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Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundacgéao O Ido Cruz

Centro de Pesquisa René Rachou

Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da Saude

Ata da vigésima quinta defesa de tese de doutorado do Programa de Pos-Graduacdo
em Ciéncias da Saude, da aluna Ana Cristina Renna de Vitta, sob a orientacdo da Dr.
Marcelo Gustavo Lorenzo.

Aos vinte e quatro dias do més de abril do ano de dois mil e nove, as quatorze horas, realizou-
se no auditério do Centro de Pesquisa René Rachou, a defesa da vigésima quinta tese de
doutorado do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Salude do Centro de Pesquisa René
Rachou/FIOCRUZ, como parte dos requisitos para a obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias
- area de concentracdo Doencas Infecciosas e Parasitdrias. A tese da aluna Ana Cristina Renna
de Vitta intitula-se "Comportamento sexual de Triatoma brasiliensis (Reduviidae:
Triatominae)". A banca examinadora foi constituida pelos professores: Dr. Marcelo Gustavo
Lorenzo - CPqRR/FIOCRUZ (orientador e presidente da banca), Dr. Paulo Filemon Paolucci
Pimenta - CPgRR/FIOCRUZ (membro titular), Dr. Rodrigo Pedro Pinto Soares -
CPgRR/FIOCRUZ (membro titular), Dr. Gabriel Manrique - UBA/Argentina (membro titular),
Dr. Eraldo Rodrigues de Lima - UFV (membro titular) e Dr. Ricardo Andrade Barata -
CPgRR/FIOCRUZ (membro suplente). Apds arglir a aluna e considerando que a mesma
demonstrou capacidade no trato do tema escolhido e sistematizagdo na apresentagdao dos
dados, a Banca Examinadora assim se pronunciou: De acordo com o regulamento do Programa
de P6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude, a aluna foi considerada

AP/OC/@Q . Uma vez encerrado o exame, eu, Marcelo Gustavo Lorenzo,

presidente da Banca, assino a presente ata juntamente com os membros da Banca
Examinadora. Belo Horizoﬁte, vinte e quatro de abril de dois mil e nove.
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Naturalmente, avancar é uma infidelidade — para com os outros, o
passado, as antigas idéias que cada um faz de si. Quem sabe cada dia nao
devesse conter pelo menos uma infidelidade essencial ou uma traicao

necessaria.

Hanif Kureishi, Intimidade



Ao meu Pai, Carlos de Vitta, historiador, professor, sociélogo, tedlogo,

humanitario e, sem duvida, o homem mais surpreendente que conheci.

Ao Leonardo Sydney, um presente da vida, por seu apoio que nunca faltou,
por sua paciéncia e carinho.
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Lista de Figuras

Triatoma brasiliensis.

Distribuicdo geogréfica (@) de Triatoma brasiliensis (b) Neiva, 1911 (AL: Alagoas;
BA: Bahia; CE: Ceara; GO: Goias; MA: Maranhdo; MG: Minas Gerais; PB: Paraiba;
PE: Pernambuco; PI: Piaui; RN: Rio Grande do Norte; SE: Sergipe; TO: Tocantins).
Fonte: Carcavallo 1999.

Representagdo esquematica de uma sensila olfativa de inseto (Chapman, 1998).

Desenho experimental para o estudo da atividade de triatomineos associados a um

abrigo artificial. A direita um detalhe do abrigo artificial de papeldo corrugado.

A) Desenho esquematico da gaiola de voo. B) Arena experimental utilizada no

interior da gaiola.

Gaiola de voo utilizada para analisar o inicio da atividade de voo em adultos de

Triatoma brasiliensis.

Desenho esquematico do olfatbmetro em “T” mostrando as escalas em cm (por

Arnaldo Aroeira).

Desenho esquematico do sistema de aquecimento das amostras de glandulas de

adultos de T. brasiliensis.

Desenho esquematico do sistema de extracdo por SPME, desorgdo térmica e

identificacdo das substancias em CG-EM das GMs de T. brasiliensis.

Desenho esquematico de um sistema de CG-EAD (Syntech, 2001).
Detalhe ampliado da interface do sistema CG-EAD (Syntech, 2001).

Padrdo temporal de saidas do abrigo em adultos de T. brasiliensis. Nimero médio de
fémeas (A) e machos (B) que sairam do abrigo por hora na auséncia e na presencga
de odores do sexo oposto. A barra acima do gréfico representa o ciclo de iluminagdo
artificial, branco: fase de luz; preto: fase escura. Teste ANOVA de medidas repetidas

(p<0,001) e analise post hoc mediante o teste de Tukey (*p<0,001, **p<0,001).

Padrao temporal de atividade locomotora em torno do abrigo em adultos de T.
brasiliensis. Nimero médio de passagens em fémeas (A) e machos (B) na auséncia
e presenga de odores do sexo oposto. A barra acima do gréfico representa o ciclo de
iluminacdo artificial: branco: fase de Iluz; preto: fase escura. Diferencgas
significativas na atividade locomotora ao longo do tempo foram definidas por meio

da ANOVA de medidas repetidas de dois fatores (limite discriminante, P<0,05) e
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Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

analise pos hoc mediante o teste de Tukey (*p<0,001).

Padrdo temporal de tentativas de cdpulas realizadas pelos machos. Os dados
graficados representam o numero médio de tentativas de cdpula por hora realizada
por machos na auséncia e na presenga de odores de fémea. Diferengas significativas
no numero médio de tentativas de cépula ao longo do tempo foram definidas por
meio da ANOVA de medidas repetidas de um fator (limite discriminante, P<0,05) e

analise pos hoc mediante o teste de Tukey (*p<0,0001).

Frequéncia média de inicio da atividade de voo em machos e fémeas de T.

brasiliensis. Letras diferentes representam diferengas significativas entre os grupos.

Orientagdo de machos e fémeas de T. brasiliensis durante o inicio da atividade de
voo. Os diagramas em roseta representam a frequéncia de escolha dos angulos
correspondentes a cada intervalo de 20° dentro do circulo. As linhas no diagrama
caracterizam o angulo médio («xp) com intervalo de confianga de 95%. A direcdo da
corrente de ar foi convencionalmente associada com o angulo 0°. Resultados ndo
significativos representam distribuicao uniforme (teste de Rayleigh com P>0.05) e
auséncia de direcionamento (teste-V com P>0.05). **Na série experimental onde os
machos foram estimulados com odor de fémeas (E), os dados ndo apresentaram
uma distribuicdo uniforme (teste Rayleigh, P<0.05) e neste caso, a orientagdo
ocorreu no sentido da fonte de estimulo (0°) (teste-V, P<0.05). *Quando as fémeas
foram confrontadas com corrente de ar transportando odor de machos (D), os dados
também ndo apresentaram uma distribuigdo uniforme (teste Rayleigh, P<0.05), no
entanto, o comportamento de orientagdo ndo foi direcionado a fonte de estimulo
(0°) (teste-V, P=0.05).

Frequéncia de inicio de voo em fungdo do tempo em, A) machos e B) fémeas de T.

brasiliensis confrontados com diferentes estimulos.

Respostas de fémeas de T. brasiliensis no olfatbmetro em “T".

Respostas de machos de T. brasiliensis no olfatbmetro em “T”. GMFO= fémeas com
o orificio das glandulas metasternais ocluido, CF= fémeas tratadas com parafina em
outra regido da superficie do corpo (controle), GMMO= machos com o orificio das
glandulas metasternais ocluido e CM= machos tratados com parafina em outra

regido da superficie do corpo (controle).

Frequéncia de cdpula em casais de T. brasiliensis: o papel das secrecGes exocrinas.
Controle= casais intactos, CM= machos com parafina aplicada no metatérax dorsal,
sem ocluir as glandulas, CF= fémeas com parafina aplicada no metatérax dorsal,
sem ocluir as glandulas, GMB/MFO= machos e fémeas com os orificios das glandulas
metasternais e de Brindley ocluidos, GMFO= fémeas com os orificios das glandulas
metasternais ocluidos, GMMO= machos com os orificios das glandulas metasternais
ocluidos, GBFO= fémeas com os orificios das glandulas de Brindley ocluidos e
GBMO= machos com os orificios das glandulas de Brindley ocluidos. Letras
diferentes acima das barras representam diferengas significativas (teste X2 seguido

de comparagdes multiplas de Bonferroni, P<0,003).

Perfil cromatografico das substancias produzidas pelas glandulas metasternais de
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Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

fémeas de T. brasiliensis (amostra com 08 GMs) identificados por meio da CG/EM
(Shimadzu 17A, Shimadzu 5050A). Foram representados apenas os compostos mais
abundantes. Os picos correspondentes sdo 1: 2-butanona, 2: 3-pentanona, 9:
2,2,4-trietil-5-metil-1,3-dioxolano 11: (2S)-metil-1-butanol, 16: (4R)-metil-1-
heptanol, 17: desconhecido e 18) (1R)-feniletanol. A lista completa pode ser vista

na tabela 1.

Respostas simultaneas do CG (FID) e do EAD utilizando uma antena de macho de T.
brasiliensis estimulada pelos componentes da secrecdo das glandulas metasternais
(10) de fémea. Os diferentes compostos sdo: 1) 3-pentanona, 2) 2,2,4-trietil-5-

metil-1,3-dioxolano 3) 2-metil-1-butanol, 4) 4-metil-1-heptanol e 5) 1-feniletanol.

Frequéncia relativa dos diferentes tipos de comportamento de rejeigdo apresentados

por fémeas (MA: movimentos abdominais, AC: achatamento corporal).

Numero de tentativas de cépula, porcentagem de rejeicées e frequéncia de copula
no tratamento com machos e fémeas em jejum (T1). O grafico inserto: representa a

frequéncia diaria de copulas em funcdo da idade.

Numero de tentativas de cépula, porcentagem de rejeigbes e frequéncia de cépulas
no tratamento com machos e fémeas alimentados (T2). O grafico inserto representa
a frequéncia diaria de cépulas em fungdo da idade e do estado nutricional. As setas

indicam o dia em que foi oferecido o repasto sanguineo.

Numero de tentativas de copula, porcentagem de rejeigdes e frequéncia de copulas
no tratamento com machos em jejum e fémeas alimentadas (T3). O grafico inserto
representa a frequéncia didria de cépula em fungao da idade e do estado nutricional.

As setas indicam o dia em que foi oferecido o repasto sanguineo.

Numero de tentativas de copula, porcentagem de rejeigdes e frequéncia de copulas
no tratamento com machos alimentados e fémeas em jejum (T4). O grafico inserto
representa a frequéncia didria de cépulas em funcdo da idade e do estado

nutricional. As setas indicam o dia em que foi oferecido o repasto sanguineo.

Numero de tentativas de copula, porcentagem de rejeigdes e frequéncia de copulas
no tratamento com machos jovens em jejum e fémeas alimentadas (T5). O grafico
inserto representa a frequéncia didria de cépulas em fungdo da idade e do estado

nutricional. As setas indicam o dia em que foi oferecido o repasto sanguineo.

Duracdo da primeira copula nos tratamentos 1M:1F e 3M:1F.

Duracdo da cépula no primeiro, segundo e terceiro acasalamento da série 3M:1F-.

Duragdo da primeira associagdo pos-acasalamento (APA) nas diferentes séries

experimentais. A linha pontilhada indica a duragdo méxima da APA na série 1M:1F.

Duracdo da segunda associacdo pos-acasalamento (APA) nas diferentes séries

experimentais. A linha pontilhada indica a duragdo maxima da APA na série 1M:1F.

Duracdo da terceira associacdo pds-acasalamento (APA) nas diferentes séries

experimentais. A linha pontilhada indica a duragdo maxima da APA na série 1M:1F.
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Tabela 1.

Tabela 2.

Lista de Tabelas

Escolha dos adultos de T. brasiliensis nas séries de calibragem do olfatdmetro
(SA=sem corrente de ar, AL=corrente de ar limpo). Diferengas significativas entre o
estimulo teste e o controle foram avaliadas utilizando o teste Binomial. *P< 0,05 e
n.s P> 0,05.

Compostos identificados nas glandulas metasternais (GMs) de fémeas de T.

brasiliensis através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa.
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O presente estudo privilegia os aspectos comportamentais relacionados com a atracao
sexual em Triatoma brasiliensis. Considerando o fato de que o abrigo € um recurso
fundamental para a sobrevivéncia na maioria das espécies de triatomineos e que o
sucesso reprodutivo se da por meio de um eficaz encontro com o parceiro sexual,
optamos por analisar o padrdo de atividade locomotora em relagao ao abrigo por adultos
desta espécie durante a fase escura do ciclo diario e verificar o efeito da presenca de
coespecificos nesta atividade. Uma vez fora do abrigo e motivados a procurar alimento
e/ou parceiro para o acasalamento, estes insetos podem caminhar ou voar em direcao a
fonte de estimulo. Neste sentido, avaliamos se existem sinais quimicos emitidos por
individuos do sexo oposto que sejam capazes de disparar o voo de machos ou fémeas.
Sabendo que estes insetos deslocam-se fundamentalmente caminhando, testamos se ha
comunicacdo mediada por odor entre os sexos através da técnica de olfatometria. O
proximo passo foi determinar a origem do sinal quimico que promovia as respostas dos
machos no olfatdmetro. Foi realizada a identificagdo quimica da secregcao das glandulas
metasternais através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
EM) e os diferentes componentes da secregdo destas glandulas foram testados na antena
de machos de T. brasiliensis por meio de cromatografia gasosa acoplada a
eletroantenografia (CG-EAD). Adicionalmente, foram descritos detalhadamente os
aspectos gerais do comportamento durante a cépula e caracterizados fatores fisioldgicos,
tais como idade e estado nutricional, que afetam a receptividade da fémea. Finalmente, o
efeito da presenca de grupos de machos sobre a duracdo da cépula e a existéncia de
comportamentos relacionados com competicdo sexual entre individuos foi analisada. Os
resultados encontrados mostram que a atividade locomotora nas proximidades do abrigo
(saidas do abrigo e atividade locomotora) € maior na primeira hora da fase escura, tanto
em fémeas quanto em machos de T. brasiliensis. Além disso, odor de fémea foi capaz de
provocar um aumento significativo no nimero de machos que sairam do abrigo. Uma vez
fora do abrigo, os machos aumentaram sua atividade quando odor de fémea foi
apresentado. Verificamos que uma proporgdo importante dos machos e fémeas inicia o
voo quando confrontados com correntes de ar limpo, porém de maneira ndo orientada. A

atividade de inicio de voo parece ser maior durante as primeiras horas da fase escura
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tanto em fémeas quanto em machos. Foi observado que a presenca de odor de fémea
provoca um aumento da atividade de inicio de voo nos machos. Além disso, foi possivel
comprovar que as respostas dos machos foram orientadas contra a corrente de ar
quando na presenca de odor de fémea. Nosso resultados mostram que as secrecbes das
glandulas metasternais de fémeas sdo relevantes para o sucesso da copula nesta
espécie. Surprendentemente, os dados mostraram que as secrecées das glandulas de
Brindley de fémea também parecem relevantes para o sucesso da copula em T.
brasiliensis. Nos testes de olfatébmetro verificamos que machos sao significativamente
atraidos por odor de fémea e de macho. Adicionalmente, foi possivel demonstrar que os
odores emitidos pelas glandulas metasternais de fémea sdo responsaveis pela resposta
de orientacdo dos machos no olfatbmetro. Os dados mostram que as glandulas
metasternais ndo sdo a fonte dos sinais quimicos que provocaram a atracdo de machos
por machos. As glandulas metasternais de T. brasiliensis também estdo envolvidas na
sintese de substédncias volateis, basicamente cetonas, dioxolanos e alcoois, sendo a 3-
pentanona o principal componente em ambos os sexos. No estudo de eletrofisiologia,
100% das antenas responderam a 3-pentanona, 71% ao (4R)-metil-1-heptanol, 28% ao
(2S)-metil-1-butanol e (1R)-feniletanol e 14% ao 2,2,4-trietil-5-metil-1,3-dioxolano.
Fémeas de T. brasiliensis exibem trés tipos de comportamento de rejeicdo em resposta
as tentativas de copulas realizadas pelos machos: movimentos abdominais, achatamento
corporal e evasdo. A idade afeta a motivacdo dos machos para realizar tentativas de
copula e o estado nutricional afeta a receptividade da fémea. Machos de T. brasiliensis
reagem a presencga de machos competidores guardando a fémea por um longo intervalo
de tempo. A anadlise do comportamento de fémeas sugere que elas sdo capazes de
reconhecer o estado nutricional dos machos e aceitar com maior frequéncia as tentativas

de copula dos machos alimentados.
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The present study privileges behavioral aspects related with the sexual
communication of Triatoma brasiliensis. The long range communication between sexes
mediated by odors was evaluated using an olfactometer. Males were significantly
attracted by odors of females or from other males. We tested whether males or females
are activated to leave their refuges in the presence of odors from individuals of the
opposite sex. The results show that male T. brasiliensis respond to the presence of
female odor leaving their refuges and showing a significantly higher locomotor activity.
Moreover, flight initiation experiments demonstrated that male insects take off more
frequently and in an oriented manner in the presence of air currents associated to female
odor. The metasternal glands of females showed to be the source of the signals
mediating male orientation. Nevertheless, the products of male MGs were not relevant to
mediate the observed male orientation to air currents associated to the odor of males.
Our results demonstrated that the metasternal glands of T. brasiliensis are involved in
the synthesis of volatile substances. These glands produce basically ketones, dioxolanes
and alcohols; 3-pentanone was the major constituent of the mixture for both sexes. The
use of GC-EAD allowed showing that male antennae respond to at least five of the main
compounds produced by female MGs. The relevance of these results for understanding
the behavioral repertoire of this species, particularly in the sexual context, is discussed.
The frequency of male copulatory attempts varied according to insect age. Females of
this species showed three types of rejection behaviour in response to male copulatory
attempts: flattening, abdominal movements and evasion. The analysis of female behavior
revealed that this rejection frequency was kept unchanged during the pre-feeding period.
After feeding, a gradual decrease in the number of rejections was observed, showing no
rejections after approximately 8 days post-feeding. We suggest that feeding triggers the
acceptance of the male copulatory attempts in T. brasiliensis females. Data showed that
70% of the females accepted to copulate with 3 different males in a one hour interval
and the remaining 30% did so with two different males. Pos-mating association

behaviour is described here for males of this species.
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1 Introducao

1.1 Triatomineos

Os triatomineos sdo insetos da ordem Hemiptera, pertencentes a
familia Reduviidae e a subfamilia Triatominae. Com base em
caracteristicas morfoldgicas, este grupo esta dividido em 136 espécies,
distribuidas em 18 géneros e estes Ultimos estdo contidos em 6 tribos.
Vale ressaltar que 125 espécies de 17 dos géneros e 4 tribos ocorrem
exclusivamente no continente americano (Schofield 1994, Galvao et al.
2003, Poinar 2005, Galvdo & Angulo 2006). S3o insetos hemimetébolos
gue apresentam cinco estadios ninfais seguidos por uma fase adulta, a
partir da qual adquirem asas e aparelho reprodutor. Os triatomineos sao
exclusivamente hematoéfagos em todas as fases da vida, tendo como
principais hospedeiros vertebrados endotérmicos. A ingestdao de sangue de
hospedeiros mdveis e que podem se proteger estd associada com a
evolucdo de adaptacdoes morfoldgicas e fisioldgicas convergentes que
facilitam o encontro preciso do hospedeiro, a rapida alimentacdo noturna
e uma ingestao de sangue farta e ocasional (Friend & Smith 1985). Os
triatomineos evoluiram desenvolvendo eficientes receptores de calor e CO;
gue lhes permitem localizar as suas presas na escuridao (Friend & Smith
1985, Barrozo et al. 2003, Diehl et al. 2003, Barrozo & Lazzari, 2004).
Seu aparelho bucal estd adaptado para a penetracdo na pele do
hospedeiro, para o encontro de vasos sanguineos apropriados e para a
alimentacdo rapida (Friend & Smith 1985)

A maioria das espécies de triatomineos ocupa ecdétopos silvestres,
onde vivem em estreita associacao com seus hospedeiros vertebrados.
Entretanto, varias espécies também invadem e colonizam o peridomicilio e
o domicilio humano, principalmente em &areas onde o habitat natural foi
degradado. Diante dessas condicdes, algumas espécies de triatomineos

tornam-se extremamente sinantrépicas (Zeledon & Rabinovich 1981).
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1.2 O Triatoma brasiliensis e a doenca de Chagas

O Triatoma brasiliensis (Figura 1) é atualmente o principal inseto
vetor da doenca de Chagas na regidao Nordeste do Brasil e encontra-se
amplamente distribuido pelos estados de Alagoas, Bahia, Cear3,
Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Sergipe, e Rio Grande do Norte,
além de Tocantins e Minas Gerais (Silveira et al. 1984, Carcavallo 1999)
(Figura 1). No ambiente silvestre, esta espécie encontra-se associada aos
abrigos de mamiferos tais como roedores, morcegos, marsupiais e vive
dentro de rachaduras em formacgoes rochosas tipicas da regido Nordeste
(Alencar 1987). Os insetos desta espécie sao capazes de invadir
freqlentemente 0 ambiente domiciliar, formando col6nias
intradomiciliares e transmitindo o Trypanosoma cruzi ao homem e a
outros hospedeiros domésticos (Dias & Vinhaes 2000). Além disso, em
alguns estados brasileiros (Ceara, Bahia, Alagoas, Minas Gerais e Rio
Grande do Norte) apresenta alta prevaléncia e varidavel porcentagem de
infeccao natural pelo T. cruzi (Costa et al. 2003). Estes dados indicam a
necessidade de uma vigilancia epidemioldgica permanente e medidas

continuas de controle contra este inseto vetor.

a g b

_____

Figura 1. Distribuicdo geografica (@) de Triatoma brasiliensis (b) Neiva, 1911.

Fonte: Carcavallo 1999.
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A doenca de Chagas é um dos principais problemas de saude publica
no continente americano. Esta zoonose acomete 8 milhdes de pessoas em
todo o mundo, enquanto outras 28 milhdes vivem em areas da América
Latina sob risco de contrair a doencga (TDR, 2005).

O agente etioldgico da doenca, o protozoario T. cruzi Chagas (1909)
é transmitido aos humanos, principalmente 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 6rgdos ou por via transplacentaria da mdae para o feto. O T.
cruzi pode ainda ser transmitido por via oral, como por exemplo, através
da ingestdao de alimento contaminado com fezes de triatomineos.
Entretanto, a transmissao vetorial € a mais importante, sendo responsavel
por cerca de 80% de todos os casos da doenca (Schofield 1994, Schofield
& Dias 1999).

Uma vez que um tratamento especifico para intervencdes em larga
escala na salude publica ainda nao esta disponivel, a principal estratégia
dos servicos de saude é a prevencao da transmissao através da
eliminacao de triatomineos vetores domiciliados. Nesse contexto, onde o
controle da doenca se faz principalmente através do combate ao vetor,
um maior conhecimento da fisiologia sensorial e do comportamento das
espécies vetores torna-se essencial.

Neste sentido, o comportamento representa uma importante
interface na interacao dos organismos com o seu ambiente e, portanto
deveria afetar de modo central a maneira como o planejamento das
atividades de controle destes insetos deve ser desenvolvida. Compreender
aspectos tais como os fatores que desencadeiam o voo, questdo
provavelmente critica para facilitar a invasao de novas moradias, podera
levar a concepcdo de novas estratégias de combate ao vetor. Conhecer
quais os sinais envolvidos nas diversas modalidades sensoriais que
participam na orientacao ao hospedeiro, ao parceiro sexual e ao abrigo,
podera adicionar informacdes sobre a comunicacdo quimica destes
insetos. Além disso, descrever os tipos de respostas de orientacdo, para

26



melhor entender a maneira com que estes insetos procuram e encontram
0S recursos importantes para sua sobrevivéncia ira contribuir para o
desenvolvimento de novas ferramentas de controle baseados na

manipulagao de seu comportamento.

1.3 Comportamento Sexual e Reproducao

Grande parte do sucesso adaptativo dos insetos deve-se a
caracteristicas de sua reproducao e desenvolvimento. Os insetos possuem
varios tipos de reproducdao, a saber, viviparidade, partenogénese,
pedogénese, poliembrionia e hermafroditismo, no entanto, a maioria das
espécies reproduz-se de maneira sexuada (Nation 2002). Isso significa
gue fémeas e machos sexualmente maduros devem estar presentes no
mesmo local ao mesmo tempo, para que, através do acasalamento, ocorra
uma transferéncia de espermatozdides. Uma vez que a maioria dos
insetos se reproduz de maneira sexuada, muitas espécies desenvolveram
mecanismos de aproximagao entre os sexos. Estes mecanismos podem
incluir sinais visuais, sonoros, vibracionais, tateis e/ou sinais quimicos
(Chapman 1998).

O comportamento sexual dos insetos nao termina necessariamente
com o primeiro acasalamento. Fémeas de muitas espécies de insetos
aceitam acasalar com mais de um macho (polidndria), estratégia que
envolve mecanismos de selecdo espermatica e avaliagcdo da qualidade
genética do macho pela fémea (Thornhill & Alcock 1983, Simmons 2001).
Quando uma fémea se re-acasala, a competicao espermatica pode
determinar qual esperma vai fertilizar seus ovos. Parker (1970) define
competicdo espermatica como a competicdao do esperma de dois ou mais
machos no aparelho reprodutor da fémea para fertilizar os ovos. Segundo
Thornhill & Alcock (1983), a maioria dos ovos é provavelmente fertilizada
pelo esperma procedente do ultimo macho que realizou a cépula, embora
as fémeas possam influenciar qual esperma fertilizara seus ovos
(Eberhard 1996).

Uma maneira na qual os machos podem reduzir a chance de sua

parceira aceitar o esperma de outro macho é formando associacdoes pos-
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acasalamento (APA) com sua parceira (Alcock 1994). Os machos podem
guardar a fémea apdés um acasalamento de trés formas diferentes:
fisicamente, mecanicamente ou quimicamente. Este comportamento visa
prevenir que a fémea copule com outros machos, por algum periodo de
tempo, que asseguraria que seu esperma fosse utilizado para fertilizar os
ovos em lugar do esperma de um macho competidor (Thornhill & Alcock
1983, Alcock 1994). Em algumas espécies de insetos, os machos
fornecem nutrientes para as fémeas durante a transferéncia de esperma.
Estes nutrientes podem causar um aumento (temporal) na producao de
ovos pelas fémeas. Neste caso, o fornecimento de nutrientes pelo macho
pode ser considerado como sendo um esforco dos mesmos para fertilizar o
maior niumero de ovos possiveis antes que a fémea se re-acasale (Vahed
1999). Neste sentido, o comportamento sexual do macho e da fémea,
antes, durante e apds o acasalamento determina em grande parte seu
sucesso reprodutivo.

O comportamento sexual dos insetos pode ser dividido nas seguintes
fases, sucessivamente: (1) atracao a longa distancia ou voo orientado por
correntes de ar, (2) atracdo a curta distancia, (3) comportamento de corte
e (4) acasalamento, ou seja, transferéncia de espermatozdides. Essas
fases podem ou ndo estar incluidas no comportamento sexual das
diferentes espécies de insetos. Quando os adultos ndo se encontram
proximos uns dos outros, é frequente que individuos de um dos sexos
sejam capazes de localizar seus parceiros por meio da comunicagao
visual, quimica e/ou acustica (Lewis 1984). Usualmente, um dos sexos
emite um sinal para atrair o outro sexo. Sinais quimicos, especialmente,
sao mais efetivos para atrair parceiros sexuais a longa distancia (Cardé &
Bell 1995, Cardé & Minks 1997). Apds a localizagdo do parceiro, o
comportamento de corte pode preceder ou ser parte de um acasalamento.
Quando o acasalamento é bem sucedido, a sequéncia comportamental

resultara em transferéncia de espermatozdéides (Groot 2000).
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1.4 Aproximacao dos Sexos

Quando um sinal quimico atrai individuos de um dos sexos na
espécie, este &€ chamado feromoOnio sexual. A producdo e liberacao do
feromdnio sexual de um organismo emissor e sua resposta no receptor
dependem da idade, periodo de acasalamento, estado fisioldgico e fatores
ambientais (McNeil 1991, Raina et al. 1992, 1994, Landolt & Philips 1997).
Nos insetos, os ferombnios sdo frequentemente misturas
multicomponentes (Karlson & Luscher 1959) que podem, em certos
sistemas, funcionar sinergicamente (Borden 1990). Os feromoénios, nos
insetos, podem também variar entre populacdes da mesma espécie

separadas geograficamente (Miller & Roelofs 1980).

O encontro e o reconhecimento entre os sexos, na maioria dos
insetos, sao mediados por feromoOnios sexuais que podem ser produzidos
pela fémea ou pelo macho. Os feromdbnios desencadeiam reacdes
comportamentais no sexo oposto e podem atrai-lo de longas distancias,
reunindo varios individuos em torno do emissor (Shorey 1973). Apods a
aproximacao, outros tipos de sinais quimicos estimulam o comportamento
de corte e cdpula. Estes sinais podem estar localizados na cuticula
(hidrocarbonetos, alcodis ou ésteres de acidos graxos, insaturados ou
nao) ou podem ser produzidos por glandulas exdécrinas (Lang & Foster
1976). Sinais visuais, sonoros e tacteis também podem estimular o
comportamento de corte e copula.

O processo de obtencao de informacdo, através dos oérgaos
sensoriais, € de fundamental importancia para a sobrevivéncia dos seres
vivos. A informacdo ¢é adquirida através de oOrgaos sensoriais
especializados, que a obtém de maneira seletiva do ambiente. Segundo a
teoria da informacao (Wiener 1948, Shannon & Weaber 1949), a
transmissao de informacgao implica “perda de incerteza”. De acordo com
esta teoria, a transmissao de informacgdo requer a interacao entre uma
fonte, ou emissor, e um receptor. Entre estes existe um canal de
transmissdao que envolve um movimento de energia ou material a partir

da fonte até o receptor. Na area bioldgica o receptor € um organismo, a
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fonte é parte do ambiente, circunstancialmente outro organismo da
mesma ou de outra espécie, e o canal inclui o estimulo de qualquer
modalidade, junto com os fatores ambientais que o afetam.
Particularmente, denomina-se estimulo a um padrao de atividade
especifico dentro do canal de transmissao, que adquire um significado por
estar associado a um estado do ambiente que é relevante para o receptor
(Dusenbery 1992). Desta maneira, o0s sistemas sensoriais detectam
somente aqueles eventos que sdo relevantes para a sobrevivéncia dos
organismos (Dusenbery 1992).

A troca de informacdo entre individuos de uma mesma espécie € um
processo denominado comunicagao. O tipo de comunicacao depende do
canal sensorial envolvido nesta. Sinais visuais, tacteis, auditivos e
guimicos sao utilizados como mediadores da comunicacao e, portanto do
comportamento. Os o6rgdos sensoriais, estruturas especializadas,
evoluiram para receber tais sinais com alta especificidade e sensibilidade e

traduzi-los em linguagem neurofisioldgica (Chapman 1998).

1.5 Mecanismos de Quimiorecepcgao Olfativa

Entre os varios grupos de animais, os insetos sdo, provavelmente,
0s que mais dependem do olfato para desempenhar suas atividades
comportamentais. Os odores sao muito importantes para a localizacao de
presas, de hospedeiros e também na defesa, na selecdo de plantas, na
escolha de locais de oviposicdo, na busca de parceiro sexual, em
processos de corte e acasalamento, na organizacao das atividades sociais

e em diversos outros tipos de comportamento (Birch & Haynes 1982).

A antena dos insetos € o principal érgao responsavel pela percepcao
de odores. As moléculas de odor podem ser capturadas por pélos olfativos
ou sensilas. Estes 6rgdos sensoriais possuem um ou varios neurdnios
associados a uma estrutura cuticular que contém um grande numero de
pequenos poros. Através deles as moléculas a serem detectadas penetram
nos poros, passam a linfa da sensila e, apdés serem transportados por

proteinas sollveis ligadoras de odor, estimulam receptores na membrana
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dos dentritos (Nation 2002). Cada sensila olfativa contém uma ou mais
células receptoras e trés células auxiliares, as chamadas células
tricogénicas, tormogénicas e tecogénicas. As sensilas olfativas podem
apresentar diferentes formas, mas todas elas tém em comum multiplos
poros distribuidos em sua superficie (Figura 2).

A transducao da mensagem quimica ocorre quando a molécula de
odor migra para o poro tubular por difusdo e se liga nas proteinas de
ligacdo que vao transportar as moléculas de odor até a membrana dos
dendritos. Nos dendritos, as moléculas de odor serdo reconhecidas por
proteinas receptoras. A conformacdo da proteina receptora é alterada pela
ligacdo da molécula de odor, levando a abertura de canais de Na' na
membrana da célula nervosa e desencadeando potenciais de acao que vao

conduzir a informagao ao sistema nervoso central (Chapman 1998).

poro

dendritos receptor

poro tubular

'
1
I~ Cuticula

1
célula epidérmica

V células

auxiliares

neurdnios
sensoriais = > axdnios

Figura 2. Representacdao esquematica de uma sensila olfativa de inseto
(modificado de Chapman 1998).
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As substancias quimicas relevantes na obtencdao de informacoes
pelos organismos sao denominadas infoquimicos (Dicke & Sabelis 1988).
O termo infoquimico pode ser definido como “uma substancia quimica que
fornece informacao na interacdo entre dois individuos, provocando um
comportamento ou resposta fisioldgica especifica”. Os infoquimicos podem
ser classificados com base no tipo de interacdo. Se a interacao é
intraespecifica denominam-se feromodnios. Se a interacdo ocorre entre
dois individuos de espécies diferentes, os infoquimicos sao denominados

aleloguimicos (Price et al. 1980).

1.6 Cromatografia Gasosa acoplada a um detector

eletroantenografico (CG-EAD)

A eletroantenografia (EAG) é uma técnica muito utilizada para a
identificacdo de volateis percebidos pelas antenas dos insetos. Este
método é baseado na descoberta de Schneider (1957a) que registrou
pequenas flutuacdes de voltagem entre a ponta e a base de uma antena
guando esta estava sendo estimulada com feromoénio. Schneider (1957b)
foi o pioneiro na técnica de EAG e, estudando a eletrofisiologia do sistema
olfativo de Bombyx mori, revelou que o potencial de recepcao do inseto
frente ao seu feromoOnio poderia ser registrado utilizando-se uma antena
isolada, posicionada entre dois microeletrodos capilares conectados a um

amplificador e a um registrador.

Subsequentemente, a técnica do EAG mostrou-se eficiente em
estudos de insetos de varias ordens, incluindo Lepidopetra, Coleoptera,
Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera e Trichoptera (Roelofs 1984, Jewett
et al. 1996). Schneider (1963) sugeriu que os sinais registrados através
da EAG sao essencialmente a soma dos potenciais dos receptores olfativos
registrados mais ou menos simultaneamente por um eletrodo.
Posteriormente, Schneider (1969) interpretou os sinais negativos destas
peguenas reacodes elétricas dos dendritos nas células olfativas como uma
despolarizacao da membrana do receptor. A amplitude da resposta que
corresponde a frequencia do impulso nervoso gerado aumenta com o
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aumento da concentracdo do estimulo quimico até o nivel de saturacao
ser atingido. Até que finalmente, Kaissling e Thorson (1980) resumiram
informacgdes de aspectos estruturais, quimicos e elétricos das sensilas
olfativas para eletroantenogramas.

Em geral, a sensibilidade e a especificidade de uma antena frente
aos componentes do feromonio fazem do EAG uma poderosa ferramenta
para analise de componentes de feromonios e para a confirmacao de suas
estruturas. Porém, quando o EAG é utilizado isoladamente, sem um
método de purificagdo, como por exemplo, a cromatografia gasosa (CG),
nao apresenta grandes vantagens, pois nao € possivel especificar quais os
componentes que afetam as respostas e, além disso, pode-se nao
detectar possiveis componentes minoritarios do feromonio.

A técnica de Cromatografia Gasosa acoplada ao
Eletroantenodeteccao (CG-EAD) foi primeiramente relatada por Moorhouse
et al (1969) como sendo um método extremamente eficaz para a
deteccao de componentes de feromoénios, uma vez que estaria aliada a
especificidade e sensibilidade da eletroantenografia a capacidade analitica
e de separacao do cromatégrafo. Utilizando-se esta nova tecnologia, por
meio de uma simples anadlise do extrato bruto, pode-se determinar com
precisao, quais compostos de uma mistura sao biologicamente ativos.

Uma a amostra de odor, apds ser injetada e vaporizada pela alta
temperatura da porta de injecao do CG, percorre toda a coluna
cromatografica, onde acontece a separacdo dos compostos. Ao final da
corrida, o fluxo que sai da coluna é dividido em dois, sendo que uma parte
vai para o detector de ionizagcdo de chama (FID) e, conseguintemente
gera um perfil cromatografico, e a outra parte vai para a antena, onde
possiveis respostas a cada odor serdao amplificadas. Assim, obtendo-se
duas deteccbOes simultaneas, é possivel saber se o composto registrado é
biologicamente ativo ou nao. A separagao dos compostos presentes em
uma amostra ocorre em diferentes tempos, dependendo da sua
volatilidade. O tempo de retencdao de um composto pode ser definido
como o tempo transcorrido entre a injecdo da amostra e a sua passagem
pelo detector. E importante que a temperatura da coluna seja
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rigorosamente controlada, para assegurar a reprodutibilidade das
anadlises. Normalmente, utiliza-se uma programacao linear de
temperatura, por meio da qual a temperatura da coluna vai sendo

aumentada gradualmente durante a analise.

1.7 Olfatometria

A técnica de olfatometria permite avaliar respostas de orientacao
dos insetos confrontados com fonte de odor utilizando correntes de ar
(Carde & Baker 1984). Bioensaios que permitam demonstrar o
envolvimento de substancias quimicas na orientacdo e comunicacao dos
insetos sao essenciais para a determinacao da identidade de um
infoquimico, da sua funcdo e dos mecanismos comportamentais

desencadeados pela apresentacao do estimulo.

Os termos atracdo (resposta positiva) e repulsdo (resposta
negativa) descrevem as respostas locomotoras a estimulos que resultam
na diminuicdo ou aumento, respectivamente, da distancia entre o
organismo receptor e o emissor da mensagem. No caso de estimulos
olfativos, a atracao geralmente resulta na localizacdao da fonte emissora,
enquanto que a repulsao resulta no afastamento do organismo receptor
(Dicke & Sabelis, 1988). Estas respostas podem ser direcionadas (taxis)
ou nao-direcionadas (quineses). O vento é o principal responsavel pela
dispersdo dos estimulos olfativos e os insetos utilizam-se do vento para se
orientar até as fontes de odor. Quando o inseto se orienta utilizando
correntes de ar como pistas direcionais, chamamos tal processo de
anemotaxia. Esta, por sua vez, se divide em anemotaxia positiva, que
ocorre quando o inseto se orienta contra o vento predominante e
anemotaxia negativa, quando o inseto se orienta a favor do vento (Dicke
& Sabelis, 1988).

A quimiotaxia é a orientacdo guiada pela mudanca da concentracao
de odor e se restringe a uma parcela do ambiente sem turbuléncia, onde o
processo de formacdo de gradiente de odor é lento e dominado por
processos de difusao. Em ambientes com correntes de ar, frequentemente

ha turbuléncia, o que impede a formacdao de gradientes de odor. As
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correntes turbulentas tanto podem carregar os “filamentos de odor”
concentrados, por grandes distancias (dezenas a centenas de metros),
como podem diluir rapidamente a concentracao dos filamentos mesmo a
poucos centimetros da fonte. A orientacdao dos insetos nestes ambientes é
o resultado de uma mistura de reacdes quiomiotaxicas, optomotoras e
anemotaxicas. (Miller & Roelofs 1978, Murlis et al. 2000).

1.8 Comunicacao Quimica em Triatomineos

Em triatomineos, o uso de infoquimicos pode estar relacionado com
o reconhecimento e localizagao de hospedeiros, com o encontro de
possiveis parceiros para o acasalamento, com a defesa e alarme, assim
como com o comportamento de agregacao e busca de abrigos (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 anemotaxica positiva, ou
seja, orientam-se contra correntes de ar, quando confrontados com
correntes que carregam certos odores associados ao hospedeiro (Nufez
1982, 1987, Taneja & Guerin 1995, 1997, Barrozo 2003, Barrozo 2004,
Barrozo et al. 2004). Atracao ao CO, foi demonstrada em Rhodnius
prolixus (Nunez 1982, Taneja & Guerin 1995) e T.infestans (Taneja &
Guerin 1995, 1997, Barrozo et al. 2003, Barrozo et al. 2004). A atracao
de Triatoma infestans por acido latico foi observada quando este
composto foi apresentado em correntes de ar em associacao com 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) mostrou através de eletroantenografia que
antenas de T. infestans apresentam respostas eletrofisioldgicas ao acido
latico, 1-octen-3-ol e 4&cidos graxos, sendo estas respostas dose
dependentes. Além disso, a autora 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
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cadeia curta (acido propandico, acido butirico e acido valérico) com &acido
latico (Barrozo 2003).

Os triatomineos apresentam dois pares de glandulas exdcrinas
produtoras de volateis, as glandulas metasternais localizadas no
metatérax ventral e as glandulas de Brindley situadas no metatdrax
dorsolateral. Além disso, areas glandulares associadas com a genitalia de
machos foram descritas para Triatoma rubrovaria indicando que
provavelmente possam estar envolvidas na producdo de substancias
(Weirauch 2003). Estas glandulas estao ausentes em ninfas e este grupo
nao parece ter outro tipo de glandula tal como as glandulas abdominais e
ventrais encontradas em outros Reduviidae (Kalin & Barret 1975;
Schofield 1979; Rossiter & Staddon, 1983). Os triatomineos utilizam,
aparentemente, substdncias quimicas como mecanismo de defesa.
Quando estes insetos sdo perturbados liberam um odor caracteristico das
glandulas de Brindley. O principal componente deste odor, o acido
isobutirico, quando aplicado topicamente em ninfas de R.prolixus, causa
paralisacao nos insetos (Kalin & Barret 1975). Barret (1976) sugeriu que o
acido isobutirico também funcionaria como feromoénio de alarme. Kalin &
Barret (1975) obtiveram evidéncias de que esse composto teria essa
funcdo quando testaram a resposta de adultos de R.prolixus ao acido
isobutirico em olfatbmetros e observaram rapida dispersao dos insetos e
ruptura do equilibrio de agregacao. Schofield (1979) observou que baixas
concentracbes de acido isobutirico atraiam adultos de R.prolixus,
enquanto altas concentragdes os repeliam. Uma funcao de defesa foi
sugerida também para o 3-metil-2-hexanona, Unico composto identificado
na secrecao das glandulas metasternais de Dipetalogaster maximus (Ward
1981, Rossiter & Staddon 1983, Manrique et al. 2006).

A presenca de um sinal quimico de agregacdo nas fezes de
triatomineos ja foi relatada para diversas espécies (Schofield & Patterson
1987, 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). Além disso, um segundo sinal de
agregacdao, denominado footprints, estd presente na cuticula de
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T.infestans (Lorenzo Figueiras & Lazzari 1998), P.megistus (Pires et al.
2002) e Triatoma pseudomaculata (Vitta et al. 2002) e é capaz de
promover a agregacao somente através de contato direto. Diferentes
autores demonstraram respostas de agregacao interespecifica promovidas
por 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. 2006).

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, Manrique et al. 2006, Pontes et al. 2007). Os
estudos de comportamento sexual, tanto em T.infestans quanto em
R.prolixus, sugerem que existe um sinal quimico emitido durante a cépula
por um ou ambos 0S sexos, que promove a agregacao de machos em
torno do casal em copula (Baldwin et al. 1971, Manrique & Lazzari 1995).
Manrique et al. (2006) e Pontes et al. (2007) demonstraram que a
secrecao das glandulas metasternais esta envolvida no contexto sexual de
T. infestans e R. prolixus, respectivamente. No entanto, pouco se sabe
sobre a existéncia de sinais olfativos capazes promoverem a orientacdo a
distéancia entre adultos de triatomineos.

O estudo do comportamento e a analise funcional das estruturas
sensoriais sao indispensaveis para compreender a maneira com que estes
insetos lidam com atividades fundamentais, como a procura de alimento,

de parceiro para reproducao e de abrigo.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

A partir do que foi exposto e levando-se em consideracao que a
transmissdo da doenca de Chagas é controlada principalmente através do
combate ao vetor, o objetivo deste projeto é identificar feromoénio(s)
sexual(is) de T. brasiliensis, na tentativa de contribuir para o
desenvolvimento de armadilhas utilizando iscas quimicas capazes de atrair
adultos desta espécie. O presente projeto abrange cinco aspectos: (1) um
estudo do uso do abrigo por adultos de T. brasiliensis, (2) um estudo dos
sinais quimicos que desencadeiam o v6o nesta espécie, (3) um estudo da
comunicacdo por odor entre os sexos através da olfatometria, (4) um
estudo da identificacdo quimica do feromobnio sexual e uma analise
eletrofisioldgica das respostas do sistema olfativo frente a esses
compostos e finalmente (5) um estudo descritivo do comportamento

sexual de T. brasiliensis.

2.2 Objetivos Especificos

1. Analisar o padrdao de atividade locomotora em relacdo ao abrigo
(nimero de saidas do abrigo e numero de passagens nas proximidades
do abrigo) por adultos de T. brasiliensis durante as primeiras horas da
fase escura do ciclo diario e verificar o efeito da presenca de odores
emitidos por insetos do sexo oposto na intensidade desta atividade;

2. Avaliar a atividade de inicio de voo em adultos de T. brasiliensis
estimulados por correntes de ar associadas com odor de individuos do
sexo oposto.

3. Avaliar orientagdo em adultos de T. brasiliensis estimulados por
correntes de ar associadas com odores de adultos coespecificos,
utilizando um olfatometro em “T”.

4. Avaliar a relevancia da secrecao das glandulas metasternais e de
Brindley no sucesso da copula em T. brasiliensis.

5. Identificar os compostos produzidos pelas glandulas metasternais de
adultos de T. brasiliensis.
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Avaliar se a secrecao das glandulas metasternais afeta as respostas de
orientacdao de machos T. brasiliensis, utilizando um olfatbmetro em
A

Testar se os odores produzidos pelas glandulas metasternais de
fémeas de T. brasiliensis promovem respostas nos o6rgaos olfativos de
machos por meio da técnica de cromatografia gasosa acoplada a
eletroantenodeteccao (CG-EAD).

Verificar a ocorréncia de mecanismos de comunicagdo quimica que
intercedem o reconhecimento entre individuos de diferentes sexos em
T. brasiliensis.

Caracterizar o comportamento sexual e sua maturacao em T.

brasiliensis.

40



REVISAO DA LITERATURA

41



3 Revisao da Literatura
3.1 Uso de abrigos por adultos de Triatoma brasiliensis

Durante as horas do dia, os triatomineos desenvolvem pouca
atividade e sao comumente encontrados em um estado de imobilidade ou
em akinesis no interior dos abrigos (Wigglesworth & Gillet 1934). O
comportamento de akinesis é controlado por indicadores externos, que
podem ser um feromOnio de agregacao ou uma estimulacdo tatil no
coespecifico e no substrato. (Lorenzo Figueiras & Lazzari 2000). Sabe-se
que o ritmo circadiano de atividade locomotora em T. infestans apresenta
um padrao bimodal com um pico de atividade ocorrendo no anoitecer e
outro no amanhecer (Settembrini 1984, Lazzari 1992, Lorenzo & Lazzari,
1998). A entrada destes insetos no abrigo é promovida pela sua intensa
fototaxia negativa (evitar luz), entretanto outros fatores também exercem
influéncia na escolha do abrigo, como por exemplo, a umidade relativa do
ambiente, a presenca de sinais quimicos e a densidade populacional
(Lorenzo & Lazzari 1996, Reisenman et al. 1998, Lorenzo & Lazzari 1999,
Lorenzo Figueiras & Lazzari 1998, Mota 2006, Thierry et al. 2006, Vitta et
al. 2007). Particularmente ao amanhecer, quando a intensidade de luz
aumenta, os triatomineos buscam protegao e nesse contexto as suas fezes
atuam como marca quimica de orientacao aos abrigos (Lorenzo & Lazzari
1996, 1998). Alguns autores observaram uma maior tendéncia de T.
infestans e T. brasiliensis em defecar nos acessos do abrigo e
demonstraram uma preferéncia destas espécies por abrigo associado a
fezes (Lorenzo & Lazzari 1996, Vitta et al. 2007). Uma vez no interior dos
abrigos, a agregacao de triatomineos é mediada por sinais quimicos de
contato (Lorenzo Figueiras & Lazzari 1998, Pires et al. 2002, Vitta et al.
2002). Estes fatores estao presentes na cuticula, sdao depositados no
substrato através do contato fisico dos insetos e atuam como uma pegada

quimica.

A atividade de saida do abrigo nas primeiras horas da escotofase
esta relacionada com a busca de alimento (Lorenzo & Lazzari 1998,
Guerenstein & Lazzari 2008). Uma vez fora dos abrigos, sabe-se que

odores do hospedeiro modulam o processo de localizagdo das fontes de
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alimento (Nufez 1982, Guerenstein & Guerin 2001, Barrozo & Lazzari
2003, Barrozo & Lazzari 2004a, 2004b, Barrozo et al., 2004 ). Barrozo et
al. (2004) e Bodin et al. (2008) demonstraram em T. infestans e R.
prolixus que o ritmo de resposta comportamental aos odores provenientes
do hospedeiro é controlado por um reldégio enddégeno circadiano e que esta
resposta ocorre com maior intensidade somente durante as primeiras
horas da fase escura do ciclo diadrio. Por outro lado, a resposta olfatéria ao
feromoOnio de agregacao das fezes em R. prolixus é restrita ao inicio da
fase clara e parece nao ser controlada por um reldégio endégeno, mas por
uma influéncia direta de variaveis externas, como por exemplo, pelo ciclo
de luz ambiental (Bodin et al. 2008).

No contexto sexual, os triatomineos devem apresentar maneiras
especiais de encontrar seu parceiro para o acasalamento, porém, pouco se
sabe sobre a existéncia de mecanismos de orientacdo envolvidos neste
processo de comunicagao. Varios trabalhos mostram que odores liberados
por casais em copula sdo capazes de promover a agregacao de outros
machos (Baldwin et al. 1971, Manrique & Lazzari 1994, De Brito Sanchéz
et al. 1995). Além disso, Pontes et al. (2008) sugerem o uso de sinais
guimicos no reconhecimento de parceiro a curta distdncia em
triatomineos. No entanto, pouco se sabe sobre os sinais envolvidos na
localizagdo de parceiro a longa distancia por estes insetos.

O abrigo parece ser um recurso fundamental para a sobrevivéncia
destes insetos, uma vez que quando um abrigo é oferecido dentro de uma
arena, grande parte dos insetos presentes entra em akinesis no seu
interior (Lorenzo & Lazzari 1998, Mota 2007). Além disso, observacoes de
campo mostram que os triatomineos sdo comumente encontrados no
interior de frestas em paredes, pedras ou madeiras. Nas espécies
estudadas, a saida dos abrigos acontece somente apds o inicio da fase
escura (Lorenzo & Lazzari 1998, Ferreira 2009). Neste sentido, torna-se
necessario entender como os adultos de T. brasiliensis fazem uso do
abrigo e como estes insetos, ao encontrar um abrigo seguro, se orientam
a procura de parceiros para a reproducgao. Particularmente, faz-se
necessario avaliar se a atividade de saida dos abrigos de machos e fémeas
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estd relacionada com a busca por parceiro sexual e verificar se esta
atividade ocorre em uma janela temporal especifica do ciclo diario.
Baseado no fato de que varias espécies de triatomineos apresentam
uma marcante organizagao circadiana para muitas atividades, tais como,
postura de ovos, ecdise, oviposicao, termopreferéncia, sensibilidade visual
e atividade locomotora (Ampleford and Steel 1982, Constantinou 1984,
Lazzari 1991, 1992, Minoli and Lazzari 2003, Reisenman et al. 1998,
2002), os objetivos deste trabalho foram analisar o padrao de atividade
locomotora em relacao ao abrigo em adultos de T. brasiliensis durante as
horas de escuriddao do ciclo diario e verificar o efeito da presenca de

individuos do sexo oposto nesta atividade.

3.2 Inicio da atividade de voo em machos de Triatoma

brasiliensis mediado por odor de fémea
Populacdes domésticas de T. brasiliensis podem ser facilmente
eliminadas pela aspersao de inseticidas piretroides nas casas infestadas,
porém, o risco de reinfestacdo permanece através de insetos provenientes
de focos nao tratados e do ambiente silvestre (Silveira & Vinhaes 1998). A
dispersao destes insetos frequentemente se da de forma passiva, como
por exemplo, por meio de roupas e utensilios de viajantes que se
deslocam entre diferentes localidades. No entanto, adultos de T.
brasiliensis também podem dispersar-se ativamente através do voo
(Carbajal et al 2007). Durante a metamorfose dos triatomineos, o
desenvolvimento da capacidade de voar é decorrente de alteragoes
morfoldgicas das estruturas envolvidas nesta atividade (Ward et al. 1982,
Scaraffia et al. 1997). O estudo dos musculos toracicos de ninfas de
quinto estadio e adultos de Dipetalogaster maximus e Triatoma infestans
mostrou mudancgas no perfil de expressao dos genes que codificam as
enzimas envolvidas nas vias produtoras de energia nos musculos de voo.
Além disso, o tamanho e o numero de mitocdndrias nos musculos de voo
em adultos aumentam quando comparados com aqueles das ninfas de
quinto estadio, indicando que a sua atividade respiratoria é maior
(Scaraffia et al. 1997). Estas alteracdes bioguimicas e morfoldgicas que
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ocorrem nos musculos toracicos durante a muda imaginal parecem ser

essenciais para a aquisicao da capacidade de voar.

A dispersdo ativa dos triatomineos mediante o voo parece ser
afetada pelo seu estado nutricional (Lehane et al. 1992, McEwen & Lehane
1993), pela temperatura (Lehane & Schofield 1982, Lehane et al. 1992) e
pelo estado reprodutivo (McEwen & Lehane 1994). A atividade de voo de
T. infestans parece ser afetada pela temperatura, visto que, quando a
temperatura ambiental aumenta acima dos 25°C, a proporgao de
individuos que iniciam o voo também aumenta (Lehane et al. 1992,
Gurevitz et al. 2006). Lehane & Schofield (1982) demonstraram que o
inicio da atividade de voo em T. infestans ocorre com maior frequéncia
entre 12 e 18 dias apds a alimentacdo como adultos. O efeito do jejum
sobre o inicio desta atividade em Triatoma sordida é semelhante (McEwen
& Lehane 1993).

Observou-se que adultos de T. infestans podem voar distancias que
variam entre 200 m e 1 km (Lehane & Schofield 1981, Schweigmann et
al. 1988). Além disso, quando adultos de T. infestans sdao expostos em
condicoes de voo na qual eles sao mantidos suspensos, este insetos
podem apresentar batimento de asas por mais de 20 minutos
ininterruptos. De forma semelhante, adultos de Rhodnius prolixus também
apresentam capacidade para realizar voos longos, uma vez que podem
voar de maneira ininterrupta por aproximadamente duas horas
(Gringorten & Friend, 1979).

Minoli & Lazzari (2006) demonstraram que T. infestans e R. prolixus
iniciam sua atividade de voo de maneira direcionada, quando confrontados
com fontes de Iluz artificial. A comparacao entre estas espécies
demonstrou que R. prolixus apresenta uma maior predisposicao para voar
do que T. infestans e que as fémeas das duas espécies iniciam o voo com
maior frequéncia. Armadilhas luminosas sdo frequentemente utilizadas no
campo e em areas endémicas para capturar triatomineos (Tonn et al.
1978, Schweigmann et al. 1988, Noireau et al. 2000, Noireau & Dujardin
2001, Vazquez-Prokopec et al. 2004, Carbajal et al. 2007).
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Em geral, sabe-se pouco sobre os fatores que modulam a atividade de
voo em triatomineos. Até o momento, € bem conhecido que apenas o
estado fisioldgico (Lehane et al. 1992, McEwen et al. 1993) e a presenca
de fontes de luz artificial (Noireau & Dujardin 2001, Vazquez-Prokopec et
al. 2004, Gurevitz et al. 2006, Minoli & Lazzari 2006, Carbajal et al. 2007)
podem influenciar a atividade de voo nestes insetos.

Diversos estudos demonstraram a existéncia de orientacdo em
triatomineos por meio de sinais olfativos tais como, diéxido de carbono,
acidos graxos de cadeia curta e outros odores provenientes dos
hospedeiros (Nufiez 1982, Taneja & Guerin 1995, Barrozo & Lazzari
2004a, 2004b). No entanto, pelo menos em adultos de T. infestans,
odores do hospedeiro parecem nao estimular o inicio da atividade de voo
(Gurevitz et al. 2006). Além disso, os triatomineos também utilizam sinais
quimicos presentes na suas fezes e cuticula para se orientar aos abrigos e
agregar no interior deles (Lorenzo & Lazzari 1996, Lorenzo Figueiras &
Lazzari 1998, Cruz-Lépez et al. 1993, Pires et al. 2002, Vitta et al. 2002).
Recentemente, Manrique et al. (2006) e Pontes et al. (2008) identificaram
substancias produzidas pelas glandulas metasternais (GMs) de T.
infestans e R. prolixus e sugeriram o envolvimento destes compostos na
comunicacdo entre sexos. Os autores mostraram que as substancias
produzidas por estas glandulas sao emitidas espontaneamente durante a
copula (Manrique et al. 2006, Pontes et al. 2008). Adicionalmente, foi
demonstrado que a ocorréncia de copula em algumas espécies de
triatomineos requer a presenca das substancias emitidas pelas GMs
(Crespo & Manrique 2007, Pontes et al 2008). Estd claro que os
triatomineos usam sinais olfatérios para se comunicarem, porém, até o
momento ndo existem evidéncias demonstrando que pistas quimicas
possam estimular o inicio da atividade de voo nestes insetos.

A colonizacdo de novos habitats por triatomineos depende, entre
outros fatores, da habilidade destes insetos em encontrar e seguir pistas
localizadas a uma determinada distadncia. Os fatos relatados até aqui
evidenciam o desconhecimento sobre possiveis mecanismos de orientacao
em triatomineos durante a sua dispersdo. Compreendé-los pode permitir o
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desenvolvimento de metodologias mais eficientes para o controle dos
processos de re-infestacao. Neste sentido, o comportamento representa
uma importante interface de interacao dos organismos com seu ambiente.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar se o inicio da atividade
de voo em adultos de T. brasiliensis pode ser disparado pela presenca de

odores emitidos por adultos do sexo oposto.

3.3 Comunicacao quimica entre sexos em Triatoma brasiliensis -
O papel das glandulas exécrinas

Uma caracteristica importante na biologia dos insetos € que
feromoOnios sexuais sao comumente utilizados para localizar parceiros a
distancia e para promover o acasalamento (Cardé & Bell 1995, Cardé &
Minks 1997). Os feromonios sdo vitais na comunicagao entre individuos de
uma mesma espécie e as respostas dos insetos a estes compostos sao
robustas e estaveis. Estas substancias sdao capazes de modificar o
comportamento do inseto e sdo utilizadas com frequéncia no manejo e
regulacdo de populacbes de insetos-praga. FeromoOnios sexuais
responsaveis pela orientacao a distancia foram primeiramente descritos e
guimicamente identificados em mariposas (Butenandt et al. 1959) e sao
atualmente utilizados para monitorar pragas agricolas (Minks & Van
Deventer 1992, Cardé & Minks 1997).

Diversos trabalhos sugerem o uso de sinais quimicos de agregacao
de machos ao redor de casais em copula em triatomineos (Baldwin et al.
1971, Manrique & Lazzari 1995, De Brito Sanchéz et al. 1995). A liberacao
deste sinal olfativo, capaz de atrair e agregar machos em torno de casais
em copula foi descrita por Baldwin et al. (1971) em R. prolixus e Manrique
& Lazzari (1995) em T. Infestans. Porém, a identidade quimica deste sinal
e seu local de produgao nunca foram descritos.

Os triatomineos apresentam dois pares de glandulas exdcrinas
produtoras de compostos volateis: as glandulas metasternais (GMs),
localizadas no metatorax ventral, e as glandulas de Brindley, situadas no
metatorax dorsolateral (Kalin & Barret 1975, Rossiter & Staddon 1983).

Estas glandulas estdo ausentes em ninfas e esta subfamilia ndao parece ter
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outras glandulas exdcrinas tal como as glandulas abdominais e ventrais
encontradas em outros heterdpteros (Staddon 1979). A origem dos sinais
guimicos envolvidos na comunicacao sexual de triatomineos vem sendo
recentemente estudada. Manrique et al. (2006) e Pontes et al. (2008), a
partir de estudos comportamentais e de identificacdo dos constituintes das
GMs de T. infestans e R. prolixus, sugeriram que estas glandulas estariam
envolvidas na comunicacao entre sexos (Manrique et al. 2006, Pontes et
al. 2008). A partir disso, Crespo & Manrique (2007) e Pontes et al. (2008)
mostraram que as substancias emitidas pelas GMs sdo relevantes para o
sucesso da cépula de T. infestans e R. prolixus. Adicionalmente, Pontes et
al (2008) demonstraram que fémeas de R. prolixus emitem a secrecao
destas glandulas com maior frequéncia e que esta atividade é mais
intensa na fase escura do ciclo diario. Os autores mencionados, também
sugerem que esta atividade pode estar relacionada com o comportamento
de chamamento de machos por parte das fémeas.

Insetos adultos perturbados mecanicamente emitem a secregao
produzida pelas glandulas de Brindley. O principal componente desta
secrecao nas diferentes espécies estudadas é o acido isobutirico (Games
et al. 1974, Cruz Lopez et al. 2001, Rojas et al. 2002, Guerenstein &
Guerin 2004, Vitta 2005). Segundo Schofield (1979), esta substancia teria
funcdao de defesa, agindo contra possiveis predadores. Foi sugerido ainda
gue, em baixas concentracdes, o acido isobutirico atuaria como feromonio
de alarme para outros membros da populacao (Ward 1981, Manrique et al
2006). Guerenstein & Guerin (2004) sugeriram que esse composto, em
baixas concentracdes pode funcionar também como um sinal sexual.
Entretanto, até o momento ndo ha dados experimentais que comprovem a
existéncia de comportamento desencadeado ou promovido por esta
substancia que tenham relacao direta com o contexto sexual.

O primeiro relato de producao de substancias volateis pelas glandulas
metasternais de triatomineos foi apresentado por Rossiter & Staddon
(1983) em Dipetalogaster maximus. Estes autores identificaram 3-metil-
2-hexanona como o Unico produto presente na secrecdo destas glandulas.
De acordo com estes autores, o composto poderia atuar na defesa contra
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predadores. Entretanto, o trabalho mencionado ndo apresenta evidéncias
comportamentais da acao do composto. Cruz-Lopez et al. (1995)
analisaram o conteldo das glandulas metasternais de T. infestans e nao
encontraram substancias volateis. Manrique et al. (2006) examinaram os
compostos produzidos pelas glandulas metasternais de T. infestans e
identificaram uma mistura de cetonas, alcodis e um composto de
estrutura desconhecida ate o presente. Além disso, os autores mostraram
gue os compostos produzidos pelas glandulas metasternais de T. infestans
sao liberados durante a cépula, sugerindo entdo o envolvimento destas
glandulas na comunicacdo sexual destes insetos. Pontes et al (2008)
também elucidaram a identidade dos compostos produzidos pelas GMs de
R. prolixus e encontraram uma mistura de cetonas e alcodis.
Triatomineos apresentam uma resposta anemotdaxica caracteristica,
orientando-se contra a direcao do fluxo de ar, quando confrontados com
correntes de ar associadas com odores do hospedeiro (Nufiez 1982,
Barrozo 2003, Barrozo et al. 2004a, Barrozo et al. 2004b). Porém,
mecanismos anemotaxicos mediadores de processos de orientacdao
relacionados com o contexto sexual de triatomineos ndao sao conhecidos.
No presente estudo, a existéncia de mecanismos de comunicacdo
guimica a distancia entre os sexos foi avaliada através da técnica de
olfatometria. Esta técnica avalia, mediante testes de escolha simultanea, a
orientacao de insetos confrontados com corrente de ar associada a fontes
de odor, permitindo assim, caracterizar mecanismos de orientagao
modulados por odor em insetos que se deslocam caminhando.
Consequentemente, odores de adultos coespecificos foram testados em
um olfatdbmetro para avaliar a existéncia de feromoénios sexuais envolvidos
na comunicacao de adultos de T. brasiliensis. O proximo passo foi
determinar a origem dos sinais quimicos que promoveram a orientacao
dos insetos. Finalmente, procuramos Vverificar se as glandulas

metasternais e de Brindley sdo necessarias para a ocorréncia de copula.
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3.4 Respostas eletrofisiologicas da antena de machos de
Triatoma brasiliensis aos odores da glandula metasternal de
fémeas

Adultos de triatomineos emitem uma diversidade de substancias
guimicas através de suas glandulas exdcrinas (Rojas et al. 2002, Manrique
et al. 2006, Pontes et al. 2008). Aparentemente, estas substancias sao
utilizadas como sinais sensoriais em sua busca por parceiro para o
acasalamento (itens 1, 2 e 3 desta tese). Grande parte dos resultados
apresentados no presente trabalho demonstra que machos sdo atraidos
por odores de fémeas (itens 1-3) e que as glandulas metasternais estao
envolvidas nesta atracdo (item 3). Nas glandulas metasternais de T.
infestans e R. prolixus ja foram identificadas mais de 20 substancias,
incluindo principalmente cetonas e alcodis, que sao utilizadas para o
reconhecimento sexual entre estes insetos (Manrique et al. 2006, Crespo
e Manrique 2007, Pontes et al. 2008). Pontes et al.(2008) demonstraram
que adultos de R. prolixus emitem espontaneamente alguns compostos
produzidos pelas glandulas metasternais e que a emissao em fémeas é
maior e é mais intensa na fase escura do ciclo didrio, reforcando o

envolvimento desta glandula na comunicacdo quimica de R. prolixus.

Uma das principais caracteristicas dos insetos, no que diz respeito a
comunicacdo quimica, é a sensibilidade e especificidade com que suas
antenas percebem o0s componentes relevantes de misturas de
infoquimicos (Steinbrecht & Schneider 1980, Kaissiling & Thorson 1980).
Receptores antenais que sao estimulados por substancias volateis, tais
como L-acido latico, acido piruvico, aldeidos, acidos graxos de cadeia
curta, piridinas, furanos, terpenos e aminas foram encontrados em T.
infestans (Bernard 1974, Taneja & Guerin 1997, Guerenstein 1999,
Guerenstein & Guerin 2001, Diehl et al. 2003). Vale ressaltar que a maior
parte destas respostas provavelmente esta associada com a detecgcdo de
sinais da presenca do hospedeiro. Em triatomineos, Guerenstein & Guerin
(2001) demonstraram que o acido isobutirico constituia o Unico
componente da mistura de odores de coelho capaz de estimular a sensila

basiconica (GP2) localizada na antena de T. infestans e que o octanal e o
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nonanal presentes como odores em la de ovelha e em penas de galinha
também estimulavam a GP2. Esta descoberta foi realizada a partir da
separacdao dos volateis presentes em uma mistura de odores de
hospedeiro utilizando um cromatdégrafo gasoso acoplado a um set-up de
eletrofisiologia para registros de sensila Unica. Nota-se que até o
presente, nenhum trabalho mostrou resposta eletrofisioldgica em antenas
de triatomineos através do sistema GC-EAD.

As antenas dos insetos sao o 6rgdo principal na percepcdo de
odores, cujas moléculas sao capturadas por pelos olfativos ou sensilas
(Chapman 2006, Nation 2001). Cada componente de uma mistura de odor
pode ser reconhecido por um tipo especifico de neurdnio sensorial nas
antenas (Chapman 2006). Sabe-se que as respostas de alguns neurdnios
do lobo antenal aos estimulos olfativos sdao dependentes da dose da
substancia em questdo.

Baseando-nos no fato de que a secrecao das glandulas
metasternais é relevante para o sucesso da coépula e ainda, considerando
gue ela é capaz de promover a orientacdao de machos de T. brasiliensis, o
objetivo deste trabalho foi determinar a identidade quimica dos
componentes da sua secrecao e verificar, por meio da técnica de
cromatografia gasosa acoplada a eletroantenodetecao (CG-EAD), quais as
substancias quimicas sdo detectadas pela antena de machos de T.

brasiliensis

3.5 Comportamento de copula e associaciao pos-acasalamento
em Triatoma brasiliensis

Os triatomineos tornam-se aptos para a reprodugao apds a muda
imaginal. Durante este processo algumas alteragdes corporais ocorrem,
tais como, o aparecimento das asas, das glandulas exdcrinas (glandulas
de Brindley e metasternais) e o desenvolvimento do sistema reprodutor
(Dumser & Davey 1974, Schofield & Upton 1978, Rossiter & Staddon
1983). Além destas alteracgdes, alguns fatores como a idade e o estado

nutricional sdo essenciais para que a ocorra a cépula nestes insetos
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hematofagos (Lima et al. 1986, Malo et al. 1993, Manrique and Lazzari
1994, Pires et al. 2004).

Em geral, os triatomineos apresentam um comportamento simples
de cépula formado por uma sequéncia de passos comportamentais
realizados principalmente pelos machos (Rojas et al. 1990, Rojas & Cruz-
Lépez 1992, Manrique & Lazzari 1994, Pires et al. 2004). FEmeas, quando
nao receptivas, podem rejeitar as tentativas de cépula executadas pelos
machos através de 4 padroes comportamentais diferentes (Manrique &
Lazzari 1994, Pires et al. 2004). Segundo Manrique & Lazzari (1994), as
rejeicOes executadas pelas fémeas nem sempre impedem a ocorréncia de
copula. No entanto, os diferentes tipos de comportamentos de rejeicao, a
saber, achatamento contra o substrato, movimentos abdominais, fuga ou
estridulacdao, normalmente induzem os machos a interromper suas
tentativas de acasalamento.

Lima et al. (1986) e Pires et al. (2004) demonstraram que fémeas
de P. megistus aceitam acasalar somente uma vez e que uma segunda
cOpula de curta duracdao pode ocasionalmente ocorrer, embora seja
conhecida a ocorréncia de acasalamentos multiplos em outras espécies de
triatomineos durante agregacdoes de adultos (Baldwin et al. 1971,
Manrique & Lazzari 1995). Davey (2007) sintetizou os conhecimentos
existentes sobre a fisiologia da producdo de ovos em R. prolixus e
mostrou que tanto a alimentagao quanto o acasalamento desencadeiam a
oogénese e a oviposicdo via sistema nervoso e enddcrino. A cépula e a
alimentacao afetam a atividade dos corpora allata, operando em um grupo
de células neurosecretoras da pars intercerebralis, na espermateca e
aparentemente agindo no sistema nervoso periférico.

Manrique & Lazzari (1994) mostraram que a alimentacao modula o
comportamento sexual de T. infestans promovendo uma mudanga no
comportamento das fémeas. Em resposta a mudanca do seu estado
nutricional, as fémeas de T. infestans passam a aceitar as tentativas de
copula realizadas pelos machos no periodo pds alimentagao. Apesar disso,
a relevancia relativa da idade e da alimentacdo como fatores

independentes que podem afetar este comportamento ndo fica clara e
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merece ser estudada. Adicionalmente, é necessario determinar se fémeas
de T brasiliensis aceitam coépulas sucessivas como relatado para R.
prolixus e T. infestans (Baldwin et al 1971, Manrique & Lazzari 1995) e
analisar se a presenca de grupos de adultos promove mudangas no
comportamento sexual de machos e fémeas. Portanto, torna-se relevante
avaliar o efeito da idade, da alimentacdo e da cépula no comportamento
sexual destes insetos.

Fémeas de T. brasiliensis tém longevidade de aproximadamente 245
dias e podem acasalar até 27 vezes com o mesmo macho ao longo da vida
adulta (Brasileiro 1982). Manrique & Lazzari (1995) sugerem a existéncia
de um sistema reprodutivo poliandrico em T. infestans, uma vez que
fémeas desta espécie podem acasalar com varios machos em um curto
periodo de tempo. A poliandria, associada com a estocagem simultanea de
espermatozdides de diferentes machos, cria a oportunidade de um
processo conhecido por competicdo espermatica (Simmons 2001).
Teoricamente, é esperado que a competicdo espermatica gere uma
pressao de selecao desfavoravel nos machos (Parker 1984). Esta selecao
antagonica na competicido espermatica é prognosticada a favor de (1)
adaptacoes de “defesa” que protegem a ejaculada dos machos contra
rivais e (2) adaptacdes “ofensivas” que garantem a certeza da
paternidade na disputa entre machos (Parker 1984). Estratégias de defesa
que reduzem o risco de competicdo espermatica incluem, o
comportamento de guarda do parceiro (associacdes pré e pos-
acasalamento) (Parker 1970b, Alcock 1994, Komdeur et al. 1999),
tampoes de acasalamento (Parker 1970a) e produto seminal que suprime
a receptividade da fémea impedindo o re-acasalamento e estimulando a
oviposicao (Clark et al. 1999, Chapman 1998). De modo inverso,
mecanismos ofensivos que aumentam as chances de garantir a
paternidade ao acasalar com fémeas nao virgens incluem caracteristicas
da genitdlia (Waage 1979, Otronen 1998), fluido seminal (Civetta 1999,
Price et al. 1999, Chapman 1998) e comportamento de corte (Otronen
1997, Edvardsson & Arnqgvist 1999) que habilitam os machos a deslocar,
direta ou indiretamente, os espermatozdides previamente estocados na
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espermateca. O comportamento de guardar o parceiro, que pode
aumentar a certeza de paternidade dos machos, € comumente observado
em insetos (Thornhill & Alcock 1983, Alcock 1994, Simmons 2001). Em
triatomineos, casais de Triatoma mazzottii e P. megistus podem
apresentar associacdes pds-acasalamento (Rojas et al. 1990, Pires et al.
2004), no entanto, estas descrigcdes foram incompletas e preliminares.
Neste estudo, o comportamento sexual de T. brasiliensis foi
detalhadamente descrito. Para possibilitar uma analise comparativa,
trabalhamos com a mesma nomenclatura empregada por autores prévios
(Lima et al. 1986, Rojas et al. 1990, Manrique & Lazzari 1998, Pires et al.
2004). Baseando-nos na hipdtese de que o uso e a producao de um
feromoOnio sexual coincidem com a receptividade da fémea e/ou do
macho, um dos aspectos deste estudo foi investigar os fatores que
influenciam a maturidade sexual e o comportamento de cépula em T.
brasiliensis. Além disso, avaliamos se fémeas de T. brasiliensis acasalam
com varios machos em um curto intervalo de tempo, como relatado para
R. prolixus (Baldwin et al. 1971) e T. infestans (Manrique and Lazzari
1994). Finalmente, analisamos a influéncia da presenca de varios machos

na duracao e na frequéncia de copula.
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MATERIAL E METODOS
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4 Materiais e Métodos
4.1 Uso de abrigos por adultos de Triatoma brasiliensis
4.1.1 Insetos

Os triatomineos utilizados nos experimentos foram obtidos de
colénias mantidas no insetario do Laboratério de Triatomineos e
Epidemiologia da Doenca de Chagas do Centro de Pesquisas René Rachou.
Os insetos foram criados em frascos de acrilico cilindrico com base de 15
cm de diametro, altura de 20 cm e fundo forrado com papel de filtro.
Dentro de cada frasco foi colocada uma tira de cartolina dobrada em
forma de sanfona para aumentar a superficie interna. Os frascos foram
fechados com tecido de algoddao através do qual os triatomineos podiam
picar seus hospedeiros. Os insetos foram alimentados semanalmente em
camundongos suicos (Mus musculus) e galinhas (Gallus gallus), de
maneira alternada. Os exemplares utilizados nos experimentos foram
separados por sexo antes da muda imaginal, de acordo com a técnica de
Espinola (1966). Uma vez separados, os animais foram mantidos em
fotoperiodo de 12:12 L/E a 27 £1 °C e 64 + 10 % de umidade relativa
(UR). Em todos os experimentos foram utilizados adultos virgens com
idade de 29 + 1 dias e jejum de 7 dias.

4.1.2 Desenho Experimental

Buscamos avaliar a atividade de saida do abrigo e a atividade
locomotora em torno do mesmo em adultos de T. brasiliensis. Estes
parametros foram avaliados na auséncia e na presenca de odores emitidos
por individuos do sexo oposto. Foi utilizada uma arena de vidro de 40 x 40
x 20 cm cujo substrato foi coberto com papel Kraft. Um abrigo artificial
colocado no centro da arena foi oferecido aos insetos (Figura 3). Foram
utilizados abrigos artificiais de papelao corrugado de 20 x 10 cm,
dobrados 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).
Este abrigo é adequado para os triatomineos, uma vez que estes insetos
possuem marcante tigmotaxia e fototaxia negativa.

Foram realizadas duas séries experimentais para cada sexo, cada

56



uma com 10 ensaios. Em cada ensaio da primeira série foi avaliado o
comportamento de 20 fémeas na auséncia de sinais olfativos emitidos por
machos. Na segunda série, o comportamento das mesmas fémeas foi
avaliado na presenca de odores emitidos por um grupo de 10 machos
colocados do lado de fora da arena. Na terceira série foi avaliado o
comportamento de 20 machos na auséncia de sinais olfativos emitidos por
fémeas. Finalmente, na quarta série foi avaliado o comportamento dos
mesmos machos na presenca de odores emitidos por um grupo de 10
fémeas colocadas do lado de fora da arena.

Os insetos utilizados como fonte de estimulos olfativos foram
colocados dentro de recipientes fechados com tule na sua embocadura.
Desta maneira, os odores liberados pelos insetos do sexo oposto
difundiam-se pelo ambiente. Os recipientes foram posicionados a uma
distancia de 20 cm da arena e numa altura de 30 cm (Figura 3).

A arena foi colocada no interior de uma camara experimental de 100
X 50 x 50 cm, cuja temperatura e umidade foram monitoradas (27 £ 1 °C
e 64 £ 10 % de UR). Esta camara foi mantida sob ciclo de iluminagao
12:12 L/E controlado por um temporizador. Em cada ensaio, um grupo de
20 insetos foi liberado na arena trés dias antes do inicio do teste para
permitir a sua aclimatacdo no ambiente. Um dia antes de libera-los, os
insetos foram marcados com tinta branca para permitir a sua
individualizacdo durante os registros de video. No final do periodo de trés
dias, aproximadamente 90% dos insetos haviam entrado no abrigo. Antes
do inicio dos ensaios da primeira e terceira série, um recipiente vazio
(estimulo controle) foi colocado a 30 cm de altura do lado de fora da
arena experimental. Apds a introducdo do frasco era iniciada uma
flmagem para permitir o posterior registro dos diversos parametros
estudados. No dia seguinte e no mesmo horario, 10 individuos do sexo
oposto (estimulo teste) foram colocados no recipiente fora da arena, na
mesma posicao mencionada acima. O comportamento dos insetos
presentes na arena foi registrado através do uso de uma filmadora
(Panasonic DVC30, 3CCD, Japdo). A imagem de video projetada no
monitor de televisao mostrava o abrigo no centro e suas adjacéncias até
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10 cm a cada lado, de maneira que o registro da atividade dos insetos
pudesse ser realizado em uma area aproximadamente 9 vezes maior a do

abrigo (Figura 3).
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Figura 3. Desenho experimental para o estudo da atividade de triatomineos
associados a um abrigo artificial. A direita, um detalhe do abrigo artificial de

papelao corrugado.

O registro da atividade dos insetos comecava no final do terceiro
dia, aproximadamente duas horas antes do inicio da fase escura e
prosseguia pelas quatro primeiras horas da escotofase, totalizando 6
horas de duracdo. O tempo de registro foi estabelecido através de ensaios
preliminares.
Para verificar a influéncia da presenca de individuos do sexo oposto
na atividade de saida e entrada do abrigo e na locomocao de adultos de T.
brasiliensis, os seguintes parametros foram analisados:
a) numero de insetos que sairam do abrigo,
b) atividade locomotora,
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c) numero de insetos que entraram no abrigo,

Todos estes parametros foram registrados continuamente e
agrupados para cada hora de ensaio. Desta forma, foi possivel delinear as
variacoes registradas durante o periodo estudado. A atividade locomotora
foi mensurada tracando sobre a imagem do monitor de TV um par de
eixos ortogonais centralizados na tela e quantificando, através de um
crondmetro, cada vez que um individuo cruzava qualquer uma das linhas
da tela (Figura 3). Por saida do abrigo considerou-se aqueles individuos
que se colocaram para fora do abrigo utilizando o corpo inteiro e por
entrada aqueles individuos que se colocaram para dentro do abrigo
também utilizando o corpo inteiro.

Outro parametro analisado durante o registro dos experimentos foi o
numero de tentativas de coépula realizado pelos machos na auséncia e na

presenca de sinais olfativos liberados por fémeas.

4.1.3 Analise estatistica

Para avaliar o nUmero médio total de insetos que sairam do abrigo
na auséncia ou presenca de odores do sexo oposto, foi utilizado o teste t
de Student para amostras pareadas com limite discriminante de p<0,05.
Adicionalmente, a atividade locomotora média total de cada sexo na
auséncia ou na presenca de odores do sexo oposto também foi comparada
por meio do mesmo teste. Finalmente, o teste t de Student para amostras
pareadas também foi utilizado para comparar o nimero médio total de
tentativas de cdpula apresentadas pelos machos na presenca de odor de
fémea e o0 observado na auséncia do mesmo.

O nivel basal de saidas e de atividade locomotora apresentado por
fémeas e machos na auséncia de estimulos olfatérios do sexo oposto foi
comparado através do teste t de Student para amostras independentes
com limite discriminante p<0,05.

Para avaliar uma possivel variacdo dos parametros estudados ao
longo do periodo experimental foi utilizada uma ANOVA de medidas
repetidas de um fator com limite discriminante de P<0,05. Contrastes a
posteriori foram realizados mediante o teste de Tukey.
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4.2 Inicio da atividade de voo em machos de Triatoma
brasiliensis mediado por odor de fémea
4.2.1 Insetos

Os triatomineos utilizados nos experimentos foram obtidos de uma
colébnia mantida no insetario do Laboratério de Triatomineos e
Epidemiologia da Doenca de Chagas do Centro de Pesquisas René
Rachou/FIOCRUZ. Os insetos foram separados por sexo antes da muda
imaginal, de acordo com a técnica de Espinola (1966), e mantidos em
fotoperiodo de 12:12 L/E a 27+1°C e 64+10 % de umidade relativa (UR).
Os triatomineos foram alimentados semanalmente em camundongos
suicos (Mus musculus) ou em galinhas (Gallus gallus), alternadamente.
Em todos os experimentos foram utilizados insetos adultos virgens de 30

dias de idade e 12 dias de jejum.

4.2.2 Desenho Experimental

Uma caixa de acrilico de 1 m x 50 cm x 50 cm foi utilizada para
analisar a ativacdo e orientacdo dos insetos durante o inicio da atividade
de voo (Figura 4A, 5 e 6). As duas faces opostas do eixo longitudinal da
caixa foram fechadas com tela para permitir a passagem de ar. No centro
da caixa foi colocada uma arena experimental circular de vidro de 10 cm
de didmetro e paredes com 10 cm de altura. No centro desta arena foi
fixado verticalmente um bastao de madeira (2 cm de didmetro e 25 cm de
altura), de forma que o topo do bastao pudesse funcionar como
plataforma de voo para os insetos. Vale ressaltar que ao ser estimulado
pela corrente de ar os insetos sempre iniciavam o voo nesta posicao
(Figura 4B, 5 e 6).

Os insetos testados foram estimulados com sinais olfativos
provenientes de adultos coespecificos do sexo oposto. O sistema de
estimulacao apresentava uma corrente de ar gerada por um ventilador
elétrico fixado no centro de um tubo PVC de 60 cm (7,5 cm de diametro
interno), que por succao forcava o ar do ambiente a entrar pelo tubo

sequestrando as particulas de odor presentes no recipiente (6 cm de
60



diametro e 8 cm altura) que continha o estimulo a ser testado (insetos
vivos). A corrente de ar gerada no interior do tubo carregava as moléculas
de odor para dentro da caixa de voo (Figura 4A, 5 e 6). A taxa de rotagao
do ventilador foi controlada usando um regulador de voltagem. Desta
forma, foi possivel gerar um fluxo de ar com velocidade média controlada
e estavel de 11 £ 1 cm/s. A velocidade da corrente de ar foi mensurada
com o auxilio de um anemoOmetro (Testo 405-V1, Alemanha), cujo sensor
foi posicionado no topo do bastao de madeira durante as medigdes. O
local escolhido para tal fim foi aquele onde os insetos iniciavam o voo
apds entrar em contato com a corrente de ar. A fonte do estimulo foi
mantida a 50 cm de distancia da arena e na mesma altura do extremo da
plataforma de voo.

Todos os ensaios foram realizados utilizando grupos de 10 adultos
do mesmo sexo colocados previamente dentro da arena circular. Os
insetos foram liberados no inicio de cada ensaio e podiam caminhar
livremente no interior da mesma e subir pelo bastao de madeira. Nestas
condicdes, o voo era o Unico comportamento que podia permitir a saida
dos triatomineos desta arena. O comportamento dos insetos foi registrado
através de uma filmadora de video (Panasonic, DVC-30, 3CCD, Japao)
conectada a um gravador de video cassetes (Samsung SLV-960, Japdao)
do tipo Time Lapse.

Foram realizadas as seguintes séries experimentais: a) inicio da
atividade de voo de machos estimulados com correntes de ar limpo, b)
inicio da atividade de voo de machos estimulados com correntes de ar
associadas a odor de macho, c) inicio da atividade de voo de machos
estimulados com correntes de ar associadas a odor de fémea, d) inicio da
atividade de voo de fémeas estimuladas com correntes de ar limpo, e)
inicio da atividade de voo de fémeas estimuladas com correntes de ar
associadas a odor de fémea e, f) inicio da atividade de voo de fémeas
estimuladas com correntes de ar associadas a odor de macho. Em todos
os casos, 10 fémeas ou 10 machos foram utilizados como fonte de odor

para estimulagao. Os ensaios controle com ar limpo foram realizados para
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determinar a atividade basal de inicio de voo de cada sexo, até o

momento desconhecida.
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Figura 4. A) Desenho esquematico da gaiola de voo. B) Arena experimental utilizada no interior da gaiola.
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Figura 5 e 6. Gaiola de voo utilizada para analisar o inicio da

atividade de voo em adultos de Triatoma brasiliensis.
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4.2.3 Analise estatistica

Diferencas na frequéncia de inicio da atividade de voo entre as
diferentes séries foram analisadas através de testes estatisticos para
dados paramétricos. As diferencas entre os tratamentos foram avaliadas
através da uma ANOVA de 2 fatores [(1) sexo e (2) tipo de estimulo] apos
verificar a normalidade dos dados através do teste Shapiro-Wilk
(STATISTICA, Statsoft Inc. 1996). Cada fator foi tratado separadamente e
analisados os efeitos simples. A frequéncia de inicio de voo e a sua
direcao foram utilizadas como indicadores de ativagcao e orientacao,
respectivamente. Em cada ensaio foi registrado, (a) o numero total de
insetos que iniciaram o voo (ativacao) e (b) a direcao escolhida por cada
inseto (orientacao). Para a registro do comportamento e posterior analise,
a vista superior da plataforma de voo foi projetada em um monitor de TV
e a imagem dividida em oito setores iguais de 45° cada um. A orientagao
escolhida durante a decolagem dos insetos foi analisada através da
estatistica circular (Batschelet 1965, Fischer 1993). Este tipo de analise
permite avaliar componentes tais como a direcdo média escolhida pelos
insetos (angulo médio ou p) e a intensidade com que os individuos
mantiveram uma determinada direcao (usando o comprimento do vetor
resultante ou r). Os valores de y (angulo médio) podem variar entre 0° e
360° e os valores de r (vetor) entre 0 e 1 (0 indica uma direcao indefinida
ou acaso, enquanto 1 indica uma direcao claramente determinada). A
direcdo da corrente de ar foi convencionalmente definida como o angulo
0°, enquanto o lado oposto correspondeu a 180° (Figura 4B).

Para a analise estatistica dos dados de direcdo de inicio de voo
utilizou-se o teste Rayleigh, propondo uma hipdtese nula Ho, na qual a
populacao de dados estara uniformemente distribuida em torno do circulo,
ou seja, ndo ha uma direcdo definida; e uma hipdtese alternativa Ha, na
qual a populacao de dados nao segue uma distribuicao uniformemente
distribuida. No caso em que os dados se afastavam significativamente de
uma distribuicao uniforme, aplicou-se o teste-V (Greenwood & Durand

1955, Durand & Greenwood 1958) para avaliar se o angulo médio
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calculado (ap) era significativamente diferente do angulo médio esperado

(ou seja, da direcdo da corrente de ar que transportava os estimulos).

4.3 Comunicacao quimica entre sexos em Triatoma brasiliensis -
O papel das glandulas exécrinas
4.3.1 Insetos

Os insetos utilizados foram criados em frascos cilindricos de acrilico
forrados com papel de filtro. Cada frasco possuia uma base de 15 cm de
diametro e altura de 20 cm. No interior dos mesmos, uma tira de cartolina
dobrada em forma de sanfona foi oferecida aos insetos para aumentar a
superficie interna. Os recipientes foram fechados com tecido de algodao
permitindo que os insetos se alimentassem através do mesmo. Os insetos
foram separados por sexo antes da muda imaginal, de acordo com a
técnica de Espinola (1966). Para permitir a correta sincronizacdo das
atividades controladas por processos circadianos, os triatomineos foram
mantidos em fotoperiodo 12:12 L/E. Os insetos foram alimentados
semanalmente em camundongos suicos (Mus musculus) obtidos do
Biotério Central do Centro de Pesquisas René Rachou e mantidos em uma
temperatura de 27 = 1 °C e umidade relativa de 64 + 10 %.Para
amostragem da secrecao das glandulas foram utilizados adultos com um

més de idade apos a ecdise e jejum de 15 dias.

4.3.2 Olfatometria
a) Aparato

Foi utilizado um olfatdmetro para testar a resposta de adultos de T.
brasiliensis confrontados com odores liberados por coespecificos. Os
experimentos foram conduzidos usando um olfatbmetro de acrilico em
forma de “T”. O olfatbmetro apresentava dois bracos de 21,5 cm cada, e
um brago comum de 33,5 cm de comprimento. A secdao de todos os bragos
foi de 24 cm? (Figura 7, ver arranjo geral). O dispositivo foi posicionado
horizontalmente sobre uma mesa e no seu interior, papéis de filtro foram
utilizados para cobrir o substrato. A corrente de ar que fluia no

olfatbmetro durante os ensaios foi produzida por succao no extremo de
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liberacao dos insetos. A velocidade da corrente de ar foi mantida a 10
cm/s e o fluxo foi gerado por um ventilador axial controlado por uma
resisténcia varidvel (reostato). Para mensurar a velocidade do ar foi
utilizado um anemometro (Testo Alemanha). Na extremidade de cada
braco, uma camara liberadora de odor foi conectada ao olfatbmetro
através de uma mangueira de silicone. A entrada de ar de cada uma
destas camaras foi conectada a um filtro de carvao ativado para eliminar
quaisquer odores presentes no ar da sala. Os filtros foram
descontaminados a cada 15 dias mediante exposicao a calor em estufas
mantidas a 50 °C.

Para evitar uma possivel contaminagao do olfatbmetro pelos insetos
testados, o papel de filtro que cobria o substrato foi trocado a cada teste.
Apds cada ensaio, as fontes de estimulos também foram substituidas por
outras novas e a sua associacdo com cada um dos bracos do olfatbmetro

(direita ou esquerda) foi invertida.

b) Calibragem do aparato

Testes preliminares foram realizados para avaliar a frequéncia de
escolha dos insetos pelos dois bracos do olfatdbmetro. Os tratamentos
avaliados foram: sem corrente de ar vs. sem corrente de ar (SA x SA),
corrente de ar limpo vs. corrente de ar limpo (AL x AL). Como nos testes
preliminares sem corrente de ar e com corrente de ar limpo nao houve
diferencas significativas na proporcao de escolha pelos diferentes bracgos
(Tabela 1), considerou-se que o aparato apresentava caracteristicas

simétricas para os insetos.
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Tabela 1. Escolha dos adultos de T. brasiliensis nas séries de calibragem do

olfatbmetro (SA=sem corrente de ar, AlL=corrente de ar limpo). Diferencas

significativas entre o estimulo teste e o controle foram avaliadas utilizando o

teste Binomial. *P< 0,05 e n.s P> 0,05.

Estimulo (inseto

teste) N Escolha teste Binomial
SA x SA (Q) 30 14,0 X 16,0 n.s
SA x SA (&) 30 15,0 X 15,0 n.s
AL x AL (?) 30 15,0 X 15,0 n.s
AL x AL (3) 30 15,0 X 15,0 n.s
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Figura 7. Desenho esquematico do olfatbmetro em “T” mostrando as medidas em cm (por Arnaldo Aroeira)
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4.3.3 Ensaios de escolha simultanea

A orientacao de adultos de cada um dos sexos confrontados com
correntes de ar associadas com odores liberados por machos ou fémeas
foi testada. Na extremidade de um dos bracos, apresentou-se o estimulo a
ser testado, enquanto na extremidade do outro braco foi apresentado
apenas um papel de filtro limpo como estimulo controle. Foram utilizados
como estimulo dois machos ou duas fémeas virgens. O registro de uma
escolha foi feito utilizando o seguinte critério: havia escolha toda vez que
um inseto atravessava o limite que separava o tronco principal de um dos
bracos com o corpo inteiro. Apenas a primeira escolha foi registrada para
cada inseto e o tempo maximo de observacdao em cada teste foi de 15
minutos. Os insetos que ndao mostraram uma resposta depois de
transcorrido este periodo foram descartados.

Foram realizadas dez séries experimentais, cada uma com 30
repeticoes, a saber:
Exp.1: fémeas confrontadas com correntes de ar associadas com odor de
fémea.
Exp.2: fémeas confrontadas com correntes de ar associadas com odor de
macho.
Exp.3: fémeas confrontadas com correntes de ar associadas com odor de
camundongo.
Exp.4: machos confrontados com correntes de ar associadas com odor de
macho.
Exp.5: machos confrontados com correntes de ar associadas com odor de
fémea.
Exp.6: machos confrontados com correntes de ar associadas com odor de
ninfas de 5° estadio.
Exp.7: machos confrontados com correntes de ar associadas com odor de
fémea cujas glandulas metasternais foram ocluidas.
Exp.8: machos confrontados com correntes de ar associadas com odor de
fémea submetidas ao tratamento com parafina, porém sem ocluir as
glandulas metasternais (controle).
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Exp.9: machos confrontados com correntes de ar associadas com odor de
macho cujas glandulas metasternais foram ocluidas.

Exp.10: machos confrontados com correntes de ar associadas com odor
de macho submetidos ao tratamento com parafina, porém sem ocluir as
glandulas metasternais (controle).

Os tratamentos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram realizados para verificar a
existéncia de sinais quimicos provenientes de coespecificos que pudessem
promover respostas em machos e/ou fémeas. Os testes com odor de
camundongo como estimulo foram realizados somente para fémeas como
controle positivo que permitiu demostrar a capacidade do dispositivo para
detectar orientacao nestes insetos. A cada repeticao, o camundongo (Mus
musculus) presente na camera liberadora de estimulo foi trocado por
outro individuo. Apds verificarmos uma resposta anemotaxica positiva dos
machos confrontados com correntes de ar associadas com odor de macho
e de fémea, os tratamentos 7 a 10 foram conduzidos para tentar
identificar as fontes dos estimulos quimicos que promoviam essas

respostas.

a) Analise estatistica
Nos testes de olfatometria, a analise estatistica das escolhas entre

cada braco do olfatometro foi realizada através do teste Binomial.

4.3.4 Influéncia dos odores das glandulas metasternais e de Brindley na
frequéncia de cépula

Para verificar a influéncia dos odores emitidos pelas glandulas
metasternais e de Brindley na frequéncia de cépula, os orificios de saida
destas glandulas foram ocluidos mediante a aplicagdo de parafina
derretida. Os diferentes grupos de insetos adultos utilizados neste
experimento foram submetidos aos seguintes tratamentos:
1- Casais intactos para definicdo da frequéncia basal de copula;
2- Fémeas com parafina aplicada no metatdérax dorsal, sem ocluir as
glandulas (CF);
3- Fémeas com os orificios das glandulas metasternais ocluidos (GMFO);
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4- Fémeas com os orificios das glandulas de Brindley ocluidos (GBFO);

5- Machos com parafina aplicada no metatérax dorsal, sem ocluir as
glandulas (CM);

6- Machos com os orificios das glandulas metasternais ocluidos (GMMO);

7- Machos com os orificios das glandulas de Brindley ocluidos (GBMO).

a) Técnica de oclusao das glandulas.

Para cada tratamento foram realizadas 20 repeticdoes. A oclusao das
glandulas metasternais e de Brindley foi feita utilizando-se parafina
(Sigma-Aldrich) aquecida a 41,5°C por meio de um micro-cauterizador
Max Wax (Electron Microscopy Sciences, USA). O procedimento de oclusao
das glandulas foi realizado com o auxilio de um microscépio
estereoscopico. Os adultos foram mantidos em frascos separados
individualmente por 48 horas, até a realizacdao do experimento. Em cada
experimento, um casal foi colocado dentro de uma placa de Petri (10cm
de diametro e 15cm de altura) com o substrato coberto com papel de
filtro . A transferéncia dos casais para as placas foi cuidadosamente
realizada com o auxilio de um pedaco de papel para evitar a perturbacdo
dos insetos. Cada ensaio teve uma duragao de 30 minutos e a ocorréncia
da cépula foi registrada através de observacao direta. O tempo de
observacdo foi definido a partir de estudos prévios do comportamento de

copula de T. brasiliensis.

b) Analise estatistica

A frequéncia de cépula registrada em cada tratamento foi analisada
através do teste Qui-quadrado (X?), seguido de comparacdes multiplas
usando a correcao de Bonferroni. Portanto, as diferencas foram
consideradas significativas quando as comparacdes apresentaram
p<0,003.

O Método de Bonferroni: A 0,05 =0,003.
n°comparag¢ooes 21
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4.4 Respostas eletrofisiologicas da antena de machos de
Triatoma brasiliensis aos odores da glandula metasternal de
fémeas
4.4.1 Insetos

Os insetos foram separados por sexo antes da muda imaginal e
mantidos em fotoperiodo 12:12 L/E a 27+1 °C e 64 + 10 % de umidade
relativa. Os triatomineos adultos foram alimentados semanalmente em
sangue de camundongo suico ou de galinhas, alternadamente. Para os
experimentos foram utilizados adultos virgens com 30 dias de idade e 12

dias de jejum.

4.4.2 Identificacdo das secrecdes das glandulas metasternais

Os insetos foram mantidos em freezer (-18°C) durante 5 min, antes
da sua dissecacao, para evitar respostas de perturbacao e a consequente
perda dos compostos liberados pelas glandulas devido a manipulacdo. Em
seguida foram fixados em massa de modelar em posicao ventral,
retirando as glandulas metasternais, localizadas no metatérax lateral e
situadas contiguas a cavidade de insercao do terceiro par de patas. Esta
preparacao foi realizada em uma placa de Petri preenchida com gelo, na
qual foi colocada uma segunda placa de Petri menor, que continha o
inseto. Deste modo, a dissecacdao ocorreu em baixa temperatura (0°C)
para minimizar a volatilizacdo das substancias presentes nas glandulas.

As secrecOes das glandulas metasternais foram obtidas de adultos
de T. brasiliensis com 30 dias de idade e 15 dias de jejum. O nivel de
jejum mencionado permite evitar a contaminagao das amostras por fezes
durante a dissecacdo. Uma vez dissecadas, as glandulas foram
armazenadas em frascos de vidro de 2ml, fechados com tampas com
septos de teflon®/silicone. A andlise das amostras foi realizada
separadamente para cada sexo e cada uma delas era composta por dez
glandulas. Foram realizadas analises em 5 amostras de machos e 5
amostras de fémeas. Amostras controle, contendo pedacgos de cuticula e

tecidos internos de outras partes do corpo dos insetos também foram
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analisadas. As dissecacdes foram realizadas em tampao fosfato de sodio
0,1M.

Cada amostra foi sonicada em aparelho de ultra-som utilizando uma
freqiéncia de 40 kHz durante 5 min (Thorton, Inpec Eletronica, Brazil).
Subsequentemente, a amostra foi aguecida a 50 °C durante 10 min. Apds
este procedimento, uma fibra de microextracdo em fase solida (SPME) do
tipo DVB/CAR/PDMS de 50-30 um de espessura e 2 cm de comprimento
(SUPELCO, USA) foi utilizada para adsorgao dos odores presentes na fase
gasosa dentro do frasco com a amostra. A fibra foi inserida através do
septo e exposta aos volateis presentes no frasco durante 30 min a 50 °C
(Figura 8). Em todos os casos, os volateis adsorvidos foram
posteriormente vaporizados no porto de injecdo do CG por exposicao da

fibra imediatamente apds a amostragem (Figura 9).

Termdmetro ——» Seringa

- —

. y ; ' Frasco
—( | —————Fibra
M"‘“‘- Amostra

P~ Sistema de aquecimento

Figura 8. Desenho esquematico do sistema de aquecimento das amostras de

glandulas de adultos de T. brasiliensis.
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Figura 9. Desenho esquematico da metodologia de extracdo por SPME, desorcao

térmica e identificacdo das substancias em CG-EM.

4.4.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

Os volateis adsorvidos através da técnica de SPME foram analisados
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG
Shimadzu 17A, EM Shimadzu 5050A). As fibras carregadas com odores
foram expostas no injetor no modo splitless a 230°C. Hélio foi utilizado
como gas de arraste a uma velocidade de 30 cm/s. A coluna usada foi do
tipo SupelcoWax-10 com 30 m de comprimento e 0,25 mm de diametro
interno (SUPELCO, USA). A temperatura de interface do detector de
massa foi de 250°C, a energia de ionizacdao 70 eV e o espectrometro da
massa programado para varrer uma faixa de 40 a 300M/Z.

Para a separacao dos volateis foi utilizado o seguinte programa de
temperatura: 5 min a 40 °C, e posteriormente uma taxa de 3 °C/min até
120 °C e uma segunda fase com uma taxa de 15 °C/min até 230 °C. A
identificacdo preliminar dos volateis foi baseada na analise do seu
espectro de massa e sua comparacao com os dados da biblioteca espectral
do CG-EM (NIST-02). A confirmacgao da identidade dos compostos foi feita
através de co-injecdo de padrdes sintéticos e posterior confirmacao do
aumento dos picos em questdo. Nos casos em que a molécula identificada

apresentava caracteristicas quirais, foram utilizadas colunas quirais para
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determinar quais enantibmeros estavam presentes na amostra natural.
Todos estes trabalhos foram realizados em colaboragao com o estudante
de doutorado Bjorn Bohman e o Prof. Rikard Unelius, pesquisadores do
Departamento de Ciéncias Naturais Puras e Aplicadas da Universidade de

Kalmar, na Suécia.

4.4.4 Compostos quimicos

Foram obtidos da Sigma-Aldrich (Suécia e Brasil) os seguintes
padrdes sintéticos: 2-butanona, 3-pentanona, (2S)-butanol, 2-metil-1-
propanol, 3-pentanol, (2R)-pentanol, (3R/S)-hexanol, (2S)-metil-1-
butanol, 1-heptanol e 1-feniletanol. Devido a nao disponibilidade de
algumas amostras comerciais, a sintese de alguns compostos foi realizada
pelos colaboradores mencionados. Os seguintes compostos quirais e
aquirais foram sintetizados: (4R)-metil-1-hexanol, 3-metil-2-hexanol, 6-
metil-1-heptanol, (4R)-metil-1-heptanol, 4-etil-2-isopropil-5-metil-1,3-
dioxolano I, 4-etil-2-isopropil-5-metil-1,3-dioxolano II, e 2,2,4-trietil-5-

metil-1,3-dioxolano.

4.4.5 Eletroantenodeteccao acoplada a cromatografia gasosa (CG-EAD)

Os eletrodos utilizados para os registros eletroantenograficos foram
constituidos por capilares de vidro preenchidos com solucdao KCL de
concentracao 0,1 M e associados a arames de prata de 20-30 ym de
diametro, no seu interior. A antena de cada inseto foi seccionada na base
do escapo e posteriormente inserida no interior de um eletrodo de
referéncia. Em seguida, a ponta do flagelo foi seccionada para facilitar a
conducdao dos impulsos elétricos e o eletrodo montado em um
micromanipulador (MP-12, Syntech, Holanda). Subsequentemente, o
extremo distal da antena foi inserido no interior do eletrodo de registro.
Desta forma, registrou-se a diferenca de potencial entre ambos os
extremos da antena. O sinal captado pelo eletrodo de registro foi
inicialmente processado por um pré-amplificador de resisténcia de entrada
de 10'2 Ohms (CS-05, Syntech Holanda). O sinal foi posteriormente
digitalizado utilizando uma placa de conversao analdgico-digital (Figura

77



10, IDAC 232, Syntech, Holanda). O armazenamento e posterior analise
das respostas foram realizados mediante um computador equipado com
um software especifico para CG-EAD (GC-EAD2000, Syntech, Holanda).

Os estimulos foram apresentados as antenas através de uma
corrente de ar de fluxo controlado (280 ml/min) e umidificada apds passar
por um recipiente com agua destilada. A corrente de ar foi conduzida por
meio de uma mangueira de silicone até um tubo de vidro em forma de “L”
(11cm x 8cm), cuja extremidade distal era posicionada a 1cm da antena
(Figura 11). A antena foi sustentada pelos dois capilares de vidro e
centralizada em relagdao ao orificio de saida da corrente de estimulacao
(diametro da boca do tubo: 0,5 cm). Deste modo, a corrente alcancava a
totalidade da antena. Para testar a viabilidade das preparagdes antes de
iniciar os ensaios, um pulso de um odor de atividade conhecida foi
apresentado por meio de uma Pipeta Pasteur inserida em um orificio
presente no tubo principal de vidro. Para os registros foram utilizadas 7
antenas de machos diferentes.

Os volateis adsorvidos por SPME foram analisados por cromatografia
gasosa (CG Shimadzu 17A). Além disso, utilizou-se o0 mesmo programa de
temperatura descrito no item 4 para a separacao dos volateis. Foram
analisadas 7 amostras de glandulas metasternais de fémea, cada uma

contendo 10 glandulas.
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Figura 10. Desenho esquematico do sistema de CG-EAD (Syntech, 2001).
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4.5 Comportamento de copula e associacao poés-acasalamento
em Triatoma brasiliensis
4.5.1 Insetos

Os insetos foram separados por sexo antes da muda imaginal de
acordo com a técnica de Espinola (1966) e Lent & Juberg (1969). A
colonia foi mantida em fotoperiodo 12:12 L/Ea 26 + 1 °Ce 64 + 10 % de
umidade relativa. Para os experimentos foram utilizados insetos com 30
dias de idade e com uma semana de jejum, exceto no experimento de
maturacao sexual no qual os detalhes de idade e alimentacao foram
descritos abaixo. Os insetos foram alimentados semanalmente em
camundongos suicos (Mus musculus) e galinhas (Gallus gallus) de

maneira alternada.

4.5.2 Comportamento sexual

Para descrever o comportamento sexual de T. brasiliensis, o
comportamento de 10 casais virgens foi avaliado. Em cada ensaio, uma
fémea e um macho foram introduzidos cuidadosamente no centro de uma
arena experimental de vidro de 15cm de altura e 10cm de diametro
usando pequenos recipientes. O substrato da arena experimental foi
coberto com papel de filtro para facilitar o deslocamento dos insetos. O
registro de dados para andlise do comportamento sexual foi realizado
através da observacao direta.

De acordo com Brasileiro (1984), a copula de T. brasiliensis tem
duracdo média de aproximadamente 7 minutos. Experimentos
preliminares confirmaram os dados de Brasileiro (1984) e indicaram que a
copula normalmente comeca durante os primeiros 7 minutos apds a
introducao dos insetos na arena. Por esta razao, se nenhum acasalamento
ocorria durante os primeiros 30 minutos, o casal era retirado da arena e
substituido por outro. Para descrever o0s tipos de eventos
comportamentais observados durante o acasalamento desta espécie foram
registrados: a) o numero e tipo de tentativas de copula exibidas pelos

machos, b) o nimero e o tipo de rejeicdes exibidas pelas fémeas.
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4.5.3 Maturacao sexual

A maturacdo do comportamento sexual em T. brasiliensis logo apds
a muda imaginal foi estudada experimentalmente. Foram utilizados
machos e fémeas com idade e estado nutricional conhecidos. Para cada
série experimental foram utilizados 10 casais virgens. Considerando que
para outras espécies de triatomineos a idade parece ser o principal fator
para a maturacao sexual (Regis et al. 1985, Malo et al. 1993), os adultos
deste experimento foram alimentados somente no 27° dia apdés a muda
para verificar se a idade afetava a maturacao sexual de T. brasiliensis.
Além disso, uma alimentacao foi oferecida neste dia para testar se o
repasto induz uma mudanca no comportamento sexual destes insetos.

Para analisar o comportamento de cada casal foi utilizada uma arena
experimental de vidro de 15cm de altura e 10cm de didmetro, com papel
de filtro como substrato. Os experimentos foram realizados numa sala
com iluminagao controlada (18-19 Ilux). Diariamente, cada casal foi
liberado na arena e a sua motivacdo para acasalar avaliada através de
observacao direta. Os ensaios foram desenvolvidos exclusivamente
durante as primeiras quatro horas da fase escura. O comportamento de
acasalamento de cada casal foi observado diariamente por 30 min durante
um periodo de 34 dias a partir da ecdise. As tentativas de cOpula aceitas
pelas fémeas foram interrompidas no instante prévio a insercao do edeago
na genitdlia da fémea para garantir que os insetos permanecessem
virgens durante todo o experimento.

Para quantificar o efeito da idade e do estado alimentar na
maturacdo sexual destes insetos, trés parametros do comportamento
sexual foram registrados antes e apds a alimentacdo: a) numero de
tentativas de cdpula realizadas pelos machos, b) numero de rejeicoes
exibidas pelas fémeas e c) o numero de cépulas (niumeros de fémeas que
aceitaram a copula).

Para determinar o periodo de maturacao do comportamento sexual
em cada sexo, cinco séries experimentais foram realizadas. Nas diferentes
séries, variou-se o estado nutricional e a idade dos insetos de cada sexo
para verificar separadamente os seus efeitos sobre os parametros
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comportamentais analisados. Os resultados foram registrados em insetos
submetidos aos seguintes tratamentos: 1) machos e fémeas em jejum
(T1), 2) machos e fémeas alimentados (T2), 3) machos em jejum e
fémeas alimentadas (T3), 4) machos alimentados e fémeas em jejum

(T4), e 5) machos jovens em jejum e fémeas alimentadas (T5).

4.5.4 Poliandria e associagao pds-acasalamento (APA)

Um experimento foi realizado para testar se as fémeas de T.
brasiliensis sao capazes de copular com mais de um macho em um
intervalo de tempo de 90 minutos. Foram utilizados grupos (20)
compostos por uma fémea e trés machos, todos virgens. Para registrar os
dados, um macho foi introduzido na arena e mantido por 30 minutos com
a fémea. No final deste periodo, o primeiro macho foi retirado e um
segundo foi imediatamente introduzido na arena e da mesma forma com o
terceiro macho. Os insetos foram introduzidos ou retirados da arena
utilizando uma peca de papel de filtro para prevenir reacdoes de
perturbacao.

Para testar o efeito da presenca de outros machos na duracao da
copula e das associacbes pos-copula, trés tratamentos foram
desenvolvidos. O primeiro tratamento formado por 1 macho e 1 fémea
(1M:1F), o segundo formado por 3 machos e 1 fémea (3M:1F) e o terceiro
formado também por 3 machos e 1 fémea, porém, neste ultimo, cada
macho que copulava era retirado da arena, restando assim apenas um
macho no final de cada experimento (3M:1F-). Cada tratamento foi
repetido 10 vezes. Em todos os casos, fémea e macho(s) foram liberados
simultaneamente na arena. A associacdo pods-acasalamento (APA) foi
definida como o tempo gasto entre a separacao das genitdlias e o

afastamento corporal do macho.

4.5.5 Analise estatistica
Os tratamentos foram comparados por meio do teste t de Student
ou por meio da analise de variancia (ANOVA). Nos casos em que a ANOVA
foi utilizada, comparacdes pos hoc foram feitas usando o teste Tukey.
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Foram utilizados os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis (quando
foram analisados mais de 2 fatores) e Mann-Whitney (quando comparou-
se 2 fatores) para as variaveis que nao apresentaram uma distribuicao

normal. O nivel de significancia aceito foi p>0.05 (95%).
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5 Resultados
5.1 Uso de abrigos por adultos de Triatoma brasiliensis
5.1.1 A atividade basal em abrigos

A atividade média basal de saida dos abrigos de fémeas foi
significativamente maior do que a apresentada por machos (teste t de
Student para amostras independentes, P<0,002). Consistentemente, as
fémeas mostraram um nivel de atividade locomotora basal
significativamente maior que a dos machos (teste t de Student para

amostras independentes, P< 0,0001).

5.1.2 Efeito da presenca de odor de insetos do sexo oposto

A presenca de odores de machos ndao afetou a atividade média de
saida dos abrigos das fémeas desta espécie (teste t de Sudent para
amostras pareadas, n.s.). De maneira semelhante, o nivel de atividade
locomotora das fémeas, uma vez fora dos abrigos, ndo foi afetado pela
presenca de odores de machos (teste t de Sudent para amostras
pareadas, n.s.). Por outro lado, machos desta espécie mostraram um
aumento significativo no nimero médio de saidas dos abrigos na presenca
de odor de fémea (teste t de Sudent para amostras pareadas, P<0,001).
De forma consistente, o nivel de atividade dos machos também aumentou
significativamente na presenca deste estimulo (teste t de Sudent para
amostras pareadas, P<0,001). O ultimo parametro analisado, i.e., o
nimero médio de tentativas de cépula entre machos, apresentou um
aumento significativo na presenca de odor de fémea (teste t de Sudent

para amostras pareadas, P<0,003).

5.1.3 Padrao temporal de saidas, de atividade locomotora e de tentativas
de cépula entre machos.

O padrao temporal de saidas do abrigo em adultos de ambos os
sexos variou significativamente ao longo do periodo estudado (ANOVA de
medidas repetidas, P< 0,001, Figura 12). Observou-se um aumento
significativo do nimero de saidas do abrigo em machos e fémeas durante
a primeira hora da escotofase (teste de Tukey, P< 0,0001, Figura 12).

86



Além disso, a atividade locomotora dos adultos variou significativamente
ao longo do periodo estudado (ANOVA de medidas repetidas, P<0,001,
Figura 13). De fato, a atividade locomotora dos machos e das fémeas foi
significativamente mais intensa durante a primeira hora da fase escura
(teste de Tukey, P< 0,0001, Figura 13). De maneira consistente, o
nimero médio de tentativas de cdpula realizado pelos machos variou
significativamente ao longo do tempo experimental (ANOVA, P<0,001,
Figura 14). Os machos de T. brasiliensis apresentaram um numero
significativamente maior de tentativas de cépula durante a primeira hora
da escotofase (teste de Tukey, P< 0,0001). Finalmente, as tentativas de
cOpula aumentaram significativamente na presenca de odor de fémea
(ANOVA, P<0,002, Figura 14), e este efeito pareceu ser restrito a primeira

hora da fase escura.
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Figura 12. Padrdo temporal de saidas do abrigo em adultos de T. brasiliensis. Nimero médio de fémeas (A) e machos (B) que sairam do
abrigo por hora na auséncia e na presencga de odores do sexo oposto. A barra acima do grafico representa o ciclo de iluminagao artificial,
branco: fase de luz; preto: fase escura. Teste ANOVA de medidas repetidas (p<0,001) e analise post hoc mediante o teste de Tukey

("p<0,001, “"p<0,001).
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Figura 13. Padrdo temporal de atividade locomotora em torno do abrigo em adultos de T. brasiliensis. Nomero médio de passagens em
fémeas (A) e machos (B) na auséncia e presenca de odores do sexo oposto. A barra acima do grafico representa o ciclo de iluminacgado
artificial: branco: fase de luz; preto: fase escura. Diferencgas significativas na atividade locomotora ao longo do tempo foram definidas por

meio de uma ANOVA de medidas repetidas de dois fatores (limite discriminante, P<0,05) e andlise post hoc mediante o teste de Tukey
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5.2 Inicio da atividade de voo em machos de Triatoma
brasiliensis mediado por odor de fémea

A atividade basal de inicio de voo em fémeas e machos foi
semelhante quando os insetos foram confrontados com correntes de
ar limpo (ANOVA, n.s., Figura 15). Quando confrontados com
correntes de ar limpo, apenas 30 % dos machos presentes nos
ensaios iniciaram o voo (Figura 15). De maneira semelhante, quando
os machos foram confrontados com correntes de ar associadas a odor
de outros machos, nao houve uma mudancga significativa neste
parametro, ja que apenas 37 % do machos iniciaram o voo (ANOVA,
n.s, Figura 15). Entretanto, quando odor de fémea foi associado a
corrente de ar, houve uma mudanca significativa, visto que, uma
média de 42 % dos machos iniciou o voo (ANOVA , P<0,04, Figura
15).

Os diferentes tratamentos testados nao promoveram diferencas
significativas na frequéncia de inicio de voo das fémeas (ANOVA, n.s.,
Figura 15). Quando confrontadas com correntes de ar limpo, apenas
26 % das fémeas presentes em cada ensaio iniciaram o voo. A
porcentagem de fémeas que apresentou este comportamento na
presenca de correntes de ar associadas com odor de fémea ou de
macho foi de 28 e 34 %, respectivamente.

O grau de orientacao dos insetos em relagcao aos diferentes
estimulos testados também foi avaliado. Quando os machos foram
confrontados com correntes de ar limpo ou correntes associadas com
odor de machos, a distribuicdo registrada para o inicio do voo foi
uniforme, indicando que ndao houve orientagao significativa (teste de
Rayleigh, n.s., Figura 16A e 16B). Entretanto, quando os machos
foram confrontados com correntes de ar associadas com odor de
fémea, os dados ndo apresentaram uma distribuicdao uniforme (teste
de Rayleigh, y= 357,5°; r=0,8; P=0,0001, Figura 16E). A analise de

estatistica circular mostrou que os machos iniciaram o voo com
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orientagao significativa na direcao da corrente de ar associada com
odor de fémea (teste-V, P<0,05).

Os dados dos ensaios em que fémeas foram confrontadas com
correntes de ar associadas a odor de macho nao apresentaram uma
distribuicao uniforme (teste de Rayleigh, y = 26,6°, r=0,60;
P=0,001, Figura 16D). No entanto, ndo houve orientacao das fémeas
na direcdo da fonte de estimulo (teste-V, P>0,05). O inicio da
atividade de voo em fémeas confrontadas com correntes de ar limpo
ou associadas com odor de fémeas apresentaram uma distribuicao
uniforme (teste de Rayleigh, n.s., Figura 16B, 16F), indicando que
nao houve direcionamento frente aos odores testados.

Nos experimentos foi possivel determinar que durante as duas
primeiras horas da fase escura houve uma maior frequéncia de inicio
de voo, tanto em machos quanto em fémeas de T. brasiliensis (Figura
17A e 17B).
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Figura 15. Frequéncia média de inicio de voo em machos e fémeas de T.
brasiliensis. Letras diferentes representam diferencas significativas entre os
grupos (ANOVA, P<0,05).
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Figura 16. Orientacdo de machos e fémeas de T. brasiliensis durante o
inicio do voo. Os diagramas em roseta representam a frequéncia de escolha
dos angulos correspondentes a cada intervalo de 20° dentro do circulo. As
linhas no diagrama caracterizam o angulo médio (ajd) com intervalo de
confianga de 95%. A diregao da corrente de ar foi convencionalmente
associada com o angulo 0°. Resultados nao significativos representam
distribuicdo uniforme (teste de Rayleigh com P>0.05) e auséncia de
direcionamento (teste-V com P>0.05). **Na série experimental onde os
machos foram estimulados com odor de fémeas (E), os dados ndo
apresentaram uma distribuicdo uniforme (teste Rayleigh, P<0.05) e neste
caso, a orientagao ocorreu no sentido da fonte de estimulo (0°) (teste-V,
P<0.05). *Quando as fémeas foram confrontadas com corrente de ar
transportando odor de machos (D), os dados também nado apresentaram
uma distribuicdo uniforme (teste Rayleigh, P<0.05), no entanto, o
comportamento de orientacdao ndo foi direcionado a fonte de estimulo (0°)

(teste-V, P=0.05).
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5.3 Comunicagcao quimica entre sexos em Triatoma
brasiliensis — O papel das glandulas exdcrinas

Os testes no olfatbmetro “T” revelaram a existéncia de uma
resposta anemotaxica positiva em machos quando estes foram
confrontados com correntes de ar associadas com odor de machos e
fémeas coespecificos. Por outro lado, os resultados evidenciaram que
fémeas ndo foram atraidas por odores de outros coespecificos nas
mesmas condicoes experimentais (teste Binomial, n.s). No entanto,
fémeas foram atraidas por correntes de ar associadas com odor de
camundongo, demonstrando que o modelo de olfatdbmetro utilizado
neste trabalho permite detectar respostas anemotaxicas em fémeas
de T. brasiliensis (teste Binomial, p<0,001, Figura 18). As
comparacOes estatisticas realizadas, quando duas correntes de ar
limpo foram apresentadas simultaneamente para machos ou fémeas,
nao mostraram diferencas significativas na proporcao de respostas
em relacao aos dois bragos do olfatometro (Tabela 2).

Quando machos foram confrontados com correntes de ar
associadas com odores de adultos coespecificos (machos ou fémeas)
a atracao foi significativa (teste Binomial, p<0,01 e p<0,0005,
respectivamente, Figura 19). Ao testar a resposta de machos
confrontados com correntes de ar associadas com odor de fémeas
cujas glandulas metasternais foram ocluidas ndo foi observada
atracao significativa (teste Binomial, n.s., Figura 19). Os dados
obtidos com fémeas nas quais foi aplicada parafina em outra regido
do torax mostram que a perda da atratividade nesta série com
oclusao das GMs ndo foi consequéncia da manipulacdo (teste
Binomial, P< 0,001).
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Figura 18. Respostas de fémeas de T. brasiliensis no olfatdbmetro em “T".
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Estimulo 1 Estimulo 2
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Numero de insetos

*  teste Binomial, P<0,01
*x teste Binomial, P<0,001
*%% teste Binomial, P<0,0005

n = 30 insetos por ensaio
Etimulo = 2 insetos por ensaio (modificado a cada ensaio)

Figura 19. Respostas de machos de T. brasiliensis no olfatbmetro em “T”.
GMFO= fémeas com o orificio das glandulas metasternais ocluido, CF=
fémeas tratadas com parafina em outra regido da superficie do corpo
(controle), GMMO= machos com o orificio das glandulas metasternais
ocluido e CM= machos tratados com parafina em outra regido da superficie

do corpo (controle).
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A copula nos insetos intactos, conforme esperado, apresentou
uma alta frequéncia (Figura 20). A oclusao com parafina das GMs de
fémea (CF) promoveu uma queda de quase 50% na frequéncia de
cépula dos insetos (Figura 20, teste X?, p<0,003). Adicionalmente, a
oclusdo das GBs de fémea provocou uma queda semelhante da
ocorréncia de cépula (Figura 20, teste X2, p<0,003). Por outro lado, a
oclusao separada de cada par de glandulas de machos nao afetou a
frequéncia de copula (Figura 4, teste X?, n.s.). Finalmente, a oclusdo
conjunta das GBs e GMs de machos e fémeas simultaneamente
promoveu uma queda significativa na frequéncia de copula, que
diminuiu para 30% (Figura 20, teste X?, p<0,003). Os ensaios
controle para verificar se a manipulagdo experimental afetava a
motivacdo de machos e fémeas para acasalar, apresentaram 85% e
90% de ocorréncia de cdépula, respectivamente (Figura 20, teste X2,

n.s.).
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Figura 20. Frequéncia de cépula em casais de T. brasiliensis: o papel das
secrecoes das glandulas exdcrinas. Controle= casais intactos, CM=
machos com parafina aplicada no metatérax dorsal, sem ocluir as glandulas,
CF= fémeas com parafina aplicada no metatérax dorsal, sem ocluir as
glandulas, GMB/MFO= machos e fémeas com os orificios das glandulas
metasternais e de Brindley ocluidos, GMFO= fémeas com os orificios das
glandulas metasternais ocluidos, GMMO= machos com os orificios das
glandulas metasternais ocluidos, GBFO= fémeas com os orificios das
glandulas de Brindley ocluidos e GBMO= machos com os orificios das
glandulas de Brindley ocluidos. Letras diferentes acima das barras
representam diferencas significativas (teste X*> seguido de comparacdes
multiplas de Bonferroni, P<0,003).
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5.4 Respostas eletrofisiologicas da antena de machos de
Triatoma brasiliensis aos odores da glandula metasternal de
fémeas

Inicialmente, este estudo identificou a secrecao produzida pelas
glandulas metasternais de adultos de T. brasiliensis através de CG-
EM (Figura 21). Nossos resultados mostram que as glandulas
metasternais de T. brasiliensis estdo envolvidas na sintese de
substancias volateis (Tabela 2). Estas glandulas produzem
basicamente cetonas, dioxolanos e alcoois, sendo que o principal
constituinte encontrado nas glandulas de ambos os sexos foi a 3-
pentanona. Outros compostos abundantes identificados foram o
2,2,4-trietil-5-metil-1,3-dioxolano, o 3-pentanol, o 2S-metil-1-
butanol e o 4-metil-1-heptanol (Figura 21). O perfil cromatografico
apresentado na Figura 21 ilustra apenas algumas substancias
identificadas que correspondem aos compostos mais abundantes

produzidos pelas glandulas metasternais (GMs) da espécie.
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Figura 21. Perfil cromatografico das substdncias produzidas pelas
glandulas metasternais de fémeas de T. brasiliensis (amostra com 08 GMs)
identificados por meio da CG/EM (Shimadzu 17A, Shimadzu 5050A). Foram
representados apenas o0s compostos mais abundantes. Os picos
correspondentes sao 1: 2-butanona, 2: 3-pentanona, 9: 2,2,4-trietil-5-
metil-1,3-dioxolano 11: (2S)-metil-1-butanol, 16: (4R)-metil-1-heptanol,
17: desconhecido e 18) (1R)-feniletanol. A lista completa pode ser vista na

tabela 1.
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Tabela 2. Compostos identificados nas glandulas metasternais (GMs) de

fémeas de T. brasiliensis através de cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa.

" Composto R Indice de  Quantidade
Retencgdo’ Relativa

1 2-butanona 2,52 909 * [ Rx

2 3-pentanona 3,80 987 Rk kK

3  (2S)-butanol# 5,03 1033 *

4  2-metil-1-propanol* 7,65 1113 *

5  4-etil-2-isopropil-5-metil-1,3-dioxolano I## 7,79 1116 *

6  4-etil-2-isopropil-5-metil-1,3-dioxolano II## 7,98 1120 *

7  3-pentanol 8,30 1127 HokAk koK k

8 (2R)-pentanol# 8,72 1136 * [ Rx

9 2,2,4-trietil-5-metil-1,3-dioxolano# # 9,64 1156 Hokx

10 (3R/S)-hexanol 11,90 1205 *

11 (2S)-metil-1-butanol 12,41 1215 XK RAK

12 3-metil-2-hexanol# # # 16,04 1287 *

13 (4R)-metil-1-hexanol 22,61 1421 *

14 1-heptanol 23,78 1446 * [ Rx

15 6-metil-1-heptanol 26,30 1500 *

16 (4R)-metil-1-heptanol 26,65 1508 AKX [RA KKK

17 desconhecido 28,32 1548 *

18 (1R)-feniletanol 35,27 1816 xR

? Tempo de retencao (Coluna SupelcoWax-10).

b Os indices de retencdo foram calculados de acordo com o indice de Kovats
(1965).

Quantidade relativa: *****= >20%, ****= 10-20%, ***= 5-10%, **= 2-5%, *=

>2% do total de compostos (drea do pico no GC), *= resultados ndo conclusivos,

##

= forma cis presente,

#HH#

=todos os isbmeros estdo presentes na glandula.
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No estudo de eletrofisiologia, das 7 antenas de machos
testadas, 100% responderam consistentemente a 3-pentanona, 71%
ao (4R)-metil-1-heptanol, 28% ao (2S)-metil-1-butanol e (1R)-
feniletanol e 14% das antenas testadas responderam ao 2,2,4-trietil-
5-metil-1,3-dioxolano (Figura 22). E vélido ressaltar que o composto
representado como desconhecido e que apresentou indice de Kovats
1548 promoveu respostas eletrofisioldgicas em 3 das 7 preparagoes

testadas.
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Figura 22. Respostas simultaneas do CG (FID) e de uma antena de macho
de T. brasiliensis frente aos componentes da secrecao das glandulas
metasternais (10) de fémea. Os diferentes compostos sdo: 1) 3-pentanona,
2) 2,2,4-trietil-5-metil-1,3-dioxolano, 3) (2S)-metil-1-butanol, 4) (4R)-
metil-1-heptanol e 5) (1R)-feniletanol.
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5.5 Comportamento de <copula e associacido pos-
acasalamento em Triatoma brasiliensis
5.5.1 Comportamento sexual

Para a descricao qualitativa dos comportamentos foram
considerados os padrdoes motores exibidos tanto pelos machos quanto
pelas fémeas.
a) Comportamento do macho durante o acasalamento

Apds um curto periodo de exploracdao da arena, os machos
tentaram copular realizando uma sequéncia que frequentemente
incluiu cinco padroes motores:

1. Posicao vigilante: o macho deixa de caminhar e move suas
antenas em direcdo a fémea.

2. Salto: o macho se aproxima da fémea caminhando, salta
repentinamente e se coloca sobre o dorso desta. Houve toque
simultdneo de ambas as extremidades das antenas do macho,
na regiao dorsal da cabeca e do pronoto da fémea.

3. Posicao dorso-lateral: o macho se posiciona dorsolateralmente
sobre a fémea. Apds assumir esta posicdo, o macho
normalmente expde a sua genitalia.

4, Cépula: ja em posicdo lateral, o macho se aproximava da
porcdao posterior do abdomen da fémea utilizando seu terceiro
par de patas. Os parameros do macho auxiliam na fixacdo da
sua genitadlia em relacdao a da fémea, permitindo a introducao
do edeago. Os insetos permaneceram nesta posicao durante 6
+ 8 min.

5. Pos-cépula (separacdo): ocorre a separacao das genitalias.
Neste momento, o macho pode apresentar trés tipos de
comportamento. Em primeiro lugar, o macho pode tentar
copular uma segunda vez. Alternativamente, o macho pode
permanecer sobre o dorso da fémea em uma associacdo pods-
copulatoria (APA). Finalmente, na maioria dos casos, o macho

desce e se afasta da fémea.
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b) Comportamento de rejeicdo das fémeas durante o acasalamento

Frente as tentativas de cOpula realizadas pelos machos, as fémeas

nao receptivas podiam responder exibindo trés padrdes motores de
rejeicao:

1. Movimentos abdominais: a fémea move suas patas e seu corpo
para baixo e para cima repetidamente.

2. Achatamento corporal: a fémea achata seu corpo contra o
substrato e realiza movimentos laterais rapidos, de maneira
gue o macho ndo consegue se posicionar sobre a regiao lateral
da fémea, ficando impossibilitado de alcancar a genitalia
feminina.

3. Evasdo: a fémea se afasta em resposta a tentativa do macho,
deslocando-se brusca e rapidamente.

A Figura 23 representa a frequéncia de ocorréncia dos diferentes

tipos de rejeicao. As rejeicdes por achatamento corporal foram mais

frequentes, seguidas pelos movimentos abdominais e a evasao.
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Figura 23. Frequéncia relativa dos diferentes tipos de comportamento de
rejeicdo apresentados por fémeas (MA: movimentos abdominais, AC:

achatamento corporal).

5.5.2 Maturacdo sexual e frequéncia de acasalamento

Este experimento foi proposto para analisar o efeito da idade e
do estado nutricional na maturacao sexual de T. brasiliensis. O
numero de tentativas copulatorias realizadas pelos machos variou em
funcao da idade (Figura 24). Durante os primeiros dez dias, em todos
os tratamentos, os machos realizaram aproximadamente cinco
tentativas por ensaio, com um pequeno aumento na frequéncia ao
longo deste periodo. Apds completar 10 dias de idade, as tentativas
de copula realizadas pelos machos aumentaram drasticamente,
alcancando aproximadamente 12 por ensaio (Figura 24). Nestas
mesmas condicdes (T1), fémeas ndo alimentadas mostraram uma

tendéncia a rejeitar as tentativas realizadas pelos machos.
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Figura 24. Numero de tentativas de copula, porcentagem de rejeicdoes e
frequéncia de copula no tratamento com machos e fémeas em jejum (T1).
O grafico inserto: representa a frequéncia diaria de cépulas em funcao da
idade.

No segundo tratamento, com machos e fémeas alimentados
(T2), os machos tentaram copular a partir do primeiro dia, mas foram
consistentemente rejeitados pelas fémeas (Figura 25). Apesar disso,
neste tratamento (T2), todas as fémeas aceitaram acasalar a partir

do sétimo dia apos a alimentacao (Figura 25, grafico inserto).
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Figura 25. Numero de tentativas de copula, porcentagem de rejeicdoes e
frequéncia de copulas no tratamento com machos e fémeas alimentados
(T2). O gréafico inserto representa a frequéncia diaria de cépulas em funcgao
da idade e do estado nutricional. As setas indicam o dia em que foi

oferecido o repasto sanguineo.
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Assim como em T1 (machos e fémeas em jejum), os machos
nao alimentados de T3 (machos em jejum e fémeas alimentadas)
apresentaram um perfil similar de tentativas de cépula (Figura 26).
Todas as fémeas deste tratamento (T3) também aceitaram copular,
aproximadamente a partir do sexto dia apds alimentacao (Figura 26,
grafico inserto). Vale ressaltar que neste tratamento (T3) alguns
machos comecaram a morrer apds 31 dias de jejum. Dos 10 machos
testados, 4 tinham morrido no final desta série experimental. Além
disso, neste tratamento (T3), apesar de ter sido registrado 100% de
copula, as fémeas mostraram um alto numero de rejeicdoes em
resposta as tentativas dos machos, inclusive alguns dias depois da
alimentacao (Figura 26). Vale ressaltar que nestas condicdes, as
tentativas de copula somente foram aceitas depois de repetidas
rejeicoes. Pelo contrario, em T2 (machos e fémeas alimentados), nas
mesmas condicdes de jejum as fémeas aceitaram acasalar sem

executar nenhuma rejeicao (Figura 25).
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Figura 26. NUmero de tentativas de cdpula, porcentagem de rejeicoes e
frequéncia de cdpulas no tratamento com machos em jejum e fémeas
alimentadas (T3). O grafico inserto representa a frequéncia diaria de cépula
em funcao da idade e do estado nutricional. As setas indicam o dia em que

foi oferecido o repasto sanguineo.

Os machos de T4 (machos alimentados e fémeas em jejum)
continuaram a mostrar um perfil similar de tentativas de cépula no
periodo pré alimentacao (Figura 27). As fémeas nao mostraram um
grau relevante de aceitacdo de cépula nestas condigdes, se
comportando de maneira similar a observada em T1 (Figura27,

grafico inserto).
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Figura 27. Numero de tentativas de copula, porcentagem de rejeicdoes e
frequéncia de cdépulas no tratamento com machos alimentados e fémeas em
jejum (T4). O grafico inserto representa a frequéncia didria de cépulas em
funcao da idade e do estado nutricional. As setas indicam o dia em que foi

oferecido o repasto sanguineo.

Finalmente, o tratamento T5 mostrou que a idade dos machos
nao afetou a aceitacdao de cépula pelas fémeas, como observado no
T3 (machos em jejum e fémeas alimentadas). Machos jovens nao
alimentados usados no T5 estavam prontos para acasalar e mesmo
assim as fémeas rejeitaram suas tentativas. Neste caso, verificou-se
gque 100% dos casais copularam varios dias apds as fémeas terem

realizado o repasto (Figura 28, grafico inserto).
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Figura 28. NUmero de tentativas de cdpula, porcentagem de rejeicoes e
frequéncia de cépulas no tratamento com machos jovens em jejum e
fémeas alimentadas (T5). O grafico inserto representa a frequéncia diaria
de cépulas em funcdo da idade e do estado nutricional. As setas indicam o

dia em que foi oferecido o repasto sanguineo.
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5.5.3 Poliandria e associagao pos-acasalamento (APA)

Os resultados mostraram que 70% das fémeas testadas
aceitaram copular com todos os trés machos apresentados em um
intervalo de 90 minutos. Além disso, foi observado que o 30% das
fémeas restantes aceitou copular somente com dois machos.
Portanto, nenhuma fémea copulou com apenas um macho em nossas
condicbes experimentais. Além disso, observou-se que 100% das
fémeas acasalaram com o primeiro e o segundo macho introduzido na
arena.

Para comparar a duragao (segundos) da primeira cépula entre
os diferentes tratamentos (1M:1F x 3M:1F x 3M:1F-) foi utilizado o
teste t Student para amostras independentes. Neste caso, os dados
correspondentes a duracdao da primeira copula nos tratamentos
3M:1F e 3M:1F- foram reunidos em um s6 dado. Isto foi possivel
porque a primeira copula em ambos os tratamentos ocorreu em
condicdes experimentais idénticas. A duracdo da primeira cépula nao
foi significativamente afetada quando comparada entre casais
individuais e grupos de 3 machos e uma fémea (teste t, n.s., Figura
29).

A duracgao da cépula variou significativamente de acordo com a
sequéncia de acasalamento nas séries contendo grupos de 3 machos
e uma fémea (ANOVA de medidas repetidas, P<0.001). A primeira
copula no tratamento 3M:1F- apresentou uma duracdo média de 334
+ 16 s, enquanto a segunda cépula durou em média 267 + 16 s e a
terceira apresentou uma duracdo meédia de 209 + 17 s. A
comparacgao post-hoc destes dados mostrou que a primeira copula foi
significativamente mais longa que a terceira (teste Tukey, P<0.0001,
Fig. 30). Ao comparar a duracdo da segunda cépula com a primeira e
a terceira nao foram observadas diferencas significativas (teste
Tukey, n.s., Figura 30). No tratamento 3M:1F nao foi observado mais
de duas cépulas por ensaio, neste caso, para comparar a duracao

entre a primeira e a segunda copula foi utilizado o teste t Student.
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Neste caso, a primeira copula apresentou duragao média de 379 + 17
s, enquanto a segunda variou em média 349 + 24 s (teste t, n.s.).
Vale ressaltar que nao foi observada terceira cépula nesta série
experimental.

Apds observar, durante nossos experimentos de descricao do
comportamento sexual, que os machos permaneciam associados a
fémea imediatamente apds a copula, decidimos mensurar a duracao
desta associacao na presenca de outros machos. Para isso, a duragao
da associacao pds-copula foi testada entre os diferentes tratamentos
1M:1F, 3M:1F e 3M:1F-. Para comparar a duracao (segundos) das
primeiras associacdes pos-acasalamento entre os diferentes
tratamentos (1M:1F x 3M:1F x 3M:1F-) foi utilizado o teste de
Kruskal Wallis e nenhuma diferenca significativa foi observada (Figura
31). No entanto, é importante ressaltar que a duracdo da associacao
pos-acasalamento (APA) no tratamento 1M:1F foi notadamente baixa
e restrita a uma duracdo maxima de 424 segundos, enquanto que
nos tratamentos 3M:1F e 3M:1F- alguns machos apresentaram
associagoes consideravelmente longas (Figura 31). Estas associacoes
longas podem ter sido a causa da diminuicdo na frequéncia de copula
nos grupos, uma vez que no tratamento 3M:1F- foi registrado 80%
de terceiras cOpulas e apenas 50% de segundas cOpulas € nenhuma

terceira copula no tratamento 3M:1F (Figuras 32 e 33).
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Figura 29. Duracao da primeira cépula nos tratamentos 1M:1F e 3M:1F.
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6 DiscussAo
6.1 Uso de abrigos por adultos de Triatoma brasiliensis

Nossos resultados mostram que a maior atividade de adultos de
T. brasiliensis em relacdo ao abrigo ocorre em um periodo restrito ao
inicio da noite (primeira hora). Os resultados demonstram que
adultos desta espécie exibemm um aumento do numero de saidas do
abrigo e uma maior atividade locomotora em torno dele no inicio da
fase escura.

Além disso, os resultados aqui apresentados demonstram que a
presenca de sinais olfativos provenientes de fémeas é capaz de
promover a saida de machos do abrigo e provocar um aumento
significativo da sua atividade locomotora. O niumero de tentativas de
copula entre machos também foi maior quando os sinais olfativos
provenientes de fémeas estavam presentes, reforcando a hipdtese de
gue quando fémeas estdo presentes, ha um sinal no ambiente
relacionado com a comunicacao sexual de adultos desta espécie.

Por outro lado, este trabalho mostrou que a atividade basal de
fémeas em torno do abrigo é maior que a dos machos. Isto pode
estar relacionado com o fato de que fémeas de T. brasiliensis estao
mais receptivas para o acasalamento nas condicOes fisioldgicas aqui
testadas (sétimo dia apds alimentacdo), do que fémeas nao
alimentadas (Vitta et al. 2009, in press), fazendo com que elas se
tornem mais ativas aumentando assim a chance de encontrar e/ou
recrutar um parceiro para o acasalamento. Além disso, uma atividade
mais intensa das fémeas também pode estar relacionada com uma
maior motivacdo para a busca de hospedeiro. Os resultados
apresentados revelam informacdes originais sobre o uso do abrigo no
contexto sexual em triatomineos e sugerem uma organizagao
circadiana da atividade relacionada com o uso de abrigos por adultos
de T. brasiliensis.

Sabe-se que os triatomineos apresentam uma organizagao
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circadiana para muitas atividades (Ampleford & Steel 1982,
Constantinou 1984, Lazzari 1991, 1992, Minoli & Lazzari 2003,
Reisenman et al. 1998, 2002, Barrozo et al. 2004, Bodin et al. 2008).
Estes insetos possuem um padrao de atividade bimodal (procura por
hospedeiro ao anoitecer e a busca por abrigo ao amanhecer) que
pode ser mediado por diferentes sinais olfatérios que geram
respostas comportamentais especificas em diferentes momentos do
dia (Lazzari 1992, Lorenzo & Lazzari 1996, Lorenzo & Lazzari 1998,
Barrozo et al. 2004). A resposta de orientacao frente a CO, em T.
infestans e R. prolixus apresenta um ritmo endogenamente
controlado e limitado ao comeco da fase escura (Barrozo et al. 2004,
Bodin et al. 2008). Ao contrario, a resposta olfatdéria ao feromoénio de
agregacdao de R. prolixus ndao parece ser controlada por um reldgio
enddgeno, mas pela influéncia direta de variaveis externas (Bodin et
al. 2008). Alguns trabalhos sugerem o uso de sinais quimicos, por
algumas espécies de triatomineos, na comunicagao sexual. Baldwin et
al. (1971) e Manrique & Lazzari (1995) demonstraram que casais de
R. prolixus e T. infestans emitem um sinal quimico durante a cépula
gue promove a agregacao de outros machos. Recentemente, foi
demonstrado que fémeas de R. prolixus emitem odores relacionados
com o contexto sexual com maior intensidade durante as primeiras
horas da fase escura (Pontes et al. 2008). No entanto, este é o
primeiro relato que demonstra respostas de machos de triatomineos
a sinais quimicos liberados por fémeas em um periodo restrito da fase
escura.

Varios estudos descrevem ritmos diarios de sensibilidade
sensorial em insetos e demonstram que a modulacao das respostas
ocorre principalmente nos sistemas visuais e olfatérios (Reisenman et
al. 1998, 2002, Krishnan et al. 1999, Page & Koelling 2003). Na
barata, Periplaneta americana, machos mantidos em um ciclo de
luz/escuriddao exibem um ritmo didario de resposta ao feromonio

sexual liberado pela fémea, com um pico de sensibilidade ocorrendo
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durante as primeiras horas da fase escura (Hawkins & Rust 1977,
Zhukovskaya 1995). A comunicagao sexual em mariposas
(Lepidoptera) ocorre de forma altamente sincronizada e a liberagao
do feromoOnio sexual pela fémea, assim como o comportamento de
busca do macho sdao finamente ajustados para acontecer durante a
mesma janela temporal (Saunders et al. 2002).

Pensando em termos de selecao natural, € mais adaptativo que a
resposta maxima a um determinado odor ocorra durante o periodo
ativo do animal e que, além disso, esta resposta ocorra quando ela se
torna biologicamente relevante. Isto é o que se tem observado em R.
prolixus, onde a resposta olfatéria maxima aos diferentes odores do
hospedeiro coincide com a janela temporal precisa na qual o
comportamento de busca por alimentacdo é conhecido ocorrer, ou
seja, no inicio da fase escura (Bodin et al. 2008). Nossos resultados
mostram que as fémeas de T. brasiliensis sdao mais ativas no inicio da
fase escura e que os machos parecem responder aos sinais quimicos
produzidos por elas também nesta fase, periodo em que eles
aumentam sua atividade devido a presenca dos sinais olfativos vindo
delas. A partir disso, sugere-se a realizacao de experimentos em
condicoes de ciclos de luz e escuridao constante para testar a
hipotese de um controle endégeno da atividade de saida e locomotora
em adultos desta espécie. Além disso, faz-se necessario avaliar se
fémeas desta espécie, uma vez que elas se mostram mais ativas do
que os machos, principalmente nas primeiras horas da fase escura,
sdao capazes de emitir espontaneamente um sinal sexual capaz de
atrair machos para o acasalamento.

Em geral, a bibliografia existente aceita que ninfas de T. infestans
saem dos abrigos para se alimentar durante a noite e que a atividade
destes insetos em relacdo aos abrigos € aumentada nesta fase devido
a alta motivacdao para a procura de hospedeiros (Lazzari 1992,
Lorenzo & Lazzari 1998). Nossos resultados sugerem que o aumento

significativo da atividade de machos de T. brasiliensis quando fémeas
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estdo presentes também pode estar relacionado com a busca de uma
parceira para o acasalamento, provavelmente mediada por odor. Um
maior conhecimento da fisiologia sensorial e do comportamento de T.
brasiliensis podera possibilitar o desenvolvimento de novos métodos
de controle de suas populagdoes. O estudo da comunicacao quimica e
da maneira com que estes insetos fazem uso da informagao
proveniente do ambiente pode contribuir para o desenho de

armadilhas e iscas dirigidas a captura e controle destes insetos.

6.2 Inicio da atividade de voo em machos de Triatoma

brasiliensis mediado por odor de fémea

Este estudo descreve pela primeira vez a existéncia de um
mecanismo de orientacdo anemotaxico e modulado por odor, durante
o inicio do voo de triatomineos. Nossos resultados demonstram que o
voo dos machos de T. brasiliensis pode ser desencadeado por
correntes de ar associadas com odor de fémea e que a frequéncia
deste comportamento é maior durante as primeiras horas da fase
escura. Notadamente, machos de T. brasiliensis orientaram-se
significativamente em direcao a correntes de ar associadas com odor
de fémea.

Os resultados aqui apresentados sugerem que machos de T.
brasiliensis sao capazes de reconhecer sinais quimicos a longa
distancia e orientar-se ativamente através do voo até a sua fonte
emissora. Do ponto de vista epidemioldgico, entender os fatores que
disparam o voo em triatomineos é fundamental, uma vez que a
colonizacdo de novos habitats e o mecanismo de dispersdo se da
principalmente através do voo (Sjogren & Ryckman 1966, Lehane &
Schofield 1976, Schofield & Matthews 1985, Vazquez-Prokopec et al.
2004, Ceballos et al. 2005).

Apesar de ter sido observada uma frequéncia semelhante na
atividade inicial de voo tanto em machos quanto em fémeas, quando

uma corrente de ar limpo foi apresentada, somente os machos
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aumentaram significativamente esta atividade quando uma corrente
de ar associada a odor de fémea foi apresentada. Pontes et al. (2008)
demonstraram que adultos de R. prolixus emitem espontaneamente o
conteudo das suas GMs durante a noite. Adicionalmente, esses
autores mostraram que esta emissdo € mais frequente em fémeas do
gue em machos. O comportamento de chamamento é bem conhecido
em fémeas de lepidopteros e é caracterizado pela projecao do
abdome, exposicdo das glandulas e emissdao do feromoénio no
ambiente (Butenandt et al. 1959, West & Bowers 1994). Sabe-se que
a alimentacdo pode afetar alguns aspectos da produgao de
ferombdnios em fémeas de varias espécies de insetos (Chapman
1998). Deste modo, sugere-se avaliar a existéncia de emissao
espontanea em fémeas de T. brasiliensis e verificar se a alimentacao,
idade ou estado de acasalamento, i.e., insetos acasalados ou nao,
podem afetar este comportamento.

Os triatomineos possuem uma clara organizacao temporal do
seu comportamento (Ampleford & Steel 1982, Constantinou 1984,
Lazzari 1992, Minoli & Lazzari 2003, Barrozo et al. 2004, Lazzari et al
2004, Bodin et al. 2008, Guerenstein & Lazzari 2008). A motivacao
de machos para responder aos sinais sexuais emitidos por fémeas
poderia também ser um processo modulado por um mecanismo de
reldgio circadiano. Nossos resultados sugerem que o voo de machos
em resposta aos odores de fémeas é limitado a uma janela temporal
no comeco da noite. Porém, novos experimentos deverdo ser
realizados para testar esta hipdtese. Coincidentemente, a presenca
de fémeas nas proximidades de abrigos ocupados por machos de T.
brasiliensis é capaz de promover a saida destes e provocar um
aumento significativo na sua atividade locomotora também no inicio
da noite (item 1). Mais uma vez, verifica-se a necessidade de realizar
experimentos em condicdes de escuriddo constante para testar a
hipotese de um controle endégeno da resposta olfatéria em adultos

desta espécie.
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Finalmente, este capitulo apresenta evidéncias demonstrando
gue a presenca de uma corrente de ar limpo ndo é suficiente para
desencadear um voo orientado em adultos de T. brasiliensis. Os
dados sugerem que € necessaria a presenca de um odor,
biologicamente relevante, para que haja uma resposta orientada em
machos desta espécie. A orientacdo dos machos somente foi
estimulada na presenca de fémeas, provavelmente devido a sinais
guimicos volateis capazes de permitir o encontro entre parceiros

sexuais a longa distancia.

6.3 Comunicacao quimica entre sexos em Triatoma
brasiliensis — O papel das glandulas exécrinas

O presente trabalho avaliou a existéncia de mecanismos de
comunicacdo entre sexos mediados por odor e a relevancia das
glandulas metasternais e de Brindley na ocorréncia de cépula em T.
brasiliensis.

O envolvimento das glandulas metasternais na comunicagao
sexual de triatomineos foi proposto por Manrique et al. (2006) e
Pontes et al. (2008). Baseado neste fato, nds trabalhamos com a
hipotese de que os produtos das glandulas metasternais de T.
brasiliensis poderiam mediar mecanismos de comunicacao sexual. Os
resultados demonstraram que machos foram significativamente
atraidos por correntes de ar associadas com odor de fémea.
Adicionalmente, resultados semelhantes foram observados quando
machos foram confrontados com correntes de ar associadas com odor
de macho. Esses dados indicam que fémeas e machos emitem sinais
gue promovem a orientacdao de machos e também a localizacao da
fonte emissora. Estes resultados estao de acordo com aqueles obtidos
no item 2 desta tese, no qual demonstram que machos sao capazes
de se orientar e iniciar o voo quando confrontados com correntes de

ar associadas com odor de fémea.
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Quando foi testada a secrecao das glandulas metasternais na
orientacdao de machos no olfatbmetro, verificamos que a oclusdo dos
orificios das GMs de fémeas levou a uma perda de atracao nos
machos, confirmando a hipétese do envolvimento das glandulas
metasternais de fémeas na producdo de substancias que promovem a
atracdo dos machos nesta espécie. Entretanto, a oclusao dos orificios
das GMs de machos nao afetou a atracao dos insetos deste sexo,
indicando que existe outra fonte de odor nos machos capaz de
provocar uma resposta de orientacdao em outro macho coespecifico.

Em suma, os resultados mostram que as substancias
produzidas pelas GMs certamente estdao envolvidas na comunicacao
sexual destes insetos. Neste trabalho, o papel das secrecdoes das
glandulas de Brindley nao foi testado em olfatobmetro. No entanto, o
papel das secrecdes destas glandulas na comunicacao sexual em
adultos de T. brasiliensis precisa ser avaliado. Apesar de ambos o0s
sexos apresentarem o mesmo perfil de substancias, nas condigdes
aqui trabalhadas, apenas a secrecdo das GMs de fémeas foi capaz de
desencadear respostas de atracdo nos machos. As glandulas
metasternais de Heteroptera originalmente apresentam secregoes
com funcao de defesa, e pelo menos em alguns casos, evoluiram
posteriormente para a producao de feromoénios sexuais (Blum 1996).
E possivel que os volateis produzidos por estas glandulas tenham
evoluido também para uma nova funcdo de maneira parcimoniosa
nos triatomineos, uma vez que, adultos perturbados mecanicamente
emitem as secrecdes das glandulas de Brindley e metasternais
simultaneamente (Vitta 2005, Manrique et al. 2006). Novos
bioensaios sdao necessarios para esclarecer o papel funcional desta
mistura de odores em T. brasiliensis. A natureza multicomponente
das secrecdes de ambos os tipos de glandulas deve ser considerada,
levando em conta a existéncia de fenébmenos de ativacdo, inibicdo e
sinergismo que podem ocorrer na presenca simultdnea de diferentes

componentes.
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Apdés a oclusdo independente dos orificios das glandulas
metasternais e de Brindley de fémeas de T. brasiliensis observamos
uma diminuicdo na frequéncia de copula de 45% e 50%,
respectivamente. Quando as duas glandulas foram ocluidas ao
mesmo tempo, a porcentagem de copula caiu para 30%. Crespo &
Manrique (2007) e Pontes et al. (2008) demonstraram que a
frequéncia de copula de T. infestans e R. prolixus também &
diminuida quando os orificios das glandulas metasternais sao
ocluidos. No entanto, ao contrario do ocorre com T. brasiliensis, a
frequéncia de cépula nao foi afetada quando os orificios das glandulas
de Brindley foram ocluidos (Crespo & Manrique 2007, Pontes et al.
2008). Os resultados aqui apresentados mostram a existéncia de
sinais quimicos produzidos por ambos os tipos de glandula que
aparentemente estariam envolvidos no processo de reconhecimento
sexual.

A nocao de que os insetos dependem de estimulos quimicos
para assegurar atividades fundamentais do seu ciclo de vida como
acasalamento, alimentacdo e reproducao fez surgir, nas ultimas
guatro décadas, novos conceitos no manejo e controle de insetos
praga. A possibilidade de identificar estes estimulos quimicos permitiu
manipular seu comportamento e regular a sobrevivéncia de uma
populagcdo com as chamadas substancias quimicas “modificadoras do
comportamento” (Shorey 1973, Cardé & Elkinton 1984, McNeil 1991,
Bento 2001). Nosso trabalho demonstrou que existem produtos
naturais provenientes das glandulas exdcrinas de T. brasiliensis que
podem ser utilizados no desenvolvimento de novos métodos de
controle. Para isso, ainda sera necessario avaliar a existéncia de
respostas em neurdnios receptores destas moléculas de odor na
antena de insetos desta espécie. Faz-se necessario determinar como
eles respondem aos produtos sintéticos, o seu limiar de estimulacao e
doses fisioldgicas, para permitir uma maior compreensao dos

mecanismos olfativos e melhor utilizagdo destes odores no desenho
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de métodos de controle e captura. Para isto, e uma vez identificados
os limiares de deteccao e as relacdoes dose-resposta para cada
substancia, deverado ser realizados bioensaios com padrdes sintéticos
para caracterizar o tipo de resposta comportamental associada a cada
uma delas. Os feromonios sdo vitais na comunicagao entre individuos
de uma mesma espécie, sendo as substancias modificadoras do
comportamento utilizadas com mais frequéncia no manejo e
regulacdao de populacdoes de insetos-praga. Os resultados aqui
apresentados nos permitem propor que apds a realizacdo dos
experimentos mencionados acima, as substancias aqui descritas
poderao ser utilizadas como iscas quimicas para a deteccao e captura

de machos de T. brasiliensis.

6.4 Respostas eletrofisiologicas da antena de machos de
Triatoma brasiliensis aos odores da glandula metasternal de
fémeas

O presente trabalho realizou uma identificagcao detalhada das
substancias produzidas pelas glandulas metasternais de T.
brasiliensis, aprofundando o conhecimento pré-existente disponivel a
partir de estudos preliminares (Vitta, 2005). Estes dados permitiram
avaliar a existéncia de respostas antenais em machos desta espécie
frente as secrecdes desta glandula. Desta maneira, foi possivel
verificar que antenas de machos desta espécie respondem a varios
compostos produzidos pelas glandulas metasternais de fémea.

O estudo de identificacdo por meio da técnica de CG-EM
demonstrou que as glandulas metasternais de T. brasiliensis
produzem principalmente cetonas, acetais e alcodis, sendo que os
principais constituintes encontrados tanto em machos quanto em
fémeas foram 3-pentanona, 2,2,4-trietil-5-metil-1,3-dioxolano, (2S5)-
metil-1-butanol (4R)-metil-1-heptanol, (1R)-feniletanol,. Alguns dos
compostos identificados nas glandulas metasternais de T. brasiliensis,

tais como a 2-butanona, 3-pentanona, (2S)-butanol, 2,2,4-trietil-5-
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metil-1,3-dioxolano, 3-pentanol, 3-metil-2-hexanol, (2R)-pentanol e
(3R/S)-hexanol, podem ser encontrados nas GMs de outras espécies
de triatomineos (Manrique et al. 2006, Pontes et al. 2008). No
entanto, alguns compostos como o 4-etil-2-isopropil-5-metil-1,3-
dioxolano I e II, o (4R)-metil-1-heptanol e o (1R)-feniletanol sao
especificos de T. brasiliensis.

Em triatomineos o uso de infoquimicos € amplo, podendo estar
relacionado com o reconhecimento e localizacao de hospedeiros,
sinais de alarme, reconhecimento de possiveis parceiros para o
acasalamento e comportamento de agregacao (Schofield & Patterson
1977, Nufez 1987, Lorenzo Figueiras et al. 1994, Lorenzo & Lazzari
1996, Taneja & Guerin 1995, Lorenzo Figueiras & Lazzari 1998,
Manrique et al. 2006, Pontes et al. 2008). Apds a maturacao sexual,
os triatomineos precisam encontrar parceiros para o acasalamento.
Até o presente, nenhum trabalho confirmou a existéncia de sinais
guimicos especificos capazes de promover a orientacdo de adultos de
triatomineos durante a procura por parceiro sexual. Porém, os
resultados apresentados neste trabalho de tese demonstram que as
secrecoes das glandulas metasternais promovem a orientacao de
machos de T. brasiliensis em diversos contextos. Além disso, os
dados apresentados neste capitulo oferecem a primeira evidéncia de
respostas eletrofisioldgicas na antena de machos frente a secrecao
das glandulas metasternais de fémeas.

A técnica de CG-EAD, utilizando antenas de machos de T.
brasiliensis como detector bioldgico, permitiu-nos mostrar que pelo
menos cinco substancias produzidas pelas glandulas metasternais sdo
capazes de promover respostas nos receptores da antena de machos.
Baseando-nos no tempo de retencao das substancias sintéticas e na
analise dos compostos previamente identificados, verificamos que as
substancias com atividade na antena foram a 3-pentanona, 2,2,4-
trietil-5-metil-1,3-dioxolano, (2S)-metil-1-butanol, (4R)-metil-1-

heptanol e o (1R)-feniletanol. Experimentos deverdao ser realizados
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para testar se machos de T. brasiliensis apresentam respostas
comportamentais em resposta a estas substancias.

Atualmente, sao raros os trabalhos de elucidacao estrutural de
moléculas de odor em que a técnica de CG-EAD ndo seja empregada.
Grande numero de trabalhos tem utilizado esta técnica, sobretudo
com lepiddépteros (Van der Pers 1981, Van der Pers & Minks, 1997).
Millar et al (1996) ressaltaram a importancia desta técnica na
identificacdo do feromodnio sexual de Anomala nuxvorella
(Lepidoptera: Pyralidae). Leal et al. (1993) identificaram o feromodnio
sexual de Anomala daimiana (Coleoptera: Scarabaeidae) utilizando
também CG-EAD como parte do processo de identificacao.

Consideramos que nossos resultados representam um avancgo
na compreensao dos processos associados com a comunicagao
guimica no contexto sexual de T. brasiliensis. Particularmente, o
presente capitulo coloca em evidéncia a presenca de uma série de
produtos na secrecdao das GMs desta espécie que possui capacidade
de promover respostas em neurb6nios sensoriais da antena de
machos. Aprofundar o conhecimento sobre a fisiologia sensorial dos
triatomineos pode contribuir para o desenvolvimento de novas
ferramentas de controle baseadas na manipulagdao de seu
comportamento. Resulta de particular interesse e importancia contar
com ferramentas de deteccao, atracao e/ou captura de alta

sensibilidade.

6.5 Comportamento de <copula e associacido pos-
acasalamento em Triatoma brasiliensis

Em particular, verificamos que a idade afeta a motivacao dos
machos para realizar tentativas de copula e que o estado nutricional
afeta a receptividade da fémea.

Os resultados aqui apresentados reforcam o conceito de que
fatores comportamentais e fisiolégicos modulam a duracdo e a

ocorréncia de acasalamento em insetos. Além disso, e curiosamente
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para triatomineos, este trabalhou mostrou que machos de T.
brasiliensis reagem a presenca de machos competidores guardando a
fémea por um longo intervalo de tempo.

O comportamento sexual de T. brasiliensis segue 0 mesmo
modelo geral descrito para outras espécies de triatomineos (Baldwin
et al. 1971, Lima et al. 1986, Rojas et al. 1990, Rojas & Cruz-lépez
1992, Manrique & Lazzari 1994, Garcia-Pérez et al. 1997, Pires et al.
2004). A interacao sexual normalmente comeca quando machos e
fémeas se encontram ao caminhar. Como ja descrito para outras
espécies de triatomineos, os machos desta espécie ndo mostraram
nenhum comportamento evidente de corte. Apds posicionar-se
dorsolateralmente sobre a fémea, o macho aproxima a porcao
posterior do abdomen da fémea utilizando seu terceiro par de patas,
e os parameros do macho auxiliam na fixacdo da sua genitdlia
permitindo a introducdao do edeago. A sequéncia de eventos
comportamentais apresentada pelos machos antes, durante e depois
da copula é similar em todas as espécies estudadas (Rojas et al.
1990, Rojas & Cruz-Lopez 1992, Manrique & Lazzari 1994, Pires et al.
2004). Especificamente, alguns comportamentos dos machos
descritos por autores prévios tais como posicao vigilante, salto,
rotacdo e cépula na posicdo dorso-lateral também foram observados
neste estudo. De maneira similar ao descrito por Brasileiro (1984), a
duracdo da cépula em T. brasiliensis apresentou uma média de 6 + 2
minutos em nossos experimentos. Nota-se que a duracao da copula
no género Triatoma é relativamente curta (Manrique & Lazzari 1994,
Vitta 2009, nesta tese), enquanto que em espécies de outros géneros
de Triatominae a duracao da cépula pode ser sensivelmente maior,
atingindo 50 minutos no caso de R. prolixus (Pires et al. 2004, Pontes
et al. 2008).

Fémeas de T. brasiliensis exibiram trés tipos de comportamento
de rejeicdo em resposta as tentativas de cdpula realizadas pelos

machos: movimentos abdominais, achatamento corporal e evasao.

133



Ao contrario do que ocorre em T. infestans (Manrique & Lazzari
1994), a estridulagao nao foi observada como mecanismo de rejeicao
em resposta as tentativas de cépula realizadas pelos machos de T.
brasiliensis. Em geral, a literatura mostra pequenas diferencas no
comportamento de rejeicdo executado pelas fémeas de R. prolixus
(Pontes et al. 2008), P. megistus (Lima et al. 1986, Pires et al.
2004), T. infestans (Manrique & Lazzari 1994), T. mazzottii (Rojas et
al. 1990) e T. brasiliensis (este estudo). O achatamento corporal foi o
comportamento de rejeicdo mais frequente para todas as espécies
estudadas até o momento, respondendo por 50% das tentativas
rejeitadas (Manrique & Lazzari 1994, Pires et al. 2004). Isto pode
estar relacionado ao fato de que para alcancar um correto
posicionamento da genitalia seja necessdrio que os machos se
posicionem lateralmente. Desta forma, ao achatar o corpo contra o
substrato, as fémeas impossibilitariam o posicionamento dos machos.
A caracterizacao dos diferentes tipos de comportamento de rejeicao
em T. brasiliensis foi importante neste trabalho por esclarecer
detalhes desconhecidos do seu comportamento sexual. A partir disso,
foi possivel determinar se as rejeicdes em resposta as tentativas de
copula dos machos sdo uma consequéncia direta do estado
nutricional e/ou idade das fémeas ou se sao devidas ao estado
nutricional e/ou idade dos machos.

Nossos resultados mostram que a receptividade da fémea afeta
o sucesso de copula em T. brasiliensis. Além disso, demonstramos
gue a receptividade da fémea é influenciada pelo seu estado
nutricional. Sob nossas condicdes experimentais, as fémeas
aceitaram copular com maior frequéncia apds a sua alimentacdo.
Quando machos e fémeas foram alimentados, observou-se uma
diminuicdo gradual no numero de rejeicdes disparadas pelas fémeas.
Deste modo, 11 dias apds a alimentagdo nenhuma rejeicdao foi
observada em T2 (machos e fémeas alimentados). Curiosamente, a

Figura 3 (inset) mostra que apesar de ndo haver rejeicoes 11 dias
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apds o primeiro repasto sanguineo, 100% de cdpula ja havia sido
alcancado com 7 dias. Estes resultados mostram que a alimentacao é
um fator fundamental para a aceitacdao de copula em fémeas de T.
brasiliensis e reforcam os dados apresentados por Manrique & Lazzari
(1994) para T. infestans. Cbpulas podem ser eventualmente
observadas em fémeas nao alimentadas, porém, nestas condicoes o
sucesso de copula parece ser prejudicado. Além disso, os resultados
apresentados aqui sugerem que a idade da fémea nao afeta sua
disposicao para acasalar. Porém, experimentos com fémeas de
diferentes idades e estados nutricionais devem ser realizados para
testar esta hipotese. Investigacdes futuras sao necessarias para
avaliar se a inibicdo do comportamento de rejeicdo de fémeas,
induzida pela alimentagdo, esta relacionada com o aumento da
atividade dos corpora allata (Prat & Davey 1972, Davey 2007).

A alimentacao dos machos de T. brasiliensis parece nao afetar
sua motivacdo para acasalar, visto que o niumero de tentativas de
copula observado apds alimentacao foi similar ao dos primeiros dias
apds a ecdise. E importante ressaltar que os machos tentaram
copular a partir do primeiro dia apés a muda em todas as séries
experimentais. Além disso, a frequéncia de tentativas de copula dos
machos aumentou aproximadamente no 10° dia apds a ecdise em
todas as séries. Estes resultados sugerem que a motivacao dos
machos para acasalar é afetada pela sua idade. A alimentagao nao
induziu um aumento no numero de tentativas de cépula, apenas
restabeleceu o nivel observado em machos jovens nao alimentados.
Vale ressaltar que machos mantidos em jejum prolongado morreram
a partir do 30° dia apos a ecdise. Por esta razdo, a diminuicao na
frequéncia de tentativas de cépula observada nos machos em jejum
extremo pode ter sido o resultado de um problema nutricional geral e
nao um problema especificamente relacionado com a sua motivagao
para copular. Nossos resultados mostram que a partir do primeiro dia

ap6s a muda imaginal, os machos ja estao prontos para acasalar,
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reforcando dados apresentados para T. infestans e P. megistus (Regis
et al. 1985). Além disso, Freitas et al. (2008) mostraram que o
desenvolvimento dos espermatozdides e das glandulas acessorias dos
machos de T. brasiliensis comeca também a partir do primeiro dia
ap6s a muda imaginal. Fémeas de R. prolixus sao aparentemente
incapazes de transportar espermatozdides da bursa para a
espermateca, a ndao ser que produtos das glandulas acessérias dos
machos sejam transferidos juntamente com o espermatoéforo (Davey
1958). Estas substancias sao necessarias pra induzir contragoes
musculares no ducto da fémea (Davey 1958). No entanto, faz-se
necessario determinar se este fator estd presente em machos recém
emergidos e avaliar sua capacidade de promover a fertilizacao dos
ovos nessas condicdes. Adicionalmente, outros sinais hormonais
podem modular a motivacao dos machos em realizar tentativas
copulatérias. E importante aprofundar o conhecimento sobre a
fisiologia reprodutiva em triatomineos, uma vez que pouco se
conhece ainda sobre os fatores enddcrinos e neurais que podem
desencadear alteracdes da motivacdo ao longo da vida do individuo
adulto.

Este trabalho também mostrou que fémeas alimentadas
normalmente ndo rejeitam as tentativas copulatérias disparadas
pelos machos, no entanto, elas rejeitam as tentativas copulatérias
realizadas por machos ndo alimentados. A analise do comportamento
de fémeas alimentadas parece indicar que elas sdo capazes de
reconhecer o estado nutricional dos machos e, como consequéncia,
rejeitar com menor frequéncia as tentativas de copula de machos
alimentados. O mecanismo pelo qual as fémeas percebem o estado
nutricional dos machos precisa ser estudado.

A atividade sexual destes insetos nao termina necessariamente
com o primeiro acasalamento. Segundo Baldwin et al. (1971) e
Manrique & Lazzari (1995), machos de R. prolixus e de T. infestans

formam agregacdoes ao redor de casais em cépula, provavelmente
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aguardando uma nova oportunidade de acasalamento. Este
comportamento de agregacao estaria relacionado com o
favorecimento de poliandria, ja que fémeas de T. infestans (Manrique
& Lazzari, 1995), de R. prolixus (Pontes, comunicagao pessoal) e T.
brasiliensis (neste estudo) copulam com varios machos
sequencialmente em um curto intervalo de tempo (1 hora). A
implicacdo do acasalamento multiplo em Triatominae merece ser
estudada, especialmente em relacdao a diversidade genética da prole.
A poliandria é considerada como sendo vantajosa para a fémea por
causar um efeito direto no aumento da fertilidade e na taxa de
producao de ovo (Arnqgvist & Nilsson, 2000).

Os resultados aqui apresentados mostram que machos de T.
brasiliensis podem mudar seu comportamento quando outros machos
estdao presentes. Durante nossas observagdes, verificamos um
componente comportamental diferente executado pelos machos, no
qual apds a cdépula, muitos machos permaneciam associados por um
longo periodo de tempo no dorso da fémea. Por esta razdo, decidimos
estudar este parametro detalhadamente e testar se a presenca de
outros machos poderia afetar a duracdo desta associacdo. Neste
sentido, verificamos que a duracdao das associacdes poOs-
acasalamento foi extremamente varidvel quando outros machos
(rivais) estavam presentes, ao contrario do que ocorre quando ndo ha
machos em torno de um casal em cdpula. Estes resultados sugerem
gue as associacoes podem estar relacionadas com a guarda por
parceiro em T. brasiliensis, provavelmente com o propdsito de evitar
gue outros machos copulem com a fémea recém acasalada (Alcock
1994). Machos de outras espécies de hemipteros também guardam
suas parceiras apos o acasalamento, aparentemente com a finalidade
de aumentar a chance de fertilizar um maior nimero de ovos (Carrol
1991, Schofl & Taborsky 2002). Faz-se necessario avaliar o
significado deste comportamento em T. brasiliensis e examinar 0s

custos e beneficios desta associacao.
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CONCLUSOES
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7 Conclusoes

- O padrao temporal de saidas do abrigo em adultos de ambos os
sexos de T. brasiliensis variou ao longo do periodo estudado. Machos
e fémeas saem mais dos abrigos durante a primeira hora da fase

escura.

- Ao sair do abrigo, machos e fémeas aumentam sua atividade

locomotora em torno dele, também na primeira hora da fase escura.

- O numero de fémeas que saem do abrigo na auséncia de estimulos

olfativos é maior que o de machos.

- A atividade locomotora basal de fémeas em torno dos abrigos

também é maior que a dos machos.

- Quando machos de T. brasiliensis estdao no interior do abrigo, o odor
emitido por fémeas é capaz de provocar um aumento significativo do

numero de machos que saem dele.

- Uma vez fora do abrigo, a presenca de odor de fémea provoca um
aumento na atividade locomotora dos machos e também aumenta o
numero de tentativas de copula entre eles.

- O numero de fémeas que saem do abrigo, assim como sua atividade

locomotora, ndo é alterado na presenca de odor de macho.

- O inicio da atividade de voo parece ser maior durante as primeiras

horas da fase escura tanto em machos quanto em fémeas.

- O inicio da atividade de voo de machos de T. brasiliensis pode ser
desencadeado por corrente de ar associadas com odor de fémea e a
frequéncia deste comportamento é maior durante as primeiras horas
da fase escura.
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- O odor de fémea associado a correntes de ar promove respostas

orientadas de inicio de voo por parte dos machos.

- Machos sdo significativamente atraidos por correntes de ar
associadas com odor de fémea e de macho, quando testados em

olfatbmetros.

- Os compostos produzidos pelas glandulas metasternais de fémeas

sao responsaveis pela atracdo dos machos no olfatébmetro.

- A origem dos sinais que provocaram a atracdo de machos por

machos no olfatdmetro € desconhecida.

- O produto das glandulas metasternais de fémeas participam da

ocorréncia de copula nesta espécie.

- O produto das glandulas de Brindley de fémeas também parecem

contribuir para a ocorréncia de cépula nesta espécie.

- As glandulas metasternais de T. brasiliensis sao responsaveis pela
sintese de substancias volateis. Estas glandulas produzem
basicamente cetonas, dioxolanos e alcoois, sendo que os principais
constituintes encontrados tanto em machos quanto em fémeas foram
a 3-pentanona, 2,2,4-trietil-5-metil-1,3-dioxolano, (2S)-metil-1-

butanol, (4R)-metil-1-heptanol e o (1R)-feniletanol.

- A técnica de CG-EAD, utilizando antenas de machos de T.
brasiliensis como detector bioldgico, mostrou que cinco substancias
produzidas pelas glandulas metasternais sao capazes de promover
respostas, a saber: 3-pentanona, (4R)-metil-1-heptanol, (25)-metil-
1-butanol, (1R)-feniletanol, 2,2,4-trietil-5-metil-1,3-dioxolano.
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- Fémeas de T. brasiliensis exibem trés tipos de comportamento de
rejeicdo em resposta as tentativas de cépulas realizadas pelos

machos: movimentos abdominais, achatamento corporal e evasao.

- A idade afeta a motivacdo dos machos para realizar tentativas de

copula e o estado nutricional afeta a receptividade das fémeas.

- Machos de T. brasiliensis reagem a presenca de outros machos

guardando a fémea por longos intervalos de tempo.
- A andlise do comportamento de fémeas alimentadas sugere que sao

capazes de reconhecer o estado nutricional dos machos e aceitar com

maior frequéncia as tentativas de copula de machos alimentados.
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