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Terrivel € o pensar.

Eu penso tanto

E me canso tanto com meu pensamento
Que as vezes penso em nao pensar jamais.
Mas isto requer ser bem pensado

Pois se penso demais

Acabo despensando tudo que pensava antes
E se ndo penso

Fico pensando nisso o tempo todo.

Reflexao Sobre a Reflexao - Millér Fernandes
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ABSTRACT



Abstract

Panstrongylus megistus stands out by its high potential as a vector of Chagas’
disease. Preceding work described volatile compounds in faeces of P.megistus that
probably act as chemical marks for finding shelters. Some authors suggested the
existence of repellence between P.megistus and Triatoma infestans mediated by
their faeces, their pheromones and the presence of bugs. However, it was later
demonstrated that both P.megistus and T.infestans are attracted by the chemical
signals from faeces and also from cuticle (footprints) of the other species. In this
work, we tested the aggregation of P.megistus to five volatile compounds present in
their faeces and determined the relationship between dose and behavioural response
for each of these substances. Afterwards, we developed a blend of volatiles capable
of recruiting P.megistus to shelters. We still analyzed whether the density of insects
and the presence or absence of a light cycle could influence the use of shelters by
P.megistus and T.infestans. Finally, we evaluated if P.megistus and T.infestans
aggregate or repel themselves inside shelters. P.megistus was attracted to 10 ug and
100 ug of acetic acid, 1 ng and 10 ug of hexanoic acid, 10 uyg and 100 ug of
acetamide and 100 ng of isovaleric acid, while it was repelled by 10 pg of 2,3-
butanediol. The blend of 10 ng of the five substances revealed to be attractive to the
insects. Shelters impregnated with 160 ng or 1.6 ug of the five compounds were
more attractive than clean ones. We demonstrated that the density of insects and the
presence of a light cycle significantly affected the use of shelters by both species.
However, we observed clear differences between the behavioural patterns of these
species. P.megistus was more sensible to the effect of density, while T.infestans was
apparently more sensible to the effect of illumination. We showed that T.infestans
and P.megistus aggregate randomly between two available shelters. Moreover, they
aggregated together inside both the shelters, without revealing any process of mutual
repellence. We propose that the blend of volatiles identified in the faeces of these
bugs could be used for the formulation of bait for triatomine detection devices used in
control programs. The studies about the interaction between P.megistus and
T.infestans inside shelters help us to understand the behavioural patterns of each
species and intend to clarify the conflicting results reported in the previous literature

about triatomines.

Keywords: triatomines, behaviour, aggregation and pheromones.
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Resumo

Panstrongylus megistus se destaca pelo seu alto potencial para transmissao
da doenga de Chagas. Estudos prévios descreveram compostos volateis presentes
nas fezes de P.megistus que provavelmente servem como marca quimica do abrigo.
Alguns autores sugerem a existéncia de repeléncia mutua entre P.megistus e
Triatoma infestans mediada pelas suas fezes, forombnios e pela sua propria
presencga. Entretanto, foi demonstrada uma resposta de agregacgéao interespecifica a
sinais quimicos das fezes e da cuticula para T.infestans e P.megistus. Neste
trabalho testamos a atracéo de P.megistus a cinco compostos identificados nas suas
fezes e determinamos a relacdo dose-resposta comportamental para cada
composto. Posteriormente foi desenvolvida uma mistura de substancias volateis
capaz de recrutar P.megistus para o interior de abrigos. Analisamos ainda como a
densidade de insetos e a presenga ou nao de ciclo de iluminagao influenciam no uso
dos abrigos em P.megistus e T.infestans. Finalmente avaliamos se existe agregagao
ou repeléncia interespecifica no interior de abrigos entre P.megistus e T.infestans.
Houve atragao de P.megistus pelas doses de 10 pg e 100 pg de acido acético, 1 ng
e 10 yg de acido hexandico, 10 pg e 100 pg de acetamida e 100 ng de acido
isovalérico. Por outro lado, observou-se uma resposta de rejeicdo a dose de 10 ug
de 2,3-butanodiol. Uma mistura contendo 10 ng de cada uma destas substancias
mostrou-se atraente. Abrigos impregnados com 160 ng ou 1.6 yg de cada composto
mostraram-se mais atrativos do que abrigos limpos. Demonstramos que a densidade
de insetos e o ciclo de iluminagao interferem significativamente no uso do abrigo
para ambas as espécies estudadas. Entretanto existem diferengas no padréo de
comportamento das espécies, sendo P.megistus mais sensivel ao efeito da
densidade e T.infestans aparentemente mais sensivel ao efeito da iluminagao.
Vimos que T.infestans e P.megistus se agregam aleatoriamente entre dois abrigos
disponiveis. Além disso, as duas espécies se agregam de maneira conjunta nos dois
abrigos, sem revelarem qualquer processo de repeléncia mutua. Propomos que a
mistura de volateis identificados nas fezes poderia ser utilizada na formulagdo de
iscas para dispositivos de deteccdo destes insetos em programas de controle. Os
estudos sobre a interagao entre P.megistus e T.infestans no contexto de utilizagao
de abrigos poderao ajudar na compreensao dos padrbes comportamentais de cada
espécie e pretendem por fim nas discordancias existentes na literatura sobre

triatomineos.

Palavras-chave: triatomineo, comportamento, agregagéo e feromdnio.
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A doenga de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana é
um dos principais problemas de saude publica no continente americano. Esta
zoonose, endémica em 21 paises da América Latina, afeta de 16 a 18 milhdes de
pessoas, enquanto outros 120 milhdes (25% da populacédo da América Latina) vivem
em areas sob risco de contrair a doenga (WHO 2005). No Brasil, estima-se que mais
de quatro milhdes de pessoas estejam infectadas (Vinhaes & Dias 2000).

O agente etiolégico da doenga, Trypanosoma cruzi Chagas (1909) é
transmitido aos humanos através das fezes de triatomineos infectados, depositadas
na pele do hospedeiro no momento da picada (WHO 2005). A infeccdo pode
também acontecer por transfusdo sanguinea, transplante de 6rgaos ou via
transplacentaria da mae para o feto. T.cruzi pode ainda ser transmitido por via oral,
por exemplo, através da ingestdo de alimento contaminado com fezes de
triatomineos. Entretanto, a transmissdo vetorial € a mais importante, sendo
responsavel por cerca de 80% de todos os casos da doenca (Schofield 1994,
Schofield & Dias 1999).

Originalmente, o ciclo do T.cruzi estava restrito a habitats silvestres (Sherlock
1979). Na medida em que o homem invadiu o ambiente silvestre, o ciclo parasitario
passou a incluir também hospedeiros do ambiente peridomiciliar e dos domicilios
humanos. Esta inclusdo aconteceu como consequéncia do contato frequente destes
hospedeiros, animais domésticos e seres humanos, com triatomineos infectados.

O desenvolvimento de colbnias destes insetos vetores nos ambientes
humanos foi favorecido pela fartura de oferta de alimentos e pela abundancia de
abrigos disponiveis, principalmente em moradias de baixa qualidade. De fato, a
domicializagdo dos triatomineos ocorre especialmente em areas onde o tipo de
habitacdo € de acabamento precario, como nas chamadas casas de taipa. Sendo
assim, a importancia desta doenca estd condicionada aos problemas sécio-
econdmicos e aumenta na medida em que se aprofundam os niveis de pobreza
(Fichera et al. 1997).

A doenca apresenta duas fases sucessivas, fase aguda e fase crénica. A fase
aguda dura de seis a oito semanas, possui sintomas ou sinais quase sempre
inespecificos quando presentes. Uma vez terminada esta fase, a maioria dos
pacientes aparentam-se saudaveis e nenhum dano ao organismo pode ser

percebido nos diagnosticos clinicos. Porém, apos alguns anos de iniciada a fase
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cronica, 20% a 35% das pessoas infectadas desenvolvem lesdes irreversiveis do
sistema nervoso autbnomo do coragao, eséfago, célon e do sistema nervoso
periférico (Moncayo 1999, Punukollu et al. 2004).

Como nao ha vacina disponivel ou tratamento especifico para intervencoes
em larga escala na saude publica, a principal estratégia é a prevencdo da
transmissao através da eliminacdo de triatomineos vetores domiciliados. Nesse
contexto, onde o controle da doenga se faz principalmente através do combate ao
vetor, um maior conhecimento do comportamento e particularidades das espécies
com relevancia epidemioldgica torna-se essencial. Uma compreenséo mais profunda
das capacidades sensoriais destes insetos e do uso que fazem da informacéo do
ambiente pode contribuir, sem duvida, para o desenvolvimento de novas estratégias

e ferramentas de controle.

Os triatomineos como vetores da doenga de Chagas

Os triatomineos s&o hemipteros (Ordem Hemiptera), pertencentes a familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae. Das 136 espécies distribuidas em 18 géneros e
6 tribos da subfamilia Triatominae, 125 espécies de 17 géneros e 4 tribos ocorrem
no continente americano entre as latitudes 42N e 46S (Schofield 1994, Galvao et al.
2003, Forero et al. 2004, Poinar Jr 2005). Estes insetos sdo hemimetabolos, sendo
que o ciclo de desenvolvimento é constituido de cinco estadios ninfais seguidos pela
fase adulta, a partir da qual adquirem asas e aparelho reprodutor, dentre outras
caracteristicas. Os triatomineos sdo exclusivamente hematéfagos em todas as fases
da vida, tendo como principais hospedeiros os vertebrados endotérmicos.

A maioria das espécies ocupa habitats principalmente silvestres, onde vivem
em estreita associagdo com seus hospedeiros vertebrados. Entretanto, varias
espécies de triatomineos também invadem e colonizam o peridomicilio e o domicilio
humanos, principalmente nas areas onde ocorreu agdo de degradagéo dos seus
habitats naturais. Diante dessas condi¢gdes, algumas espécies de triatomineos
tornam-se extremamente sinantrépicas, enquanto outras, com sinantropia parcial,
ocupam os ambientes domiciliares, mas preservam populagdes silvestres no
ambiente natural (Zeledén & Rabinovich 1981). Especialmente em areas rurais, os
triatomineos encontram abrigos favoraveis em frestas nas paredes e telhados de
casas, ou em anexos peridomiciares, como galinheiros e chiqueiros. Nesta situagao,

o0 homem e seus animais domésticos atuam como fontes de repastos sanguineos

3



Introducdo Geral

para os insetos. Como consequéncia, os triatomineos podem transmitir a estes o
T.cruzi, caso estejam infectados.

E preciso ressaltar que os triatomineos sdo capazes de transmitir o T cruzi em
todos os estadios de seu desenvolvimento, mantendo a infecgéo por toda a vida.
Entretanto, ndo ocorre tranmiss&o transovariana do T.cruzi nesses insetos. Dessa
forma, toda ninfa de primeiro estadio que eclode do ovo ndo esta infectada e,
somente apds obter repasto sanguineo em hospedeiro infectado, adquire o parasito
(Schofield 1994).

Como dito ateriormente, a principal estratégia de controle da doenga de
Chagas estd no combate aos triatomineos no peridomicilio e intradomicilio.
Atividades de borrifacdo das habitacdes com inseticidas de acao residual, iniciadas
na década de 1960 alcangaram sua maxima eficacia nos anos 80. No Brasil, a partir
de 1986 o Programa de Controle da Doenga de Chagas (PCDCH) sofreu uma
reducdo das atividades por conta do surgimento de epidemias de dengue. Ainda
assim, as atividades de borrifagdo foram mantidas em amplas areas do Brasil (Dias
2002).

Em 1991, com a Iniciativa dos Paises do Cone Sul (Argentina, Brasil,
Bolivia, Chile, Paraguai e Uruguai), o PCDCH passou a priorizar as areas de
ocorréncia de Triatoma infestans (Klug, 1834), considerado o principal vetor
doméstico da doenga nessa regido. Nas areas em que o controle da transmisséo
vetorial ja se encontrava em fase avangada, um processo denominado vigilancia
epidemiolégica era implantado (Dias et al. 2002, WHO 2005). Em areas sob
vigilancia epidemioldgica, realizam-se inspe¢des manuais regulares para detectar a
presenca de focos residuais ou processos de re-infestacao por triatomineos no peri e
intradomicilo (SUCAM 1980). Além disso, postos de informagao sao instalados para
receberem notificacbes do encontro domiciliar de triatomineos pelos moradores
locais (SUCAM 1980).

A iniciativa dos Paises do Cone Sul mostrou-se muito eficaz. Até o presente
momento, declararam-se livres da transmissao vetorial o Uruguai e o Chile em 1997
e 1999, respectivamente (WHO 2005). No Brasil, obteve-se a eliminagdo de
T.infestans em amplas areas e consequentemente a virtual interrupcdo da
transmissao vetorial da doenga de Chagas (Dias 2002).

Apesar do relativo sucesso na erradicagao de T.infestans no Uruguai, Chile e
na maior parte do Brasil, espécies de triatomineos autéctones exigem estratégias de

controle adaptadas as diferentes condigbes. Nesses casos faz-se necessaria a

4



Introducdo Geral

existéncia de um programa de controle mais eficiente, baseado principalmente na
constante detecgao e eliminagao de insetos intra e peridomiciliares, visto que a
existéncia de populagdes silvestres promove a reinfestagdo quase permanente das

habitacdes.

A relevancia epidemiolégica de Triatoma infestans

T.infestans (Figura 1) é o principal vetor da doenga de Chagas na América do
Sul. Datagdes histéricas combinadas com técnicas de analise genética indicam que
esta espécie provavelmente se originou nas regides de Cochabamba e Sucre
(Dujardin at al. 1997), regidao central da Bolivia, unico pais onde populacdes
silvestres dessa espécie tém sido encontradas. A partir dai se dispersou
passivamente para o Paraguai, Argentina, Uruguai, Peru, Chile e Brasil.

A dispersdo de T.infestans até atingir a ampla distribuicdo que possui
atualmente (Figura 2) parece ser relativamente recente e associada principalmente
a processos de migracdo humana (Schofield 1988). T.infestans foi introduzido no
Brasil via Argentina e Paraguai, provavelmente entre as bagagens de imigrantes
(Aragao 1971). Até os anos 30 nao houve relato da ocorréncia de T.infestans em
Minas Gerais e somente nos anos 70 a espécie atingiu seu limite maximo de
distribuicdo no Nordeste brasileiro (Barrett et al. 1979). No Brasil a espécie sempre
ocupou exclusivamente nichos domiciliares (WHO 2005).

T.infestans é extremamente bem adaptado aos ecotopos oferecidos pelas
habitagdes rurais. Devido as altas densidades de infestacdo domiciliar e taxas de
prevaléncia da doenga de Chagas associadas a ocorréncia da espécie, T.infestans
chegou a ser considerado o triatomineo epidemiologicamente mais importante no
Brasil, mesmo nao sendo autéctone (Schofield & Dias 1999).

Alguns fatores tornam T.infestans altamente susceptivel as a¢des de controle
nos paises onde nao € autéctone. Nestes paises, como € o caso do Brasil, apds
haver uma cobertura completa dos domicilios rurais com inseticida, ndo existem
populagdes silvestres que atuem como fontes de insetos invasores e a eliminagao da
espécie torna-se possivel. Alguns autores sugerem que determinados aspectos
particulares da espécie contribuem ainda mais para essa susceptibilidade do
T.infestans. Entre eles, o numero limitado de habitats nos quais se encontra (com
todos os estadios confinados a ambientes intra ou peridomiciliares); sua extrema

especializacdo, sua baixa velocidade de recombinagdo genética e baixa
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variabilidade genética (Schofield & Dias 1999).

Figura 1. Triatoma infestans Kllig 1834. Fonte: icb.usp.br/~marcelcp

Figura 2. Area geogréfica onde T.infestans ja foi detectado. Fonte: Schofield 1994
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Devido a essas caracteristicas, a expansao do Programa de Controle Vetorial
implementado pela SUCAM (Superintendéncia de Campanhas de Saude) no inicio
da década de 80 eliminou T.infestans de vastas areas em nosso pais (Schofield &
Dias 1999).

Com o avango do programa de eliminagéo do T.infestans dos paises do Cone
Sul, outras espécies de importancia epidemiolégica demandam o esclarecimento de
aspectos do seu comportamento que possam subsidiar o seu controle,
principalmente aquelas que sao originarias de ecotopos silvestres e possuem alta
capacidade de invasao e colonizagao do ambiente artificial. Entre estas espécies,
destaca-se Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835) em fungdo do seu grande
potencial vetorial, da sua capacidade de desenvolvimento de colbnias intra e
peridomiciliares em altas densidades e estreita associacdo aos hospedeiros

domiciliares, entre eles o homem (Forattini 1980).

A relevancia Epidemiolégica de Panstrongylus megistus

P.megistus (Figura 3) foi a espécie de triatomineo originalmente assinalada
como vetor de T.cruzi por Carlos Chagas (1909), quando descrito pela primeira vez o
ciclo completo da tripanossomiase americana. Esta espécie possui grande
importancia epidemiolégica no Centro, Leste e Sudeste do Brasil e provavelmente
teve sua origem em florestas do ambiente tropical atlantico, caracterizadas por altos
niveis de umidade (Forattini 1980).

No Brasil sua distribuigdo se estende do Maranh&o a Santa Catarina (Figura
4), ocorrendo em praticamente todos os tipos de florestas extra-amazdnicas
existentes, onde as condigdes de clima possibilitaram a presenca de coberturas
vegetais densas (Aragado 1961, Forattini 1980). Em Minas Gerais, Bahia, Alagoas e
Pernambuco P.megistus é a principal espécie autéctone transmissora de T.cruzi
(Forattini, 1980). Fora do Brasil, a espécie ja foi encontrada na Argentina, Bolivia,
Paraguai e Uruguai (Carcavallo et al. 1999) (Figura 4). Levando-se em conta sua
area de distribuigdo, sugere-se que P.megistus exige um teor minimo de umidade no
ambiente como fator necessario para sua sobrevivéncia, sendo a aridez um
elemento climatico capaz de exercer agado limitante sobre sua dispersao (Aragao
1961, Forattini 1980).
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Figura 4. Area geografica onde P.megistus ja foi detectado. Fonte: Schofield 1994
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No ambiente silvestre, P.megistus ja foi encontrado em diversos ecotopos,
principalmente em anfractuosidades de troncos de arvores, espagos entre raizes de
arvores, touceiras de bromélias epifitas e terrestres, cavidades no solo ou rochas,
tufos densos de vegetacdo, copas de palmeiras. Nesses ecotopos, os insetos desta
espécie convivem principalmente com gambas, cuicas, morcegos e roedores
silvestres, além de numereosas aves (Barretto 1979).

O processo de domicializagado de P.megistus provavelmente teve origem a
partir da destruicio ou modificacdo de seus habitats silvestres, associado a
instalacdo nesses ambientes de habitagbes humanas de condi¢gdes precarias
(Forattini 1980, Forattini et al 1981). Estes fatores, adicionados ao evidente
ecletismo alimentar da espécie, facilitaram a sua entrada e colonizagdo nos
ambientes artificiais. Nesses novos ambientes, os insetos encontram condicbes
semelhantes as dos seus ecotopos naturais, como abrigos adequados e
alimentacao, ficando o sucesso desta colonizacdo condicionado a persisténcia
destes fatores (Forattini 1980).

Com a destruicdo da Mata Atlantica, matas ou ‘manchas’ residuais da
vegetacao original podem constituir focos de abrigo e manutengao de populagdes
silvestres de P.megistus, podendo os individuos destas populagdes dispersarem-se
para ambientes artificiais (Forratini et al. 1977a, 1977¢c, 1978). Como ja mencionado,
a alimentacdo nestes ambientes normalmente é farta, representada pelos humanos
e seus animais domésticos (Aragao 1961). Deve ser ressaltada a importancia do
peridomicilio na domincializacdo destes triatomineos, ja que nele os insetos
desenvolvem colbnias com densidades muito mais elevadas que as normalmente
observadas em seus ambientes naturais, devido ndo sé a fartura de alimento, mas
também aos variados abrigos existentes (Diotaiuti et al. 1994).

Acredita-se que a colonizagado de habitagdes isoladas possa ser devida, em
parte, ao transporte passivo destes insetos entre bagagens de pessoas ou arreios
de animais. A distancias menores, os insetos adultos podem se dispersar ativamente
mediante o véo (Miles 1976). Frequentemente sao observados adultos invadindo
casas, em especial no periodo chuvoso (Dias & Dias 1968). Aparentemente esses
adultos sao atraidos pela luminosidade (Forattini 1980). De acordo com Forattini et
al. (1977a, 1979), o desenvolvimento de P.megistus na natureza segue ciclos anuais
bem determinados. No periodo de setembro a dezembro tem sido observada a maior

emergéncia de adultos desta espécie (Dias & Zeledon 1955, Dias & Dias 1968).
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Segundo Forattini et al. (1977a, 1977b, 1977c), sao as fémeas as mais propensas a
dispersarem-se através do v6o, provavelmente na tentativa de iniciarem novas
coldnias.

A identificagdo do conteudo estomacal de P.megistus capturados em
ambiente domiciliar revela elevada porcentagem de sangue humano (Minter 1976).
Ja em insetos capturados em ecétopos peridomiciliares, tem sido detectado
principalmente sangue de aves (Sherlock 1979). Devido as altas taxas de infecgao
pelo T.cruzi, tendo sido o indice global para o Brasil de 3,4%, P.megistus foi
considerado durante muito tempo o principal vetor da doenga de Chagas no pais
(Castro Filho & Silveira 1979).

Ao longo de sua area de distribuicdo geografica, P.megistus assume
importancia epidemiolégica variavel de acordo com a regido (Di Primo 1955). Em
areas mais preservadas a espécie nao mostra uma tendéncia a invadir os biétopos
artificiais (Forattini et al. 1978, 1979). Esta caracteristica tem sido observada no
ecossistema da Serra do Mar, onde os insetos sao encontrados habitando ecoétopos
naturais, dificiimente abandonando-os para domiciliar-se (Forattini 1972, Forattini et
al. 1982). Ja em areas onde ocorreu a destruicdo de seu ambiente natural, a espécie
passa a ser encontrada em ambientes artificiais, como observado em Minas Gerais,
Sao Paulo e Bahia.

Forattini et al. (1978) acreditam ser a porgao meridional da regido Sudeste do
Brasil a possivel zona de transigcdo entre os dois diferentes comportamentos
assumidos por P.megistus: invasivo ou nao invasivo. A presenga ou auséncia de
domiciliagao foi delimitada geograficamente por uma linha imaginaria que percorre o
Norte-Nordeste do Estado de Sao Paulo. Ao norte desta linha, além dos ecotopos
silvestres, a espécie é altamente adaptada ao peri e intradomicilio, assumindo assim
grande importancia epidemiologica, como claramente observado na Bahia e Minas
Gerais. Ao sul deste limite, que corresponde principalmente ao sul do Brasil, a
espécie pode ser encontrada no habitat silvestre, sendo ocasional e em densidades
reduzidas seu encontro dentro das casas (Pessoa 1962, Forratini 1980, Forattini et
al. 1982).

Estudos de biologia molecular revelaram uma grande heterogeneidade
genética entre as diferentes populacdes brasileiras de P. megistus, mostrando uma
clara separacdo geografica entre as mesmas (Barbosa, 2004). Além disso, a
sepracao dessas populacoes esta relacionada aos domineos morfoclimaticos na
area de ocorréncia da espécie e ainda aos dados biogeograficos de cada regido do

10



Introducdo Geral

Brasil (Barbosa, 2004).

Até a chegada de T.infestans no Brasil pelas correntes de migracdo nas
décadas de 30 e 40, P.megistus foi certamente o principal vetor da doenga de
Chagas nas areas ja citadas (Dias 1965, Dias 1982, Aragao 1971, Silva et al. 1971).
Apos a erradicacdo de T.infestans pelas atividades de borrifagdo com inseticidas,
P.megistus foi reconduzido a sua categoria de principal espécie vetora em vasta
area do Brasil. O processo de reinfestacdo das casas por populagdes silvestres
constitui, no contexto atual, o principal problema no controle da doenga de Chagas.
Devido a este fato, informagdes sobre o comportamento e fisiologia de P.megistus
poderao oferecer importantes ferramentas para o seu controle nas atuais condigdes

epidemioldgicas e operacionais.

A comunicagao quimica em triatomineos

O processo de obtencao de informacéao, através dos 6rgaos sensoriais, € de
fundamental importancia para a sobrevivéncia dos seres vivos. Estas informacdes
tém origem no meio ambiente, incluindo individuos da mesma ou de outras espécies,
ou ainda fatores abioticos. A troca de informacgdo entre individuos de uma mesma
espécie € um processo denominado comunicagdo. O tipo de comunicacido depende
do canal sensorial envolvido nesta. Sinais visuais, tacteis, auditivos e quimicos sao
utilizados como mediadores da comunicagido, e, portanto, do comportamento.
Estruturas especializadas, os 6rgdos sensoriais, evoluiram para receber tais sinais
com alta especificidade e sensibilidade e traduzi-los em linguagem neurofisiologica
(Chapman 1998).

Entre as formas de comunicagcado utilizadas pelos seres vivos podemos
destacar a comunicagao quimica, que ocorre quando a transmissao de informacao
se da mediante a emissao de compostos quimicos, desde a fonte até o receptor,
mediando numerosas respostas tanto fisiolégicas como comportamentais. Entre os
varios grupos animais, os insetos provavelmente sdo os que mais dependem da
comunicagao quimica para desempenhar suas atividades comportamentais (Birch &
Haynes 1982).

As substancias quimicas relevantes na obtencdo de informagdes pelos
organismos sao denominadas infoquimicos (Dicke & Sabelis 1988). O termo
infoquimico pode ser definido como uma substancia quimica que fornece informagao

na interacdo entre dois individuos, provocando um comportamento ou resposta
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fisiologica especifica. Os infoquimicos podem ser classificados com base no tipo de
interacédo. Se a interagao é intraespecifica denominam-se feromonios. Se a interagao
ocorre entre dois individuos de espécies diferentes, os infoquimicos sao
denominados aleloquimicos. O aleloquimico pode ainda ser classificado com base
nos custos e beneficios que cada organismo obtém da interagdo. Dentro desta
classificagdo usam-se os termos alomonio (positivo para o emissor e perjudicial para
o receptor), cairomdnio (positivo para o receptor e prejudicial para o emissor) ou
sinomonio (positivo para ambos, emissor e receptor).

Em triatomineos o uso de infoquimicos pode estar relacionado com o
reconhecimento e localizagdo de hospedeiros, encontro de possiveis parceiros para
o0 acasalamento, defesa, comportamento de agregacdo e busca de refugios
(Schofield & Patterson 1977, Nufiez 1987, Lorenzo Figueiras et al. 1994, Manrique &
Lazzari 1995, Lorenzo & Lazzari 1996, Taneja & Guerin 1995, Lorenzo Figueiras &
Lazzari 1998).

Estes insetos demonstram uma resposta anemotatica caracteristica, ou seja,
orientam-se contra o fluxo de ar quando confrontados com correntes de ar que
carregam certos odores associados ao hospedeiro (Nufez 1982, 1987, Taneja &
Guerin 1995, 1997, Barrozo 2003, Barrozo 2004, Barrozo et al. 2004). Atragdo ao
CO, foi demonstrada em Rhodhnius prolixus Stal, 1859 (Nunez 1982, Taneja & Guerin
1995) e T.infestans (Taneja & Guerin 1995, 1997, Barrozo et al. 2003, Barrozo et al.
2004). A atragao de T.infestans ao acido latico foi observada quando associado ao
CO, (Barrozo 2003). Guerenstein & Guerin (2001), utilizando um compensador de
marcha, demonstraram que correntes de ar que apresentavam acido isobutirico e/ou
nonanal eram capazes de modificar o comportamento de T.infestans. Barrozo (2003)
demostrou através de eletroantenografia que T.infestans apresenta respostas
eletrofisiolégicas ao acido latico, 1-octen-3-ol e acidos graxos, sendo estas respostas
dose dependentes. Além disso, esse autor demonstrou a existéncia de anemotaxia
negativa em T.infestans frente a correntes de ar que apresentam 1-octen-3-ol e
também frente a misturas de acidos graxos de cadeia curta (acido propandico, acido
butirico e acido valérico) com acido latico.

Varios trabalhos sugerem o uso de sinais quimicos no contexto sexual em
triatomineos (Baldwin et al. 1971, Manrique & Lazzari 1995, de Brito Sanchéz et al.
1995). Os estudos de comportamento sexual, tanto em T.infestans quanto em
R.prolixus, sugerem que existe um sinal sexual quimico emitido durante a copula por

um ou ambos 0s sexos, que promove a agregacao de machos em torno do casal em
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copula (Baldwin et al. 1971, Manrique & Lazzari 1995, Pires 2004).

Aparentemente os triatomineos fazem também o uso de odores como
mecanismo de defesa. Quando os triatomineos sdo perturbados liberam um odor
caracteristico das glandulas de Brindley. O componente majoritario deste odor, o
acido isobutirico, quando aplicado topicamente em ninfas de R.prolixus, causa
paralisacdo dos insetos (Kalin & Barret 1975). Barret (1976) sugeriu que o acido
isobutirico também funcionaria como feroménio de alarme. Kalin & Barret (1975)
obtiveram evidéncias de que esse composto teria essa fungdo quando testaram a
resposta de adultos de R.prolixus ao acido isobutirico em olfatbmetros e observaram
rapida dispersdo dos insetos e ruptura do equilibrio de agregagéo. Schofield (1979)
observou que baixas concentragbes de &cido isobutirico atraiam adultos de
R.prolixus, enquanto altas concentragcées os repeliam. Uma funcdo similar foi
sugerida para 3-metil-2-hexanona, um composto da secrecdo das glandulas
metasternais de Dipetalogaster maximus (Rossiter & Staddon 1983).

A presenga de um sinal quimico de agregagao nas fezes de triatomineos ja foi
relatada para diversas espécies (Schofield & Patterson 1977, Ondarza et al. 1986,
Cruz-Lopez et al. 1993, Lorenzo Figueiras et al. 1994, Lorenzo & Lazzari 1996,
Lorenzo Figueiras & Lazzari 2002b; Vitta et al. 2002, Pires et al. 2002). Um segundo
sinal de agregacgéo, denominado footprints, esta presente na cuticula de T.infestans
(Lorenzo Figueiras & Lazzari 1998) P.megistus (Pires et al. 2002) e Triatoma
pseudomaculata Corréa & Espinola 1964 (Vitta et al. 2002) e promove agregacgéo
somente através do contato quimico. Diferentes autores demonstraram respostas de
agregacao interespecifica promovidas pelos sinais presentes nas fezes e na cuticula
de ninfas e adultos de varias espécies de triatomineos (Cruz-Lépez et al. 1993,
Lorenzo Figueiras & Lazzari 2002a, Lorenzo Figueiras & Lazzari 2002b, Pires et al.
2002; Vitta et al. submetido). A composi¢cdo quimica dos sinais de agregagéo ainda
nao estd bem esclarecida. Embora alguns autores tenham descrito substancias
presentes nas fezes de triatomineos (Cruz-Lépez & Morgan 1995, Taneja & Guerin
1997), nenhum deles demonstrou uma atividade de atragéo dos insetos frente a
esses compostos.

Lorenzo & Lazzari (1996) sugeriram que substancias volateis presentes nas
fezes de T.infestans atuam como marcas quimicas que permitem a orientacao dos
insetos até os abrigos. Reisenman et al. (2000) estudaram a interagdo entre os
estimulos visuais e quimicos na agregacgao de T.infestans em abrigos. Esses autores

demonstraram que o comportamento de agregacdo em abrigos € modulado pela

13



Introducdo Geral

convergéncia entre o tipo de luz espectral associada ao abrigo e os sinais quimicos
liberados pelas fezes.

No presente trabalho avaliamos o comportamento de P.megistus frente a
diferentes substancias volateis identificadas nas suas fezes e o potencial destes
sinais quimicos na orientagdo dos insetos para o interior de abrigos. Além disso,
estudamos em P.megistus e T.infestans alguns fatores que influenciam no uso dos
abrigos, como a densidade de insetos e a iluminagdo. Finalmente, avaliamos se

P.megistus e T.infestans se agregam ou se repelem no interior de abrigos.
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Objetivos

Objetivo Geral
Estudar o comportamento de P.megistus frente a diferentes substancias

volateis identificadas nas suas fezes e avaliar a interacdo entre P.megistus e

T.infestans no interior de abrigos.

Objetivos Especificos

1. Testar, através de experimentos de comportamento, a relagdo dose-resposta
de atracao de P.megistus para as diferentes substancias identificadas nas

suas fezes.

2. Desenvolver uma mistura das substancias potencialmente atrativas para

P.megistus.

3. Testar se P.megistus prefere ocupar abrigos artificiais impregnados com a

mistura das substancias.

4. Analisar comparativamente em P.megistus e T.infestans a influéncia da

densidade de insetos na escolha e uso do abrigo.

5. Analisar comparativamente em P.megistus e T.infestans a influéncia da

iluminagao na escolha e uso do abrigo.

6. Avaliar a existéncia de agregagao ou repeléncia no interior de abrigos entre

T.infestans e P.megistus.

7. Avaliar se a presenca prévia de uma espécie no abrigo pode afetar a entrada

da outra espécie.
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Capitulo 1 - Introducdo

O comportamento de agregacao em triatomineos

O comportamento de agregacao tem significantes implicagdes na ecologia
dos animais, tanto no nivel individual quanto nas interagdes de ordem maior. Esse
comportamento pode ser mediado por sinais visuais, tacteis, auditivos ou quimicos
(Wertheim 2005). Adultos e ninfas de triatomineos encontram-se agregados em
abrigos durante as horas de luz do ciclo diario (Lazzari 1992). Diferentes trabalhos
sobre a agregagao em triatomineos reportam evidéncias do uso de sinais quimicos
como mediadores da resposta de agregacéo.

Schofield & Patterson (1977) sugerem a existéncia de um feromdnio juvenil de
agregacao em fezes de ninfas de T.infestans e R.prolixus. Ondarza et al. (1986)
estudando Triatoma mazzottii Usinger, 1941 sugeriram a existéncia de um feromdnio
de agregacao em fezes de ninfas e fémeas atuando na atragdo destas quando em
jejum, e outro presente nas fezes dos machos que atuaria na atracdo destes
alimentados ou em jejum.

Varios outros trabalhos tém demonstrado a existéncia de agregagao
promovida pelas fezes de diversas espécies de triatomineos. Cruz-Lépez et al.
(1993) identificaram a existéncia de comportamento de agregacdo mediado pelas
fezes em T.mazzotti, Triatoma longipennis, Triatoma pallidipennis, Triatoma barberi e
R.prolixus. O comportamento de agregagao mediado por fezes foi detalhadamente
estudado em T.infestans (Lorenzo Figueiras et al. 1994, Lorenzo & Lazzari 1996).
Lorenzo Figueiras & Lazzari (2002b) observaram que Triatoma sordida (Stal,1859) e
Triatoma guasayana Wygodszinnsky & Abalos, 1949 também possuem um sinal de
agregacao fecal. A atragdo de insetos as suas proprias fezes foi ainda demonstrada
em T.pseudomaculata (Vitta et al. 2002), Triatoma brasiliensis Neiva,1911 (Vitta et
al. submetido) e P.megistus (Pires et al. 2002).

Um segundo tipo de sinal de agregacao foi encontrado na cuticula de alguns
triatomineos e denominado “footprints” (Lorenzo Figueiras & Lazzari 1998). Esses
autores observaram que T.infestans agrega-se frente a papeis de filtro previamente
impregnados com substancias da cuticula (footprints) de outros exemplares desta
espécie. A agregacao destas ninfas demonstra a existéncia de mediagao quimica
por substancias presentes na cuticula destes insetos. Resultado semelhante foi
observado por Pires et al. (2002) estudando P.megistus. A existéncia de um sinal
cuticular foi também confirmada para T.pseudomaculata (Vitta et al. 2002).

O sinal de agregacao das fezes ¢é volatil e, portanto, atua a distancia podendo
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ser transportado por correntes de ar (Lorenzo Figueiras et al. 1994). Quanto a
funcao do sinal de agregacgao fecal, Schofield & Patterson (1977) sugerem que este
poderia servir para indicar aos insetos a presenga de abrigos adequados ou ainda a
presenca de uma fonte de alimentacao.

Lorenzo & Lazzari (1996) observaram uma maior tendéncia de T.infestans a
defecar nos acessos dos seus abrigos e demonstraram preferéncia desta espécie
por abrigos associados a fezes. Esses autores demonstraram a existéncia de um
padrao especifico de distribuicdo das deposi¢cdes fecais em relagdo ao abrigo e
sugeriram que as fezes atuam como marca quimica que permite a orientacao dos
insetos até os refugios. Foi descrito um padrdo de comportamento estereotipado
através do qual T.infestans deposita e acumula suas fezes nos acessos do abrigo
(Figura 5). O inseto sai do refugio, gira 180° e caminha varios centimetros para tras,
entdo para para defecar e depois retorna ao refugio. Todo o processo dura cerca de
20 segundos.Em estudos realizados no nosso laboratorio (Barezani, comunicagao
pessoal) observamos que P.megistus também possui um padrdao especifico de
distribuicdo das marcas fecais em relagdo aos abrigos e que também parece utilizar

as fezes como marca quimica do abrigo.

4
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Figura 5. Comportamento de defecagcédo de T.infestans em relagdo ao abrigo. O
inseto sai do abrigo (1), vira 180° (2) e caminha para tras varios centimetros (3), para
e defeca (4), depois retorna ao abrigo. Todo esse procedimento dura cerca de 20

segundos. Fonte: Lorenzo & Lazzari 1996.
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Lorenzo Figueiras et al. (1994) observaram atragdo de ninfas de T.infestans
as fezes somente apdés 3 horas da sua deposi¢cédo, quando as fezes ja estavam
secas. Em contraste, fezes recém depositadas, quando ainda frescas, nao
promoveram o comportamento de agregacao de T.infestans e ainda induziram uma
rejeicdo significativa (Lorenzo Figueiras et al. 1994). A atratividade das fezes
persiste por cerca de 10 dias apds a sua deposi¢cao e pode ser recuperada apos
esse periodo por reidratagado (Lorenzo Figueiras & Lazzari 2000).

A resposta dos triatomineos ao sinal de agregacéao fecal varia de acordo com
o tempo transcorrido apds alimentagao. Schofield and Patterson (1977) mostraram
que ninfas recém alimentadas de T.infestans e R.prolixus n&o sao atraidas pelas
fezes. O comportamento de atragcdo as fezes comega a ser observado em
T.infestans somente cerca de 8 horas apds alimentacdo (Lorenzo Figueiras &
Lazzari 2000). Finalmente, um ritmo espontdneo de agregacgao/dispersao foi
demonstrado, ocorrendo resposta maxima de agregagdo mediada por fezes no inicio
da fotofase (alvorecer) e resposta maxima de dispersao no inicio da escotofase
(entardecer) (Lorenzo Figueiras et al. 1994).

A aparente falta de especificidade do sinal de agregacdo das fezes de
algumas espécies de triatomineos foi descrita inicialmente por Cruz-Lépez et al.
(1993) que reportou agregacao interespecifica promovida pelo sinal das fezes entre
cinco espécies da subfamilia Triatominae (Triatoma mazzotti, Triatoma longipennis,
Triatoma pallidipennis, Triatoma barberi € R.prolixus). Lorenzo Figueiras & Lazzari
(2002a) mostraram que as fezes de R.prolixus induzem a atracdo de ninfas de
T.infestans, entretanto as fezes de T.infestans ndo sao capazes de atrair ninfas de
R.prolixus. Lorenzo Figueiras and Lazzari (2002b) ao estudar a agregacgao
interespecifica entre T.infestans, T.sordida e T.guasayana, demostraram que cada
uma das trés espécies se agrega as fezes das outras duas espécies, com excegao
de T.guasayana, que ndao mostrou atracao pelas fezes de T.sordida. Pires et al.
(2002) demonstraram a existéncia de agregacao interespecifica promovida pelo sinal
das fezes entre T.infestans e P.megistus. Todos esses dados sugerem que ao
menos em parte, o sinal de agregacdao das fezes de triatomineos possui uma
constituicdo quimica comum nas diferentes espécies.

No que se refere a natureza quimica do sinal de agregacgao das fezes, Cruz-
Lopez & Morgan (1995) analisaram as fezes de T.mazzoti e T.infestans e
descreveram  quatro  substancias  majoritarias  (0-aminoacetofenona,  4-

metilquinazolina, 2,4-dimetilquinazolina e 2-pirrolidinona). Entretanto, quando
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testada a capacidade para promover a agregacdo dos insetos em concentragdes
entre 0.1 e 100 ng, nenhuma dessas substancias ou misturas das mesmas foi capaz
de promover tais respostas (Cruz-Lopez & Morgan 1995).

Taneja & Guerin (1997) reportaram que papéis de filtro impregnados com
fezes de triatomineos e posteriormente umidificados liberam ambnia e que este
composto € capaz de atrair T.infestans. Entretanto duas questbes devem ser
levantadas sobre esse trabalho. Em primeiro lugar, esses autores trabalharam com
fezes umidas que, de acordo com Lorenzo Figueiras et al. (1994) sédo repelentes
para os insetos. Além disso, o trabalho reporta uma resposta de orientagdo dos
insetos a correntes de ar carregadas com amoénia, 0 que n&do pode ser considerado
como uma demonstragdo do papel deste composto na agregacado dos insetos.
Respostas a amonia podem estar associadas ao contexto de busca de hospedeiros.
De fato, a amoénia tem sido reportada como um sinal de orientagdo ao hospedeiro
para alguns insetos hematéfagos (Geier et al. 1999, Meijerink et al. 2001).

Estudos prévios em nosso laboratério realizaram uma caracterizagdo das
substancias volateis presentes nas fezes de P.megistus, através das técnicas de
microextragdo em fase solida (SPME) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM). As substancias volateis majoritarias identificadas
nas fezes desta espécie estdo listadas na Tabela 1. Cinco dessas substancias,
acidos aceético, acido hexandico, acido isovalérico, acetamida e 2,3-butanodiol,
também foram identificadas nas fezes de T.infestans e T.brasiliensis (Lorenzo,
comunicagao pessoal) e estao destacadas em vermelho na Tabela 1.

Considerando a existéncia de agregacao interespecifica promovida pelo sinal
das fezes entre diferentes espécies de triatomineos, inclusive entre T.infestans e
P.megistus (Pires et al. 2002), esses cinco volateis foram selecionados como
provaveis componentes do feromoénio de agregagéo das fezes destes triatomineos.
Neste projeto, avaliamos o potencial de diferentes doses destas cinco substancias
na atracdo de P.megistus. Posteriormente, desenvolvemos uma mistura destes
volateis e testamos seu potencial para promover a agregagao destes insetos em

abrigos.
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Compostos Espécie
P.megistus T.infestans T.brasiliensis
1 3-hidroxi-2-butanona . 1 -
2 acido acético ¢ . ¢
3 2-etil-1-hexanol ¢ ¢+ -
4 2,3-butanodiol . * ¢
5 propilenoglicol - . .
6 acido isobutirico . 1 -
7 acetofenona - . -
8 acido isovalérico . ¢+ ¢
9 acetamida . . ¢
10 acido valérico - - .
11 acido hexanoico ¢+ . ¢

¢ = detectado, - n&do detectado, detectado nas fezes das trés espécies.

Tabela 1: Lista de compostos volateis detectados nas fezes de P.megistus,

T.infestans e T.brasiliensis através de SPME e GC-MS.
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Capitulo 1 - Objetivos

Objetivo Geral

Estudar o comportamento de P.megistus frente a diferentes substancias

volateis identificadas nas suas fezes.

Objetivos Especificos
1. Testar, através de experimentos de comportamento, a relagcdo dose-resposta
de atracao de P.megistus para as diferentes substancias identificadas nas

fezes.

2. Desenvolver uma mistura das substancias potencialmente atrativa para

P.megistus.

3. Testar se P.megistus prefere ocupar abrigos artificiais impregnados com a

mistura das substancias.
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Capitulo 1 - Materiais e Métodos

1. Organizagao e manutenc¢ao de colonias

Os triatomineos utilizados nos experimentos foram provenientes de colbnias
mantidas no insetario do Laboratorio de Triatomineos e Epidemiologia da Doencga de
Chagas. As colbnias de P.megistus foram criadas em frascos cilindricos de acrilico
com 19 cm de altura e base de 15 cm de diametro forrada com papel de filtro. Uma
cartolina em forma de sanfona era colocada no centro dos frascos, a fim de
aumentar a superficie interna. Os insetos foram mantidos sob condi¢des controladas

de temperatura (25 + 2°C) e alimentados semanalmente em galinhas (Gallus gallus).

2. Testes para avaliagcao da relagao dose-resposta comportamental

2.1. Insetos

Para este estudo foram utilizadas ninfas de P.megistus de terceiro estadio em

jejum de sete a dez dias pds-ecdise.

2.2. Desenho experimental

Procuramos determinar se diferentes doses das substancias identificadas nas
fezes dos insetos sdo capazes de atrai-los. Os ensaios correspondentes foram
realizados em uma sala destinada ao estudo do comportamento destes insetos,
tendo a temperatura e umidade monitorada.

Foi utilizada uma arena experimental circular de 14 cm de didmetro com o
fundo coberto por um pedacgo de papel filtro a maneira de substrato (Figura 6a). Em
lados opostos da arena foram colocados dois pedagos de papel de filtro (2 x 1 cm),
um experimental, impregnado com a substancia a ser testada e outro controle, limpo.
Estes dois papéis foram dispostos a 1 cm da borda da arena e afastados um do
outro em aproximadamente 10 cm.

Em cada ensaio um inseto era introduzido no centro da arena e permanecia
preso sob um frasco por 10 minutos antes de ser liberado mediante o uso de um
cordao que permitia elevar o frasco sem perturba-lo. A escolha realizada pelo inseto
era determinada ap6s uma hora, de acordo com a localizagdo do mesmo em uma
das duas metades da arena experimental. Somente os casos em que o inseto

estava imovel no momento da observagao foram considerados como respostas de
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atracdo, ja que se procurava medir respostas do tipo arrestamento, relacionadas
com a agregacgao em abrigos.

As substéancias testadas isoladamente foram acido aceético, acido isovalérico,
acido hexandico, acetamida e 2,3-butanodiol sintéticos, da marca Aldrich (Sigma-
Aldrich), todos com grau de pureza superior a 99,5%.

Para a determinagdo da relacdo dose-resposta comportamental, foram
testadas diferentes concentragbes de cada substancia. As solugdes de acido
acético, acido isovalérico, acido hexanodico, e 2,3-butanodiol foram preparadas
utilizando diclorometano como solvente. A solucdo de acetamida, devido a alta
polaridade do composto, foi preparada utilizando agua bidestilada como solvente.
Para impregnar o papel experimental com a substancia na dose a ser testada foram
pipetados 25 ul da solugdo em questdo. O papel de filtro foi utilizado 30 minutos
apos o momento em que a solugao foi pipetada, para que o solvente (diclorometano)
volatilizasse. No caso da acetamida, o papel foi utilizado uma hora apds pipetarmos
a solugdo, para que a agua bidestilada evaporasse e o papel estivesse
completamente seco.

Nosso desenho experimental permitia a realizagdo de quatro ensaios
simultaneos (Figura 6b). Quatro arenas circulares eram colocadas sobre uma mesa
de vidro e cobertas por uma caixa de papelao. No interior da caixa, uma diviséria de
papelao isolava cada ensaio experimental. A caixa possuia um orificio central na
face superior que permitia a leitura dos resultados do experimento. Uma luz de baixa
intensidade era acesa abaixo da mesa de vidro para permitir a visualizagdo dos
insetos por contraste. O tampo de vidro da mesa foi coberto com papel de filtro para
que a iluminagao vinda do lado inferior fosse difusa, evitando a influéncia de uma

fonte luminosa no comportamento dos insetos.

2.3. Controle

Foram realizadas duas séries de ensaios controle para esse experimento. Na
primeira série foram oferecidos aos insetos dois papéis de filtro limpos, a fim de
testar se alguma variavel nao controlada poderia estar influenciando o
comportamento dos insetos no nosso desenho experimental e, como consequéncia,
gerando assimetrias no mesmo. Na segunda série experimental um papel de filtro

limpo foi oferecido em um lado da arena, enquanto um papel de filtro impregnado
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Figura 6. Desenho experimental para testar a atracdo dos insetos as
substancia sintéticas ou a mistura das mesmas. (a) detalhe da arena
experimental. (b) desenho completo, que permite a realizacdo de quatro

ensaios simultaneos.

Figura 7. Desenho experimental para o estudo da agregacéo de grupos de
triatomineos em abrigos artificiais. A direita um detalhe do abrigo artificial
feito de papeléao corrugado (20 x 10 cm), dobrado ao meio de forma a gerar
um abrigo de 10 cm? com duas fendas laterais de aproximadamente 0,5 cm

de altura.
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com diclorometano foi oferecido no outro lado, a fim de testar se o diclorometano

poderia ter influéncia no comportamento dos insetos.

2.4. Analise Estatistica

Foram realizados 32 ensaios experimentais para cada concentragao de cada
substancia, bem como para cada série controle. A significancia dos resultados foi

avaliada mediante o uso do teste Binomial.

3. Desenvolvimento e teste de uma mistura das substancias

3.1. Desenho experimental

Apos a determinacdo das concentragdes dos cinco compostos
significativamente atrativos para P.megistus, nossos resultados foram comparados
aos resultados equivalentes obtidos pelos colaboradores que testaram o
comportamento de T.infestans e T.brasiliensis frente aos mesmos compostos. Além
disso, nos trabalhos prévios de identificacdo quimica, foi avaliada a proporcao
relativa dos cinco compostos nas amostras de fezes de P.megistus, T.infestans e
T.brasiliensis diariamente, ao longo de um periodo de seis dias apdés a sua
deposicdo. Considerando que as fezes sao atraentes até dez dias apds a sua
deposicdo e que os resultados mostraram que a proporgao relativa dos cinco
compostos é extremamente varidvel durante o periodo de seis dias (Lorenzo,
comunicagao pessoal), propomos que a proporgao relativa dos compostos nao seria
critica na formulagdo da mistura a ser testada. Dessa forma, considerando os
resultados dos estudos de quimica e comportamento, decidimos testar uma mistura
de dez nanogramas de cada composto nos bioensaios com P.megistus. Cabe
ressaltar que nossos colaboradores realizaram os experimentos correspondentes
com T.infestans e T.brasiliensis.

A resposta comportamental dos insetos frente a mistura foi testada no mesmo
desenho experimental descrito anteriormente (Figura 6). Foram apresentadas a
insetos de terceiro estadio (sete a dez dias pos-ecdise) duas opgdes simultaneas,
um papel impregnado com a mistura de compostos e outro limpo, como controle.
Para impregnar o papel experimental, pipetamos inicialmente 25 pl de uma solugéo

de diclorometano contendo dez nanogramas de acido acético, acido isovalérico,
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acido hexandico e 2,3-butanodiol. Apdés 15 minutos foram depositados no mesmo
papel 25 yl de solugdo aquosa contendo dez nanogramas de acetamida. O papel

experimental foi utilizado uma hora apds esse procedimento.

3.2. Analise estatistica

Foram realizados 32 ensaios experimentais com a mistura das cinco
substancias e a significancia dos dados foi avaliada mediante o uso do teste

Binomial.

4. Teste do potencial de atragao de abrigos impregnados com a

mistura de odores

4.1.Insetos

Foram utilizadas ninfas de P.megistus de quinto estadio com sete a dez dias
de jejum pos-ecdise. Os insetos foram padronizados em estufas com temperatura e
umidade controladas e ciclo de iluminagdo 12 horas luz/12 horas escuridao (12/12
LE).

4.2. Desenho experimental

Buscamos avaliar se abrigos artificiais impregnados com a mistura das
substancias eram mais atrativos para grupos de P.megistus do que abrigos limpos,
uma vez que o sinal de agregacao fecal estd envolvido na marcagdo de abrigos
(Lorenzo & Lazzari 1996).

Foram utilizadas arenas experimentais de vidro de 1 x 1 m cobertas com
papel Kraft a maneira de substrato. No interior das arenas dois abrigos artificiais
foram posicionados em lados opostos (Figura 7). O abrigo artificial consiste em um
pedaco de papelao corrugado de 20 x 10 cm, dobrado ao meio de forma a gerar um
abrigo de 10 cm? com duas fendas laterais de aproximadamente 0,5 cm de altura
(Lorenzo & Lazzari 1996). Esse abrigo é atrativo para triatomineos, visto que esses
insetos possuem marcante tigmotaxia positiva e fototaxia negativa.

No desenho experimental, um dos abrigos apresentava em seu interior um

pedaco de papel de filtro (4 x 6 cm) impregnado com a mistura de substancias,
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enquanto o outro abrigo apresentava um papel de filtro limpo, como controle. Foram
realizadas trés séries experimentais para testar trés diferentes doses da mistura de
compostos no interior do abrigo experimental: a) 16 ng de cada composto, b) 160 ng
de cada composto e c¢) 1.6 yg de cada composto. Para impregnar o papel de filtro foi
pipetada inicialmente uma solugdo da concentracdo desejada que continha uma
mistura quaternaria de acido acético, acido isovalérico, acido hexandico e 2,3-
butanodiol em diclorometano. Apds 30 minutos, uma solugdo aquosa foi entao
pipetada contendo acetamida na concentracao a ser testada. O papel experimental
foi utilizado uma hora apdés esse procedimento, sendo posicionado no centro do
interior do abrigo experimental.

A arena experimental foi colocada no interior de uma sala com temperatura e
umidade monitoradas e sob ciclo de iluminagdo 12/12 LE controlado por um
temporizador. Um grupo de 30 insetos foi introduzido no centro da arena,
permanecendo preso sob um frasco por 10 minutos antes de ser liberado mediante o
uso de um cordao que permitia elevar o frasco sem perturbagao.

A liberagcdo dos insetos era realizada duas horas antes do inicio da
escotofase. Apés um periodo de 12 horas de escuridao e duas horas de iluminagao,
os abrigos foram cuidadosamente removidos da arena e foi determinado o numero

de insetos em cada um dos abrigos, experimental e controle.

4.3. Analise estatistica

Foram realizados oito ou dez ensaios por serie experimental para testar cada
dose dos compostos (16 ng, 160 ng ou 1.6 pg de cada composto). Apds calculo das
médias de insetos no interior dos abrigos experimental e controle, a significancia dos

resultados foi analisada utilizando-se o teste t para amostras pareadas.
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1. Testes para avaliagao da relagao dose-resposta comportamental

Todas as substancias testadas mostraram-se capazes de modificar o
comportamento de P.megistus, como pode ser visto nas Figuras 8, 9, 10, 11 e 12.

O acido acético (Figura 8) apresentou uma curva dose-resposta do tipo
bimodal. Segundo teste Binomial, houve resposta de atragdo significativa na
concentragéo de 10 ug (P = 0,004) e 100 ug (P = 0,008) de acido acético.

O acido isovalérico (Figura 9) mostrou-se significativamente atraente na
concentracéo de 100 ng (P = 0,01).

O acido hexandico (Figura 10) apresentou curva dose-resposta do tipo
bimodal, sendo significativamente atraente nas concentra¢des de 1 ng (P = 0,03), 10
Mg (P =0,01) e 100 g (P = 0,03).

A acetamida (Figura 11) mostrou-se significativamente atraente em altas
concentragées como 10 ug (P =0,01) e 100 pug (P = 0,03).

Para o 2,3 butanodiol (Figura 12) observou-se uma resposta de rejeicao na

concentragéo de 10 ug (P = 0,01).

2. Teste da mistura de substancias sintéticas

A mistura contendo 10 nanogramas das cinco substancias mostrou-se

significativamente atrativa (P = 0,01).

3. Teste do potencial de atragcdao de abrigos impregnados com a

mistura

Tanto abrigos impregnados com 1.6 pug (P = 0.001, gl = 7), quanto abrigos
impregnados com 160 ng de cada substancia (P = 0.0001, gl = 9) mostraram-se
significativamente atrativos para ninfas de P.megistus (Tabela 2). J& abrigos
impregnados com 16 ng de cada substancia (P = 0,141, gl =7) ndo se mostraram

significativamente atrativos (Tabela 2).
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Figura 8. Proporgado de insetos atraidos quando diferentes concentragdes de acido
acético foram testadas no comportamento de P.megistus. Valores acima da linha
pontilhada superior indicam reposta de atragao significativa e valores abaixo da linha

pontilhada inferior indicam repeléncia significativa. Analise por teste Binomial.
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Figura 9. Proporgéao de insetos atraidos quando diferentes concentragdes de acido
isovalérico foram testadas no comportamento de P.megistus. Valores acima da linha
pontilhada superior indicam reposta de atragao significativa e valores abaixo da linha

pontilhada inferior indicam repeléncia significativa. Analise por teste Binomial.

35



Capitulo 1 - Resultados

1,0 1
0,9 A
0,8 *
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

0,2

Proporcgéo de insetos atraidos

0,1

0,0

10pg 100pg 1ng 10ng  100ng 1ug 10ug  100ug

Concentragao

Figura 10. Proporgao de insetos atraidos quando diferentes concentragdes de acido
hexandico foram testadas no comportamento de P.megistus. Valores acima da linha
pontilhada superior indicam reposta de atragao significativa e valores abaixo da linha

pontilhada inferior indicam repeléncia significativa. Analise por teste Binomial.
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Figura 11. Propor¢do de insetos atraidos quando diferentes concentragbes de
acetamida foram testadas no comportamento de P.megistus. Valores acima da linha
pontilhada superior indicam reposta de atragao significativa e valores abaixo da linha

pontilhada inferior indicam repeléncia significativa. Analise por teste Binomial.

36



Capitulo 1 - Resultados

1,0 q
0,9 4
0,8
0,7 1
0,6
0,5 1
0,4
0,3 1

0,2

Proporcao de insetos atraidos

0,1 4

0,0

T T T
10pg 100pg  1ng 10ng 100ng  1ug 10ug  100ug

Concentragao

Figura 12. Proporgcao de insetos atraidos quando diferentes concentragdes de 2,3-
butanodiol foram testadas no comportamento de P.megistus. Valores acima da linha
pontilhada superior indicam reposta de atracao significativa e valores abaixo da linha

pontilhada inferior indicam repeléncia significativa. Analise por teste Binomial.

Quantidade 16ng 160 ng 1.6 ug
Média
Experimental/Controle (Total) 14,5112,5 (30) 14.0/9,0(30) 19.578.5(30)

Valor de P P=0.141 P = 0.0001 P = 0.001

Graus de liberdade 7(8) 9 (10) 7(8)

Tabela 2: Média de insetos no abrigo experimental e no abrigo controle quando a
mistura de 16 ng, 160 ng e 1.6 ug de cada composto foram apresentados no abrigo
experimental. Valor de P obtido apds teste t para amostras pareadas. Os graus de
liberdade sao dependentes do numero de ensaios realizados, indicado entre

parénteses.
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Embora varios autores tenham estudado a agregacao mediada pelas fezes
em triatomineos (Schofield & Patterson 1977, Ondarza et al. 1986, Cruz-Lo6pez et al.
1993, Lorenzo Figueiras et al. 1994, Lorenzo & Lazzari 1996, Reisenman 2000,
Lorenzo Figueiras & Lazzari 2002b, Vitta et al. 2002, Pires et al. 2002, Vitta et al.
2005, submetido), a natureza quimica deste sinal € incerta até o presente momento.
Alguns trabalhos buscaram, através de diferentes técnicas, a identificacao quimica
dos compostos volateis presentes nas fezes de triatomineos. Entretanto, nenhum
desses trabalhos conseguiu demonstrar que os compostos identificados estariam
realmente envolvidos no contexto de agregagédo. Cruz-Lopez & Morgan (1995)
obtiveram extratos das fezes de T.infestans e T.mazzoti em hexano, acetona,
metanol e agua. Através da analise desses extratos mediante cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-EM), esses autores identificaram o-
aminoacetofenona, 4-metilquinazolina, 2,4-dimetilquinazolina e 2-pirrolidinona como
as quatro substancias majoritarias nas fezes dessas duas espécies de triatomineos.
Entretanto, nenhuma dessas substancias ou misturas das mesmas foi capaz de
promover respostas de atragdo nos insetos em concentragdes de 0.1 a 100 ng.

Posteriormente, Taneja & Guerin (1997) sugeriram que as fezes de
triatomineos emitem amoénia (NH3) e que tal substancia representaria um infoquimico
utilizado na marcagao de abrigos. Esses autores mostraram que papéis de filtro
umidos impregnados com fezes de triatomineos liberam amobnia e que este
composto € capaz de atrair T.infestans. Foi demonstrado que a aménia é capaz de
promover orientagdo dos insetos a correntes de ar que apresentam a substancia e
ainda de gerar repostas eletrofisiolégicas nas antenas. Apesar disso, a resposta dos
insetos a amoénia ndo pode ser considerada uma demonstracdo de que este
composto tenha um papel como promotor da agregagdo dos insetos em abrigos.
Respostas de atracdo a amoénia poderiam estar associadas ao contexto de busca
por hospedeiros, como tem sido demonstrado para outros insetos hematofagos
(Geier et al. 1999, Meijerink et al. 2001).

Em busca de esclarecer a natureza quimica dos sinais de agregacgao das
fezes de diferentes espécies de triatomineos, nosso grupo de pesquisa realizou um
projeto, juntamente com outros colaboradores, para identificar as substancias
volateis presentes nas fezes de trés espécies de triatomineos com notavel
relevancia epidemiolégica. As espécies escolhidas para esse projeto foram
T.infestans, T.brasiliensis e P.megistus, sendo a ultima delas objeto dos estudos
aqui apresentados. A aparente baixa especificidade do sinal de agregagao,
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demonstrada pelas respostas interespecificas dos triatomineos a esse estimulo
(Cruz-Lopez et al. 1993, Lorenzo Figueiras & Lazzari 1998, Lorenzo Figueiras &
Lazzari 2002a, 2002b, Pires et al. 2002) levou-nos a considerar o desenvolvimento
de uma mistura de compostos que atuasse inespecificamente, permitindo a sua
potencial utilizacdo na atragao das varias espécies.

Para capturar as substancias das fezes, foi utilizada a técnica de micro-
extragdo em fase sélida com uma fibra adsorvente do tipo PDMS/DVB. Dessa forma,
extraiamos somente os compostos volateis da amostra de fezes, ou seja, compostos
que apresentam tensédo de vapor. Além disso, essa técnica possui a vantagem de
nao utilizar solventes, o que evita o mascaramento de compostos muito volateis nos
cromatogramas. Essa diferengca metodolégica pode explicar as discordancias entre
0s nossos resultados e os resultados de Cruz-Lépez & Morgan (1995).

Em nosso projeto, as substéncias foram identificadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-EM) e todas as identificagdes
foram confirmadas mediante injecdo de padrdes sintéticos e comparagdao dos
tempos de retengdo e dos espectros de massa correspondentes. Dessa forma, uma
lista de compostos volateis foi gerada a partir das amostras de fezes de cada uma
das trés espécies (Tabela 1). Optamos por procurar substancias que fossem
comuns as fezes das trés espécies, considerando que existe agregagao
interespecifica e que, sendo assim, o sinal de agregagao parece possuir composi¢ao
relativamente conservada nas diferentes espécies (Cruz-Lépez et al. 1993, Lorenzo
Figueiras & Lazzari 2002a, Lorenzo Figueiras & Lazzari 2002b, Pires et al. 2002).

Dentre as cinco substancias comuns escolhidas para os bioensaios, trés
jamais haviam sido identificadas nas fezes de triatomineos (acido isovalérico, acido
hexandico e 2,3-butanodiol). As outras duas substancias (acido acético e acetamida)
haviam sido identificadas por Cruz-Lépez & Morgan (1995) em todas as amostras de
fezes de T.infestans e T.mazzoti. Entretanto, esses autores ndo as consideraram de
grande importancia e dessa forma nao as testaram no comportamento dos insetos.

Trés das quatro substancias identificadas nos ensaios de Cruz-Lépez &
Morgan (1995) com T.infestans e T.mazzoti (4-metilquinazolina, 2,4-
dimetilquinazolina e 2-pirrolidinona) ndo foram identificadas em nossas amostras de
fezes, provavelmente devido ao fato de serem substancias pouco volateis. A o-
aminoacetofenona, foi indentificada nas fezes de T.infestans (Tabela 1).

Entre as substéncias testadas no nosso estudo com P.megistus, houve
resposta de atragao significativa nas doses de 10 ug e 100 pg de acido acético, 100
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ng de acido isovalérico, 1 ng, 10 ug e 100 ug de acido hexandico e ainda em 100 pg
e 10 yg de acetamida. Como pode ser visto nas Figuras 8, 10 e 11 e ainda nos
resultados obtidos para as outras espécies (Lorenzo, comunicagao pessoal),
algumas substancias desencadearam respostas significativas de atracao em doses
elevadas, sendo o caso do acido acético, acido hexandico e acetamida para
P.megistus. Apesar disso, ndo consideramos essas doses para nossos estudos de
agregacao, uma vez que os picos dos cromatogramas obtidos por CG-EM em nosso
laboratério, sugerem-nos que estes compostos estdo presentes nas fezes em
concentracbes bem menores. De qualquer forma, ndo descartamos a possibilidade
de utilizar essas doses posteriormente, mesmo que ndo parecam estar envolvidas
no contexto do sinal quimico de agregacdo das fezes. E necessario mencionar que
algumas destas substancias, por exemplo, o acido hexandico (Figura 10), estdo
também presentes nos odores emitidos por diversos hospedeiros (Murphy et al.
2001, Knols et al. 1997) e, portanto, € possivel que o padrao bimodal de atragcao
observado para algumas substancias possa ser devido a sua fungédo em diferentes
contextos comportamentais.

Embora P.megistus nao tenha sido significativamente atraido por nenhuma
dose de 2,3-butanediol (Figura 12), T.infestans e T.brasiliensis foram atraidos por 10
ng e 100 ng respectivamente (Lorenzo, comunicagdo pessoal). O 2,3-butanediol
desencadeou uma resposta de repeléncia significativa em P.megistus na dose de 10
Mg (Figura 12). Essa mesma resposta a altas doses desse composto foi observada
pelos colaboradores com T.infestans e T.brasiliensis. Mais uma vez estamos diante
de um padrdao de comportamento no qual a concentragdo do composto define
diferentes tipos de respostas, provavelmente relacionadas a diferentes contextos.

No caso do 2,3-butanediol devemos ressaltar que esse composto € quiral e
que possui trés diferentes isdbmeros. Em nossos experimentos trabalhamos com uma
mistura racémica. Cada isdmero isolado poderia provocar um tipo de resposta ou
algum deles poderia inibir a resposta ao isdbmero ativo. Um poderia ser mais atrativo
que outro ou mesmo um poderia ser repelente e outro atrativo. A diferenca de
resposta comportamental a diferentes isbmeros de determinado infoquimico ja foi
demonstrada para varias espécies de insetos, muitas vezes somente um isémero
especifico € constituinte do feromdnio em estudo (El-Sayed et al. 2000, Park et al.
2002, Gemeno et al. 2003, Priyantha et al. 2004). Estudos ja estdo sendo
desenvolvidos no nosso laboratério a fim de analisar as respostas comportamentais

dos insetos as diferentes doses de cada um dos isdbmeros de 2,3-butanediol. Para
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isso esta sendo utilizado o mesmo desenho experimental desenvolvido nesse
projeto (Figura 6).

Comparando os resultados aqui apresentados para P.megistus com 0s
resultados obtidos para T.brasiliensis e T.infestans (Lorenzo, comunicagao pessoal),
pudemos notar que as formas das curvas dose-resposta foram muito semelhantes
para as trés espécies, em praticamente todas as substancias testadas. Esse fato
nao somente reforga nossos resultados, mas indica que as estruturas sensoriais que
detectam essas substancias provavelmente sao bastante similares nos triatomineos
estudados, desencadeando respostas fisioldgicas e comportamentais também
semelhantes.

Varios fatores foram decisivos para a formulagdo de uma mistura dos cinco
compostos que pudesse ser testada paralelamente no comportamento de
P.megistus, T.brasiliensis e T.infestans. Nos trabalhos anteriores de identificagéo
quimica foi avaliada diariamente a proporcao relativa dos cinco compostos nas
amostras de fezes de P.megistus, T.infestans e T.brasiliensis, ao longo de um
periodo de 6 dias apds a sua deposicdo. Considerando que as fezes sao atraentes
até 10 dias apds serem eliminadas (Lorenzo Figueiras & Lazzari 2000) e que os
resultados mostraram que a proporgdo relativa dos cinco compostos é
extremamente variavel durante o periodo de seis dias (Lorenzo, comunicagao
pessoal), propomos que a proporgao relativa dos compostos nao seria critica na
formulagcdo da mistura a ser testada. Somando esse fator a analise das respostas
comportamentais de P.megistus frente a diferentes doses dos cinco compostos, bem
como os resultados correspondentes obtidos pelos colaboradores para T.infestans e
T.brasiliensis, decidimos testar uma mistura de 10 ng de cada substancia. Nossos
dados revelaram que a mistura formulada mostrou-se significativamente atrativa
para P.megistus, sendo que o mesmo resultado foi obtido para as outras espécies
(Lorenzo, comunicagao pessoal).

Ja foi demonstrado que varios insetos hematéfagos que fazem uso de sinais
de agregacgéao, como triatomineos (Schofield & Patterson 1977, Lorenzo Figueiras &
Lazzari 2000), mosquitos, carrapatos e mosca tsetse, nao apresentam motivagéo
para agregar imediatamente apos alimentagcdo e costumam apresentar esse
comportamento mais pronunciado quando estdo inativos (Wertheim et al. 2005).
Sendo assim, escolhemos utilizar insetos em jejum nos nossos experimentos.

Visto que os sinais de agregacao das fezes de triatomineos parecem estar

envolvidos na marcagdo e orientagdo ao abrigo (Lorenzo & Lazzari 1996,
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Reisenman 2000), decidimos desenvolver um experimento que simulasse esse
contexto. Nosso desenho experimental (Figura 7) utilizou o mesmo tipo de abrigo
artificial desenhado por Lorenzo & Lazzari (1996), através do qual esses autores
descreveram o padrao de distribuicdo das deposi¢des fecais em relagao ao abrigo
para T.infestans. Os abrigos artificiais associados a mistura das substancias foram
preferencialmente escolhidos por P.megistus em relagdo aos abrigos sem odor
(Tabela 2). Esses resultados reforcam a proposi¢cdo de que os sinais de agregacao
das fezes de triatomineos estado envolvidos na marcagdo dos refugios (Schofield &
Patterson 1977, Lorenzo Figueiras et al. 1994, Lorenzo & Lazzari 1996).

Abrigos impregnados com 16 ng de cada composto n&do se mostraram mais
atrativos que abrigos limpos (Tabela 2), de forma que essa quantidade de odor no
abrigo nado parece ter sido suficiente nas nossas condigdes experimentais para
indicar aos insetos que aquele refugio estaria “marcado”. Esse resultado revela que
se faz necesséaria uma quantidade determinada de odores na marcagédo do abrigo.
Isto é reforcado ao compararmos esse resultado com aqueles observados quando
impregnamos os abrigos com 160 ng ou 1,6 ug de cada composto, nos quais 0s
insetos se agregam significativamente mais do que em abrigos limpos (Tabela 2).
Provavelmente, através da quantidade de odor, os triatomineos consigam
discriminar entre qualquer ambiente onde ha uma deposicdo fecal e potenciais
abrigos, onde a concentragao de deposi¢des fecais seria maior.

Este trabalho € o primeiro a identificar substancias nas fezes de triatomineos
que sejam capazes de modificar o comportamento dos insetos no contexto natural
de agregacao em abrigos. Dessa forma, acreditamos que a mistura de odores por
nos desenvolvida poderia ser utilizada como isca para dispositivos de deteccgao,
baseados no comportamento de agregagdo em abrigos destes insetos. Para varios
outros insetos praga, iscas quimicas baseadas em feroménios ou odores de
hospedeiros tém sido utilizadas como ferramentas de deteccdo e controle,
geralmente representando uma solucdo efetiva e vantajosa quanto a relagéo
custo/beneficio e a uma menor agressdao ao meio ambiente (Foil & Hogsette 1994,
Vale et al. 1988, Rajendran 1999).

Observamos que os resultados obtidos para P.megistus sdo muito
semelhantes aqueles obtidos pelos colaboradores trabalhando com T.infestans e
T.brasiliensis. Este fato € extremamente coerente com a baixa especificidade dos
sinais de agregacado das fezes de triatomineos (Cruz-Lépez et al. 1993, Lorenzo
Figueiras & Lazzari 2002a, Lorenzo Figueiras & Lazzari 2002b, Pires et al. 2002).
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Sendo assim, acreditamos que seria possivel desenvolvermos uma isca quimica que
pudesse ser utilizada na deteccéo de diferentes espécies de triatomineos, o que
seria ndo somente pratico, mas muito util em regides onde ocorra mais de uma
espécie com capacidade de domiciliagcao.

Embora ndo tenham sido alvo deste estudo, os compostos quimicos
presentes na cuticula dos triatomineos (footprints) também sao candidatos para o
desenvolvimento de iscas quimicas, inclusive complementares, uma vez que estao
envolvidos em uma fase subseqliente do comportamento de agregagéo (Lorenzo
Figueiras & Lazzari 1998, Pires et al. 2002, Vitta et al. 2002). Além disso, assim
como o0s sinais quimicos das fezes, estes sinais cuticulares promovem agregagao
cruzada entre algumas espécies (Pires et al. 2002). No caso de P.megistus, Pires et
al. (2002) demonstraram que a resposta de atragao aos footprints € mais intensa que
aquela observada para as fezes, sugerindo que os compostos da cuticula poderiam
ter grande utilidade como iscas quimicas que promovam a imobilizagdo dos insetos
no interior de sensores ou armadilhas para o controle desta espécie. Até o presente
momento ndo foram identificadas substancias cuticulares capazes de promover
agregacao entre os insetos, logo este ainda € um campo em aberto no estudo da
ecologia quimica de triatomineos.

No que se refere ao uso de sinais quimicos no contexto de agregagao, os
triatomineos revelam possuir uma incrivel convergéncia evolutiva com Blattela
germanica (Orthoptera, Blattellidae). Varios trabalhos demonstraram que
B.germanica excreta juntamento com suas fezes um feromdnio de agregacao (Ishii &
Kuwahara 1967, Ritter & Persoons 1975, Sakuma & Fukami 1993, Stejskal 1997,
Jeanson et al. 2004). O uso do sinal de agregacgao das fezes em B.germanica esta
relacionado a marcagdo dos abrigos e agregagdo dos insetos no interior dos
mesmos (Denzer 1988, Sakuma & Fukami 1990, 1993, Stejskal 1997). Stejskal
(1997) demonstrou que B.germanica possui um padrdao de distribuicdo das
deposig¢des fecais em relagdo ao refugio, de forma que as deposi¢des fecais sao
acumuladas no interior e acessos do mesmo. Papéis de filtro que permanecem em
contato com individuos da espécie sao atrativos para B.germanica, indicando a
presenca de um sinal quimico na cuticula destes insetos (Ross et al. 1986, Jurenka
et al. 1989, Rivault & Cloarec1998, Samuka & Fukami 1991).

Outro exemplo de paralelismo com o sinal das fezes de triatomineos pode ser
identificado em Schistocerca gregaria (Orthoptera, Acrididae). As fezes de S.gregaria

também possuem sinais quimicos que medeiam a agregacao destes insetos em
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locais especificos (Obeng-Ofori et al. 1994, Torto et al. 1996). Misturas sintéticas dos
volateis identificados nas fezes desencadearam respostas de agregacéo similares
aquelas observadas naturalmente em S.gregaria (Obeng-Ofori et al. 1994). Em
hematéfagos, além dos triatomineos, ja foi demonstrada agregacédo mediada por
sinais quimicos presentes nas fezes em carrapatos argasideos (Ixodoidea:
Argasidae) (Leahy et al. 1973, Grenacher et al. 2001). Grenacher et al. (2001)
demostraram que substancias sintéticas identificadas nas fezes de Ixodes ricinus,
bem como misturas dessas substancias, foram capazes de desencadear respostas
de arrestamento nos insetos e ainda respostas eletrofisioldgias em sensilias
especificas no primeiro tarso das patas.

O uso de sinais de agregacao liberados nas fezes nao parece ocorrer por
simples coincidéncia em diferentes grupos de artropodes. A presenca de fezes pode
ser diretamente relacionada a presencga de fonte alimentar, dessa forma, agregar-se
em locais onde ha acumulo de fezes garante aos individuos a disponibilidade de
alimento (Weiss, 2006). Varios insetos dependem de microorganismos simbiontes
para sua sobrevivéncia e muitas vezes esses simbiontes sdo adquiridos a partir das
fezes. Em R.prolixus foi demonstrado comportamento de coprofagia, sendo que
ninfas recém eclodidas sugam ativamente as fezes recém depositadas por outros
individuos da espécie (Baines 1956). Através desse comportamento, essas ninfas
adquirem microorganismos simbiontes essenciais para a espécie, sem o qual
morreriam apds certo tempo (Baines 1956). A busca por fezes exige sem duvida
mecanismos sensoriais para sua detecgdo e provavelmente substancias volateis
presentes nas fezes sejam importantes pistas utilizadas nesse contexto.
Considerando os fatores expostos, o uso de sinais quimicos das fezes para mediar
agregagao em refugios poderia ser um comportamento que teve sua origem na
busca por fontes de alimentagao e/ou simbiontes. Em muitos casos entre os insetos,
o comportamento de agregacao € mediado por sinais quimicos que originalmente
ndao possuiam fungdo adaptativa, como produtos originados de processos
metabdlicos (Wertheim et al. 2005).

O uso de feroménios de agregacdo ja foi reportado em mais de 300
artropodes nao sociais, pertencentes a 51 familias em 12 diferentes ordens
(Wertheim et al. 2005). Apesar da enorme diversidade de mecanismos de agregacgao
em insetos, varias similaridades sdo encontradas no contexto ecolégico em que
estes sinais sao utilizados (Wertheim et al. 2005). Os principais beneficios da

agregacdo mediada por sinais quimicos podem ser sumarizados em quatro
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aspectos: aumento da eficiéncia na exploracdo de recursos (e.g. hospedeiro),
encontro de parceiros para acasalamento, protegao contra inimigos naturais e
protecdo contra fatores ambientais (e.g. temperatura e umidade) (Wertheim et al.
2005). Esses aspectos sao extremamente coincidentes com as necessidades

basicas que uma coldnia de triatomineos precisam para proliferar com eficiéncia.
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O uso de abrigos pelos triatomineos

Durante as horas de luz do ciclo diario, os triatomineos podem ser
encontrados agregados em abrigos protegidos. O ritmo circadiano da atividade
espontanea de T.infestans apresenta um padrdo bimodal e é separado em dois
principais componentes endogenamente controlados, um pico de atividade no
entardecer e um segundo no alvorecer (Lazzari 1992). Lorenzo & Lazzari (1998)
estudaram a dindmica de movimentos dentro e fora de abrigos artificiais e
concluiram que os insetos sdo motivados a procurar por alimento no entardecer e
por abrigos no alvorecer. A fototaxia negativa promove a procura de abrigos e evita a
exposicdo a predadores (Reisenman et al. 1998). Reisenman et al. (1998)
demonstraram que a resposta fototatica de T.infestans aumenta quanto maior for a
intensidade da iluminagdao. Além disso, a sensibilidade dessa resposta fototatica
varia de acordo com a hora do dia, sendo que a sensibilidade maxima ocorre na
escotofase, ou seja, quando os insetos estdo ativos e, dessa forma, expostos
(Lazzari 1992). Esse aumento da sensibilidade da resposta fototatica durante a
escotofase aumenta a capacidade dos insetos de evitar ambientes iluminados nos
quais os predadores poderiam facilmente detecta-los (Reisenman et al. 1998).

A fototaxia negativa revela ser de extrema importancia para os triatomineos,
sendo que sua intensidade nao somente varia com a hora do dia, mas também esta
sob controle endégeno circadiano. Insetos mantidos por um periodo de tempo em
completa claridade, assim como insetos mantidos em completa escuriddo, sem
nenhuma dica de variagdes peridodicas no ambiente, possuem as mesmas variacdes
na sensibilidade da resposta fototatica que insetos mantidos em um ciclo de 12
horas luz e 12 horas escuridao (Reisenman et al. 1998). Isso revela que a fototaxia
negativa tem uma fungdo adaptativa relevante ja que depende ndo somente de
informagdes vindas do ambiente, mas esta sob controle endégeno, permitindo ao
organismo predizer as mudangas de iluminagdo e se adiantar as mesmas se
protegendo através da procura de abrigo (Reisenman et al. 2000). A migracao de
pigmentos visuais na retinula de T.infestans parece ser responsavel, pelo menos em
parte, por esse controle fisioldgico da resposta fototatica (Reisenman et al. 2002).

A entrada dos triatomineos nos abrigos € promovida pela sua intensa
fototaxia negativa, entretanto outros fatores também exercem influéncia na escolha
do abrigo, como por exemplo, a umidade relativa do ambiente. T.infestans agrega-se

preferencialmente em abrigos com umidade relativa de 20% do que em abrigos com
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80 %, revelando preferéncia por baixas umidades no interior do abrigo (Lorenzo &
Lazzari 1999).

A agregacédo de triatomineos no interior dos refugios é ainda mediada por
fatores tais como a sua forte tigmotaxia positiva e o uso de sinais quimicos (Lorenzo
& Lazzari 1996, Lorenzo Figueiras & Lazzari 2000). Alguns sinais quimicos estao
fortemente envolvidos na escolha e utilizagdo de abrigos por triatomineos. Lorenzo &
Lazzari (1996) observaram uma maior tendéncia de T.infestans a defecar nos
acessos do abrigo e demonstraram preferéncia desta espécie por abrigos
associados a fezes. Esses autores demonstraram a existéncia de um padrao
especifico de distribuicdo das deposigdes fecais em relagdo ao abrigo (Figura 5) e
sugeriram que as fezes atuam como marca quimica que permite a orientagdo dos
insetos até os mesmos. Em estudos realizados no nosso laboratério (Barezani,
comunicagao pessoal) observamos que P.megistus também possui um padrao
especifico de distribuicdo das marcas fecais em relagado aos abrigos e que também
parece utilizar as fezes como marca quimica do abrigo.

Como ja mencionado no capitulo anterior, um segundo tipo de sinal quimico
promove o comportamento de agregacdao em T.infestans, P.megistus e
T.pseudomaculata e possivelmente ajuda esses insetos a identificarem o abrigo
(Lorenzo Figueiras & Lazzari 1998, Pires et al. 2002, Vitta et al. 2002). Este fator
esta presente na cuticula e é transferido para o substrato através do contato fisico
dos insetos com o mesmo. O sinal de agregacgéo cuticular atua como uma pegada
quimica, e foi denominado “footprints” pelos autores prévios (Figueiras & Lazzari
1998, Pires et al. 2002, Vitta et al. 2002).

Entendendo o abrigo como um recurso que é avaliado de maneira multimodal,
Reisenman et al. (2000) estudaram a interagéo entre os estimulos visuais e olfativos
na agregacao de T.infestans em abrigos. Esses autores demonstraram que a
escolha do abrigo € modulada pela convergéncia entre os sinais quimicos liberados
pelas fezes e o tipo de luz espectral que o abrigo apresenta. Os insetos foram
confrontados com abrigos associados a um estimulo visual especifico (cor azul,
verde ou vermelha com a mesma intensidade, ou cor preta) e um estimulo quimico
(presengca ou auséncia de fezes). Na auséncia de fezes, os insetos sempre
preferiram permanecer na cor preta. A luz verde foi sempre rejeitada, mesmo na
presenca de fezes, ou seja, 0s insetos parecem possuir uma fototaxia negativa mais
intensa frente a esta luz. Ja a luz vermelha e a luz azul, embora sejam rejeitadas na

auséncia de fezes, quando estdo em associacdo com fezes sdo escolhidas. Isso
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mostra que nesse caso o sinal quimico das fezes € dominante frente a fototaxia
negativa as luzes vermelha ou azul. Os insetos ndo somente preferem a escuridao a
qualquer tipo de luz, mas respondem diferentemente aos trés tipos de luz,
agregando-se preferencialmente na vermelha, seguida da azul e entdo a verde, luz
na presenga da qual ndo se agregam.

Interpretando os resultados acima apresentados, pode-se observar que a
primeira reagao dos triatomineos é de evitar a luz (fototaxia negativa). A alta
sensibilidade dos triatomineos a luz verde é coerente, uma vez que a luz refletida no
ambiente terrestre durante o dia € caracterizada por um alto conteudo de
comprimento de onda verde (Ward & Finlayson 1982, Reisenman et al. 2000). Uma
vez estando em ambiente iluminado, faz-se fundamental o encontro de refugios
protegidos e escuros, e € neste momento que os triatomineos procuram os sinais
quimicos. Particularmente ao alvorecer, quando a intensidade da luz aumenta, os
triatomineos buscam protecdo e nesse contexto as fezes atuam como marca
quimica de orientagao aos acessos dos abrigos (Lorenzo & Lazzari 1996, 1998).

Neste projeto, analisamos comparativamente em P.megistus e T.infestans
alguns aspectos relacionados a escolha e uso dos abrigos. Dentre esses aspectos
avaliamos qual é o efeito da densidade de insetos e da iluminagao (ciclo de luz
12/12 ou escuriddo) no uso do abrigo por cada espécie. Avaliamos ainda como
essas especies se distribuem nos refugios em arenas experimentais contendo dois

abrigos artificiais disponiveis.

Agregacao ou repeléncia no interior de abrigos entre P.megistus e

T.infestans?

Até a chegada de T.infestans no Brasil pelas correntes de migragdo nas
décadas de 30 e 40, P.megistus foi certamente o principal vetor da doenca de
Chagas no Centro, Leste e Sudeste do Brasil. (Dias 1965, 1982, Silva et al. 1971).

A distribuicdo geografica de T.infestans e P.megistus se sobrepds por muito
tempo em grande parte do Brasil, sendo que na década de 50 alguns trabalhos
reportavam o encontro de insetos de ambas as espécies colonizando uma mesma
habitacdo humana (Dias 1955). Alguns estudos, entretanto, reportavam uma
aparente inexisténcia de colonizagdo simultdnea de habitagdes humanas por
T.infestans e P.megistus (Pellegrino & Brener 1951). Em determinadas regides do
Brasil, como Minas Gerais (Dias 1965) e Sao Paulo (Silva et al. 1971), onde
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T.infestans foi eliminado mediante o uso de inseticidas, notou-se que P.megistus,
proveniente de ecoétopos naturais, iniciava o processo de colonizagdo ou re-
colonizagéo das habitagoes.

De acordo com Aragao (1971), P.megistus parece competir em desvantagem
com T.infestans, visto que ao mesmo tempo em que as capturas de T.infestans
caiam drasticamente nas habitagdes, o numero de P.megistus capturados
aumentava. O autor sugere que T.infestans estaria mais bem adaptado para ocupar
o nicho domiciliario, de forma que quando era eliminado das habitagbes, P.megistus,
proveniente de ecotopos naturais, iniciava seu processo de colonizagdo ou re-
colonizag&o. Outros trabalhos na época também sugerem que apds o esvaziamento
dos nichos ecoldgicos artificiais ocupados por T.infestans, existiria uma tendéncia de
substituicdo nesses nichos por espécies secundarias presentes na mesma regiao,
como por exemplo, T.sordida e P.megistus (Forattini 1976, Forattini et al. 1977a).
Este fato foi evidenciado especialmente em algumas areas onde T.infestans foi
eliminado mediante o uso de inseticidas (Forattini et al. 1977a, Dias 1965, Silva
1971).

T.infestans é mais eficiente que P.megistus em obter repastos sanguineos em
camundongos nao anestesiados, provavelmente porque este poderia causar uma
menor irritagdo no hospedeiro (Pereira et al. 1995). Essa menor irritagao foi
associada a presenca de fatores anestésicos na saliva de T.infestans (Dan et al.
1999). Populagdes mistas de T.infestans e T.sordida desenvolvidas em arenas
experimentais levam a populagcdo de T.sordida a decrescer até uma completa
desaparicdo apos seis meses, enquanto a populagédo de T.infestans nao é afetada.
Esse resultado foi atribuido ao fato de T.infestans possuir melhor habilidade em
obter repastos sanguineos (Oscherov et al. 2004). Esses dois trabalhos sugerem
que esses aspeéctos competitivos poderiam explicar a raridade de populacdes mistas
nas quais T.infestans ocorra em simpatria com outras espécies (P.megistus ou
T.sordida).

Em paralelo com a anterior hipotese, Neves & Paulini (1982) sugerem a
existéncia de substancias emitidas por T.infestans, P.megistus e T.sordida, capazes
de repelir as outras duas espécies. Segundo esses autores essa repeléncia ou
incompatibilidade pode ser causada pela presencga fisica de barbeiros, pelo odor de
uma colbnia de triatomineos ou pelo odor das fezes e urina. Em contraste com os
resultados apresentados por Neves & Paulini (1982), Lorenzo Figueiras & Lazzari

(1998) mostraram que os sinais de agregacédo presentes nas fezes secas de
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T.infestans, T.sordida e T.guasayana sao capazes de atuar provocando a agregagao
dos insetos inter e intraespecificamente. Ainda em contraste, Pires et al. (2002)
demonstraram a existéncia de agregacao inter e intraespecifica, tanto para o sinal
das fezes quanto para o sinal cuticular (“footprints”), entre T.infestans e P.megistus.
Portanto, ainda ndo esta claro se ha interagcdo de agregacao ou repeléncia entre as
trés espécies mencionadas.

Ainda que exista agregacéo cruzada entre T.infestans e P.megistus mediada
por sinais quimicos das fezes, resta a duvida de se outros sinais e/ou fatores
poderiam ser responsaveis por uma repeléncia entre essas espécies no que se
refere a utilizagdo dos abrigos. Este trabalho pretende testar se essas duas espécies
se agregam juntas e randomicamente dentro de abrigos artificiais, ou se pelo
contrario, a presenca de uma espécie afeta a escolha do abrigo pela outra.
Pretendemos finalmente, analisar a potencial relacdo dos aspectos por nos
avaliados em cada espécie relacionados ao uso do abrigo (densidade e iluminagao)

com a interagcao observada entre P.megistus e T.infestans.
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Objetivo Geral

Estudar a interag&o entre P.megistus e T.infestans no interior de abrigos.

Objetivos Especificos

1. Analisar comparativamente em P.megistus e T.infestans a influéncia da

densidade de insetos na escolha e uso do abrigo.

2. Analisar comparativamente em P.megistus e T.infestans a influéncia da

iluminagao na escolha e uso do abrigo.

3. Avaliar a existéncia de agregagao ou repeléncia no interior de abrigos entre

T.infestans e P.megistus.

4. Avaliar se a presenga prévia de uma espécie no abrigo poderia afetar a

entrada da outra espécie.
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1. Organizagao e manutenc¢ao de colonias

Os triatomineos utilizados nos experimentos foram provenientes de colbnias
mantidas em nosso laboratério (Laboratorio de Triatomineos e Epidemiologia da
Doenga de Chagas). As colénias de P.megistus e T.infestans foram criadas em
frascos de acrilico com 19 cm de altura e base de 15 cm de didmetro forrada com
papel de filtro. Uma cartolina em forma de sanfona era colocada no centro dos
frascos, a fim de aumentar a superficie interna. Os insetos foram mantidos sob
condigbes controladas de temperatura (25 + 2°C) e alimentados semanalmente em

galinhas (Gallus gallus).

2. Insetos

Foram utilizadas em todas as séries experimentais ninfas de quinto estadio de
P.megistus e T.infestans com um jejum de sete a dez dias pés-ecdise. Os insetos
foram padronizados em estufas com temperatura e umidade controladas e mantidos

sob um ciclo de iluminagao 12/12 LE.

3. Efeito da densidade de insetos e da iluminacdo do ambiente

sobre o uso de abrigos

3.1. O efeito da densidade de insetos

3.1.1. Desenho experimental

Testamos nesta série experimental se a densidade de insetos poderia afetar o
uso dos abrigos pelas duas espécies. O parametro analisado foi o numero de
insetos que permaneceu dentro e fora do abrigo quando 20, 40, 60, 80 ou 100
insetos foram liberados na arena. Foram utilizadas arenas de vidro de 1 x 1 m, cujo
substrato foi recoberto com papel Kraft. No centro das arenas foi oferecido um abrigo
artificial idéntico ao descrito no Capitulo 1 (Figura 7). As arenas foram mantidas em
uma sala com temperatura de 25 + 2°C e um regime artificial de iluminagéo (12/12
LE) controlado por um temporizador. O grupo de insetos foi liberado no centro da

arena duas horas antes do inicio da fase escura. No quarto dia de experimento o
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abrigo foi removido da arena duas horas apés o inicio da fase clara e o numero de

insetos dentro e fora do abrigo foi determinado.

3.1.2. Analise Estatistica

Trés ensaios foram realizados para cada densidade de insetos testada (20,
40, 60, 80 e 100 individuos), para cada espécie (P.megistus e T.infestans). A
proporgao meédia de insetos fora do abrigo para cada densidade testada (20, 40, 60,
80 e 100 insetos) e para cada espécie foi analisada mediante uma ANOVA de dois
fatores (densidade e espécie). Tanto para T.infestans, quanto para P.megistus, foi
comparada a propor¢cdo média de insetos fora do abrigo em cada densidade através
de ANOVA de fator unico. Todas as analises de variancia foram seguidas de
comparagdes multiplas de Tukey. Finalmente, a propor¢cdo média de P.megistus fora
do abrigo foi comparada a propor¢gao média de T.infestans fora do abrigo em cada

densidade testada mediante teste t de student.

3.2. O efeito da iluminacao

3.2.1. Desenho experimental

Para avaliarmos como a presencga de um ciclo de iluminagdo modula o uso do
abrigo em cada espécie, analisamos o numero de insetos que fica fora do abrigo
quando o ambiente permanece em completa escuriddo. A arena de 1 x 1 m, na qual
um abrigo central era oferecido aos insetos, foi mantida em uma sala escura com
temperatura de 25 + 2°C. Um grupo de 40 ninfas de uma das duas espécies foi
liberado no centro da arena e permaneceu nesse ambiente durante trés dias. Apds
as primeiras duas horas do quarto dia foi determinado o niumero de insetos que se
encontravam dentro ou fora do abrigo. Os resultados foram comparados aos
resultados obtidos no experimento anterior (veja 3.1), quando 40 ninfas foram
liberadas sob ciclo de luz 12/12 LE.
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3.2.2. Analise Estatistica

Trés ensaios foram realizados para cada espécie e para cada tratamento
(ciclo de luz ou escuriddo permanente)

Foi utilizado o teste t de Student para analisar se existia diferenca significativa
entre:

1. A média de insetos fora do abrigo quando T.infestans permanece no ciclo de
luz e a média de insetos fora do abrigo quando P.megistus permanece no
ciclo de luz.

2. A média de insetos fora do abrigo quando T.infestans permanece na
escuriddo e a média de insetos fora do abrigo quando P.megistus permanece
na escuridao.

3. A média de insetos fora do abrigo sob ciclo de luz e a média de insetos fora

do abrigo sob escuriddao permanente, para cada espécie.

4. Estudo da interagcao em abrigos entre T.infestans e P.megistus

4.1. Agregacao ou repeléncia interespecifica no abrigo entre T.infestans e
P.megistus?

4.1.1 Desenho experimental

O fato dos sinais quimicos das fezes e da cuticula promoverem respostas
interespecificas de agregacao (Pires et al. 2002) ndo demonstra que P.megistus e
T.infestans sejam capazes de permanecer juntos no interior de um mesmo abrigo.
Consequentemente, procuramos determinar se P.megistus e T.infestans se agregam
juntos no interior de abrigos, ou se existe qualquer processo de repeléncia na
interacao entre individuos destas espécies.

Para este estudo foram utilizadas arenas de vidro de 1 x 1 m, que
apresentaram o substrato recoberto com papel Kraft e em cujo interior foram
oferecidos dois abrigos artificiais (Figura 7). Os abrigos foram posicionados em
lados opostos da arena. As arenas foram mantidas em uma sala com temperatura
de 25 + 2°C e um regime artificial de iluminagdo (12/12 LE) controlado por um

temporizador.
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20 ninfas de quinto estadio de cada espécie foram liberadas simultaneamente
no centro da arena. Apds sete dias de experimento os abrigos foram removidos da
arena e o numero de insetos de cada espécie dentro de cada um dos dois abrigos
foi determinado. Foram realizados 12 ensaios com as duas espécies

simultaneamente liberadas na arena.

4.1.2 Controles

Como controles desse experimento foram desenvolvidas duas series de
ensaios, onde somente P.megistus ou T.infestans eram liberados na arena (Figura
7). Em cada ensaio foram liberadas 20 ninfas de uma das espécies, mantendo assim
as mesmas condigbes do experimento anterior.

Apds sete dias foi determinado o numero de insetos em cada abrigo. O
objetivo destas séries de ensaios foi comparar o padrao de distribuigdo que cada
espécie adota quando isolada com o padrao observado quando as espécies estao
em associagao. Através destes experimentos visamos identificar se existe alguma
influéncia da presengca de uma espécie sobre o comportamento da outra. Foram

realizados 8 ensaios com P.megistus e 8 ensaios com T.infestans.

4.2. A presenca de uma espécie no abrigo afeta a entrada da outra

espécie?

Nesta série experimental, avaliamos o uso de abrigos pelas duas espécies
quando uma delas é liberada na arena trés dias e meio antes do que a outra. Para
esses ensaios utilizamos o mesmo desenho (Figura 7) e condi¢cdes experimentais ja
descritos anteriormente, uma arena apresentando dois abrigos artificiais
posicionados em lados opostos e mantida em uma sala com temperatura de 25 +
2°C e um ciclo artificial de iluminagdo (12/12 LE). 20 exemplares de uma das
espécies foram liberados inicialmente na arena. As 12 horas do quarto dia, 20
individuos da outra espécie foram liberados na mesma arena. O ensaio continuava
por mais trés dias, totalizando assim sete dias. Apds esse periodo, os abrigos foram
removidos da arena e o numero de insetos de cada espécie dentro de cada um dos
dois abrigos foi determinado. Nessas condi¢des, a primeira espécie liberada tinha a
oportunidade de ocupar os dois abrigos da maneira que o faria isoladamente,
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enquanto que a segunda espécie encontrava esses abrigos ocupados pela outra
espécie. Foram realizadas duas séries experimentais com 8 ensaios cada uma. Na
primeira série, P.megistus foi a espécie liberada previamente na arena e na segunda

série, T.infestans foi a espécie liberada inicialmente na arena.

4.3. Analise do padrao de distribuicdo de cada espécie nas

diferentes séries experimentais.

4.3.1. Avaliacao da distribuicaio em abrigos nas diferentes séries

experimentais.

Para cada espécie (T.infestans ou P.megistus) foram considerados quatro
diferentes tratamentos: isolada na arena (veja 4.1.2); liberada na arena
simultaneamente com a outra espécie (veja 4.1.1); liberada na arena antes da outra
espécie (veja 4.2) e liberada na arena depois da outra espécie (veja 4.2). A
distribuicdo nos dois abrigos da arena experimental foi considerada para analise
estatistica como o médulo da diferenca do niumero de insetos entre os dois abrigos,
ou seja, a diferenga absoluta entre o numero de insetos no abrigo 1 e 0 numero de
insetos no abrigo 2. Para T.infestans, a média desse valor foi analisada em cada um
dos quatro tratamentos mediante ANOVA. Para P.megistus, cujos valores obtidos
nao atendiam as suposi¢coes para ANOVA, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
nesta analise. Foram realizadas comparagdes multiplas de Tukey ou de Dunn nos

casos de Anova ou teste de Kruskal-Wallis, respectivamente.

4.4.2 Avaliagao do numero de insetos fora dos abrigos nas diferentes séries

experimentais.

Para cada espécie (T.infestans ou P.megistus) foram considerados os
mesmos quatro tratamentos anteriormente citados. A média de insetos fora dos
abrigos foi analisada em cada um dos quatro tratamentos mediante teste de Kruskal-
Wallis, seguido de comparagdes multiplas de Dunn.
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4.4.3. Avaliacao da distribuicdo de cada espécie nos abrigos quando co-

habitam na arena.

A distribuicdo de T.infestans nos abrigos foi comparada a distribuicao de
P.megistus nos abrigos para cada tratamento no qual as espécies co-habitaram na
arena: quando liberadas simultaneamente (veja 4.1.1); quando T.infestans era
liberado previamente (veja 4.2); quando P.megistus era liberado previamente (veja
4.2). A distribuicdo nos dois abrigos da arena experimental foi considerada para
analise estatistica como o modulo da diferenca de numero de insetos entre os
abrigos 1 e 2. A média desse valor foi comparada entre as duas espécies mediante
teste t de Student ou teste de Mann-Whitney, nos casos em que os valores nao

atendiam as suposicdes para teste t de Student.
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1. Efeito da densidade de insetos e da iluminacao do ambiente

sobre o uso de abrigos

1.1.0 efeito da densidade de insetos

A Figura 13 mostra a propor¢ao média de insetos que permaneceram fora
dos abrigos quando diferentes densidades de insetos (20, 40, 60, 80 ou 100) foram
testadas.

Os dados demonstram que P.megistus possui uma tendéncia maior a
permanecer fora dos abrigos quando comparado a T.infestans (Figura 13). Vemos
que para P.megistus, mesmo frente a baixas densidades, cerca de 9% dos insetos
permaneceu fora dos abrigos (Figura 13). Em qualquer densidade testada, a
proporgao de insetos fora dos abrigos é significativamente maior para P.megistus (t
de Student, P<0,001).

A densidade de insetos afetou significativamente a proporg¢ao de individuos
que permaneceu fora dos abrigos tanto para T.infestans (ANOVA, P<0,001), quanto
para P.megistus (Kruskal-Wallis, P<0,001). Quando analisamos a proporgéo de
insetos que permaneceram fora do abrigo em fungcdo da densidade, podemos
observar que T.infestans (Figura 13) sofreu um efeito significativo somente no salto
entre 80 e 100 insetos (Tukey, P<0,001). Ja P.megistus (Figura 13) mostra
significativa diferenga da proporcao de insetos fora do abrigo entre a série com 40
insetos e a série com 80 insetos (Dunn, P<0,01) e ainda entre a série com 80 e a
série com 100 insetos (Dunn, P<0,001). Logo, o efeito da densidade é
significativamente diferente nas duas espécies (ANOVA, P<0,001), sendo maior em

P.megistus.

1.2. O efeito da iluminacao

A Figura 14 mostra a propor¢cédo de insetos fora dos abrigos quando
T.infestans ou P.megistus, permaneceram sob ciclo de luz ou sob escuriddo
permanente.

A média de insetos observada fora dos abrigos sob ciclo de luz (Figura 14) foi
significativamente maior em P.megistus do que em T.infestans (t de Student,
P<0,05).

Ja sob escuriddo permanente, ndo houve uma diferenca significativa no
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comportamento de P.megistus e T.infestans (Figura 14), embora a média de insetos
fora do abrigo seja maior para T.infestans.

A proporcao de insetos fora do abrigo sob ciclo de luz foi significativamente
menor do que sob escuriddao permanente tanto para P.megistus (t de Student,
P<0,01), quanto para T.infestans (t de Student, P<0,0001) (Figura 14). Logo, a
diferenga entre a proporgao de insetos fora do abrigo no ciclo de luz e na escuridao

(Figura 14) é maior para T.infestans.

2. Estudo da interagao em abrigos entre T.infestans e P.megistus.

2.1. Agregacao ou repeléncia interespecifica no abrigo entre

T.infestans e P.megistus?

Os resultados das series controle com as espécies separadas mostraram que
a distribuicdo de insetos nos abrigos ocorreu ao acaso, tanto para T.infestans
(Figura 15a), quanto para P.megistus (Figura 16a). Isso significa que cerca de 50%
dos insetos permaneceram em cada um dos dois abrigos. Alem disso, uma baixa
proporcao de P.megistus, uma média de dois insetos por ensaio, permaneceu fora
dos abrigos (Figura 16a). Por outro lado, T.infestans nao apresentou essa
tendéncia, sendo que 100% dos insetos foram encontrados nos abrigos (Figura
15a).

Quando os insetos das duas espécies foram liberados simultaneamente e
permaneceram juntos por sete dias na mesma arena, a distribuicdo nos dois abrigos
continuou acontecendo de maneira aleatéria. Podemos observar que cerca de 50%
dos individuos de cada espécie foi encontrado em cada abrigo (Figura 15b e 16b).
Deve ser ressaltado que sob este tratamento uma baixa porcentagem de ninfas de
P.megistus ficaram fora dos abrigos (Figura 16b), enquanto nenhuma ninfa de
T.infestans apresentou esse padrao de comportamento (Figura 15b).

O tempo que as diferentes espécies demoraram a entrar nos abrigos nao foi
quantificado neste estudo. Porém, pudemos observar que em todas as séries
experimentais T.infestans entrou nos abrigos mais rapidamente do que P.megistus.
Enquanto para T.infestans era necessario um maximo de um dia para que todos os
insetos entrassem nos abrigos, para P.megistus dois a trés dias foram necessarios

para que a maior parte dos insetos entrassem nos abrigos, e, como foi mencionado,
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mesmo assim alguns insetos ficaram fora dos abrigos até o fim dos ensaios (Figura
16).

2.2. A presenca de uma espécie no abrigo afeta a entrada da outra

espécie?

Quando P.megistus (Figura 16c) foi liberado na arena trés dias antes que
T.infestans (Figura 15d), ambas as espécies se distribuiram aleatoriamente nos dois
abrigos. T.infestans, como nos outros experimentos, manteve uma proporgao
praticamente nula de insetos fora dos abrigos (Figura 15d). Cerca de 10% dos
P.megistus (Figura 16c) permaneceu fora dos abrigos, também de maneira
semelhante ao observado nos outros experimentos (Figuras 16a e b).

Quando T.infestans (Figura 15c) foi liberado na arena trés dias antes que
P.megistus (Figura 16d), mais uma vez, T.infestans e P.megistus co-habitaram os
abrigos. A proporgdo de cada uma das espécies foi similar nos dois abrigos,
indicando que as espécies continuaram a se distribuir aleatoriamente (Figura 15¢c e
16d). Entretanto, um fato marcante foi que cerca de 40% das ninfas de P.megistus

permaneceu fora dos abrigos (Figura 16d).

2.3. Analise do padrao de distribuicdo de cada espécie nas

diferentes séries experimentais.

N&o houve diferenga significativa na distribuicdo dos insetos nos abrigos 1 e 2
entre os quatro diferentes tratamentos (espécie isolada na arena; liberada na arena
simultaneamente com a outra espécie; liberada na arena antes da outra espécie;
liberada na arena depois da outra espécie), tanto para T.infestans (Figura 15),
quanto para P.megistus (Figura 16).

Para T.infestans (Figura 15), ndo houve diferenga significativa entre as
meédias de insetos fora dos abrigos nos quatro diferentes tratamentos (espécie
isolada na arena; liberada na arena simultaneamente com a outra espécie; liberada
na arena antes da outra espécie; liberada na arena depois da outra espécie). Ja
P.megistus (Figura 16) mostrou uma significativa diferenca na média de insetos fora
dos abrigos entre a série em que foi liberado na arena posteriormente a T.infestans

(Figura 16d) e as demais séries (Figuras 16a, b e ¢) (Dunn, P<0,0001). Entre as
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outras trés séries (espécie isolada na arena; liberada na arena simultaneamente com
a outra espécie; liberada na arena antes da outra espécie), P.megistus nao
apresentou diferencas significativas na média de insetos fora dos abrigos (Figura 16
a,bec)

A distribuicdo de T.infestans (Figura 15b, ¢ e d) e P.megistus (Figura 16 b,c
e d) nos dois abrigos nao teve diferenga significativa em nenhuma das séries
experimentais nas quais as espécies co-habitaram a arena: quando liberadas
simultaneamente (Figura 15b e 16b); quando P.megistus era liberado previamente
(Figura 16¢c e 15d) e quando T.infestans era liberado previamente (Figura 15c e
16d).
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Figura 13. Propor¢cdo média de insetos fora dos abrigos quando diferentes
densidades de insetos foram liberadas na arena. Os dados refentes a P.megistus
estdo representados em vermelho, enquanto os referentes a T.infestans estdo em

azul.
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Figura 14. Média de T.infestans e P.megistus fora do abrigo sob ciclo de luz 12/12
LE (vermelho) e sob escuridao permanente (azul).
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Figura 15. Média de T.infestans megistus no abrigo 1 (vermelho), no abrigo 2 (azul)
e fora dos abrigos (verde) nos quatro diferentes tratamentos: (a) isolado na arena;
(b) liberado na arena simultaneamente com a outra espécie; (c) liberado na arena

antes da outra espécie e (d) liberado na arena depois da outra espécie.
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Figura 16. Média de P.megistus no abrigo 1 (vermelho), no abrigo 2 (azul) e fora dos
abrigos (verde) nos quatro diferentes tratamentos: (a) isolado na arena; (b) liberado
na arena simultaneamente com a outra espécie; (c) liberado na arena antes da outra

espécie e (d) liberado na arena depois da outra espécie.
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T.infestans mostra uma maior atividade de procura de abrigos nas ultimas
horas antes do amanhecer (Lorenzo & Lazzari 1998). Porém, a decisdo de entrar e
permanecer dentro de um abrigo ndo € somente modulada pela variagdo desta
motivacado no ciclo diario. Marcas quimicas de comunicagao intra-especifica estao
envolvidas no uso de abrigos (Lorenzo & Lazzari 1996, Lorenzo Figueiras & Lazzari
1998, Pires et al. 2002). As caracteristicas de iluminagdo e cor do local também
afetam drasticamente a probabilidade de escolha do refugio (Reisenman et al.
2000). Foi também demonstrado que T.infestans agrega-se preferencialmente em
abrigos com baixa umidade relativa do que em abrigos com alta umidade relativa
(Lorenzo & Lazzari 1999).

No presente estudo demonstramos que a densidade de ninfas influencia a
propor¢cao de insetos que entram e permanecem no abrigo para ambas as espécies
estudadas. A comparagdo entre as duas espécies, revelou que P.megistus
apresenta uma proporgao de insetos fora do abrigo significativamente maior que
T.infestans em todas as densidades testadas. Além disso, a resposta de P.megistus
frente ao aumento da densidade de insetos foi significativamente mais pronunciada
(Figura 13).

A proporgdo de ninfas de T.infestans que permaneceu fora dos abrigos foi
nula ou extremamente baixa em praticamente todas as densidades (Figura 13).
Somente entre as densidades de 80 e 100 insetos (Figura 13) a proporgao de ninfas
que permaneceu fora do abrigo foi significativamente maior. Dessa forma, sugerimos
que T.infestans apenas variou seu comportamento quando atingida a capacidade de
carga do abrigo. Sendo assim, o numero maximo de ninfas de T.infestans que
cabem no interior do abrigo no nosso desenho experimental aparentemente estaria
entre 80 e 100 individuos, em uma &rea correspondente a 10 cm? (vide pagina 29).

Algumas ninfas de P.megistus permaneceram fora do abrigo mesmo nas mais
baixas densidades (Figura 13). Esse padrdao de comportamento parece ser uma
caracteristica particular desta espécie. Para P.megistus, a faixa de densidade entre
80 e 100 insetos também parece ser critica, pois foi nela que observamos a
alteragao mais brusca na proporg¢ado de insetos que ficaram fora do abrigo (Figura
13). Esta variagdo esta provavelmente relacionada ao mesmo fator critico para
T.infestans, ou seja, a quantidade maxima de insetos que cabem no interior do
abrigo. Entretanto, P.megistus apresentou ainda uma alteragdo significativa de seu
comportamento entre as densidades de 40 e 80 insetos (Figura 13). Apesar de nao

existir uma significativa diferenga entre a proporg¢ao de insetos fora do abrigo entre
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as densidades de 40 e 60 ou 60 e 80 insetos, vemos que a partir de 40 insetos a
propor¢cao de individuos fora do abrigo comega a aumentar e que essa diferenga
passa a ser significativa quando atingida a densidade de 80 insetos. Logo,
P.megistus provavelmente sofre a influéncia da densidade em seu comportamento a
partir de densidades menores que T.infestans (Figura 13).

A diferenca observada entre as duas espécies pode ser devida a uma menor
tolerdncia de P.megistus as altas densidades de insetos no abrigo. Outra
possibilidade seria que para P.megistus o numero maximo de insetos que cabem no
interior do abrigo fosse menor que para T.infestans. Essa hipdtese poderia estar
relacionada tanto a uma diferengca de tamanho entre as espécies, quanto a uma
diferenga na tigmotaxia das mesmas. No ultimo caso, T.infestans possuiria uma
maior tigmotaxia, logo, tenderia a se agregar mais no abrigo que P.megistus. O fato
de uma proporgao de P.megistus sempre ter permanecido fora dos abrigos sugere
que esta espécie possui uma menor motivagdo para procura e entrada no abrigo.
Logo, qualquer fator que torne o abrigo menos atrativo, como aumento da
densidade, poderia promover a rejeicdo do mesmo pelo inseto.

Pereira et al. (1995) estudaram a relagcéo entre a densidade de insetos e o
aumento do peso corporal quando P.megistus ou T.infestans se alimentam em
hospedeiros ndo anestesiados. Esses autores demonstraram que para ambas as
espécies existe uma relagao inversamente proporcional entre densidade de insetos
e aumento de peso, de forma que quanto maior a densidade de insetos, menor o
ganho de peso individual. Entretanto, essa relagéo foi mais intensa para P.megistus
que para T.infestans, revelando que a densidade de insetos interfere de forma mais
pronunciada na obtencdo de respastos sanguineos em P.megistus do que em
T.infestans. Esses resultados, juntamente com nossos resultados sobre a relagao
entre densidade de insetos e uso do abrigo, sugerem que P.megistus é mais
sensivel que T.infestans a altas densidades de insetos. Dessa forma, € possivel que
T.infestans seja capaz de tolerar desenvolver-se em coldnias maiores que o
tamanho de colbnia tolerado por P.megistus. Essa hipdtese talvez ajudasse a
compreender porque as colbnias intradomiciliares de P.megistus nao chegam a
atingir a grande densidade de insetos observada nas colénias de T.infestans, que
podem alcangar mais de 3.000 individuos em uma s6 casa (Marsden 1980).

Quando testamos o efeito da iluminagdo em P.megistus e T.infestans, a
proporcao de insetos que permaneceu fora do abrigo sob ciclo de luz foi

significativamente menor do que sob escuriddo permanente (Figura 14). Dessa
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forma, a fototaxia negativa desses insetos demonstrou ter uma grande influéncia na
motivagao para a procura de abrigos.

Esse resultado ja era esperado pelo menos para T.infestans, uma vez que a
intensa fototaxia negativa dessa espécie ja foi demonstrada por alguns trabalhos
(Ward & Finlayson 1982, Reisenman et al. 1998, Reisenman 2000). Sob condi¢des
naturais de iluminagao, T.infestans mostra uma resposta fototatica negativa a luz
branca que parece ser causada principalmente pelo espectro de luz verde (Ward &
Finlayson 1982). A resposta fototatica negativa de T.infestans aumenta quanto maior
for a intensidade da luz (Reisenman 1998). Além disso, essa resposta varia de
acordo com a hora do dia, sendo que na escotofase os insetos tendem a evitar mais
intensamente a iluminagcdo mais do que na fotofase (Reisenman 1998). Uma vez que
essa variacao da resposta fototatica com a hora do dia é preservada em insetos que
permanecem sob escuriddo ou iluminagcdo permanente, conclui-se que este
comportamento esta sob controle circadiano (Reisenman 1998). Sendo assim, a
fototaxia negativa ndo depende somente de informagdes vindas do ambiente, mas
estd sob controle fisiolégico, o que revela a importante fungdo adaptativa desse
comportamento.

Nossos resultados revelam uma aparente diferenga entre a resposta fototatica
negativa de P.megistus e T.infestans, sugerindo que P.megistus poderia ter uma
menor sensibilidade a iluminagdo. Vemos que sob ciclo de luz P.megistus apresenta
uma quantidade significativamente maior de insetos fora do abrigo do que
T.infestans (Figura 14). Ja quando permanecem em completa escuriddo, a
propor¢cao de insetos fora dos abrigos nao variou significativamente entre as duas
espécies, sugerindo que a iluminagdo seria o fator responsavel pela diferenca
observada quando as espécies permanecem no ciclo de luz (Figura 14). A partir
desses resultados, seria interessante estudar mais detalhadamente a resposta
fototatica de P.megistus para que pudesse ser realizada uma comparagdao mais
apurada entre esta espécie e T.infestans.

Reisenman et al. (2002) sugerem que o controle circadiano da resposta
fototatica de T.infestans € modulado pela migragdo de pigmentos visuais presentes
nas retinulas desses insetos. Durante a fotofase, os pigmentos se concentram em
torno do rabdoméro central, fazendo com que somente a luz paralela ao eixo
longitudinal do omatideo atinja essa estrutura visual. Durante a noite esses
pigmentos se concentram marginalmente nas células e permitem que a luz atinja os

rabdémeros periféricos, aumentando a sensibilidade a luz. Além disso, a distancia
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entre a cornea e o rabdoma diminui durante a noite intensificando esse processo
(Reisenman et al. 2002). Possivelmente, estudar as estruturas e a fisiologia ocular
de P.megistus permitiria explicar as diferengcas entre a resposta fototatica desta
espécie e a de T.infestans.

Observamos que P.megistus é mais sensivel ao efeito da densidade de
insetos no abrigo, enquanto T.infestans é aparentemente mais sensivel ao efeito da
iluminagao. Isto revela a importancia de se estudar cada espécie de triatomineo em
particular, ndo generalizando as respostas comportamentais de uma espécie para as
demais espécies desta subfamilia. Por esse motivo, decidimos que antes de
partirmos para a avaliagdo do comportamento das espécies quando co-habitam no
mesmo ambiente, era necessario avaliar comparativamente alguns aspectos
relacionados ao uso do abrigo em cada espécie, como a densidade e a iluminagao.
Somente dessa forma poderiamos ter uma idéia da influéncia real de uma espécie
sobre o comportamento da outra no contexto de exploragédo de abrigos, eliminando o
efeito conhecido dos outros componentes estudados.

Um aspecto essencial avaliado foi a maneira como cada espécie se distribui
em arenas que apresentavam dois abrigos artificiais. Somente através do
conhecimento do padrao de distribuicdo em abrigos de cada uma das espécies
isoladamente (Figuras 15a e 16a), poderiamos avaliar se existiia uma mudanca
desse padrdo quando as espécies estivessem juntas na arena experimental. Nossos
experimentos revelaram que ambas as espécies, quando isoladas na arena, se
distribuem aleatoriamente entre os dois abrigos, ou seja, cerca de 50% dos insetos
permanecem em cada abrigo (Figura 15a e 16a). Através deste simples
experimento demonstramos pela primeira vez esse padrao de comportamento nas
espécies estudadas. Visto que triatomineos mostram uma tipica resposta de
agregacao (Lorenzo Figueiras et al. 1994, Figueiras & Lazzari 2000), caracterizada
pela tendéncia dos insetos de permanecerem agrupados em locais especificos, nao
seria surpreendente que, mesmo na presengca de dois abrigos disponiveis, 0s
insetos se agregassem somente em um deles. Entretanto foi observado exatamente
o contrario, para ambas as espécies (Figura 15a e 16a).

Pudemos observar que P.megistus, isolado na arena, apresentou
aproximadamente 10% dos insetos fora dos abrigos (Figura 16a). Ja T.infestans nao
demonstra esse comportamento, sendo que todos os insetos permaneceram no
interior do abrigo (Figura 15a). Esses resultados estdo de acordo com os resultados
obtidos no estudo do efeito da densidade sobre o uso do abrigo (Figura 13), bem
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como no estudo do efeito da iluminagao (Figura 14).

O objetivo central deste estudo foi esclarecer se ha agregacgao ou repeléncia
dentro de abrigos entre P.megistus e T.infestans. Nossos resultados revelam que as
duas espécies usam simultaneamente o mesmo abrigo, mesmo na existéncia de
dois abrigos disponiveis. Ambas as espécies se distribuiram aleatoriamente em cada
um dos dois abrigos (Figura 15b e 16 b), ndo diferindo do padrao de distribuicdo das
espécies quando isoladas na arena (Figura 15a e 16a). Além disso, P.megistus
manteve sua proporgdo usual de insetos fora do abrigo, enquanto para T.infestans
todos os insetos permaneceram no interior dos abrigos (Figuras 15b e 16b). Logo,
nao parece existir qualquer influéncia da presenca de uma espécie no
comportamento da outra, sequer um processo de repeléncia mutua entre essas
espécies, como proposto por Neves & Paulini (1982). Haveria indicio de repeléncia
caso os insetos das diferentes espécies ocupassem abrigos diferentes, ou ainda, se
uma espécie ocupasse os dois abrigos enquanto a outra permanecesse fora dos
mesmos.

Neves & Paulini (1982) sugerem que exista um processo de repeléncia mutua
entre T.infestans, P.megistus e T.sordida, mediado pela presenca fisica de
barbeiros, pelo odor desses insetos (feroménios) e pelo odor das fezes e urina.
Contradizendo esse trabalho, Lorenzo Figueiras and Lazzari (1998) demostraram
que os sinais de agregagao presentes nas fezes de T.infestans, T.sordida e
T.guasayana provocam a agregacao dos insetos inter e intraespecificamente. Ainda
em contraste, Pires et al. (2002) demonstraram que P.megistus e T.infestans sao
atraidos pelas fezes e por compostos cuticulares (footprints) da outra espécie. O
presente trabalho demonstra que a presenca fisica de barbeiros ou odores
produzidos pelos mesmos também ndo desencadeia qualquer resposta de
repeléncia entre P.megistus e T.infestans.

Nossos resultados sdo extremamente coerentes com o fato de inexistir uma
alta especificidade dos sinais de agregacdo de tratomineos, o0 que tem sido
exaustivamente demonstrado em outros trabalhos (Cruz-Lépez et al. 1993, Lorenzo
Figueiras & Lazzari 1998, Lorenzo Figueiras 2002, Pires et al. 2002). Em Hemipteros
a existéncia de respostas de agregacao intra e interespecificas ndo foi demonstrada
somente nos triatomineos. Seis diferentes espécies de pentatomideos (Hemiptera:
Pentatomidae), Nezara viridula, Acrosterum hilare, Chlorochroa ligata, Chlorochroa
sayi, Thyanta pallidovirens e Euschistus conapersus, também apresentam esse
padrdo de resposta comportamental aos sinais de agregagao (Fucarino et al. 2004).
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Quando ninfas de primeiro estadio de quaisquer duas espécies das citadas
anteriormente foram colocadas juntas em arenas circulares, ocorreram respostas de
agregacao interespecificas similares as respostas intraespecificas naturais de cada
espécie (Fucarino et al. 2004). Em busca de identificar a composigao quimica dos
sinais de agregacédo, esses autores demonstraram que as diferentes espécies de
pentatomideos possuiam alguns compostos em comum e outros compostos
espécie-especificos (Fucarino et al. 2004).

Quando liberamos P.megistus inicialmente na arena, com posterior liberagao
de T.infestans, observamos que o padrao de distribuicdo de ambas as espécies foi
conservado (Figuras 16¢c e 15d). Sendo assim, ndo ha qualquer indicio de que a
ocupacao prévia dos abrigos por P.megistus tenha afetado o comportamento de
T.infestans. Pelo contrario, as espécies co-habitaram normalmente nos dois abrigos
artificiais e a proporgao usual de insetos fora dos abrigos foi observada.

Na série experimental na qual liberamos T.infestans inicialmente, com
posterior liberagdo de P.megistus, vemos que T.infestans manteve seu
comportamento invariavel (Figura 15c¢). Entretanto, P.megistus sofreu um aumento
brusco da quantidade de insetos que permaneceu fora dos abrigos (Figura 16d).
Essa quantidade superou aquela observada com a espécie isolada (Figura 16a) ou
quando liberada simultaneamente com T.infestans (Figura 16b). De qualquer forma,
as ninfas de P.megistus que entraram nos dois abrigos se distribuiram
aleatoriamente entre eles (Figura 16d) e co-habitaram com T.infestans (Figura 15c).
Sendo assim, nao parece ter ocorrido um processo de repeléncia entre as espécies,
entretanto algum fator relacionado a colonizagdo prévia do abrigo fez com que
P.megistus tivesse seu comportamento alterado.

Provavelmente o fato de o abrigo ja estar sendo utilizado ha trés dias e
consequentemente estar impregnado com algum sinal quimico faz com que a
percepcao de P.megistus do abrigo seja diferente da percepgédo de um abrigo limpo.
Seria possivel que, uma vez que P.megistus tenha uma tendéncia a evitar altas
densidades no interior do abrigo (Figura 13), essa espécie detecte o abrigo pré-
colonizado e a potencial presenga de sinais quimicos no abrigo como indicador de
densidade, tendendo a evita-lo. Esse padrdo de comportamento ja foi demonstrado
para Blattella germanica (Suto & Kumada 1981). Papéis de filtro impregnados por
sinais de agregacao de B. germanica sao capazes de induzir marcante resposta de
agregacado em individuos desta espécie. Entretanto, quando altas densidades de

insetos s&o utilizados para impregnar os papéis de filtro, B.germanica tende a evita-
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los, dispersando-se quando entra em contato com os mesmos (Suto & Kumada
1981).

Para avaliarmos melhor esse resultado, seria interessante realizarmos uma
série experimental onde P.megistus fosse liberado em duas etapas na arena, ou
seja, inicialmente vinte insetos seriam liberados e, apds trés dias, outros vinte
insetos da mesma espécie seriam liberados. Analisariamos assim, se o padrao de
distribuicdo observado para P.megistus nesta série experimental seria similar ou nao
ao padrao observado para esta espécie quando T.infestans foi liberado previamente
na arena. Dessa forma, poderiamos avaliar melhor se a variacdo da proporcao de
insetos fora do abrigo ocorre pelo fato do abrigo estar pré-colonizado ou se existiria
alguma influéncia de T.infestans sobre P.megistus.

Caso realmente exista algum processo responsavel por certo isolamento
espacial entre P.megistus e T.infestans, apoiamos a hipotese de que seria de ordem
competitiva e ndo mediado por fatores fisioldégicos, como sinais visuais e quimicos.
Aragéao (1971) sugere que P.megistus competiria em desvantagem com T.infestans,
o qual estaria mais bem adaptado para ocupar o nicho domiciliario. Pereira et al.
(1995) demonstra que T.infestans é mais eficiente que P.megistus em obter repastos
sanguineos em camundongos nao anestesiados, o que poderia estar associado a
forte atividade anestésica da saliva de T.infestans (Dan et al. 1999). Populag¢des
mistas de T.infestans e T.sordida desenvolvidas em arenas experimentais levam a
populacdo de T.sordida a decrescer até uma completa desaparicdo apos seis
meses, enquanto a populacédo de T.infestans nao é afetada (Oscherov et al. 2001,
2004).

Diferencas de sensibilidade a determinados fatores também poderiam
contribuir para a existéncia de certo isolamento espacial entre P.megistus e
T.infestans. Foi demonstrado que P.megistus € mais sensivel a choques térmicos
que T.infestans, sofrendo maior influéncia das variagbes bruscas de temperatura
sobre o0 processo de ecdise e a sobrevivéncia da espécie (Rodrigues et al. 1991,
Garcia et al. 1999). P.megistus mostra-se muito mais susceptivel que T.infestans ao
efeito da deltametrina, um inseticida piretréide (Diotaiuti et al. 2000). Além disso, foi
demonstrado no presente trabalho que P.megistus possui maior sensibilidade que
T.infestans frente a altas densidades de insetos.

O estudo da existéncia de repeléncia ou agregacdo entre P.megistus e
T.infestans pretende esclarecer as contradigdes existentes na literatura sobre

triatomineos. Nossos resultados, juntamente com resultados prévios obtidos por
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Pires et al. (2002) nos levam a concluir que nao existe repeléncia aparente entre
P.megistus e T.infestans.

De fato, ja foi reportada a colonizagao simultanea de habitagdes pelas duas
especies (Dias 1955), um processo que seria inconcebivel caso essas espécies se
repelissem mutuamente, como propdéem Neves & Paulini (1982). Dias (1955) reporta
que entre 1943 e 1953, foram identificados 877 domicilios onde colbnias de
P.megistus e T.infestans ocorriam simultaneamente. Dessa forma, caso essas
espécies tenham se isolado espacialmente, como sugeriram varios trabalhos
posteriores (Dias 1965, 1968, Aragao 1971, Silva 1971, Forattini 1976, Forattini et al.
1977a, 1980), os processos responsaveis por esse isolamento seriam de ordem
competitiva ou ainda mediados pelas diferengas comportamentais particulares de

cada espécie que levariam a uma distingao de nichos ecoldgicos.
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Os resultados apresentados nesse estudo podem ser de grande valia para
subsidiar as acgdes de controle da doengca de Chagas nas atuais condigbes
epidemioldgicas. P.megistus é uma das espécies de triatomineos com maior
importancia vetorial no Brasil. Uma vez que ocorre no ambiente silvestre e tem
demonstrado alta capacidade de colonizacdo do ambiente peridomiciliar e
intradomiciliar, as acdes de controle focalizadas em seu combate enfrentam um
grande desafio. Mesmo apds as atividades de borrifagdo do domicilio com
inseticidas existira sempre a possibilidade de re-colonizacdo dessas habitagdes por
individuos provenientes do ambiente silvestre. Visto que nao ha possibilidade de
erradicagdo completa da espécie, faz-se entdo necessario um eficiente programa de
controle e vigilancia epidemioldgica, de forma a identificar constantemente qualquer
indicio de colonizagdo domiciliar e elimina-lo antes que prolifere. Nesse contexto,
estratégias que aumentem a sensibilidade da deteccdo domiciliar de triatomineos e
facilitem o controle podem exercer uma grande contribuigao.

Atualmente a deteccédo de infestagoes domiciliares nos programas de controle
€ realizada basicamente pela procura ativa de triatomineos e/ou sinais de
colonizagéao (fezes, urina e exuvias) (Dias 2002). Em casos de baixa infestagao
esses métodos podem ser ineficazes e como solugdo para esse problema tem-se
introduzido nas estratégias de deteccdo o uso de desalojantes quimicos como a
Pirisa (SUCAM 1980, Steindel et al. 1994).

Outra estratégia, que tem sido utilizada na Argentina, € a instalagdo de
biosensores nas paredes do interior das casas ou anexos peridomiciliares, os quais
séo revisados regularmente (Gomez-Nufez 1965, Garcia Zapata et al. 1985,
Wisnivesky-Colli et al. 1987). Esses sensores consistem basicamente em pequenas
caixas de papelao com aberturas laterais, cujo interior oferece um espago escuro e
uma grande superficie de contato, ndo apresentando cola, nem inseticidas para
efeitos de controle. Os insetos encontram os sensores ao acaso e geralmente os
escolhem como abrigos (Schofield 1994, Gurtler et al. 1999). Vazquez-Prokopec et
al. (2002) sugerem que estes sensores podem inclusive ser produzidos com caixas
de leite tipo longa vida, contribuindo para um menor custo da operagédo, bem como
para a reciclagem de lixo. Apés um periodo de aproximadamente seis meses, a
entrada previa de triatomineos no interior destes sensores € determinada através da
abertura das caixas e procura de sinais como ovos, excrementos, exuvias ou 0s
proprios insetos que podem permanecer no interior dos dispositivos. Apos a

deteccao, procede-se a borrifagdo do domicilio e peridomicilio, normalmente com
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inseticidas piretréides (Gurtler et al. 1999).

O desenho dos sensores descritos acima poderia ser aperfeigoado utilizando-
se o conhecimento sobre fatores que definem a escolha de abrigos em triatomineos.
A marcante tigmotaxia destes insetos sugere que as caixas sensor devem oferecer
em seu interior uma grande superficie de contato e numerosa quantidade de
esconderijos. Para isso, pode-se colocar no interior das caixas uma sanfona de
papel que apresente furos, como foi adaptado por alguns autores (Wisnivesky-Colli
et al. 1987, Candioti & Paulone 1997). Visto que Reisenman et al. (2000)
demonstraram que T.infestans escolhe preferencialmente superficies escuras para
repousar ou abrigar-se, sugerimos que as caixas sensor deveriam ser de cor escura
para aumentar a sua atratividade para os triatomineos.

Nossos resultados demonstram que uma alta densidade de insetos no interior
de abrigos interfere na probabilidade de escolha dos mesmos. Dessa forma, as
caixas sensor devem possuir um tamanho compativel com o numero de triatomineos
possivelmente presente nas habitacées. Caso o sensor seja ocupado por muitos
insetos, atingindo uma alta densidade em seu interior, outros individuos podem n&o
entrar. A intensa fototaxia negativa dos triatomineos, demonstrada nédo somente
neste trabalho, mas em varios outros (Ward & Finlayson 1982, Reisenman et al.
1998, Reisenman 2000), indica que o interior dos sensores deve ser o mais escuro
possivel. Dessa forma os orificios de entrada da caixa sensor devem ser planejados
de forma que evitem ao maximo a entrada de luz. Todos esses fatores contribuem
para que os biosensores constituam abrigos ideais para os triatomineos.

A associagao desse tipo de biosensor com uma isca quimica que tenha a
capacidade de atrair triatomineos, como a mistura de volateis desenvolvida neste
trabalho, aumentaria significativamente a sensibilidade da detecgdo e por
conseguinte representaria uma melhor ferramenta de controle. No caso particular de
P.megistus, que mesmo apos a borrifagdo das habitagbes com inseticida, procede
re-colonizagdo (Dias 1965, Forattini et al. 1977a), uma maior sensibilidade de
deteccao faz-se essencial.

Atualmente, estamos desenvolvendo em nosso laboratorio uma matriz de
liberacdo lenta e continua da mistura de volateis sintéticos identificados nas fezes,
para que possamos realizar estudos de campo. De fato, ja estamos testando em
dois municipios brasileiros a eficiéncia de tais dispositivos de liberagdo dos odores
associados com sensores de deteccéo.

O primeiro municipio, Piracema, situa-se em Minas Gerais e apresenta um
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consideravel histérico de detec¢cdo domiciliar de P.megistus. O segundo municipio,
Arneiroz, situa-se no Ceara e apresenta um notavel histérico de infestacdo domiciliar
com T.brasiliensis e T.pseudomaculata. Em cada uma dessas localidades
selecionamos um grupo de casas nas areas cujo historico de detecgao domiciliar de
triatomineos indicava risco de colonizagao dos insetos. Nessas casas e/ou em seus
anexos peridomiciliares foram instalados pares de biosensores similares aqueles
descritos por Wisnivesky-Colli et al. (1987) (Figura 17). Consideramos cada par de
biosensores como uma unidade experimental, sendo que um dos biosensores
possui em seu interior a matriz de liberacdo impregnada com os odores, enquanto o
outro apresenta somente a matriz sem odores, como controle. Dessa forma,
pretendemos avaliar se a mistura das substancias volateis presentes nas fezes é
capaz de aumentar a sensibilidade de deteccéo de triatomineos dos biosensores.
Caso obtenhamos sucesso nesses estudos, poderiamos propor uma nova
ferramenta de deteccao de triatomineos a ser utilizada em programas de controle e
vigilancia epidemioldgica da doenga de Chagas.

Figura 17. Biosensor utilizado nos trabalhos de campo em Piracema (MG) e

Arneiroz (CE). A esquerda, parte externa apresentando fotografia & escolha do
morador (1) e detalhe da abretura lateral (2). A direita, parte interna contendo
sanfona de papel com orificios (3) e dispositivo de liberagao lenta e continua dos
odores (4).

82



Discussdo Geral

Entretanto, estudos mais apurados, tanto em laboratério quanto em campo,
sdo ainda necessarios para alcangcarmos esse objetivo. Embora estejamos
trabalhando com a mistura dos cinco compostos, pretendemos ainda testar se
diferentes combinagdes desses compostos teriam potencial para recrutar insetos ao
interior de abrigos. E possivel que a presenca de todos os compostos ndo seja
necessaria para aumentar significativamente a agregacéo dos insetos em abrigos.
Poderiamos, dessa forma, simplificar a mistura de odores, tornando mais pratica e
econdbmica sua potencial aplicacdo em larga escala. Além disso, os estudos
comportamentais testando diferentes isbmeros de 2,3-butanediol podem ajudar-nos
a identificar uma forma mais atrativa desse composto, o0 que poderia aumentar a
sensibilidade de deteccgao de triatomineos usando a mistura como isca. Finalmente,
precisamos confirmar em campo, se no contexto de agregagdo em abrigos
domiciliares, o comportamento dos triatomineos € influenciado pela presenca da
mistura de volateis de maneira similar aquela observada nos estudos de laboratério.

Posteriormente, seria possivel incorporar inseticida aos biosensores iscados
com a mistura de volateis, de forma que o proprio sensor de detecgcao fosse capaz
de atrair e eliminar os triatomineos no interior dos domicilios. Embora esta seja uma
promissora estratégia de controle, uma preocupagéo que tem surgido atualmente no
combate a triatomineos é a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia a
inseticidas. Ja foram descritas mais de 500 espécies de insetos e acaros com
resisténcia a uma ou mais classes de inseticida (Feyereisen 1995, Brogdon &
McAllister 1998). Entre os triatomineos vetores, ja foi identificada resisténcia a
inseticidas em T.infestans e R.prolixus, principais espécies alvo das acgbes de
controle (Zerba 1999, Vassena et al. 2000, Gentile et al. 2004). Mesmo que nesse
contexto o uso de inseticidas deva ser evitado, a quantidade de inseticidas utilizada
no sensor seria drasticamente menor aquela aplicada na unidade domiciliar. Além
disso, o controle seria mais direcionado ao inseto e a dose de inseticida no interior
do sensor seria suficiente para mata-lo. Diferentemente de quando se borrifa a casa
nao ocorreria contato de insetos com doses sub-letais de inseticida. Provavelmente,
tudo isso diminuiria a velocidade do processo de desenvolvimento de resisténcia.

Uma alternativa para evitar o uso de inseticidas seria usar a isca quimica para
atrair os triatomineos domiciliados ao interior de armadilhas que imitem o desenho
do sensor, mas apresentem no interior uma superficie adesiva para aprisionar os

insetos. Outra possibilidade seria atrai-los para armadilhas contendo fungos

83



Discussdo Geral

entomopatogénicos que sejam efetivos em eliminar triatomineos. Alguns trabalhos ja
demonstraram a entomopatogenicidade de fungos como Metarhizium anisopliae e
Beauveria bassiana em triatomineos e sugerem que 0s mesmos poderiam ser
utilizados no controle desses vetores (Romana et al. 1987, Luz et al. 1998, Juarez et
al. 2000). Os fungos Aspergillus giganteus e Penicillium corylophilum possuem efeito
entomopatogéncio tanto em P.megistus quanto em T.infestans (da Costa et al.
2003).

O uso de bactérias simbiontes geneticamente transformadas para controlar a
infecgdo dos triatomineos pelo T. cruzi € outra estratégia que vem sendo avaliada
para o controle da doenga de Chagas (Beard et al. 2002). Simbiontes naturais de
triatomineos, como Rhodococcus rhodnii, sdo geneticamente transformados para
que, uma vez no interior do trato digestivo dos insetos, produzam substancias com
acao tripanossomicida (Beard et al. 2002, Dotson at al. 2003). Uma vez que
Rhodococcus rhodnii € adquirido através de coprofagia pelos estadios ninfais recém
eclodidos (Baines 1956), seria possivel disseminar a bactéria transgénica em
coldnias inteiras a partir da infeccdo de alguns individuos. Foi desenvolvido um
produto, denominado CRUZIGARD®, que simula fezes de triatomineos e possui
bactérias transgénicas com acéo tripanossomicida (Beard et al. 2002). Esse produto
tem sido avaliado como forma de dispersar a bactéria em colénias e os resultados
mostram que os insetos sdo motivados a sugar CRUZIGARD® (Beard et al. 2002).
Visto que esse produto imita as fezes de triatomineos, a associacdo deste com a
mistura de substancias desenvolvida em nosso trabalho, a qual tem sua origem nos
sinais de agregacao das fezes, provavelmente simularia um contexto semelhante ao
natural da coprofagia. Dessa forma, os insetos seriam atraidos pelos volateis das
fezes e quando chegassem a fonte de liberagdo dos odores encontrariam as fezes
sintéticas contendo bactérias com agao tripanossomicida.

Demonstramos neste trabalho que P.megistus e T.infestans co-habitam no
interior de abrigos sem processo aparente de repeléncia entre as espécies. Além
disso, os estudos com T.infestans desenvolvidos por nossos colaboradores,
demonstraram que a mistura de volateis sintéticos possui efeito similar nesta espécie
ao observado para P.megistus, recrutando os insetos para o interior de abrigos
(Lorenzo, comunicagao pessoal). Dessa forma, ferramentas de detecg¢ao e controle
que utilizem esses volateis poderiam ser aplicadas para o controle simultaneo de
P.megistus e T.infestans, nas areas onde essas espécies possam ocorrer em

simpatria. Os estudos com T.brasiliensis indicam que a mistura de odores também
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possui efeito significativo promovendo a agregacao desta espécie no interior de
abrigos (Vitta, comunicagao pessoal). Assim, a mistura de odores aqui apresentada
representa uma isca quimica multiespecifica que poderia ser utilizada em diferentes
regides no controle de diferentes espécies com relevancia epidemioldgica.

Deve ser ressaltado que cada espécie de triatomineo possui suas
particularidades comportamentais e que o conhecimento dessas particularidades
pode contribuir nas estratégias de controle direcionadas para cada espécie. Nossos
resultados demonstram que P.megistus possui uma maior tendéncia a permanecer
fora dos abrigos que T.infestans. As diferentes intensidades das respostas de
fototaxia negativa de P.megistus e T.infestans provavelmente explicam porque para
P.megistus permanecer fora do abrigo, mesmo na presenga de luz, ndo seja tao
critico como para T.infestans. Este fator poderia tornar P.megistus mais visivel e
dessa forma mais facilmente detectavel, seja pelos moradores ou pelos guardas da
vigilancia epidemioldgica. Ja T.infestans, que dificilmente abandona os abrigos,
provavelmente consegue se esconder melhor e demora mais para ser detectado.

Nossos resultados indicam que P.megistus possui uma menor tolerancia as
altas densidades no interior do abrigo que T.infestans. Além disso, Pereira et al.
(1995) demonstraram que a densidade de insetos interfere de forma mais
pronunciada na obtencdo de respastos sanguineos em P.megistus do que em
T.infestans. A densidade de insetos possui uma influéncia no nimero de individuos
que permanece fora dos abrigos, tanto em P.megistus quanto em T.infestans. Sendo
assim, podemos esperar que quanto maior for o tamanho da colénia domiciliar,
maior sera o numero de insetos que sairdo dos abrigos e dessa forma estardo
visiveis, facilitando a deteccdo. No caso de P.megistus, isso provavelmente
acontecera em densidades sensivelmente menores.

A saida de insetos de seu abrigo de origem poderia ser impulsionada por uma
motivagao para a procura de novos abrigos. O estudo da distribuicdo de P.megistus
e T.infestans em abrigos revelou que esses triatomineos, na presenca de dois
abrigos, se distribuem homogeneamente entre esses refugios. Essa tendéncia a se
distribuir entre os abrigos parece ser independente da densidade, visto que 20
insetos, uma densidade pequena, se distribuem em proporgdes iguais nos dois
abrigos. Dessa forma, poderiamos esperar que os triatomineos, pelo menos das
espécies estudadas, distribuam-se nos abrigos em determinado ambiente de acordo
com a disponibilidade e numero de abrigos existentes. Sendo assim, uma casa

infestada pode apresentar colénias distribuidas em diversos locais, o que dificulta a
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eliminagao desses insetos. Isso reforca a necessidade de se fazer uma cobertura
completa da casa ao borrifar a unidade domiciliar com inseticida mesmo quando um
unico inseto for detectado.

Sabe-se que as colbnias domiciliares de T.infestans podem chegar a mais de
3.000 insetos, enquanto as de P.megistus jamais atingem sequer a metade dessa
propor¢gao (Marsden 1980). Esses dados podem estar relacionados a maior
tolerancia de T.infestans as altas densidades de insetos. Além disso, o fato de
P.megistus permanecer fora dos abrigos com maior frequéncia que T.infestans e
dessa forma, ser mais facilmente detectado, pode contribuir para que as col6nias
intradomiciliares desta espécie nunca atinjam grandes tamanhos. Cabe ainda
ressaltar que T.infestans mostra-se uma espécie extremamente bem adaptada ao
ambiente domiciliar e que parece competir em vantagem contra outras espécies na
exploragéo de recursos (Aragao 1971, Pereira et al. 1995, Oscherov et al. 2001,
2004).

Varios trabalhos sugerem isolamento espacial ou substituicdo de nichos entre
P.megistus e T.infestans (Dias 1965, 1968, Aragdo 1971, Silva 1971, Forattini 1976,
Forattini et al. 1977a, 1980). A maioria desses trabalhos teve como referéncia dados
epidemioldgicos de areas onde a borrifagdo das casas com inseticidas estava sendo
realizada. Nao sabemos até que ponto os inseticidas poderiam influenciar na
ocorréncia de P.megistus ou T.infestans nas habitagbes. Ja foi demonstrada a
existéncia de uma marcante diferenga de susceptibilidade a deltametrina entre
T.infestans e P.megistus (Diotaiuti et al. 2000). Tanto a porcentagem de insetos
paralisados por baixas doses de deltametrina (2,5 mg ai/m?), quanto a porcentagem
de insetos mortos por doses maiores (5 mg ai/m?), revelou que P.megistus é muito
mais susceptivel que T.infestans (Diotaiuti et al. 2000). Esses autores também
estudaram as respostas comportamentais de P.megistus e T.infestans quando em
contato com baixas doses de deltametrina e demonstraram que estas doses
produziam excito-repeléncia nesses insetos. Entretanto, diferentemente de
T.infestans, P.megistus apresentou ndo somente um aumento da atividade
locomotora, mas ainda realizou tentativas de vé6o como forma de escapar das
superficies tratadas com inseticida. Diotaiuti et al. (2000) sugerem que a
deltametrina, mesmo em doses sub-letais, poderia inibir a recolonizagdo de
habitagdes por P.megistus proveniente de ecotopos silvestres.

Nao encontramos na literatura dados que esclarecam ou demonstrem

nitidamente a existéncia de processos de repeléncia entre P.megistus e T.infestans.
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Este trabalho, juntamente com os dados de outros autores (Pires 2002), demonstra
que nao existe qualquer processo de repeléncia quimica entre essas duas espécies.
Dessa forma, o isolamento espacial sugerido por alguns trabalhos (Dias 1965, 1968,
Aragéo 1971, Silva 1971, Forattini 1976, Forattini et al. 1977a, 1980) nédo pode ser
explicado por processos quimicos e provavelmente estaria relacionado a processos
de ordem competitiva. Nossos resultados, bem como resultados de outros trabalhos
(Aragao 1971, Pereira 1995), sugerem que T.infestans estaria mais adaptado que

P.megistus para ocupar o nicho domiciliario.
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