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RESUMO

O Cavernicola pilosa Barber, 1937 tem sido encontrado em cavernas e ocos de
arvores, com ampla distribuicdo geogréafica, sempre em estrita associacdo com
morcegos, sendo vetor de esquizotripanose de morcegos.

Os espécimes estudados aqui sdao oriundos de um foco natural encontrado em
uma caverna no Distrito de Taquarucu, municipio de Palmas, Tocantins (10°922.921'S e
48°03.587'0). O clima desta regidao de cerrado é caracterizado por um periodo de
elevados indices de precipitagdo pluviométrica, em torno de 250 mm mensais, com
umidade relativa do ar de 83%o, e outro de baixos indices, quando a umidade relativa do
ar chega a 50%, e temperatura média anual variando de 24 a 26°C. O clima no interior
da caverna se mantém estavel, a temperatura variando de 25 a 28°C e a umidade de 80
a 95%. A caverna, constituida de canga ferruginosa em fragmentos de variadas
dimensdes e formas, soldados por hidroxido de ferro, é atravessada por um riacho e
habitada por milhares de quirépteros de quatro espécies (Anoura geoffroyi, Phyllostomus
hastatus, Carollia perspicillata e Pteronotus parnellii). A presenca de agua e de grandes
quantidades de guano garantem a sobrevivéncia de dezenas de espécies de artrépodes
das classes Arachnida, Myriapoda e Insecta. O C. pilosa foi encontrado em locais
distantes das entradas, em auséncia de luz detectavel, onde a temperatura varia de
24,88 + 0,9°C a 27,07 + 1,05°C e a umidade de 80,56 + 4,71% a 91,89 + 1,36%.
Todos os individuos foram encontrados nas paredes, acima de um metro de altura até o
teto, onde ficavam as colénias de morcegos. Estes, provavelmente, sdo a principal fonte
de alimentacado e de infeccdo dos triatomineos por Trypanosoma cruzi marinkellei, assim
como os provaveis agentes de dispersédo do C. pilosa.

A descricdo do Cavernicola lenti por Barrett & Arias, em 1985, trouxe a
necessidade de redefinir o género Cavernicola, cuja diagnose foi baseada em uma Unica
espécie, o C. pilosa. Propomos aqui alteracbes no conjunto de caracteristicas que
definem o género Cavernicola e a tribo Cavernicolini, considerando detalhes morfologicos
do C. lenti (da nova espécie) que nao se adeqilam as caracteristicas atribuidas ao género

e a tribo.



ABSTRACT

The triatomine bug Cavernicola pilosa Barber, 1937 has a large geographic
distribution and has been found in caves and hollow trees, always in strict association
with bats, being vector of bats’ esquizotripanose.

The specimens studied in this work derive from a natural site found inside a cave
located in Taquarucu district, Palmas city, Tocantins state (10°22.921'S and
48°03.587'W), Brazil. The climate of this savana region is characterized by one period of
high rain indices (around 250mm monthly) and relative air humidity about 83%, and
another period of low rain indices, in which the relative air humidity reaches 50%. The
annual average temperature ranges from 24 to 26°C.

The climate in the internal side of the cave keeps relatively steady, with
temperature ranging from 25 to 28°C and relative humidity between 80 and 95%. The
cave is constituted by iron fragments of different dimensions and forms (*canga”) joined
by iron hidroxide. A stream crosses the cave, which is inhabited by thousands of bats
that belong to four different species (Anoura geoffroyi, Phyllostomus hastatus, Carollia
perspicillata and Pteronotus parnellii). The presence of water and great amounts of bat
guano guarantees the survival of fifty three arthropod species which belong to the
classes: Arachnida, Myriapoda and Insecta. The places where C. pilosa was found are
distant from the entrances of the cave. At this places there is no detectable light and the
temperature ranges from 24,88 + 0,9°C to 27,07 + 1,05°C, while the humidity ranges
from 80,56 + 4.71% to 91,89 + 1,36%. All the specimens had been found on the walls,
since one meter above the floor until the ceiling, where the colonies of bats were located.
Probably, these bats are the main source of feeding and Trypanosoma cruzi marinkellei
infection to C. pilosa, as well as the probable dispersion agents of C. pilosa.

Cavernicola lenti description by Barrett & Arias (1985) brought the necessity to
redefine the genus Cavernicola, since diagnosis was based on a single species, C. pilosa.

In the present work, we propose alterations in the set of characteristics which
define the Cavernicola genus and the Cavernicolini tribe, considering morphologic details
of the C. lenti (new species) that were not adequate to the characteristics firstly
attributed for the genus and the tribe.
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1. Introducéao

Os triatomineos sao reduviideos hematéfagos, agrupados como subfamilia devido
a hematofagia e altera¢cdes morfoldgicas decorrentes deste habito (Lent & Wygodzinsky,
1979). Das 135 espécies de 18 géneros e 6 tribos desta subfamilia, 124 espécies de 17
géneros e 4 tribos ocorrem nas Américas do Norte, Central e do Sul, entre as latitudes
42N e 46S (Galvao et al., 2003; Schofield, 1994). Vérias espécies de triatomineos
colonizam o domicilio e peridomicilio humanos, encontrando habitat favoravel em frestas
nas paredes e telhado de casas na area rural e periferia das grandes cidades. Nesta
situacdo tém o homem e animais domésticos como fonte de repasto sangiiineo, podendo
transmitir a estes um protozoario flagelado, o Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) através
de fezes infectantes depositadas na pele do hospedeiro no momento da picada (WHO,
2005). O homem e muitas outras espécies de mamiferos silvestres e domésticos
constituem reservatorio, havendo um fluxo entre os triatomineos intradomiciliares e
peridomiciliares, e entre os triatomineos peridomiciliares e silvestres (Borges et al.,
2005). Além disso, os triatomineos sdo capazes de transmitir o T. cruzi em todos os
estadios de seu desenvolvimento, mantendo a infeccdo por toda a vida (Schofield, 1994).
A Doenca de Chagas ocorre somente no Continente Americano, com ampla distribuicdo
nas Américas Central e do Sul, em uma area que se estende do México ao norte da
Argentina. E endémica em 21 paises, afetando de 16 a 18 milhdes de pessoas e 100
milhdes - 25% da populacdo da América Latina - estando sob risco de infeccao (WHO,
2005).

O Cavernicola pilosa foi descrito por Barber em 1937, a partir de sete espécimes
adultos e cinco ninfas coletados em cavernas freqlientadas por grande numero de
morcegos no Panama. Apesar de a espécie ser muito diferente dos demais membros de
Triatominae, o autor ndo teve duvidas em colocar o novo género nesta subfamilia
(Barber, 1937), o que foi aceito posteriormente por varios autores, a saber: Usinger,
1939 e 1944; Lima, 1940; Neiva & Lent, 1941 (Lent & Jurberg, 1969). Usinger (1944)
comentou mais amplamente a posicao filogenética e taxonémica do género, na época
monotipico, criando a tribo Cavernicolini, separando os tipicos Triatomini das tribos
Bolboderini e Cavernicolini, com base no tamanho dos ocelos e posicdo destes em relacdo

a sutura arqueada da cabeca.

O C. pilosa sempre foi encontrado em estrita associacdo com morcegos, em
cavernas ou troncos de arvores de regides tropicais imidas do Panama e América do Sul
(Brasil, Coldmbia, Equador, Peru e Venezuela), em altitudes que variam de 140 a 1160
metros (Barber, 1937; Dias et al., 1942; Marinkelle, 1966; Pipkin, 1968; D’Alessandro et
al., 1971; Lent & Wygodzinsky, 1979) (figura 1). Ha, porém, trés achados em regibes
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Figura 1: Locais de captura de Cavernicolini. Adaptado de: Lent &
Wygodzinsky, 1979; Carcavallo et al., 1999.

% Cavernicola pilosa Barber, 1937: Brasil (Para, Mato Grosso, Espirito
Santo, Bahia, Parand). Colémbia (Cundinamarca, Meta, Tolima e
Valle). Equador (Pastaza). Panama. Peru (Loreto). Venezuela
(Cojedes, Portuguesa, Tachira, Lara, Territério Amazonas).

# Cavernicola lenti Barrett & Arias, 1985: Brasil (Amazonas).

tropicais secas: um em oco de arvore nos Estados de Portuguesa e Cojedes, Venezuela
(Carcavallo et al., 1976); o segundo achado consistiu de uma fémea morta, que estava
sobre o peitoril do terraco de um domicilio habitado, provavelmente caida do s6tdo

3
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(Gomes & Pereira, 1977); o terceiro achado deu-se em marco de 1989, em uma casa
abandonada, colonizada por morcegos, no municipio de Luz, Minas Gerais, Brasil
(Diotaiuti, dados nao publicados). Somente um autor considera o C. pilosa um visitante

circunstancial de domicilios habitados por humanos, baseado em dois achados,

correspondentes a um exemplar adulto para cada captura intradomiciliar realizada em

area rural do Panama (Pipkin, 1968).

A estrita associacdo do C. pilosa com morcegos sugere que estes constituem a
Unica fonte de alimentacdo para este triatomineo na natureza. S&o varias as espécies de
morcegos encontradas em associacdo com o C. pilosa, frugivoros, insetivoros e o
hematéfago Desmodus rotundus (Geoffroy, 1810) (Dias et al., 1942; Marinkelle, 1966;
Carcavallo et al., 1976; D’Alessandro et al., 1971). Segundo alguns autores, o C. pilosa
recusa qualquer outra fonte de sangue no laboratdrio (Marinkelle, 1966 e Carcavallo et
al., 1976).

Varios artropodes hematodfagos tém sido assinalados na literatura compartilhando
simultaneamente o mesmo nicho ecolégico com o C. pilosa, alimentando-se também em
morcegos. Dias et al. (1942) encontrou Latrocimex spectans Lent, 1941 (Cimicidae),
Cimex limai Pinto, 1927 (Cimicidae) e Ornithodorus dunni Matheson, 1925 (Argasidae);

Carcavallo et al. (1976) encontrou Cryptophysoderes sp (Physoderinae, Reduviidae).

A infeccdo do C. pilosa por tripanossomatideos foi estudada inicialmente por
Emmanuel Dias (Dias et al., 1942), que o incriminou como vetor de Schizotrypanum de
morcegos, apods té-lo encontrado albergando varias espécies deste subgénero. Também
foram encontradas, no intestino do triatomineo, critidias e tripanossomos metaciclicos
morfologicamente semelhantes ao Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi (Chagas, 1909)
que ndo provocavam infeccdo detectavel em camundongos e cobaios. Tal achado foi
confirmado por D’Alessandro et al. (1971), que assinalaram a ocorréncia de C. pilosa e
morcegos infectados em areas da Coldmbia sem nenhuma outra espécie infectada,
humanos inclusive. Tais Schizotrypanum também nado causaram infeccdo permanente em
nenhum triatomineo vetor de T. cruzi (Dias et al., 1942). Marinkelle, 1966 e
D’Allessandro, 1971, afirmam ter isolado T. cruzi de fezes de C. pilosa, mas a
identificagdo foi unicamente por critérios morfolégicos. Em 1978, Baker et al. estudaram
as cepas T. (S.) cruzi isoladas de morcegos latino-americanos morfologicamente
idénticas ao T. (S.) cruzi, mas que diferiam por sua reduzida infectividade para
camundongos e triatomineos, e na sua composi¢do antigénica. Encontraram um padrao
similar (mas n&o idéntico) na densidade do DNA nuclear e cinetoplastico e alguma
infectividade para triatomineos. Com base nestas diferencas, propuseram que o T. (S.)

cruzi isolado de morcegos latino-americanos fosse tratado como Trypanosoma
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(Schizotrypanum) cruzi marinkellei, enquanto que o T. (S.) cruzi sensu stricto passasse a

ser denominado Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi cruzi (Chagas, 1909).
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Sao diversas as técnicas de biossistematica utilizadas para estudos comparativos
entre espécies e populacbes de diferentes insetos. Dentre as técnicas morfoldgicas, a
morfometria constitui-se importante parametro na taxonomia de triatomineos, podendo

ser utilizada para:

" diferenciacdo de populacdes de diferentes regides geogréaficas (Casini et al., 1995;
Dujardin et al., 1997a, b; Harry et al., 1992; Dujardin et al., 1998; Barbosa, 1998;
Borges et al., 2000);

" monitoramento do processo adaptativo de populacdes silvestres ao domicilio
(Dujardin et al., 1998; Borges et al., 2005);

" estudos de padrdo de reinfestacdo das casas por triatomineos silvestres apds
eliminacédo das populacdes domeésticas pelo uso de inseticida, identificando a origem dos
insetos reinfestantes e permitindo calcular o fluxo génico entre diferentes populacdes
(Dujardin, 1997a);

" em estudos filogenéticos (Dujardin et al., 1999; Schofield & Dujardin, 1999).

As tentativas de colonizacdo do C. pilosa, além de logisticamente inviaveis,
produziram colénias com duracdo suficiente para rapida observacdo do ciclo biolégico,
isolamento de tripanossomatideos hospedeiros do triatomineo e infeccdo destes por
outros tripanossomatideos (Marinkelle, 1966; Carcavallo et al., 1976). Marinkelle, 1966,
manteve C. pilosa em recipientes de bambu, em umidade relativa de 95-99%,
alimentados em camundongos recém-nascidos. Carcavallo et al., 1976, manteve C.
pilosa em frascos pequenos, estes colocados em frascos maiores, herméticos, que
continham &gua, mantendo assim umidades que se aproximavam da saturacdo, em
temperaturas variando entre 26 e 32°C e alimentados sobre morcegos. Em nosso
laboratério s6 foi possivel o estabelecimento de uma colbnia apds algumas tentativas
com diferentes protocolos, visando sempre adequacgdes aos recursos disponiveis, o que
torna exequivel a manutencédo de C. pilosa em qualquer laboratério com infra-estrutura
minima.

A ampla distribuicAdo geografica do C. pilosa poderia sugerir uma grande
capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes, o0 que contraria a dificuldade de
colonizacdo em laboratério, que sugere alta especializacdo. Outro indicio de
especializacdo é o tamanho das colénias encontradas, formadas por centenas de
individuos (Carcavallo et al., 1976). O encontro de um foco natural de C. pilosa em uma
caverna localizada na Fazenda Boa Esperanca, municipio de Palmas, Tocantins, habitada
por milhares de morcegos, deu inicio a este trabalho. A descricdo desta caverna que
abriga uma colénia formada por milhares de C. pilosa, neste caso seu habitat natural,

forneceria informacgcdes a cerca das necessidades basicas para sobrevivéncia deste
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triatomineo. Portanto, determinamos aqui as condi¢gbes climaticas da caverna
(temperatura e umidade), com énfase nos pontos onde a colénia de C. pilosa se
concentra, a fauna associada ao C. pilosa, suas possiveis fontes de alimento, a area da
caverna (tamanho, forma, presenca de cole¢cdo d’agua), a formacdo geoldgica e
localizacdo da colbnia de C. pilosa em relacdo as aberturas da caverna para o ambiente

externo.
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1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo geral

Caracterizar o C. pilosa quanto a aspectos relacionados a sua ecologia e morfologia.

1.1.2. Objetivos especificos

1.1.2.1. Caracterizar a Caverna Boa Esperanca (Palmas, Tocantins), foco do

C. pilosa.
e Descrever geologicamente a caverna.

e Determinar as caracteristicas climaticas (temperatura e umidade) dos

locais de ocorréncia do C. pilosa na caverna.
e Identificar a fauna associada ao C. pilosa.
e Determinar a distribuicdo do C. pilosa na caverna.

1.1.2.2. Revisar a tribo Cavernicolini e o género Cavernicola a partir de

caracteristicas morfolégicas e morfométricas.
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2. Metodologia

2.1. Aspectos biolégicos do Cavernicola pilosa em laboratério

2.1.1. Capturas

A caverna onde foi encontrado o foco natural de C. pilosa, localiza-se no Distrito de
Taquarucu, municipio de Palmas, cerca de 70 Km distante da sede do municipio, em uma
propriedade particular, a Fazenda Boa Esperanca (denominacdo adotada por nds para a
caverna), a 10°22.921’ S e 48°03.587’ O, altitude de 504 m.

Foram feitas duas excursfes a caverna, a primeira em julho, em plena estacéo seca,
a segunda em dezembro, durante a estacdo chuvosa. Apesar de a primeira visita ter sido
mais uma excursdo de reconhecimento, nesta foram capturados 49 exemplares de C.
pilosa e 9 morcegos. Os C. pilosa foram capturados nas paredes da Caverna Boa
Esperanca, com auxilio de penas de galinha e pincas de aco inoxidavel flexivel. Os
espécimes foram acondicionados em potes plasticos opacos (capacidade para 300 ml),
forrados no fundo com papel de filtro, contendo um pedaco de cartolina dobrado
formando uma sanfona que foi colocada verticalmente, ligando o fundo do pote a tampa,
a qual era de cortes de meia de nylon (feminina), presos com elastico. Para o traslado,
estes potes foram acondicionados em uma caixa plastica hermética contendo pedacos de
flanela umedecidos. Os morcegos foram capturados em diferentes pontos da caverna —
nos locais de ocorréncia de C. pilosa e onde estes ndo ocorriam - com auxilio de um
puca, com cabo de bambu, aro de aco inoxidavel e cone em tecido de nylon. Foi retirado
sangue destes morcegos para esfregacos sangliineos e para o xenodiagndstico, no local
de captura, ap6és o que os morcegos foram sacrificados, imersos em alcool e
transportados em potes plasticos até Belo Horizonte, para identificagcdo por especialista.
A fauna cavernicola, com excecdo dos morcegos e triatomineos, ndo foi coletada, mas

registrada através de fotografias.

Uma vez que néo obtivemos sucesso na colonizacdo dos exemplares de C. pilosa da
primeira captura, procedemos a uma segunda coleta a qual foi conduzida com
metodologia idéntica a da primeira, diferindo unicamente por esta ter acontecido durante
a estacdo chuvosa. Na segunda visita a caverna nao foi coletado nenhum espécime com

excecao de 44 exemplares de C. pilosa, 14 fémeas, 7 machos e 23 ninfas.

Para as excursbes a caverna e demais procedimentos de risco executados neste
trabalho foram seguidas as normas de biosseguranca determinadas pela Comissdo
Técnica de Biosseguranca da FIOCRUZ (Procedimentos para a manipulacdo de

microorganismos patogénicos e/ou recombinantes na FIOCRUZ, 1998).
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Os C. lenti foram provenientes da colénia mantida pelo Dr. Toby Vincent Barrett no
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia/INPA — Manaus. Esta coldnia foi iniciada em
novembro de 1983, a partir de adultos e ninfas e ovos coletados no interior de uma
grande arvore oca, viva, as margens do Rio Uatuma, Amazonas, Brasil. Devido ao
fracasso da nossa primeira tentativa de colonizacdo, o Dr. Barrett no cedeu, pela
segunda vez, dez casais de C. lenti, em setembro de 2004, com 0s quais iniciamos a

colénia que é mantida até entdo em nosso laboratério.

2.1.2. Colonizacao do C. pilosa e do C. lenti

Nossa primeira tentativa de colonizacdo do C. pilosa foi a partir de 49 exemplares (12
fémeas, 10 machos e 27 ninfas) capturados nas paredes da Caverna Boa Esperanca
durante a estacdo seca. No laboratério, os potes foram abertos para contagem dos
exemplares, e mantidos em sala aclimatada (26+ 1°C e 65 + 5% de umidade relativa do
ar). Eram alimentados semanalmente sobre camundongos (Mus musculus, raca Swiss
Webster), anestesiados com thiopental 0,02%, na dose de 2,5 ul por quilo de peso do
camundongo. Os camundongos anestesiados eram colocados sobre o tecido de nylon que

tampava o pote durante um periodo de cerca de 4 horas.

Os 44 exemplares de C. pilosa provenientes da segunda captura, foram tratados de
maneira diferente no laboratério. Desta vez foram acondicionados em potes maiores, de
acrilico marrom transparente, com o fundo forrado com papel de filtro e tampa de tecido
de algodédo preso com elastico e fita adesiva. A sanfona de cartolina foi substituida por
pedacos de papel de filtro amassados até quase formarem uma esfera, o que fornecia
aos barbeiros varios esconderijos e substrato para oviposicdo. Os camundongos Swiss
Webster eram anestesiados com thiopental, imobilizados entre duas telas de nylon com
trama de 1,5 mm e colocados no fundo do pote por um periodo de cerca de 4 horas,
sendo este repasto oferecido em 3 dias alternados da semana (segundas, quartas e
sextas-feiras). Os potes permaneciam dentro de caixa plastica de 50 x 35 x 30 cm, com
tampa hermética, em cujo interior era mantida umidade relativa sempre superior a 80%,
através de placas de petri com algoddo embebido em &agua. As caixas eram

acondicionadas em estufa ou sala aclimatada a 26 + 1°C.

Os C. lenti foram mantidos, a principio, em potes com capacidade para 300 ml,
com fundo forrado com papel de filtro e pedacos de madeira autoclavada para servir de
esconderijo e substrato de oviposicdo para os barbeiros, e tampa de tecido de algodao
preso com fita adesiva e gominha. Era oferecido, semanalmente, repasto sanguineo em
camundongos anestesiados com o0 mesmo protocolo que para o C. pilosa, com a
diferenca de que os camundongos eram colocados dentro do pote, ao invés de sobre a

tampa. Tais potes eram mantidos em sala aclimatada (26+ 1°C e 65 + 5% de umidade
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relativa do ar). Assim como para o C. pilosa, o nimero de ovos na coldnia diminuiu
gradativamente, até a extincdo desta. Dai, o protocolo foi mudado também para o C.

lenti, sendo mantidos, até entao, protocolos idénticos para as duas espécies.

2.1.3. Infeccdo do C. pilosa por tripanossomatideos

Para constatacdo de infeccdo por tripanossomatideos nos morcegos foi feito
xenodiagnostico com ninfas de terceiro estadio de Rhodnius prolixus Stal, 1859 oriundos
de colbnia mantida no Laboratério de Triatomineos e Epidemiologia da Doenca de Chagas
do Centro de Pesquisas René Rachou. As ninfas foram levadas até a caverna e postas
para se alimentar nos morcegos imobilizados em uma de nossas maos (as asas seguras
atras do polegar e dos dedos indicador, anelar e minimo, enquanto as costas do morcego
ficavam apoiadas na palma da méao e dedo médio), a outra mao (ou o polegar e o dedo
minimo) segurando o pote contendo as dez ninfas (figura 2). Apés 30 minutos de
exposicdo, os potes com barbeiros foram retirados, e foi coletada uma gota de sangue da
asa do morcego para esfregaco sanguineo, o qual foi fixado com metanol no local e
corado com Giemsa no laboratério, posteriormente. As laminas foram examinadas ao
microscopio Optico a um aumento de 1000X, com objetiva de imersdo. Os morcegos
utilizados foram soltos no mesmo ponto de captura imediatamente apds a coleta da gota
de sangue. Os barbeiros foram transportados nos mesmos potes utilizados para repasto
sobre o0s morcegos, acondicionados em caixa plastica com tecidos de algodéao
umedecidos, depois mantidos no laboratério em sala aclimatada (26+ 1°C e 65 + 5% de
umidade relativa do ar). O conteldo intestinal dos barbeiros foi extraido por compressao
abdominal, 34 a 45 dias depois do repasto, diluido em solugdo salina (NaCl 0,89%) e
examinado entre lamina e laminula ao microscépio Optico, aumento de 160X, para
visualiza¢do de tripanossomatideos. Em caso de resultado positivo, o contetdo intestinal
era extraido por compressdao abdominal, de forma que as gotas de fezes caiam
diretamente nos tubos de cultura com 1ml de LIT (Liver Infusion Triptose) (anexo 1).
Este material era homogeneizado e transferido para tubos de cultura com meio NNN
(McNeal, Novy e Nicolle) (anexo 1) o qual consiste de uma fase sélida (agar-sangue) e
uma fase liquida (meio LIT), acrescido de 10% de soro fetal bovino inativado em banho-
maria a 56°C por 30 minutos. Todo este procedimento foi executado no ambiente estéril
de capela de fluxo laminar. As culturas foram mantidas em estufa a 26°C, examinadas e

repicadas semanalmente, tendo sido mantidas por até cinco meses.

Nove exemplares de C. pilosa tiveram seu conteldo intestinal examinado para
constatacédo de infeccdo por tripanossomatideos com o mesmo protocolo utilizado para os
R. prolixus. Os tripanossomatideos isolados foram mantidos em meio NNN, com repiques

semanais, por até cinco meses.
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Figura 2: Xenodiagnéstico do morcego:
maneira de contencdo dos morcegos
enquanto os R. prolixus se alimentavam
sobre eles.

Na ocasido do isolamento de tripanossomatideos do C. pilosa, 0 conteudo intestinal
positivo de um dos barbeiros foi diluido em solugcdo salina 0,89% e inoculado
intraperitonealmente (in6éculo cego) em cinco camundongos (Mus musculus, raca Swiss
Webster) de cerca de 25 gramas. Foi feito o0 acompanhamento da parasitemia a partir do
terceiro dia do inéculo até o 35° dia, através de exame a fresco de gota de sangue
retirada da ponta da cauda, sendo examinados cerca de 100 campos, entre lamina e
laminula ao microscépio 6ptico, aumento de 160X, segundo metodologia de Brener
(1961).

Foram também inoculados camundongos C3H, isogénicos, por serem mais
susceptiveis ao T. cruzi do que a raca Swiss Webster (Bloom & Barry, 1979; Tarleton et
al., 1981). Cinco camundongos C3H de cerca de 13 gramas foram inoculados
intraperitonealmente com 0,5 ml de solugdo salina contendo cerca de 50.000
tripomastigotas retirados de um dos tubos de cultura iniciada a partir de
tripanossomatideos isolados do conteudo intestinal de C. pilosa. Estes camundongos
tiveram a parasitemia acampanhada por 25 dias através de exame de sangue a fresco,
da mesma forma que para os camundongos suicos. Ao 25° dia de infeccdo, os
camundongos foram sacrificados e seu sangue semeado em tubos de cultura com meio
NNN. Os tubos foram examinados a partir do 2° dia da semeadura, e a hemocultura

mantida por dois meses.
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2.2. Estudos de morfologia classica

Para os estudos de morfologia de C. pilosa foram utilizados 39 individuos adultos, 22
fémeas e 17 machos, sendo 21 fémeas e 17 machos da geragcdo parental, e 1 fémea da
primeira geracdo. Os individuos utilizados neste estudo nédo foram sacrificados — eram
retirados ja mortos da colénia e montados em alfinete entomolégico. Para os estudos de
morfologia da outra espécie do género, C. lenti, foram utilizados 34 exemplares adultos,
19 fémeas e 15 machos, montados em alfinete entomoldgico. Estes espécimes estao

depositados na Colecéo de Triatomineos do LATEC — CPgRR — FIOCRUZ, sob os niumeros:

C. pilosa (fémeas): 2143, 2144, 2145, 2149, 2150, 2422, 2423, 2424, 2425, 2426,
2427, 2428, 2429, 2430, 2431, 2432, 2433, 2434, 2435, 2436, 2437, 2438.

C. pilosa: machos: 2146, 2439, 2440, 2441, 2442, 2443, 2444, 2445, 2446, 2447,
2448, 2449, 2450, 2451, 2452, 2454, 2453.

C. lenti (fémeas): 2210, 2455, 2456, 2457, 2458, 2459, 2460, 2461, 2462, 2463,
2464, 2465, 2482, 2483, 2484, 2478, 2479, 2480, 2481.

C. lenti (machos): 2466, 2467, 2468, 2469, 2470, 2471, 2472, 2473, 2474, 2475,
2476, 2477, 2485, 2486, 2487.

Para as observactes e medicfes, foi utilizado o sistema computadorizado de imagens

KS/300, modelo Kontron Eletronic GMBH, marca Carl Zeiss.

2.3. Morfometria

Nos estudos de morfometria o C. pilosa foi comparado com o C. lenti. Foram
utilizados 30 exemplares de cada espécie (15 machos e 15 fémeas), mortos e montados
em alfinete entomoldgico. Os C. pilosa foram todos de geracédo parental. Os exemplares
de C. lenti, sdo de colénia mantida desde 1983 e de geracdo desconhecida. O tamanho
da amostra foi determinado segundo metodologia de Dujardin, que estipula que o
numero de individuos de cada grupo comparado deve ser, no minimo, duas vezes e meia
maior que o numero de medi¢cbes (Dujardin et al., 1998). Estes espécimes estao

depositados na Colecao de Triatomineos do LATEC — CPgRR — FIOCRUZ, sob os niumeros:

C. pilosa (fémeas): 2143, 2144, 2145, 2149, 2150, 2422, 2423, 2424, 2425, 2426,
2427, 2428, 2429, 2430, 2431.

C. pilosa: machos: 2146, 2439, 2440, 2441, 2442, 2443, 2444, 2445, 2446, 2448,
2449, 2450, 2451, 2452, 2453.

C. lenti (fémeas): 2210, 2455, 2456, 2457, 2458, 2459, 2460, 2461, 2462, 2463,
2464, 2465, 2482, 2483, 2484.
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C. lenti (machos): 2466, 2467, 2468, 2469, 2470, 2471, 2472, 2473, 2474, 2475,
2476, 2477, 2485, 2486, 2487.

Utilizou-se, para a obtencdo das medidas, o sistema computadorizado de andlise de

imagens KS 300, modelo Kontron Eletronic GMBH, marca Carl Zeiss, aumento de 32X.

Figura 3: Cabeca de C. pilosa, em vista dorsal, com indicacdes
das medidas tomadas para as analises morfométricas. AO=
distancia anteocular; RE= comprimento do olho; PO= distancia
pés-ocular; IE= distancia interocular; LE= largura do olho.

Foram realizadas cinco medicbes da cabeca em vista dorsal, a saber:
comprimento das regifes anteocular (AO), po6s-ocular (PO) e do olho (RE), largura do
olho (LE) e distancia interocular (IE); e uma medicdo da cabeca em vista lateral,

correspondente a relacdo do comprimento da cabeca pela altura (WE/HC) (figuras 3 e 4).
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Figura 4: Cabeca de C. pilosa, em vista lateral, com
indicacbes das medidas tomadas para as analises
morfométricas. WE= comprimento da cabeca; HC=
altura da cabeca. Foi utilizado nas andlises o valor obtido
pela relacdo WE/HC.

As medidas obtidas foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) pelo teste
de Tukey, com o programa Minitab release 13.20, demonstrando a sua distribuicdo
normal. O mesmo programa foi ainda utilizado para a analise das variancias dos grupos
estudados (espécies e sexos), comparando as médias dos valores das medi¢cbes para
cada carater. Os valores das medidas foram transformados em logaritmos naturais e
submetidos as andlises univariada (perfil de Guillaumin) (Guillaumin, 1972) e
multivariada (analise dos componentes principais e analise discriminante). O perfil de
Guillaumin permite a comparacdo das médias de cada carater, de cada grupo,
fornecendo informacgdes acerca do tamanho geral de um grupo em relagcdo a outro. Para
esta analise univariada foi utilizado o programa Microsoft Office Excel 2003. A analise
multivariada (Dujardin et al., 1998) foi realizada através dos programas NTSYS-pc
(Rohlf, 1998) e JMP (SAS Institute, 1995). Para tal, foi feita a andlise dos componentes
principais comuns (ACPC), que é um método que examina as diferentes matrizes de
variancia-covariancia, fazendo uma combinacdo de todas as variaveis medidas,
originando novas variaveis ou fatores. Foi feita a analise dos componentes principais e
andlise discriminante. Os individuos das duas espécies e sexos foram analisados para o
primeiro componente principal (CPC1), que € uma variavel de tamanho global. Uma
outra forma de analise € a que considera os dois primeiros componentes principais
comuns (CPC1l e CPC2), e é apresentada em um mapa fatorial onde cada poligono
representa um grupo. Esta analise fornece informacfes acerca do tamanho, a leitura

devendo ser feita sobre o eixo de x (primeiro componente principal). Também foi
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realizada uma analise discriminante que permite um reagrupamento de todos os
individuos semelhantes entre si e que é realizada sobre os componentes principais
comuns, exceto o primeiro (CPC1). A principal diferenca entre a andlise dos componentes
principais e a analise discriminante € que a primeira compara individuos, enquanto a
ultima compara grupos. Nesta, as novas variaveis sdo combinacdes lineares da totalidade
das variaveis iniciais. Seu objetivo € o de discriminar os grupos pré-estabelecidos pelo

observador, com base ndo sé no seu tamanho, como também na sua conformacéo.

2.4. Caracterizacdo do ambiente natural do C. pilosa

Para a descricdo geoldgica do ambiente da caverna e da area externa associada,
contamos com a colaboragdo do Dr. Mauricio Anténio Carneiro, professor adjunto no
Departamento de Geologia da Universidade Federal de Ouro Preto. Informacdes
adicionais a este estudo foram retiradas do Projeto RADAMBRASIL, 1981 (Brasil, 1981).
As medidas de altitude, latitude e longitude foram tomadas com aparelho GPS marca

Garmin modelo E-trex.

A definicdo do tipo de cobertura vegetal da area externa adjacente a caverna foi feita
através de observagdo direta, complementada por dados retirados do Projeto
RADAMBRASIL, 1981 (Brasil, 1981).

As médias anuais de temperatura e a pluviosidade foram retiradas do Projeto
RADAMBRASIL, 1981 (Brasil, 1981). Os dados de clima foram obtidos através de
medi¢cles instantdneas da temperatura e umidade relativa do ar em diversos pontos do
interior da caverna e no ambiente externo, proximo as aberturas, no periodo de seca
(julho) e no periodo chuvoso (novembro). Para as medi¢cfes instantaneas foi utilizado foi
utiizado um termo higrémetro digital de méaxima e minima, marca Hygrotherm,
fabricante TFA, Alemanha, com faixas de medicdo de temperatura de -10°C a 60°C, 10%
a 99% para umidade relativa do ar, resolucdo de + 0,1°C e 1%UR, precisdo de + 1°C e

+ 5%.

Na ocasido da primeira visita a caverna, que se deu em meados de julho (estacéo
seca), tomamos medidas instantdneas de temperatura e umidade no interior da
cavidade, em uma area afastada das aberturas externas, aparentemente sem luz, mais
especificamente onde foram capturados 21 adultos e 28 ninfas de C. pilosa,
correspondentes aos pontos 2 e 4 do croqui (figura 24). Tais medidas foram tomadas
durante dois dias e uma noite, sendo que, para a medi¢do dos extremos de temperatura
e umidade noturnos, o termo higrébmetro foi deixado dentro da caverna durante a noite e
as medicbes computadas na manha seguinte. Tomamos também medidas da
temperatura e umidade nas duas aberturas da caverna para o meio externo: uma logo

acima da abertura que nos serviu como entrada, a 504 m de altitude, outra na abertura
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no lado sudoeste da cavidade por onde sai o riacho (ponto 7 do croqui, figura 24), a 478

m de altitude.

Na segunda visita a caverna, a qual se deu durante a estacdo chuvosa, foram
realizadas medi¢Bes instantaneas de temperatura e umidade com termo higrometro
digital, durante o dia, em cinco diferentes pontos da caverna, a saber: entrada sul, saldo
do riacho, saldo negativo, saldo do guano e galeria positiva, correspondentes aos pontos

7,5, 6, 4 e 2 do croqui (figura 24), respectivamente.

Tabela 1: Localizacdo e tempo de permanéncia dos sensores HOBO 08 para medidas de

temperatura e umidade.

Sensor Localizagcao Colocacdo | Retirada

(29/11) (01/12)

1; 2 Pontos 1 e 2: abertura da caverna, distante do 13:00h 14:35h

riacho, que serviu de entrada

3 Ponto 3: entrada da galeria com barbeiros 13:30h 14:05h
5 Ponto 5: galeria com barbeiros 13:45h 14:55h
6 Ponto 6: galeria com barbeiros 14:05h 13:45h
7 Ponto 7: galeria com barbeiros 14:20h 12:45h
8 Ponto 8: galeria com barbeiros 14:35h 11:50h

Nesta mesma ocasido foram colocados sensores para temperatura e umidade
(modelo HOBO H8, Onset Computer Corporation, EUA), com faixas de medicdo de -20 a
60°C e 5 a 95% UR, precisdo de + 1°C e + 5%, em diferentes pontos do interior da
cavidade, programados para efetuar medicfes a cada 15 minutos. Os locais e horarios de
colocacdo e retirada dos sensores constam da tabela 1. Os dados de temperatura e
umidade relativa do ar obtidos pelos sensores HOBO 08 foram computados pelo
programa BoxCar 4.3 e apresentados sob a forma de graficos. As médias de temperatura

e umidade foram calculadas com o programa Microsoft Office Excel.

Para o mapeamento e determinagdo da fauna da caverna contamos com a
colaboracdo do espeledlogo Rodrigo Lopes Ferreira, professor de Paleontologia e
Evolucdo na Pontifice Universidade Catodlica de Minas Gerais. As medidas da caverna
foram tomadas com trena a laser modelo DLE 150, marca Bosch, Alemanha, com

precisdo de + 2 mm em medi¢cbes de 0,3 a 30 metros. O espaco da caverna foi
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registrado sob a forma de croqui, onde foram assinaladas as cole¢cdes de &gua, os
detritos animais e vegetais, os pontos de captura do C. pilosa e as aberturas para o
ambiente externo. Os espécimes constituintes da fauna foram fotografados e
identificados até familia e espécie, quando possivel, pelo espeledlogo. Os taxons cuja
identificacdo especifica nao foi possivel foram coletados (um exemplar de cada grupo), e
serdo submetidos posteriormente a analise de especialistas. Os morcegos foram
identificados por Rodrigo A. F. Redondo, do Laboratério de Genética e Evolucao,

Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de Minas Gerais.

Para a descricdo do contexto geoldgico da caverna contamos com a colaboracdo do
Dr. Mauricio Antdnio Carneiro, professor adjunto do Departamento de Geologia da

Universidade Federal de Ouro Preto.

20



3. RESULTADOS




Resultados

3. Resultados

3.1. Aspectos bioldgicos do C. pilosa em laboratério

3.1.1. Colonizagéo do C. pilosa e do C. lenti

A primeira tentativa de colonizacdo do C. pilosa e do C. lenti fadou em fracasso.
Os espécimes que conseguiam se alimentar o faziam até a replecdo e ndo demonstravam
sinais de alteracoes fisioldogicas (mudanca de mobilidade, por exemplo), mas o numero
de ovos foi diminuindo até cessar a oviposicdo e as duas coldnias se extinguiram. A
segunda tentativa de colonizacdo - quando foi mudada a maneira de imobilizacdo dos
camundongos para o repasto, os barbeiros ndo eram mais obrigados a se alimentar
através do tecido de nylon ou algodédo, foram oferecidas maiores possibilidades de abrigo
e oviposicdo, e a umidade mantida constantemente alta, entre 80 e 95% — foi bem
sucedida. As colbnias ainda sdo mantidas, crescendo. N&o foi possivel fazer um estudo
preciso do ciclo bioldgico, devido as dificuldades de colonizacdo, e ao fato de os
individuos morrerem facilmente quando manipulados por muito tempo e/ou mantidos em
isolamento. Uma observacdo notavel foi a rapidez de desenvolvimento, um ciclo, de ovo

a