciem ambientes para sua fonte de
repasto sanguineo, em todos os estagios do seu ciclo de vida. Algumas espécies
por terem seus ecossistemas destruidos se adaptaram ao ambiente doméstico
e peri doméstico estabelecendo colénias dentro ou proximo das residéncias,

condicao que os define como espécies domiciliadas. (33-36).
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No Brasil sdo registradas aproximadamente 68 espécies, cinco tém ou
tiveram participagdo mais relevante na transmisséo domiciliar da doencga de
chagas (DC) (31,37).

Na Amazonia ja foram registradas 25 espécies, onde, 12 sdo encontradas
no Amazonas: Cavernicula lenti, Cavernicola pilosa, Eratyrus mucronatus,
Microtriatoma trinidadensis, Panstrongylus geniculatus, P. lignarius, P.
rufotuberculatus, Rhodnius amazonicus, R. brethesi, R. paraensis, R. pictipes,
R. robustus. Trés géneros agrupam espécies de importancia médica Triatoma
Laporte, 1832, Panstrongylus, Berg,1879 e o género Rhodnius criado por Stal
em 1859 com base na espécie tipo R. prolixus (33). Essa espécie tem ampla
distribuicdo, em paises da América Central, e na Venezuela e Colédmbia tem sido

encontrada colonizando domicilio (38—40).

Rhodnius robustus, € uma espécie silvestre amplamente distribuida em
estados brasileiros como Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso,
Para, Piaui, Rondbnia, Roraima e Tocantins, e em paises vizinhos temos Bolivia,
Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Peru e Venezuela (34,41). Ocorre em
toda Amazébnia, associada a varias espécies de palmeiras tais como, Schelea
maracaibensis e Acrocomia sclerocarpa, Attalea phalerata, Oenocarpus bacaba,
Mauritia flexuosa. No Amazonas tem sido encontrada acidentalmente no
peridomicilio e intradomicilio, de areas rurais e urbanas com altas taxas infeccéo

pelo Trypanosoma cruzi (41-44)(45).

1.3 Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € um protozoario do grupo Stercoraria, ordem
Kinetoplastida e familia Trypanossomatidae, caracterizado pela existéncia do

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

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

1.3.1 Ciclo Biologico

O T. cruzi possui um ciclo de vida heteroxénico realizado em dezenas de
hospedeiros vertebrados e invertebrados, descrito pela primeira vez por Carlos
Chagas, médico brasileiro, responsavel pela descoberta da Tripanossomiase
Americana (31)(47,48).

1.3.1.1 Ciclo no hospedeiro vertebrado - mamifero

Na natureza mais de 100 espécies de mamiferos podem ser inseridas no
ciclo de vida do T. cruzi que se inicia quando as formas tripomastigotas
metaciclicas caem na corrente sanguinea e inicia um novo ciclo passando por
um processo de diferenciacdo gerando formas amastigotas e tripomastigota

sanguinea (49).

1.3.1.2 Ciclo do T. cruzi no hospedeiro invertebrado — insetos triatomineos

Cerca de 150 espécies de triatomineos podem ser inseridas no ciclo do
T. cruzi ao realizarem seu repasto sanguineo em algum animal contaminado.
Ao ingerir as formas tripomastigotas sanguineas, dependendo de varios
fatores ocorrera no seu intestino médio a diferenciacdo de formas evolutivas,

esferomastigota e epimastigota que precisardo chegar até ampola retal do
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vetor e passar por um processo denominado de metaciclogénese gerando as
formas infectivas para o vertebrado as tripomastigotas metaciclicas, que em
um novo repasto sanguineo serdo liberadas junto com as fezes e a urina
(Figura 3) (46,50).
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Figura 3: Representacdo do desenvolvimento do T. cruzi no intestino do inseto vetor: (A) formas
tripomastigotas sanguineas (B) formas epimastigotas, (C) formas tripomastigotas metaciclicas,
as quais sao as formas infectantes ao hospedeiro vertebrado. (Garcia et al., 2007).

1.4 Caracterizacdo genética de Trypanosoma cruzi

As alternancias de hospedeiros durante o seu ciclo de vida obrigam o T.
cruzi & constantes adaptacfes e consequentemente, modificacbes, resultando
em variabilidade genética dependendo do local geogréfico e ambiente (silvestre
e/ou doméstico). Ao longo dos anos, diferentes classificacées foram propostas,
com base em caracteres biolégicos, enzimaticos e genéticos. Em 2009, foi
proposta uma classificacdo, baseada em gendétipos nominando o T. cruzi que 0s
agrupou em seis Unidades de Tipagens Discretas (DTUs) e atualmente séo
conhecidos sete linhagens (Tcl-TcVI) e Tcbat (51-53). De maneira geral as
linhagens Tcll, TcV e TcVI estdo associadas ao ciclo domiciliar enquanto que
Tcl, Tclll e TclV tem sido relacionada ao ciclo silvestre e Tc Bat € uma linhagem
detectada inicialmente em morcegos mas, ja encontrada causando doenca

humana (54). Na tabela 1, séo descritas caracteristicas das DTUs:
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Tabela 1: Descricdo das caracteristicas das linhagens (DTUs) de Trypanosoma

cruzi de acordo com a distribuicdo geogréfica, ciclo do parasito e manifestacao

clinicas da doencga (51).

Linhagens Distribuic&o Ciclo Observacgéo
geogréfica
Tcl Sul da bacia Silvestre e doméstico Manifestacdes cardiacas
Amazonica.
Tcll Regides sul e central Doméstico Manifestacdes cardiacas,
da América do Sul sindromes do mega.
Tclll Brasil e Venezuela Silvestre Comum em animais e
vetores
TclvV Apresenta padroes Silvestre Associado a transmisséo
similares ao Tclll oral DCA
TcV Cone Sul Doméstico e silvestre  Presente em humanos e em
triatomineos no cone Sul
TcVi Cone Sul Doméstico Associadas a casos
humanos e em triatomineos
domiciliados
TcBat Regibes sul e central Silvestre Associada aos morcegos e
da América do Sul registrada em humanos

1.5 Interagéo parasito-vetor

Durante o ciclo evolutivo do T. cruzi no trato digestivo do triatomineo, esse
parasito enfrenta barreiras para seu desenvolvimento (55,56). Condicdes
desfavoraveis nos microambientes intestinais, como, atividade de enzimas
digestivas (lectinas e aglutininas), membrana perimicrobiana, fatores
hemoliticos, adesdo ao epitélio e temperatura, afetam diretamente a
sobrevivéncia do parasito. (57,58). Outros fatores como a falta nutricional do
inseto pode levar a reducdo da parasitemia e em casos extremos a perda da

infeccédo (59).

O trato intestinal dos triatomineos também pode ser considerado uma via
de selecdo de linhagens do protozoario, possuindo um papel decisivo na
interacdo parasito-vetor, onde o destino da infeccdo depende da habilidade das
formas tripomastigotas escaparem das enzimas digestivas. Assim, evolugcéo do

T. cruzi em vetores parece estar relacionada a varios 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 combinagcdo de ambas (60). Isso reflete na busca de
vetores padrbes com alta capacidade de suscetibilidade e infectividade para as
diferentes cepas encontradas nas areas endémicas da doenca de Chagas (61—
64).

1.6 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC) € uma antropozoonose causada pelo
protozodario T. cruzi, descoberto em 1909, por Carlos Chagas. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude, estima-se que aproximadamente 7 a 9 milhdes
de pessoas sejam portadoras da doenca em todo o mundo e aproximadamente
75 milhdes estdo sob risco de infeccdo. Endémica das Américas, a DC se
dispersou para outros continentes em razéo do fluxo migratorio (65,66)(Figura
4). O T. cruzi pode ser transmitido ao homem de forma vetorial, congénita
transfusdo de sangue, transplante de érgaos, acidentes em laboratérios ou oral
(67,68).
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Figura 4: Distribuic&o global de casos da DC em 2018. Fonte: WHO,2018

1.7 Doenca de Chagas na Amazbnia

Na Amazoénia os primeiros casos da DC foram registrados em 1969,
Belém, estado do Para, na forma aguda, onde se suspeitaram de transmissao

oral, por terem sido diagnosticados quatro casos simultaneamente em uma
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familia, e ndo terem sido encontrados vetores nos arredores do domicilio. Nos
anos seguintes foram registrados casos nos outros estados, classificando a
regido como uma area emergente para DC evidenciando um novo cenario para
as acoes de vigilancia em razéo da predominancia de casos pela transmisséo
oral (69-71).

1.7.1 Doenca de Chagas no Amazonas

No Amazonas o0s primeiros casos da infeccdo em humanos, foram
relatados em 1977 no Municipio de Barcelos, através da sorologia em quatro
casos, considerados portadores do DC crdénica. O primeiro caso de DC aguda
foi relatado em 1980 apds o diagndstico de uma crianca, doo Municipio de Sao
Paulo de Olivenca (69,70). Em 2004 em Tefé foi registrado o primeiro surto da
DCA por transmissao oral e desde entdo até 2022 foram notificados 10 surtos

em noves municipios (69,72,73).

1.7.1.1 Vetores no Amazonas

No Amazonas, ha registro da ocorréncia de pelo menos 12 espécies de
triatomineos todos de habito silvestre, sendo Panstrongylus geniculatus,
Rhodnius robustus e Rhodnius pictpes as mais frequentes, e Rhodnius brethesi
a espécie responsavel pela transmissédo do T. cruzi em piagabeiros na regido de

Barcelos, no alto Rio Negro (74).

Embora ndo haja ocorréncia de coloniza¢do de triatomineos dentro das
residéncias, tém sido frequentes os registros da invasdo desses insetos, na fase
adulta, em ambientes domiciliares (43,75). A grande maioria € detectada com
altas taxas de infeccdo natural por T. cruzi principalmente com a linhagem Tcl, a
mesma registrada em casos isolados da DC aguda e casos cronicos (36). Entre
0s possiveis fatores que devem estar favorecendo essa dispersdo do ambiente
silvestre para o domiciliar, esta a proximidade das residéncias com fragmentos
de florestas (44,75).
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Figura 5: Distribuigcdo dos casos de DCA registrados no Amazonas entre 1977 a 2021. Fonte:

Guerra e Guerra, 2021.

1.8 Relevancia do estudo

No Amazonas, a referéncia para o atendimento e cuidado de pacientes
com a DC é a Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado-
FMT-HVD, e varios estudos envolvendo aspectos clinicos, ecoepidemiologicos
e de diagnostico tem sido realizado. O suporte no diagnostico parasitol6gico
complementar, tais como: xenodiagnostico, xenocultura, hemocultura e
biomolecular é feito na Unidade de Entomologia Nelson Ferreira Fé local onde
sdo armazenadas cepas de T. cruzi e estabelecidas colbnias de triatomineos.
(44,72,73,75-80). Nesse contexto os estudos que investiguem a suscetibilidade
e resposta imunolégica dos triatomineos frente as linhagens de T. cruzi
circulantes na Amazobnia, sao relevantes, visando-se um melhor desempenho

das espécies utilizadas no xenodiagndstico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a suscetibilidade e resposta celular de Rhodnius robustus e
Rhodnius prolixus a infec¢do por linhagens de Trypanosoma cruzi Tcl e TclV

circulantes no Amazonas

2.2 Especificos

e Investigar a susceptibilidade das espécies Rhodnius robustus e Rhodnius
prolixus a infeccéo pelas linhagens de Trypanosoma cruzi Tcl e TclV;

e Descrever as alteracdes da resposta celular durante a infecgéo

e Demonstrar os tipos de hemdcitos expressados apoés infeccdo pelas

linhagens de T. cruzi Tcl e TclV.
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3. PRODUTO DA DISSERTACAO-MANUSCRITO

Suscetibilidade e resposta celular de Rhodnius robustus e Rhodnius prolixus a

infec¢ao por linhagens de Trypanosoma cruzi Tcl e TclV circulante no Amazonas

Matheus Martins Monteiro!, Lucas Silva Ferreiral, Laylah Kelre Magalhdes?, Susan
Smith Doria?, Jessica Vanina Ortiz!, Emily de Sousa Moura?, Denison Vital de Jesus?,
Arinéia Soares da Silval, Débora Raysa T. de Sousa?!, Jander Matos Guimardes?!?,
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Jorge Augusto de Oliveira Guerral?, Maria das Gragas Vale Barbosa Guerral?*
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Resumo

Triatomineos sao insetos, de grande importancia médica, por serem hematéfagos, habitos
gue os insere no ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de
Chagas, definida primariamente como uma enzootia de animais silvestres. Devido ao seu ciclo
de vida complexo, o T. cruzi € classificado em sete genotipos, a depender do local de
ocorréncia denominadas de linhagens. Rhodnius prolixus possui grande relevancia
epidemioldgica por ser encontrada colonizando domicilios em paises da América do
Sul. Rhodnius robustus é espécie silvestre que no Amazonas, invade as residéncias préximas
a areas de floresta, com altas taxas de infeccao natural pela linhagem de T. cruzi Tcl. Os
hemdcitos sdo as células que circulam na hemocele dos insetos, responsavel por
desempenhar varias fungdes imunolégicas. Poucos estudos relatam a resposta imunolégica
de triatomineos a invasdo pelo T. cruzi. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a
suscetibilidade e a resposta celular de Rhodnius robustus e Rhodnius prolixus frente as
linhagens Trypanosoma cruzi Tcl e TclV circulantes no Amazonas. Foram utilizadas ninfas de
5° estadio proveniente da colénia de hemiptera, do laboratério de entomologia da FMT/HVD,
alimentadas com sangue humano contaminado com linhagens de Tcl e TclV crio preservadas,
por membrana artificial. Apés infecdo, a caracterizacdo dos hemdécitos e alteracbes dessas
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células em diferentes periodos de infecdo foram realizadas por microscopia eletrbnica de
transmissdo e citometria de fluxo. Observou-se que has duas espécies houve maior
suscetibilidade a linhagem de T. cruzi Tcl, e em ambas foram encontrados cinco tipos de
hemdcitos, sendo eles: adipohémocitos, granulécitos, eonécitos, prohemdcitos e
plasmatécitos e ndo houve diferenca significativa em relacéo a variacdo dessas células pos
infeccao.

Palavras-chave: Triatomineos; Doenca de chagas; Amazonia; Resposta imunolégica celular;
Hemdcitos.

Introducéo

Triatomineos sdo insetos estritamente hematéfagos, habito que os insere no ciclo
biolégico do Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas (1). H& Cerca
de 150 espécies, a maioria de habito silvestre, podem ser inseridas no ciclo de
transmissdo desse parasito, que também realiza parte do seu ciclo em mais de cem

espécies de mamiferos (2,3).

Os triatomineos vivem em col6nias, e seus habitats preferenciais sao locais préximos
a sua fonte alimentar. Algumas espécies por terem seus ecossistemas destruidos se
adaptaram ao ambiente doméstico e peridoméstico estabelecendo colbnias dentro ou
proximo das residéncias, condicdo que os define como espécies domiciliadas, entre
elas a espécie Rhodnius prolixus (4-7).

No trato digestivo do triatomineo, o T. cruzi enfrenta barreiras para seu
desenvolvimento (8,9), entre elas, atividade de enzimas digestivas (lectinas e
aglutininas), membrana perimicrobiana, fatores hemoliticos, adesdo ao epitélio e
temperatura, que afetam diretamente a sobrevivéncia do parasito. (10,11), cuja
evolucdo parece estar relacionada sua capacidade de se adaptar ao vetor, a
suscetibilidade do vetor ao parasito ou a combinagéo de ambas (12). Isso reflete na
busca de vetores padrées com alta capacidade de suscetibilidade e infectividade para

as diferentes cepas (13-16).

As alternancias de hospedeiros obrigam o T. cruzi a adaptacbes e modificacoes,
resultando em variabilidade genética. Atualmente, com base em diferentes gendtipos

sao conhecidas sete linhagens de T. cruzi (Tcl-TcVI) e Tcbat (17-20).
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Na Amazobnia ja foram registradas a ocorréncia de 25 espécies de triatomineos 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 responsavel pela transmissdo do T. cruzi em piagabeiros na regido de
Barcelos, no alto Rio Negro (21). Nessa regido ndo ha domiciliacdo de vetores, mas
frequentemente h4 invasdo de adultos em ambientes domiciliares (22,23), com altas
taxas de infeccdo natural por T. cruzi principalmente a linhagem Tcl, a mesma
registrada em casos isolados da DC aguda e casos cronicos (7). Este trabalho teve
como objetivo avaliar suscetibilidade e a resposta celular de Rhodnius robustus e
Rhodnius prolixus a infeccdo por linhagens de Trypanosoma cruzi Tcl e TclV

circulantes no Amazonas.

Material e métodos

Local de estudo. Os experimentos e analises foram realizados na Fundacdo de
Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado e na Universidade do Estado do

Amazonas.

Obtencao das ninfas de triatomineos. Foram realizados experimentos utilizando
ninfas 5°. estadios de R. robustus e R. prolixus respectivamente, provenientes da
colénia de triatomineos do na Unidade Entomologia Nelson Ferreira F€, FMT-HVD,
criados sob temperatura média de 26°C e umidade relativa de 80 + 5%.

Para a avaliacdo de suscetibilidade. Foram utilizadas 180 ninfas, distribuidas em

dois grupos por espécie.

Grupo 1- R. robustus
— 30 ninfas alimentadas com Tcl;
— 30 ninfas alimentadas com TclV;

— 30 ninfas alimentadas néo infectadas (controle);

Grupo 2 - R. prolixus
— 30 ninfas alimentadas com Tcl;
— 30 ninfas alimentadas com TclV;

— 30 ninfas alimentadas n&o infectadas (controle)
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Foram utilizadas duas cepas de T. cruzi: 1) Tcl — oriundas de casos humanos da DCA,
isolados; 2) TclV - de pacientes diagnosticados em surtos por transmissao oral. As
cepas foram mantidas em nitrogénio, no laboratorio 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 solugao
salina a 0,9% suplementado com 140mg/ml de sulfato de gentamicina e sdo mantidas
em estufa microbiolégica a 28°C e monitoradas semanalmente para verificacdo do
crescimento parasitario. Apdés 0 crescimento, as aliquotas da cultura foram
transferidas para 10 ml de meio Schneider suplementado com soro fetal bovino para
0 aumento da massa parasitaria. A contagem dos parasitas foi realizada em camera
de Neubauer utilizando a seguinte forma, contagem em 2 quadrante e dividido por 2

e multiplicados por 10° para obter-se o nimero de parasito em 1ml.

Contaminacdo do sangue com T. cruzi para infeccdo experimental dos
triatomineos. Para a Infeccdo experimental foram utilizados tubos Falcon de 50mL,
as amostras de 40mL de sangue humano foram centrifugadas a 4000 rpm por 15
minutos para a separacdo do soro e reservadas as hemacias em outro tubo para

uso posterior.

Ap0s a centrifugacéo, o soro foi separado com pipeta automética e colocado em um
novo tubo Falcon 50 ml, e em seguida, submetido ao banho-maria a 52°C durante
60 minutos, para a inativacdo do sistema complemento. ApGs esse processo, foram
adicionadas as formas parasitarias de T. cruzi, misturado com as hemacias

reservadas reconstituindo desta forma o sangue total.

O processo de infeccao experimental dos insetos foi realizado por meio de ensaios de
alimentacdo 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
diametro. O sangue contaminado com o parasito foi alocado no espaco entre o

alimentador e a membrana artificial (Parafim®).

Os alimentadores foram ligados a um sistema de agua aquecida em um banho-maria
que circula entre os recipientes, através de mangueiras, impulsionada por uma bomba

hidraulica, mantidos numa temperatura que varia entre 37-38°. A infectividade dos
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triatomineos foi avaliada por exames de fezes a fresco, no periodo de 3, 7, 10, 12. e
15 dias, ap0s a infecgdo em microscopio optico.

Procedimentos para investigacdo de alteracdes na resposta celular apoés

infeccéo pela expressédo dos hemaocitos

A ocorréncia de resposta celular foi demonstrada pela expressao dos
hemdécitos, e as imagens foram captadas apds infeccdes e coletada a hemolinfa,

utilizando microscopia eletrénica de varredura e citometria de fluxo.

Microscopia Eletrénica de Transmissdo - A hemolinfa foi retirada de uma
das patas de 30 triatomineos formando um pool fixadas em Karnovsky por 2h,
centrifugada a 3500 x rpm por 5 min em temperatura ambiente para formacao de
pellet sem induzir danos celulares visiveis. Para isso foram utilizados tubos com as

paredes siliconadas.

As células fixadas foram lavadas e tratadas com tetroxido de ésmio a 1%, e
passada por uma série de desidratacdo utilizando acetona com concentracdes
crescentes de 70, 80, 90% por 15 minutos em cada concentracéo, finalizando com
duas desidratacdes finais em acetona 100%, colocado em resina epon. Apés 48 horas
de polimerizagéo. Por fim, cortes ultrafinos de 90 nm foram obtidos em ultramicr6tomo
JUM-7 (Jeol, Toquio, Japao) e colocados em grades, pds-corados com solucbes de
acetato de uranila/citrato de chumbo,e examinados em microscépio eletrénico (Zeiss
Leo 906-E, Oberkochen, Alemanha).

Citometria de fluxo. ApGs novas infeccfes em ninfas de 5 estadio, foram retirados o
total de 10 yL de hemolinfa de um quantitativo de 2 triatomineos, formando um pool.
As amostras foram armazenadas em micro tubos estéreis e adicionados 100 uL de
PBS 1x filtrado. Posterior a essa etapa ocorreram as analises morfométricas das
populacdes celulares por citometria de fluxo, no periodo de 3, 7, 10 e 15 dias poés-

infecgdo. O experimento foi realizado em replicata.

As analises por citometria de fluxo foram padronizadas através do uso do Laser Azul
(488nm), as amostras foram analisadas utilizando equipamento FACScanto Il 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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consideracao os ajustes dos parametros de tamanho (FSC) em 393 e complexidade
(SSC) em 368 com threshold de 1.000, os dados gerados ao final das anélises foram

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

Single CeleF5 -l

s

Events

Figura 1: Analise morfométrica de hemacitos de triatomineos por citometria de fluxo. (A) Analise de
Tamanho (FCS-A) e Complexidade (SSC-A), (B) Analise de Células tnicas por tamanho (FSC-H/FSC-
W), (C) Analise de Células Unicas por Complexidade (SSC-H/SSC-W), (D) Determinagdo de
subpopulagbes de hemdcitos por niveis de tamanho por complexidade, (E) Histograma de

subpopulagbes de hemdécitos por complexidade.

Andlise de dados. Os dados foram tabulados em planilhas Excel e analisados através
do programa estatistico Stata v.14 (StataCorp, USA). As variaveis qualitativas sao
apresentadas por suas frequéncias absolutas e relativas, e as variaveis quantitativas
de distribuicdo paramétrica sdo apresentadas pela média + desvio padrdo. Para a
comparacao das frequéncias foi realizado o teste Qui-quadrado de Pearson. Para a
comparacao das médias, inicialmente todos os dados foram submetidos ao teste de
normalide Shapiro-Wilk, e assim, realizados o teste t de Student (para comparagao
entre as linhagens e as espécies), o teste de variancia ANOVA (para dados
paramétricos) ou Kruskall-Wallis (para dados ndo 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 titulo: Triatomineos do

estado do Amazonas: Distribui¢cdo espacial, bioecologia e importancia epidemioldgica,
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 triatomineos (60 de R. robustus e

60 R. prolixus) foram suscetiveis a infec¢do pelas linhagens Tcl e TclV. Quando

comparados os resultados da positividade entre as duas espécies de triatomineos

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

T. cruzi Tcl, em relacdo as infectadas com TclV (73.3%) com diferenca significativa

(p=0.006). Em relacdo ao tempo de deteccéo de infectividade ambas as espécies

demostram positividade aos 3 e 7 dias poés infeccdo com Tcl com diferenca

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

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

Tabela 1 — Resultados da suscetibilidade de Rhodnius robustus e R. prolixus a infecgdo com
as linhagens de Trypanosoma cruzi Tcl e TclV (* Teste qui-quadrado de Pearson).

R. robustus R. prolixus Total /%
Variaveis

Tcl TclV Tcl TclVv Tcl TclVv

28/30 22/30 28/30 22/30 56/60 44/60

Positividade (93,3%) (73,3%) (93,3%) (73,3%) (93,3) (73%)

Leitura

3 dias 5 1 4 2 9 3
7 dias 5 3 6 2 11 5
10 dias 6 6 6 6 12 12
12 dias 6 6 6 6 12 12
15 dias 6 6 6 6 12 12

Total
Geral/%

100/120
(83,3%)

12 (50)
16
(66,6)
24 (100)
24 (100)
24 (100)

p-valor*

0.006

1.000

<0.001
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Figura 2: Resultado do tempo de observacao (dpi= Dia p6s infeccao) de R robustus e R.
prolixus pds infeccao com linhagens Tcl e TclV de Trypanosoma cruzi.

Resposta celular das espécies Rhodnius robustus e Rhodnius prolixus apds

infeccéo pelo Trypanosoma cruzi Tcl e TclV.

De maneira geral apos a infeccdo das duas espécies de triatomineos pelas

linhagens de T. cruzi ao longo do periodo de observacdo, foram registradas a

ocorréncia de cinco tipos de células morfologicamente distintas: prohemdécitos,

plasmatocitos, granulécitos, adipohemdécitos e oendcitos (Figura 3), caracterizados

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

hemdécitos, mas néo houve diferenca significativa em relagdo as médias da quantidade

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

Tabela 2 — Andlise de expressao de hemdcitos entre as espécies R. prolixus e R. robustus

Variaveis Rhodnius Rhodnius p-valor
prolixus robustus
n=16 n=16

Hemdcitos

Prohemécitos 31.2+7.2 36.2+6.4 0.048
Plasmatécitos 37.4+£85 32.7¢5.7 0.078
Granulécitos 50+£1.7 3.0+1.4 0.084
Adipohemocitos 52+31 3.3x22 0.057
Oendcitos 13.0+2.3 13.5+2.9 0.574

* Teste t de Student (para comparagado entre as espécies)
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Em relacdo a expressao das ceélulas entre as infecgdes com as linhagens T.

cruzi e o grupo controle, também ndo houve diferenca significativa, embora tenha sido

observada maior expresséo de prohemacitos nos insetos com infecgéo (Tabela 3). Em

relacdo a variacdo das células e o periodo das infec¢bes, ndo se observaram

diferencas entre as duas espécies de triatomineos, exceto em R. robustus no 3° dia

pés-infeccdo com as duas linhagens com diferenca significativa (p=0.020) na

expressao de oendcitos (Figura 3).

Tabela 3 — Andlise de expressdo de hemdcitos entre as infecgdes pelas linhagens Tcl e TclV.

Variaveis Controle Tcl Tclv p-valor
n= 8 n=16 n=16

Hemocitos

Prohemocitos 29.5+95 33.6+7.6 33.7+6.9 0.618

Plasmatocitos 39.2+9.9 351+£79 35.0£7.3 0.638

Granuldcitos 52+27 43+15 4.7+1.7 0.180

Adipohemaocitos 49+22 42+24 43+33 0.356

Oendcitos 11.6[10.9- 13.8[12.8-15.9] 12.9[12.0- 0.210*
15.0] 13.6]

Teste anova. *Teste de kruskall Wallis .
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Figura 3: (A) Plasmatocitos, B) Prohemdcitos, (C e E) Granulocitos, (D)
Adipohemécitos, (F) Oendcitos As setas indicam M, mitocéndrias; N, ndcleo; V,
vesiculas; L, goticula lipidica; RE, reticulo endoplasmatico; G, granulo
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Figura 4: (A) Percentual de hemdcitos expressos no periodo pdés-infeccdo pelas
linhagens Tcl e TclV em triatomineos das espécies R. prolixus. (B) Percentual de
hemécitos expressos no periodo poés-infeccdo pelas linhagens Tcl e TclV em
triatomineos das espécies R. robustus.

Discussao

No Brasil séo registradas 68 das 150 espécies de triatomineos conhecidas (4,24), e
destas, 25 espécies ja foram registradas na Amazénia, todas de habito silvestre,
sendo 12 delas encontradas no Amazonas (25-27). Nesse estudo apresenta-se pela
primeira vez observacfes sobre a suscetibilidade de duas espécies de triatomineos,
R. robustus encontrada em ambiente silvestre no Amazonas e R. prolixus oriunda de
paises vizinhos com habitos domiciliares, frente a linhagens silvestres
de Trypanosoma cruzi - Tcl e TclV circulantes no Amazonas. Os dados observados
sugerem que ambas as espécies apresentaram baixa capacidade de resposta a
invasdo do parasito em seu organismo apos infeccéo, evidenciando sua importancia

na manutenc¢éao do ciclo de T. cruzi.

Na Amazébnia, R. robustus €é uma espécie estritamente silvestre, que vem
sendo encontrada dentro dos domicilios de forma isolada, com altas taxas de infeccao
natural pelo T. cruzi (23), principalmente com a linhagem Tcl, que de forma geral tem

sido registrada em reservatérios silvestres e em casos humanos isolados, da DC
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aguda, demonstrando a vulnerabilidade da populacdo ao ciclo de transmissao da
doenca de Chagas uma vez que esses registros ocorrem em residéncias construidas

préximo as areas de floresta (7).

Embora as espécies de triatomineos tenham apresentado menor
suscetibilidade ao T. cruzi TclV nas primeiras horas de observacao pos infeccédo, o
resultado final foi semelhante, ou seja ambas espécies sdo suscetiveis as duas
linhagens encontradas nessa regido, onde atualmente ocorre o maior niamero de
casos da doenca de Chagas na fase aguda seja de forma isolada, onde tem sido
associada a infec¢ao por T. cruzi Tcl (28) ou em surtos por transmisséo oral apos o
consumo de alimentos contaminados, predominando nessas situagdes a linhagem
TclV (29,30). Ressalta-se que R. prolixus € considerada uma importante espécie
vetora de doenca de Chagas na Venezuela e na Colémbia, por ser encontrada

colonizando residencias, particularmente em areas rurais (15).

Com relacdo a resposta celular das duas espécies de triatomineos infectadas
com as duas linhagens de T. cruzi, neste estudo ndo se observou nenhum achado
gue caracterize maior ou menor resposta celular apés invaséo do parasito. De acordo
com a literatura disponivel, ficou evidente que ndo houve diferenca entre a expressao
das células, caracterizadas pelos cinco tipos de hemdcitos quando comparadas a
estudos realizados com outras espécies de triatomineos, alimentadas com sangue
sem infeccao, cujos resultados foram semelhantes na expressao de hemacitos 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
avaliacdo da resposta celular de uma espécie de triatomineos silvestre e uma espécie
considerada domiciliada em paises vizinhos, infectados com linhagens de T. cruzi
circulante no Amazonas. O uso da citometria de fluxo para estudar a resposta celular
de triatomineos da espécie D. maxima foi realizado por Moyetta e colaboradores (31)
com objetivo semelhante em relacdo a morfometria, entretanto com os procedimentos
metodoldgicos 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 inexisténcia de

diferenciagdo de hemacitos entre insetos infectados ou néo.
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De maneira geral a descricdo da morfométria de hemdcitos em triatomineos, néo
segue uma padronizacdo na metodologia utilizada. Nesse estudo, a descricdo
morfométrica dos hemdacitos, foi feita usando ferramentas metodologicas de alta
resolucdo e precisdo como a MET e Citometria de fluxo, permitindo o registro das

variacdes morfologicas fornecendo parametros para trabalhos futuros (31).
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4. LIMITACAO E PERSPECTIVAS

A principal limitacéo foi a o cenério da pandemia pelo COVID-19 que atrasou a

execucao do estudo e impossibilitou a realizacao do trabalho inicialmente desenhado.

Entre as perspectivas, esta a experiéncia com a Citometria de fluxo, ferramenta

gue pode ser utilizada em estudos futuros.
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5. CONCLUSAO

- A espécies Rhodnius robustus e Rhodnius prolixus mostraram-se suscetiveis a
infeccdo experimental em laboratério com as linhagens de Trypanosoma cruzi Tcl e

TclV, sendo maior para linhagem Tcl.

- Foram encontrados cinco tipos de hemdcitos expressados por Rhodnius
robustus e Rhodnius prolixus apés infeccao pelas linhagens de T. cruzi Tcl e TclV,

sendo eles: prohemdécitos, plasmatdécitos, granuldcitos, adipohémocitos e os oendcitos

- Demonstrar a ocorréncia de alteragdes na resposta celular durante a infeccao
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7.1.1 Procedimento para a preparacdo do meio MacNeal, Novy e Nicolle (NNN)

para cultura de Leishmania sp. e Trypanosoma cruzi
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1. OBJETIVO

Descrever o procediments para a preparacio do meic Mach=al, Novy e Nicolle (NNM) para cultura de Leishmania sp. &

Trypanosoma cruzi.

2. DEFINICOES

Wao == aplica

3. CAMPD DE APLICAGAD

O procadiments se aplica 3 pesquisa e diagndstico laboratorial de rofina

4. RESPONSABILIDADES

Gerente da unidade, responsavel pela subunidade = pessoal técnico

3. POP'S RELACIONADOS

Mo =& aplica

6. RECURSOS MECESSARIOS

6.1 Materiais:

&.1.1 Pipetas sorcdogicas de 10mL

8.1.2 Tubos de ensaio com tampa de rosca
§.1.3 Balao d= funda chato

3.1.4 Prowets graduada d= 1L

8.1.5 Erlenmeyer de 125mL

§.1.6 Perolas de vidro

8.1.7 Dispensador automatico

6.2 Equipamentos

3.2.1 D=stiladar

§..2.2 Camara de fluxs laminar
8.2.3 Banho-maria

3.2.4 Geladeira
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§.2.5 Autoclave

.2.6 Balanca de PrecisSo
5.2.7 Agitador magnético
G.2.5 Estufa

£.3 Reagentes. meios e solugdes:

8.3.1 BH | LErzip and |fusian &gar) agar [Sigma PT27E)
G.3.2 Gentamicina {10ul/mL)

#.3.3 Apar destilada q.5.p. 1L

8.3.4 Sangue estenil e desfibrilado de coslho.

7 PROCEDIMENTOS

7.1 Preparo das vidrarias

7.1.1 Esterilizar os tubos de ensaio com tampas resquedveis, erlenmeyer & 35 provetas em sutoclavacdo por 30 min &
12172,

7.1.2 Secar a vidraria por dois dias na estufa.

7.2 Preparo do sangue de coslho

7.21  Cobrr o fundo de um Edenmeyer de 125mL com perolas de vidre com 2 a 3mm de didmeiro.
7.22  Autoclavar por 30min 3 121°C 2 secar em estufa.

7.23 Colher assepticamente por pungao cardiaca o sangue do coelho.

7.2.4  Transferir imedistamentz o sangue para um erlenmeyer estérl com as pérolas de vidro.
7.25 Desfibrilar por 10min o sangus pela agitagdo continua por meio de movimentos circulares.

7.3 Meio basico

731  Pesar 52g de BHI

7.32 Colocar o BHL em um baldo de fundo chato.

7.3.3  Adicionar 1L de dgua destilads

734 Autoclavar por 15min 3 121°C.

7.35 Resfriar em banha-maria 5 40°C

738  Adicionar 100mL de sangue de coslho desfibrilado & esteril.

737 Manter o meio a 40°C em banho-mania controlado

7.3.8  Transferir o meio para os tubos de ensaio com tampa de rosca com o auxilio dispensador automatico
7.3.8  Manter 0s tubos inclinados = 45 graus até a sofidificacdo do meio

7.3.10 Deixar em tests de esterilidads por 2 dias

7.3.11 Armazenar na geladeira a 4°C por ate 20 dias

7.2.12 Quande pronto, colocsr por 30min 3 37°C no banho-maria para criar o liquido de condensacio.

7.4 Meio completo
741 MNomomento do uso, deixar os tubos com agar (meio basico) & temperatura ambiente até 3 estabilizacio da

Cadige TITULD Revisio Pigina
FOP_ENT_LB 001 Procedimento para a preparacao do meio MacMeal, Hovy e Nicolle
(MMM} para cultura de Leishmanis sp. & Trypsnosoms cruzi 01 3
temperatura

7.42 Adicionsr sos tubos corm NN suficiente quando de meio Schneider contendo 1% de soro fetal bovino =
20mg/mL d= gentamicina para cobrir o bisel de Sgar sangue.
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7.1.2 Procedimento para a obtencdo de massa parasitariade Trypanosomacruzi.
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1. OBJETIVOD

Descrever a obtencdo da massa parasitina a partir de amosiras crio preservadas em nitrogénio iquido de amostra de

TrypamosomaS Cruzl

2. DEFINIGOES

M3o =& aplica.

3. CAMPO DE APLICACAD
O procedimento se aplica & pesquisa.

4. RESPOMSABILIDADES

Gerente da unidade, responsavel pela subunidade & pessoal técnico

5. POP'S RELACIONADC 5

Méo s= aplica

6. RECURSO S NECESSARIOS

E.1 Materiais:

G.1.1 Seringa de 1mL

.2 Pipeta de 10mL

.3 Garrafa de cultura de 50mL

4 Algodac embebido em alcool & 70%
5 Pipetas tipo Pasteur de wvidro

- =

-

.8 Dispensador automatico

-

.7 Caixa de material com sulupﬁn desinfetante

mo@ m @@ @ om

.8 Frasco com alcool 70%

—

6.2 Equipamentos
§.2.1 Camara de fluxo laminar
5..2.2 Estufa incubadora B.O.D (biochemical oxygen demand) a 2592
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8.2.3 Microscopic de cémarsa invertida

G.2.4 Centrifuga para fubos Falcon S0mL

£.3 Reagentes, meios e solugbes:

6.3.1 Meio Machesl, Moy e Nicolle [MKN)
§.3.2 Meio Schnaider

§.1.3 Soro Fetal Boving

T PROCEDIMENTOS

Devem ser seguidas as normas de biosseguranga do frabalho com Trypanosoma cruzi para realizar os
saguintes procedimentos.

Deve ser usada uma capela de fluxo laminar para evitar contsminacdo.

T.1 Descongelamento das amostras

7.1.1 Descongelar a5 smostras de interesse e inccular em tubos contendo o meio MRM.

T1.2 Transferir os tubos semeados para uma estufs B.C.D regulada a 28°C.

7.1.3 Observar seu crescimento em Microscopio de cémars inverfida

7.2 Repique ao meio Schneider

721 Quando s2 ohservar um bom crescimento, realizar o repigue em garmrafas da cultura contendo 0%
meio Schneider & 20% SFB.

T.2.2 Transferr as garrafas para uma estufa B.O.0 regulada a 26°C.

7.2.3 Observar seu crescimento em microscopio de cdmara invertida,

7.3 Massa parasitaria

731 Quando s= observar um bom crescimento, realizar o repigue novamente para garrafas de cultura
contendo 20% meio Schneider & 20% SFEB. Este passo vai ser repetido até ter uma quantidade
necesséria para a experimentagdo comespondente.

7.32 Mo momento de ter s guantidade precisa, transferir o total para tubos falcon e centrifugar 2 4,000g
por 10min & 4%C

7.3.3 Descartar o sobrenadante para posteriormente ufilizagdo da massa a experimentacdo

comespondents.
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7.1.3 Procedimento para a preparacgédo de 1L de PBS 20x

UEA FUNDAGAD DE MEDICEA TROPICAL DOUTDR HEITOR VIEIRA DOURADD
e - Cantro de Entomodogla Medica
::'.':T:E Aw. Mo Tamees, 22 - Dom Pade, Banaus - A, BES040-000

Tl (93 p 2T -35 0821273928

PROCEMMENTO OFERACIOMAL PADRAD — POP
POP_ENT_LE_004
TITULO: Procedmento para a preparacio de 1L de PES 20k

Elaborada por: Faviaado & aprovado por: Cats 08 aplicagio
Susan Emith Daria Julbe de 2022
plaria das Gragas Vale Barboss Guerra

Dafs da praxima revizdo
Juibo de 2023

1. OBJETIVD

Descraver a procedimenta para a preparacia de PES para uso em éonicas soroltgicas @ moleculanes,

2. DEFIMIGOES
PES: Tampdo fosfata-salino. PES & & abreviatura do inglés de Phosphate buffered salins

3. CAMPO DE APLICAGED

Pasquisa e diagndstios laboratorial de ratina

4. RESPOMSABILIDADES

Gaerente da unidade, responsdvel pels subunidade & passoal Benico

3. POP"S RELACIONADOS
Mao s aplica

6. RECURSOS NECESSARIOS

6.1 Materiais:

G.1.1 Provera 1000mL

3.1.2 Garrafa de vidro limpa & seca para estocar reagentes de 1000mL
£.1.3 Becker

3.1.4 Magneta

5.2 Equipamentos

G.2.1 Medidor de pH
8..2._2 Agitador magnetico
§.2.3 Balanca

6.2 Reagentes, meios e solugdes:
6.3.1 agua tipa lou |
G3.3.2 MaH.PO.24g
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POP ENT LB 004 Procedime ndo pars a praparacho de 1L de PBS 20x

01 2

£.3.3 NaHPOH.0 £.42%5
8.3.4 NaCl| 170g

T PROCEDIMENTOS

7.1 Preparagao de PBS 20x

711 Utdlizar a proveta para medir o velume dz 500mL = transferir para o becker

7.1.2 Colocar ne Becker uma bara magnetica e colocar o Becker numa agitadora sem aguecimanto

713 Acrescentar os sais pesados antenommente, debar em ag'rtau:.:én atz estar completamente dissolidas
7.1.4 Colocar mo Becker o volume restants dz S00mL

7.1.5 Debar agitar por slguns minuios

718 Transfarr o PES 20 para gamafa. Etiguetar e aguardar na geladzira

NOTA: Para uma solugao de PBS 1x é preciso 30mL de PBS 20x e 950mL
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7.1.4 Procedimento para a contaminagdo do sangue com Trypanosoma cruzi
para o Xenodiagndéstico indireto.

3 g sk Do
UEA /_ | FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO ﬁ*b ¢
S (| Centro de Entomologia Médica SNy
AvaLonay O e Av. Pedro Tekeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, 69040000 -
Tel.: (92) 2127.35182127.3525

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
POP_ENT_LB_005
|T|TUI.0: Procedimento para a contaminacao do sangue com Trypanosoma cruzi para o xenodiagnostico Indireto.

laborado por: evisado e aprovado por: Data de aplicagao
mir Bentes JAgosto de 2022
ificado por: ana das Gracas Vale Barbosa Guerra
Matheus Martins Monteiro Data da proxima revisao
l.ucas Silva Ferreira Agosto de 2023
1. OBJETIVO

Descrever o procedimento para a3 contaminacio do sangue com Trypanosoma cruzi para o xenodiagndstico Indireto.

2. DEFINICOES
N3o se aplica

3. CAMPO DE APLICACAO
O procedimento se aplica 3 pesquisa e diagnostico laboratorial de rotina

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico

S. POP’'S RELACIONADOS
N3o se aplica

6. RECURSOS NECESSARIOS

6.1 Materiais:

6.1.1 triatomineos

6.1.2 Tubos contendo anticoagulants (Heparina, EDTA e citrato de s6dio)
8.1.3 Tubo do tipo falcon 50 mL

6.1.4 Solugdo PBS 1x

6.1.5 Alimentadores de vidro

8.1.6 Mangueiras

8.1.7 Parafilm®

6.2 Equipamentos
6.2.1 Centrifuga
6.2.2 Banho-maria
6.2.3 Geladeira
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7 PROCEDIMENTOS

7.1 Preparo do sangue para contaminagao

711

712

713

714

715

Para o procedimento de infec¢3o experimental. deve-se coletar sangue em tubos contendo anticoagulante.

Apés coleta, centrifugar o sangue 3 4500 rpm por 10 minutos: apos esseprocesso transferir o soro para tubo do
tipo falcon e inativar o sistema complemento em banho-maria a 56°C durante 80 minutos.

Lavar as hemacias 3x com solugdo PBS, centrifugando-as a 2500 rpm por 5 minutos em cada lavagem. Manter
a 4°C em banho de gelo até o momento do uso na infecgdo dos insetos.

Transferir imediatamente o sangue para um erlenmeyer estéril com as pérolas de vidro.

Desfibrilar por 10min o sangue pela agitagdo continua por meio de movimentos circulares.

7.2 Montagem do circuito para alimentagao indireta

7.21

722

723

724
725

728

727

Montar circuito utilizando alimentadores de vidro interligados por mangueiras a um banho-maria na
temperatura de 37°C

Os slimentadores devem ser revestidos com membrana artificial deParafilm® na parte inferior de
modo que esta membrans esteja naespessurs adequads para o estadio ninfal e quantidade de
triatomineos utilizados

Antes de colocar o sangue no alimentador, verificar se as mangueiras estdo bem seguras e sem
vazamento.

Preencher o interior do alimentador com quantidade adequada de sangue infectado
Colocar os tristomineos para a slimentagdo por sproximadamente 40 minutos. O ambiente deve
estar com poucs iluminacéo.

Apds a slimentagdo, levar os espécimes para a colénia de hemiptera e separar os tristomineos
alimentados dos ndo slimentados.

Agusardar os dias para a reslizsgé'o das leituras
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7.1.5 Procedimento para preparo da amostra e obtencdo das imagens de

hemdcitos de triatomineos por microscopia eletrénica de transmisséo

. Centro de Entomologia Médica

Tel.: (82) 2127.3518/2127-3525

FUNDAGCAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

ool e 4 Av. Pedro Teleira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, §9040-000

POP_ENT_LB_006

ficroscopia eletrdnica de transmiss3o.

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

TITULO: Procedimento para preparo de amostra e obtencio das imagens de hemdcitos de triatominecs po

Elaborado por: evisado e aprovado por: Data de aplicagao
Wanderiey de Souza p\gosto de 2022
Modificado por: aria das Gracas Vale Barbosa Guerra
Matheus Martins Monteiro Data da proxima revisao
Uander Matos fgosto de 2023
1. OBJETIVO

Obter imagens de hemdcitos de triatomineos por microscopia eletronica de transmissio.

2. DEFINICOES
N3o se aplica

3. CAMPO DE APLICACAO
O procedimento se aplica 3 pesquisa.

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico

5. POP'S RELACIONADOS
N3o se aplica

6. RECURSOS NECESSARIOS
6.1 Materiais:

8.1.1 triatomineos

8.1.2 Pipetas

£.1.3 Eppendorf

6.1.4 Resina Epon

8.1.5 navalhas

8.1.6 Grids

6.2 Equipamentos

6.2.1 Centrifuga

8.2.2 Banho-maria

£8.2.3 Geladeira

8.2.4 Estufa

6.2.5 Ultramicrotomo Leica UCT
8.2.6 Microscopio eletrénico
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6.3 Reagentes, meios e solugdes:
8.3.1PBS 1x

6.3.2 Solugdo de Kamovsky

8.3.3 Tampao de cacodilato de sédio 0,1 M
8.3.4 Tetroxido de osmio

6.3.5 Ferrocianeto de potissio

£.3.6 Acetona.

8.2.7 Uranila

6.3.8 Citrato de chumbo

7 PROCEDIMENTOS

7.1 Coleta iniciallFixagao
7.1.1  Coleta um pool de hemolinfa de 30 triatomineos.

7.12 Considerando uma visualizacio padrao em MET, fixacio da amostra sera realizado utiizando fixador
formaldeido a 4% e glhutaraldeido a 2,5% em tamp3o cacodilato de sédio a 0.1 M com pH 7.2. Onde
permanecera pelo peniodo de 2 bys,

7.1.3  Apéds o periodo de fixac3o, 3 amostra sera centrifugada com o dngulo de 90 graus a 3.500 rpm x 5 min para
que ocorra a formagdo do pellet.

7.2 Lavagem da amostra

7.21 A fim de preservar a osmolaridade da amostra e evitar artefato nas células em decorréncia da
mudsanca de meio onde o tecido estava imerso, ele deve ser lavado com o mesmo tampéo que foi
fixado, no caso, tampdo cacodilato 0.1 M. pH 7.2. Manter os fragmentos de tecide imerso no tampdo
por 5 minutos, repetindo esse processo trés vezes, secando levemente os grids em papel filtro.

7.3 Pos-fixagdo amostra

731 A pds-fixagdo ocorrera com tetroxido de dsmio 3 1 % em proporgdo 1:1 com solugdo de ferrocianeto de
potassio a 2.5 %, diluido em cloreto de cdlcio a 10 mM. O tetroxido de 6smio marca as lipoproteinas e outros
lipidios, contrastando principalmente a membranas celulares, & o ferrocianeto de potdssio, junto com o tetroxido
de dsmio, reduz o tetréxido de dsmio, reforgando o contraste |

7.32 Apds a pos-fixagdo, serdo realizadas trés lavagens em tamp3o cacodilato sodio 3 0.1 M e pH a 7.2, mantendo-
0 imerso no tamp&o por cinco minutos em cada lavagem.

7.4 Pos-fixagdo amostra
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7.4.1 Em decorréncia da resina utiizada na microscopia eletrdnica ndo ser miscivel em dgua € necessario fazer a
substituicdo dela do interior dos tecidos e células a fim de permitir a perfeita infiltrag3o da resina, mantendo os
tecidos e células estabilizadas para os cortes em ultramicrétomo.

7.4.1 A retirada da 3gua das células com muita rapidez pode levar a deformagdo das células e tecidos e, a fim de evitar
esses artefatos da desidratacio, 3 dgua deve ser retirada de forma lenta e gradual. Serd empregada uma série de
desidratacao utilizando acetona com concentragdes crescentes de 70, 80. 80 % por 15 minutos em cada
concentraco. finalizando com duas desidratacdes
finais em acetona 100 %.

7.5 Infiltragao em resina e emblocamento.
7.5.1 Para ainfiltracdo ocorre a utilizag3o da resina tipo Epon

752 A fim de que seja feita a substituicio gradual da acetona pela resina, ser3o feitas imersdes em concentracio
crescente da resina Epon diluida em acetona. As concentracbes de infiltrag3o serdo realizadas nas proporgdes
de 2:1 por 4 hr, 1:1 Overnigth, 1:2 por 2 horas de acetonalresina e duas trocas em resina Epon 100 % € horas
de intervalo em cada.

753 Apos as amostras estarem devidamente infiltradas, os fragmentos de tecido serdo colocados em formas de
silicone e imersos com a resina Epon previamente misturada com catalizador, em quantidade suficiente para
formar uma camada de resina acima da borda da forma. Os blocos contendo os tecidos e a resina serdo
levados para estufa a 80 o C por dois a trés dias para polimerzag3o.

7.6 Obtengdo de cortes ultrafinos e imagens

7.8.1 Apos os blocos estarem devidamente polimerizados, o mesmo deve ser preso em suporte adequado para ser
fixado no ultramicrotomo para a regiao ontem contém o tecido ser previamente trimado com o uso de uma
navalha.

7.8.2 Apds o bloco ser trimado a sua superficie sera previamente cortada e acertada a posigdo de corte com 3
navalha de vidro e, apos essa etapa de ajuste inicial, o bloco seguird para o corte ultrafino com uso de navalha
de diamante.

78.3 Os cortes ultrafinos serdo feitos na espessura de 50 s 70 nandmetros, devendo as fatias na banheira
de égus da navalha de diamante ter coloragdo metdlica/prateads clars

784 Oscortes de interesse devem ser capturados utilizando grades de cobre. Caso o interesse seja
cbservar ultrsestrutura, grades de 200 a 300 mesh serdo suficientes para a visualizagdo, entretanto
se for necessdrio observar estruturas maiores em baixa megnificagdo, uma grade de 100 a 150 mesh

pode ser melhor empregada.

785 Asimagens serdo capturas com o microscopio eletrénico (Zeiss Leo 8068-E. Oberkochen, Alemanhas).
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