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RESUMO

VITTA, Ana Cristina Renna de. M.S. Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro
2005. Caracterizacdo morfologica das glandulas de Brindley e
metasternais, identificacdo quimica das suas secrecdes e comportamento
sexual em Triatoma brasiliensis (Reduviidae, Triatominae). Orientador:
Evaldo Ferreira Vilela. Co-orientador: Marcelo Gustavo Lorenzo. Conselheiro:
José Eduardo Serrao.

As glandulas exdécrinas de T. brasiliensis foram analisadas do ponto de vista
morfolégico e histolégico no presente trabalho. Insetos adultos de Triatoma
brasiliensis apresentam dois pares de glandulas exdcrinas produtoras de volateis:
as glandulas metasternais, localizadas no metatorax ventral e as glandulas de
Brindley, situadas no metatorax lateral superior. Nossos resultados descrevem
pela primeira vez detalhes histologicos e morfolégicos destas glandulas em
Triatoma brasiliensis. Em ambas glandulas metasternais e de Brindley as células
secretoras seriam do tipo Ill, segundo classificagdo proposta por Noirot &
Quennedey (1991). A glandula metasternal apresenta sensilas tricdides na regido
préxima a sua abertura externa. No citoplasma de suas células secretoras foram
encontrados granulos fortemente corados, sugerindo que esta glandula produz
substancias diferentes daquelas produzidas pelas glandulas de Brindley, que
apresentam vacuolos nao corados, indicando auséncia de granulos. Uma mistura
de cinco acidos graxos foi identificada: acido acético; acido propandico; acido
isobutirico; acido butirico e acido 2-metil-butirico. O componente mais abundante
foi o acido isobutirico e nenhuma diferenga qualitativa ou quantitativa entre os
sexos foi observada em relacdo ao seu conteudo. Nossos resultados também
demonstram que as glandulas metasternais de T. brasiliensis estdo envolvidas na
sintese de substancias volateis. Estas glandulas produzem basicamente alcoois e
cetonas, sendo que o principal constituinte encontrado nas glandulas de ambos os
sexos foi a 3-pentanona. Durante a perturbacdo mecénica, adultos de T.
brasiliensis liberam uma mistura de 10 componentes diferentes, constituida por
acidos, cetonas e alcoois, incluindo substancias provenientes das glandulas
metasternais e de Brindley. Paralelamente, foi analisando o comportamento sexual

de T. brasiliensis. Observamos que a cépula tem uma duragdo média de 6 + 7
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min. Fémeas desta espécie apresentaram somente trés tipos de comportamento
de rejeicdo frente as tentativas de copula dos machos como o achatamento
corporal, os movimentos abdominais e a evasdo. O numero de tentativas de
copula realizadas pelos machos variou em funcdo da idade. A analise do
comportamento das fémeas revelou que o numero de rejeigdes em resposta as
tentativas dos machos se manteve igual durante o periodo pré-alimentagao, nao
sendo afetado pela sua idade. No periodo pés-alimentacdo foi observada uma
mudanga gradual na porcentagem de tentativas de copula rejeitadas pelas fémeas
que, diminuiu gradativamente até atingir 0 %. Sugere-se que algum mecanismo
comportamental desencadeado na fémea dias apds alimentacdo esteja
determinando a auséncia de rejeicdes e consequente aceitagdo da copula em T.
brasiliensis. A importancia destes resultados com relacdo ao comportamento

destes insetos, e particularmente no contexto sexual, € discutida.

X1V



ABSTRACT

VITTA, Ana Cristina Renna de. M.S. Universidade Federal de Vigosa, February
2005. Morphologic characterization of the glands of brindley and
metasternais, chemical identification of its secretions and sexual behavior
in Triatoma brasiliensis (Reduviidae, Triatominae). Adiviser: Evaldo Ferreira
Vilela. Co-adviser: Marcelo Gustavo Lorenzo. Committee Members: José
Eduardo Serrao.

Adults of Triatoma brasiliensis (Reduviidae) show two pairs of exocrine glands:
the metasternal and the Brindley glands. The first one is located in the ventral part
of the metathorax, while Brindleys glands are found in the lateral part of the
superior metathorax. In both glands, the secretory cells correspond to type lll,
according to the classification of Noirot & Quennedey (1991). Metasternal glands
present tricoid sensilla next to their external opening. In the cytoplasm of the
secretory cells of these glands granules strongly stained were usually found,
suggesting that these glands produce different substances than those of Brindleys
glands. The substances found in the secretion of the Brindleys glands of
T.brasiliensis were identified for the first time, as a mixture of five fatty acids:
acetic; propanoic; isobutyric; butyric and 2-methyl-butyric acids. Isobutiric acid was
found to be the most abundant compound and no qualitative or quantitative
differences were observed in relation to gland contents for both sexes. Our results
demonstrated that the metasternal glands of T. brasiliensis are also involved in the
synthesis of volatile substances. These glands produce basically ketones and
alcohols, 3-pentanone was the major constituent of the mixture found in these
glands for both sexes. After their mechanical disturbance, adults of T. brasiliensis
emitted a mixture of 10 different compounds consisting of ketones, alchools and
fatty acids, including substances from both metasternal and Brindleys glands,.
Finally, we analyzed the sexual behavior of T. brasiliensis: the copula last, in
average, 6 £ 1 min and the number of male attempts to copulate varied according
to the insect age. Females of T. brasiliensis showed three types of rejection in
response to male attempt to copulate: flattening, abdominal movements and

evasion. The analysis of the female behavior revealed that the number of
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rejections in response to male attempts stayed the same during the pre-feeding
period. After feeding a gradual decrease in the number of rejections was observed,
diminishing until reaching zero rejection at approximately the day 8 post-feeding.
We suggest a behavioral mechanism in the female, after feeding, that may trigger
the acceptance of the male attempt to copulate in T. brasiliensis. The relevance of
the results for understanding the behavioral repertoire of the specie, particularly in

the sexual context, is discussed.
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Ana C.R. Vitta Introducéo Geral

1.1. Doenca de Chagas

Os triatomineos apresentam importdncia médica por serem o0s
transmissores do Trypanosoma cruzi Chagas (1909), um protozoario flagelado que
atua como agente etiolégico da doengca de Chagas. Esta doenca pode causar
graves debilitacbes devido a lesbes no coragao, como a sindrome de insuficiéncia
cardiaca progressiva, a insuficiéncia cardiaca fulminante, as arritmias graves, ou a
morte subita. Além disso, podem também ocorrer lesées ao longo do trato
digestivo com alteragbes da motilidade e morfologia, sendo megacélon e
megaesbéfago as manifestagbes mais comuns (Dias 1987). A doenga de Chagas,
ou tripanossomiase americana, descoberta por Carlos Chagas em Lassance,
Minas Gerais, em 1909, é uma zoonose que afeta de 16 a 18 milhdes de pessoas
na América Latina, onde mais de 100 milhdes estdo expostas a risco de infeccao
(Coura 2002).

Originalmente, a doenga de Chagas é uma enzootia de animais silvestres,
onde mais de 100 espécies entre marsupiais, quirdpteros, roedores, edentados,
carnivoros, logomorfos e primatas podem ser encontradas infectadas com T. cruzi.
Numerosas espécies de triatomineos silvestres transmitem o T. cruzi entre eles,

mantendo o ciclo silvestre da infecgao (Dias 2002).

O processo de entrada dos triatomineos no domicilio humano dependeu
provavelmente de um fator fundamental: a necessidade alimentar do barbeiro. O
desmatamento e o consequente desaparecimento progressivo dos animais
silvestres, que sdo suas fontes naturais de alimentagdo, promoveram a invasao
dos triatomineos nos peridomicilios e domicilios humanos, onde comegaram a se
alimentar do sangue dos animais domeésticos e do homem (Aragdo 1983, Forattini
1980).

A partir desta situagéo, o ciclo doméstico iniciou-se e as populagdes rurais
dos paises da América Latina foram grandemente afetadas pela doenca. Nos

ultimos 20 anos, desenvolveu-se um importante trabalho de controle do Triatoma
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Ana C.R. Vitta Introducéo Geral

infestans, o principal vetor da doenga de Chagas nos paises do Cone Sul
(Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai). A partir de 1991, com a chamada
“Iniciativa do Cone Sul”, obteve-se um significativo impacto no controle da doenca
(Dias et al. 2002). Uruguai e Chile foram, formalmente, certificados como livres da
transmissao da doenga de Chagas humana, respectivamente em 1997 e 1999. No
Brasil, em 1983, 711 municipios de 11 estados estavam infestados pelo T.
infestans. O numero de municipios reduziu-se para pouco mais de 100 em 1997,
limitando-se a presenca do vetor a alguns estados. Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Paraiba, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e, mais recentemente, Minas Gerais

foram certificados como livres do T. infestans (Coura 2002).

Embora existam diversas formas de transmissdo da doenca, como a
transfusional, congénita, via transplante de 6rgaos, acidentes de laboratério, entre
outras, aquela que realmente responde pela manutencdo da endemia nas zonas
rurais da América Latina é a transmissao vetorial, que representa cerca de 80% da

transmissao total do T.cruzi (Schofield 1994).

Os novos espacos resultantes da agao humana, em geral, sdo muito pouco
propicios a fauna triatominica e aos reservatérios naturais de T.cruzi, por tratar-se
de a&reas desmatadas, lavouras extensivas de monocultura introduzida e
pastagens, ambas com uso intensivo de pesticidas. Porém, as excegdes ficam por
conta dos peridomicilios e domicilios humanos em regides rurais socialmente mais
deprimidas, que por suas caracteristicas fisicas e de baixa higiene tendem a
albergar colonias de algumas espécies de triatomineos como Triatoma sordida,
Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata,

Triatoma dimidiata (Dias 2004), entre outras.

1.2. Triatomineos

Os triatomineos pertencem a familia Reduviidae, subfamilia Triatominae,
que de acordo com Galvdo et al. (2003) e com base em caracteristicas
morfolégicas apresenta 137 espécies agrupadas em 14 géneros. A principal

caracteristica comum entre os Triatomineos é a hematofagia, que € caracteristica
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de todas as espécies, sendo que as cinco fases ninfais e a fase adulta necessitam
de repastos sanguineos para completar o seu desenvolvimento e reproducao. Nos
animais hematoéfagos, a ingestdo de sangue de hospedeiros méveis, que podem
se defender ativamente esta associada com a evolugdo de adaptacdes
morfolégicas e fisiologicas convergentes que facilitam o encontro preciso do
hospedeiro e, em geral, uma rapida alimentagdo e a ingestdo ocasional de

grandes volumes de sangue (Friend & Smith 1985).

Os triatomineos s&o ectoparasitas temporarios e o unico contato que
mantém com seus hospedeiros restringe-se ao periodo do repasto. Assim como
outros artrépodes sugadores de sangue, estes insetos desenvolveram nas suas
glandulas salivares uma grande diversidade de componentes anti-hemostaticos
altamente eficientes, como anticoagulantes e vasodilatadores, que sao
introduzidos nos hospedeiros no momento da picada como parte da saliva,
(Ribeiro 1987). Seu aparato bucal estd adaptado para a penetracéo na pele do
hospedeiro, para o encontro dos vasos sanguineos apropriados e para
alimentacgao rapida. Os triatomineos podem subsistir sem se alimentar por longos
periodos de tempo sem desidratar-se ou aparentemente, sem sofrer danos
fisiologicos aparentes (Friend & Smith 1985).

O habito hematofagico entdo, evoluiu dentro de um cenario de grande
diversidade fisioldgica em relagcao ao tipo de hemostasia que o hospedeiro possui,
ja que estes insetos sdo capazes de se alimentar numa enorme variedade de
hospedeiros que incluem mamiferos, aves, répteis e anfibios. Isto resultou em
uma variedade de agentes anti-hemostaticos, ou seja, derivou no uso de misturas
de substancias desenvolvidas para permitir desarmar a hemostasia dos diversos

hospedeiros (Ribeiro et al. 1998).

Nos ambientes naturais os triatomineos sdo encontrados em associagao
com diversos tipos de animais silvestres (Sherlock 1979) e seu habitat primario
esta representado por abrigos, tocas e ninhos de animais de sangue quente como
marsupiais, edentados, roedores, carnivoros, morcegos, aves, répteis e anfibios.
(Lent & Wygodzinsky 1979).
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No Brasil foram identificadas até o momento pelo menos 44 espécies de
triatomineos, sendo a maioria delas silvestres. Destas, cinco espécies sao
consideradas domiciliadas, pois apresentam capacidade de colonizar as
habitagbes humanas e, portanto, tém importancia epidemioldgica. O principal
vetor, T. infestans Klug (1834), apresentava uma distribuicdo que se estendia do
Rio Grande do Sul até Pernambuco, Paraiba e Piaui, porém, apds seu controle
restam somente focos residuais nos estados da Bahia e o Rio Grande do Sul
(Dias, 2002).

Atualmente o principal vetor no sudeste, o P. megistus Burmeister (1835),
distribui-se desde os estados do Nordeste até a regido Sul. Em Santa Catarina e
Rio de Janeiro esta espécie é silvestre e em varios estados do Nordeste pode ser

encontrada nos ambientes domiciliar ou silvestre.

O T. brasiliensis Neiva (1911) e o T. pseudomaculata Cérrea e Espinola
(1964), espécies predominantes no Nordeste, vivem no ambiente silvestre e séo
encontrados dentro e fora dos domicilios humanos. Finalmente, o T. sordida Stal
(1859) se apresenta fundamentalmente nos ambientes silvestre e peridoméstico,
do Rio Grande do Sul ao Piaui, mas é considerado um vetor de importancia
secundaria (Dias 2004).

1.3. Triatoma brasiliensis

T. brasiliensis é atualmente o principal vetor da doenca de Chagas na
regido Nordeste do Brasil, encontrando-se amplamente distribuido pelos estados
de Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Sergipe, Maranhao e Rio
Grande do Norte, além de Tocantins e Minas Gerais (Silveira et al. 1984). No
ambiente silvestre encontra-se associado a abrigos de mamiferos (roedores,
morcegos, marsupiais) transmitindo o T. cruzi a esses animais, dentro de
rachaduras e em formagdes rochosas tipicas daquele ambiente (Alencar 1987).
Esta espécie é capaz de invadir freqientemente o ambiente domiciliar formando

colbnias e transmitindo o T. cruzi ao homem e outros hospedeiros domésticos. O
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fato deste triatomineo apresentar populacdes silvestres o diferencia do
T.infestans, espécie exclusivamente domiciliar considerada principal transmissora
da doenca no Brasil até meados de 1998 (Dias & Vinhaes, 2000).

O T. brasiliensis € uma espécie capaz de produzir grandes colbnias
intradomiciliares, podendo estar presente em todos os cdmodos, apresentando
provas positivas de sangue humano no teste de precipitina em quase todos os
ecotopos artificiais pesquisados (Diotaiuti et al. 1996). Em inquérito entomoldgico
realizado no Brasil pela Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica
(SUCAM) entre 1975 e 1982, o T. brasiliensis mostrou-se como a quinta espécie
mais capturada nos domicilios rurais do pais, com um indice de infecgao pelo T.
cruzi de 6,7%. Em inquérito posterior, realizado em 1997, para eliminacéo das
espécies intradomiciliares, o numero de capturas do T. brasiliensis foi reduzido em

44.4% e os indices de infecgdo pelo T. cruzi cairam para 1,44% (Dias 2002).

Para esclarecer a importancia epidemiolégica de T. brasiliensis, dados
relacionados a esta espécie como sua distribuicdo, indice de captura e
porcentagem de infecgao natural pelo T. cruzi, foram examinados em 12 diferentes
estados brasileiros. A Fundagao Nacional de Saude coletou estes dados de 1993
a 1999, um periodo no qual um total de 1.591.286 triatomineos (correspondentes
a 21 espécies) foi capturado em domicilios. Deste total, 422.965 (26,6%) eram T.
brasiliensis, sendo que 99,8% destes insetos foram coletados em seis estados e
54% apenas no estado do Ceara. A porcentagem de barbeiros infectados com o T.
cruzi variou significativamente entre estados, de 0% (Goias, Maranh&o, Sergipe e
Tocantins) para mais de 3% (Alagoas, Minas Gerais e Rio Grande do Norte), com
uma média de 1,3%. Estes valores representam uma redugéo significativa nas
porcentagens de infecgdo natural em comparagdo com dados de 1983 (6,7%)
sugerindo que, apesar da impossibilidade de erradicar as espécies nativas, as
medidas de controle tém reduzido significativamente o risco da transmissao (Costa
et al. 2003). Entretanto, a ampla distribuicdo geografica de T. brasiliensis (Figura

1), sua alta prevaléncia observada em alguns estados e sua variavel porcentagem
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de infeccdo natural pelo T. cruzi indicam a necessidade de uma vigilancia

epidemioldgica sustentada e medidas continuas de controle contra o vetor.

O Nordeste é considerado hoje a regidao endémica do pais com maiores
problemas de controle triatominico, por ser area de distribuicdo de T. brasiliensis,
a espécie mais dificil de controlar em todo o pais (Alencar 1987, Dias & Coura
1997, Silveira & Vinhaes 1998, Costa et al. 2003).

Figura 1. Area geografica onde espécimes de Triatoma brasiliensis Neiva, 1911
foram capturados no Brasil (AL: Alagoas; BA: Bahia; CE: Ceara; GO: Goias; MA:
Maranhdo; MG: Minas Gerais; PB: Paraiba; PE: Pernambuco; PIl: Piaui; RN: Rio
Grande do Norte; SE: Sergipe; TO: Tocantins). Fonte: Carcavallo 1999.
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1.4. Glandulas Ex6crinas

Todas as células tém capacidade de sintetizar substancias a partir dos
elementos basicos absorvidos do meio, no caso dos metazoarios, a partir do meio
circulante. No entanto, algumas células especializaram-se na sintese de
substancias que nao sao utilizadas por elas préprias, mas, em outros locais. Essas
substancias, que devem deixar as células de origem, sdo agregadas em
compartimentos especiais do citoplasma, antes de serem secretadas i.e.,
descarregadas pela célula ao meio externo. Assim, as células que as produzem

sdo chamadas secretoras.

As células secretoras podem apresentar-se isoladas, dispersas entre
células que nao apresentam essa especializagdo, ou agruparem-se para formar
orgaos chamados glandulas. Nas gléandulas estdo também presentes porgdes nao
secretoras, destinadas a conduzir a secre¢cao produzida até um ponto especifico.
Quando a secrecdo é liberada para o exterior do organismo, as glandulas séo
ditas exdcrinas. Quando todas as células da glandula sdo secretoras e
descarregam a secrecéo diretamente para o meio circulante interno, trata-se de
glandula endécrina. Portanto, as glandulas exdcrinas sé&o providas de varios tipos
de canais, através dos quais a secreg¢do chega ao local de uso, ou de liberagao.

Essas estruturas estdo ausentes nas glandulas endocrinas.

Os tipos celulares que constituem as glandulas dos insetos foram incluidos

em trés classes, segundo classificagdo proposta por Noirot & Quennedey (1991):

A classe | é representada por células secretoras que sao simples células
epidérmicas que se tornam secretoras e que, como qualquer outra célula
epidérmica, sdo cobertas na sua face apical pela cuticula. A secreg¢ao produzida
por essas células é liberada para o exterior do corpo, e para tanto, tem que

atravessar essa cuticula. Uma variante dessa classe sao as células glandulares
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associadas aos pélos cuticulares, comuns em algumas larvas de Lepidoptera.
Neste caso, a célula tricdbgena, uma célula epidérmica modificada para produzir o
pélo, torna-se secretora e o produto € eliminado através do pélo, uma estrutura

cuticular.

A classe Il é representada por células glandulares que se encontram mais
ou menos rodeadas por células epidérmicas diferenciadas, sem estarem em
contato com a cuticula. A secregao produzida também é eliminada para o exterior
do corpo, passando através da cuticula mas, neste caso, como a célula secretora
nao esta em contato com ela, a secregao passa antes para uma célula epidérmica.
Noirot & Quennedey (1991) categorizaram definitivamente a célula secretora da

classe Il como um endcito.

Nas células glandulares da classe | e Il ndo estdo presentes estruturas
diferenciadas para a liberacdo da secrecdo, embora a quantidade de canais-poro,
estruturas normais da cuticula, possa estar aumentada e estes se apresentarem

mais calibrosos e preenchidos com secrecéo.

Na classe Ill as células secretoras geralmente ndo se encontram
incorporadas a epiderme, embora sejam originadas dela. A célula secretora
destacada da epiderme é geralmente esférica e provida de um canal que a liga a
um poro na cuticula onde a secregdo é descarregada. Esta célula apresenta
mecanismo complexo de descarga da secrecdo. A sua membrana plasmatica
produz uma invaginagdo que cria um espago, aparentemente intracelular, para
onde a célula secreta uma cuticula. Este espaco, na maioria das vezes, toma a
forma de um canaliculo que aparentemente percorre o citoplasma da célula e tem
sido denominado canaliculo intracelular, embora topologicamente esteja fora da
célula. A membrana plasmatica que limita este espagco pode apresentar
microvilosidades ou invagina¢des tubulares que formam um labirinto peri-

canalicular.

Em Heteroptera, individuos adultos comumente apresentam glandulas
exdcrinas produtoras de odor localizadas na regido metatoracica. O aparelho

glandular foi inicialmente descrito para Pyrrhocoris apterus, Belostoma, Gerris e
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Cimex lectularius (Landois 1868, Bordas 1905, citados por Brindley 1930). As
glandulas metatoracicas foram as primeiras glandulas a chamar a atengao dos
estudiosos dos Pentatomidae. A morfologia dessas glandulas, bem como a
composi¢cado quimica das suas secregdes, tém sido extensivamente estudadas em
varias espécies de Heteroptera (Dufour 1833, Roth 1961, Gupta 1961, Aldrich et
al. 1979, Staddon 1979, Blum 1981, Borges & Aldrich 1992).

As denominagbdes concedidas as glandulas presentes nos Heteroptera
dizem respeito a partes do corpo do inseto nas quais elas ocorrem (abdémen e
metatdérax). As glandulas abdominais est&do localizadas na regido dorsal, podendo
ocorrer no maximo quatro, situadas sobre o coragédo e logo abaixo do Il e VI
tergitos abdominais. A glandula metatoracica ocupa posi¢cdo ventral na parte
posterior do metatorax. As glandulas abdominais s&o essencialmente encontradas
em ninfas e apenas ocasionalmente permanecem funcionais nos insetos adultos.
A glandula metatoracica € uma estrutura exclusiva de insetos adultos e
frequentemente evidencia um alto grau de especializacao fisiolégica e anatémica
(Staddon 1979).

De acordo com Brindley (1930), o aparelho glandular metatoracico segue a
mesma constituicdo em todos os exemplares examinados, como por exemplo em,
Limnotrechus thoracicus, Salda litoralis, Anthocoris nemoralis, Dysdercus howardi,
Cimex lecticularius, Nabis lativentris, e Rhodnius prolixus. Ele consiste de um par
de gléndulas tubulares comunicando com um reservatorio, que pode ou nao
possuir uma glandula acessoria, e se abre para o exterior através de dois orificios
localizados na regidao ventral do metatérax, ou dentro da cavidade metacoxal
(Figura 2).

Em algumas formas as gléndulas tubulares s&o simples, embora
usualmente muito empacotadas, em outras o ducto coletor é dividido e as células
secretoras estdo organizadas em lobulos ao redor de ductos secundarios. As
glandulas sao compostas por células grandes constituidas por ductos
intracelulares pequenos que se comunicam com um ducto coletor comum
(Brindley 1930, Gupta 1961).

26



Ana C.R. Vitta Introducéo Geral

Nos Reduviidae as glandulas metasternais (ou metatoracicas) sdo pareadas e
independentes, cada tubulo secretor tem seu proprio reservatério e néao
apresentam glandulas acessorias. O sistema glandular nesta familia & peculiar
porque inclui, além das glandulas abdominais e metatoracicas, a glandula ventral
e a glandula de Brindley, ambas encontradas exclusivamente em insetos adultos e
frequentemente coexistem com as glandulas metatoracicas (Staddon 1979).
Descrigdes das glandulas de Brindley nos Reduviidae foram primeiro apontadas
por Brindley (1930), em R. prolixus e Triatoma rubrofasciata. Glandulas similares
em estrutura e posicdo as glandulas de Brindley foram descritas em
Pachynomidae (Carayon 1962), Tingidae (Carayon 1962) e Thaumastellidae
(Cobben 1968). Em Dipetalogaster maximus a glandula de Brindley é atrofiada
segundo Rossiter e Staddon (1983). De acordo com Carayon et al. (1958) estas

glandulas estdo ausentes em Emesinae, Tribelocephalinae e em alguns Saicinae
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Figura 2. Glandulas metasternais dos Heteroptera (Brindley 1930): 1: Corixa, 2: Limnotrechus
thoracicus, 3: Salda litoralis, 4: Anthocoris nemoralis, 5: Dysdercus howardi, 6: Cimex lecticularis, 7:
Nabis lativentris, 8: Scolopostheus affinis, 9: Rhodnius prolixus, 10: Phytocoris varipes,

11:Palomena prasina. Fonte: Brindley 1930.
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1.5. Ecologia Sensorial

Todos os organismos trocam matéria e energia com 0 meio ambiente,
inclusive com outros organismos. Frequentemente, essa troca ocorre na forma de
informagdo que pode ser relevante para a sobrevivéncia do organismo
(Dusenbery, 1992). Vibragbes, moléculas, fétons, calor, etc. sdo os principais
elementos envolvidos na transmissdo de informagéo. Estruturas especializadas
evoluiram permitindo a recepcdo de tais sinais com alta especificidade e
sensibilidade e posterior tradugdo em linguagem neuraldgica. Essas estruturas
chamam-se 6rgaos sensoriais e fornecem aos insetos informagéo proveniente do
meio ambiente (exteroceptores) ou originada dentro do préprio animal

(proprioceptores) (Chapman 1998).

Segundo a teoria da informagao (Wiener 1948, Shannon & Weaber 1949), a
transmissado de informacdo implica “perda de incerteza”. De acordo com esta
teoria, a transmissao de informacgao é a interacdo entre uma fonte ou emissor e
um receptor. Entre estes existe um canal de transmissdo que envolve um
movimento de energia, ou material a partir da fonte até o receptor. Na area
biolégica o receptor € um organismo, a fonte é parte do meio 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 padrdo de atividade
especifico dentro do canal de transmissdo, que adquire um significado por estar
associado a um estado do meio ambiente que € relevante para o receptor
(Dusenbery 1992). Desta maneira, os sistemas sensoriais detectam somente
aqueles estimulos que s&o relevantes para a sobrevivéncia dos organismos
(Dusenbery 1992).

Para o controle dos insetos vetores de doengcas sao necessarios
conhecimentos sobre diversos aspectos da sua biologia. A fisiologia dos
organismos determina a maneira com que estes, particularmente suas células e

tecidos, interagem com o meio ambiente. Estes aspectos s&o criticos para a
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manutengdo da sua homeostasia, objetivo primario de todo ser vivo que afeta
diretamente a sua capacidade de reproducdo. O estudo do comportamento de um
organismo e a analise anatébmico-funcional das suas estruturas sensoriais sao
indispensaveis para compreender a maneira com que um organismo lida com
atividades fundamentais como a procura de alimento, de parceiro para

reproducgao, e abrigo para se proteger de predadores.

1.6. Comunicacédo Quimica

Terminologia e Definicdes

As substancias quimicas relevantes na obtencdo de informagdes pelos
organismos sao denominadas semioquimicos, que significa “sinais quimicos”,

termo primeiramente usado por Nordlund & Lewis (1976).

O termo semioquimico € amplo, referindo-se as substancias quimicas
responsaveis pelo fornecimento de informagdo sem diferenciar entre fungdes.
Assim foi que Dicke & Sabelis (1988a) utilizaram o termo infoquimicos para
enfatizar a diferenga entre essa categoria de substéncias quimicas, que
transportam informacgao, das toxinas e nutrientes. O termo infoquimico pode ser
definido, entdo, como uma substancia quimica que, em seu contexto natural,
fornece informagdes que disparam um comportamento ou uma resposta
fisiologica. Segundo aqueles autores, os infoquimicos ndo s&o propriamente
detrimentais ou benéficos, mas o podem ser por meio das respostas que
provocam. Nesse sentido, varias podem ser as classes dos infoquimicos, com
base no tipo de interagdo, se intraespecifica (feromobnios) ou interespecifica
(alombnios, cairomdnios e sinomonios), e com base nos custos e beneficios que

cada organismo obtém da interagao.

Os infoquimicos mediadores de interagbes entre dois individuos de
espécies diferentes (acao interespecifica) sdo designados aleloquimicos. Estas

substancias quimicas exercem papel fundamental em todas as comunidades,
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extendendo-se, muitas vezes, além de duas categorias tréficas adjacentes,

mediando interagdes entre trés ou mais niveis (Price et al. 1980).

Nos insetos, os feromdnios sao freqientemente misturas multicomponentes
(Karlson & Luscher, 1959) de isbmeros 6ticos ou geométricos (Silverstein 1981,
Mora 1991) que podem, em certos sistemas, funcionar sinergicamente (Borden
1990). Os feroménios nos insetos podem também variar entre populagbes da

mesma espécie, separadas geograficamente (Miller & Roelofs 1980).

Entre os varios grupos de animais, os insetos provavelmente sao os que
mais dependem do olfato para desempenhar suas atividades comportamentais.
Os odores sdo muito importantes para a localizacdo de presas e hospedeiros, na
defesa, na selegado de plantas, na escolha de locais de oviposi¢cédo, na busca de
parceiro sexual, corte e acasalamento, na organizacao das atividades sociais e em

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

Os principais tipos de feroménios produzidos pelos insetos podem ser
classificados em: feroménios de agregacao, feromoénios sexuais, feroménios de

alarme, feromonios de trilha, feromonios de territério e feromoénios inibidores.

1.7. Comunicacao Quimica em Heteroptera

Existem cerca de 35.000 espécies de Heteroptera descritas na literatura. O
grupo apresenta varios tipos de nutricdo e tem importancia agricola e médico-
veterinaria. A identificacdo de feromdbnios sexuais nestes insetos é dificil ndo
somente por haver uma abundante diversidade de secrecbes de defesa, mas
também pela falta de compreenséo do comportamento sexual como um todo neste

grupo e por falta de metodologias apropriadas (Borges & Aldrich, 1992).

Entre os grupos de insetos como Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera,
Orthoptera, Diptera e Homoptera, nos quais o recrutamento sexual

comumenteacontece  mediante  atracdo quimica, as fémeas sao
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predominantemente emissoras € os machos receptores do sinal referido como
feroménio sexual (Cardé & Baker 1984). Quando um membro de um sexo produz
um sinal que atrai outro do mesmo sexo, o fator quimico € denominado sinal de

agregacéao.

Machos de varias familias de percevejos, e.g., Pentatomidae, Alididae,
Ropalidae, Reduviidae e Coreidae frequentemente secretam feromdnios de
agregacdo ou sexuais (Aldrich 1988a). Alguns destes feroménios ja foram
quimicamente identificados (Kochansky et al. 1989, Aldrich 1991, Aldrich et al.
1987, Leal et al. 1995, Leal 1996, Sugie et al. 1996). Ja em 12 espécies de

Miridae, sdo as fémeas que atraem os machos (Boivin & Stewart 1982).

Observagbes do comportamento de acasalamento do percevejo
Leptoglossus clypealis (Coreidae) mostram que o macho produz uma mistura
feromonal, proveniente da glandula abdominal ventral, com fun¢des afrodisiacas e
atrativas a fémea (Wang & Millar 2000). Em adig&o, outros tipos de feromdnios
atrativos foram relatados para os Coreidae, como em machos de Leptoglossus
occidentalis, que produzem um feroménio de agregacdo em quantidades
pequenas, presumivelmente para iniciar e manter agregag¢des durante o inverno.
Este feromonio é produzido quando os insetos nao estdo reprodutivamente ativos
e provavelmente tém uma fungdo secundaria de atragdo sexual (Blatt & Borden
1996, Blatt et al. 1998). Outro exemplo diz respeito ao Leptoglossus phyllopus,
onde os machos tentam copular com machos da mesma espécie, sugerindo a
existéncia de um sinal volatil com funcédo afrodisiaca, possivelmente produzido
pelas glandulas abdominais ventrais (Aldrich et al. 1976). Em machos
sexualmente maduros da espécie Acrosternum hilare (Pentatomidae), resultados
prévios também indicam a existéncia de um sinal quimico capaz de atrair fémeas

virgens maduras (McBrien et al. 2001).

Semioquimicos liberados pelos machos de Piezodorus hybneri
(Pentatomidae) promovem atragdo de machos e fémeas, além de promover
também maior numero de tentativas de copula entre machos. Trés componentes

ativos foram isolados e caracterizados como uma mistura de B-sesquifelandreno,
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(R)-15-hexadecanolideo e 8-metil-Z-hexadecenoato (proporgao 10:4:1). O fato do
feroménio produzido pelo macho de P. hybneri promover um comportamento
sexual entre machos sugere que esses semioquimicos sdo constituintes de um
feromdnio sexual. Em adic&o, o pico da producédo de ferombnio nos machos desta
especie coincide com o desenvolvimento ovariano das fémeas (Leal et al. 1998).

Adultos de Cosmopepla bimaculata (Pentatomidae), quando perturbados
descarregam uma mistura volatil proveniente das glandulas metatoracicas
ventrais. A secregcao € similar para ambos os sexos e € constituida por n-
tridecano, (E)-2-decenal, (E)-2-decenil-acetato, (E)-2-hexenal, hexil-acetato, n-
dodecano, n-undecano e n-tetradecano, podendo ter uma funcéo de defesa contra
predadores (Krall et al. 1999).

Fémeas e machos perturbados do percevejo Lygus lineolaris (Miridae)
liberam uma mistura de compostos volateis constituidos por (E)-2-hexenal, (E)-1-
hexenol, (E)-2-hexenol, hexil butirato, (E)-2-hexenil butirato e (Z)-3,4-oxohexenal.
Segundo os autores, estes compostos apresentam fungdes multiplas (Wardle et al.
2003), como verificado para outros Heroptera (Lockwood & Story 1985 e 1987,
Gunawardena & Bandumathie 1993, Pavis et al. 1994).

Alguns artrépodes liberam através das suas glandulas exdcrinas feromdnios
de defesa que evoluiram para fungdes sexuais. A sintese de feroménio sexual em
glandulas de defesa foi descrita para varias espécies de Heteroptera (Blum 1996).
Em Campylomma verbasci, espécie da familia Miridae, os compostos butil-butirato
e (E)-crotil-butirato foram identificados como componentes do feroménio sexual
produzido pelas fémeas (Smith et al. 1991). Estes compostos sdo constituintes
tipicos de defesa secretados pelas glandulas metatoracicas de Heteroptera e sua
funcdo e quimica ilustram claramente a ampla parciménia dos semioquimicos
(Blum 1996).

Pesquisas em artropodes incluindo varias ordens tém documentado esta
dualidade funcional como o maior exemplo da parciménia dos semioquimicos que
evoluiu independentemente em insetos e atestando o significado adaptativo deste

fenbmeno (Blum 1996). Em formigas, o composto 2-heptanona, um eficiente
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feromdnio de alarme para estes insetos, € também um efetivo alomonio de defesa
para baratas do género Platyzosteria (Wallbank & Waterhouse 1970) e besouros

do género Dyschirius (Moore & Brown 1979).

O elevado numero de fatores fisico-quimicos e ecoldgicos associados a
producdo, emissdo e recepg¢ao dos feroménios, torna estes estudos bastante
complexos. Entre as dificuldades que surgem conta-se, entre outros, o fato de
uma substancia poder atuar simultaneamente como feroménio e como cairoménio.
Do mesmo modo, um feroménio pode provocar simultaneamente diferentes tipos
de comportamentos na mesma espécie: agregagdo e acasalamento (Blatt &
Borden 1996). Os insetos podem ainda transformar quimicamente substancias do
hospedeiro, tais como terpenos, e utiliza-las depois como feroménios (Vilela
1999).

1.8. Comunicagdo Quimica em Triatominae

Os triatomineos permanecem quietos durante o dia, quando podem ser
encontrados agregados em lugares protegidos. O comportamento gregario desses
insetos é mediado pela tigmotaxia e por estimulos quimicos (Schofield & Patterson
1977, Ondarza et al. 1986, Lorenzo Figueiras et al. 1994).

A presenca de um sinal agregativo nas fezes ja foi relatada em diversas
espécies de triatomineos (Schofield & Patterson 1977, Lorenzo Figueiras et al.
1994, Lorenzo & Lazzari 1996, Vitta et al. 2002). Lorenzo Figueiras & Lazzari
(1998) descreveram outro sinal quimico presente na cuticula de T. infestans
(footprints) que promove o comportamento de agregagdo somente através do
contato. Este sinal quimico cuticular também foi descrito para Triatoma

pseudomaculata (Vitta et al. 2002) e Panstrongylus megistus (Pires et al. 2002).

Diferentes autores demonstraram respostas de agregacédo inter e
intraespecifica aos sinais presentes nas fezes e na cuticula de ninfas e adultos em
varias espécies de triatomineos (Cruz -Lépes et al. 1993, Lorenzo Figueiras &

Lazzari 1998, Pires et al. 2002, Lorenzo Figueiras & Lazzari 2002).
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O comportamento sexual e o papel dos sinais olfativos e estridulatérios na
comunicacdo entre os sexos em triatomineos foram analisados por diversos
autores (Baldwin et al. 1971, Schofield & Moreman 1976, Manrique & Lazzari
1994, Manrique & Lazzari 1995, de Brito Sanchez et al. 1995, Roces & Manrique
1996). As evidéncias comportamentais obtidas no laboratério, tanto em T.
infestans quanto em R. prolixus, apdiam a existéncia de uma sinal quimico
produzido durante a copula por um ou ambos os sexos, e que promove a
agregacdao dos machos em torno do casal em copula (Baldwin et al. 1971,

Manrique & Lazzari 1995).

Sinais quimicos para a deteccdo dos hospedeiros também ja foram
identificados nos triatomineos. Estes insetos demonstram uma resposta
anemotatica caracteristica, i.e., orientam-se contra o vento quando confrontados
com correntes de ar que levam odores associados ao hospedeiro (Nunez 1982 e
1987, Guerenstein et al. 1995, Barrozo et al. 2004)

A informagdo existente sobre comunicagdo quimica em triatomineos
também envolve o contexto da defesa. Os barbeiros possuem mecanismos de
protecido passiva contra potenciais predadores durante os periodos de inatividade,
permanecendo imodveis (aquinese), mantendo um estreito contato com o substrato
e com individuos da mesma espécie (tigmotaxia) e/ou tendo preferéncia por
lugares obscuros (escototaxia). Em varias espécies de triatomineos tem sido
descrito também, um comportamento de "camuflagem", i.e., os insetos cobrem
seu corpo com terra e detritos e conseguem se confundir com o ambiente
(Zeleddn et al. 1973). Além destes mecanismos, os barbeiros dispdem também de
aparentes mecanismos ativos de defesa, tais como secregdes irritantes e
estridulagdo (Games et al. 1974, Kalin & Barrett 1975, Schofield 1979, Ward 1981,
Rossiter & Staddon 1983).

Tendo em vista os antecedentes apresentados e no contexto em que a
transmissao da doenca de Chagas é controlada principalmente através do
combate do vetor, um maior conhecimento da fisiologia sensorial e do

comportamento destes insetos é essencial.
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2.1. Objetivo Geral

Descrever os aspectos morfolégicos e histologicos das glandulas

metasternais e de Brindley em T. brasiliensis, identificar os compostos volateis

produzidos por elas, e caracterizar o comportamento sexual e a sua maturagao em

adultos da espécie.

2.2. Objetivos Especificos

Descrever a morfologia das glandulas metasternais de T. brasiliensis
através de microscopia eletrénica de varredura e histotécnica.

Descrever a morfologia da glandula de Brindley de T. brasiliensis através de
microscopia eletronica de varredura e histotécnica.

Identificar os compostos volateis produzidos pela glandula de Brindley de T.
brasiliensis.

Identificar os compostos volateis produzidos pela glandula metasternal de
T. brasiliensis.

Determinar a procedéncia glandular dos compostos emitidos durante a
perturbacdo mecanica dos insetos.

Caracterizar o comportamento sexual de T. brasiliensis.

Caracterizar a maturagdao do comportamento sexual dos adultos de T.

brasiliensis em funcéo da idade e do estado alimentar dos insetos.

Este projeto tem como principais hipoteses de trabalho:

Adultos de T. brasiliensis apresentam glandulas exdécrinas produtoras de
substancias quimicas, localizadas na regidao ventral do metatorax;

Os feroménios sao constituidos, na sua maioria, por substancias volateis e
fisiologicamente ativas; sua natureza, seu nome e suas propor¢des variam
de uma espécie para a outra, porém, geralmente conservam caracteres
comuns dentro de uma mesma familia.

Os triatomineos utilizam substadncias quimicas na comunicagao
intraespecifica e particularmente no contexto sexual.

A maturagdo do comportamento sexual varia em fungao da alimentagéo.
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Caracterizacao morfologica das glandulas metasternais e

de Brindley em Triatoma brasiliensis

3.1. Introducao

Os Triatominae apresentam dois pares de glandulas exdcrinas produtoras
de volateis, as glandulas metasternais localizadas no metatorax ventral, as
glandulas de Brindley situadas no metatorax dorsolateral e areas glandulares
associadas com a genitalia de machos, estas ultimas recentemente descritas para
T. rubrovaria (Weirauch 2003). Estas glandulas estdo 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).

Trabalhos prévios descreveram aspectos histologicos e ultraestruturais das
glandulas de Brindley. Kalin & Barrett (1975) demonstraram em R. prolixus a
existéncia de uma unidade glandular composta por saculos ou cavidades
arredondadas, célula secretora e ducto, todos semelhantes a glandula dermal do
tipo “B” descrita por Wigglesworth (1933) (Figura 3). Este autor propde que a
glandula dermal do tipo “B” é constituida por 4 células: células secretoras, células
produtoras do saculo, células que formam o ducto e células que em alguma fase
do desenvolvimento circundam as outras trés. Schofield & Upton (1978)
demonstraram para Panstrongylus megistus que a glandula € composta por dois
tipos de células: células secretoras e células epiteliais. Posteriormente, Barrett et
al. (1979), também em R. prolixus, relataram a presenga de outro tipo de unidade
glandular nomeada tipo “A” composta pelos mesmos elementos do tipo “B”, mas
diferindo no aspecto estrutural, como na forma das células secretoras e na
estrutura curvada do saculo, em contraste com a estrutura arredonda encontrada

no tipo “B” (Figura 3 ).
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Uma nova descri¢do das glandulas de Brindley em P. megistus foi feita.
Aspectos anatdmicos, histologicos e ultraestruturais foram analisados e os
seguintes elementos foram descritos como constituintes desta glandula: (1) células
epiteliais superficiais, localizadas abaixo das pregas da superficie apical; (2)
células secretoras alongadas, apresentando canaliculos intracelulares que se
modificam de acordo com o estado funcional da célula; (3) um ducto coletor
conectado as células secretoras e coberto por uma epicuticula, alcangando o
lumen da glandula; e (4) células ao redor do ducto (Santos-Mallet & Souza 1990).
As glandulas metasternais em triatomineos foram primeiramente descritas para R.
prolixus e R. neglectus (Brindley 1930, Staddon 1979), porém, as descri¢gdes
existentes para estas glandulas nestas espécies sdo incompletas. Por outro lado,
Schofield & Upton (1978) descreveram a morfologia funcional e aspectos
estruturais destas gléndulas em P. megistus. As glandulas metasternais estdo
localizadas na parte interna da articulagdo de cada cavidade metacoxal. Cada
glandula é composta por um tubulo secretor e um reservatério ndo glandular, a
parede do reservatorio é cuticular e circundada por uma unica camada de células
epiteliais. O tubulo secretor € constituido por dois tipos de células, secretora e
epitelial, e cuticula. As células secretoras individuais estdo associadas com células
epiteliais para formar uma rede de unidades secretoras radialmente dispostas
sobre o ducto coletor central (Brindley, 1930; Gupta 1961; Schofield & Upton,
1978; Kalin & Barrett, 1975; Staddon, 1979).

Carayon (1971) define o aparelho metatoracico dos Hemiptera em dois
tipos, o tipo “omphalien e o tipo”diastomien” sendo o ultimo mais derivado. A figura
6 mostra principal caminho evolutivo para as modificagdes ocorridas entre estes
tipos de aparelho metatoracico.

Até o momento, nenhuma avaliagdo anatémica e histolégica foi realizada
para as espécies do género Triatoma. Os resultados apresentados neste trabalho
confirmam algumas das observacgdes anteriores e acrescenta detalhes estruturais

e histologicos das glandulas metasternais e de Brindley em Triatoma brasiliensis.
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Figura 3. Detalhe mostrando as unidades glandulares do tipo “A” e "B”
(Modificado de Wigglesworth 1933).
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Figura 4. Desenho esquematico mostrando os tipos de aparelho metatoracico dos Hemiptera e sua
provavel evolugédo (Carayon, 1971). O tipo “omphalien” caracterizado por um orificio impar e
mediano (A, B) ou por dois orificios bem aproximado (C). As setas pretas indicam: (A—B) formacao
de um par glandular original em glandulas autbnomas separadas do reservatoério; (A—C)
biparticdo do orificio e do reservatério e (D—E) divide completamente o reservatério mediano. O
tipo “distomien” se caracteriza por um par de orificios amplamente separados ocupando a borda da
cavidade metacoxal (D,E,F) . As setas com tragos interrompidos indicam: (F—E) ocorre
segregacao dos elementos glandulares e um grande afastamento dos orificios formando o
elemento E. a.: apdfise furcal, Ab.: abdémen; c.m.c: cavidade metacoxal; gl.: glandulas laterais;
gl.a: glandulas acessorias; o: orificio; r: reservatério; Th: térax. A regido colorida em cinza

corresponde aos elementos glandulares.
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3.2. Materiais e Métodos

3.2.1. Insetos

Os exemplares de T. brasiliensis foram criados no laboratério de Feromonio
e Comportamento de Insetos do Departamento de Biologia Animal da
Universidade Federal de Vigosa, Vicosa — MG, cedidos pelo laboratério de
Triatomineos e Epidemiologia da Doenga de Chagas da Fundagédo Oswaldo Cruz,
Centro de Pesquisas René Rachou, Belo Horizonte — MG, local onde

originalmente os insetos sdo criados e mantidos.

Os insetos foram criados em frascos de acrilico cilindricos com didmetro de
base de 15 cm e altura de 20 cm, forrados com papel de filtro, contendo uma tira
de cartolina dobrada em sanfona, para aumentar a superficie interna e fechados
com tecido de algodao. Antes da muda imaginal foram separados por sexo de
acordo com a técnica de Espinola (1966) e Lent & Juberg (1969) e mantidos em
fotoperiodo 12L:12E a 27° + 1°C e 64 + 10% de UR. Para as amostragens
quimicas foram utilizados adultos com 2 meses de idade apds a ecdise e
alimentados semanalmente em camundongos sui¢os (Mus musculus) e ratos

Wistar obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa.
3.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As glandulas metasternais (n=8) e de Brindley (n=8) de machos e fémeas
de T. brasiliensis foram separadamente fixadas em solugdo Zamboni (Stefanini et
al. 1967) por 24 h a 4°C. Posteriormente, as amostras foram lavadas em tampao
fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4 por 5 min e desidratadas em série crescente de
etanol (70, 80, 90 e 100%), passando em seguida por um banho de
hexametildizilasane (HMDS), com duragdo de 10 min cada banho e secos ao ar.
Feito isso, o material foi colocado em suportes de aluminio com fita adesiva de
carbono dupla face na posi¢céo desejada e metalizado com uma camada de 30nm
de ouro em vaporizador Balzers. As preparagbes foram examinadas e

fotografadas em microscoépio eletronico de varredura VX30P (JEOL).
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3.2.3. Histologia

Quando os insetos completaram a fase adulta, as glandulas metasternal
(n=6) e de Brindley (n=6) de machos e fémeas de T. brasiliensis foram dissecadas
separadamente. Posteriormente, as glandulas foram fixadas em solugdo de
Zamboni e desidratadas em série crescente de etanol (70, 80 e 90%) e, em

seguida, foram embebidas em resina (JB4). Apds polimerizagdo, as amostras
foram seccionadas a 5um de espessura e coradas com hematoxilina e eosina,

seguindo-se a observacdo em fotomicroscopio. As imagens foram capturadas com

o auxilio do programa Image Pro-Plus, versdo 4.1 (media cybernetics).

3.3. Resultados

3.3.1. Microscopia Eletronica de Varredura das Glandulas de Brindley e

metasternal

As glandulas de Brindley de T. brasiliensis estado situadas entre o abdémen
e o0 metatérax dorsolateral. A glandula apresenta uma porgdo secretora que se
mostra em forma de um saco dilatado desembocando em um ducto secretor
afilado (Fig. 5b) Inserindo-se na parede do ducto coletor esta presente um tendao
bem desenvolvido em cuja porcao distal ligam-se feixes de musculos, tomados

aqui como musculos retratores (Figs. Sb, 15 e 16).

As células secretoras apresentam o citoplasma basdfilo com aspecto
homogéneo, sendo encontrada na porgdo basal uma série de invaginagdes
formando amplos canais (Fig. 13). O aparato secretor esta representado por uma
ampla cavidade extracelular onde podem ser vistas algumas microvilosidades das
células secretoras (Fig. 09 e 10). No aparato secretor abre-se o ducto coletor,
revestido por cuticula, o qual abre-se no lumen da glandula por um fino canaliculo
(Fig. 09, 13, 14).
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As glandulas metasternais estdo localizadas na regido metatoracica, na
parte lateral da articulagdo de cada cavidade metacoxal (Fig. 6¢, 6b). Cada
glandula, juntamente com seu reservatério esta ligada a apofise metasternal e
musculo retrator que promove contracdo e relaxamento do reservatério para
posterior liberacdo do conteudo da glandula (Fig. 6b). Cada orificio de abertura
externa da glandula apresenta préximo a regido de abertura um conjunto de
sensilas tricoides (Fig. 8a, 8b). Na porcdo secretora da glandula é possivel
observar porcdes esclerotizadas que correspondem as células secretoras. No
ducto coletor os canais coletores estdo conectados para formar os saculos das
células secretoras onde € possivel observar apenas o canal receptor (Fig. 7a e
7b).
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Figura 5a e 5b. Micrografia eletrbnica da glandula de Brindley de T. brasiliensis. a) porg¢ao

secretora (PS) e ducto secretor (DE). b) detalhe do tendao (seta) que se liga ao ducto secretor

(DE) da glandula e seus musculos retratores (MR).
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Figura 6a e 6b: Micrografia Eletrénica de Varredura da glandula metasternal de T.
brasiliensis. c) vista interna do metatérax mostrando a cavidade metacoxal (CM) e d)
reservatorio da glandula metasternal (RE) o ducto coletor (DC) da porgéo secretora e

a apofise metasternal (Ap).
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Figura 7a e 7b: Micrografia Eletronica de Varredura da glandula metasternal de T. brasiliensis. €)
porgdo secretora da glandula evidenciando as porgbes esclerotizadas (seta) de cada célula
secretora e f) detalhe do ducto coletor (DC) e dos saculos (S) das células secretoras onde observa-

se apenas o canal receptor (CR) e o canal coletor (CC). RE = reservatorio.
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Figura 8a e 8b. Micrografia Eletrénica de Varredura da glandula metasternal de T.

brasiliensis mostrando o orificio externo (OE) e a presenga de sensilas tricoides (seta).

9b. Cuticula (C) e detalhe das sensilas tricdides (seta).
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3.3.2. histologia das Glandulas de Brindley

A parede da porcédo secretora glandula de Brindley em T. brasiliensis é
composta por uma camada de células secretoras, sobre a qual esta orientada uma
camada epitelial revestida por cuticula (Fig. 10, 12). Cada célula secretora
(glandular) apresenta um aparato secretor e um ducto coletor envolto por cuticula
(Fig. 09, 10). As células secretoras apresentam aspecto colunar e nucleo bem
desenvolvido com predominio de cromatina descondensada e um nucléolo
evidente (Fig. 11, 12). A luz da glandula é revestida por uma camada de células
epiteliais achatadas, com nucleo alongado apresentando cromatina condensada
(Fig.10) Uma cuticula espessa localizada acima do epitélio de revestimento,
delimita a luz da glandula. O epitélio de revestimento pode apresentar dobras

conforme a quantidade de secre¢cao acumulada pela glandula (Fig.12, 13).

3.3.3. Histologia da Glandula Metasternal

A glandula metasternal de T. basiliensis consiste de um tubulo secretor
alongado que desemboca em um reservatério em forma de saco alongado (Fig.
6b). O reservatério € revestido por uma intima cuticular e circundado por uma
unica camada de células epiteliais que se mostram achatadas e com um nucleo de
mesma forma (Fig. 17a). A glandula se abre por meio de um orificio localizado
abaixo da aba cuticular que se estende para a margem interna anterior da
cavidade metacoxal (Fig. 17b).

A porcao secretora da glandula metasternal esta constituida por uma
camada unica de células glandulares que se mostram bem desenvolvidas com
aspecto colunar e com nucleo esférico posicionado basalmente (Fig. 18, 19). Cada
célula glandular apresenta um aparato secretor constituido por um estreito canal
condutor que se abre na luz da glandula, a qual se mostra estreitada e revestida

por uma cuticula espessa (Fig. 18, 19, 13, 14).
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Figura 9. Corte longitudinal da glandula de Brindley de T. brasiliensis mostrando as unidades

secretoras com a cavidade formando o aparato secretor (AS) e o saculo (S) por onde a

secrecao da glandula é coletada (X 1000).
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Figura 10. Corte longitudinal da glandula de Brindley de T. brasiliensis mostrando e epitélio glandula
(EG), revestido pela camada epitelial (CE) formada por uma camada Unica de células achatadas.

n = nucleo da célula epitelial; S = saculo; AS = aparato secretor, Cu = cuticula, L = [amen (X 1000).

- _
Figura 11. Corte longitudinal da glandula de Brindley de T. brasiliensis mostrando a célula

glandular. DC = parede do ducto coletor; S = saculo; AS = aparato secretor; CS = célula

secretora e n = nucleo da célula secretora (X 1250).
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Figura 12. Corte histolégico da glandula de Brindley de T. brasiliensis mostrando nicleo bem

desenvolvido (n), com presenga de nucléolo (nu). Observar a superficie apresentando dobras. L
= lumen; C = cuticula. (X 1250).
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Figura 13. Corte longitudinal da glandula de Brindley de T. brasiliensis mostrando a porgao basal

da célula secretora com uma série de invaginagdes formando canais amplos (seta). n = nucleo da

célula secretora; L = lumen, N = nucleo da célula epitelial, S = saculo (X 1000).

A _
Figura 14. Corte histologico da glandula de Brindley de T. brasiliensis mostrando os canais

coletores (CC) abrindo-se no lumen. Cu= cuticula; CG= célula glandular; CE= célula epitelial; n=

nucleo; AS= aparato secretor e S= saculo (X 1250).
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Figura 15. Corte histolégico da glandula de Brindley de T. brasiliensis mostrando a
porcao secretora (PS) em forma de saco dilatado, o ducto coletor (DC) onde insere um

tenddo (T) e os musculos retratores (MR). C= cuticula corporal e L = limen da glandula

Figura 16. Corte histologico da glandula de Brindley de T. brasiliensis mostrando o ducto

coletor onde ha inser¢gédo de um tendao (T) com musculos retratores (MR), C= cuticula
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reservatorio ndo glandular formado por uma parede fina revestida internamente por cuticula

(Cu) delimitando o amplo [imen (L) e b. canal cuticular (CCu) com abertura para o meio
externo (X825).
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Figura 18. Cortes Histologicos da porgao secretora da glandula metasternal de T. brasiliensis

mostrando o canal coletor (CC) abrindo-se no Ilumen (L) e nucleo (n) da célula secretora (CS)
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Figura 19. Cortes Histologicos da porcéo secretora da glandula metasternal de T. brasiliensis

mostrando o ducto coletor (DC) que se mostra estreito e revestido por cuticula (C) (X825).
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3.4. Discussao

A analise histoldgica das glandulas de Brindley em T. brasiliensis revela
uma unidade glandular equivalente aquela descrita por Kalin & Barrett (1975) em
R. prolixus, composta por um aparato secretor, saculo e ducto coletor, estes dois
ultimos s&o continuos, sendo que em nossas amostras foi possivel verificar
apenas a parede do ducto coletor. Esta unidade glandular é similar a constituigdo
das glandulas dermais do tipo “B” descritas inicialmente por Wigglesworth (1933) e
Lai Fook (1970) para ninfas de 4° e 5° estadio de R. prolixus. Barrett et al. (1979)
confirmaram os dados obtidos acima para R. prolixus e descreveram a existéncia
de outro tipo de unidade glandular denominada por eles de tipo “A” . Esta unidade
€ composta pelos mesmos elementos do tipo “B” mas, diferindo em alguns
detalhes estruturais, principalmente na forma e tamanho do saculo. Neste estudo,
nao foi possivel confirmar a presenga deste tipo glandular, apesar de termos
observado estruturas semelhantes nas l|aminas analisadas. As observacdes
demonstram que as glandulas de Brindley em T. brasiliensis sdo formadas por um
conjunto de unidades glandulares do tipo “B” distribuidos e orientados ao acaso
pela epiderme glandular e formada por dois tipos de células: secretora e epitelial.
O mesmo também foi descrito para as glandulas de Brindley em P. megistus
(Schofield & Upton 1978).

Cada glandula metasternal, juntamente com seu reservatério, esta ligada a
apodfise metasternal e a um musculo retrator que promove o relaxamento ou
contragao da desembocadura do reservatério para a liberagao ou ndo do conteudo
da glandula. Adultos de T. brasiliensis apresentam um par de glandulas
metasternais formadas cada uma por um tubulo secretor ramificado ligado a um
unico reservatorio, assim como acontece em algumas familias de Heteroptera
(Carayon, 1971). Esta glandula é constituida por um pequeno poro de liberagao da
secrecdo localizado na margem anterior da 32 cavidade coxal. Estas
caracteristicas estruturais a definem, de acordo com Carayon (1971), como

aparelho metatoracico do tipo “diastomien”, forma derivada do tipo “omphalien”. O
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tipo “omphalien” é constituido por duas glandulas unidas a um simples reservatorio
provido de um orificio com abertura externa medial. No tipo “diastomien”
formaram-se dois reservatérios que foram se afastando amplamente para ocupar
as margens do metatorax ventral. Ou seja, o principal caminho evolutivo para as
modificacdes ocorridas entre estes tipos de aparelho metatoracico foi a biparticao
do orificio impar original, seguida da divisdo do reservatério na linha mediana. As

glandulas de Brindley também s&o aparelho metatoracico do tipo “diastomien”.

Schofield & Upton (1978) analisaram a histologia das glandulas
metasternais de P. megistus e caracterizam a unidade glandular desta como
sendo analoga a unidade glandular do tipo “A”’. As observagdes feitas nao
permitem definir o tipo de unidade glandular presente em T. brasiliensis, pois a
diferenca entre os tipos A e B ocorre ao nivel ultraestrutural. Foi possivel observar
apenas o ducto coletor e canal coletor que penetra para o interior da célula
secretora. A unidade secretora das glandulas metasternais observada em R.
prolixus, quando comparada com a unidade secretora das glandulas de Brindley
observada em P. megistus, sdo muito semelhantes, as duas unidades apresentam
células secretoras contendo um aparato secretor circundado por um espaco
extracelular continuo ao ducto coletor. A maior diferenga entre as duas glandulas
estd na formacgao terminal do ducto coletor, que nas glandulas de Brindley ele
forma o saculo. Para Schofield & Upton (1978), estas nao representam diferencas
fundamentais, pois tanto o saculo como os ductos coletores nas duas glandulas
sao rodeados por células epiteliais que vao se vincular as células secretoras
formando a unidade. Por esta razao eles consideram o saculo como simplesmente

uma elaboragao terminal do ducto coletor.

Provavelmente, os canais coletores observados em T. brasiliensis sejam
estruturas analogas ao saculo encontrado nas outras espécies. Estudos mais
detalhados devem ser feitos para verificar a existéncia ou ndo de unidade

glandular do tipo “A”.

Por outro lado, Barrett et al. (1979) relataram a presenga dos dois tipos de

unidade glandular, “A” e “B”, presentes nas glandulas de Brindley em R. prolixus
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Mais tarde, Santos-Mallet & Souza (1990) em sua descrigdo também sobre as
glandula de Brindley em P. megistus, sugeriram que estas sdo formadas por uma
unidade glandular composta por células secretoras, contendo canaliculos
intracelulares, que se modificam de acordo com o estado funcional da célula e um
ducto coletor rodeado por células epiteliais. Os canaliculos intracelulares descritos
parecem corresponder ao aparato secretor; talvez por isto, estes autores nao
tenham classificado a unidade secretora como unidade glandular do tipo “B”. Além
disso, segundo os mesmos autores, a existéncia destes dois tipos de unidades
secretoras é devido as diferengas morfologicas entre os canaliculos intracelulares
das células do tipo “A” e do tipo “B”. Eles sugerem que estas diferengas dependem
do estado funcional das células, ou seja, quando a célula esta em intensa
atividade secretora ela apresenta um canaliculo com projec¢des citoplasmaticas

para o interior do [Umen.

Uma questdo permanece em aberto, se os tipos “A” e “B” de unidade
glandular propostos por Wigglesworth (1933) modificados por Barrett et al. (1979),
sao caracteristicas estruturais fixas destas glandulas ou se as diferencas descritas
entre os tipos glandulares mencionados sdo consequéncias do estado funcional
das células, como sugerido por Santos-Mallet & Souza (1990). Por outro lado,
assim como os tipos de unidade glandular “A” e “B” estdo juntamente presentes na
glandula de Brindley de R. prolixus, o mesmo pode estar ocorrendo em T.
brasiliensis. Um estudo mais detalhado sobre estes aspectos deve ser realizado

para verificar esta possibilidade.

Em ambas as glandulas metasternais e de Brindley a célula secretora
parece coincidir com a descricdo da célula tipo Ill, proposta por Noirot &
Quennedey (1991). Este tipo de célula glandular é amplamente distribuida em
varias ordens de insetos, sendo necessario reavaliar a proposi¢cao das

denominagdes dos tipos glandulares “A” e “B”.

O musculo retrator das glandulas de Brindley, presente em T.brasiliensis &
constituido por um tendao unico e diretamente conectado ao ducto coletor, que

funciona comprimindo a glandula para liberagdo dos constituintes. Em R. prolixus
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0 musculo retrator esta conectado ao ducto coletor da glandula por meio de trés
ramificacbes que partem do tenddo (Barrett et al. 1979). Embora algumas
glandulas, como aquelas produtoras de terpeno em Anisomorpha, sejam
circundadas por um conjunto muscular que serve para comprimir a glandula
causando liberagdo dos odores (Happ et al. 1966), apenas um musculo esta
associado as glandulas de Brindley tanto em R. prolixus como em T. brasiliensis.
Além disso, nenhum musculo foi encontrado circundando o lumen ou o epitélio
glandular, como observado em Nezara viridula, na qual o mecanismo de contragao
€ mediado por nervos associados (Filshie & Waterhouse, 1968). Nao foi possivel

observar um controle nervoso envolvido na liberagao da secrecéo.

Cada orificio externo de abertura da glandula metasternal em T. brasiliensis
apresenta um conjunto de sensilas tricoides que podem estar envolvidas em

mecanismos de controle da eliminagao da secrec¢éo glandular.

No citoplasma das células secretoras das glandulas metasternais foram
encontrados granulos fortemente corados, bem distribuidos, sugerindo que esta
glandula produz substancias diferentes daquelas produzidas pelas glandulas de
Brindley, que apresentam vacuolos ndo corados, indicando auséncia de grénulos.
Esta observacdo € pertinente, tendo em vista que ambas podem liberar sua
secrecao ao mesmo tempo e que dependendo do estado fisiolégico dos insetos,
varias informacgdes poderao ser transmitidas por estes odores. A identidade da
secrecdo das glandulas metasternais em triatomineos foi descrita apenas em
Dipetalogaster maximus. Schofield & Upton (1978) sugerem que estas substancias
possam ser altamente volateis. Autores prévios relataram, para outros
Heteroptera, a producdo de aldeidos e ésteres proveniente das glandulas
metatoracicas (Pinder & Staddon, 1965; Staddon & Weatherston, 1967). A
informagéo sobre a atividade e fungédo desta glandula na subfamilia Triatominae
ainda sao escassas e preliminares. No préximo capitulo demonstramos que estas

glandulas sao fonte produtora de volateis.
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Caracterizacao quimica do conteudo das glandulas

metasternais e de Brindley em Triatoma brasiliensis

4.1. Introducao

Comunicagéo quimica em triatomineos
a) Feromonio de Alarme e Defesa

Em triatomineos, o uso de sinais quimicos pode estar relacionado com a
procura de alimento, abrigo e parceiro sexual. Durante o dia, os barbeiros
desenvolvem pouca atividade e sao encontrados em um estado de imobilidade ou
aquinese no interior de seus abrigos. Os insetos permanecem dessa maneira
agregados, em estreito contato com o substrato e com outros membros da colbnia
(tigmotaxia), em gretas e sobre superficies rugosas. Este comportamento permite
aos insetos evitar potenciais predadores (Schofield & Patterson 1977; Nunez
1982).

Insetos adultos perturbados mecanicamente emitem uma secrecéo,
liberada pelas glandulas de Brindley, na qual o principal componente nas
diferentes espécies estudadas € o acido isobutirico (Games et al. 1974). Esta
substancia é corrosiva e segundo propde Schofield (1979) atuaria como repelente
de possiveis predadores. Por outro lado, em baixas concentragdes, o acido
isobutirico atuaria como feroménio de alarme para outros membros da populagéo
(Ward 1981)

No que se refere a composi¢cado quimica deste sinal, a secre¢ao da glandula
de Brindley de T. infestans e Triatoma rubrovaria (Hack et al. 1980) e o headspace
dos volateis de T. infestans perturbados (Juarez & Brenner 1981), sdo constituidos
por uma mistura de acidos graxos que incluem o acido isobutirico. Mais
recentemente, Cruz Lopez et al. (1995) analisaram a secregao da glandula de
Brindley e o headspace de T. infestans adultos submetidos a perturbagdo e
encontraram &acido isobutirico juntamente com isobutanol, alcoois isoamilico e

amilico, isobutirato de isobutila, isobutirato de isoamila, propionato de isoamila
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(somente no headspace), e 2 fenil-etanol e isobutirato de 2-feniletila (somente na
secregao).

Por outro lado, Guerenstein (1999) encontrou isobutanol, alcool isoamilico,
isobutirato de isobutila, isopropionato de amila, 2-fenil-etanol e butirato de 2-
feniletila somado ao acido isobutirico no headspace de T. infestans submetidos a
perturbagdo mecanica. No headspace de R. prolixus perturbados, o mesmo autor
encontrou acido isobutirico, acido acético, acido propidnico, acido butirico e acido
2-metil-butirico. E importante destacar que o &cido isobutirico foi encontrado por
todos os autores prévios na secregdao das glandulas de Brindley e/ou no
headspace de adultos perturbados de todas as espécies de triatomineos
estudadas, porém, existindo divergéncias relacionadas aos outros componentes
da secrecéo.

A produgdo de odores pelas gléandulas metasternais de triatomineos foi
analisada com sucesso apenas por Rossiter & Staddon (1983) em Dipetalogaster
maximus, que identificaram somente um unico pico de 3-metil-2-hexanona. De
acordo com estes autores, este composto poderia atuar como uma substancia de
alarme, util para repelir predadores ou para a comunicagao intraespecifica. Cruz-
Lopez et al. 1995 analisaram as glandulas metasternais de T. infestans e n&o
encontram nenhum volatil.

Os trabalhos citados sobre as glandulas de Brindley expdéem uma
inconsisténcia nos resultados obtidos pelos diferentes autores, enquanto outros
autores indicaram a auséncia de substancias volateis nas glandulas metasternais
das principais espécies vetoras (Cruz-Lopez et al. 1995).

Com relacdo ao papel funcional das secre¢coes de ambos pares de
glandulas como sinal de comunicagdo, as informagdes existentes s&o
extremamente escassas e preliminares. A funcdo como feroménio de alarme tem
sido sugerida por Ward (1981), baseado na resposta dos triatomineos a acido
isobutirico sintético. Considerando o acido isobutirico e outros compostos emitidos
pelas glandulas de Brindley, questdes cruciais permanecem incompreendidas, tal
como se eles séo parte de um sinal ativo apenas na fase adulta do inseto, ou se

estadios imaturos também respondem a este sinal. Além disso, o tipo de resposta
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comportamental que estes sinais sdo capazes de provocar € o contexto em que
estes sinais operam sédo fundamentalmente ignorados. O entendimento destes e
outros aspectos por meio de experimentos comportamentais pode ajudar a
compreender o papel biologico das secregdes das glandulas exdocrinas em
triatomineos e pode permitir seu eventual uso como uma ferramenta de controle.
b) Feromdnio sexual

O comportamento de acasalamento de varias espécies de triatomineos vem
sendo estudado em condi¢des de laboratério (Hase 1932; Sordillo & De Almeida
1988; Lima-Carvalho et al. 1985; Lima et al. 1986; Rojas et al. 1990; Rojas & Cruz-
l6pez 1992; Manrique & Lazzari 1994; Garcia-Pérez et al. 1997). Esses estudos
revelam que os triatomineos apresentam um comportamento mais simples de
corte e cépula quando comparados com outros grupos de insetos. A existéncia de
feroménios sexuais em triatomineos vem sendo investigada ha 40 anos, mas as
evidéncias ainda sdo equivocas. Velasquez Antich (1965) descreve atragao entre
machos e fémeas de Triatoma pallidipennis mediada por odores. O mesmo autor
(Velasquez Antich 1968), relatou atragao quimica entre sexos em R. prolixus e
concluiu que as fémeas sdo atraidas por odores provenientes dos machos.
Baldwin et al. (1971) demonstrou para R. prolixus, que durante a cdépula
supostamente ocorre liberagdo de um feromdnio que atrai e agrega os machos ao
redor de casais em coépula, sugerindo uma fungao “afrodisiaca” para este sinal, ja
que foram observadas tentativas de cépula entre os machos. Acido acetico e acido
isobutirico foram identificados durante o acasalamento de casais de R. prolixus e
foram atrativos para machos quando testados em um olfatdmetro (Rios-Candelaria
1999), porém estes compostos estariam relacionados ao contexto de alarme e nao
sexual, segundo Manrique (dados nao publicados). Manrique & Lazzari (1995)
demonstraram a evidéncia de um estimulo quimico que é produzido durante a
codpula de T. infestans e que atrai machos, produzindo agregagéo destes ao redor
de casais em copula de maneira semelhante a observada por Baldwin (1971) em
R. prolixus. De Brito Sanchez et al. (1995) obtiveram respostas eletrofisioldgicas
que oferecem evidéncias complementares sobre a existéncia de um feroménio

sexual liberado por um ou ambos os sexos durante o acasalamento em T.
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infestans.

Até o momento pouco se sabe sobre a comunicagdo quimica no contexto
sexual em triatomineos. A existéncia de um feromdnio sexual liberado durante a
copula foi demonstrada, mas a origem destes constituintes e a maneira como
estes insetos se encontram na natureza s&o pouco estudados. Este capitulo tem
como objetivos principais identificar os compostos volateis produzidos pelas
glandulas metasternais e de Brindley de T. brasiliensis e determinar a procedéncia

glandular dos compostos emitidos durante a perturbagcédo mecanica nestes insetos.

4.2. Materiais e métodos

4.2.1 Insetos

Os exemplares de T. brasiliensis foram mantidos no laboratorio de
Ferombnio e Comportamento de Insetos do Departamento de Biologia Animal da
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa — MG, cedidos pelo laboratério de
Triatomineos e Epidemiologia da Doencga de Chagas da Fundacao Oswaldo Cruz,
Centro de Pesquisas René Rachou, Belo Horizonte — MG, local onde os insetos
sdo criados e mantidos.

Os insetos foram criados em frascos de acrilico cilindricos com didmetro de
base de 15 cm e altura de 20 cm, forrados com papel de filtro, contendo uma tira
de cartolina dobrada em sanfona, para aumentar a superficie interna e fechados
com tecido de algoddo. Antes da muda imaginal foram separados por sexo, de
acordo com a técnica de Espinola (1966) e Lent & Juberg (1969) e mantidos em
fotoperiodo 12L:12E a 27° + 1°C e 64 + 10 % de UR. Para as amostragens
quimicas foram utilizados adultos com dois meses de idade apds a ecdise e
alimentados semanalmente em camundongos suigos (Mus musculus) e ratos
Wistar obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa.

4.2.2. Extracdo dos volateis: SPME (Microextracdo por Fase Solida)

O dispositivo basico de SPME consiste de um bastdo de fibra dtica, de

silica fundida de 100mm de didmetro, com 10mm da sua extremidade recobertos

com um filme fino de um polimero (polidimetilsiloxano = PDMS, poliacrilato = PA
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ou Carbowax = Car), ou de um sélido adsorvente (carvao ativo microparticulado =
Carboxen) (Valente & Augusto 1999). A fibra utilizada na captura dos odores das
secrecboes das glandulas metasternais e de Brindley teve fase estacionaria de
CAR/PDMS e 75 um de espessura (Supelco,USA), sendo que esta fibra, entre as
outras testadas, demonstrou uma maior eficiéncia na sua capacidade de coletar
compostos presentes nas glandulas. A extragcdo ocorre mergulhando-se a segéo
recoberta da fibra no ar que circunda a amostra (headspace). Em seguida a fibra é
retirada da amostra e inserida na fenda de inje¢gdo do cromatdgrafo gasoso, onde
os analitos sao termicamente dessorvidos sob fluxo do gas de arraste e
carregados para a coluna cromatografica.

A SPME é uma microtécnica em que os processos de extracao e preé-
concentragdo de analitos ocorrem numa escala dimensional pouco usual (pico
gramas a nanogramas). Numa extragdao por SPME as moléculas do analito tém de
se deslocar da matriz e penetrar no recobrimento até que se estabelegca um
equilibrio de particdo (ou de adsorcéo, para o caso de recobrimentos sélidos) do
analito, entre a fibra e 0 meio que a envolve. Portanto, a teoria de SPME baseia-se
na cinética de transferéncia de massa entre fases e na termodindmica que

descreve o equilibrio de particdo do analito entre elas (Pawliszyn 1997).

4.2.3. Identificacdo das secrecfes das glandulas metasternais e de Brindley.

Os insetos foram mantidos em freezer (-18°C) durante 10 min, antes da sua
dissecacdo, para evitar a resposta de perturbacdo e consequente liberacdo dos
compostos presentes na glandula devido a manipulagdo. Em seguida foram
fixados em massas de modelar na posi¢cao ventral, retrando o abdémen para
possibilitar a exposicéo da glandula de Brindley, localizada na regido dorso-lateral
do térax. No mesmo inseto foi possivel dissecar as glandulas metasternais,
localizadas no metatérax e situadas contiguas a cavidade de inser¢cao do terceiro
par de patas. Esta preparacao foi realizada em uma placa de Petri preenchida com
gelo, na qual, uma segunda placa de Petri menor foi colocada. Deste modo, a
dissecacao ocorreu em baixa temperatura (-18°C) para minimizar a evaporagao

das substancias presentes nas glandulas.
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Para analise do headspace das secregbes das glandulas metasternais e de
Brindley, foram utilizados adultos de T. brasiliensis com 15 dias de jejum. O nivel
de jejum mencionado permite evitar a contaminagdo das amostras com fezes
durante a dissecagdo. Para extracdo dos odores as glandulas foram contidas em
um frasco de vidro (2ml), fechado com tampa de septo de teflon“/silicone. A
analise das amostras foi realizada separadamente para cada sexo, contendo um
grupo de oito glandulas, 4 amostras para machos e 4 amostras para fémeas.
Amostras controle, contendo pedacgos de cuticula e tecidos internos de outras
partes do corpo do inseto, também foram analisadas. As dissecagdes foram
realizadas em tampao fosfato de sédio 0,1M.

Cada amostra foi sonicada em aparelho de ultra-som (Thornton, T14)
durante 5 min e aquecida a 50°C durante 10 min. Apds este procedimento, uma
fibra de microextragdo em fase sdlida (SPME) (Supelco,USA) foi exposta aos
volateis no frasco de vidro contendo as glandulas durante 30 min a 50°C. Em
todos os casos (séries experimental e controle) os volateis foram vaporizados no
porto de injegdo do CG por exposicao da fibra imediatamente apés amostragem

dos volateis presente no recipiente.

4.2.4. Analise dos volateis liberados por adultos de T. brasiliensis perturbados
Para identificar os compostos volateis liberados frente a perturbagcao
mecanica dos triatomineos, pares de insetos adultos de mesmo sexo foram
perturbados mediante o uso de pincas e, subsequentemente, colocados em
recipientes de 10 ml para amostragem dos volateis. Em cada recipiente foi usada
uma pecga de papel de filtro (3 x 1.5 cm) como substrato e este foi fechado com
tampa de septo de teflon%/silicone. Os volateis foram amostrados durante 10 min a
25°C, 53-60% de UR, utilizando a mesma fibra de SPME (Supelco). Além disso,
duas séries controle foram realizadas, a primeira sem insetos, ou seja,
amostrando o frasco apenas com o papel de filtro (n= 3), e a segunda com insetos
nao perturbados no interior do frasco (n= 3). Neste caso, para evitar a
perturbacao, foi permitido aos insetos escalar espontaneamente o papel de filtro

oferecido e em seguida o conjunto papel+inseto foi introduzido no recipiente. Em
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todos os casos (séries experimental e controle) os volateis foram vaporizados por
exposicao da fibra no interior do porto de injecdo do CG apds amostragem dos
volateis das amostras.

4.2.5. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM)

Os volateis adsorvidos na fibra de SPME foram analisados por
cromatografia gasosa (Shimadzu 17A) acoplada a espectrometria de massa CG-
MS (Shimadzu 5050A). A temperatura da interface foi de 240°C, a energia de
ionizagao 70 eV e o espectrOmetro da massa programado para varrer uma faixa
de 40 a 300 M/Z. A coluna usada foi a SupelcoWax-10; 30 m. As fibras foram
expostas no injetor no modo split/splitless a 240°C com split programado na
propor¢dao 1:4 durante 1 min para a desorgao térmica dos analitos. O gas de
arraste utilizado foi Hélio a 30 cm/s.

Para a separacdo dos volateis foi utilizado o seguinte programa de
temperatura: 1 min a 50°C, e posteriormente a uma taxa de 10°C por min até 75°C
e uma segunda fase com uma taxa de 15°C por min a 240°C. A interface do MS
foi mantida a 250°C.

A identificacdo preliminar dos volateis foi baseada na analise do seu
espectro de massa e sua comparacdo com os dados da biblioteca espectral do
CG-MS (NIST). Padrdes sintéticos foram usados posteriormente para confirmar a
identidade dos compostos.

4.2.6. Analise estatistica

Para verificar a diferenga na abundancia entre os compostos identificados
das glandulas metasternais ou de Brindley foram realizadas analises de variancia
(ANOVA). Todas as analises foram realizadas através do pacote estatistico R (R
1.7.1, direitos autorais 2003; The R Development Core Team; lhaka e Gentleman
1996).

4.3. Resultados

4.3.1. Constituicdo quimica do conteudo das glandulas de Brindley
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Os componentes detectados no headspace dos frascos contendo glandulas
de Brindley dissecadas foram: acido acético; acido propandico; acido isobutirico;
acido butirico e acido 2-metil-butirico (Fig.21 e Tabela 1). Nao foram encontradas

diferencas qualitativas ou quantitativas entre machos e fémeas (Fig. 26).

4.3.2. Constituicdo quimica do conteudo das glandulas metasternais

Os componentes detectados no headspace dos frascos contendo glandulas
metasternais dissecadas sao apresentados na Fig. 22 e Tabela 2. As glandulas
dos insetos adultos desta espécie produzem uma série de cetonas e alcoois,
sendo que os machos apresentaram uma abundancia significativamente maior de
3-pentanol (P<0.01) (Fig. 24). Na fémea, trés compostos parecem ter abundéancias
significativamente diferentes, o 2-etil-1-hexanol, 3-hexanol e 3-metil-2-hexanol
(P<0.001 para os 3 compostos). Um perfil das diferentes propor¢cdes dos
compostos produzidos pelas glandulas de machos e fémeas é apresentado na

Figura 25.

4.3.3. Voléteis liberados por adultos de T. brasiliensis perturbados mecanicamente

Os volateis detectados no headspace dos frascos contendo adultos machos
e fémeas de T. brasiliensis perturbados incluem cetonas, alcoois e acidos graxos
de cadeia curta. A lista completa dos compostos identificados pode ser encontrada
na Figura 23 e na Tabela 3. Nenhum destes compostos foi detectado na série
controle contendo insetos n&o perturbados, ou no headspace do frasco contendo
apenas papel de filtro limpo. O acido isobutirico foi o principal componente da
mistura, como previamente descrito na literatura para outras espécies (Pattenden
& Staddon 1972, Games et al. 1974, Kalin & Barrett 1975, Schofield 1979, Juarez
& Brenner 1981, Cru-Lépez et al., 1995), seguido no nosso estudo pela 3-
pentanona. Nenhuma diferenga qualitativa foi encontrada para ambos os sexos. T.
brasiliensis quando perturbado emite uma mistura de substancias provenientes

das glandulas de Brindley e metasternais.
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Figura 21. Cromatograma das substancias amostradas, por meio da técnica de SPME,
nas glandulas de Brindley de fémeas de T. brasiliensis . Os picos correspondentes séo,
1: 2-butanona; 2: acido acético; 3: acido propandico; 4: acido isobutirico; 5: acido butirico

e 6: acido 2-metil-butirico.

72



Ana C.R. Vitta Capitulo 2

Tabela 1. Compostos identificados no headspace das glandulas de Brindley de

macho e fémea de T. brasiliensis, através da técnica de SPME.

Erro padrao (e.p.) % da amostra
Composto Macho Fémea Macho Fémea
2-Butanona 0,08 0,09 2,76 2,81
Acido acético 0,06 0,06 1,88 1,74
Acido propandico 0,13 0,12 3,45 3,15
Acido isobutirico 0,57 0,56 49,74 49,73
Acido butirico 0,31 0,05 6,17 5,88
Acido 2-metil butirico 0,35 0,62 31,63 31,90

*8 glandulas por amostra, um total de 8 amostras: 4 de machos e 4 de fémeas.
** Os valores apresentados sdo a média das 4 amostras.
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Figura 22. Cromatograma das substancias amostradas, por meio da técnica de SPME, nas
glandulas metasternais de fémeas de T. brasiliensis . Os picos correspondentes sao, 1: 2-
butanona; 2: 3-pentanona; 3: 3-pentanol; 4: 2-pentanol; 5: ndo indentificado e 6: 3-hexanol;

7: 2-metil-1-butanol; 8: 3-metil-2-hexanol, 9: 2-etil-1hexanol e 10: 4-metil-1-heptanol.
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Tabela 2. Compostos identificados no headspace das glandulas metasternais de

macho e fémea de T. brasiliensis, através da técnica de SPME.

Erro padrao (e.p.)

% da amostra

Composto Macho Fémea Macho Fémea
2-butanona 0,07 0,06 0,56 0,37
3-pentatona 3,48 5,90 42,83 37,49
3-metil-2-butanol 0,19 0,01 0,38 0,20
3-pentanol 2,17 2,63 35,664 15,49
2-pentanol 2,17 0,21 3,32 1,98
N&o identificado 5,16 5,16 0,51 0,30
3-hexanol 0,05 0,01 0,43 0,63¢
2-metil-1-butanol 0,22 0,22 0,75 0,77
3-metil-2-hexanol * 0,04 0,05 0,18 0,44+
1-heptanol * 0,37 0,22 0,64 1,30
2-etil-1-hexanol * 0,01 0,02 0,17 0,254
4-metil-1-heptanol * 4,39 4,57 11,17 17,15

* 8 glandulas por amostra, um total de 8 amostras: 4 de machos e 4 de fémeas.
** Os valores apresentados s&o a média das 4 amostras.
# compostos ndo confirmados por injegdo de padrdes sintéticos.

+ Compostos significativamente diferentes em abundancia
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Figura 23. Cromatograma das substancias volateis liberadas apés a perturbagao
mecanica de fémeas de T. brasiliensis amostradas por meio da técnica de SPME. Os
picos correspondentes s&o, 1: 2-butanona; 2: 3-pentanona; 3: 3-pentanol; 4: 2-pentanol;
5: ndo identificado, 6: acido acético; 7: 4-metil-1-heptanol; 8: acido isobutirico; 9: acido

butirico e 10: acido 2-metil butirico.

76



Ana C.R. Vitta Capitulo 2

Tabela 3. Compostos encontrados no headspace de fémeas e machos de
Triatoma brasiliensis perturbados mecanicamente, identificados através da técnica
de SPME.

Tempo de retengao (min) % da amostra
Composto Macho Fémea Macho Fémea
2-butanona 2,51 2,54 1,39 0,76
3-pentatona 3,61 3,61 27,33 21,49
3-pentanol 4,70 4,71 1,35 1,55
2-pentanol 5,07 5,08 1,07 1,03
Nao idendificado 5,16 5,16 2,85 2,67
Acido acético 8,65 8,66 0,25 0,27
4-metil-1-heptanol * 9,26 9,26 3,04 3,03
Acido isobutirico 9,66 9,64 37,49 38,50
Acido butirico 10,18 10,19 0,49 0,43
Acido 2-metil butirico 10,55 10,56 0,60 0,67

*3 amostras para cada sexo, 2 insetos por amostra.
** Os valores apresentados sdo a média das 3 amostras.
compostos ndo confirmados por injegdo de padrdes sintéticos.

77



Ana C.R. Vitta Capitulo 2

w
o
|
—t

Abundéancia
RN N
o o
| [
S

F M
Sexo

Figura 24. Grafico de abundancia relativa do 3-pentanol nas glandulas
metasternais de machos (M) ou fémeas de T. brasiliensis (F) (F; = 28.508, P
< 0.001).

78



Ana C.R. Vitta

Capitulo 2

Abundancia (%)

Abundancia (%)

N
G
|l|ll||I||I||||I||I||||||I||||

Composto

Figura 25. Grafico de abundancia relativa dos compostos presentes nas
glandulas metasternais de machos e fémeas de T. brasiliensis: 3-pentanol, com
F47 =28.508, P< 0.001; 2-etil-1-hexanol com F4;7 =11.109, P< 0.016; 3-hexanol
com F;7=13.661, P< 0.010 e 3-metil-2-hexanol com F,7=18.358, P< 0.005).
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Figura 26. Grafico de abundancia relativa dos compostos presentes nas
glandulas de Brindley de machos ou fémeas de T. brasiliensis (acido-2-metil-
butirico F47=0.1522, P< 0.70, acido acético F,7=0.1806, P< 0.97, acido butirico
F17 =0.8505, P<0.39, acido isobutirico F17 =1.1866, P< 0.99 e acido propandico
F17=0.9321, P< 0.40).
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4.4. Discussao

Identificacdo da secrecao produzida pelas glandulas de Brindley

Estudos de identificagdo das secrecbes produzidas pelas glandulas de
Brindley de adultos de varias espécies de triatomineos e emitidas durante a
perturbagdo mecanica destes insetos, vém sendo realizados por décadas com
resultados muitas vezes contraditérios. Esta inconsisténcia observada na literatura
provavelmente se deve a diferengas metodoldgicas. Além disso, a constituicao e
proporcdo dos componentes numa mistura pode variar entre espécies,

subespécies e até coldnias diferentes (Miklas et al. 2000).

Neste estudo, a identidade da secrecao emitida pelas glandulas de Brindley
de T. brasiliensis foi elucidada pela primeira vez. Uma mistura de 5 &cidos foi
identificada: acido acético; acido propandico; acido isobutirico; acido butirico e
acido 2-metil-butirico. O componente mais abundante nas gléndulas de Brindley
foi o acido isobutirico e nenhuma diferenga qualitativa ou quantitativa entre os
sexos foi observada em relagdo ao seu conteudo (Fig. 26). Todos os compostos
detectados nas glandulas de Brindley de T. brasiliensis estdo presentes também
na secrecgao produzida pelas mesmas glandulas em T. infestans (Manrique, dados
nao publicados). No entanto, as glandulas de Brindley de T. infestans produzem
um conjunto de alcoois e ésteres, que estdo completamente ausentes em T.

brasiliensis.
Identificagdo da secrecao produzida pelas glandulas metasternais

Nossos resultados demonstram que as glandulas metasternais de T.
brasiliensis também estdo envolvidas na sintese de substancias volateis. Estas
glandulas produzem basicamente cetonas e alcoois, sendo que o principal
constituinte encontrado nas glandulas de ambos os sexos foi a 3-pentanona, um
composto altamente volatil, ja relatado como infoquimico para outras espécies de
insetos (Giblin-Davis 1995, Rochat et al. 2000). Outros compostos abundantes
identificados incluem o 3-pentanol e 4-metil-1-heptanol. Os Unicos autores a

detectar em substancias na secrecdo de glandulas metasternais de triatomineos
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(Rossiter & Staddon, 1983), identificaram somente um unico pico de 3-metil-2-
hexanona em Dipetalogaster maximus. Este composto, segundo sugerem estes
autores, atuaria como uma substancia de alarme na comunicacéao intraespecifica
dos insetos ou na sua defesa, para repelir formigas predadoras. Como citado
acima, a 3-pentanona e outras cetonas dessas glandulas sdo liberadas durante a
perturbagdo mecénica dos adultos de T. brasiliensis, juntamente com os
compostos produzidos pelas glandulas de Brindley. Desta maneira, as duas
glandulas emitem compostos como resultado da reagdo a perturbacdo dos
animais, no entanto n&o esta claro se as secrecdes liberadas pelos dois tipos de
glandulas apresentam funcgbes diferentes. Cruz-Lopez et al. (1995) néao
conseguiram detectar constituintes quimicos nas glandulas metasternais de T.
infestans e sugerem que estas glandulas ndo seriam fontes de semioquimicos

nestes insetos.

Por outro lado, algumas substancias identificadas nas glandulas
metasternais de machos e fémeas de T. brasiliensis apresentam abundancias
significativamente diferentes. O 3-pentanol apresentou maior abundéncia relativa
em machos do que em fémeas, enquanto o 2-etil-1-hexanol, o 3-hexanol e o 3-
metil-2-hexanol apresentaram maior abundancia nas fémeas. No entanto, estas
diferencas observadas entre os sexos de T. brasiliensis podem nao ter um
significado biologico para a espécie. Nem sempre cada composto desencadeia
uma reagao comportamental especifica no inseto, sendo necessaria a interagéo
entre compostos ou entre apenas alguns deles, para que determinada resposta
ocorra. Ao mesmo tempo, ha casos em que cada substancia da mistura evoca um
determinado comportamento como parte de uma sequéncia comportamental,
como acontece nas formigas da espécie Oecophylla longinoda (Atkins 1980,
Bradshaw et al. 1979).

Identificacdo da secrecdo emitida apds a perturbacdo mecanica

Frente a perturbacdo mecanica, adultos de T. brasiliensis liberaram uma

mistura de 10 componentes diferentes, incluindo substancias provenientes das
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glandulas metasternais e de Brindley, constituida por cetonas, alcoois e acidos
graxos (Tabela 3). Os componentes da mistura emitida apdés a perturbagao
mecanica de adultos de T.brasiliensis sao descritos pela primeira vez no presente
trabalho. Os compostos presentes na secre¢cdo das glandulas de Brindley foram
todos detectados na mistura de odores emitida por insetos adultos expostos a
perturbagdo mecanica. De maneira semelhante, os compostos majoritarios
produzidos pelas glandulas metasternais foram detectados na mistura de odores
emitida por estes insetos.

As evidéncias apresentadas por diversos autores sugerem que o acido
isobutirico, principal componente da mistura liberada por triatomineos perturbados,
pode atuar como secrecao de defesa util contra potenciais predadores e também
como um sinal de alarme (Schofield 1975 e 1979, Kalin & Barrett 1975, Ward,
1981). Neste trabalho demonstramos que durante a perturbagdo, dois pares
diferentes de glandulas exocrinas (glandulas metasternais e de Brindley)
descarregam suas secregdes ao ambiente. E necessario determinar, portanto, se
o fato dos dois tipos de glandulas emitirem seus compostos simultaneamente
representa um caso de redundéancia ou se cada secrecdo pode possuir fungdes
diferentes.

Existem evidéncias de que ha comunicagao quimica no contexto sexual de
algumas espécies de triatomineos (Antich 1965, Baldwin et al. 1971, Manrique &
Lazzari 1995, de Brito et al. 1995). Os compostos envolvidos na comunicagéo
neste contexto nunca foram identificados, assim como sua fonte de producéo é
desconhecida. Manrique et al. (dados nao publicados) detectaram a presenca de
substancias emitidas pelas glandulas metasternais de T. infestans durante a
copula destes insetos. Estes fatos, juntamente com a demonstracdo de que as
glandulas metasternais de triatomineos s&o fonte emissora de uma mistura de
substancias volateis, permitem considerar que os produtos destas glandulas
podem estar envolvidos na comunicacdo destes insetos no contexto sexual.
Potenciais mecanismos de encontro de parceiro sexual a longa e/ou curta
distancia em triatomineos sdo atualmente desconhecidos e ha possibilidade de

existirem sinais quimicos que medeiam a orientagdo dos insetos neste contexto.
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As substancias identificadas nas glandulas exdécrinas estudadas no presente
trabalho sdo candidatas a serem testadas como potenciais sinais quimicos
relacionados com a comunicagao sexual destes insetos. Aqueles compostos cuja
presenca foi quantitativamente diferente entre os sexos podem ainda representar
sinais especificos de reconhecimento sexual.

Fémeas e machos perturbados do percevejo Lygus lineolaris (Miridae)
liberam uma mistura de compostos volateis constituida por (E)-2-hexenal, (E)-1-
hexenol, (E)-2-hexenol, hexil butirato, (E)-2-hexenil butirato e (Z)-3,4-oxohexenal
(Wardle et al. 2003). Segundo estes autores, estes compostos apresentam
funcbes multiplas, e esse modo de utilizacdo de substancias para funcdes
diversas também foi verificado para outros Heteroptera (Lockwood & Story 1985,
1987, Gunawardena & Bandumathie 1993, Pavis et al. 1994). Em parte eles
podem apresentar uma funcdo de defesa (Staddon 1979, Aldrich 1988), outra
possivel fungdo € como feromdnio de alarme causando dispersao (Wardle et al.
2003). Krall et al. (1999) sugerem que o composto de defesa liberado pelo
pentatomideo Cosmopelpa bimaculata também funciona como um feroménio de
alarme. Populacdes de Lygus lineolaris podem manter altas densidades, admitindo
que a fungcao de alarme dos volateis tenha evoluido secundariamente, a partir de
uma funcdo de defesa, que resulta em beneficio para estes insetos por
dispersarem apods perceberem a liberagdo do composto defensivo pelos co-
especificos (Nault & Phelan 1984, Blum 1985).

O fato de apenas triatomineos adultos apresentarem glandulas
metasternais e de Brindley, pode ser devido as diferengas no modo de vida entre
os diferentes estadios. Em muitas espécies de baratas, a selecdo do habitat é
diferente entre ninfas e adultos sexualmente maduros (Schal et al. 1984). Muitas
ninfas vivem no solo, onde o abrigo é abundante, enquanto os adultos s&o
freqUentemente expostos aos predadores durante a procura por parceiro e recurso
alimentar, precisando de defesas mais eficientes. Ninfas e adultos de algumas
espécies de Blattidae evoluiram estratégias especificas de defesa, ninfas

dependem da secregédo de deterrentes produzidos pelos segmentos abdominais
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(Schal et al. 1982, Abed et al. 1994), enquanto os adultos secretam um liquido
pulverizado pela glandula esternal que tem funcéo de defesa (Farine et al. 2002).

As glandulas metasternais de Heteroptera originalmente apresentam
constituintes com fungdo de defesa, e pelo menos em alguns casos, evoluiram
posteriormente para a produgdo de feroménios sexuais (Blum 1996). E possivel
que os volateis produzidos por estas glandulas em T. brasiliensis tenham evoluido
também para uma nova fungcdo de maneira parcimoniosa. Bioensaios sao
necessarios para elucidar o papel funcional desta mistura de odores em T.
brasiliensis. A natureza multicomponente das secre¢cdes deve ser considerada,
levando em conta a partir desse fato a possibilidade de que existam ainda
fendbmenos de ativagéo, inibicdo e sinergismo na presenga simultdnea de
diferentes componentes.

Um maior conhecimento da fisiologia sensorial e do comportamento de T.
brasiliensis pode possibilitar o desenvolvimento de novos métodos de controle de
suas populagdes. O estudo da comunicagao 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.
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Comportamento sexual em

Triatoma brasiliensis

5.1. Introducéao

O comportamento sexual dos insetos pode ser dividido nas seguintes fases
sucessivamente: (1) atragdo a longa distancia, compreendendo v6o ou locomogéao
orientados por correntes de ar até a fonte de odor, (2) atragado a curta distancia, (3)
comportamento de corte, (4) acasalamento, ocorrendo transferéncia de esperma e
(5) em alguns casos o macho guarda a fémea para prevenir acasalamentos
subseqientes da mesma. Nem todas as fases mencionadas estao
necessariamente incluidas no comportamento sexual de todas as espécies de
insetos. Por exemplo, em espécies gregarias os parceiros ndo sao atraidos a
longa disténcia (Cardé & Bell, 1995). Quando os adultos ndo estdo proximos uns
dos outros, um dos sexos pode localizar seu parceiro por meio de comunicagao
visual, quimica e/ou acustica (Lewis, 1984). Usualmente, um dos sexos emite um
sinal para atrair o outro sexo. Sinais quimicos parecem especialmente efetivos
para atrair parceiros sexuais a longa distancia (Cardé & Bell 1995, Cardé & Minks
1997).

Quando um sinal quimico atrai um dos sexos na espécie, estes sinais séo
chamados feromdnios sexuais. Em muitas espécies de insetos 0 macho emite um
feromonio que atrai fémea. Em muitas outras espécies de insetos sao as fémeas
que emitem um feromonio para atrair machos, sendo este caso o0 mais comumente
encontrado em insetos. Ao mesmo tempo, atracdo a longa e curta distancia
podem ocorrer entre os sexos. A producao e liberagdo do feromdnio sexual de um
organismo emissor e sua resposta no receptor dependem da idade, tempo e
horario de acasalamento, estado fisiologico e varios fatores ambientais (McNeil
1991, Raina 1989, Raina et al. 1994, Landolt & Philips 1997). Por exemplo,

fémeas podem somente liberar o ferombénio quando proximas da planta
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hospedeira, ja que esta afeta seu sucesso reprodutivo atuando como alimento

para a prole (Raina et al. 1992).

O comportamento sexual dos insetos ndo necessariamente termina com o
primeiro acasalamento. Fémeas de muitas espécies de insetos acasalam mais de
uma vez. Quando uma fémea se reacasala, pode haver competicdo por esperma
no seu aparelho reprodutor determinando qual esperma vai fertilizar seus ovos. A
maioria dos ovulos provavelmente sao fertilizados com o esperma procedente do
ultimo macho que realizou a cépula (Thornhill & Alcock 1983), embora as fémeas
possam ter influéncia, através da manipulacdo da ejaculada e outros processos,

na origem do esperma que fertilizara seus ovos (Eberhard 1996).

O comportamento de acasalamento em varias espécies de triatomineos vem
sendo estudado em condigcbes de laboratério (Hase 1932, Sordillo & de Almeida
1988, Lima-Carvalho et al. 1985, Lima et al. 1986, Rojas et al. 1990, Rojas & Cruz-
Lopez 1992, Manrique & Lazzari 1994, Garcia-Pérez et al. 1997), revelando que

estes insetos apresentam um comportamento simples de corte e cépula.

Os triatomineos tornam-se aptos para a reproducdo apdés a muda imaginal.
Entre as alteragbes corporais ocorridas neste processo, destacam-se o
aparecimento das asas, das glandulas exdécrinas (metasternais e de Brindley) e o
desenvolvimento do aparelho reprodutor. O acumulo de um volume minimo de
sangue no estdbmago € condi¢cdo essencial para que ocorra a copula em algumas
especies, como em R. prolixus. T. infestans e T. barberi (Abalos & Wygodzinsky
1951, Baldwin et al. 1971, Regis 1977, Zarate 1983), caracterizando a maturagao
sexual dos insetos (Perlowagora-Szumlevicz, 1969). Regis et al. (1985)
observaram que para T. infestans a primeira alimentacdo apds a muda imaginal é
fundamental para o funcionamento das glandulas acessorias dos machos,
importantes na formacdo do espermatdéforo e sua posterior transferéncia. O
mesmo nao foi observado para P. megistus, que esta apto para a reprodugao

mesmo antes da alimentagao (Lima et al. 1986).

Ao contrario de alguns Heteroptera como Haemarosiphon inodorus (Lee
1954), Hesperocimex sonorensis (Ryckman 1958) e Cimex lecticularius (Davis
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1964) que geralmente ndo amadurecem ovos antes do acasalamento, fémeas de
T. brasiliensis conseguem por alguns ovos mesmo quando virgens e submetidas a
um jejum completo apdés a muda imaginal (Perondini et al. 1975). Quando
alimentadas frequentemente, estas fémeas, apesar de virgens, ovipoem com
regularidade. Em alguns Diptera e Lepidoptera a vitelogénese ocorre na auséncia
de acasalamento, necessitando, no entanto, da copula para postura. Resultados
conclusivos evidenciam em alguns Dyctioptera, como Periplaneta americana
(Griffith et al. 1942), e Diptera (Engelmann 1959) que a copula acelera a
maturagao dos ovocitos e, em consequéncia, aumenta o numero de ovos postos

durante a vida do animal.

Fémeas de T. brasiliensis podem copular até 27 vezes, com duragao de 6
minutos, e vivem aproximadamente 245 dias. Quando acasaladas muitas vezes,
pdem maior numero de ovos e ingerem maior quantidade de sangue do que
fémeas acasaladas uma vez ou virgens. Alguns fatores influenciam a fecundidade,

entre eles a copula, a alimentacao e a longevidade (Brasileiro 1982).

Observagdes ocasionais, sem dados quantitativos, de rejeicbes das fémeas
frente a tentativas de cépula dos machos foram mencionadas por Lima et al.
(1986a) em P. megistus e por Rojas et al. (1990) em T. mazzottii. A relevancia do
comportamento das fémeas no sucesso do acasalamento vem sendo analisada
nas principais espécies vetoras de triatomineos. Manrique & Lazzari (1994)
descreveram em T. infestans quatro principais tipos de resposta de rejeigéao
exibidos pelas fémeas: achatamento corporal e evasdo, ambas ocorrendo com

maior frequéncia , seguidas por movimentos abdominais e por ultimo estridulagao.

O mesmo foi observado para P. megistus, na mesma sequéncia de
ocorréncia (Pires et al. 2004). De acordo com Manrique & Lazzari (1994), o
comportamento de rejeicdo das fémeas nem sempre previne a ocorréncia de
codpula, no entanto, os quatros tipos de rejeicdo podem provocar a interrupg¢ao das

tentativas realizadas pelos machos.
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Este capitulo tem como principais objetivos descrever detalhadamente o
comportamento de cépula de T. brasiliensis e avaliar a influéncia da idade e da

alimentagao na motivagao dos insetos para copular.

5.2. Materiais e Métodos

5.2.1. Comportamento de acasalamento em T. brasiliensis

Ninfas de 5° estadio de T. brasiliensis, criadas em laboratério a 27° + 1°C,
70 £ 10 % de UR e mantidas em fotoperiodo 12:12 L/E, foram separadas por sexo
em diferentes recipientes (4,0 cm de altura x 4,0 cm de diametro) até completarem
a muda imaginal. Os adultos emergidos foram alimentados em galinha com 20
dias de idade e mantidos individualmente nos recipientes, contendo como
substrato um pedaco de papel de filtro e cobertos por uma malha de nylon. Foram
utilizados sete casais virgens com oito dias de idade, iniciando os ensaios um dia
apoés a primeira alimentacdo. Os insetos ndo voltaram a ser alimentados durante o

experimento.

Foi utilizada uma arena experimental de vidro (1,5 cm de altura e 18 cm de
diametro) coberta por uma tampa transparente também de vidro (20 cm de
didmetro) e papel de filtro como substrato (16 cm de didmetro). Os insetos foram
transferidos para a sala de experimentagédo 1 hora antes de iniciar os ensaios. Em
cada ensaio, uma fémea e um macho foram introduzidos cuidadosamente no
centro da arena experimental usando pequenos recipientes que foram virados
para liberar os insetos. O registro de dados para posterior analise do
comportamento sexual foi realizado através da observacéo direta. Os casais (N=7)
foram mantidos em contato por 15 minutos diariamente, durante um periodo de 20
dias. As tentativas de copula dos machos aceitas pelas fémeas foram
interrompidas no instante prévio a inser¢do do edeago pelo macho na genitalia da
fémea, de maneira a preservar o estado de virgindade dos insetos ao longo do

estudo. Para descrever os componentes comportamentais do acasalamento desta
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espécie foram registrados: a) numero e tipo de tentativas de cépula exibidas pelos
machos, b) numero e o tipo de rejeigdes exibidas pelas fémeas e ¢) numero de
casais que copularam. Para verificar a duragao da copula foi permitido que outros
6 casais virgens, com 25 dias de idade apés muda imaginal e alimentados no 10°
dia, realizassem a copula. As diferentes etapas comportamentais da copula sao
aqui descritas utilizando a mesma nomenclatura empregada por autores prévios
(Lima et al. 1986, Rojas et al. 1990, Manrique & Lazzari 1998), com o objetivo de

fazer uma descricdo comparavel do comportamento de acasalamento.
5.2.2. Maturacgao sexual

Ninfas de 5° estadio de T. brasiliensis, criadas em laboratorio a 28° + 1°C,
70 + 10 % de UR e mantidas em fotoperiodo 12:12 L/E, foram separadas por sexo
em diferentes recipientes (6,0 cm de altura x 20,0 cm de diametro), até
completarem a muda imaginal. Os adultos emergidos foram alimentados em
camundongos suigos (Mus musculus) e ratos Wistar. Foi utilizada uma arena
experimental de vidro (15 cm de altura e 20 cm de didmetro) coberta por uma
tampa transparente também de vidro (22 cm de didametro) e papel de filtro como
substrato (18 cm de diametro). Para os ensaios foram utilizados 10 casais virgens
em jejum, com a primeira alimentagdo oferecida somente apos completarem 27
dias de idade. Vale ressaltar que naquela ocasiao todos os individuos aceitaram
um repasto sanguineo. O comportamento de acasalamento foi observado durante
37 dias, com 30 min diarios de observacao direta para cada ensaio. As tentativas
de copula aceitas pelas fémeas foram interrompidas no instante prévio a insercao
do edeago pelo macho na genitdlia da fémea, para garantir que os insetos
permanecessem virgens durante todo o experimento. Os experimentos foram

realizados numa sala com iluminagéo controlada (18 a 19 lux).

Para quantificar o efeito da idade e do estado alimentar sobre diversos
parametros do comportamento sexual dos insetos adultos desta espécie foram
registrados antes e apdés a alimentacdo: a) numero de tentativas de cdpula
realizadas pelos machos, b) numero de rejeicbes exibidas pelas fémeas e c)

numero de cépulas.
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5.3. Resultados

5.3.1. Comportamento de acasalamento

a) Comportamento do macho durante o acasalamento

O padrdo de acasalamento consistiu essencialmente de cinco etapas

comportamentais. Apds um curto periodo (2 min) de exploracdo da arena, os

insetos tentam copular realizando alguns comportamentos estereotipados:

1.

Posicéo vigilante: o0 macho deixa de caminhar e move suas antenas em
direcado a fémea.

Salto: o0 macho se aproxima da fémea e repentinamente salta e se coloca
lentamente sobre o dorso desta.

Posi¢ao dorso-lateral: o macho se posiciona dorsolateralmente sobre a
fémea pelo lado direito ou esquerdo. Nesta posicao a fémea permanece
imobilizada pela acdo dos trés pares de patas do macho que se
posicionam dorsal e ventralmente. Na posicdo dorso lateral, a porgao
posterior do abdémen do macho se coloca por debaixo da por¢cao posterior
do abdébmen da fémea, expondo a genitalia.

Copula: ja em posicao lateral, o macho aproxima a por¢ao posterior do
abdémen da fémea utilizando seu terceiro par de patas. Os parameros do
macho auxiliam na fixagdo da sua genitdlia em relacdo a da
fémea,permitindo a introdugdo do edeago. A duragdo da coOpula variou
entre 6 + 7 min.

Separacéao: ocorre a separagao das genitalias, o macho desce da fémea e

se afasta.

b) Comportamento de rejeicao das fémeas durante o acasalamento

Frente as tentativas de cépula dos machos, as fémeas nao receptivas

responderam exibindo os seguintes trés tipos de comportamento de rejeigéo:
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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 que o macho nao
consegue se posicionar sobre a regido lateral da fémea, ficando
impossibilitado de alcangar a genitalia feminina.

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

As freqUuéncias de ocorréncia dos diferentes tipos de rejeigdes estéo
ilustradas na Figura 27. Foi observado um total de 311 rejeicdes em resposta
a 310 tentativas dos machos durante um periodo de 20 dias. As rejeigbes por
achatamento corporal foram mais freqlentes, seguidas pelos movimentos
abdominais e a evasao, que obteve a menor frequéncia em todos os ensaios

analisados.
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Figura 27. Frequéncia relativa dos diferentes tipos de comportamento
de rejeigao exibidos pelas fémeas de T. brasiliensis. (MA: movimentos

abdominais, evaséo e AC: achatamento corporal, N= 7).
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5.3.2. Maturacao Sexual

O numero de tentativas de copula realizadas pelos machos variou em
fungdo da idade, aumentando a partir do 10° dia. No entanto, os machos tentaram
copular desde o primeiro dia, mas foram rejeitados pelas fémeas (Fig. 28). As
fémeas foram mais receptivas 6 + 7 dias apds a alimentagdo, o que continuou
ocorrendo nos 5 dias subsequentes em todos os casais observados. A analise do
comportamento das fémeas revelou que o numero de rejeigdes em resposta as
tentativas dos machos se manteve igual durante o periodo pré-alimentagao (Fig.
29).
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Figura 28. Numero médio de tentativas de copula dos machos de T. brasiliensis em fungéo
da idade (N=10). A seta indica o dia em que foi oferecida a alimentagio (27° dia).
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Porcentagem de rejeigbes e copulas (%)
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Figura 29. Porcentagem diaria de rejeigdes (®) e porcentagem diaria de fémeas de T.
brasiliensis que copularam (o) em fungdo do tempo pds-alimentagdo (N=10). A primeira
alimentagdo foi oferecida no 27° dia (seta).

97



Ana C.R. Vitta Capitulo 3

5.4. Discussao

Comportamento de acasalamento em T. brasiliensis

No presente trabalho, podemos observar que a sequéncia comportamental
que leva ao acasalamento em T. brasiliensis segue um modelo geral descrito
preliminarmente por Lima et al. (1986b) em P. megistus, e descrito e analisado
quantitativamente por Manrique & Lazzari (1994) em T. infestans e por Pires et al.
(2004) para P. megistus. No presente estudo, os machos sempre realizaram
ativamente a aproximagao para a coépula, como previamente descrito pelos

autores acima mencionados.

Nossos resultados mostraram que a copula tem duragdo média de 6 + 7
minutos em T. brasiliensis. De acordo com Brasileiro (1982), fémeas de T.
brasiliensis podem copular até 27 vezes ao longo da vida, com duragdo de 6
minutos e longevidade de aproximadamente 245 dias. Quando acasaladas muitas
vezes, pdem maior numero de ovos e ingerem maior quantidade de sangue do
que fémeas acasaladas uma vez ou virgens. Este fato sugere haver relevancia na
copula poliandrica como fator modulador da fecundidade das fémeas em algumas

espécies de triatomineos.

A cépula pode durar poucos minutos (Mitchell & Mau 1969, Lima et al. 1986,
Rojas et al. 1990, Carroll 1991, Manrique & Lazzari 1994), embora em muitos
heterépteros tenham sido observadas copulas prolongadas, que podem durar
varias horas ou dias (Tostowaryk 1971, Carroll & Loye 1990, Wang & Millar 1997).
Tais copulas prolongadas representam provavelmente uma estratégia do macho
para guardar a parceira (McLain 1985 Alcock 1994), um comportamento n&o
observado em T. brasiliensis, mas ja descrito para P. megistus (Pires et al. 2004).
Fémeas de T. infestans aparentemente realizam copulas sucessivas com varios
machos em poucos minutos (Manrique, comunicagdo pessoal). Este fato foi
observado ocasionalmente em nossos estudos com T. brasiliensis (dados nao

publicados). Portanto, em alguns triatomineos aparentemente haveria copulas
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poliandricas, o que provavelmente permitiria a potencial ocorréncia de competicao
por esperma, reduzindo a chance de utilizagdo do esperma do primeiro macho
para fertilizar os ovos, como acontece com outros insetos (Thornhill & Alcock
1983). Ja para P. megistus, a ocorréncia de uma unica copula ao longo da vida
das fémeas dessa espécie parece indicar uma diferenciagado drastica nas suas
estratégias reprodutivas em relagdo aos exemplos descritos anteriormente para

outros triatomineos.

Maturacao sexual
a) Comportamento de rejeicao nas fémeas de T. brasiliensis

Estudos prévios com P. megistus e T. infestans descreveram a ocorréncia
de diferentes tipos de comportamento de rejeicdo exibidos pelas fémeas, como
estridulagdo, movimentos abdominais, evasdo e achatamento corporal (Manrique
& Lazzari 1994, Pires et al. 2004). Neste trabalho, observamos que as fémeas de
T. brasiliensis apresentam somente trés tipos de comportamento de rejeigao frente
as tentativas de copula dos machos. A rejeicdo por achatamento corporal
apresentou uma frequéncia de 51%, contra 39,3% em P. megistus e 40% em T.
infestans. Em segundo lugar, os movimentos abdominais tiveram uma frequéncia
de 33% contra 20% em T infestans e 29% em P. megistus. Finalmente, enquanto
a evasdo somente aconteceu em 17% dos casos em T. brasiliensis, esta foi a
segunda maior categoria de rejeigdo em T. infestans (25%) e aconteceu em 15%
dos casos em P. megistus. Apesar das semelhangas destes resultados com
aqueles descritos em P. megistus e T. infestans, com excegao da estridulagao, as
porcentagens observadas parecem refletir diferengcas especificas no
comportamento das fémeas.

N&o observamos estridulagdo como resposta de rejeicao das fémeas de T.
brasiliensis. Os triatomineos produzem estridulagdes esfregando a ponta da
probéscide contra o sulco estridulatorio localizado no prosterno (Schofield 1977).
Diversos autores sugeriram que a estridulagao constitui um meio de comunicagao
entre machos e fémeas de triatomineos (Manrique & Lazzari 1994, Roces &
Manrique 1996, Schilman et al. 2001). As estridulagdes produzidas num contexto

de perturbagcdo mecanica diferem estruturalmente daquelas usadas para deter os

99



Ana C.R. Vitta Capitulo 3

machos, particularmente quanto a duracéo das silabas, taxa de repeticao silabica
e frequéncia portadora, indicando que constituem sinais diferentes (Roces &
Manrique 1996, Manrique & Schilman 2000). A estridulagdo em T. brasiliensis n&o
parece desempenhar um papel na comunicagao intraespecifica.

Curiosamente, o achatamento corporal foi o tipo de rejeicdo que ocorreu
com maior frequéncia em todas as espécies estudadas. Considerando que para
realizarem a cépula os machos precisam se colocar em posig¢ao lateral em relagéo
ao abdémen da fémea, este tipo de rejeicao provavelmente é o mais eficiente para
evitar a copula, pois a fémea oculta a area ventral do corpo na qual o macho

precisa se firmar para segura-la lateralmente.

6. b) Motivagéo para o acasalamento e alimentacéo

Sabe-se que a copula e a alimentagao estdo envolvidas na modulacéo da
funcdo ovariana em R. prolixus (Pratt & Davey 1972a, b). Varios estudos
descrevem o importante papel da idade dos machos na ocorréncia da primeira
copula em triatomineos (Regis et al. 1985, Malo et al. 1993). Em T. infestans e P.
megistus (Manrique & Lazzari 1994, Pires et al. 2004) o numero de tentativas de
cépula dos machos nao variou ao longo do tempo, ou seja, eles continuaram
apresentando a mesma motivagao para copular antes e apds a alimentacédo. Nas
nossas condigdes experimentais, o0 numero de tentativas de copula exibidas pelos
machos foi menor durante os 10 primeiros dias de idade e a partir de entao,

aumentou claramente e n&o variou ao longo do tempo.

Nossos resultados mostram que as fémeas de T. brasiliensis modificam sua
disposicdo para copular dependendo do estado nutricional do casal, como ja
demonstrado para T. infestans (Manrique & Lazzari 1994) e P. megistus (Pires et
al. 2004). Porém, é ainda necessario determinar se a alimentacdo afeta
simplesmente a taxa de rejeicdo das fémeas ou se pelo contrario, afeta a
qualidade dos machos por meio de algum mecanismo de avaliagdo destes
utilizado pelas fémeas. Por um lado, é possivel que apds a alimentacdo, as

fémeas simplesmente deixem de rejeitar as tentativas dos machos devido a
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presenca de nutrientes no seu intestino que |hes garantem a producé&o de ovos.
Por outro lado, uma mudanga na qualidade dos machos apdés a alimentacéo,
poderia afetar a decisdo da fémea de aceitar ou ndo a copula, através de alguns

fatores como; a emissao de sinais quimicos ou producao de vibragoes.

Nossos resultados demonstram uma variagdo gradual no numero de
rejeicdes exibidas pelas fémeas apds a alimentagdo. Além disso, demonstramos
gue nesse estado as fémeas de T. brasiliensis podem copular imediatamente apés
rejeitarem algumas tentativas de cépula do macho, mudando gradualmente ao
longo dos dias até atingirem um ponto em que a copula acontece sem nenhuma
rejeicdo. Sugere-se que algum mecanismo comportamental desencadeado na
fémea dias apos a alimentacédo esteja determinando a auséncia de rejeigbes e
consequente aceitagao da cépula.

Ha evidéncias de que em Lepidoptera, Homoptera e Heteroptera a
receptividade das fémeas esta associada com a producdo de feromdnio sexual
(Strong et al. 1970). Por outro lado, como os machos de T. brasiliensis tentam
copular durante todo tempo, ndo seria necessario para as fémeas liberar um
feromonio sexual para indicar receptividade. O macho, apdés uma sequéncia de
tentativas, poderia liberar um sinal quimico que estimularia as fémeas a copular.
Estudos futuros sdo necessarios para testar se as fémeas de T. brasiliensis
emitem um feromdnio sexual para indicar receptividade durante o periodo de
menor probabilidade de rejeicdo das tentativas de copula dos machos ou se s&o
os machos que liberam um sinal “afrodisiaco”.

Regis et al. (1985) concluiram que a ocorréncia de copula em T. infestans
depende principalmente da idade dos machos e que as fémeas poderiam estar
receptivas a partir do 4° dia apoés a muda imaginal, sendo que neste experimento
0s adultos foram receptivos imediatamente apdés a muda imaginal. O mesmo foi
observado em T. mazzottii (Malo et al. 1993). Vale destacar que em nossos
experimentos os adultos foram alimentados no 27° dia apds a ecdise e que os
casais nado foram mantidos permanentemente juntos durante todo o experimento.
Os machos de T. brasiliensis parecem aumentar o numero de tentativas com a

idade, mas isto ndo permite afirmar que a ocorréncia de copula é dependente da
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idade dos machos, porque as fémeas de T. brasiliensis, de acordo com nossos

dados, nao copulariam em jejum.

Manrique & Lazzari (1994), em suas analises do comportamento sexual de
T. infestans, descreveram que, a partir de 16 dias apos a alimentagao, 100% dos
casais expressaram motivagao para copular diariamente. Em T. brasiliensis, seis
dias apos a primeira alimentagdo, 100% dos casais ja tinham expressado
disposicado para copular. Assim como na maioria dos insetos, nos triatomineos a
reprodugao ocorre sob controle hormonal e envolve fatores neuroenddcrinos e
enddécrinos. As fémeas de R. prolixus tem servido de modelo classico para o
estudo da funcdo ovariana nos insetos (Davey 1984). Sabe-se que a cépula e a
alimentagao estdo envolvidas na modulagdo da fungdo ovariana em R. prolixus
(Pratt & Davey 1972a, b). Nesta espécie, um aglomerado de ovos é depositado
apos cada refeigdo sanguinea, e o numero de ovos depositado depende do
tamanho da refeigdo ingerida (Buxton 1930). Cada ato alimentar promove a
secrecao do hormdnio juvenil, que regula a produgao de vitelogenina pelo corpo
gorduroso (Coles 1965), o desenvolvimento pré vitelogénico dos oéocitos e a
vitelogénese. Neste ultimo caso, o hormdnio juvenil induz a separagao das células
foliculares entre si, de maneira que as proteinas da hemolinfa tenham acesso livre
aos o6ocitos (Abu-Hakimma & Davey 1977). A copula, por outro lado, provoca a
liberacdo de substancias da espermateca da fémea, estimulando células
neurossecretoras. Entretanto, estas substancias ndo sao suficientes. Um segundo
estimulo representado por um ecdisteréide do ovario (ecdisterona) sinaliza que
existem ovos maduros. Os ecdisterdides nao agiriam diretamente sobre as células
neuroenddcrinas, mas através de uma via aminérgica (Gorbman & Davey 1991).
Como resposta os corpora cardiaca liberam um fator miotrépico que aumenta a
motilidade dos musculos do oviduto. A presenca de ovos maduros no ovario faz
com que células neurossecretoras periféricas secretem um fator antigonodotrépico
que bloqueia a vitelogénese nos o6ocitos mais jovens, impedindo a produgao

subsequente de ovos (Davey & Kuster 1981).
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Thornhill (1983, 1984a) definiu os processos influenciados pelas fémeas
durante e/ou apds a copula, que levam a fertilizagdo dos ovos por um ou outro
macho, como escolha criptica da fémea. Os processos sao cripticos no sentido em
que eles ocorrem no corpo da fémea e ndo podem ser diretamente observados.
Eberhard (1996), observando a literatura contemporanea sobre a biologia
reprodutiva da perspectiva da fémea, ilustrou mais de 20 mecanismos
potencialmente diferentes no comportamento, morfologia e fisiologia da fémea que
podem contribuir direta ou indiretamente na variagao nao aleatoéria de paternidade
da prole. Quinze mecanismos podem ser aplicaveis aos insetos e podem ser
classificados em cinco categorias principais: influéncia da fémea sobre o
reacasalamento, transferéncia de esperma durante o acasalamento, transporte e
estocagem de esperma, utilizagdo de esperma e investimento na prole (Simmons
2001). Eberhard (1991, 1994,1996) sugere que, as fémeas podem escolher os
machos durante a cépula, e reconhece uma ampla ocorréncia de corte no contexto
sexual como uma possivel via pela qual os machos tentam persuadir as fémeas
para transportar seu esperma até os seus 6rgaos de estocagem e, dessa maneira,
aumentar seu sucesso reprodutivo individual.

Simmons & Parker (1992), Ward (1993) e Parker & Simmons (1994, 2000)
tem demonstrado que machos grandes apresentam uma taxa alta e constante de
transferéncia e deslocamento de esperma em relagcao a machos pequenos. Talvez
as fémeas de T. brasiliensis sejam capazes de diferenciar esta dimensao e/ou
outros parametros relacionados com a escolha do parceiro. Portanto,
experimentos onde sejam oferecidos parceiros com diferentes qualidades, ou seja,
alimentagdo, tamanho ou peso, precisam ser realizados para determinar se o
comportamento de rejeigdo representa um mecanismo de escolha do macho pelas

fémeas de triatomineos.
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As glandulas de Brindley de T. brasiliensis apresentam uma por¢ao
secretora que se mostra em forma de um saco dilatado, desembocando no
exterior através de um ducto coletor afilado. Inserindo-se na parede do ducto
coletor esta presente um tendao bem desenvolvido, em cuja porgao distal ligam-se
feixes de musculos, considerados aqui como musculos retratores. As glandulas
metasternais estdo localizadas na regido metatoracica, laterais a articulacéo de
cada cavidade metacoxal. Cada glandula, juntamente com seu reservatorio, esta
ligada a uma apdfise metasternal e a um musculo retrator. Cada orificio externo de

abertura da glandula apresentou um conjunto de sensilas tricoides.

Em ambas as glandulas metasternais e de Brindley a célula secretora
parece coincidir com a descricdo da célula tipo Ill, proposta por Noirot &
Quennedey (1991). Sugerimos reavaliar a proposi¢céo das denominagdes dos tipos

glandulares “A” e “B”.

As glandulas de Brindley de T. brasiliensis produzem uma mistura de 5
acidos graxos, cujo principal componente foi o acido isobutirico. Os compostos
presentes na secregcao das glandulas de Brindley foram todos detectados na
mistura de odores emitida por insetos adultos expostos a perturbacido mecanica.
De maneira semelhante, os compostos majoritarios produzidos pelas glandulas

metasternais foram detectados na mistura de odores emitida por estes insetos.

No citoplasma das células secretoras das glandulas metasternais foram
encontrados granulos fortemente corados, bem distribuidos, sugerindo que esta
glandula produz substancias diferentes daquelas produzidas pelas glandulas de
Brindley, que apresentam vacuolos ndo corados, indicando auséncia de granulos.
Apods andlise das secregdes das glandulas metasternais verificamos que elas
também estdo envolvidas na sintese de substancias volateis produzindo

basicamente cetonas e alcoois.

Neste trabalho demonstramos para T. brasiliensis que durante a
perturbagao, dois pares diferentes de glandulas exdcrinas (glandulas metasternais

e de Brindley) descarregam suas secrecdes ao ambiente. E necessario
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determinar, portanto, se o fato dos dois tipos de glandulas emitirem seus
compostos simultaneamente representa um caso de redundancia ou se cada

secrecao pode possuir fungdes diferentes.

O fato de apenas triatomineos adultos apresentarem glandulas
metasternais e de Brindley, pode ser devido as diferengas no modo de vida entre
os diferentes estadios. Em muitas espécies de baratas, a selecdo do habitat &
diferente entre ninfas e adultos sexualmente maduros (Schal et al. 1984). Muitas
ninfas vivem no solo, onde o abrigo é abundante, enquanto os adultos sao
frequentemente expostos aos predadores durante a procura por parceiro e recurso

alimentar, precisando de defesas mais eficientes.

As glandulas metasternais de Heteroptera originalmente apresentam
constituintes com fungdo de defesa, e pelo menos em alguns casos, evoluiram
posteriormente para a produgdo de feroménios sexuais (Blum 1996). E possivel
que os volateis produzidos por estas glandulas em T. brasiliensis tenham evoluido
também para uma nova fungcdo de maneira parcimoniosa. Bioensaios sao
necessarios para elucidar o papel funcional desta mistura de odores em T.
brasiliensis. A natureza multicomponente das secre¢cbes deve ser considerada,
levando em conta a partir desse fato a possibilidade de que existam ainda
fendbmenos de ativagéo, inibicdo e sinergismo na presenga simultdnea de

diferentes componentes.

Fémeas de T. brasiliensis modificam sua disposicao para copular
dependendo do estado nutricional do casal, como ja demonstrado para T.
infestans (Manrique & Lazzari 1994) e P. megistus (Pires et al. 2004). Porém, é
ainda necessario determinar se a alimentagdo afeta simplesmente a taxa de
rejeicdo das fémeas ou se pelo contrario, afeta sinais indicadores da qualidade
dos machos que poderiam ser detectados por meio de algum mecanismo de
avaliacao utilizado pelas fémeas. Por um lado, é possivel que apds a alimentagéo,
as fémeas simplesmente deixem de rejeitar as tentativas dos machos devido a
presenca de nutrientes no seu intestino que |hes garantem a produc&o de ovos.

Por outro lado, a qualidade dos machos apds a alimentacdo, poderia afetar a
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decisdo da fémea de aceitar ou ndo a copula, através de alguns fatores como a

emissao de sinais quimicos ou producao de vibragdes.

Nossos resultados demonstram uma variagdo gradual no numero de
rejeicbes exibidas pelas fémeas apds a alimentagcado. Além disso, demonstramos
que nesse estado as fémeas de T. brasiliensis podem copular imediatamente apdés
rejeitarem algumas tentativas de cépula do macho, mudando gradualmente ao
longo dos dias até atingirem um ponto em que a copula acontece sem nenhuma
rejeicdo. Sugere-se que algum mecanismo comportamental desencadeado na
fémea dias apos a alimentagéo esteja determinando a auséncia de rejei¢coes e a

consequente aceitacao da cépula.

Os machos de T. brasiliensis parecem aumentar o niumero de tentativas com
a idade, mas isto ndo permite afirmar que a ocorréncia de copula é dependente da
idade dos machos, porque as fémeas de T. brasiliensis, de acordo com nossos

dados, ndo parecem copular em jejum.

Manrique & Lazzari (1994), em suas analises do comportamento sexual de T.
infestans, descreveram que, a partir de 16 dias apds a alimentacdo, 100% dos
casais expressaram motivagao para copular diariamente. Em T. brasiliensis, seis
dias apos a primeira alimentagdo, 100% dos casais ja tinham expressado
disposicao para copular. Assim como na maioria dos insetos, nos triatomineos a
reprodugao ocorre sob controle hormonal e envolve fatores neuroenddcrinos e

enddcrinos.

Os resultados apresentados mostram que as glandulas metasternais e de
Brindley em adultos de T. brasiliensis produzem substancias volateis. A mudanca
na tendéncia de copula das fémeas ao longo do experimento de comportamento
sexual pode ser influenciada pelo estado nutricional dos machos. As respostas a
estas e outras questdes sobre a fungdo provavel dos odores produzidos pelas
glandulas estudadas e a maturagdo do comportamento sexual de T. brasiliensis
devem ser definidas para permitir a compreensao dos processos de comunicagao
quimica no contexto sexual destes insetos. Uma vez definido o papel das

secregdes volateis dos insetos aqui analisados sera possivel contar com
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substancias modificadoras do comportamento, com potencial para a manipulagao
das respostas comportamentais. Estes compostos poderao ser utilizados
futuramente no desenho de iscas e outras ferramentas de controle destes vetores

da doenga de Chagas.
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e Insetos adultos de Triatoma brasiliensis apresentam dois pares de
glandulas exdécrinas produtoras de substancias volateis, as glandulas
metasternais, localizadas no metatorax ventral e as glandulas de Brindley,

situadas entre o abddémen e o metatérax dorsolateral.

e As glandulas de Brindley apresentam uma porgao secretora que se mostra
em forma de um saco dilatado, desembocando no exterior através de um
ducto coletor afilado. Inserindo-se na parede do ducto coletor estdo
presentes tenddes bem desenvolvidos, em cuja porgdo distal ligam-se

feixes de musculos, considerados aqui como musculos retratores.

e As glandulas metasternais estdo localizadas na regido metatoracica,
laterais a articulagdo de cada cavidade metacoxal. Cada glandula,
juntamente com seu reservatério, esta ligada a uma apdfise metasternal e a
um musculo retrator. Cada orificio externo de abertura da glandula

apresentou um conjunto de sensilas tricéides.

e Em ambas as glandulas metasternais e de Brindley as células secretoras
parecem do tipo Ill, segundo a classificagdo proposta por Noirot &
Quennedey (1991).

e As glandulas de Brindley de T. brasiliensis produzem uma mistura de 5

acidos graxos, cujo principal componente foi o acido isobutirico.

e As glandulas metasternais de T. brasiliensis também estdo envolvidas na
sintese de substancias volateis. Estas glandulas produzem basicamente
cetonas e alcoois, sendo a 3-pentanona o principal constituinte encontrado

nas glandulas de machos e fémeas.

e Algumas substancias identificadas nas glandulas metasternais de T.
brasiliensis apresentaram abundancias significativamente diferentes em

machos e fémeas.
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e Apoés a perturbagdo mecanica, adultos de T. brasiliensis liberaram uma
mistura de odores, constituida por acidos graxos, cetonas e alcoois, que

inclui substancias provenientes das glandulas metasternais e de Brindley.

e O numero de tentativas de copula realizadas pelos machos variou em
fungdo da idade, ocorrendo um aumento das tentativas a partir do 10° dia
apos a muda imaginal. Apesar disso, os machos tentaram copular desde o

primeiro dia.

e Fémeas de T. brasiliensis apresentaram somente trés tipos de
comportamento de rejeigdo frente as tentativas de copula dos machos
incluindo achatamento corporal, movimentos abdominais e evasao, mas

nunca estridulando em resposta as tentativas dos machos.

e Em fémeas de T. brasiliensis o numero de rejeicbes em resposta as
tentativas dos machos se manteve igual na fase pré-alimentacédo. Apds a
sua alimentagao, houve uma diminuicdo gradual no numero de rejeicoes
exibidas pelas fémeas ate que no 6° dia pos alimentagéo todas as fémeas

se mostraram receptivas.

e Estes dados oferecem informacgdes relevantes, uma vez que aprofundadas
e integradas poderao ser exploradas em desenho de novas ferramentas de

deteccgao e controle deste vetor baseado no uso de iscas quimicas.
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