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RESUMO

ROCHA, Lamara Laguardia Vaente. D.Sc., Universidade Federa de Vicosa, marco de 2009.
Morfologia, ultra-estrutura e imunohistoquimica do intestino médio de Triatoma
vitticeps (Hemiptera, Triatominae). Orientador: José Eduardo Serrdo. Co-orientadores:
Clovis Andrade Neves e Teresa Cristina Monte Gongal ves.

Entre todos os animais, 0s insetos representam uma classe que conseguiu enorme sucesso ha
ocupacdo de vérios nichos em diferentes ambientes na Terra. Este sucesso se deve, entre
outros fatores, a adaptacdo a diferentes habitos alimentares. Geralmente, o intestino dos
insetos é dividido em intestino anterior, médio e posterior. O intestino médio é responsavel
por fungdes fundamentais no processo digestivo, como a sintese e secrecdo de enzimas,
digestéo e absor¢éo de alimentos. Este trabalho descreve a morfologia, a ultra-estrutura e a
ocorréncia de céulas regenerativas e células enddcrinas nas diferentes regides do intestino
médio do hemiptero hemat6fago Triatoma vitticeps em diferentes periodos ap6s repasto
sanguineo. Vinte e sete insetos em diferentes estadios de desenvolvimento e de ambos os
sexos tiveram os intestinos médios dissecados em diferentes periodos apos a alimentacéo e
foram avaliados em microscépios de luz e eletrénico de transmissdo, bem como submetidos
ao teste imunohistoquimico com anti-FMRFamida para evidenciagdo de células endocrinas.
Cem campos para cada regido do intestino médio de cada animal e em periodos diferentes
apos repasto foram utilizados para as andlises morfométricas e para a contabilizacdo do
nimero de nucleos das células digestivas, das células enddcrinas e das células regenerativas.
As células digestivas se caracterizavam pela presenca de microvilosidades apicais e
invaginacOes basais aém de um nudcleo central desenvolvido. A membrana perimicrovilar ja
estava presente em todos os espécimens analisados. A por¢cdo anterior do intestino médio
apresenta as células digestivas com gotas lipidicas, granulos de glicogénio, labirinto basal
desenvolvido associado a mitocondrias sugerindo seu papel em processos de armazenamento
e transporte de fluidos e ions. As células das regides mediana e posterior do intestino médio
s40 ricas em reticulo endoplasmético rugoso, lisossomos, vesiculas e granulos com diferentes
elétron-densidades. Além disso, as células da por¢do posterior do intestino medio sdo ricas em
grénulos elétron-densos que se assemelham a hemozoina e mitocdndrias dispostas nas bases
de microvilosidades sugerindo sua participacdo na digestdo de sangue e absor¢do de
nutrientes. A semelhanca entre o intestino médio do T. vitticeps com outros hemipteros sugere

gue estes surgiram a partir de um ancestral comum e que as caracteristicas morfol6gicas do



intestino médio relacionam-se mais a origem monofilética do que com o tipo de alimentacao.
Os resultados evidenciaram a presenca de células enteroenddcrinas do tipo aberta e positivas
para FMRFamida no intestino médio de T. vitticeps. Eles também mostram a possivel
associacdo entre o ciclo alimentar, sexo e regido do intestino médio com a freqiéncia de

células enddcrinas, regenerativas e digestivas neste triatomineo.



ABSTRACT

ROCHA, Lamara Laguardia Valente. D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2009.
Morphology, ultrastructure and immunohistochemistry of the midgut of Triatoma
vitticeps (Hemiptera, Triatominae). Advisor: José Eduardo Serrdo. Co-advisors. Clovis
Andrade Neves and Teresa Cristina Monte Gongalves.

The insects success is due, among other factors, to adaptation for different food resources.
Usually, the gut of the insect is divided into foregut, midgut and hindgut. The midgut is
responsible for key roles in the digestive process, the enzymes synthesis, digestion and
absorption. This study describes the morphology, ultrastructure and the occurrence of
regenerative and endocrine cells in different midgut regions of the hematophagous
Hemiptera, Triatoma vitticeps, at different periods after blood meal. Twenty-seven adult
insects of both sexes were dissected at different periods after feeding and the midguts were
analyzed in light and transmission electron microscopes. One hundred fields for each
midgut region (anterior, middle and posterior) for each animal and at different times after
meal were used for morphometric analysis and for counting the number of nuclel of
digestive, endocrine and regenerative cells. The digestive cells are characterized by the
presence of apical microvilli, basal plasma membrane invaginations and central nucleus.
The perimicrovillar membrane was present in all specimens analyzed. The anterior portion
of the midgut showed digestive cells with lipid droplets, glycogen granules, developed
basal labyrinth associated with mitochondria suggesting its role in processes of storage,
fluid flux and ions exchange. The cells of middle and posterior regions of the midgut are
rich in rough endoplasmic reticulum, lysosomes, vesicles and granules with different
electron-densities. Moreover, cells of the posterior portion of the midgut are rich in
electron-dense granules that are smilar to hemozoyn and mitochondria located at the base
of microvilli suggesting its participation in blood digestion and absorption of nutrients. The
similarity between the midgut of T. vitticeps with other Hemiptera suggests that they arose
from a common ancestor and that the morphological features of the midgut is more related
to monophyletic origin than the type of food. The results showed in the midgut occurrence

of endocrine cells characterized as the type open and positive for FMRFamide. They also
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show a possible association between the food cycle, sex and region of the midgut with the

frequency of endocrine, digestive and regenerative cellsin this Triatominae.
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1. INTRODUGAO E REVISAO DA LITERARURA

1.1. Descricéo geral do tubo digestivo de insetos:

O tubo digestivo dos insetos é dividido segundo sua origem embrionaria, em trés
regides distintas. intestino anterior ou estomodeu, intestino médio — ou ventriculo e intestino
posterior ou proctodeu. Cada compartimento tem uma fungdo especifica, assm o intestino
anterior estd envolvido nos processos de armazenamento e, algumas vezes na fragmentac&o de
alimentos, ja o intestino médio produz enzimas e absorve os produtos da digestdo, sendo o
material ndo digerido eliminado pelo intestino posterior, onde ocorre também absorcdo de sais
e agua (Cruz Landim, 1985, Downe, 1986; Terra et al., 1990; Serrdo & Cruz-Landim, 1995;
Cruz-Landim et al., 1996a; 1996b; Chapman, 1998; Nation, 2002; Serréo et al., 2004; Jarial,
2005).

A parede do intestino médio € composta por epitélio de revestimento simples e por
duas camadas musculares, a circular interna e alongitudinal externa. No epitélio deste
segmento ocorrem trés tipos celulares. células digestivas, células regenerativas e células
enddcrinas (Cruz Landim, 1985, Serréo & Cruz-Landim, 2000; Neves et al., 2002).

O limen do ventriculo dos insetos, de uma maneira geral, é revestido por uma matriz
extracelular denominada membrana peritréfica, que gera uma barreira permeavel entre o
bolo alimentar e o epitélio, estimulando os processos digestivos e protegendo a superficie
do epitélio da abrasdo mecéanica, assm como acdo de toxinas e patdgenos (Tellam, 1996).
De acordo com a sua origem, amembrana peritrofica pode ser classificadaem tipo |,
guando sintetizada ao longo de todo o tubo digestivo originando um produto de
delaminagéo continua, e ado tipo I, sintetizada por determinados tipos celulares na regido
da cérdia (Wigglesworth, 1930; Peters, 1992). Quanto a composi¢éo as membranas
peritréficas contém geralmente em sua matriz, de 3 a 13% de quitina, associada a
complexos de proteinas, glicoproteinas e proteoglicanas (Lehane, 1997).

1.2. Principais tipos celulares do epitélio do intestino médio de insetos:

12



1.2.1. Células Digestivas:

As células digestivas ou principais sdo colunares, podendo apresentar algumas
modificagBes estruturais, conforme o estado fisiol6gico do inseto. Desta maneira, células
ativas apresentam o nucleo volumoso e com evidente polaridade determinada pela
distribuicédo diferenciada das estruturas celulares em seu citoplasma. Assim, em suaregido
basal ocorrem dobras associadas a mitocondrias, na regido mediana se alojam o nucleo, o
reticulo endoplasmatico granuloso, o complexo de Golgi e vérias vesiculas de secrecdo. Na
regido apical estdo presentes microvilosidades, vesiculas de secregdo, microfilamentos e
mitocOndrias. As células digestivas sdo unidas por juncdes septadas e participam da sintese
de enzimas digestivas, digest@o e absorc¢ao de substancia (Downe, 1986; Terraet al., 1990;
Chapman, 1998).

As membranas das cél ulas digestivas possuem modificacdes representadas pelas
microvilosidades e dobras basolaterais, que participam de processos fisiol 6gicos
importantes para o inseto (Terraet al., 2006). Desta forma, as microvilosidades das células
digestivas dos insetos se assemel ham morfol ogicamente a dos vertebrados, apresentando
um feixe paraelo de filamentos de actina que se unem atraves de ligagtes cruzadas com
vilina e fimbrina formando o centro do microvilos (Bautz, 1989; Bonfanti et al, 1992;
Morgan et al., 1995, Dallai et al., 1998). As membranas das microvil osidades podem
apresentar papeis funcionais diferentes ao longo do epitélio do intestino médio e entre os
diversos taxa de insetos, se envolvendo com digestéo terminal na superficie celular,
absor¢do, homeostase de ions, sinalizago e mecanismos de secrecdo de enzimas digestivas
especificas (Terraet al., 2006).

As dobras das membranas basolaterais de células do intestino médio dos insetos
formam longos e finos canais com particulas aderidas em seu lado citoplasmatico (Terra et
al., 1988) ou modificam-se em canais curtos e ramificados com pequenos espagos
extracelulares (Santos et al., 1984). Supostamente estas dobras de membrana contribuem para
gue a célula concentre solutos no compartimento gerando um gradiente osmético entre o
compartimento e o lumen, favorecendo a absor¢do de &gua (Terra et al., 2006). Além de seu
envolvimento com o transporte trans-epitelial de solutos e agua, as membranas basolaterais
podem ter outras funcdes como a digestdo de trealose da hemolinfa (Azuma & Yamashita,
1985).

1.2.2. Célulasregenerativas:

As células regenerativas distribuem-se de formaisolada ou em ninhos por entre a base das
células digestivas e apresentam caracteristicas de células indiferenciadas. Estas células
originam novas células para a manutencéo da integridade do epitélio do intestino médio
(Billingsley e Downe, 1986b; Cruz-Landim et al., 1996b; Chapman, 1998; Serréo & Cruz
Landim, 2000; Nation, 2002; Neves et al., 2003; Jarial, 2005; Martins et al., 2006).
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Segundo Ohlstein & Spradling (2007) o epitélio do intestino médio de Drosophila
contém células-tronco intestinai s multipotentes que se distribuem de maneira esparsada ao
longo da membrana basal e que podem gerar tanto células digestivas como células
enddcrinas. No interior do citoplasma dessas cél ulas observou-se a presenca de vesiculas
ricas na proteina Delta, que se liga a proteinas Notch expressas na membrana celular,
ativando a via de diferenciacéo celular.

Schonhoff et al (2004) ao descrever 0s processos de desenvolvimento e
diferenciacéo de células enddcrinas no intestino de mamiferos, sugerindo que estes eventos
se assemelham ao modelo descrito para Drosophila, afirmando que este processo foi
altamente preservado durante a evolugéo dos metazoérios. Sugerem também que, na
diferenciacéo de células digestivas e enddcrinas a partir de células-tronco em mamiferos,
ocorrem mecanismos diferentes na expressado génica. Desta maneira, a ativacéo daviada
proteina Notch determina o aparecimento de células comprometidas com a diferenciacéo.
Além disso, se ocorrer também nesta linhagem de células comprometidas com a
diferenciacéo a expressdo do gene Mathl, as células originaréo células secretoras como as
células de Pannet. A expressao conjunta dos genes Mathl e Ngn3 nas células secretoras
conduzira a diferenciacéo para células enddcrinas, e a diversidade deste tipo celular é
garantida a partir do controle de outros genes como Beta2, Pax4 e Pax 6.

Martins et al. (2006) testaram a hip6tese de que durante a metamorfose, o epitélio
do intestino médio de operérias de abelhas da subespécie Melipona quadrifasciata
anthidioides resultassem da proliferacdo de células regenerativas durante o estado de pupa.
Verificaram que a proliferagdo de células regenerativas resultou no aumento das
popul acdes de células regenerativas e ndo naformagado de novas células digestivas. Esse
resultado indica que a proliferacéo das células regenerativas néo foi suficiente parare-
estabel ecer os ninhos de células regenerativas e ab mesmo tempo gerar novas células
digestivas, rejeitando assim a hipotese que em individuos adultos as células do epitélio do
intestino médio originam-se de células regenerativas que proliferam durante a
metamorfose.

Illa-Bochaca & Montuenga (2006) descreveram em Locusta migratoria a existéncia
de dois tipos de células-tronco, aquel e que engloba cél ulas localizadas no centro do ninho e
0 outro tipo caracterizado como células amplificadoras em trénsito. A partir de diferentes
desenhos experimentais foram avaliadas a dinémica da proliferacéo e diferenciagdo das
células epiteliais do intestino médio a partir de pardmetros como tipos de nichos, tempo do
ciclo celular, destino das células marcadas com 5-Bromo-2'—deoxi-uridina (BrdU) e com
Anti-FMRFamide. Concluiu-se que existem trés tipos de células-tronco, diferenciadas pelo
tamanho do nuicleo, posi¢do em relacdo ao nicho e pelo tempo gasto no ciclo de
proliferacdo e diferenciagdo. Afirmam também que essas células regenerativas podem
originar todos os tipos celulares que formam o epitélio do intestino médio.

Diferentes model os experimentais podem ser observados em trabalhos que
descrevem os processos relacionados a substituicdo de células do epitélio intestinal, ndo s6
em insetos, mas também em outros animais como os mamiferos (Schonhoff et al., 2004;
Martins et al., 2006; Illa-Bochaca & Montuenga, 2006). Entre estes modelos, o intestino
delgado de camundongos representa excelente escolha para o estudo da proliferagéo e
diferenciacéo das células-tronco, umavez que é revestido por epitélio simples, que se
dobra paraformar criptas e vilosidades, que demonstram ser fisiologicamente e
morfologicamente diferentes, com as vilosidades se projetando para o |imen intestinal e
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cumprindo o papel de absorver nutrientes, enquanto que as criptas se escondem em dobras
protegidas e representam locais que guardam as células-tronco (Slorach et al., 1999).

Segundo Potten & Loeffler (1990) as células-tronco do intestino delgado de
mamiferos residem na base das criptas do epitélio e se dividem para gerar células filhas
gue migram através da entrada da cripta até a extremidade das vilosidades. Essas células
filhas chamadas de células amplificadores em transito se proliferam e diferenciam-se
durante a migracdo. Ao atingir o apice das vilosidades as células diferenciadas sdo
eliminadas por apoptose sendo liberadas para o [limen (Hall et al., 1994; Shibahara et al.,
1995). Estes eventos estabel ecem uma hierarquia entre as células-tronco, de maneira que,
quanto mais distantes da base das criptas menor € o poder de proliferacdo e de
pluripoténcia (Potten & Loeffler, 1990). Através desses processos atamente regulados de
diferenciacéo, proliferagdo e migragéo celular se garante aintegridade da barreirae a
manutencdo da homeostase intestinal (Slorach et al., 1999).

1.2.3. Células enddcrinas;

O intestino médio dos insetos € considerado a principa glandula enddcrina, devido a
presenca do grande nimero de células enddcrinas dispersas entre as células epiteliais do
intestino (Zitnan et al., 1993). Segundo Endo & Nishiitsutsuji-Uwo (1981) as células
endocrinas observadas em insetos como baratas e vérias espécies de lepidopteros,
correspondem ultra-estruturalmente e imunohistoquimicamente as células enddcrinas do
sistema digestério de vertebrados.

As células enddcrinas localizadas no trato gastrointestinal de vertebrados representam
amaior populagéo de células produtoras de hormonios no corpo (Rehfeld, 1998). Além disso,
distribuem-se de forma esparsa e isoladas, entre os outros tipos celulares que revestem o
intestino, correspondendo a 1% do total das células que compde o epitélio intestinal de
camundongos (Cheng & Leblond, 1974).

Conforme revisto por Flemstrom & Soblom (2005), as células endécrinas de
vertebrados compreendem uma populagéo variada e complexa de células do epitélio intestinal
produtoras de hormonios e peptideos e que estdo em contato intimo com o [amen, o que lhes
permite agir como sensores do contelido de nutrientes, além de perceber alteracGes nos niveis
do pH e na osmolaridade.

As primeiras descricdes morfologicas dessas células foram feitas no estdmago de
vérias espécies de vertebrados e caracterizavam-se histologicamente por corarem-se de
marrom com solugdes contendo dicromato (Pentilla, 1966; Lewin, 1986).
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Véarias classificagcbes para células enddcrinas foram propostas a partir de suas
propriedades de colorac8o, caracterizando-se como “células aciddfilas’ (revisado por
Lechago, 1987) e “células amarelas’ (Pentilla, 1966). Através de técnicas histoguimicas pode-
se posteriormente caracterizé-las como células argentafins, pela capacidade de alguns destes
tipos celulares, de incorporarem e precipitarem sais de prata ou pela possibilidade de outras
células enddcrinas chamadas de argirdfilas, de somente absorver sais de prata e serem
identificadas através de elementos redutores (Lechago, 1987).

Com o desenvolvimento de novas tecnol ogias como radioimunoensaio, o isolamento e
sintese de peptideos pelo advento da cromotografia e do espectofotométro, da microscopia
eletrénica, da imunohistoquimica e das técnicas de biol ogia molecular, foi possivel um grande
avanco na identificagdo dos diferentes tipos de células enddcrinas no trato grastrointestinal de
diferentes espécies. 1sso permitiu caracterizé-las conforme a natureza de seus granulos, além
de contribuir para a compreensdo de sua participagdo em processos fisiol 6gicos e patol 6gicos
(Santos & Zocoloto, 1996).

As semelhancas ultra-estruturais entre os neurbnios e as células endocrinas em
gastrointestinais de vertebrados e a presenca de marcadores de diferenciacdo neuronal,
evidenciadas através de técnicas de imunohistoquimica, resultou na classificacdo dessas
células como pertencentes ao grupo de células APUD. Assim, acreditou-se durante certo
tempo que estas teriam se originado da crista neural, no entanto, atualmente se aceita que
surgiram do endoderma e sua diferenciagdo ocorre a partir das células-tronco localizadas no
fundo das criptas intestinais, através de um mecanismo controlado pela via de sinalizacdo
Notch, envolvendo diferentes genes e fatores de transcricdo como Math 1, NGN3, BETA2,
Pax4 e Pax6 (Schonhoff et al., 2004).

Atualmente a classificagdo das células enddcrinas se faz através da técnica de
imunohistoquimica a fim de identificar seus componentes hormonais (seus proprios produtos
de secrecéo) e componentes ndo hormonais armazenados no seu citoplasma. A origem das
células enddcrinas a partir de uma célula tronco multipotente € sugerida devido a evidéncias
como a capacidade das células enddcrinas de produzirem diferentes compostos reguladores e
a co-expressdo de diferentes tipos desses peptideos por células enddcerinas, conforme se
localizem nas vilosidades ou no fundo das criptas (Sconhoff et al. 2004).

Morfologicamente as células enddcrinas podem ser classificadas em abertas ou fechadas,
sendo caracterizadas por apresentarem nticleo com cromatinafrouxa e granulos de
secrecdo naregido basal do citoplasma. Estudos envolvendo técnicas de
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imunohistoquimica tém revelado que estas células enddcrinas mostram marcacdo positiva
para uma variedade de familias de neuropeptideos, incluindo pepitideos relacionados a RF-
amida (Zitnan et al., 1993; Serrdo & Cruz-Landim, 1996; Lange & Orchard, 1998; Neves
et al., 2002) e sulfaquininas (Nachman et al., 1997). O papel biol6gico desses peptideos
nao estd muito claro, embora seja considerado que sua liberagdo possa estar relacionada de
algum modo com mudangas no estado fisiol 6gico em decorréncia da alimentagéo, privagdo
alimentar e parasitismo (Zitnan et al., 1995; Zudaire et al., 1998; Lange, 2001; Hill &
Orchard 2004; Bede et al., 2007).

Diferentes autores apontam para a ocorréncia de células enddcrinas no intestino médio
de hemipteros, como Billingsey & Downe (1986b), que descrevem a sua ultra-estrutura.
Segundo esses autores, as células enddcrinas em R. prolixus localizam-se nas regides média e
posterior do intestino médio, distribuindo-se de forma esparsa entre as células digestivas e
regenerativas, sem formar grupos e sem se associarem aos ninhos das células regenerativas.
Além disso, esses autores classificaram essas células como do tipo fechado, onde néo se viam
microvilosidades e nem labirinto basal. Sua identificagdo ao microscépio eetronico foi feitaa
partir da presenca de vesiculas secretorias de densidade intermediaria concentradas na regido
basal do citoplasma, humerosas vesiculas maiores além de vaclol os elétron-opacos na regido
apical. Observou-se também em sua ultra-estrutura a presenca de complexo de Golgi bem
desenvolvido, aém de mitocondrias, ribossomos livres, RER e figuras de mielina no
citoplasma da célula.

Azevedo (no prelo) descreve as células enddcrinas em outro heteroptera hemat6fago
da espécie Cimex hemipterus como do tipo aberto, contendo em seu citoplasma grénulos com
elétron-densidade média e mitocondrias, aém de vaclolos elétron-luscentes e figura de
mielina na por¢do basal.

As cédulas endbcrinas de insetos parecem cumprir importante papel no controle do
peristaltismo, na digest&o, no crescimento e reproducéo de insetos (Sehna & Zitnan, 1996). O
peptideo FMRFamida produzido pelas células enddcrinas e por terminagdes nervosas que
alcangam o intestino médio podem agir de forma parécrina ou ser liberados na hemolinfa
onde vao alcancar véarios 0rgdos, entre eles o oviduto das fémeas onde modula a contracéo
muscular para a ovoposicao (Sevala et al., 1992; 1993).

Outros peptideos reguladores também foram identificados em insetos, como os
primeiros peptideos sulfatados de invertebrados, as leucosulfaquininas, que foram isoladas
de extratos da cabega de baratas Leucophea maderae, onde agiam na contracdo do intestino
posterior deste inseto (Nachman et al., 1986a e b). Posteriormente, outros membros da
familia das sulfaguininas foram isolados de outros insetos, sendo que todos estes mostram
uma sequéncia de heptapeptideos no C-terminal (DY SO3HGHMRF-NH2) (Cook &
Holman, 1978; Duve et al., 1995).
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As sulfaquininas tem semel hangas estruturais e fisiol 6gicas aos peptideos gastrina e
colescistocinina (CCK) de vertebrados. O C-terminal comum as sulfaquininas mostra
sequéncias homologas com gastrina e CCK. Estes pepitideos sdo conhecidos por estimular
a contracdo de musculos lisos bem com a secrecéo da enzima amilase em mamiferos. Em
analogia, as sulfaquininas estimulam as contracfes do intestino posterior de baratas e
estimulam a liberac&o da enzima amilase no intestino médio de Opisina arenosella
(Nachman et al., 1997). Comparavel ao efeito de saciedade da CCK em mamifero, as
sulfaquininas inibem significativamente a vontade de se alimentar em Schistocerca
gregarea e Blatella germanica (Maestro et al., 2001; Wei Z et al., 2000).

1.2.4. Tubo digestivo em hemipteros:

Segundo Wigglesworth (1943), o intestino médio dos hemipteros pode ser dividido em trés
regides ao se considerar a cor da parede do intestino e de seu contetido apds ingestéo do
alimento. Dessa forma a cor vermel ha identifica auséncia da digestao do sangue, que é
entdo armazenado na regido anterior do intestino médio. O contelido alimentar mais
acinzentado caracteriza a ocorréncia de digest&o quimica e sera observado nas regides
meédia e posterior do intestino médio. Entretanto, existem diferentes propostas paraa
divisdo do intestino médio de hemipteros, ao se considerar aspectos morfofuncionais.
Neste sentido, Billingsley (1990), ao considerar a resposta das células do intestino médio a
ingest&o de sangue, considera que essa regido do intestino de hemipteros se divide em
regido anterior ou estdmago e regido posterior ou intestino. Gongalves (1985) descreve a
anatomia do tubo digestivo de T. vitticeps, considerando duas regides distintas: pro-
meséntero ou ventriculo quilifero e pds-meséntero ou intestino. Segundo Silva et al.
(1995), ao descrever a origem, funcéo e organizagdo da membrana microvilar no intestino
médio do hemiptera Dysdercus peruvianus, considera o intestino dividido em trés
compartimentos principais (V1 - V3) e uma pequenaregido V4, que liga o intestino médio
ao intestino posterior.

A regido anterior do intestino médio, embora ndo sgja o local de digestdo de proteinas,

ndo pode ser visto como um local simplesmente de armazenamento, pois aspectos ultra-

estruturais sugerem sua relagcdo com diurese e regulagdo de ions, hemdlise, digestdo de

carboidratos, e processamento de lipideos (Barrett, 1982, Azambuja et al., 1983; Ribeiro et
al., 1984, Billingdey et al., 1986a, Grilo et al., 2007).

A regido mediana do intestino médio é local de sintese e secrecdo de proteases

digestivas, ocorrendo digestéo inicial de hemoglobina, pela ativacdo de catepsinas B e D,

aminopeptidases, carboxipeptidases e outras enzimas hidroliticas. As células digestivas desta

regido do intestino médio contém vesiculas secretoras ricas em enzimas, aém da presenca de

RER e complexo de Golgi. O nicleo e todas as organelas presentes nestas células sofrem

mudancas apos a aimentagdo, observando-se fendbmenos relativos a endoploidia nos nlcleos
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das céulas digestivas e alteragdo na area, densidade e volume do reticulo endoplasmatico ,
complexo de golgi, lisossomos e vesiculas (Billingsley, 1990).

A regido posterior do intestino médio esta ativamente envolvida na digestdo de
sangue, sintetizando também enzimas, sendo o principal sitio de absor¢do de nutrientes. Neste
sentido, as células digestivas possuem maior &rea de superficie luminal, com maior densidade
de mitocdndrias e estoque de glicogénio (Billingsley et al., 1985; 1986a; 1988).

Conforme revisto por Terra (1988) e Billingsley (1990), quando o sangue acanga o
[imem da regido anterior do intestino médio, a &gua e ions atravessam o epitélio transportador
e as heméceas sofrem hemdlise, gragas a presenca de fatores hemoliticos. A hemoglobina sera
digerida no limem da regi&o posterior do intestino médio, por agdo de catepsinas B e D e
pelas carboxipeptidases. Entdo, os oligopeptideos resultantes desta quebra, ao alcancarem o
espaco perimicrovilar sofrero lise pela acdo de dipeptidases aderidas a membrana das
microvilosidades, e os produtos finais desta lise serdo absorvidos. O grupo heme resultante da
digestdo da hemoglobina representa sério risco para 0 hemiptero hematéfago, devido a
producéo de radicais livres que afetam o metabolismo do inseto. Parte dos radicais livres pode
permanecer presa a membrana perimicrovilar, caracterizando um processo de detoxificagdo
(Silva Jr. et al., 2006).

A organizagdo estrutural da parede do intestino médio de hemipteros, assim como as
células que o compbem, é semelhante ao descrito para outros insetos. No entanto, a sua
superficie lumina é revestida por um sistema de membranas (camadas de membrana celular
externa ou membrana perimicrovilar) que se dispdem formando duas camadas separadas por
uma camada el éron-densa de espessura constante, sendo uma interna (membrana plasmética
apical) e outra externa (membrana apical lumina) voltada para a luz. A membrana
perimicrovilar é rica principamente em lipideos, assemelhando-se a mielina e seu papel
bioldgico € semelhante ao que se descreve para a membrana peritrofica dos demais insetos
(Billingsley, 1990, Terraet al., 2006).

As membranas perimicrovilares supostamente sdo formadas a partir da fusdo de
vesiculas de membrana dubla que se originam no Golgi, de maneira que sua membrana
externa se funde com a membrana plasmética das microvilosidades e sua membrana interna
funde-se @ membrana perimicrovilar (Terra et al., 2006; Silva et al., 1995). Nos hemipteros

hematéfagos, a membrana perimicrovilar € sintetizada algumas horas ap0s 0 repasto
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sanglineo. Sendo que com seis dias €ela estd completa e a partir de 12 dias tem inicio a sua
degeneracéo (Billingsley & Downe, 1985; Ferreiraet al. 1988).

Parasitos e virus de importancia médica e veterinaria habitam o intestino médio de
insetos que se aimentam de sangue e gue atuam como vetores potenciais na transmissao de
doengcas. Estudos relativos ao intestino médio e suas interagdes com parasitos sdo importantes
para 0 entendimento tanto da fisiologia do inseto quanto da doenca por ele transmitida,

contribuindo para 0 sucesso naintervencdo do ciclo de vida do parasita (Billingsey, 1990).

Embora progressivamente tem-se conseguido controlar a doenca de Chagas, 16 milhdes de pessoas na Américado Sul e América
Central se encontram aindainfectadas pelo Trypanosoma cruzi (Camargos et al., 2004). Esse protozodrio flagelado, apresenta ciclo
evolutivo que determina a passagem por hospedeiros de vérias classes de mamiferos, inclusive o homem, e insetos hemipteros, hematéfagos,
comumente chamados de barbeiros, que pertencem aos géneros Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma (Reduviidae: Triatominae) (Coura,
2003).
A maioria dos trabal hos rel acionados @ morfol ogia interna do intestino médio de
triatomineos € representada por estudos que utilizam principalmente R. prolixuse T.
infestans como model os de analise pela sua importancia como vetores da Doenca de
Chagas. No entanto, trabal hos mais recentes alertam para o riSco que representa para a
salide publica o processo de domiciliag@o de algumas espécies silvestres como T; vitticeps,
que se distribui em quatro estados brasileiros. Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de
Janeiro (Dias et al., 1989; Gongalveset al., 1998, 2000; Lorosa et al., 2003; Galvéo et al.,
2003; Lorosaet al., 2008).

Desta maneira, diante da escassez de trabal hos envolvendo a morfologia do intestino
médio de T. vitticeps e considerando também ainfluéncia da presenca do sangue e do
tempo apds repasto na estrutura e fisiologia do intestino médio descrito por diferentes
autores em hemipteros como Rhodnius prolixus (Billingsley et al, 1985, 1986 e 1990) e
Cimex hemipterus (Azevedo et al., no prelo), torna-se relevante o desenvol vimento de
trabal hos que considerem em seu model o experimental estes aspectos.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo geral:

O presente trabal ho teve como objetivo descrever aspectos da morfofisiologia do intestino
médio de T.. vitticeps submetido a diferentes periodos de jejum alimentar, contribuindo
assim para compreensao dos processos digestivos neste vetor da doenga de Chagas.

1.3.2. Objetivos especificos:
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Descrever a estrutura e ultraestrutura das células digestivas dos diferentes
compartimentos do intestino médio de T. vitticeps em diferentes periodos apds
repasto sanguiineo.

Identificar aspectos da morfofisiologia das células digestivas com uso de
diferentes técnicas de histoquimica

Identificar a presenca de células endbcrinas através de técnicas de
imunohi stoquimicas.

Determinar a frequéncia de células regenerativas, células digestivas e
enddcrinas e suas possivei s relacées com o tempo de privagéo alimentar, regido

do intestino médio e sexo dos individuos.
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CAPITULO 1

Aspectos morfoldgicos do intestino médio de Triatoma vitticeps

(Stal, 1859) em diferentes periodos de jejum alimentar .
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RESUMO

Triatoma vitticeps (Stal, 1859) é um hemiptero hematéfago que, apesar de ser considerado
slvestre, vem demonstrando capacidade de colonizacdo de domicilios e de transmisséo da
Doenca de Chagas. Este trabalho descreveu a morfologia do intestino médio de Triatoma
vitticeps e as possiveis influéncias do ciclo alimentar em sua estrutura. Foram estudados
guinze animais adultos, de ambos 0s sexos e em jgjum aimentar durante trés, sete, 20 e 25
dias. De uma maneira geral as células digestivas sdo caracterizadas pela presenca de
microvilosidades apicais e invaginagfes basais dém de um nucleo central desenvolvido. A
membrana perimicrovilar foi evidenciada em todos os insetos analisados. A porgdo anterior
do intestino médio apresenta as células digestivas com gotas lipidicas, granulos de glicogénio,
labirinto basal desenvolvido associado a mitocondrias sugerindo seu papel em processos de
armazenamento e transporte de fluidos e ions. As células das regides mediana e posterior do
intestino médio sdo ricas em reticulo endoplasmético rugoso, lisossomos, vesiculas e granulos
com diferentes eletron-densidades. Além disso, as células da por¢do posterior do intestino
médio sdo ricas em hemozoina e mitocondrias dispostas nas bases de microvilosidades
sugerindo sua participagdo na digestdo de sangue e absor¢do ativa de nutrientes. A
semel hanga entre o intestino médio do Triatoma vitticeps com outros hemipteros sugere que
estes surgiram a partir de um ancestral comum e que as caracteristicas morfol6gicas de seu
intestino médio descritas, relacionam-se mais com aspectos da filogenia do que ao tipo de
alimentacéo.

Palavras Chaves: Triatoma vitticeps,células digestivas, ultraestrutura e citoquimica.
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ABSTRACT

Triatoma vitticeps (Stal, 1859) is a hematophagous Hemiptera that, although being
considered wild, can be found in households being a potential Chagas’ disease vector. This
work describes the morphology of the midgut of Triatoma vitticeps and possible influences
of the food cyclein their structure. We studied fifteen adults of both sexes and in insects
maintained in starvation for three, seven, 20 and 25 days. In genera the digestive cells are
characterized by the presence of apical microvilli, basal invaginations and central nucleus.
The perimicrovillar membrane was found in all insects examined. The anterior portion of
the midgut shows digestive cells with lipid droplets, glycogen granules, devel oped basal
labyrinth associated with mitochondria suggesting its role in processes of storage and
transportation of fluids and ions. The cells of median and posterior regions of the midgut
arerich in rough endoplasmic reticulum, lysosomes, vesicles and granules with different
electron-densities. Moreover, cells of the posterior portion of the midgut arerichin
hemozoyn and mitochondria localized in basal region of microvilli suggesting its
participation in blood digestion and absorption of active nutrients. The similarity between
the midgut of Triatoma vitticeps and other hemipteras suggests that they arose from a
common ancestor and that the morphological characteristics of the midgut described, is
more related to aspects of the phylogeny than the type of food.

Key words: Triatoma vitticeps, digestive cells, ultrastructure.

1. INTRODUCAO

A parede do intestino médio dos insetos € composta por um epitélio de revestimento e por
duas camadas musculares, a circular interna e alongitudinal externa. No epitélio digestivo
ocorrem tréstipos celulares: células digestivas, células regenerativas e células endécrinas
(Cruz Landim, 1985, Downe, 1986; Terraet al., 1990; Chapman, 1998; Nation, 2002;
Cruz-Landim et al., 1996a e b; Serrdo & Cruz-Landim, 2000; Neves et al., 2002; Jarid,
2005, Martins et al., 2006).
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Segundo Wigglesworth (1943), o intestino médio dos hemipteros hemat6fagos pode
ser dividido em trés regides ao se considerar a cor da sua parede e de seu contelido apés
ingestéo do alimento. Dessa forma a cor vermelha identifica auséncia da digestdo do sangue,
gue é entdo armazenado na regido anterior do intestino médio. O conteldo alimentar
acinzentado caracteriza a ocorréncia de digestao quimica e é observado nas regifes mediana e
posterior do intestino médio. Entretanto, existem diferentes propostas para a divisdo do
intestino médio de hemipteros ao se considerar aspectos morfofuncionais, o que se deve a
variagdo de habitos alimentares nesta ordem. Billingsley (1988) divide o intestino médio de
hemipteros em duas regides, o intestino médio anterior ou estdmago e intestino médio
posterior ou simplesmente intestino, que se apresenta segmentado em intestino anterior e
intestino posterior. Ja para Gongalves (1985) o intestino médio dos triatomineos divide-se em
promeséntero ou ventriculo quilifero e pds-meséntero ou intestino. Guedes et al. (2007)
relatam que o intestino médio de hemipteros zoofitéfagos esta dividido em uma regido
anterior dilatada, uma medianatubular e uma posterior dilatada.

Billingsley (1988) afirma que a regido anterior do intestino médio esta envolvida
principalmente com o transporte de ions e &gua, mantendo o equilibrio eletrolitico, além disso
ela participa da digestdo de carboidratos e representa importante sitio para 0 armazenamento
de lipideos. Na regi&o mediana do intestino médio ocorrem atividades de sintese e secrecéo de
enzimas enquanto que na regido posterior ha digestdo de nutrientes como as proteinas,
absorc¢éo e armazenamento de compostos como o glicogénio.

A parede do intestino médio de hemipteros, assim como as células que o compdem, é
semelhante ao descrito para outros insetos. No entanto, a sua superficie luminal é revestida
por membrana perimicrovilar, que se dispbe entre o [imen e a membrana plasmatica das
microvilosidades. Segundo Lane & Harrison (1979), as microvilosidades so revestidas por
membrana perimicrovilar, de maneira que, entre elas se observa um espago ocupado por
colunas que se dispdem de forma obliqua. A membrana perimicrovilar tem funcéo semelhante
ada membrana peritrofica dos demais insetos (Billingsey, 1990, Terraet al., 2006).

Entre os hemipteros existem representantes de interesse para 0 homem, como agueles
consi derados como pragas na agricultura e outros que exercem o papel de vetores em
diferentes patologias. Trabalhos sobre o intestino médio, como aqueles que estudam a
inibicdo de enzimas ou proteinas da membrana perimicrovilar envolvidas em processos
como digestéo e adesdo do patégeno, podem contribuir para a melhoria da salide publica
Ja que ainterferéncia nestes mecanismos pode refletir na sobrevivéncia do parasito e do
préprio vetor, diminuindo o sucesso nainvasdo dos ambientes antropicos, aém de
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significar beneficios ecoldgicos, ao se evitar 0 uso em longo prazo de fitossanitarios que
alteram o equilibrio ambiental (Damasceno-Sa, 2007).

A maioria dos trabal hos disponiveis sobre a morfol ogia do intestino médio de triatomineos
€ representada por estudos que utilizam principalmente como modelos R. prolixuse T.
infestans, pela sua importéncia como vetores para a doenga de Chagas. No entanto,
trabalhos mais atuais tém alertado para o risco que representa a salde publicaa
domiciliacdo de algumas espécies silvestres como o Triatoma vitticeps (Lorosa et.al, 2003,
Gongalves et al., 2000).

O presente trabalho pretendeu descrever a morfologia do intestino médio de Triatoma
vitticeps submetido a diferentes periodos de jejum alimentar, contribuindo paraa
compreensao dos processos digestivos nestes hemipteros.
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1.2. OBJETIVOS:

1.2.1 Objetivo geral:

Descrever aestrutura e a ultraestrutura do intestino médio de T; vitticeps em diferentes
periodos de privacdo alimentar.

1.2.2 Objetivos especificos:

a. Descrever aestrutura e ultraestrutura das cél ulas digestivas dos diferentes
compartimentos do intestino médio de T. vitticeps em diferentes periodos ap6s
repasto sanguiineo.

b. Identificar aspectos da morfofisiologia das células digestivas com uso de
diferentes técnicas de histoquimica.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1 Animais:

Adultos de ambos os sexos de Ttiatoma vitticeps foram cedidos pelo Instituto Renné
Rachou — FIOCRUZ, Belo Horizonte, Minas Gerais. Esses animais foram mantidos em
colbnias no Laboratério de Entomologia do Centro Universitéario de Caratinga, a 28 °C e
umidade relativa de 60%.

Apo6s 15 dias de jefum, os insetos foram alimentados em ratos (Rattus norgevicus)
anestesiados e trés, sete, 20 e 25 dias ap6s a aimentacdo foram dissecados em solugéo
fisiologica para insetos (NaCl 125 mM) e o intestino médio dividido nas regiGes anterior,
mediana e posterior, conforme figura 1. A divisdo destes animais em grupos para as diferentes

técnicas encontra-se registrada na tabela 1.

P

Intestino Anterior

™

Intestir.o

Médio

Intestino
Meédio

Intestino
Fosterior

MM

Figura 1 - O trato digestivo de Triatoma vitticeps: 1- Vista dorsal do intestino, mostrando a divisdo do tubo
digestivo; 2- Vista ventral indicando os compartimentos do intestino médio, IMA — Intestino médio anterior,
IMM — Intestino médio mediano e IMP — Intestino médio posterior; 3- Detalhe da inser¢éo da regido posterior
do intestino médio na ampola retal do intestino posterior e a localizagdo do quatros tubulos de Malpighi
(Modificado de Gongalves, 1985).
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TABELA | — Identificac&o dos 15 triatomineosp utilizados nos experimentos

TECNICAS Jejum Estadio de desenvolvimento Sexo NUmero de
alimentar animais
01 03 dias Adultos 02Mm 04
(MO —Estrutura, 02F
morfometriae 20 dias Adultos 02M 03
histoquimica) 01F
Subtotal 07
02 07 dias Adultos O1lF 02
(ME —analiseda 01 M
ultraestura0 25 dias Adultos 03F 06
03M
Subtotal 08
TOTAL GERAL DE ANIMAIS 15
2.2. Histologia:

Para 0 estudo histologico, as regides do intestino médio foram transferidas para
solucdo fixadora de Zamboni (Steffanini et al., 1967) por 24 horas, desidratadas em série
crescente de etanol e incluidas em glicolmetacrilato (Historesin-Leica). Secgbes com 3 um de
espessura foram coradas pelo azul de toluidina-borax a 1% ou tricromico de Cazon.

Algumas seccBes foram submetidas aos seguintes testes histoquimicos: PAS para
evidenciar polissacarideos e glicoconjugados neutros e mercurio de bromofenol para
identificagdo de proteinas totais e sulfato do azul de Nilo para identificagdo de lipideos
(Pearse, 1972).

2.3. Morfometria:

Para a morfometria foram analisadas 10 secgdes histologicas por animal e em cada
seccdo foram avaliadas 10 células digestivas do epitélio intestinal, totalizando cem células por
animal. A atura e &ea da céula, aea do nucleo e a relagdo nucleo/citoplasma foram
determinadas com auxilio do Programa Image Pro Plus 4.0 (Media Cybernetics). Os dados

obtidos foram submetidos & andlise de variéncia e ao teste t-Student com significancia de 5%.

2.4. Ultra-estrutura:

Para as andlises ultra-estruturais, fragmentos das trés regides do intestino médio foram
fixados em glutaraldeido 2,5% em tamp&o cacodilato de sddio 0,1 M pH 7,2 por 2 horas.
Depois de lavadas em tamp&o, as amostras foram pés-fixadas em tetroxido de 6smio a 1%, no

mesmo tampéo, por 2 horas. ApGs hova lavagem em tampéo, o materia foi contrastado em
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acetato de uranila aguosa a 2% por 24 horas, desidratado em série crescente de acetona e
embebido em resina Spurr. SeccBes ultra-finas foram contrastadas com acetato de uranila a
2% e com citrato de chumbo (Reynolds, 1963), examinadas e fotografadas em microscopio

eletronico de transmissdo Zeiss EM 109.
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3. RESULTADOS

3.1. Anatomia e Histologia:

O intestino médio de T. vitticeps divide-se anatomicamente em trés regides. anterior,
mediana e posterior (Figura 2). A regido anterior apresenta-se como um saco dilatado, com
parede fina e muito dobrado. Suas dobras voltadas para o |Umen podem se expandir ou n&o
conforme o volume de sangue estocado. A regido mediana € um tubo longo e fino
relativamente enovelado, cuja extremidade posterior apresenta uma pequena dilatacdo que
antecede o inicio do proctodeu, caracterizando a regido posterior do intestino médio. O limite
entre o intestino médio e o proctodeu é identificado pela insercdo de quatro tdbulos de
Malpighi.

Figura 2 - Intestino Médio de Triatoma vitticeps
IMA — Intestino médio anterior, IMM — Intestino Médio Médio e IMP — Intestino Médio Posterior
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O intestino médio é revestido por epitélio simples (figura 3A) cuja histologia permite a
distincéo de dois tipos celulares: (i) células digestivas que se caracterizam por apresentarem
borda estriada, presenca de granulos com coloragdes distintas no citoplasma e ndcleo com
cromatina em diferentes graus de condensagdo e (ii) céulas regenerativas dispostas
isoladamente ou formando ninhos entre a base das células digestivas, que repousam sobre a
membrana basal. Abaixo da membrana basal estéo presentes uma camada muscular circular
internae umalongitudinal externa (figura 3A).

As trés regides do intestino médio se diferenciam ao microscépio de luz, independente
do periodo apds repasto sanguineo, pelo aspecto das dobras apicais do epitélio e pela
espessura da camada muscular. Assim, as regifes anterior e posterior do intestino médio
apresentam o epitélio muito pregueado quando comparado com a regido mediana (Figura 4).
Além disso, a camada muscular € mais desenvolvida na regido anterior em relagdo ao
observado nas outras regifes do intestino médio de T. vitticeps.

Nos insetos analisados trés dias ap0s o repasto, a por¢do anterior do intestino médio
mostra o epitélio com projecdes em suas superficies apical e dobras basais, cujas células
digestivas contém granulos citoplasméticos corados e ndo corados e nicleo com predominio
de cromatina descondensada (figura 4A).

Vinte dias apds a aimentagdo, vesiculas com diferentes coloracOes e as dobras da
superficie apical do epitélio sdo mais freglientes, quando comparada com o observado aos trés
dias de jgum (figura 4B).

As regides mediana e posterior do intestino médio de T. vitticeps nos diferentes
periodos de jgjum alimentar, também apresentam epitélio dobras na regido apical e vesiculas
citoplasmaticos com diferentes aspectos, 0s quais sGo mais evidentes e numerosos naquel es
insetos 20 dias apls a alimentacdo quando comparados com insetos com tempo menor de
jgium alimentar (figuras 4C-F). A regido posterior do intestino médio dos insetos trés dias

apos repasto sanguineo apresenta células digestivas com regides intensamente basofilas.
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FIGURA 3

SecgBes de intestino médio anterior de Triatoma vitticeps com 20 dias de privagdo

alimentar.

A - Epitélio (Ep) do intestino apresentando células digestivas (CD) com regido apical dobrada
e borda estriada (BE), citoplasma repleto de vesiculas coradas (V) ou ndo (Va). Notar células
regenerativas (CR) dispostas em ninhos ou isoladas na base do epitélio e camada muscular
circular interna (MI) e a longitudinal externa (ME) abaixo da membrana basal (MB).

Coloragdo por azul de toluidina. Barra: 10um.
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FIGURA 4

SecgBes do Intestino médio de Triatoma vitticeps corado com azul de toluidina. Barra:

10pum.

A — Intestino médio anterior de animal com trés dias de jgum. V: vesiculas; DA: dobras na
superficie apical das células digestivas; n: nlcleo de célula digestivas, M: camada muscular e

L: Ldmem.

B - Intestino médio anterior com vinte dias de jegum. DA: dobras na membrana apical das
células digestivas, Va: vesicula ndo corada, v: vesiculas coradas; n: nlcleos de células; MB:

membranabasal; M.: musculaturae L: Lumem.

C — Regido média do intestino médio com trés dias de jegum. M.: camada muscular; DA:
dobras na superficie apical das células digestivas; V: vesiculas com aspecto variado e L:

LUmem.

D - Intestino médio mediano com vinte dias de jejum. DA: dobras na superficie apical das
células digestivas n: nucleo de célula digestiva; V: vesiculas com aspecto variado, MB:

membranabasal; M.: camada muscular e L: Lumem.

E - Intestino médio posterior com trés dias de jejum alimentar. DA: dobras na superficie
apical das células digestivas; SB: Substancia bastfila; V: vesiculas; MB: membrana basal; M:

camada muscular; n: nicleo de células digestivase L: LUmem.
F: Intestino médio posterior com vinte dias de privagdo alimentar. DA: dobras na superficie

apical das células digestivas; Va: vesiculas ndo coradas, V: vesiculas coradas; n: nucleo de

céluladigestiva; M: camada muscular e L: LUmem.
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3.2. Morfometria

Os dados morfométricos mostram que ndo ha diferencas significativas na altura e area
das células, na érea dos nucleos e na relacdo nucleo/citoplasma das células digestivas do
intestino médio de T. vitticeps, quando se comparam as diferentes regides do intestino médio
e os diferentes periodos de jejum aimentar (figuras 5-8).
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FIGURA 5 — Altura (média £ dp) (um) das células digestivas nas diferentes regies do intestino médio de
Triatoma vitticeps em diferentes periodos de jgum aimentar (n= 7). IMA: intestino médio anterior, IMM:
intestino médio médio, IMP: intestino médio posterior. N&o ha diferenca significativa pelo test t-Student
(P>0,05).
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FIGURA 6 — Largura (média = dp) (um) das células digestivas nas diferentes regides do intestino médio de
Triatoma vitticeps em diferentes periodos de jgum aimentar (n= 7). IMA: intestino médio anterior, IMM:
intestino médio médio, IMP: intestino médio posterior. N&o ha diferenca significativa pelo test t-Student
(P>0,05).
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FIGURA 7 — Area do niicleo (média = dp) (um) das células digestivas nas diferentes regides do intestino médio
de Triatoma vitticeps em diferentes periodos de jejum aimentar (n= 7). IMA: intestino médio anterior, IMM:

intestino médio médio, IMP: intestino médio posterior.

(P>0,05).
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FIGURA 8 — Relagéo nuicleo/citoplasma (média + dp) das células digestivas nas diferentes regides do intestino
médio de Triatoma vitticeps em diferentes periodos de jejum alimentar (n= 7). IMA: intestino médio anterior,
IMM: intestino médio médio, IMP: intestino médio posterior. N&o ha diferenca significativa pelo test t-Student

(P>0,05).
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3.3. Histoquimica:

A caracterizacdo histoquimica das trés regides do intestino médio nos diferentes
periodos de privacdo alimentar indica que glicoconjugados neutros ocorrem principa mente
no apice do epitélio, na membrana basal e em grénulos citoplasmaticos das células digestivas
independentemente do periodo de jggum alimentar (Tabela 2, Figura 9). No entanto, trés dias
apos a alimentacdo, ha aumento de regides PAS-positivas no dpice e base do epitélio e na
membrana basal das regides anterior e mediana do intestino médio e granulos citoplasmaticos
nas células digestivas na regido anterior (Tabela 2, Figuras 9A, 9C, 9E). Em insetos 20 dias
apls o repasto, nas trés regides do intestino médio o &pice do epitélio permanece PAS
positivo assim como os grénulos citoplasmaticos que parecem aumentar em quantidade
(Figuras 9B, 9D, 9F).

Os testes com mercurio de bromofenol indicaram que trés dias apds repasto o dpice do
epitélio das regides anterior e mediana do intestino médio apresenta reacdo positiva para
proteinas, sendo observados raros granul os citoplasmaéticos positivos para proteinas (Tabela 2,
Figuras 10A e 10C). Em T. vitticeps 20 dias apds a alimentacdo, ao longo de todo o intestino
médio, o apice do epitélio, os granulos citoplasméticos e a membrana basal apresentam mais
proteinas que naqueles insetos com trés dias de jejum (Tabela 2, Figuras 10B, 10D e 10E).

Em relagdo ao teste para lipideos ha intensa reagdo positiva no apice e base do epitélio,
bem como nos granul os citoplasméticos das células digestivas na regido anterior do intestino
meédio aos trés dias de privacéo alimentar, enquanto que na regido mediana do intestino médio
o teste para lipideos ocorre em menor intensidade (Tabela 2, Figuras 11A, 11D). Contudo, aos
20 dias de jggum, as reagdes nos granulos citoplasmaticos das células digestivas, tornam-se
mais evidentes tanto nas regides anterior e mediana do intestino médio, ocorrendo presenca de
lipideos neutros proxima ao apice do epitélio e na membrana basal, além do aumento de
lipideos acidos e neutros nos granulos citoplasméticos das células digestivas na regiéo
anterior do intestino médio (Tabela 2, Figuras 11B, 11C).
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Figura9
Secgoes histoldgicas do intestino médio de Triatoma vitticeps submetido ao teste de PAS.
Barras. 10pum.
A - Intestino médio anterior aos trés dias de jejum alimentar.
B - Intestino médio mediano aos trés dias de privagdo alimentar.
C - Intestino médio posterior aos trés dias de jegum.
D - Intestino médio anterior aos vinte dias de privagéo alimentar.

E - Intestino médio mediano aos vinte dias de privacdo alimentar.

F - Intestino médio posterior aos vinte dias de jejum alimentar. Em todas as figuras MA é
membrana apical; MB: membrana basal; v: vesiculas; n: nicleo de células digestivas, M:
camada muscular e L: limem.
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FIGURA 10
Secgoes histolégicas do intestino médio de Triatoma vitticeps submetido ao teste de
Mercurio de Bromofenol. Barras. 10um
A- Intestino médio anterior aostrés dias de jggum alimentar.
B- Intestino médio anterior aos vinte dias de privagdo alimentar.
C- Intestino médio mediano aos trés dias de jejum.

D- Intestino médio mediano aos vinte dias de privagéo alimentar.

E- Intestino médio posterior aos vinte dias de jeum aimentar. Em todas as figuras MA é
membrana apical; MB: Membrana basal; V: estruturas semelhantes a vesiculas; n: nlcleo de
células digestivas, M: musculaturae L: lumem.






FIGURA 11

SecgBes do intestino médio de Triatoma vitticeps submetido ao teste de azul do Nilo.

Barras: 10um.

A - Intestino médio anterior aos trés dias de jejum alimentar;

B - Intestino médio anterior aos vinte dias de privacdo aimentar;

C - Regido mediana do intestino médio aos trés dias de jejum.

D - Regido mediana do intestino médio aos vinte dias de privagdo alimentar. Em todas as
figuras MA é membrana apical; ra: regifes marcadas em azul (lipideos neutros); rr: regides
coradas em rosa (lipideos acidos); E: epitélio, n: nicleo de célula colunar e M.: musculatura e
L: Ldmem.
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3.4. Ultra-estrutura

A andlise da ultra-estrutura das diferentes regies do intestino médio de T. vitticeps em
diferentes estadios de desenvolvimento ndo apresentou mudangas em suas caracteristicas
morfoldgicas, que se apresentaram semelhantes em individuos do 2° e 5° instares e nos
adultos.

A ultra-estrutura das diferentes regides do intestino médio de T. vitticeps, mostra que
as células digestivas apresentavam no apice, microvilosidades sustentadas por material fibroso
correlacionado ao citoesgueleto de actina, além disso, na face voltada para o IUmen estas
estruturas sdo revestidas por uma membrana dupla correspondente a membrana perimicrovilar
(Figuras 12A, 12B e 12C). Juncgles septadas estdo presentes nas membranas plasméticas

laterais das célul as digestivas adjacentes (Figura 13B).

As membranas perimicrovilares (Figura 12B) formam um cilindro que envolve as
microvilosidades, isolando-as do lUmen, e em alguns pontos do intestino médio, no animal
com vinte e cinco dias de jejum, estdo ausentes. O citoplasma apical das células digestivas da
regido posterior do intestino médio apresenta muitas mitocondrias que se mostram peguenas e
com muitas cristas (Figura 12C).

A membrana plasmatica basal das células digestivas, ao longo de todo o intestino
médio, apresenta dobras formando um labirinto basal bem desenvolvido associado a
mitocondrias (Figura 13A). Espagos extracelulares do labirinto basal s&o mais dilatados na
regido anterior do intestino médio em insetos com sete dias de jejum quando comparados
aqueles de insetos com os demais periodos de jejum (Figura 13C).

As células digestivas nas trés regifes do intestino médio apresentam nlcleo com
cromatina descondensada e algumas areas de cromatina condensada distribuidas em grumos,
sendo o citoplasma perinuclear rico em elementos do complexo de Golgi, reticulo
endoplasmatico rugoso e mitocondrias (Figuras 13A e 13B), aém de vesiculas com tamanho
e elétron-densidades variadas (Figuras 14, 15 e 16).

Algumas caracteristicas relacionadas, sobretudo ao tipo de granulacdo e de vesiculas
no citoplasma, permitiram diferenciar as células digestivas das trés regides do intestino médio
de T. vitticeps. Desta maneira, na regido anterior do intestino médio as células digestivas
apresentam granulos de glicogénio, lipideos e esferocristais (Figura 14). Alguns esferocristais

com aspecto de degradacdo por acéo lisossomica foram observados nesta regido do intestino

47



médio. Na regido mediana do intestino médio as células digestivas apresentam acumulos de
granulos e vesiculas com diferentes graus de elétron-densidade (Figura 15). Granulos elétron-
densos, vesiculas elétron-lUcidas e el étron-densas foram observadas sendo secretadas para o
[men do intestino médio. Na regido posterior do intestino médio, as células digestivas
apresentam vesiculas com aspectos diversos, podendo estar dispersas pelo citoplasma como
também sendo secretadas por entre as microvilosidades (Figura 16), além de gotas lipidicas e
grénulos de hemozoina que sdo caracterizados por forte densidade aos elétrons. Células com
caracteristicas de degeneracdo com nitida desorganizacéo das microvilosidades e processo de
vacuolizagdo citoplasmética foram encontradas nesta regido do intestino médio de insetos 25

dias ap0s o0 repasto sanguineo.
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FIGURA 12

Micrografias eletronicas de transmissdo do epitélio do intestino médio de Triatoma

vitticeps com 25 dias de privagéao alimentar. Barras: 1 um

A — Regi&o apical da célula absortiva do intestino anterior mostrando microvilosidades (MV).
Em detal he, microvilosidades revestidas por membrana dupla (cabega de seta) no epitélio de
inseto adulto.

B - Epitélio intestinal mostrando microvilosidades sustentadas internamente por estruturas
filamentosas (2) sendo revestidas externamente por membrana perimicrovilar (PMM).

Algumas éareas apresentam-se desprovidas de membrana pericmicrovilar (1).

C - Regido apical de célula digestiva do epitélio do intestino médio posterior indicando a
presenca de mitocondrias (seta) localizadas na base das microvilosidades em maior nimero

do que o verificado nas outras regides do intestino.
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FIGURA 13

Micrografias eletronicas de transmissdo do epitélio do intestino médio de Triatoma

vitticeps com 25 dias de privagao alimentar.

A — As céulas do epitélio intestina repousam sobre membrana basa (MB). Abaixo da
membrana basal observa-se camada muscular (M). Regido basal é intensamente preenchida

por dobras basais (seta) associadas a mitocondrias (MI). Barra: 4 pm.

B — No intestino médio anterior registrou-se presenca de juncfes septadas (seta) entre as

membranas |laterais de células vizinhas, Barra: 6 nm

C — Detalhe da membrana basal que se invagina e forma o labirinto basal no intestino médio
anterior, cujas membranas apresentam-se muito unidas ndo permitindo observar espagos

extra-celulares. Barra: 20 nm
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FIGURA 14

Micrografias eletrénicas de transmissdo do epitélio do intestino médio anterior de

Triatoma vitticeps com 25 dias de privagdo alimentar .

A - Regido anterior do intestino médio (IMA), mostrando ntcleo (N) com cromatina frouxa e

algumas areas de cromatina condensada formando grumos (*), no citosol se observa

complexo de Golgi (CG), reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Barra: 2um.

B - Detalhe do Complexo de Golgi (CG), mostrando esferocristais em vesiculas com nitida

degradacéo lisossomal (E). Barra:1um.

C - Detalhe da mitocondria (M1), associado a vesiculas armazenadoras de lipidio (Lp), além

da presenca de gréos de glicogénio (G). Barra: 0,01um
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FIGURA 15

Micrografias eletronicas de transmissdo do epitélio da regido mediana do intestino

médio de Triatoma vitticeps com 7 dias de privagado alimentar.

A — Regido apica de célula digestiva mostrando a presenca de microvilosidades (MV), além
de algumas organelas tais como as mitocondrias (Ml), abundante reticulo endoplasmatico
rugoso (rer) e lisossomos (Li). Apresentam também vesiculas (V) distribuidas no citosol e

associadas aos microvilos (MV). Barra: 5 um.

B — Nucleo (N) e nucléolo (n) de célula digestiva com cromatina pouco condensada e em

algumas regi des apresentam-se formando grumos (seta). Barra: 2 um.
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FIGURA 16

Micrografias eletrénicas de transmissdo do epitélio do intestino médio posterior de

Triatoma vitticeps com 25 dias de privacgao alimentar.

A — Citoplasma apical de célula digestiva, apresentando mitocéndrias (M), lisossomos (Li),
vesiculas de lipidios (Lp) e no apice da célula se observa microvilosidades (MV). Barra: 5

um.

B — Regido apical da célula digestiva mostrando microvilosidades (MV), logo abaixo encontra
se vesiculas elétron-lucidas (VL), mitocdndrias (MI) e grénulos de glicogénio (G). Barra: 4

pm.

C — Apices de células digestivas (1) mostrando a direita uma céula em processo de

degeneracéo (2). Barra: 5 um.

D — Regido basal da célula digestiva mostrando a membrana basal (MB) e mitocondria (M1),
No inserto detal hes dos esferocristais (1) e Hemozoina (2). Barra: 5 um.
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4. DISCUSSAO

O intestino médio de T. vitticeps apresenta parede formada por epitélio simples
colunar gue repousa sobre uma membrana basal seguida de fibras musculares circulares
internas e longitudinais externas. O epitéio é constituido por dois tipos bésicos de céulas, as
digestivas e as regenerativas. Apesar de se aceitar que células enddcrinas também podem ser
encontradas no epitélio do intestino meédio, sua identificacdo segura sO foi possivel com
técnicas de imunocitoguimicas (ver capitulo 2). Essas caracteristicas estruturais indicam que o
intestino médio deste hemiptero € semelhante ao de outros insetos, conforme descrito por
Cruz-Landim (1985). A espécie aqui estudada, assim como outros hemipteros hematéfagos,
como R. prolixus (Billingsley & Downe, 1983) e T. infestans (Burgos & Gutierrez, 1976)
apresentam membrana perimicrovilar revestindo a por¢do apical das microvilosidades
presentes nas células digestivas, que € uma estrutura comumente encontrada nos hemipteros
(Terraet al., 2006).

A relagdo nucleol/citoplasma observada no epitélio de T. vitticeps nos diferentes
periodos de jejum indica que a privagdo alimentar ndo altera este parametro e que as células
permanecem ativas durante todo o ciclo alimentar, corroborando os dados de Billingsley &
Downe (1986b).

Os resultados histolégicos, histoquimicos e ultraestruturais mostram aspectos da
morfologia e dafisiologia das cé ulas digestivas nas diferentes regides do intestino médio, que
se modificam de acordo com o periodo de privacdo alimentar. A presenca de vesiculas de
diferentes tamanhos e coloragdes no citoplasma das células digestivas indicam que estes tipos
celulares podem estar envolvidos com funcbes de secrecdo e de absor¢do de substancias.
Neste sentido, vesiculas menores e elétron-densas estdo associadas com fungdes secretoras
enguanto que as vesiculas maiores e elétron-lucidas estdo associadas com a funcdo de
absorcéo (Billingdey & Lehane, 1996; Lehane, 1997). No intestino médio do hemiptero
fitéfago Lygus hesperus as células digestivas também podem ser distinguidas pelo tamanho e
el étron-densidade de vesiculas em seu citoplasma (Habibi et al., 2008).

A presenca de granulos de lipideos e glicogénio no citoplasma das células digestivas
sugere que a regido anterior do intestino médio de T. vitticeps atua no metabolismo de
lipideos e agucares. Além disso, a ocorréncia do labirinto basal mais desenvolvido nas células

digestivas dessa regido e a presenca de esferocristais indicam seu papel no transporte e
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armazenamento de ions e agua. Estas fungdes para a regido anterior do intestino médio sdo
confirmadas por trabalhos envolvendo outros hemipteros, tanto os hematéfagos (Farmer et al .,
1981; Barrett, 1982; Azambuja et al., 1983; Ribeiro et al., 1984; Billingdey, 1990), como
aqueles que apresentam habitos alimentares diferentes como o onivoro aquético Cenocorixa
bifida (Jarial, 2005) e o predador Brontocoris tabidus (Guedes et al., 2007, Fialho et al.,
2009).

As trocas de eletrolitos entre as células e 0 meio extracelular sdo realizadas por
proteinas que funcionam como bombas e transportadores, localizados na membrana das
microvilosidades e nos dominios basolaterais de células digestivas (Terra et al., 2006). Terra
& Ferreira, (1994; 2006) descrevem o fluxo contracorrente de fluidos no intestino médio, pela
saida destes na regido posterior e sua absor¢do na regido anterior. A maior concentracdo
destas proteinas nessa regido poderia explicar amaior positividade ao azul de bromofenol nas
porcdes apicais e basais da regido anterior do intestino médio de T. vitticeps.

Embora a presenca de lipideos no citoplasma das células do intestino medio através da
técnica do azul de Nilo, tenha apresentado algumas regifes sem marcagdo (possivelmente
causado pelo uso do acool no processamento do material), foi possivel identificar maior
ocorréncia de granulos de lipideos aos 20 dias de privagdo alimentar na regido anterior do
intestino médio de T. vitticeps. A presenca destes granulos também foi confirmada pela
andlise ultra-estrutural, o que reforca o papel desta regido como Orgdo de estocagem e
processamento de lipideos, similarmente ao encontrado em R. prolixus (Billingsley & Downe,
19864).

A funcéo de secrecéo de substancias, digestéo e absorgdo por parte da regido mediana
do intestino médio de T. vitticeps foi evidenciada pelo estado descondensado da cromatina,
presenca de RER, complexo de Golgi, lisossomos e a riqueza em vesiculas e inclusdes no
citoplasma das células digestivas. A regido mediana do intestino médio de hemipteros é o
principa centro de digestéo de substéncias, principalmente proteinas, aém da ocorréncia de
absorcéo de nutrientes (Wigglesworth, 1975; Houseman & Downe, 1983; Billingsley &
Downe, 1983; Billingsley & Downe, 1988 Billingsey, 1990; Chapmann, 1998, Nation, 2002;
Borges et al., 2006, Guedes et al., 2007; Fialho et al., 2009).

Na regido posterior do intestino médio as células digestivas apresentam a membrana
plasmatica com muitas projecdes em sua regido apical e citoplasma com granulos de

hemozoina, vesiculas com contelido protéico e gotas lipidicas, indicando as possibilidades de
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atuacdo tanto na absor¢do, como na digestdo e armazenamento de substancias, similarmente
ao observado em R. prolixus (Billingsley & Downe, 1985; 1986a e b; 1988)

Os resultados agui obtidos sugerem funcéo mais expressiva de transporte de ions pela
regido anterior e de digestéo e/ou absorgédo de nutrientes pelas regifes mediana e posterior do
intestino médio de T. vitticeps, similarmente ao reportado para outros insetos (Hecker et al.,
1971, 1974; Hecker, 1977; Rudin & Hecker, 1979; Billingsley & Downe; 1988, Guedes et al.,
2007, Azevedo, no prelo, Fialho et al., 2009).

O maior nimero e tipos de grénulos citoplasmaticos aos 20 dias de privacéo alimentar
nas células digestivas em todas as regides do intestino médio de T. vitticeps, apontam para a
relacdo entre os aspectos morfol gicos e fisiol 6gicos desse tipo celular e o tempo apds repasto
sanguineo. Vérios trabal hos desenvolvidos com insetos sugadores de sangue tém comprovado
essa relacdo (Billingsley, 1988; Ribeiro & Pereira, 1984; Andrade-Coélho et al., 2001). Deste
modo, Billingsley (1988) considerando o tempo de privagdo alimentar, descreve alteragctes
estruturais semelhantes as descritas neste trabal ho, indicando volumes maiores de grénulos de
glicogénio nas células digestivas localizadas nas regifes anterior e posterior do intestino
médio e aumento no volume de mitocdndrias e na area do RER no citoplasma das células
digestivas da regido anterior do intestino médio de R. prolixus aos 20 dias de privacéo
alimentar, qguando comparado com insetos com trés dias de jejum. Ribeiro & Pereira (1984) ,
também confirmaram a influéncia do ciclo aimentar sobre a atividade de diferentes enzimas
no intestino médio de R. prolixus. Além disso, Andrade-Coélho et al. (2001), observaram
diferencas estruturais no RER, complexo de Golgi, microvilosidades, vesiculas e labirinto
basal conforme o tempo apds repasto sanguineo, nas células digestivas das regides anterior e
posterior do intestino médio de fémeas de Lutzomia intermedia (Diptera: Phlebotominae).

Os resultados aqui obtidos indicam aumento no nimero de vesiculas nas células
digestivas do intestino médio de animais sujeitos a maior tempo de jejum o que pode estar
relacionado ao fato dos insetos hemat6fagos ndo terem alimento constantemente disponivel
como ocorre com fitéfagos. Assim, os hematéfagos necessitam de uma reserva de enzimas,
provavelmente armazenadas nas vesiculas elétron-densas que serdo prontamente utilizadas
guando do encontro da fonte alimentar, como observado em Hemiptera (Fialho et al., 2009) e
Coleoptera predadores (Pradhan, 1940) e em adultos de holometdbolos recém-emergidos
(Serréo & Cruz-Landim, 1996)
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A membrana perimicrovilar foi encontrada em todos os compartimentos do intestino
médio de T. vitticeps, sendo que aos vinte cinco dias apds 0 repasto ocorreram areas
descontinuas, indicando que esta membrana sofre degeneragcdo a medida que o tempo apos o
repasto aumenta, similarmente ao encontrado em R. prolixus (Billingsley & Downe, 1986b),
C. hemipterus (Azevedo, no prelo). Albuquerque-Cunha et al. (2008) afirmam que as
membranas perimicrovilares de R. prolixus revestem completamente e de forma mais evidente
a superficie apical das células digestivas dez dias apés repasto sanquineo. Os resultados aqui
obtidos sd0 semelhantes, pois indicam que nos exemplares de T. vitticeps com sete dias de
jgum, as microvilosidades ainda ndo estdo completamente revestidas por membrana
perimicrovilar. No predador B. tabidus a presenca de membrana perimicrovilar revestindo as
microvilosidades das células digestivas ao longo do intestino médio é constitutiva e sem
nenhuma influéncia da dieta ou do periodo de jgjum alimentar (Fialho et al., 2009). Desta
maneira, hemipteros hemat6fagos e predadores desenvolveram mecanismos diferentes para
controlar a sintese de membrana perimicrovilar.

A musculatura dividida em duas camadas, circular interna e longitudinal externa
pode ser observada em todos os trés compartimentos, sendo evidente principal mente aos
vinte dias de privagdo alimentar e ficando menos nitida esta separacéo conforme o volume
de sangue em seu |lumen. Estas modificacfes ocorrem como resultado da distensdo que o
volume alimentar provoca sobre a parede do intestino médio.

A presenca de céulas na regido posterior do intestino médio com sinais de
degeneracdo em T. vitticeps apOs periodo de 25 dias de jgjum, pode estar relacionada aos
processos fisioldgicos. Processos degenerativos em células do intestino médio de insetos sdo
descritos em diferentes eventos fisiol6gicos como a metamorfose (Tetamantti et al., 2007) ea
digestdo de nutrientes que liberam substéncias toxicas que promovem a morte celular (Okuda
et al., 2007; Jarial, 2005). Em todos esses eventos € descrito a presenca de células digestivas
com aspecto apoptoético e ou necrético, que sdo liberadas para o IUmen do intestino médio,
sendo substituidas por células diferenciadas a partir das cél ulas regenerativas (Cruz-Landim et
al., 1996b; Billingsley & Lehane, 1996, Neves et al., 2003; Tetamantti et al., 2007, Rost-
Roszkowska, 2008, Fialho et al., 2009).

As caracteristicas morfofisiol gicas dos diferentes compartimentos do intestino médio
de Triatoma vitticeps aqui apresentadas e a semelhanga com outras espécies de hemipteros
hemat6fagos como C. hemipterus (Azevedo, no prelo), R. prolixus (Billingsley & Downe,
1988), T. infestans (Burgos & Gutierrez, 1976), com o sugador de seiva L. hesperus (Habibi
et al., 2008) , com o predador B. tabidus (Fialho et al., 2009) e com o onivoro C. bifida
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(Jarial, 2005), sugerem a origem de um ancestral comum para estes insetos. Dentre os insetos
hemimetdbolos, os hemipteros representam um dos grupos mais bem sucedidos e mais
numerosos, compreendendo trés subordens. Sternorrhryncha e Auchenorrhyncha todos
herbivoros, sendo grande parte deles sugadores de seiva e os Heteroptera que incluem insetos
hemat6fagos, predadores e fitdfagos (revisto por Damasceno-Sa & Silva, 2007). O ancestral
dos hemipteros deve ter sido um sugador de seiva semelhante aos Sternorrhyncha atuais, pois
a perda de membrana peritréfica nesta ordem estaria relacionada a adaptacdo de seus
ancestrais a dimentagdo de floema (Goodchild, 1966; Terra et al., 2006). A membrana
perimicrovilar deve ter surgido em Condylognatha, que é o ancestral comum de Thysanoptera
e Hemiptera, que teria perdido a membrana peritréfica e enzimas digestivas envolvidas na
digestdo inicial e intermediéria (Terra, 1988; Terra & Ferreira, 1994, Silva et a. 2004; Terra
et al., 2006).

5- CONCLUSAO:

O intestino médio de T. vitticeps apresentou diferencas nas células digestivas
associadas ao tempo de jgum alimentar. Microvilosidades, membrana perimicrovilar e
labirinto basal estédo presentes nas células digestivas ao longo de todo o intestino médio,
podendo apresentar variacOes devido as fungdes especificas de cada regido e ao tempo apos
repasto sanguineo. A partir dos dados aqui obtidos, sugere-se que a regido anterior do
intestino médio armazena substancias, transporta fluidos e ions e participa da digestdo de
carboidratos e da hemdlise, enquanto as regides mediana e posterior do intestino médio, tem
funcdo na sintese e secrec@o de enzimas. Além disso, a regido posterior tem participagdo na
digestdo de sangue e absor¢éo de nutrientes. A semelhanca entre o intestino médio do T.
vitticeps com outros hemipteros sugerem que estes séo provenientes de um ancestral comum e
que as caracteristicas morfoldgicas de seu intestino médio descritas, relacionam-se mais com

aspectos da filogenia do que ao tipo de alimentacao.
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CAPITULO 2

Céulas enddcrinas e regenerativas no intestino medio de Triatoma vitticeps

em diferentes periodos de jggum alimentar
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RESUMO

O intestino médio dos insetos apresenta-se revestido por um epitélio smples onde ocorrem
trés tipos celulares: células digestivas, enddcrinas e regenerativas. Varios autores afirmam a
relacdo entre os aspectos morfoldgicos das células digestivas e o tempo apds repasto. Este
trabalho tem como objetivo avaliar a ocorréncia de células regenerativas e células enddcrinas
positivas para FMRFamida nas diferentes regifes do intestino médio de fémeas e machos do
hemiptero hemat6fago Triatoma vitticeps em diferentes periodos apds repasto sanguineo.
Utilizou-se de doze insetos adultos de ambos o0s sexos, cujos intestinos médios foram
retirados apos 4, 72, 120, 168, 288, 360 e 600 horas apts a alimentagdo. O intestino médio foi
dividido nas regides anterior, mediana e posterior e os fragmentos foram submetidos a
marcagdo em bloco com anti FM RFamida e incluidos em resina. Foram analisadas dez |&minas
para cada regido do intestino médio de cada animal e em cada periodo de privagdo aimentar.
Para a morfometria foi utilizado reticulo com 100 pontos e o material observado em
microscopia de luz com objetiva de 40x a fim de contabilizar o nUmero de nucleos de células
digestivas, nucleos de células enddcrinas positivas para FMRFamida, nucleos de células
regenerativas. Os resultados indicaram a presenca de células enteroenddcrinas do tipo abertae
positivas para FMRFamida no intestino médio de T. vitticeps. Existe associacdo entre o ciclo
alimentar, ou sgja, 0 periodo necessé&rio para a digestéo do sangue, e a frequéncia de células
enddcrinas positivas para FMRFamida e de células regenerativas no intestino médio de T.
vitticeps. Ocorrem também diferencas no padréo de distribuicdo destas células entre machos e
fémeas e nas diferentes regides do intestino medio.

Palavra chave: FMRFamida, intestino médio, células endécrinas, T. vitticeps
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ABSTRACT

The midgut of insects has three cell types: digestive, endocrine and regenerative cells and a
relationship between cell morphology and blood meal have been suggested. This study aimed
to evaluate the occurrence of regenerative and endocrine cells positive for FMRFamide in
different regions of the midgut of females and males of Triatoma vitticeps at different periods
after blood meal. Twelve adult insects of both sexes, were dissected 4, 72, 120, 168, 288, 360
and 600 hours after feeding and the midgut isolated. The midgut was divided into the regions
anterior, middle and posterior and the fragments were analyzed in light microscope. We
analyzed ten slides for each midgut region of each animal in each period of food deprivation.
For morphometrics a reticulum with 100 points in a light microscope with the 40x objective
was used to count the number of nucleus of digestive cells, FMRF-amid positive endocrine
cells and nuclei of regenerative cells. The results showed the presence of endocrine cells of
open type and positive for FMRFamide in the midgut of T. vitticeps. There was association
between the food cycle (the time required for digestion of blood) and the frequency of
FMRFamide positive cells and regenerative cells in the midgut of T. vitticeps. Differences in
the pattern of distribution of these cells between males and females and in different regions of
the midgut were also observed.

Key words: FMRFamide, midgut, endocrine cells, T. vitticeps.
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1- INTRODUCAO

O intestino médio de Triatoma vitticeps, assim como de outros hemipteros e nos
demais insetos, € revestido por epitélio simples colunar onde se distinguem trés tipos
celulares. as células digestivas, as enddcrinas e as regenerativas (Cruz Landim, 1985, Serrdo
2000; Neves 2002).

As células enddcrinas caracterizam-se principalmente pela presenca de granulos
dispostos na regido infra-nuclear. Podem apresentar-se como células do tipo fechadas, que
nao fazem contato com o [imen intestinal, ou como células do tipo abertas, cujo dpice alcanca
o limen e apresenta microvilosidades (Chapman, 1998; Nation, 2002; Neves et al., 2003).

Segundo Endo & Nishiitsutsuji-Uwo (1981) as células enddcrinas observadas em
insetos correspondem morfol ogicamente e imunohistoquimicamente as células endocrinas do
sistema digestorio de vertebrados, pois estes tipos celulares caracterizam-se sempre pela
presenca de granulagdo basal e os anticorpos que identificam neuropeptideos de mamiferos
também indicam a presenca de peptideos semel hantes em insetos.

A presenca de células enddcrinas na parede do intestino médio de diferentes ordens de
insetos tem sido reportada. Em Ortopthera, a presenca de células enddcrinas do tipo aberta foi
confirmada nas regides anterior e posterior do intestino médio (Lange & Orchard, 1998;
Lange, 2001) e na ampola reta de Locusta migratoria (Zudaire et al., 1998). Entre os
Phasmatodea, Carausius morosus apresenta células enddcrinas que foram marcadas com
anticorpos anti-FMRFamida (Zitnan et al., 1993) e anti-colecistocinina (Andriés &
Beauvillain, 1988). Em Blattaria, Endo & Nishiitsutsuji-uwo (1981), descrevem a presenca
de células endécrinas no intestino médio de Periplaneta americana, sendo a maioria delas
identificadas como do tipo fechada, ja em Blaberus craniifer foram observadas no intestino
médio células enddcrinas, tanto do tipo aberto, quanto fechado (Andriés & Tramu,
1985).Vérios autores confirmam a existéncia de células enddcrinas em Lepidoptera,
ocorrendo em Manduca sexta (Zitnan et al., 1995), em Helicoverpa zea (Huang et al., 1998) e
em Antheraea yamamai (An et al., 1998). Entre os Diptera, células enddcrinas no intestino
médio do mosquito Aedes aegypti foram descritas em fémeas adultas por Veenstra (1999) e
em larvas, pupas e adultos (Moffett & Moffett, 2005).

Neves et al. (2003) descreveram a ultra-estrutura de células endécrinas do tipo abertae
fechada, localizadas principalmente na regido posterior intestino médio da abelha Melipona

quadrifasciata anthidioides . A presenca dos dois tipos de células enddcrinas no intestino
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médio em Hymenoptera, foi antes citada por Raes & Verbeket (1994) que anaisou a
morfologia do intestino médio de Apis mellifera.

Alguns autores anunciaram a presenca de células enddcrinas no intestino médio de
Hemiptera. No predador B. tabidus (Fialho et al., 2009) ou no hematéfago C. hemipterus
(Azevedo et al., in press) as células enddcrinas foram descritas como do tipo aberto, contendo
em seu citoplasma granulos com elétron-densidade média e mitocondrias, além de vacuolos
elétron-lucentes e figuras mielinicas na porcdo basal. Diferentes autores reportaram para a
ocorréncia de células enddcrinas no intestino médio de triatomineos, como Billingdey &
Downe (1986). Segundo esses autores, as células enddcrinas em R. prolixus localizam-se nas
regiBes média e posterior do intestino médio, distribuindo-se de forma esparsa entre as células
digestivas e regenerativas, sem formar grupos e sem se associarem aos ninhos das células
regenerativas. Essas células foram classificaram como do tipo fechado. Zitnan et al. (1993)
também descreveram a ultra-estrutura de células enddcrinas no intestino médio de R. prolixus,
observando em seu intestino posterior células abertas e fechadas.

Véarios trabalhos apontaram para marcacdo positiva de diferentes familias de
neuropeptideos nas células entero-enddcrinas do intestino médio de insetos, como por
exemplo, FMRFamida, colecistocinina, taquiquininas, alatostating, peptideos semelhantes ao
glucagon, gastrina, substancia P e urotensina | (Andriés & Tramu, 1985; Andriés &
Beauvillain, 1988; Zitnan et al., 1993; Veenstra & Lambrou, 1995; Miksys et al., 1997
Huang et al., 1998; Zudaire et al., 1998; Lange, 2001; Harshini et al., 2002; Neves €t al.,
2003; Moffett & Moffett, 2005). No entanto, o preciso papel bioldgico desses peptideos ndo
esta claro, embora sgja sugerido que a modulacdo de sua liberagdo possa estar relacionada
com alteracdes fisol6gicas causadas pela aimentacdo, pela privagdo alimentar e parasitismo
(Zitnan et al., 1995; Zudaire et al., 1998; Lange, 2001). Segundo Sehnal & Zitnan (1996), as
células enddcrinas de insetos deveriam cumprir importante papel no controle do peristaltismo,
na digestéo, no crescimento e na reproducdo de insetos.

O isolamento e identificacdo do FMRFamida (Phe-Mer-Arg-Phe-amide) como um
tetrapeptideo cardio-estimulador foi feita pela primeira vez em um celenterado por Price &
Greenberg (1977), posteriormente foi identificado em outros invertebrados, inclusve em
insetos (Zitnan et al., 1995; Lange, 2001; Harshini et al., 2002; Neves et al., 2002; Hill &
Orchard, 2004 ). Assim, Hill & Orchard (2004), mostraram que o ciclo aimentar e a variacdo

na dieta interferem no aparecimento de pepitideos relacionados ao FMRFamida no intestino
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de L. migratoria, 0 que sugere a participacdo deste neuropepitideo na manutencéo do balango
do contetdo nutricional neste inseto. Neves et al. (2002) estudaram a presenca de diferentes
peptideos reguladores nas células enddcrinas do intestino médio durante a metamorfose em
M. quadrifasciata anthidioides, entre eles o FMRFamida. Concluiram que este peptideo
estava presente em todos 0s insetos, principalmente nos periodos proximos a alimentacéo, o
gue sugere seu papel no controle dos processos da digestao.

O ciclo aimentar influencia também a concentracdo de FMRFamida e peptideos
relacionados a taquiquinina em células enddcrinas do intestino médio de L. migratoria de
forma diferenciada, de maneira que a marcacdo para FM RFamida diminui
significativamente vinte e quatro horas apos j um, enquanto aimunoreatividade para
taquiquinina diminui apos 48 horas de privacdo alimentar (Lange, 2001).

Em larvas de Opisina arenosella os pepitideos rel acionados a FxRFamide poderiam
estimular aliberagcdo de amilase e protease no intestino médio (Harshini et al., 2002), o que
indicaria sua participacdo nos processos digestivos. Em larvas de M. sexta parasitadas com
Cotesia congregata, o peptideo FMRFamida, foi produzido em um niimero
significativamente maior de células enddcrinas que em larvas néo parasitadas. Tal fato
ocorreria possivelmente devido a supressdo da taxa de liberac@o do peptideo ou entdo de
sua sintese pela presenca do parasito (Zitnan et al. 1995).

Em insetos, assim como em todos 0s outros metazodrios, a homeostase é
fundamental para a morfogénese e para a manutencéo da arquitetura e da fisiologia dos
tecidos. Nos diferentes grupos animais, o trato gastrointestinal caracteriza-se pela grande
reciclagem de células que compdem seu epitélio, desta maneira, a homeostase € garantida
pelo controle de atividades complexas como morte celular programada, proliferacéo e
diferenciacéo celular (Potten et al., 1997; Brittan & Wright, 2002).

Estudos relativos a manutencdo do epitélio intestinal a partir de células tronco
gastrointestinais utilizam diferentes grupos de animais como modelo experimental, entre
eles, os mamiferos (Martin et al., 1998; Slorach et al., 1999; Bjerknes & Cheng, 2001;
Leedham et al., 2005), anfibios (Ishizuya-Oka, 2007) e insetos (Ohlstein & Spradling,
2007; Martins et al., 2006; Illa-Bochaca & Montuega 2006).

Segundo Ohlstein & Spradling (2007) o epitélio do intestino médio de Drosophila
melanogaster continha células tronco intestinais multipotentes que se distribuiam
esparsamente ao longo da membrana basal e que poderiam gerar tanto células digestivas
como células endocrinas.

As células tronco no intestino médio de insetos sdo denominadas células
regenerativas e localizam-se em agrupamentos denominados ninhos, ou isoladamente, no
epitélio de revestimento.

Conforme revisto por Leedhan et al. (2005), os processos de proliferacéo e
diferenciacéo das células tronco envolveviam uma série de fatores de crescimento e de
citocinas produzidas por células vizinhas. Além disso, tais células se dividiriam através de
divisdes assimétricas com aformagédo de uma célulatronco e outracélulafilha. As células
progenitoras manteriam a capacidade de dividir até que elas se diferenciem de forma
terminal. Divisdes simétricas também poderiam ocorrer ocasiona mente, produzindo
diferentes resultados como duas células filhas comprometidas com a diferenciacéo ou duas
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células tronco. Namaioria das vezes, as células-tronco se dividem de forma deterministica
ou assimétrica, mas a maneira que estaira se dividir depende dos fatores liberados pelas
células vizinhas ao nicho de células tronco, possibilitando a comunicacdo celular (Potten &
Loeffer, 1990; Potten et al., 2002).

A compreensdo dos mecanismos fisiol 6gicos envolvidos no ciclo alimentar dos
insetos sera maior na medida em que se possa desvendar o papel das diferentes células que
comp&em o epitélio do intestino médio e os possivels fatores que afetam seu
funcionamento. As células endécrinas e aidentificacdo de peptideos reguladores
produzidos por elas, bem como aspectos de regeneracéo do epitélio do intestino médio em
triatomineos se restringem aos descritos para R. prolixus (Billingsey & Downe 1986;
Zitnan et al., 1993).

2- OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais:

Avaliar a distribui¢éo das células enddcrinas e regenerativas nos diferentes
compartimentos do intestino médio do hemiptero hemat6fago Triatoma vitticeps e se esta
distribuicéo se altera em funcdo do tempo apds repasto sanguiineo.

2.2. Objetivos especificos:

* ldentificar e caracterizar as células enddcrinas nos diferentes compartimentos do

intestino médio do triatomineo em diferentes periodos apos alimentacao.
« Avadliar afrequéncia de células endécrinas e das células regenerativas nos diferentes

compartimentos do intestino médio do triatomineo e em diferentes periodos apds

alimentacéo.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1 Animais:

Doze insetos adultos de ambos os sexos de T. vitticeps foram cedidos pelo Instituto
Renné Rachou — FIOCRUZ, Belo Horizonte, Minas Gerais. Os animais foram mantidos em
coldnias no Laboratério de Entomologia do Centro Universitario de Caratinga,(UNEC) |,
Caratinga, MG a 28 °C e umidade relativa de 60%. Apo6s 15 dias de jgum, os insetos
alimentaram-se de sangue, sobre ratos (Rattus norgevicus) previamente anestesiados. Apos o
repasto sanguineo, os insetos foram dissecados em solucdo de NaCl 125 mM 4, 72, 120, 168,
288, 360 e 600 horas apds a alimentacdo para remocao do intestino médio que foi dividido nas

regides anterior, mediana e posterior.

2.2 Histologia e Imunohistoquimica:

Para as andlises imunohistoquimicas das células endécrinas FMRFamida positivas,
fragmentos das diferentes regiGes do trato digestivo foram fixados em solugdo de Zamboni
(Stefanini et al., 1967) por 30 min. Apés lavagem em tampéo fosfato de sodio contendo 1%
de Tween-20 (PBST), as amostras foram imersas em solucéo de fenilhidrazina a 1% por 40
minutos para blogueio da peroxidase enddgena. Os fragmentos foram novamente lavados em
PBST, transferidos para soro albumina bovina 1,5% em PBST por 10 min. e incubados em
soro normal de cabra a 2% em PBST por 20 min. Novamente as amostras foram lavadas em
PBST e incubadas em anticorpo primério anti-FMRFamida produzido em coelho (Peninsula
Lab.) 1:100 em PBST por 24 horas a4 °C. Ent&o as amostras foram incubadas em anticorpo
secundario anti-lgG conjugado com peroxidase (1:20) em PBST por 3 horas em temperatura
ambiente e submetidas & revelacdo da peroxidase com diaminobenzidina. Seguiu-se a
desidratacdo em série alcodlica crescente e inclusdo em glicol-metacrilato (Historesin Leica).
Secgbes com 2 um de espessura foram contra-coradas com fast red por 10 minutos e
analisadas em microscopio de luz. O controle negativo foi realizado pela omissdo do

anticorpo anti-FMRFamida.
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24. Contagem de células enteroenddcrinas positivas para FMRFamida e células

regenerativas:

Para a contagem das células foram montadas 10 |&minas de cada animal. Cada lamina
contendo 12 secgdes histologicas, totalizando 120 secgdes de cada regido do intestino médio
para cada animal em cada periodo de jeum alimentar. Para andlise morfométrica utilizou-se
microscopio de luz, com objetiva de 40x e com ocular reticulada com 100 pontos. Foram
analisadas 10 secgBes por animal, por regido do intestino médio e para cada tempo apds
repasto sanguineo, considerando 10 campos por sec¢cdo. Desta maneira, totalizou-se 1000
campos por regido de cada anima e em cada intervalo de tempo apds repasto. As secgdes
analisadas distavam em pelo menos 60 micrometros uma das outras, para evitar que se
contassem as mesmas células. Nas contagens os nulcleos de células positivas para anti-
FMRFamida, nucleos de células negativas para anti-FMRFamida, células regenerativas e

outros (camada muscular, traquéias e tabul os de Malpighi) foram considerados.

2.5. Andlise estatistica:

Para a andlise edtatistica, os tempos de privagdo alimentar foram distribuidos em
classes. As associagOes entre tempo/sexo, sexo/regido do intestino médio, sexo/tipos celulares
foram submetidas ao teste de Qui-quadrado. As propor¢des das variaveis repostas (nucleos de
células digestivas, células regenerativas, células enddcrinas e outros parametros) obtidas nas
regides do intestino médio foram testadas para igualdade de proporgéo pelo teste de Qui-
quadrado.
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3. RESULTADOS

A presenca de células enddcrinas do tipo aberta foi identificada nas regifes anterior,
média e posterior do intestino médio de T. vitticeps (Tabela 3, Figura 17 A-E). A
especificidade da reagdo para FMRFamida foi obtida por comparagdo com o controle
negativo (Figural7 Fe G).

De uma maneira geral as células digestivas foram as mais frequentes, seguidas pelas
células regenerativas e as enddcrinas. Quando se comparou a frequéncia dos tipos celulares e
das estruturas teciduais nas trés porgdes do intestino médio, observou-se que estas se
distribuiam com percentuais significativamente diferentes em cada regido, Além disso,
comparando as diferentes regides, percebeu-se que a por¢do mediana apresentou frequéncia
significativamente maior de células digestivas em relagdo as outras regifes, enquanto que a
maior frequéncia de células regenerativas foi observada na regido posterior. As frequéncias de
células enddcrinas foram semelhantes nas diferentes regides do intestino médio (Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncia dos diferentes tipos celulares e estruturas teciduais presentes no
epitélio do intestino médio de Triatoma vitticeps (N=12) em relagcdo as suas diferentes
regides e sem considerar o sexo. Dados observados numa area padr&o de 12 x 10*mm? por
regido do intestino.

Intestino médio I ntestino médio médio Intestino médio Qui-
Variaveis* anterior posterior quadrado*
n (%) n (%) n (%)
Células Endécrinas 32(0,03) ™ 42 (0,04)® 21 (0,02) ¢ 95
Células Digestivas 9599 (8,0) B 10787 (8,99) B2 9563 (7,97) B¢ 97,2
Células regenerativas 293 (0,24) & 363(0,30) 411 (0,34) <@ 19,8
Outros 110076 (91,73) 2 108812 (90,67) 42 110002 (91,67) 2 9,1
(células musculares,
tubos de Malpighi,
traquéias, etc)
Total 119995 (100) 120008 (100) 119997 (100)
Qui-quadrado® 286950,4 278516,9 286415,2

* Qui-quadrado calculado de 143,09 é significativo para a associagéo entre as variaveis estudadas.
*Avaor de Qui-quadrado significativo indicando que a fregiiéncia de células diferiu em relacéo aregido do intestino médio.
Valores seguidos por diferentes letras mintsculas nas linhas e mailsculas nas colunas diferem pelo teste de Qui-quadrado
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No intestino médio de fémeas e machos, os diferentes tipos de células epiteliais e
outras estruturas que integram este 6rgdo ocorreram com frequéncias diferentes. Assim, 0s
valores mais elevados foram registrados para o paré@metro identificado como “outros’ e para
as células digestivas. Na comparagdo entre machos e fémeas, ocorreram diferencas nas
frequéncias de células digestivas e células regenerativas, com 0s machos apresentando val ores
maiores para as céulas digestivas e as fémeas com presenca de maior niUmero de células
regenerativas (Tabela 4). No entanto, diferencas significativas nas frequéncias de células
enddcrinas em relacdo ao sexo poderam ser observadas quando se consideraram os diferentes
periodos apOs repasto sangliineo, com as fémeas apresentando mais células positivas para
FMRFamida nos intervalos de 4 a 143 e 312 a 600 horas em relagéo aos machos (Tabela 5).

Tanto em machos quanto em fémeas de T. vitticeps, as diferentes regides do intestino
médio apresentaram diferentes frequéncias para células enddcrinas. Os machos mostraram
maior nimero de células positivas para FM RFamida na regido mediana do intestino médio, ja
nas fémeas este valor maior ocorreu na por¢do anterior. O intestino médio posterior teve o
menor nimero de células enddcrinas de todo o intestino médio, apresentando frequéncias
semel hantes entre machos e fémeas (tabela 6).

Tabela 4. Freguéncia dos diferentes tipos celulares presentes no epitélio do intestino médio
de Triatoma vitticeps (N=12) segundo o0 sexo. Dados observados numa érea padrédo de 6 x
10* mm? em cada sexo.

Variéveis* Machos Fémeas Qui-quadrado®
n (%) n (%)
Células Endécrinas 47 (0,03 48 (0,03)™ 0,011
Células Digestivas 15474 (8,59)%2 14475 (8,03) % 33,32
Células Regenerativas 460 (0,26)<° 607 (0,34)% 20,25
Outros 164075 (91,12)"@ 164865 (91,60) *? 1,921

(células musculares, tubos de Malpighi,
traquéias, etc)

Total 180056 (100) 179995 (100)

Qui-quadrado® 423318 428711

* Qui-quadrado calculado de 740155 é significativo para a associagdo entre as variaveis estudadas.
*A vaor de Qui-quadrado significativo indicando que a freqiiéncia de células na classe diferiu em relagéo ao

sexo. Valores seguidos por diferentes letras minusculas nas linhas e mailiscul as nas colunas diferem pel o teste de
Qui-quadrado
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Tabela 5. Freqiéncia de células endécrinas em macho (N=6) e fémea (N=6) de Triatoma
vitticeps em diferentes interval os de tempo apds a alimentacdo. Dados observados numa area

padréo de 6 x 10* mm? por classe e em cada sexo.

Intervalos (horas ap6s repasto)* Machos Fémeas Qui-quadrado®
n (%) n (%)
4 -143 7 (14,9 19 (39,6) 52 6
144 - 311 40 (85,1) " 23 (47,9 "° 5
312 - 600 0 (o) 6 (125 6
Total 47 (100) 48 (100)
Qui-quadrado 58 10

* Qui-gquadrado calculado de 16 € significativo para a associagdo entre as variaveis estudadas.

*4Valores seguidos por diferentes letras mintsculas nas linhas e maitisculas nas colunas diferem pelo teste de

Qui-quadrado.
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Tabela 6. Freqiiéncia de células endécrinas em machos (N=6) e fémeas (N=6) de Triatoma
vitticeps nas diferentes regides do intestino médio. Dados observados numa area padréo de 6
x 10* mm? por regi&o do intestino médio e em cada sexo.

Variéveis* Machos Fémeas Qui-quadrado®
n (%) n (%)
Intestino Médio Anterior 8 (17,0 24 (50,0) 2 8
Intestino Médio Médio 31 (66,0)"® 11 (22,9 95
Intestino Médio Posterior 8(17,0)%° 13 (27,1)% 1,2
Total 47 (100) 48 (100)
Qui-quadrado® 6,1 22,5

* Qui-quadrado calculado de 18,7 é significativo para a associagdo entre as variavei s estudadas.
*4Valores seguidos por letras minGsculas nas linhas e mailsculas nas colunas diferem pelo teste de Qui-
quadrado.

As células regenerativas foram encontradas em maior frequéncia no intervalo de
tempo de 312 a 600 horas apds repasto. Destaca-se também que de quatro até 143 horas apbs
alimentarem-se de sangue, as fémeas e machos ndo mostraram diferencas nas frequéncias de
células regenerativas. No entanto, a partir de 144 horas de jejum ocorreu aumento no nimero
deste tipo celular em ambos os sexos, com as fémeas apresentaram frequéncias maiores

guando comparadas agquel as observadas nos machos (Tabela 7).

Em relagdo a frequéncia de células digestivas em machos e fémeas nos diferentes
momentos apds alimentacdo, observaram-se variagdes na presenca destes tipos celulares. Em
ambos 0s sexos edtas células apresentaram frequéncias menores na classe de tempo 143-311
horas de jgum alimentar, elevando-se novamente apds 312 horas ap0s o repasto. Além disso,
0s machos apresentaram frequéncias maiores de células digestivas nos periodos de 4-143 e
144-311 horas. Ap6s 311 horas esta diferenca entre os sexos ndo foi mais significativa
(Tabela 8).
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Tabela 7. Freguéncia de células regenerativas considerando o sexo e o tempo em horas apds
0 repasto sanguineo em Triatoma vitticeps (N=12). Dados observados numa érea padrdo de

6 x 10* mm? por classe e em cada sexo.

Interval os (horas apés repasto)* Machos Fémeas Qui-quadrado®
n (%) n (%)
4-143 174 (37,83 149 (24,54) 1,9
144 - 311 130 (28,26)° 208 (34,27)52 18
312 - 600 156 (33,91)%° 250 (41,19)* 21,8
Total 460 (100) 607 (100)
Qui-quadrado® 6,4 25,5

* Qui-quadrado calculado de 21,9 é significativo para a associagdo entre as variavei s estudadas.

*4Valores seguidos por letras mindscula diferentes nas linhas e maitisculas nas colunas diferem pelo teste de
Qui-quadrado. Valores seguidos por letras mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas diferem pelo teste de

Qui-quadrado.
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Tabela 8. Fregiiéncia de células digestivas considerando 0 sexo e o tempo em horas apos o
repasto sangiiineo em Triatoma vitticeps (N=12). Dados observados numa area de 6 x 10*

mm? por classe e em cada sexo.

Machos Fémeas Qui-quadrado®
Intervalo (horas ap6s repasto)*

n (%) n (%)

4-143 6199 (40,06)"2 5558 (38,40)"" 34,9

144 - 311 4206 (27,18)° 3895 (26,91)" 11,9

312 - 600 5069 (32,76)%* 5022 (34,69)52 0,2

Total 15474 (100) 14475 (100)

Qui-quadrado® 297 387

* Qui-quadrado calculado de 13,8 é significativo para a associagdo entre as variavei s estudadas.

*AvValores seguidos por letras mintscula diferentes nas linhas e maitsculas nas colunas diferem pelo teste de
Qui-quadrado. Valores seguidos por letras mindsculas nas linhas e mailsculas nas col unas diferem pelo teste de

Qui-quadrado.
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FIGURA 17

SecgOes histologicas do intestino médio de Triatoma vitticeps mostrando células
enddcrinas positivas para FMRFamida em diferentes periodos de jejum alimentar.
Barras: 10 pm.

A - Intestino médio anterior 72 horas ap0s repasto.
B - Intestino médio anterior 72 horas apos repasto.
C — Regido mediana do intestino médio 168 horas de jejum alimentar.
D — Regido mediana do intestino médio 168 horas de jgfum alimentar.
E — Regido mediana do intestino médio 168 horas de jgjum aimentar.

F — Controle negativo no intestino médio anterior de inseto aos 72 horas apds alimentar com
sangue.

G — Controle negativo na regido mediana do intestino médio com 168 horas apds repasto. Em
todas as figuras CE: células enddcrinas; CD: células digestivas e setas: marcacdo inespecifica
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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