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Resumo

DUARTE, Jucelio Peter. Impacto de diferentes estresses no peso e estado
imunoldégico em Periplaneta americana (Linnaeus, 1758) (Blattaria,
Blattidae). 2015. 65f. Dissertacdo (Mestrado em Entomologia) — Programa de
Pés-graduacdo em Entomologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2015.

Periplaneta americana tem grande importancia médica, pois pode atuar como
vetor de diversos patdgenos. Sabe-se que populacdes dessa espécie
desenvolveram caracteristicas para resistir a escassez de alimento e agua.
Estresse em insetos pode ser causado por multiplos fatores, como a fome e a
desidratacdo, podendo causar consequéncias na sua biologia. O objetivo do
presente estudo foi avaliar a influéncia do estresse alimentar, hidrico e
hidrico/alimentar no peso, numero total de hemacitos e contagem diferencial de
hemécitos de adultos de P. americana. Foram utilizados adultos de P.
americana com trés a dez dias ap0s a emergéncia. Foram estabelecidos
grupos de tratamentos compostos por oito casais cada, onde cada espécime foi
isolado em frascos de vidro contendo ou ndo alimento e/ou agua. Para a
avaliacdo da perda de peso, os espécimes foram pesados no momento em que
foram isolados, e novamente a cada 10 dias, num total de quatro pesagens (0O,
10, 20 e 30 dias). Nos grupos reidratados, os insetos receberam agua por 24h
apos o periodo de estresse ter terminado e entdo eram novamente pesados.
Para as andlises imunoldgicas, ap0s a pesagem final, os insetos foram
imobilizados para a coleta de hemolinfa para realizar a contagem dos
hemdécitos. Os estresses alimentar, hidrico e hidrico/alimentar reduziram o peso
dos individuos, sendo o estresse hidrico/alimentar o que causou a maior
reducdo. As fémeas do grupo controle ganharam peso, enquanto que oS
machos tiveram seu peso inalterado. Adultos submetidos aos estresses
perderam mais peso no primeiro decéndio, sendo o estresse hidrico/alimentar o
gue causou 0 maior impacto nos primeiros dez dias. Quanto maior o tempo
privado de agua e alimento, maior foi 0 peso adquirido por adultos em 24 horas
de reidratacdo, sendo os machos 0os que ganharam mais peso durante esse
periodo. Os estresses e 0 tempo de estresse ndo influenciaram no namero total
de hemacitos. Houve variacdes na porcentagem dos tipos celulares quando os
insetos foram privados de alimento e de agua e alimento. Geralmente essas
alteracbes consistram no aumento de pré-hemécitos e reducdo de
plasmatdcitos. Esse estudo pode servir como base para estudos posteriores de
bioecologia, comportamento e a capacidade de resisténcia a inseticidas
quimicos e biolégicos, bem como servir como modelo para estudos em outras
espécies de insetos.

Palavras-chave: barata; desidratacdo; fome; hemdcitos; massa corporal.



Abstract

DUARTE, Jucelio Peter. Impact of different stresses on weight and
imunological status in Periplaneta americana (Linnaeus, 1758) (Blattaria,
Blattidae). 2015. 65f. Dissertation (Master degree in Entomology) — Programa
de Pés-graduacdo em Entomologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2015.

Periplaneta americana has great medical importance because it can act as a
vector of several pathogens. It is known that populations of this species have
developed characteristics to withstand the shortage of food and water. Stress in
insects can be caused by multiple factors, i.e. starvation and dehydration, which
may have consequences on the its biology. This study aimed to evaluate the
influence of food, water and water/food stress on weight, total and differential
haemocyte count of P. americana adults. We used P. americana adults with
three to ten days after emergence. Treatment groups were established
comprised of eight couples each, in which each specimen was isolated in glass
flasks with or without food and/or water. To evaluate the weight loss, the
specimens were weighed in the moment they were isolated and again every ten
days for a total of four weighings (0, 10, 20 and 30 days). In the rehydrated
groups, the insects received water for 24h after the finishing of stress period,
and then they were weighed again. To the immunological analysis, after the
final weighing, the insects were immobilized for collecting haemolymph to
perform the haemocyte count. The food, water and water/food stress decreased
the weight of individuals, and water/food stress caused the greatest decrease.
Females of control group have gained weight, while the males had their weight
with no change. Adults subjected to the stresses have lost more weight on the
first ten days, and water/food stress caused the greatest impact in this period.
The longer the time deprived of food and water, the greater the weight acquired
by adults in 24 hours of rehydration, being the males those that have gained
more weight. The stresses and the stress period did not influence on total
haemocyte count. There were changes in the percentages of cell types when
the insects were deprived of food and water/food. Usually these changes
consisted of an increase in prohaemocytes and decrease in plasmatocytes.
This study may serve as a basis for further studies of bioecology, behavior and
the ability of resistance to chemical and biological insecticides, as well as to
serve as a model for studies in other species of insects.

Key-words: body mass; cockroach; dehydration; haemocytes; starvation.
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1 Introducéo

Periplaneta americana (Linnaeus, 1758) (Blattaria, Blattidae), também
conhecida por barata-dos-esgotos, tem grande importancia médica, uma vez
que ela frequenta latrinas, fossas sépticas, esgotos e estacfes de tratamento
onde pode adquirir agentes causadores de doencas para humanos e outros
animais (COCHRAN, 1999). Esses insetos atingem grandes populacfes em
ambientes urbanos e podem atuar como vetores de diversos patégenos
(BAUMHOLTZ et al.,, 1997; PAI; KO; CHEN, 2003; PRADO et al., 2002;
RIVAULT; CLOAREC; LE GUYADER, 1993; THYSSEN et al., 2004), causando
grandes problemas a saude humana e de animais domésticos.

Apesar de, geralmente, haver abundancia de alimento e agua nos
ambientes onde esse inseto vive, as populacdes dessa espécie podem ter
desenvolvido caracteristicas que as tornam capazes de resistir, por algum
tempo, a escassez desses recursos (WILLIS; LEWIS, 1957).

Estresses em insetos podem ser causados por multiplos fatores bidticos
e abidticos, como superpopulacdo, infeccdo patogénica/parasitéria,
temperaturas extremas, metamorfose, danos mecanicos, intoxicacao quimica,
fome e outros (BREY, 1994). Fome e desidratacdo podem causar
consequéncias na biologia dos insetos, afetando seu crescimento,
sobrevivéncia, longevidade, reprodugcdo, movimentos, habitos gregarios e
também podem reduzir a producdo de energia para manter essas funcbes
(CHAPMAN, 2012; PANIZZI; PARRA, 2009).

Além disso, ja foi relatado que a auséncia desses recursos também
podem deprimir o sistema imune (FEDER et al.,, 1997), seja no niumero de
hemocitos (BLOCK; STOKS, 2008; RICHARDS; EDWARDS, 1999; SUJATHA,
DUTTA-GUPTA, 1991) ou na atividade da cadeia da profenoloxidase (BLOCK;
STOKS, 2008; SIVA-JOTHY; THOMPSON, 2002). Esse impacto sobre o
sistema imune torna o0 inseto mais susceptivel a infeccbes por micro-
organismos e ao desenvolvimento de doencas (FEDER et al., 1997;
FURLONG; GRODEN, 2003; LORD, 2010).
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Apesar da existéncia de um estudo avaliando as caracteristicas do
sistema imune de P. americana sob condicbes de estresse (MORE;
SONAWANE, 1987) os resultados obtidos ainda séo incipientes. Visto isso, 0
objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do estresse hidrico,
alimentar e hidrico/alimentar no peso, niumero total de hemadcitos e contagem

diferencial de hemacitos de adultos de Periplaneta americana.



2 Revisado de Literatura

2.1 Ordem Blattaria

Baratas pertencem a ordem Blattaria, grupo onde se encontra cerca de
4.000 espécies no mundo, porém, somente 664 espécies ocorrem no Brasil
(PELLENS; GRANDCOLAS, 2008). Apesar da maioria das espécies ser
silvestre e ndo diretamente associada aos humanos, algumas tem se adaptado
ao ambiente domiciliar e/ou peridomiciliar (BRENNER, 2002).

A ordem é dividida em cinco familias: Polyphagidae, Cryptocercidae,
Blattidae, Blattellidae e Blaberidae, sendo as trés dultimas compostas por
espécies gque atingem altas populacées (BRENNER, 2002).

A oviposicdo nesses insetos ocorre por estojos em forma de capsulas,
chamadas de ootecas (BRENNER, 2002; TRIPLEHORN; JONNSON, 2011)
gue contém entre cinco a 40 embrides, dependendo da espécie (BRENNER,
2002).

S&o insetos hemimetabolos, onde o imaturo é, na maioria das vezes,
morfologicamente semelhante a um adulto, exceto pela auséncia de asas
verdadeiras e pelo fato de os 6rgdos sexuais ndo estarem desenvolvidos
(BRENNER, 2002). Brenner (2002) também relatou que algumas espécies
desses insetos podem fazer partenogénese, mas a maioria delas se reproduz
de forma sexuada.

Muitas espécies vivem na natureza e Sao importantes na cadeia
ecologica, servindo de alimento a outros seres e também ajudando na
incorporacdo de nutrientes ao meio ambiente silvestre (ZORZENON, 2002).
Porém, algumas espécies conseguiram se adaptar ao ambiente modificado
pelo homem, devido a alimentacéo onivora, ao grande potencial reprodutivo e
aos habitos absconditos, que as protegem da deteccdo e destruicdo
(GUIMARAES, 1984).

As baratas sinantropicas podem ser vetores de diversos organismos

patogénicos, como virus, bactérias, protozoarios, fungos e ovos de helmintos,
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que podem tanto prejudicar a saude humana quanto a de outros animais
vertebrados (COCHRAN, 1999; THYSSEN et al., 2004; ZORZENON, 2002).

A alternancia de habitat destes insetos durante o dia e a noite, lhes
confere condicbes verdadeiramente excelentes como contaminadores
(VIANNA; BERNE; RIBEIRO, 2001). Durante o dia repousam em ambientes
escuros, umidos e quentes como tubulagbes de esgotos, fossas sépticas e
latrinas e a noite invadem habita¢des, como armazéns, restaurantes, cozinhas
e hospitais, podendo, nestes ultimos, serem responsaveis pela disseminacao
de patégenos entre os pacientes (VIANNA; BERNE; RIBEIRO, 2001).

As espécies com maior importadncia em saude humana e de animais
domésticos sdo: P. americana, Blattella germanica (Linnaeus, 1767) (Blattaria,
Blattellidae), Blatta orientalis Linnaeus, 1758 (Blattaria, Blattidae) e Periplaneta
autralasiae (Fabricius, 1775) (Blattaria, Blattidae) (ZORZENON, 2002).

2.1.1 Periplaneta americana (Linnaeus, 1758)

Periplaneta americana, também conhecida como barata-dos-esgotos,
barata americana, barata voadora ou barata doméstica (RAFAEL; SILVA;
DIAS, 2008), mede de 34 a 55mm de comprimento e apresenta uma coloracao
avermelhada, com variacdo na coloracdo de padrbes claros e escuros no
pronoto (BRENNER, 2002).

Esses insetos geralmente depositam suas ootecas em locais escondidos
e proximos a fontes de alimentos, como rodapés, ralos, rachaduras, frestas e
caixas de gordura, que devem ser inspecionados regularmente para que se
avalie o grau de infestacdo das mesmas (MIRANDA; SILVA, 2008). As ootecas
dessa espécie contém entre 7 a 16 ovos, porém a maioria delas apresenta
entre 13 a 16 ovos (VIANNA et al., 2000).

Rafael, Silva e Dias (2008) relataram que P. americana foi a espécie
mais comum nas residéncias, hotéis e restaurantes da zona urbana de
Manaus, ocorrendo em 83% dos locais visitados e, segundo Mariconi (1999),
essa espécie ocorre em todas as cidades, vilas e povoados do Brasil.

Esse inseto frequenta latrinas, fossas, esgotos e cadaveres de animais,
onde pode adquirir agentes causadores de doencas ao homem e aos animais

domésticos (MARICONI, 1999). Com relagdo as condicbes de vetor e/ou
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reservatorio de agentes patogénicos, ja foram identificadas varias espécies de
virus (BAUMHOLTZ et al., 1997), bactérias (PRADO et al.,, 2002; RIVAULT;
CLOAREC; LE GUYADER, 1993), fungos (PRADO et al., 2002), protozoarios
(BAUMHOLTZ et al., 1997; PAI; KO; CHEN, 2003) e pelo menos doze espécies
de helmintos (BAUMHOLTZ et al., 1997; THYSSEN et al., 2004).

Além de ser vetor de diversos patdgenos, esse inseto pode chegar ao
rosto de pessoas adormecidas para comer detritos alimentares que ficaram
impregnados na mucosa bucal, podendo roer os labios e ocasionar o que é
conhecido como herpes blattae (PRADO et al., 2002). Wirtz (1984) afirmou que
esses insetos podem também causar reacfes alérgicas como dermatite, rinite,
bronquite, asma e até choque anafilatico.

Segundo Vianna et al. (2000), o potencial reprodutivo de P. americana &
reduzido ou cessa quando esses estdo sob temperatura inferior a 13°C. Os
mesmos autores relatam que a faixa 6tima para a reproducdo desses insetos
esta entre 20 e 24°C.

Essa espécie é consideravelmente longeva quando comparada a outras
espécies de insetos, pois, mantida a 30°C e umidade relativa superior a 80%,
sobrevive, em média, 404 dias (machos) e 473 dias (fémeas) (VIANNA,
BERNE; RIBEIRO, 2001).

2.2 Imunologia de insetos

O sistema imune é geralmente dividido em dois grandes ramos, um
chamado de imunidade inata ou natural e o outro de imunidade adaptativa ou
adquirida (JIRAVANICHPAISAL; LEE; SODERHALL, 2006). Este ultimo esta
ausente nos insetos (JIRAVANICHPAISAL; LEE; SODERHALL, 2006;
KLOWDEN, 2008; LAVINE; STRAND, 2002).

Em contrapartida, neste grupo, a imunidade inata € extremamente
desenvolvida (LAVINE; STRAND, 2002), e é comumente dividida em resposta
imunoldgica celular e resposta imunolégica humoral (JIRAVANICHPAISAL,
LEE; SODERHALL, 2006; LAVINE; STRAND, 2002). Enquanto que a resposta
humoral inclui a produgéo de peptideos antimicrobianos, intermediarios reativos
de oxigénio e nitrogénio, e um complexo enzimatico em cascata que regulam a

coagulacdo ou melanizacdo da hemolinfa; a resposta celular refere-se a
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resposta mediada por hemdcitos como a fagocitose, nodulacdo e
encapsulamento (LAVINE; STRAND, 2002).

A imunidade inata é uma antiga forma de mecanismos de defesa que
apareceu no inicio da evolucdo dos organismos multicelulares, enquanto que a
imunidade adaptativa € mais recente em sua origem aparecendo em cerca de
500 milhdes de anos atrds nos ancestrais dos peixes cartilaginosos, como 0s
tubardes (KIMBRELL; BEUTLER, 2001).

Anteriormente acreditava-se que a imunidade inata era uma resposta
imune inespecifica caracterizada pela fagocitose, porém mais tarde mostrou-se
ter consideravel especificidade e ser capaz de distinguir entre o préprio e 0 ndo
proprio (JIRAVANICHPAISAL; LEE; SODERHALL, 2006; KLOWDEN, 2008).
Além disso, Little, Hultmark e Read (2005) relataram que alguns estudos
mostraram que a exposicdo primaria a determinado patégeno pode ser
profilatica, proporcionando ao hospedeiro certa protecdo a um segundo
encontro do mesmo agente patogénico.

A primeira linha de defesa dos insetos contra a acdo de patdgenos €
representada pela cuticula e pelo meséntero que formam uma barreira
bastante eficiente contra a invasdo dos patdgenos (GALLO et al., 2002).
Quando essa falha, reagdes imunologicas comecam a ser desencadeadas
(FERNANDES, 2010), bem como um conjunto de diferentes hemdcitos
(LAVINE; STRAND, 2002).

2.2.1 Reacédo imunologica celular

A reacdo imunologica celular sdo as respostas mediadas pelos
hemécitos, que basicamente incluem a fagocitose, nodulacdo e
encapsulamento, os quais ocorrem em combinacdo com as defesas humorais
(JIRAVANICHPAISAL; LEE; SODERHALL, 2006; SILVA, 2002 apud
FERNANDES, 2010).

2.2.1.1 Hemoécitos

A resposta celular € mediada por hemacitos, os quais sao responsaveis

por reconhecer um corpo estranho tanto pela interacdo direta dos receptores
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de superficie dos hemdcitos com as moléculas no organismo invasor, como
indiretamente, pelo reconhecimento dos receptores humorais que se prendem
e opsonizam a superficie do invasor (LAVINE; STRAND, 2002).

Os hemdocitos sdo derivados do mesoderma embrionario, e
posteriormente, essas células sdo produzidas por mitose pelos hemacitos
circulantes ja existentes, ou a partir de células indiferenciadas em estruturas
conhecidas como Orgdos hematopoiéticos (CHAPMAN, 2012). Este autor
complementa que nos adultos de insetos holometabolos, que ndo apresentam
orgaos hematopoiéticos, novos hemacitos sé podem ser produzidos por mitose.
Em contrapartida, naqueles insetos onde esses 0rgéos persistem no individuo
adulto, como nas ordens Blattodea e Orthoptera, a divisdo de hemdcitos é
relativamente rara e no restante dos insetos, a divisdo de hemocitos tem a
responsabilidade de complementar a producdo por 6rgdos hematopoiéticos
(CHAPMAN, 2012).

2.2.1.1.1 Caracterizacdo dos hemaocitos

Insetos produzem varios tipos de hemdécitos que sao tradicionalmente
identificados usando caracteristicas morfolégicas, histoquimicas e funcionais
(LAVINE; STRAND, 2002). Os tipos de hemdcitos mais comuns relatados na
literatura sao pro-hemacitos, granuldcitos, plasmatocitos, esferulécitos e
oenocitoides (CUNHA, 2007; KLOWDEN, 2008; LAVINE; STRAND, 2002;
RATCLIFFE; PRICE, 1974). Esses hemdcitos foram descritos em espécies de
diversos grupos que incluem Lepidoptera, Diptera, Orthoptera, Blattaria,
Coleoptera, Hymenoptera, Hemiptera e Collembola (LAVINE; STRAND, 2002).
Além disso, Ratcliffe e Price (1974) relataram que em espécies de Blattaria
também foi detectado a presenca de cistécitos.

Pré-hemdécitos sdo células bem caracterizadas, pequenas e esféricas
ou ovais que contem um nucleo bastante volumoso, ocupando quase todo o
citoplasma e com regidao com grande quantidade de heterocromatina (CUNHA,
2007; KLOWDEN, 2008; RATCLIFFE; PRICE, 1974). Sao consideradas as
células-tronco que embrionicamente dao origem aos outros tipos e ndo estao
envolvidos na fagocitose (KLOWDEN, 2008; LAVINE; STRAND, 2002).
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Plasmatocitos sdo maiores, pleiomorficas, podendo ser ameboides,
esféricos, ovais ou alongados, sendo esta Ultima a forma predominante
(CUNHA, 2007; KLOWDEN, 2008; RATCLIFFE; PRICE, 1974). E possivel
observar prolongamentos citoplasmaticos nessas células (CUNHA, 2007). O
ndcleo se apresenta volumoso com poucas areas heterocromaticas e o
citoplasma grande contendo numerosas vesiculas (CUNHA, 2007). S&o
geralmente entre os mais abundantes dos hemdcitos e sdo frequentemente
envolvidos na fagocitose, na formacdo de cépsulas e nodulos (KLOWDEN,
2008; RIBEIRO; BREHELIN, 2006).

Granuldcitos sdo compactos e apresentam forma esférica ou oval
(CUNHA, 2007; KLOWDEN, 2008; RATCLIFFE; PRICE, 1974). No seu
citoplasma sdo visualizados granulos pequenos e abundantes, basdfilos e
geralmente esféricos, os quais encobrem o nudcleo tornando dificil a sua
visualizagcdo (CUNHA, 2007; KLOWDEN, 2008; RATCLIFFE; PRICE, 1974).
Analisando ultraestruturalmente verifica-se que os granulos sao bastante
eletrodensos e 0 nucleo apresenta morfologia irregular (CUNHA, 2007). Séo
responsaveis principalmente pela fagocitose, além de que sdo as primeiras
células a entrar em contato, em pequenas quantidades, com um corpo
estranho (KLOWDEN, 2008; RIBEIRO; BREHELIN, 2006). Quando isso ocorre,
eles liberam seu conteudo granular (material semelhante a opsonina), que por
sua vez, sao responsaveis por atrair plasmatocitos ou pelo menos ajudar os
plasmatdcitos a construir a capsula ou nédulo (RIBEIRO; BREHELIN, 2006).

Esferuldcitos sdo células ndo-mdéveis, esféricas, com ndcleo central, e
se caracterizam por apresentarem no seu citoplasma varias vesiculas claras,
grandes e uniformemente distribuidas, que podem obscurecer o aparecimento
do pequeno nucleo (CUNHA, 2007; KLOWDEN, 2008; RATCLIFFE; PRICE,
1974). A ultraestrutura revela que essas vesiculas sdo pouco eletrodensas e
gue o0 nucleo apresenta grande éarea de eucromatina (CUNHA, 2007).
Apresentam funcdo desconhecida (RIBEIRO; BREHELIN, 2006). Ratcliffe e
Price (1974) afirmam que estes hemdcitos sdo comuns em espécies de
Blattaria, porém sao menos frequentes em B. germanica e P. americana.

Oenocitoides sé@o células imoéveis, de facil identificacdo por serem os
maiores hemdcitos e apresentam morfologia esférica ou ovoide, bastante

uniforme, nucleo central e pequeno em relacdo ao tamanho da célula e um
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grande e complexo citoplasma (CUNHA, 2007; KLOWDEN, 2008). No
citoplasma os ribossomos livres sdo os mais abundantes, sendo observadas
ainda varias vesiculas e alguns granulos (CUNHA, 2007). Os oenocitéides
carregam uma das fenoloxidases que séo responsaveis pelo escurecimento da
hemolinfa (sintese de melanina), tal fenoloxidase é sintetizada no citoplasma
dessas células e sdo liberados no plasma quando estas sofrem lise celular
(RIBEIRO; BREHELIN, 2006).

Cistécitos foram abundantes em todas as espécies de Blattaria
analisadas por Ratcliffe e Price (1974). Sdo células arredondadas, com alta
relacdo nudcleo-citoplasma comparado ao dos pro-hemdécitos (RATCLIFFE;
PRICE, 1974). Os mesmos autores complementam que os granulos dos
cistocitos, que sdo frequentemente grandes, estdo confinados na fina borda do
citoplasma, ja que eles ndo costumam sobrepor o ndcleo, como acontece nos
esferuldcitos, e sim, empurram a membrana plasmatica para fora, dando a
essas células um perfil irregular. Segundo Gupta (2009), os cistdcitos também
sdo chamados na literatura por coaguldcitos.

Beaulaton (1979 apud LAVINE; STRAND, 2002) propde que 0s pro-
hemaocitos de Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera, Bombycidae) nos
orgdos hematopoiéticos diferenciam-se em plasmatécitos, e estes séao
liberados para a circulacdo, onde se diferenciam nas demais células citadas.
Em contrapartida, Yamashita (2001 apud LAVINE; STRAND, 2002) sugere que
0s pro-hemdécitos da mesma espécie sao capazes de se diferenciar tanto em
plasmatdcitos quanto em outros hemacitos.

Em P. americana foi relatado somente cinco tipos celulares: pro-
hemacitos, plasmatdcitos, granulécitos, esferuldcitos e cistocitos (MORE;
SONAWANE, 1987; PRICE; RATCLIFFE, 1974; RATCLIFFE; PRICE, 1974).

2.2.1.1.2 Numero total de hemaocitos (NTH)

Chapman (2012) relatou que em insetos hemimetabolos, o NTH é
geralmente similar entre os insetos imaturos e adultos, mas em espécies
holometabolas é comum as larvas terem um maior NTH que os adultos, onde
nesses insetos, o NTH tende a aumentar ao longo do desenvolvimento larval,

mas com certa variagdo dentro de cada estagio de desenvolvimento.
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O NTH é alterado quando o inseto € infectado com algum patégeno,
pois ja foi relatado que espécies de insetos contaminadas com Metarhizium
anisopliae (Metschnikoff, 1879) Sorokin, 1883 (Hypocreales, Clavicipitaceae)
tem um aumento significativo em relacdo ao controle, nos primeiros dias pos-
inoculagdo (CHOUVENC; SU; ROBERT, 2009; GILLESPIE; BURNETT;
CHARNLEY, 2000). O declinio do NTH nos ultimos estagios da infec¢cao pode
ser o resultado da agregacdo dos hemdcitos (formacdo de nddulos), induzida
por componentes da parede solavel liberada pelos fungos circulantes
(CHOUVENC; SU; ROBERT, 2009; GILLESPIE; BURNETT; CHARNLEY,
2000).

2.2.1.2 Fagocitose

O processo, primeiramente, envolve o reconhecimento de agentes
estranhos pelos receptores de ligacdo a particula-alvo (JIRAVANICHPAISAL;
LEE; SODERHALL, 2006; KLOWDEN, 2008) ou por moléculas semelhantes a
opsoninas que marcam a particula para ser fagocitada (JIRAVANICHPAISAL;
LEE; SODERHALL, 2006).

Tal reconhecimento é seguido pela formacdo de pseuddpodos e a
ingestdo de particulas estranhas para dentro de um fagossomo ligado a
membrana (KLOWDEN, 2008). Apés o movimento do fagossomo para o interior
da célula, ele se funde com o lisossoma onde o agente estranho € digerido e
destruido pelos compostos que sao liberados (KLOWDEN, 2008). O mesmo
autor afirma que os plasmatocitos e granuldcitos sdo os principais hemaocitos

responsaveis por esse mecanismo de defesa.

2.2.1.3 Nodulacéao

Nodulacao refere-se a multiplos hemdcitos se prendendo a agregacdes
de micro-organismos (LAVINE; STRAND, 2002). Formagfes de noédulos e
capsulas aparentam ser semelhantes ao nivel estrutural, 0 que se sugere que é
essencialmente 0 mesmo processo, embora contra diferentes alvos
(RATCLIFFE; GAGEN, 1977 apud LAVINE; STRAND, 2002).
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Nas defesas celulares, apdés a invasdo de microrganismos o0s
hemécitos migram rapidamente para o local de invasdo e eventualmente,
fagocitam e destroem os invasores (FERNANDES, 2010). Quando ocorre da
populacao de patégenos ser muito elevadas, tornando dificil de ser fagocitada,
0s hemacitos se agregam e formam nodulos a fim de imobiliza-los e remové-los
da circulacdo (FERNANDES, 2010; KLOWDEN, 2008).

O numero de nddulos na hemolinfa é aumentado quando o inseto esta
infectado com algum patdgeno, pois Gillespie, Burnett e Charnley (2000)
observaram que o nimero de ndédulos em espécimes de Schistocerca gregaria
(Forskal, 1775) (Orthoptera, Acrididae) infectados por M. anisopliae foi
significativamente maior quando comparados aqueles saudaveis (ndo
infectados), apesar de nesse grupo ter sido observado a ocorréncia de nddulos

em menor quantidade.

2.2.1.4 Encapsulamento

O sistema imune do inseto se defende formando capsulas, contra
larvas e ovos de endoparasitoides que sao depositados na hemocele e ndo
podem ser fagocitados e nem isolados em nédulos (STRAND; PECH, 1995).
Durante o encapsulamento, mdultiplas camadas de hemécitos formam uma
parede contra o agente estranho, prevenindo que ele tenha contato com as
outras células do inseto e acesso a fontes de oxigénio e nutricdo (KLOWDEN,
2008).

Sao também os plasmatoécitos e os granulécitos os envolvidos nesse
mecanismo de defesa, comecando com o reconhecimento do agente estranho
(KLOWDEN, 2008). Uma vez reconhecido, o invasor desencadeia a liberagéo
de fatores quimiotaticos de agregacdo advindo dos granulécitos, o que atrai
plasmatocitos para o local (FERNANDES, 2010; KLOWDEN, 2008). Os mesmo
autores ainda afirmam que esses hemdacitos se tornam achatados e rodeiam o
corpo estranho, podendo atingir uma camada de 50 células ou mais. O
recrutamento cessa quando a capsula formada € revestida por
glicosaminoglicanas, semelhantes as da membrana basal que cobre todas as
superficies dos tecidos da hemocele (KLOWDEN, 2008). Os plasmatdcitos

ainda sintetizam melanina, revestindo a capsula, tornando-a mais resistente
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(FERNANDES, 2010; KLOWDEN, 2008). Durante a sintese de melanina,
moléculas citotoxicas intermediarias (quinonas) sao produzidas e inativam ou
destroem grande parte dos microrganismos (FERNANDES, 2010).

Os plamatdcitos e granuldcitos sao incapazes de realizar o processo de
encapsulamento de forma independente (PECH; STRAND, 1996).

2.2.2 Reacdo imunologica humoral

A reacdo imunolégica humoral é responsavel pela producdo de
peptideos antimicrobianos, intermediérios reativos de oxigénio e nitrogénio, e a
complexa cascata enzimética que regula a coagulacdo ou a melanizagdo da
hemolinfa; todas elas ocorrendo sem a participacdo direta dos hemdcitos
(JIRAVANICHPAISAL; LEE; SODERHALL, 2006; VILMOS; KURUCZ, 1998).

2.2.2.1 Producéo de peptideos antimicrobianos

A resposta é bastante especifica, onde uma infeccdo fangica, por
exemplo, ira resultar na inducdo de um peptideo antifingico e ndo de um
peptideo antibacteriano (KLOWDEN, 2008). O autor ainda afirma que o sistema
imunologico de abelhas estd preparado ap6s uma exposicdo inicial de
bactérias, pois quando reinfectados varias semanas mais tarde apés a infeccao
inicial ter sido superada, o sistema responde com uma alta especificidade e
maior protecdo contra essa espécie bacteriana. Algumas dessas respostas
antimicrobianas sdo induzidas inclusive na auséncia que antigenos, somente
por um trauma, como por exemplo, durante um ferimento; infere-se que isso
seja uma resposta profilatica do inseto (MORET; SIVA-JOTHY, 2003).

Os peptideos antimicrobianos aparecem duas a quatro horas apds uma
infecc@o e pode ser sintetizada em uma taxa que é trés vezes maior que a taxa
de reproducédo de bactérias (KLOWDEN, 2008). O mesmo autor relata que 0s
insetos podem produzir de 10 a 15 diferentes tipos de peptideos
antimicrobianos, cada um apresentando um espectro diferente.

Além disso, o reconhecimento da parede celular de micro-organismos

induz a producdo de peptideos antifingicos ou antibacterianos pelos corpos
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gordurosos, os quais séo secretados na hemolinfa (KLOWDEN, 2008; MORET;
SIVA-JOTHY, 2003).

Larvas de Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera, Tenebrionidae)
tratados com uma pré-inoculacdo de uma substancia rica em
lipopolissacarideo, mostrou maior sobrevivéncia quando infectadas com M.
anisopliae quatro ou sete dias depois (MORET; SIVA-JOTHY, 2003). O autor
explica que a maior resisténcia foi correlacionada com a elevada atividade
antimicrobiana na hemolinfa, o que pode ser devido a uma sintese continua de
peptideos antimicrobianos na hemolinfa.

Alguns insetos, como os membros da ordem Blattaria e Orthoptera, nao
sintetizam essas substancias (DA SILVA, 2002). O autor afirma que na
hemolinfa desses insetos a atividade antimicrobiana é realizada principalmente
pelas lisozimas que estdo presentes na hemolinfa de todas as espécies de
insetos. Elas dissolvem certas bactérias hidrolisando as cadeias glicidicas da
camada de peptideoglicana da parede celular, provocando a ruptura da parede

celular e, consequentemente, a morte das bactérias (DA SILVA, 2002).

2.2.2.2 Coagulacéo

ApOs a lesdo, os invertebrados tém mecanismos eficientes que
rapidamente evitam a perda de hemolinfa e também ajudam e impedir que
micro-organismos entrem e se espalhem pela hemocele (JIRAVANICHPAISAL;
LEE; SODERHALL, 2006). A formacédo do coagulo é intensamente estudada
em Lepidoptera, onde dois tipos de hemdcitos estdo envolvidos: o0s
granuldcitos e os plasmatécitos (THEOPOLD et al., 2004).

Theopold et al. (2004) afirmaram que a coagulacdo pode ser dividida
em quatro etapas: primeiro, a degranulacdo de hemdcitos leva ao
estabelecimento de agregados extracelulares que selam o ferimento, etapa
chamada de coagulo primério ou macio; segundo, a ativacdo da cascata da
profenoloxidase, que leva a reticulacdo do coagulo, etapa chamada de coagulo
rigido; terceiro, plasmatocitos sao atraidos e espalhados por todo o coagulo,
selando a hemocele, etapa chamada de formacdo da crosta; e por ultimo,
ocorre a regeneracao da epiderme, crescendo em toda a regido do ferimento,

substituindo a crosta.
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Gupta (2009) relatou que os cistocitos ou coaguldcitos possuem papel
importante na coagulacdo da hemolinfa e que essas células apresentam
fenoloxidases que podem ser extravasadas no processo de coagulacao.

2.2.2.3 Fenoloxidase e melanizagéao

A enzima fenoloxidase, que € responsavel pela cascata
profenoloxidase, catalisa a oxidacdo de compostos fendlicos presentes na
hemolinfa e na cuticula dos insetos para produzir melanina (DA SILVA, 2002).
Da Silva (2002) afirma que esse composto participa de trés processos
fisioldégicos importantes: esclerotizagdo da cuticula, cicatrizacdo de feridas e
defesa imunoldgica.

A fenoloxidase se encontra na forma de uma proenzima, denominada
profenoloxidase, a qual é ativada proteoliticamente por uma ou duas serino-
protease em resposta as infeccées por bactérias, fungos, lipopolissacarideos
(presente na parede celular de gram-negativas), peptideoglicanas (presente na
parede celular de gram-positivas), beta-1,3 glicanas (presente na parede
celular de fungos e algas), enzimas proteoliticas de parasitoides (tripsina e
quimotripsina) (DA SILVA, 2002; JIRAVANICHPAISAL; LEE; SODERHALL,
2006) e injarias nos tecidos (DA SILVA, 2002). Essa proenzima esta presente
na hemolinfa (no plasma ou em hemacitos), ou em alguns casos, em ambos,
dependendo da espécie do inseto (GILLESPIE; KANOST, 1997).

Fenoloxidase € uma enzima bastante ativa e o0s produtos
intermediarios de sua ativacdo sdo tOxicos tanto para 0S micro-organismos
invasores como para o proprio inseto, por isso sua ativacao € limitada ao local
de infeccdo, caso contrario poderia levar a uma melanizacdo generalizada e
letal para o inseto (DA SILVA, 2002).

2.3 Estresse

Estresse pode ser definido como “qualquer fator ambiental que age
reduzindo o desempenho de um organismo” (RION; KAWECKI, 2007).
Estresse em insetos pode ser causado por multiplos fatores bidticos e abidticos

como superpopulacgéo, infecgdo patogénica/parasitaria, temperaturas extremas,
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metamorfose, danos mecanicos, intoxicacdo quimica, fome, entre outros
(BREY, 1994). Esses fatores podem alterar o crescimento, a sobrevivéncia, a
longevidade, a reprodugdo, os movimentos e 0os habitos gregéarios dos insetos
(PANIZZI; PARRA, 2009).

2.3.1 Efeitos do estresse hidrico em insetos

A gquantidade de agua nas diferentes espécies de insetos, geralmente,
varia de cerca de 60 a 80% do peso corporal, embora valores baixos como
40% j& foram registrados (CHAPMAN, 2012). A perda de agua ocorre nos
insetos em varias vias paralelas: a cuticula, superficies respiratorias e
aberturas oral e anal (COOPER, 1983 apud APPEL; REIERSON; RUST, 1986).
Para compensar a perda de agua, esta € obtida por fontes externas, Chapman
(2012) afirma que a maior parte da agua, na maioria dos insetos, é adquirida a
partir dos alimentos, mas se foram privados de alimento, bebem a agua
disponivel.

Tem sido relatado por varios autores que quando insetos estao sujeitos
a baixa umidade relativa ou estdo num ambiente sem disponibilidade de agua
h&a reducdo de peso em representantes de diversas ordens de insetos:
Orthoptera (ALBAGHDADI, 1987; DJAJAKUSUMAH; MILES, 1966; PUNZO,
1989), Phasmatodea (NICOLSON et al., 1974), Blattaria (EDNEY; 1968;
HYATT; MARSHALL, 1977; TUCKER, 1977a; TUCKER, 1977b; WALL, 1970) e
Coleoptera (GEHRKEN; SOMME, 1994; NAIDU, 2001; PEDERSEN;
ZACHARIASSEN, 2002). Muitos deles afirmam que apds pouco tempo de
reidratacdo, esses insetos recuperam parcialmente ou completamente o peso
perdido (ALBAGHDADI, 1987; DJAJAKUSUMAH; MILES, 1966; NAIDU, 2001;
TUCKER, 1977b; WALL, 1970).

O estresse hidrico também pode interferir na performance reprodutiva
das fémeas, ja que segundo Punzo e Huff (1989), o nimero de ovos postos
pelas fémeas de Tenebrio obscurus Fabricius, 1792 (Coleoptera,
Tenebrionidae) foi, aproximadamente, 80% menor quando expostas a baixa
umidade (12%) do que aquelas expostas a umidade mais alta (73%).

O volume da hemolinfa é reduzido quando os insetos estdo em um

ambiente sem disponibilidade de 4gua ou com baixa umidade, ja sido relatado
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por varios autores em diferentes ordens de insetos: Zygentoma (OKASHA,
1973), Orthoptera (ALBAGHDADI, 1987; DJAJAKUSUMAH; MILES, 1966)
Phasmatodea (NICOLSON et al., 1974), Blattaria (HYATT; MARSHALL, 1977,
WALL, 1970) e Coleoptera (COHEN, 1984; COHEN; MARCH; PINTO, 1986;
NAIDU, 2001). Muitos deles afirmam que apo0s pouco tempo de reidratacao,
esses insetos recuperam parcialmente ou completamente o volume inicial da
hemolinfa (COHEN; MARCH; PINTO, 1986; DJAJAKUSUMAH; MILES, 1966;
NAIDU, 2001; OKASHA, 1973; WALL, 1970).

Alguns autores relataram que a osmolaridade nédo teve diferenca
significativa quando o inseto é privado de 4gua em relagdo ao valor inicial
(COHEN; MARCH; PINTO, 1986; NAIDU, 2001; NICOLSON et al.,, 1974).
Entretanto, Bjerke e Zachariassen (1997) e Cohen (1984) observaram um
aumento na osmolaridade da hemolinfa quando, respectivamente, Cypholoba
sp. de Chaudoir 1850 (Coleoptera, Carabidae) e Megetra cancellata (Brandt &
Erichson, 1832) (Coleoptera, Meloidae) foram privados de agua.

Djajakusumah e Miles (1966) e Hyatt e Marshall (1977) relataram que
embora a hemolinfa tenha diminuido de volume, s6 sao observados ligeiros
aumentos na pressao osmoética. Porém, Cohen (1984) e Edney (1968)
observaram um aumento significativo na pressdo osmotica quando,
respectivamente, M. cancellata e P. americana foram privados de agua.

A desidratacdo também pode aumentar a susceptibilidade a infeccao
por entomopatégenos. Lord (2007) relatou que adultos de Tribolium castaneum
(Herbst, 1797) (Coleoptera, Tenebrionidae) se tonaram mais susceptiveis a
infeccdo por Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, 1912 (Hypocreales,

Clavicipitaceae) nessas condicoes.

2.3.2 Efeitos do estresse alimentar em insetos

A quantidade e a qualidade do alimento consumido na fase imatura
afetam a taxa de crescimento, o tempo de desenvolvimento, o peso do corpo, a
sobrevivéncia, bem como influenciam a fecundidade, a longevidade, a
movimentacdo e a capacidade de competicdo de adultos (PANIZZI; PARRA,
2009).
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Alguns autores relataram que a auséncia de alimento causa aumento
significativo na perda de peso em uma diversidade de insetos das mais
diversas ordens: Orthoptera (HILL; GOLDSWORTHY, 1970; LIM; LEE, 1981,
LUDWIG, 1950), Blattaria (DUARTE, 2013), Coleoptera (AUERSWALD; GADE,
2000; DUNKEL; BOUSH, 1969; LAPARIE et al., 2012; NEWTON, 1954;
SCHWALBE,; BAKER, 1976), Lepidoptera (CHEN; GU, 2006; IWAO, 1967;
NIJHOUT, 1975; RICHARDS; EDWARDS, 1999; SATAKE; KAWABE;
MIZOGUCHI, 2000; SHAPIRO, 1969) e Hymenoptera (ISHAY, 1975).

O tempo de sobrevivéncia dos insetos submetidos ao estresse
alimentar é diretamente correlacionado com a quantidade de gordura estocada
antes de se iniciar a fome (FAST, 1964 apud IWAO, 1967). Quando privados
de alimento, a sobrevivéncia € reduzida em inUmeras ordens de insetos, ja
relatados por diversos autores: Blattaria (DUARTE, 2013; PARK; PARK;
TAKEDA, 2013; WILLIS; LEWIS, 1957), Isoptera (HU; SONG; GAO, 2011),
Coleoptera (ARMSTRONG; NEWTON, 1985; DAGLISH, 2006) Lepidoptera
(CHEN; GU, 2006; IWAO, 1967; MORITA; TOJO, 1985), Diptera (SINGH;
BALA, 2009) e Hymenoptera (ISHAY, 1975).

Quando larvas de B. mori foram privadas de alimento, o
comportamento errante e a consequente pupariacdo ocorreu um dia mais cedo
do que o grupo controle (CHEN; GU, 2006). Os autores ainda explicaram que
essa aceleracdo do desenvolvimento pode ser devido a concentracdo de
ecdisesteroides na hemolinfa ser maior do que o dobro em relacéo a do grupo
controle.

Alguns autores ja relataram que larvas privadas de alimento por algum
periodo aumentam a chance de aparecimento de um instar supranumerario
(CONNAT et al.,, 1991; CYMBOROWSKI et al., 1982; LEONARD, 1970;
MORITA; TOJO, 1985). A porcentagem de larvas que tiveram um instar
supranumerario também é aumentada quando elas séo criadas em densidades
elevadas devido a deficiéncia alimentar (MORITA; TOJO, 1985). O
desenvolvimento larval e pupal de T. castaneum sdo aumentados quando as
larvas sdo privadas de alimento por oito dias (ARMSTRONG; NEWTON, 1985).

Pupas de Calliphoridae formadas por larvas privadas de alimento
pesaram menos do que aquelas do grupo controle (SHAAYA; LEVENBOOK,
1982; SINGH; BALA, 2009). Segundo Hill e Goldsworthy (1970), fémeas de
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guinto instar de Locusta migratoria (Linnaeus, 1758) (Orthoptera, Acrididae)
privadas de alimento por dois dias imediatamente param de crescer.

Reisenman et al. (2013) relataram que Rhodnius prolixus Stal, 1859
(Hemiptera, Reduviidae) quando submetidos a fome prolongada, sdo mais
atraidos por feromonios de agregacéao (fezes). Esses autores explicam que, na
auséncia de alimento, esses insetos optam por se abrigar e aguardar uma nova
fonte segura de alimento.

Com o aumento do periodo sem alimento, menos machos e fémeas de
Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792) (Coleoptera, Bostrichidae) foram
capazes de localizar a fonte de alimento (NGUYEN, 2008). Apés cinco dias
sem alimento, nenhum inseto conseguiu localizar esta fonte e no decorrer do
periodo, os insetos também se tornam mais lentos.

ApoOs cinco dias privados de alimento, a atividade de voo de
Oncopeltus fasciatus (Dallas, 1852) (Hemiptera, Lygaeidae) foi
significativamente maior (RANKIN; RIDDIFORD, 1977). Entretanto, apds 15
dias de fome, tiveram uma reducao na atividade do voo.

Segundo Leonard (1970), assim que o alimento foi retirado ndo ha
diferenca na atividade das larvas Lymantria dispar (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera, Lymantriidae), mas ao final do segundo dia demonstram um
comportamento errante caracteristico associado a fome. O autor explica que
guando as larvas dessa espécie eclodem, dificilmente encontrardo uma fonte
de alimento se n&o dispersarem. Portanto, conforme ficam com fome,
alcancam um estado ativo que aumenta suas possibilidades de disperséo.

Da mesma forma, machos de B. germanica aumentam a velocidade de
locomocédo, distancia percorrida e porcentagem do tempo em movimento
quando estdo com fome (BARCAY; BENNETT, 1991). Esses autores explicam
que essa mudanca na atividade locomotora € uma vantagem adaptativa,
aumentando a probabilidade de encontrar alimento.

Alguns autores ja relataram que insetos submetidos a estresse
alimentar, deprimem o sistema imune (FEDER et al., 1997), seja ho niUmero de
hemocitos (BLOCK; STOKS, 2008; RICHARDS; EDWARDS, 1999; SUJATHA,
DUTTA-GUPTA, 1991) ou na atividade da cadeia da profenoloxidase (BLOCK;
STOKS, 2008; SIVA-JOTHY; THOMPSON, 2002). Larvas de Galleria
mellonella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera, Pyralidae) privadas de alimento
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tiveram reducdo do numero de adipohemdcitos, de células em divisédo e
aumento do numero de células em degeneracdo (SHAPIRO, 1968).

Esse prejuizo ao sistema imune torna o inseto mais susceptivel as
infeccbes por micro-organismos e ao desenvolvimento de doencas,
aumentando as chances de o patdégeno causar morte ao inseto (FEDER et al.,
1997; FURLONG; GRODEN, 2003; LORD, 2010). Algumas espécies de insetos
privados de alimentos aumentam a probabilidade de morte quando infectados
com entomopatdégenos (BANVILLE; BROWNE; KAVANAGH, 2012; FEDER et
al., 1997; FURLONG; GRODEN, 2003).

Alguns autores ja relataram que quando insetos sdo submetidos a
privacdo de alimento, assim como a desidratacdo, também causa reducdo no
volume da hemolinfa (CYMBOROWSKI et al., 1982; RICHARDS; EDWARDS,
1999; SHAPIRO, 1969). Gehrken e Somme (1994) relataram que a fome
também influencia na osmolaridade da hemolinfa.

A privacéo de alimento em fémeas de algumas espécies de Orthoptera
reduz o comprimento dos odcitos (HIGHNAM; HILL; MORDUE, 1966; TOBE;
CHAPMAN, 1979) e também aumenta o numero de odcitos reabsorvidos
(HIGHNAM; HILL; MORDUE, 1966; LIM; LEE, 1981; TOBE; CHAPMAN, 1979).

O crescimento dos o6citos em P. americana foi reduzido apds poucos
dias de fome (WEAVER; PRATT, 1981). Os autores também relataram que
fémeas privadas de alimento tém um retardamento na oviposicao.

Bell (1971) relatou que fémeas de P. americana produziam de duas a
trés ootecas apds a privacdo de alimento. O autor ainda relatou que quando
produziam a terceira ooteca, esta frequentemente continha ovos menores.

Daglish (2006) observou que adultos de T. castaneum privados de
alimento por 28 dias tem uma reducdo de, aproximadamente, 96% da sua
progénie. O mesmo autor também relatou que a reducdo na progénie é
semelhante em adultos de R. dominica quando privados de alimento por

apenas quatro dias.



3 Materiais e Métodos

3.1 Manutencéao das colbnias de Periplaneta americana

Adultos de P. americana foram coletados nas dependéncias do Instituto de
Biologia da Universidade Federal de Pelotas (31°48’S; 52°25’0), sendo criados a
mais de cinco gera¢des em laboratorio, antes do inicio do experimento.

As coldnias foram mantidas no Laboratdrio de Entomologia (Departamento de
Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas),
conforme a metodologia adotada por Vianna, Berne e Ribeiro (2001), apenas
diferindo na racao utilizada, onde, no presente trabalho, foi utilizada racdo composta
por farinha de carne e agucar, na proporgao de 1:1.

Durante todo o periodo de experimentacédo, os individuos de P. americana,
tanto de manutencdo quanto de experimentacdo, permaneceram em camara
climatizada, com temperatura de 26° £ 2°C, umidade relativa do ar a 70% + 10% e

fotofase de 12 horas.

3.2 Avaliacdo de diferentes estresses na variacdo do peso de adultos de

Periplaneta americana

Foram utilizados adultos de P. americana com trés a dez dias apés a
emergéncia. O peso inicial dos adultos foi padronizado, sé sendo utilizados machos
pesando de 0,8 a 1,1g e fémeas com peso de 0,9 a 1,2g. O intervalo dos pesos foi
estipulado levando em consideracédo a faixa de peso que se encontrava 0 maior
namero de adultos recém-emergidos da col6nia. Foram estabelecidos quatro grupos
de tratamentos, cada um composto por oito casais cada: a) com alimento e agua ad
libitum (grupo controle); b) sem alimento e com agua (estresse alimentar); c) com
alimento e sem &agua (estresse hidrico); e d) sem alimento e agua (estresse
hidrico/alimentar).

Cada espécime foi isolado em frascos de vidro (para evitar o canibalismo)

(16cm de altura e 8cm de diametro) cobertos por tecido organza. Conforme o grupo,



31

a dieta e a agua foram oferecidas em recipientes plasticos (1cm de altura e 2,5cm de
didmetro) e repostas a cada trés dias. Para disponibilizar &gua, foi colocado algodao
embebido em agua nos recipientes para evitar a perda excessiva por evaporacao.

Os espécimes foram pesados em balancas de precisdo no momento em que
foram isolados, e novamente a cada 10 dias, num total de quatro pesagens (0, 10,
20 e 30 dias).

3.3 Avaliacao do peso adquirido ap0s a reidratacdo em adultos de Periplaneta

americana

Os espécimes utilizados obedeceram ao mesmo periodo pos-emergéncia e
peso supracitados. Oito machos e oito fémeas foram submetidos ao estresse
hidrico/alimentar por trés diferentes periodos (10, 20 e 30 dias) cada.

Cada espécime foi isolado em frascos de vidro e sujeitos as mesmas
condicBes que o bioensaio anterior. Eles foram pesados em balancas de precisédo
para se registrar seu peso inicial (antes de terem sido isolados) e final (ap6s o
periodo de experimentacéo ter terminado). Apds esse periodo, 0s insetos receberam
agua por 24h, e entdo foram pesados novamente para se registrar 0o peso
reidratado.

3.4 Avaliacdo do impacto de diferentes estresses no numero total e na

contagem diferencial de hemaocitos de adultos de Periplaneta americana

Os espécimes utilizados obedeceram ao mesmo periodo pos-emergéncia e
peso supracitados. Foram estabelecidos cinco grupos de tratamentos: a) com
alimento e agua ad libitum (grupo controle); b) sem alimento e com agua (estresse
alimentar); c) com alimento e sem agua (estresse hidrico); d) sem alimento e agua
(estresse hidrico/alimentar) e e) sem alimento e agua pelo periodo determinado, e
apos foi reidratado por 24h (estresse hidrico/alimentar reidratado). Para cada um
dos cinco grupos, oito machos e oito fémeas foram submetidos a essas condi¢des
para cada um dos trés diferentes periodos (10, 20 e 30 dias).

Cada espécime foi isolado em frascos de vidro e sujeitos as mesmas
condi¢gbes que o bioensaio anterior. Eles foram pesados em balancas de precisédo

para se registrar seu peso inicial (antes de terem sido isolados) e final (ap0s o
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periodo de experimentacdo ter terminado). Os insetos do grupo reidratado foram
pesados da forma ja descrita para 0s outros grupos e ap0s 24h de reidratacao.

Apoés a pesagem final, os insetos foram imobilizados mecanicamente para a
retirada de hemolinfa. Com o inseto imobilizado, a metacoxa direita foi cortada e,
com um micropipetador automético, foram retirados 5ul de hemolinfa extravasada. O
material coletado foi diluido em 15ul de anticoagulante (CHALK; SULIAMAN, 1998)
(respeitando um fator de diluicdo igual a 4) e colocado em uma Camara de
Neubauer para contagem do numero total de hemdcitos.

Para a contagem diferencial de hemdcitos, foram retirados 10ul de hemolinfa
do mesmo corte e a partir deste volume foi realizado um esfregaco. As laminas
foram coradas utilizando um kit de coloracdo Panético Rapido Laborclin. Duzentas
células foram contadas para se estimar a frequéncia relativa dos tipos celulares. Os
tipos celulares foram caracterizados conforme mostrado na Figura 1.

Apbs a retirada da hemolinfa para as analises imunoldgicas, os insetos eram

imediatamente sacrificados e descartados.
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Figura 1 — Hemdcitos de Periplaneta americana (Linnaeus, 1758) (Blattaria, Blattidae) em microscopia
Optica fixados e corados com Panoético Rapido (aumento 1.600x). A: pro-hemdcito (PR); B:
plasmatdcito (PL); C: granuldcito (GR); D: cistécito (CY); E: esferuldcito (SP); F: adipohemécito (AD).
Barras horizontais (A-F) equivalem a 5um.

3.5 Analise de dados

O peso dos insetos foi avaliado pela analise de variancia (ANOVA) de dois
fatores, sendo estes: tratamento e o periodo. Para a comparacédo das meédias dos

diferentes tratamentos e periodos foi utilizado o teste de Tukey.
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A taxa de variagao de peso dos insetos nos diferentes decéndios foi calculada
pela razdo entre a variacdo do peso e o nimero de dias. A taxa foi avaliada pela
analise de variancia (ANOVA) de dois fatores, onde estes foram o tratamento e o
periodo. Para a comparacdo das meédias dos diferentes tratamentos e periodos foi
utilizado o teste de Tukey.

O ganho de peso dos insetos em 24h de reidratacdo também foi avaliado pela
analise de variancia (ANOVA) de dois fatores, onde estes foram o periodo de
estresse e 0 sexo. Para a comparacao das médias dos diferentes periodos e sexos
foi utilizado o teste de Tukey.

Para a avaliagdo da influéncia do tempo de estresse ou do tratamento no
namero total de hemacitos, os dados foram transformados pela raiz quadrada para
tornar a distribuicdo normal (VIEIRA, 2006). Apos a transformacéo, os dados foram
avaliados pela analise de variancia (ANOVA).

Antes de avaliar a influéncia dos estresses na contagem diferencial, os dados
foram transformados pela raiz quadrada de x+0,5 (VIEIRA, 2006). Apdés a
transformacao, os dados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA).

Para todos os testes, foi considerado nivel de significancia de 95% e foi
utilizado o programa estatistico IBM® SPSS® Statistics Version 22 (2013).



4 Resultados

4.1 Avaliacao de diferentes estresses na variacdo do peso de adultos de

Periplaneta americana

O peso das fémeas foi influenciado significativamente pelo tipo de
estresse que elas foram submetidas (F=140,04; GL=3; p<0,001), porém, néo
foi influenciado pelo tempo de estresse (F=2,40; GL=2; p=0,097) nem pela
interacao entre esses dois fatores (F=1,10; GL=6; p=0,369) (Fig. 2).

No estresse hidrico/alimentar as fémeas perderam, em média, 214mg
(21,02%) nos primeiros 10 dias enquanto que no final dos 30 dias de estresse,
alcancaram um peso perdido acumulado de, aproximadamente, 329mg
(32,47%) (Fig. 2). Fémeas privadas somente de 4gua perderam, em média,
116mg (10,82%) em 10 dias, e ao término do periodo de experimentacao,
haviam perdido peso acumulado em torno de 171mg (15,98%) (Fig. 2). Ja
quando elas foram privadas somente de alimento, perderam, em média,
apenas 76mg (7,50%) no inicio do estresse e ap6s 30 dias de privacéo,
perderam peso acumulado em torno de 99mg (9,64%) (Fig. 2).

As fémeas do grupo controle ganharam, em média, 163mg (16,22%) nos
primeiros dez dias, alcancando um aumento acumulado de 184mg (18,12%) ao
final do periodo de observacéo (Fig. 2).

Ja dentre os machos, o peso foi influenciado significativamente pelo tipo
de estresse (F=77,88; GL=3; p<0,001), pelo tempo em que os insetos foram
submetidos (F=9,16; GL=2; p<0,001) e pela interacdo entre esses dois fatores
(F=3,96; GL=6; p<0,005) (Fig. 2).

Os machos do estresse hidrico/alimentar perderam, em média, 158mg
(16,36%) nos primeiros 10 dias, e até o final do periodo de experimentacéo,
haviam perdido peso acumulado de, aproximadamente, 273mg (28,26%) (Fig.
2). Aqueles privados somente de agua perderam, em média, 129mg (13,48%)
em 10 dias enquanto que no final dos 30 dias de estresse, alcancaram um

peso perdido acumulado em torno de 238mg (25,02%) (Fig. 2). Porém quando



36

eles foram privados somente de alimento, perderam, em média, 88mg (9,23%)
nos primeiros 10 dias e ap6s 30 dias de privacao, perderam cerca de 131mg
(13,76%) (Fig. 2).
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Figura 2 — Variacdo do peso absoluto (mg) e peso relativo (%) de adultos de Periplaneta
americana (Linnaeus, 1758) (Blattaria, Blattidae) submetidos a diferentes condi¢cbes de
estresse em diferentes periodos. Barras representam o desvio padrédo da média. Linhas estédo
relacionadas ao eixo vertical secundario. Letras mailsculas iguais representam nao haver
diferenca significativa entre os periodos, enquanto que letras minlUsculas iguais representam
ndo haver diferenca significativa entre os estresses (teste de Tukey p<0,05).
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Machos do grupo controle perderam, em média, 32mg (3,23%) nos
primeiros 10 dias de isolamento e ganharam aproximadamente apenas 8mg
(0,87%) ao final dos 30 dias de estresse (Fig. 2).

As taxas de variacdo dos pesos das fémeas e dos machos foram
influenciadas significativamente pelo tipo de estresse que os insetos foram
submetidas (fémeas: F=47,66; GL=3; p<0,001; machos: F=28,58; DF=3;
p<0,001), pelo tempo de estresse (fémeas: F=6,26; GL=2; p<0,005; machos:
F=38,91; GL=2; p<0,001) e pela interacdo entre esses dois fatores (fémeas:
F=18,82; GL=6; p<0,001; machos: F=2,61; GL=6; p<0,05) (Fig. 3).

No estresse hidrico/alimentar as fémeas perderam, em média,
21,4mg/dia (2,10%/dia) nos primeiros 10 dias enquanto que nos ultimos 10 dias
de estresse, perderam, aproximadamente, 4,7mg/dia (0,46%/dia) (Fig. 3).
Fémeas privadas somente de agua perderam, em média, 11,6mg/dia
(1,08%/dia) em 10 dias, e no ultimo decéndio de estresse, perderam em torno
de 2,5mg/dia (0,24%l/dia) (Fig. 3). Contudo quando elas foram privadas
somente de alimento, perderam, em média, apenas 7,6mg/dia (0,75%/dia) no
inicio do estresse e no segundo decéndio, a perda de peso foi em torno de
0,9mg/dia (0,10%/dia) (Fig. 3).

Entretanto, fémeas do grupo controle ganharam, em média, 16,4mg/dia
(1,62%/dia) nos primeiros dez dias e nos ultimos dez dias, perderam cerca de
0,2mg/dia (0,04%/dia) (Fig. 3).

Os machos do estresse hidrico/alimentar perderam, em média,
15,8mg/dia (1,64%/dia) nos primeiros 10 dias e nos ultimos 10 dias de estresse
perderam em torno de 4,0mg/dia (0,42%/dia) (Fig. 3). Aqueles privados
somente de agua perderam, em média, 12,9mg/dia (1,35%/dia) em 10 dias
engquanto que no segundo decéndio de estresse perderam, aproximadamente,
4,9mg/dia (0,52%l/dia) (Fig. 3). J& quando eles foram privados somente de
alimento, perderam, em média, 8,8mg/dia (0,92%/dia) nos primeiros 10 dias e
no segundo decéndio perderam cerca de 1,8mg/dia (0,19%/dia) (Fig. 3).

Os machos do grupo controle perderam, em média, 3,2mg/dia
(0,32%/dia) nos primeiros 10 dias de isolamento e ganharam aproximadamente
4,7mg/dia (0,49%/dia) no segundo decéndio, enquanto que no ultimo decéndio,
perderam em torno de 0,8mg/dia (0,08%/dia) (Fig. 3).
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Figura 3 — Taxa de variacado do peso (mg/dia) de adultos de Periplaneta americana (Linnaeus,
1758) (Blattaria, Blattidae) submetidos a diferentes condigcbes de estresse em diferentes
decéndios. Barras representam o desvio padrao da média. Letras mailsculas iguais
representam nado haver diferenca significativa entre os periodos, enquanto que letras
mindsculas iguais representam ndo haver diferenca significativa entre os estresses (teste de
Tukey p<0,05).
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4.2 Avaliacdo do peso adquirido apd6s a reidratacdo em adultos de

Periplaneta americana

O peso ganho em 24 horas de reidratacdo apos diferentes periodos de
estresse foi influenciado pelo sexo dos insetos (F=13,33; GL=1; p=0,001) e
pelo periodo em que os insetos foram submetidos a estresse (F=30,06; GL=2;
p<0,001), mas nao foi influenciado pela interagcdo entre esses dois fatores
(F=0,61; GL=2; p=0,548) (Fig. 4).

Fémeas privadas de agua e alimento por 10, 20 e 30 dias adquiriram,
em meédia, 63mg, 131lmg e 212mg, respectivamente, apos 24 horas de
reidratacdo (Fig. 4). Ja os machos, reidratados por 24 horas, adquiriram, em
meédia, 101mg, 215mg e 279mg quando privados de agua e alimento por 10, 20
e 30 dias, respectivamente (Fig. 4).

Os machos foram capazes de recuperar, em 24 horas de reidratagéo, o
peso perdido em 30 dias de privagdo, mas ndo conseguiram recuperar 0 peso
com 10 dias de privacdo. As fémeas nao foram capazes de recuperar todo o

peso perdido, independente do tempo em que foram submetidas ao estresse.
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Figura 4 — Ganho de peso de adultos de Periplaneta americana (Linnaeus, 1758) (Blattaria,
Blattidae) em 24h de reidratacdo ap6s a submissdo em diferentes periodos de estresse
hidrico/alimentar. Barras representam o desvio padrdo da média. Letras mailsculas iguais
representam nao haver diferenca significativa entre os periodos, enquanto que letras
mindsculas iguais representam nao haver diferenga significativa entre os sexos (teste de Tukey
p<0,05).
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4.3 Avaliacdo do impacto de diferentes estresses no numero total e na

contagem diferencial de hemaocitos de adultos de Periplaneta americana

N&o foi possivel retirar a hemolinfa daqueles insetos privados de agua
(hidrico e hidrico/alimentar) por 30 dias, por esse motivo, esses grupos foram
retirados dessas analises.

O NTH das fémeas nao foi influenciado pelos tratamentos a que foram
submetidas em 10 (F=2,01; GL=4; p=0,115), 20 (F=2,56; GL=4; p=0,055) e 30
dias (F=0,82; GL=2; p=0,454) (Fig. 5). S6 houve reducéao significativa no NTH
em funcdo do tempo nas fémeas do grupo controle (F=11,18; GL=2; p<0,001)
(Fig. 5). Nos demais grupos testados, o tempo néo influenciou no NTH das
fémeas (alimentar: F=0,59; GL=2; p=0,564; hidrico: F=0,987; GL=1; p=0,337,
hidrico/alimentar: F=0,326; GL=1; p=0,577; hidrico/alimentar reidratado:
F=2,30; GL=2; p=0,125) (Fig. 5).

O NTH dos machos néo teve diferenca significativa quando comparado
entre os tratamentos em 10 (F=0,66; GL=4; p=0,622), 20 (F=2,56; GL=4;,
p=0,056) e 30 dias (F=0,32; GL=2; p=0,731) (Fig. 5). Também n&do houve
influéncia do tempo sobre o NTH dos grupos testados (controle: F=2,16; GL=2;
p=0,140; alimentar: F=1,03; GL=2; p=0,373; hidrico: F=4,12; GL=1; p=0,062;
hidrico/alimentar: F=1,19; GL=1; p=0,294; hidrico/alimentar reidratado: F=1,37;
GL=2; p=0,277) (Fig. 5).

O NTH das fémeas variou, em média, de 17.569 a 39.619 células/mm3
no grupo controle e de 20.150 a 38.006 células/mm3 nos grupos estressados
(Fig. 5). Ja nos machos, o NTH variou, em média, de 18.540 a 28.590
células/mm?3 no grupo controle e de 12.893 a 22.914 células/mm?3 nos grupos

estressados (Fig. 5).
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Figura 5 — NUmero total de hemoécitos (células x 103/mm?3) de adultos de Periplaneta americana
(Linnaeus, 1758) (Blattaria, Blattidae) submetidos a diferentes condi¢cdes de estresse em trés
diferentes periodos. Barras representam o erro padrdo da média. * Nao foi possivel avaliar o
namero total de hemdécitos para o hidrico e hidrico/alimentar de 30 dias.

Para o grupo controle de ambos os sexos, houve pequenas variagdes
na porcentagem dos tipos celulares nos diferentes periodos, sendo que em
média, 0s pré-hemacitos variaram de 7 a 13%, os plasmatdcitos de 44 a 55%,
os granulécitos de 16 a 33%, os cistocitos de 7 a 25%, os esferuldcitos de 2 a
3%, e os adipohemocitos de 0 a 1% (Tab. 1 e 2).
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N&o foi possivel calcular a diferenca estatistica entre 0s estresses na
propor¢cdo dos adipohemacitos, pois o numero de células encontradas de tipo
foi muito baixa.

Nas fémeas do estresse alimentar, foi observado uma reducado
significativa no nidmero de plasmatocitos ao 10° dia de estresse (F=11,27;
GL=1; p<0,01), e uma reducdo no numero de granul6citos em 20 dias de
privagao (F=6,80; GL=1; p<0,05) (Tab. 1).

Nas fémeas privadas somente de agua, nao foi observado alteracdes
na proporcao dos tipos celulares quando comparadas com 0 grupo controle
pelo mesmo periodo (Tab. 1).

No estresse hidrico/alimentar, houve uma reducgdo significativa no
namero de plasmatécitos das fémeas (F=7,11; GL=1; p<0,05), e um aumento
no namero de cistdcitos (F=4,95; GL=1; p<0,05) e esferuldcitos ao 10° dia de
privacao (F=18,99; GL=1, p<0,01) (Tab 1.).

O numero de esferuldcitos aumentou significativamente em 10 dias nas
fémeas privadas de agua e alimento e reidratadas (F=5,00; GL=1; p<0,05)
(Tab. 1). Neste mesmo estresse, foi possivel observar aumento no numero de
pro-hemécitos em 20 e 30 dias (20 dias: F=13,11; GL=1; p<0,01; 30 dias:
F=12,23; GL=1; p<0,01), enquanto que houve uma reducdo no numero de
plasmatocitos nesses mesmos periodos de estresse (20 dias: F=5,33; GL=1;
p<0,05; 30 dias: F=8,28; GL=1; p<0,05) (Tab. 1). Os granulécitos também
reduziram em 20 dias para o mesmo tratamento (F=8,97; GL=1; p<0,01) e os
cistocitos aumentaram significativamente em relacdo ao grupo controle aos 30
dias de privacdo (F=19,47; GL=1; p<0,01) (Tab. 1).

Nos machos do estresse alimentar, foi observado um aumento no
namero de pré-hemdcitos (F=10,18; GL=1; p<0,01) e cistdcitos ao 10° dia
(F=5,07; GL=1; p<0,05), enquanto que nesse mesmo periodo reduziu
significativamente o nimero de plasmatécitos (F=9,43; GL=1; p<0,01) (Tab. 2).

Nos machos privados de agua (hidrico e hidrico/alimentar) sé foi
observado alteracbes nas proporgbes dos tipos celulares ao 20° dia com
reducdo no numero de cistécitos (hidrico: F=4,86; GL=1; p<0,05;
hidrico/alimentar: F=5,16; GL=1; p<0,05) (Tab. 2).
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Foi observado um aumento do niamero de pré-hemacitos em 20 dias
nos machos privados de agua e alimento e reidratados (F=5,76; GL=1; p<0,05)
(Tab. 2).



44

Tabela 1 — Contagem diferencial de hemocitos (% + erro padrédo) de fémeas de Periplaneta americana (Linnaeus,
1758) (Blattaria, Blattidae) submetidos a diferentes condi¢des de estresses em diferentes periodos.

Tratamento (% * EP)

Periodo | Hemacito Controle Alimentar Hidrico Hidrico/Alimentar Hidrico/Alimentar Reidratado
10 dias PR 11,6+28| 24,2+6,9 6,6+1,8 178+£2,1 14,4+54
PL 459+58 | 194+59* |544+55 28,1+32* 37,1+5,9
GR 259+33| 244+54 |250+4,0 19,5+ 3,7 256+1,2
CY 152+45| 30,4+50 |11,2+3,2 296+4,1* 204+4,1
SP 1,1+0,4 16+04 23+0,6 4,9+0,9* 24+05*
AD 0,3%+0,2 0,1+0,1 0,6 +£0,2 0,3+0,1 0,1+0,1
20 dias PR 8,1+3,6 17679 - 9,7+27 34,8 + 6,8 **
PL 46,5+54 | 441+10,4 - 43,3+9,2 26,1+78*
GR 332+39| 194+39* - 28,6 £5,2 18,3+ 2,7 **
CY 10,2+1,9 149+43 - 149+ 4,2 17,9+4,3
SP 15+0,3 2,3+0,6 - 2,7+0,7 2,8+0,8
AD 0,6 +0,2 1,8+0,6 - 0,8+0,4 0,3+0,1
30 dias PR 74+3,1 72+3,1 - - 23,1+3,7*
PL 50,0+5,2| 378%5,1 - - 30,8+4,2*
GR 33,052 | 429+32 - - 240+29
CY 6,8+1,9 89+24 - - 19,1 +£1,9 **
SP 2,7+0,6 2,7+0,5 - - 24+0,9
AD 0,1+0,1 0,5+0,4 - - 06+0,4

PR: pr6-hemadcitos; PL: plasmatocitos; GR: granuldcitos; CY: cistécitos; SP: esferuldcitos; AD: adipohemdcitos.

Valores significativamente diferentes aos do grupo controle do mesmo periodo foram mostrados com (*) (ANOVA): *
p<0,05 e ** p<0,01. Nao foi possivel calcular a diferenca estatistica entre os estresses na propor¢cdo dos
adipohemdcitos.
(-) N&o foi possivel avaliar a contagem diferencial de hemdcitos para o hidrico (20 e 30 dias) e hidrico/alimentar de

30

dias.
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Tabela 2 — Contagem diferencial de hemdcitos (% + erro padrao) de machos de Periplaneta americana (Linnaeus,
1758) (Blattaria, Blattidae) submetidos a diferentes condi¢des de estresses em diferentes periodos.

Tratamento (% EP)

Periodo | Hemacito
Controle Alimentar Hidrico Hidrico/Alimentar Hidrico/Alimentar Reidratado
10 dias PR 99+19 |186+2,0* | 13,9+25 59+21 11,3+2,3
PL 546+84|243+24* | 36,4+5,0 57,4+5,6 38,8+5,1
GR 156+29| 251+3,6 205+4,4 226+4,1 19,9+3,1
CY 176+52| 299+24* | 26,0%+5,3 125+2,1 26,1+6,4
SP 1,7+0,5 1,7+0,3 26+04 1,4+0,3 3,6+0,8
AD 0,6 +0,2 0,4+0,2 0,5%+0,2 0,1+0,1 0,4+0,2
20 dias PR 82+ 23| 11,5+4,0 17,3+5,5 16,5+ 6,8 23,1+6,3*
PL 46,9+6,0| 51,8+11,4 46,8+ 7,1 53,1+7,9 415+7,4
GR 18,1+2,7| 189+3/4 235+28 175+2,8 19,3+24
CY 245+53| 151+5,7 9,1+28* 88+21* 149+4,2
SP 23%+0,7 26+0,6 24+0,5 31+1,1 0,9+0,2
AD 0,0%+0,0 0,1+0,1 1,0+£0,4 1,1+0,3 0,4+0,2
30 dias PR 13,1+5,5 9,7+24 - - -
PL 443+6,0| 519+6,7 - - -
GR 215+3,1| 184+3,7 - - -
CY 175+38| 176+5,5 - - -
SP 35%+0,7 24+0,7 - - -
AD 0,1+0,1 0,1+0,1 - - -

PR: pr6-hemacitos; PL: plasmatdcitos; GR: granuldcitos; CY: cistocitos; SP: esferuldcitos; AD: adipohemacitos.

Valores significativamente diferentes aos do grupo controle do mesmo periodo foram mostrados com (*) (ANOVA): *
p<0,05 e ** p<0,01. Nao foi possivel calcular a diferenca estatistica entre os estresses na propor¢do dos
adipohemacitos.
(-) Nao foi possivel avaliar a contagem diferencial de hemacitos para o hidrico (20 e 30 dias) e hidrico/alimentar de

30 dias.



5 Discusséao

Os valores de perda de peso dos machos foram menores que 0s
observados por outros autores nos primeiros 10 dias para todos os estresses.
Segundo Hyatt e Marshal (1977) e Wall (1970), machos de P. americana
privados de agua por oito dias perdem em torno de 26% do seu peso inicial, ja
Tucker (1977a; 1977b) relatou que essa espécie perde em torno de 30%
quando privados de agua e alimento por 12 dias. A diferenca encontrada por
esses autores pode ser explicada pela alimentacéo oferecida aos insetos antes
de serem submetidos aos estresses, pois segundo Tucker (1977a) a reducgéo
do peso durante o estresse depende da dieta oferecida antes da privacao.

As perdas de peso mais acentuadas foram observadas nas fémeas e
machos dos estresses hidrico/alimentar e hidrico. Esses resultados sugerem
que a grande parte do peso perdido nesses grupos foi referente a 4gua, ja que
foi relatado que P. americana perde em torno de 50% de sua agua corporal
guando privada apenas de agua por oito dias (HYATT; MARSHALL, 1977).

A perda de peso encontrada nas fémeas privadas de agua e alimento
por 30 dias poderia comprometer sua capacidade reprodutiva. Segundo Kunkel
(1966), fémeas dessa espécie param de ovipor quando perdem em torno de
25% do seu peso. Além disso, insetos com perda de peso podem ter alteracdes
na sua atividade locomotéria (BARCAY; BENNETT, 1991; REYNIERSE;
MANNING; CAFFERTY, 1972) e aumento na susceptibilidade a patdgenos
(FURLONG; GRODEN, 2003; BANVILLE; BROWNE; KAVANAGH, 2012) e
inseticidas quimicos (LEE; HENG, 2000).

Os insetos privados de alimento também tiveram uma tendéncia a
reducdo do peso ao longo dos dias, apesar de ser menos acentuada em
relacdo aos outros estresses. Isso se deve, provavelmente, & gordura corporal
perdida, j& que segundo Xian (1996), ninfas de ultimo instar de Periplaneta
fuliginosa (Serville, 1839) (Blattaria, Blattidae) tém seus corpos gordurosos
reduzidos em 52% em 32 dias na auséncia de alimento sendo que 16% sao

perdidos apenas nos quatro primeiros dias.
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Apesar da tendéncia ja mencionada, ndo foi observado diferenca
significativa entre os estresses alimentar e hidrico em até 30 dias. Isso,
provavelmente, estd relacionado ao periodo em que os insetos foram
estressados, uma vez que Duarte (2013) relatou, para mesma espécie, que ha
diferenca significativa no peso dos insetos desses dois estresses ap0s sua
morte, a qual ocorre, geralmente, em um periodo superior a 48 dias.

Além disso, os insetos do estresse hidrico podem ter retirado pequena
quantidade de agua da proépria dieta que foi oferecida, uma vez que a dieta
continha acucar, e como tem propriedade higroscépica, pode ter absorvido
umidade do ambiente (a qual no presente estudo foi em torno de 70%). A
umidade foi estabelecida para estar de acordo com a comumente encontrada
no habitat desses insetos (JOSEPH et al., 2012).

O ganho de peso das fémeas do grupo controle foi, provavelmente,
devido ao acumulo de nutrientes nos corpos gordurosos para a producdo de
ootecas, pois segundo Arrese e Soulages (2010), a maioria dos lipidios
acumulados nos odcitos € originada dos corpos gordurosos das fémeas. Em
contrapartida, machos do grupo controle mantiveram seu peso inalterado ou
com pequena variagdo ao longo do tempo, provavelmente porque néo
precisam estocar gorduras para essa finalidade.

Foi observada a taxa de peso perdido dos insetos privados de agua
semelhante ao encontrado por Wall (1970) no primeiro decéndio, o qual relatou
que esses insetos perdem em torno de 10 a 12mg por dia nos oito primeiros
dias de estresse. Porém, Hyatt e Marshall (1977) relataram, nas mesmas
condicles, que esse inseto perde 26mg por dia. Isso pode ser explicado pelo
fato de, apesar de serem da mesma espécie, as populacbes sdo diferentes,
uma vez que a coldnia desses autores foi obtida da Australia.

A maior taxa de perda de peso no primeiro decéndio para todos os
estresses estd de acordo com o observado por Wall (1970). Segundo este
autor, machos de P. americana privados de agua apresentam uma grande
gueda no peso nos primeiros trés dias. Provavelmente os insetos se mantém
mais ativos no inicio do estresse, porém apos certo periodo os insetos entram
em um estado de hipobiose para reduzir o gasto de energia. Esse
comportamento foi descrito por Grodzicki e Walentynowicz (2011) que em

resposta a impactos extremos, 0s insetos podem reagir aumentando a taxa de
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atividade para buscar um nicho mais confortavel ou reduzindo o metabolismo,
levando ao hipometabolismo.

O fato de esses insetos perderem mais peso (em virtude,
provavelmente, da reducdo dos corpos gordurosos) nos primeiros dez dias € de
suma importancia em se tratando do controle populacional dessa espécie.
Munson e Gottlieb (1953) relataram que uma maior quantidade de lipidios
confere maior resisténcia a alguns inseticidas quimicos. Além disso, Arrese e
Soulages (2010) relataram que 0s corpos gordurosos sao responsaveis, hao so
pelas reservas energéticas, mas também para sintese de proteinas, producao
de peptideos antimicrobianos e desintoxicagdo de compostos nitrogenados.

No grupo controle, as fémeas tiveram uma taxa de ganho de peso mais
elevada nos primeiros 10 dias. Infere-se que logo ap6s a emergéncia as
fémeas acumulem a maior quantidade possivel de nutrientes nos corpos
gordurosos para producao de ootecas. Como nao estdo cumprindo sua funcéo
reprodutiva atingem o peso maximo para seu tamanho no primeiro decéndio,
reduzindo/cessando o ganho de peso nos demais periodos.

A diferenca entre as taxas de peso nos decéndios dos machos do grupo
controle so6 foi possivel ser observada devido aos insetos terem sido pesados a
cada dez dias, uma vez que o peso dos machos de P. americana flutua ao
longo dos dias se houver a presenca de agua e alimento (WALL, 1970).

O peso ganho na reidratacdo esta de acordo com Wall (1970), pois este
autor afirmou que baratas quando estéo desidratas, sédo capazes de beber de
100 a 200mg por 15 a 30 minutos e nédo irdo beber novamente em alguns dias.
O mesmo autor complementa que a agua ingerida pode ser suficiente por duas
a trés semanas, dependendo da umidade ambiental.

A relagéo positiva entre o0 aumento de peso adquirido por reidratacéo e o
tempo de estresse provavelmente se deve ao consumo dos corpos gordurosos,
proporcionando um maior espacgo livre na hemocele do inseto. Nos machos,
apos 20 dias de estresse, ndo houve diferenca significativa entre o peso
adquirido, provavelmente devido 0s seus corpos gordurosos estarem
praticamente esgotados por possuirem menos corpos gordurosos do que as
fémeas (TAYLOR; FRECKLETON JR., 1969).

O NTH das fémeas encontrados no presente estudo esta de acordo com

Wheeler (1963), o qual relatou que fémeas de P. americana com idade
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randémica variam de 23.000 a 127.000 células/mms3. Porém, ao se comparar
com o NTH dos machos, o autor encontrou nimeros mais elevados, variando
de 70.000 a 208.000 células/mms.

Somente o numero de hemdcitos encontrados nas fémeas do estresse
alimentar foi semelhante ao encontrado por More e Sonawane (1987) quando
avaliaram o NTH de P. americana submetidos a esses tipos de estresses.
Esses autores ndo padronizaram 0 peso, sexo e idade dos insetos usados,
tornando dificil a comparacéo desses resultados.

Apesar de ja ter sido relatado, em diferentes espécies de insetos, que o
NTH aumenta (ROSENBERGER, 1960) ou reduz (SHAPIRO, 1967) na
auséncia de alimento, no presente estudo ndo se observou alteracdes
significativas. O tempo de estresse pode nao ter sido o suficiente para reduzir
ou aumentar o numero de hemacitos, ja que segundo Duarte (2013), adultos de
P. americana geralmente sobrevivem mais do que 48 dias sem agua e
alimento, e podem sobreviver ainda mais se um desses recursos estiver
presente.

A nao variacdo do NTH sob condicbes de estresse pode ser um
mecanismo dessa espécie para sobrevivéncia em seus habitats. Essa espécie
vive em latrinas, esgotos, estacbes de tratamento, carcacas de animais e
fossas sépticas (COCHRAN, 1999; MARICONI, 1999), locais com grande
diversidade e abundancia de patdgenos e parasitos que podem causar
patogenias em insetos com déficit imunoldgico.

Apesar de ndo ter havido diferenca na concentracao dos hemdécitos nos
diferentes grupos, podem ter reduzido o numero de hemdcitos circulantes
naqueles grupos privados de agua, uma vez que Hyatt e Marshal (1977)
relataram que nessas condicdes, essa espécie pode reduzir em 50% o0 seu
volume da hemolinfa. Rosenberger (1960) afirma que o aumento no NTH em
Spodoptera eridania Stoll, 1781 (Lepidoptera, Noctuidae) quando em condi¢des
de estresse pode estar relacionado a redu¢édo no volume da hemolinfa, e que,
na verdade, o niumero de células circulantes permanece o0 mesmo, mas com a
reducdo do volume da hemolinfa, aumenta a concentracdo desses hemacitos.

Mesmo que ndo haja diferenca na concentracdo dos hemacitos quando
esses insetos sdo submetidos ao estresse, o fato de nédo ser possivel retirar a

hemolinfa naqueles insetos privados de agua por 30 dias demonstra um grande
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impacto sobre a biologia desses insetos, uma vez que segundo Klowden (2008)
a hemolinfa é o principal meio de transporte para troca de material entre as
células, como hormdnios, residuos e nutrientes.

Em todos os tratamentos, incluindo o controle, foi observada uma
tendéncia a reducdo no NTH em decorréncia do tempo, 0 que provavelmente
seja uma caracteristica relacionada a idade dos insetos, pois Schmid et al.
(2008) relataram que operarios de Apis mellifera Linnaeus, 1758
(Hymenoptera, Apidae) tém reducdo no numero de hemdcitos em funcdo da
idade.

E dificil fazer a comparagdo da propor¢do dos hemdcitos do grupo
controle com More e Sonawane (1987) porque esses autores utilizaram uma
classificacdo diferente da que foi utilizada no presente estudo. Porém, a
proporcao dos plasmatdcitos foi o Unico tipo celular que mostrou proporcées
proximas a encontrada por agueles autores, ou seja, em torno de 53%.

A reducdo no numero de plasmatécitos nos individuos de ambos os
sexos privados de alimento por 10 dias também foi observada por More e
Sonawane (1987) para essa mesma espécie, o qual relata que os
plasmatdcitos reduziram para 30% da contagem total.

Os mesmos autores também relataram que os insetos privados somente
de agua ndo tiveram alteracdes na contagem diferencial dos hemacitos até o 8°
dia, o que corrobora com os resultados obtidos nesse estudo.

A reducdo no numero de plasmatécitos nos estresse alimentar (machos
e fémeas), hidrico/alimentar e hidrico/alimentar reidratado pode causar um
impacto na sobrevivéncia dos insetos submetidos a esses estresses, uma vez
gue os plasmatdcitos sdo uma das principais células de defesa dos insetos que
estdo envolvidas na fagocitose, nodulacdo e encapsulamento de patégenos e
parasitos, bem como possuem papel na coagulacao de ferimentos (KLOWDEN,
2008; LAVINE; STRAND, 2002; RIBEIRO; BREHELIN, 2006).

O aumento no numero de pré-hemdécitos encontrados em insetos
submetidas ao estresse hidrico/alimentar reidratado por mais de 20 dias pode
ser uma resposta dos insetos ao estresse a fim de tentar recompor o perfil de
hemocitos apdés a reidratacdo, ja que os pro-hemdcitos sdo as células
envolvidas na diferenciagdo dos outros hemaocitos (KLOWDEN, 2008; LAVINE;
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STRAND, 2002) e sdo as células que mais frequentemente sdo encontradas
nos 6rgaos hematopoiéticos e em mitose na hemolinfa (GUPTA, 2009).

Esse estudo auxilia a compreensdo da capacidade de resisténcia dessa
espécie quando submetidas as adversidades, podendo servir como base para
estudos posteriores de bioecologia, comportamento e a capacidade de
resisténcia a inseticidas quimicos e biolégicos. Além disso, pode ser importante
como modelo para estudos do impacto da auséncia de agua e alimento na

biologia e imunologia de outras espécies de insetos.



6 Conclusodes

Os estresses alimentar, hidrico e hidrico/alimentar reduzem o peso em
adultos de Periplaneta americana, sendo o estresse hidrico/alimentar o que
causa a maior reducao;

As fémeas de Periplaneta americana ganham peso quando isoladas
em frascos contendo agua e alimento, enquanto que os machos mantém seu
peso inalterado nessas condicdes;

Adultos de Periplaneta americana submetidos ao estresse alimentar,
hidrico e hidrico/alimentar perdem mais peso no primeiro decéndio, sendo o
estresse hidrico/alimentar o que causa 0 maior impacto nos primeiros dez dias;

Quanto maior o tempo privado de agua e alimento, maior é o peso
adquirido por adultos de Periplaneta americana em 24 horas de reidratacao,
sendo os machos 0s que ganham mais peso durante periodo;

Os estresses alimentar, hidrico e hidrico/alimentar, bem como o tempo
de estresse 0 qual os insetos sdo submetidos nao influenciam no numero total
de hemdcitos de adultos de Periplaneta americana;

O estresse alimentar reduz o niumero de plasmatdcitos e granulécitos
de fémeas de Periplaneta americana. Em machos, o estresse aumenta o
namero de pré-hemdcitos e cistécitos e reduz o nimero de plasmatocitos;

Adultos de Periplaneta americana privados de agua por 10 dias nao
apresentam alteracdes na proporcdo dos tipos celulares. O estresse hidrico
reduz o numero de cistécitos de machos dessa espécie ao 20° dia de estresse;

O estresse hidrico/alimentar reduz o numero de plasmatdcitos e
aumenta o numero de cistécitos e esferulocitos de fémeas de Periplaneta
americana. Em machos dessa espécie, o0 estresse reduz o nuamero de
cistocitos;

O estresse hidrico/alimentar reidratado aumenta o numero de
esferulocitos, proé-hemacitos e cistocitos e reduz o numero de plasmatocitos e
granulécitos de fémeas de Periplaneta americana. Em machos dessa espécie,

0 estresse aumenta o niumero de pré-hemacitos.
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