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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar morfologicamente os apéndices externos
(bucula, rostro; sulco estridulatério; escutelo de machos, patas e genitalia de fémeas)
deTriatoma carcavalloi, Triatoma circummaculata e Triatoma rubrovaria, comparar a
morfologia e a morfometria dos exocorios dos corpos e opérculos dos ovos através da
microscopia Otica e eletronica de varredura, além de examinar as caracteristicas
bionomicas de Triatoma carcavalloi em condi¢des de laboratorio, fornecendo subsidios
para avaliar a capacidade vetorial dessa espécie. Foram ilustradas as diferencas
morfoestruturais dos adultos na regido escutelar onde apenas uma espécie, T.
circummaculata, apresentou a forma codiforme na depressdo mediana. Nas analises da
regido cefalica, o sulco estridulatorio é em forma de “U” em T. circummaculata e em
forma de "V" em T. carcavalloi ¢ T. rubrovaria, as buculas de T. carcavalloi ¢ T.
rubrovaria apresentaram a forma de “U” e T. circummaculata de “V”. Ja o rostro de T.
carcavalloi, T. circummaculata ¢ T. rubrovaria apresentaram duas fendas laterais 1+1
no apice. Foram analisadas e¢ evidenciadas diferencas significativas no comprimento,
largura e diametro do corpo ¢ do opérculo dos ovos de T. rubrovaria, T. carcavalloi e T.
circummaculata. Nos fémures das patas das trés espécies, em ambos os sexos foram
encontrados um par de denticulos subapicais. As fossetas esponjosas foram encontradas
somente nos machos, nas tibias das patas anteriores ¢ medianas. Em relacdo a biologia
de Triatoma carcavalloi, o periodo médio de incubagao dos ovos em T. carcavalloi foi
de 22,7 dias. O maior nimero de ovos / fémea /semana foi observado durante os meses
mais quentes € os ovos que ndo eclodiram eram férteis. O primeiro dia de repasto
sanguineo foi de 3,13 dias ap6s a eclos@o, em média. O periodo de intermuda N1-N2 foi
em média del8,52 dias; N2-N3 foi 62,77 dias; N3-N4 foi 86,93 dias; N4-N5 foi 119,05
dias e N5-adulto foi 193,43 dias. A média geral de alimentagdes durante todo o
desenvolvimento ninfal foi de 13,4. Os resultados logrados para resisténcia ao jejum
indicaram que as ninfas de 3°, 4° e 5° estadios apresentam maior resisténcia do que os
adultos, e neste caso os machos foram menos resistentes do que as fémeas. A taxa de
mortalidade mais alta foi registrada em N3(22,2%). A sobrevivéncia média foi de 25,6
semanas para os adultos.O ciclo de vida total foi longo, com média de 503,4 dias.Uma
avaliagdo geral dos resultados apontou que em todos os caracteres morfoldgicos
estudados houveram diferengas significantes nas trés espécies, colocando cada espécie
em seu status especifico. Entretanto, a espécie que difere em maior numero de
caracteristicas, principalmente no tamanho das estruturas ¢ Triatoma circummaculata.
Os dados obtidos além de ampliar o conhecimento bionomico de Triatoma carcavalloi
contribuem para a avaliacdo de uma possivel participacdo desta espécie na transmissao
do T. cruzi.



ABSTRACT

The aim of this study was to morphologically characterize the external appendages
(buccula, rostrum; stridulatory groove; scutellum of male legs and genitalia of
females) Triatoma carcavalloi, Triatoma circummaculata and Triatoma rubrovaria
compare the morphology and morphometry of exocérios bodies and opercula of eggs
through optical and scanning electron microscopy, besides examining the bionomic
characteristics of T. carcavalloi in laboratory conditions, providing subsidies to
assess the vectorial capacity of this species. Morphostructural the differences of
adults were illustrated in scutellar region where only one species, T. circummaculata,
presented in the harth form median depression. In the analyzes of the cephalic region,
stridulatory groove is in the form of "U" shaped and T. circummaculata "V" T.
carcavalloi and T. rubrovaria the buccula and T. carcavalloi described how to T.
rubrovaria "U" and T. circummaculata "V". Already the rostrum of T. carcavalloi, T.
circummaculata and T. rubrovaria presented two side slits 1 + 1 at the apex. Were
analyzed and highlighted significant differences in the length, width and diameter of
the body and lid of the eggs of T. rubrovaria, T. carcavalloi and T. circummaculata.
In the femurs of the legs of the three species, in both sexes a pair of subapical
denticles were found. The spongy pits were found only in males, tibia of fore and
middle legs. Regarding the biology of T. carcavalloi, the average incubation period
of the eggs in T. carcavalloi was 22.7 days. The largest number of eggs / female /
week was observed during the warmer months and the eggs that failed to hatch were
fertile. The first day of blood meal was 3.13 days after hatching, on average. The
intermoult period N1-N2 averaged del8,52 days; N2-N3 was 62.77 days; N3-N4 was
86.93 days; N4-N5 and N5 was 119.05 days, adult was 193.43 days. The overall
average of feeds throughout the nymphal development was 13.4. The results achieved
for starvation resistance indicated that the nymphs of 3rd, 4th and 5th stages have
higher resistance than adults, and in this case the males were less resistant than
females. The highest mortality rate was recorded in N3 (22.2%). The median survival
was 25.6 weeks for adultos.O total life cycle was long, averaging 503.4 dias.Uma
general evaluation of the results showed that in all studied morphological characters
there were significant differences in all three species, putting each species in its
specific status. However, the species that differs in the largest number of features,
particularly the size of the structures is T. circummaculata. The data obtained in
addition to expanding the knowledge of T. carcavalloi bionémico contribute to the
assessment of the possible role of this species in the transmission of T. cruzi.
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1. INTRODUCAO

1.1 A doenca de Chagas

A doenga de Chagas, também ¢ conhecida como Tripanosomiase Americana,
enfermidade que afeta cerca de 6 a 8 milhdes de pessoas no México, Américas
Central e do Sul, estando cerca de 65 milhdes de pessoas expostas ao risco de se
infectarem, com a ocorréncia de 28 mil novos casos por ano (OPAS, 2014). Essa
antropozoonose faz parte do grupo de doengas chamadas negligenciadas e que
atualmente sdo denominadas pelas Organizagdes Mundial de Saude (OMS) e
Panamericana de Satide (OPAS) como “doengas infecciosas relacionadas a pobreza”
ou “doengas infecciosas da pobreza”, sendo endémica em 21 paises das Américas.

Segundo o MINISTERIO DA SAUDE (2012) no periodo de 2000 a 2011,
foram registrados no Brasil 1.252 casos de doenga de Chagas aguda, destes, 70%
(877/1.252) foram por transmissdo oral, 7% por transmissdo vetorial (92/1.252), em
22% (276/1.252) ndo foi identificada a forma de transmissdo. Nos ultimos 10-15
anos, a transmissdo vetorial de Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), todavia, foi
interrompida em muitas areas do sul da América do Sul, com uma reducdo estimada
de 73% na incidéncia (MATHERS et al., 2006), mas ainda permanece como a
principal forma de transmissao (CDC, 2014).

Atualmente entre 60% e 70% das pessoas infectadas pelo parasita vivem em
média de 65 a 70 anos, enquanto que, na década de 1970 a expectativa de vida era de
30 a 40 anos.

A doenga de Chagas ¢ adquirida através das dejeg¢des (urofecais) do inseto
(triatomineo) contendo formas infectantes do protozooario, Trypanosoma cruzi,

tripomastigotas metaciclicos, que, gracas a sua motilidade penetram na mucosa ou
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por qualquer solu¢do de continuidade da pele do animal receptor, quando o
triatomineo realiza o repasto sanguineo (MORAES, 2000.)

Os trés ciclos de transmissdo da doenca de Chagas estdo correlacionados: o
ciclo silvestre, o ciclo peridoméstico e o ciclo doméstico. Onde triatomineos e alguns
animais silvestres (especialmente marsupiais) visitam areas peridomiciliares em
busca de alimento ocasionado pelo desmatamento e da separacdo de suas fontes de
alimentares originais. Os animais de areas peridomiciliares visitam o ecotopos
silvestres para o pasto e, no caso de cdes e¢ gatos, para cagar, onde eles se infectam
pela ingestdo de carne de animais selvagens (COURA, 2013). Assim, ocorre uma
troca "de duas vias" com os trés ciclos da transmissdo da doenca de Chagas, com o
eixo central que compreende os reservatorios do T. Cruzi, os vetores € os seres
humanos (COURA & DIAS, 2009).

O controle da transmissdo da doenca de Chagas no periodo ¢ baseado na
pulverizagdo das casas e zonas circundantes com inseticidas; melhoria das habitagdes
para evitar a infestagdo do vetor; medidas preventivas com o uso de mosquiteiros;
boas praticas de higiene na preparacdo de alimentos, transporte, armazenamento e
consumo; triagem de doares de sangue; teste de tecido, 6rgao ou células de doadores
e receptores; triagem de recém nascidos ou outras criangas de maes infectadas para
permitir o diagndstico precoce e tratamento (WHO, 2012).

Segundo GURGEL-GONCALVES et al., (2012) ndo ha vacinas para a
doenga de Chagas nem tratamentos antiparasitarios para curar a fase cronica, sendo o
controle de vetores domiciliados a principal estratégia para prevenir a infeccdo

humana.
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1.2 Triatomineos

A ordem Hemiptera ¢ composta por cerca de 80 mil espécies de insetos
(SCHOFIELD & DOLLING, 1993). Os insetos dessa ordem caracterizam-se
essencialmente pela conformagdo do aparelho bucal, que ¢ representado por um
rostro, constituido por um labio segmentado, no qual se alojam as demais pecas
bucais. Pertencem a ordem Hemiptera todos os insetos vulgarmente chamados
percevejos, da antiga subordem Heteroptera, portadores de um rostrum reclinado
sobre o sternum, mais ou menos alongado, retilineo ou curvilineo, porem sempre
articulado com a cabeca. As antenas, apresentam, quase sempre, um nimero
reduzido de segmentos (3 a 5), tarsos segmentados (geralmente trimeros) e asas
anteriores, conhecidas pelo nome hemiélitros
(http://www.acervodigital.ufrrj.br/insetos/insetos_do_brasil/conteudo/tomo _02/01 he
miptera.pdf ).

Dentro dessa ordem estd a familia Reduviidae, cujas subfamilias sao
constituidas por insetos de habito alimentar do tipo predador e fitéfago, com apenas
uma hematofaga, a subfamilia Triatominae (COSTA LIMA, 1940; COSTA et al.,
2006; CARANHA et al., 2011).

Os insetos da subfamilia Triatominae Jeannel, 1919 (Hemiptera: Heteroptera:
Reduviidae) conhecidos vulgarmente como barbeiros, sdo também chamados de
chupdes, chupangas, bicudos, fincdes ou procotds, sendo muito conhecidos das
populagdes rurais de varias regides do Brasil, constituindo um grupo amplamente
distribuido pela regido Neotropical, possuindo 148 espécies descritas (LENT &
WYGODZINSKY, 1979; GALVAO et al., 2003; SCHOFIELD & GALVAO, 2009;
POINAR, 2005; FRIAS-LASSERRE, 2010; ROSA et al., 2012; GONCALVES et

al., 2013; JURBERG et al., 2013; ABAD-FRANCH, 2013.). Essas 148 espécies
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estdo agrupadas em 18 géneros e seis tribos. O género Triatoma ¢ o mais
representativo da subfamilia com 80 espécies, as quais estdo agrupadas em oito
complexos (SCHOFIELD & GALVAO, 2009).

ZELEDON (1974) ¢ BARRETO (1976) agruparam as espécies de
triatomineos em silvestres, peridomiciliares e domiciliares. As espécies silvestres,
que s3o a maioria, vivem no habitat natural ¢ podem invadir, esporadicamente, o
peridomicilio e o domicilio, colonizando ou ndo as habitagdes humanas. As
peridomiciliares podem ou ndo invadir o domicilio, e naquele caso formar colonias, e
as domiciliares, embora adaptadas ao domicilio também sdo encontradas nos outros
ambientes.

Embora todas as espécies de triatomineos sejam vetores em potencial do T.
cruzi, apenas aquelas que colonizam o domicilio e ou peridomicilio retinem
condi¢gdes necessarias para transmitir o parasito causador da doenca de Chagas
(SILVEIRA, 2000), uma vez que encontram-se proximos ao homem.

Os triatomineos apresentam relevante importancia epidemiologica devido a
necessidade de exercerem o hematofagismo obrigatério sobre os vertebrados, em
todas as fases de desenvolvimento, fator determinante da aproximacdo dos
triatomineos com mamiferos silvestres e/ou homem, caracterizando assim o ciclo
enzootico ou uma zoonose (COURA, 2013).

O estudo dos triatomineos silvestres tem contribuido para o conhecimento dos
seus ecotopos naturais, do mecanismo de intera¢do entre o ecotopo natural e artificial,
e da sua associacdo com hospedeiros vertebrados, possibilitando o entendimento da
circulagdo do parasito T. Ccruzi entre esses ambientes, ¢ do eventual estabelecimento

ou restabelecimento do ciclo doméstico de transmissdo (LOROSA et al., 2008).
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As espécies de triatomineos t€ém ampla distribuicdo geografica no Novo
Mundo desde os Estados Unidos até o sul do Chile e Argentina. Estima-se que pouco
mais de uma dezena ocorra fora do continente americano e estdo associadas a uma
grande variedade de hospedeiros vertebrados, com destaque para os mamiferos e
passaros (SCHOFIELD et al., 1999). As de maior interesse epidemiologico sao
Triatoma infestans, Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis, Triatoma sordida
e Triatoma pseudomaculata (SILVEIRA et al.1984; BARUFFA, 1986; COURA,
1993), contudo, nos ultimos anos, tem sido dada grande atencdo aos chamados
vetores secundarios como, P. geniculatus, T. tibiamaculata, R. prolixus, R.
domesticus e T. vitticeps, em funcdo do processo de domiciliagdo vivido por essas

espécies (NASCIMENTO et al., 1997).

1.3 Posicado Sistematica das espécies estudadas
Reino: Animal
Filo: Arthropoda
Subfilo: Atelocerata
Classe: Insecta
Ordem: Hemiptera
Subordem: Heteroptera
Superfamilia: Reduvioidea
Familia: Reduviidae
Subfamilia: Triatominae
Tribo: Triatomini

Género: Triatoma
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Espécies: Triatoma carcavalloi Jurberg (Rocha & Lent, 1998)
Triatoma circummaculata (Stal, 1859)

Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843)

Alguns grupos de insetos apresentam tao grande similaridade morfologica que
para diagnose especifica sdo necessarias técnicas taxondmicas mais sofisticadas para
caracterizar um taxon (SCHOFIELD, 1988; BARATA et al., 1998; CARCAVALLO
et al., 2001; JURBERG, 2003). Esses grupos, por praticidade, sdo agrupados em
“complexos especificos”, porém ndo constituem uma categoria do Cddigo
Internacional de Nomenclatura (CARCAVALLO et al., 2001). SCHOFIELD &
GALVAO (2009) redefiniram os complexos do género Triatoma totalizando em
numero de oito, dividindo-os ainda, em subcomplexos. O complexo T. infestans
atualmente compreende seis subcomplexos: T. brasiliensis, T. infestans, T. maculata,
T. matogrossensis, T. rubrovaria, T. sordida. O “subcomplexo rubrovaria” é,
atualmente, composto por sete espécies: T. carcavalloi, T. circummaculata, T. klugi,
T. limai, T. oliverai, T. pintodiasi e T. rubrovaria (JURBERG et al., 2013). As
espécies mais encontradas em ambientes peridomiciliar e domiciliar apds a
eliminagdo do T. infestans do domicilio no estado do Rio Grande do Sul sdo: T.
carcavalloi, T. circummaculata ¢ T. rubrovaria (ALMEIDA et al., 2009; COSTA &
LORENZO, 2009; SANTOS et al., 2009; CARDOZO-DE-ALMEIDA, 2012).

Segundo MINISTERIO DA SAUDE (2012), T. infestans era considerada a
espécie sinantrdpica mais amplamente distribuida dentre os triatomineos americanos
e a principal espécie vetora da doenca de Chagas na América do Sul (NOIREAU et
al, 1996; MONTEIRO et al., 1999; ALMEIDA et al. 2008), responsavel por 80% dos

casos de transmissdo vetorial no Brasil. No Rio Grande do Sul, o programa de

21



controle de Doenca de Chagas existe desde 1975 e o estado recebeu em 2005 a
certificacdo de area livre de transmissdo por T. infestans intradomiciliar, porém ha

ainda regides que sdo consideradas de risco e a vigilancia deve ser permanente.
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1.3.1. Triatoma carcavalloi

Figura 1: Triatoma carcavalloi

Segundo SANTOS-MALLET et al. 2008, Triatoma carcavalloi foi descrita
com base em quatro fémeas coletadas no intradomicilio, atraidas pela luz, nos
Municipios de Santana do Livramento, Cangugu, Jaguardo e Dom Feliciano,
municipios do Estado do Rio Grande do Sul (RS). Esta espécie vive em simpatria
com T. rubrovaria e T. circummaculata no peridomicilio e no intradomicilio, e foi
considerada afim de T. rubrovaria. Dintingue-se pelo intenso colorido laranja do lobo

posterior do pronoto, do cério e do aspecto agugcado do angulo anterior do pronoto,
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além das caracteristicas morfologicas, (em relagdo as proporgdes,) do comprimento e
da largura da cabega, do rostro, do tamanho dos olhos, do abdomen menor, o que lhe
confere um aspecto arredondado, e do gonocoxito do nono segmento. Apds esta
descri¢ao esta espécie foi registrada no municipio de Encruzilhada do Sul (RS),
sendo capturado um exemplar em estdgio ninfal e atingindo o estagio adulto no
laboratorio (ALMEIDA et al., 2002).

Espécie silvestre e com distribuicdo geografica restrita ao Estado do Rio
Grande do Sul, vive em simpatria com T. circummaculata ¢ T. rubrovaria, no
perdomicilio e domicilio.

CARCAVALLO et al., 2001 diz que T. rubrovaria pertence ao "complexo
infestans" juntamente com a espécie que lhe da o nome, T. infestans, e mais T.
platensis (NEIVA, 1913), T. delpontei (ROMANA & ABALOS, 1947), T.
melanosoma (MARTfNEZ, OLMEDO & CARCAVALLO, 1947) e T. carcavalloi.
Posteriormente, SCHOFIELD E GALVAO (2009) sugeriram que o "complexo
infestans" teria na verdade seis subcomplexos, incluindo o "subcomplexo
rubrovaria", composto na época por seis espécies: T. carcavalloi, T. circummaculata,

T. Klugi, T. limai, T. oliveirai ¢ T. rubrovaria.
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1.3.2. Triatoma circummaculata

0,5cm

Figura 2: Triatoma circummaculata

T. circummaculata distribui-se no Brasil e Uruguai, em latitudes de 28° a 35°
Sul, de 100 a 500 m de altitude, em floresta tropical, subtropical e savanas (JUBERG
etal., 2013).

Sua distribuigdo geografica no Brasil estd restrita ao Rio Grande do Sul. Na
literatura, esta ¢ a segunda espécie silvestre mais capturada nesse estado e ocupa
ecotopos semelhantes a T. rubrovaria e por vezes podem ser encontradas juntas

(LENT & WYGODZINSKY, 1979; ROSA et al., 2000).
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Cabe ressaltar que T. circummaculata pode apresentar variabilidade
cromatica, com o lobo posterior do pronoto totalmente negro ou totalmente vermelho,
de modo similar a T. rubrovaria (BLANCHARD, 1843). Ambas sdo encontradas
naturalmente infectadas pelo T. cruzi, vivem abrigadas entre as frinchas de pedregais
e raramente s3o coletadas em habitagdes humanas. Nessas condig¢des, pressupde-se
estarem mais protegidas das intempéries e terem um ciclo bioldgico mais equilibrado,
ndo s6 em relacdo ao micro-habitat, mas também as fontes alimentares, pois ali

vivem anfibios, répteis e artropodes (JUBERG at al., 2013).

1.3.3. Triatoma rubrovaria

0,5 cm

Figura 3: Triatoma rubrovaria
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Com ampla distribuicdo no Uruguai e partes do Nordeste da Argentina,
Triatoma rubrovaria (BLANCHARD, 1843) tem sua presenca confirmada no Brasil
somente nos estados do sul do Parana (PR) e Rio Grande do Sul (RS), restringindo a
area endémica da doenga de Chagas no Rio Grande do Sul (ROSA et al., 2000).
SILVEIRA & REZENDE (1994) reconheceram a potencialidade desta espécie em
colonizar habita¢des humanas.

Esta espécie é encontrada, principalmente, entre rochas conhecidas como
'pedregales', e sua alimentacdo ¢ eclética, baseada em uma grande variedade de
hospedeiros, incluindo o homem no peridomicilio (SALVATELLA et al. 1995).
Vivendo em locais protegidos, estes triatomineos sofrem menos com as alteragdes
climaticas acentuadas do sul do continente, visto que temperaturas abaixo de 20° C
afetam o metabolismo, a demanda de sangue, o tempo de duracdo do ciclo vital e
alteram a sua reprodugdo (CASAS et al., 1999).

Segundo ALMEIDA et al. (2003) ¢ BAR et al. (2003), T. rubrovaria
demonstra rapidez na obtencdo do alimento e na primeira defecacdo, caracteristicas

que indicam esta espécie como um eficaz vetor na transmissao da doenca de Chagas.

1.4. Morfologia da subfamilia Triatominae

Segundo LENT & WYGODZINSKY (1979), a diagnose da subfamilia
Triatominae vem sendo estudada por inimeros paradmetros, principalmente aqueles
relacionados aos caracteres morfoldgicos externos e aspectos cromaticos que se
utilizam da microscopia 6tica para suas analises, aliados a distribui¢do geografica.

A importancia do rostro na caracterizacdo dos géneros da subfamilia

Triatominae foi revelada pelos estudos realizados por PINTO (1931) através da
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microscopia Otica, considerando que a relacdo entre os articulos desta estrutura nos
hemipteros em geral, especialmente nas familias hematofagas ¢ importante para a
sistematica destes insetos. A importancia taxondmica do sulco estridulatério, o qual
varia na forma, no comprimento, nimero ¢ no espago dos sulcos foi descrita por
LENT & WYGODZINSKY (1979).

Até a década de '60, a taxonomia dos triatomineos usava como critérios
basicos, os caracteres morfoldgicos externos e cromaticos. Entretanto, a medida que o
conceito especifico foi se ampliando, tornou-se necessario adicionar estudos
utilizando a Microscopia Eletronica de Varredura, técnica freqiientemente utilizada
por entomologistas desde 1970. A possibilidade de a 360 °, faz com que seja
possivel obter todos os modos de exibicdo padrao (visualizagcdes ventral, dorsal e
lateral) com um Uunico espécime. Esta técnica torna possivel analisar insetos vivos
com baixo vacuo, sem revestimento condutor e também permite examinar espécimes
depositadas em museus, o que torna essa abordagem importante para novas
perspectivas na morfologia do inseto, na morfologia funcional das estruturas desses
insetos e sua biomecanica (FRIEDRICH et al., 2014).

Durante a ultima década, a microscopia eletronica de varredura (MEV) vem
sendo usada como uma ferramenta importante para a sistemdtica de Triatominae,
justificando o status de espécies cripticas ¢ seus complexos (SILVA et al., 2003;
CARDOZO-DE-ALMEIDA, 2012). A microscopia eletronica de varredura (MEV)
auxilia na investigacdo e na andlise de estruturas como, diversas cerdas, textura de
tegumento, presenca de poros, dentre outras, ndo visiveis através da microscopia
Otica, que permitem a diferenciacdo das espécies. Com a utilizacdo desta técnica,
detalhes de algumas estruturas da anatomia externa dos triatomineos vém sendo

descritos com a finalidade de auxiliar no esclarecimento do status de espécies
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cripticas (CARCAVALLO et al., 1998; SILVA et al., 1999, 2000, 2002, 2003;
JURBERG et al., 2002).

A importancia dos trabalhos sobre ovos de Triatominae utilizando a
microscopia Otica ou eletronica de varredura na literatura como forma de
complementar ao estudo dos insetos adultos e ninfas t€ém corroborado principalmente
para a distingdo genérica ou especifica dessa subfamilia GALLIARD, 1936; LENT &
WYGODZINSKY, 1979; BARATA, 1981; GONCALVES et al., 1985; JURBERG
et al., 1986, 2002; COSTA et al., 1997; SILVA et al., 2000; ROSA et al., 2000;
OBARA et al., 2007; SANTOS et al., 2009; MELLO et al., 2009; SANDOVAL et
al., 2011; CARDOZO-DE-ALMEIDA et al., 2013.

As campanhas de controle precisam ser intensificadas devido a invasdo de
espécies silvestres em ambientes de acdes antropicas e sua domiciliagdo. Neste
sentido, BARATA (1998) mencionou que mesmo quando o vetor primario ¢
eliminado, tornando-se necessario continuar o estudo destes insetos, em especial
aqueles estagios relativamente pouco conhecidos entre 0os quais se encontram 0s

OVos.

1.5. Biologia da subfamilia Triatominae

A competéncia vetorial dos triatomineos ¢ determinada a partir de estudos
sobre a biologia e o comportamento alimentar em condi¢des de campo e/ou
laboratorio.

A biologia das espécies selvagens ¢ importante para avaliar a eficiéncia desses
insetos como vetores de T. cruzi, e também por estas espécies constantemente
invadirem ambientes que estdo sujeitas as modificagdes humanas. Como resultado, o

conhecimento das caracteristicas biologicas destes insetos ¢ essencial para a
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concep¢do de estratégias de controle, principalmente em relagdo aos vetores
secundarios que tém potencial para se estabelecer nos habitats humanos
(SCHOFIELD, 1985; CABELLO, 2001; CARDOZO-DE-ALMEIDA et al., 2014).

Segundo SCHOFIELD (1985) e CARBAJAL DE LA FUENTE et al., (2010),
o ciclo de vida dos triatomineos varia de acordo com a espécie, as condigdes
ambientais e a disponibilidade de fontes adequadas de sangue.

A tolerancia a longos periodos de jejum favorece a sua capacidade de
sobreviver a periodos dificeis da escassez de alimentos, quando estes animais se
escondem em frestas de paredes e escapam de inseticidas residuais (MOREIRA &
SPATA, 2002); entdo eles sdo capazes de colonizar o domicilio novamente. Sendo
assim, a resisténcia ao jejum pode ser de grande importancia pois afeta diretamente as

campanhas de controle de vetores (CARBAJAL DE LA FUENTE et al., 2010).

2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi caracterizar morfologicamente trés espécies
brasileiras do “subcomplexo rubrovaria”, e examinar as caracteristicas bionomicas de

Triatoma carcavalloi em condi¢des de laboratorio.
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2.1 Objetivos especificos

e Analisar a ultraestrutura dos apéndices externos ( bucula, rostro; sulco
estridulatorio; escutelo de machos, patas e genitdlia de fémeas) de
Triatoma carcavalloi, Triatoma circummaculata e Triatoma rubrovaria
através da microscopia eletronica de varredura;

e Analisar comparativamente a morfologia ¢ a morfometria dos exocoérios dos
corpos e opérculos dos ovos através da microscopia Otica e eletronica de
varredura a fim de verificar padrdes distintos e especificos de T.
carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria;

e Conhecer os parametros biologicos de T. carcavalloi tais como: fertilidade,
periodo de incubacdo dos ovos, primeiro repasto sanguineo de ninfas de
primeiro estagio, periodo de intermuda, nlimero de refeicdes sanguineas,
resisténcia ao jejum, mortalidade, longevidade e ciclo de

desenvolvimento.
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3. REVISAO DE LITERATURA

As mudancas morfoldgicas nos triatomineos podem ser observadas e
associadas com a adaptacao a diferentes tipos de habitats. Essas mudancas envolvem
simplificagdes na redu¢ao do tamanho do corpo, no grau de dimorfismo sexual e na
relaxacdo da simetria bilateral (SCHOFIELD, 1994; SCHOFIELD et al., 1999;
DUJARDIN et al., 1997a,b, 1998, 1999a,b, 2000). Considerando o laboratério um
novo habitat para um triatomineo, essas mudangas podem ser observadas também
especialmente referidas a redugdo do tamanho e volume de sangue ingerido durante o
repasto (PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ, 1976), em alguns casos até no tamanho
das asas, musculo toracico e capacidade de dispersdo através do voo (SOARES,
1997; JARAMILLO et al., 2002). DUJARDIN (1998) e CARO-RIANO et al., (2008)
postulam que essas redugdes poderiam ser causadas pelo alto nimero de individuos
mantidos nas colonias de laboratorio e a conseguinte disputa pela alimentacdo que
tornar-se-ia maior € como conseqiiéncia, os insetos fariam uma menor ingesta o que
proporcionaria uma nutri¢ao deficiente.

Segundo CARDOZO-DE-ALMEIDA et al. (2013, 2014) , o contexto
histérico da doenca de Chagas no Rio Grande do Sul menciona onze espécies
reconhecidas como vetores, incluindo o Triatoma infestans (KLUG, 1834), como o
principal vetor de agente etiologico da doenca, o Trypanosoma cruzi. Este
triatomineos tem sido alvo de medidas de controle e as tentativas de erradicacdo, de
acordo com a Campanha da Iniciativa do Cone Sul (VINHAES & DIAS, 2000;
WHO, 2002; MARTINS et al., 2006; CEBALLOS et al., 2011). Apds as medidas de
erradicacdo contra o T. infestans no Estado do Rio Grande do Sul, esse vetor foi

considerado eliminado em junho de 2006, quando o Ministério da Satude recebeu a
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Certificagdo Internacional de Eliminagdo da Doenca de Chagas de transmissdo para
este triatomineo pelo Organizagdo Pan Americana de Satde (SCHOFIELD et al.,
2006; SONODA et al., 2010).
Os triatomineos foram reconhecidos no Rio Grande do Sul (RS) a partir do
inicio do século 20 (LENT, 1942). NEIVA (1913) fez o primeiro registro de T.
infestans, enquanto LUTZ et al. (1918) fizeram uma das primeiras avaliagcdes de
distribuigdo geografica. OLIVEIRA (1920) registrou P. megistus e mais tarde
NEIVA & PINTO (1922) registraram T. sordida no estado. NEIVA & PINTO (1923)
descreveram Triatoma gomesi, mais tarde sinonimizado como T. rubrovaria por
LENT (1942). NEIVA et al. (1939) descreveram Triatoma oliveirai (NEIVA, PINTO
& LENT, 1939). Posteriormente LENT (1942) descreveu Panstrongylus tupynambai
LENT, 1942 ¢ fez o primeiro registro de T. rubrovaria. PINTO (1942) e COUTINHO
et al. (1952) atualizaram a distribui¢do geografica regional e as prevaléncias para a
infec¢do por T. cruzi, causador da doenga de Chagas, ¢ posteriormente DI PRIMIO
(1957) fez o primeiro registro de Triatoma circummaculata (Stal, 1859). SILVEIRA
et al. (1984) realizaram um estudo da distribuicdo geografica por municipio das
espécies capturadas pela Fundagdo Nacional de Saude (FNS) entre 1975-1983 e mais
tarde SALVATELLA et al. (1991, 1993) registraram Triatoma platensis Neiva, 1913
e Triatoma delpontei ROMANA & ABALOS, 1947. Jurberg et al. (1998) e
CARCAVALLO et al. (2001) descreveram Triatoma carcavalloi JURBERG,
ROCHA e LENT, 1998 e Triatoma klugi CARCAVALLO, JURBERG & GALVAO,
2001, respectivamente. E finalmente JURBERG et al. (2013) descreve Triatoma
pintodiasi e GONCALVES et al., 2013, Triatoma jatai.
A fauna triatominica do estado do Rio Grande do Sul ¢ dividida quanto aos

habitos em: sinantrdpicas, habitantes de ninhos de passaros ou de mamiferos, e
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rupestres ou litéfilas, ou seja, associadas a rochas e também a tocas de lagartos e
tatus. Entre as rupestres, ocorrem espécies de grande importancia pela ampla
distribui¢@o e reconhecida capacidade de transmissdao de T. cruzi como ¢é o caso de
Triatoma rubrovaria (BLANCHARD, 1843) (RUAS-NETO, 2002). Outras espécies
deste grupo sdo importantes porque hd pouco conhecimento sobre o seu ciclo vital,
pela proximidade morfoldgica com outras espécies rupestres e pelo desconhecimento
do seu potencial transmissor de T. cruzi. E o caso das espécies Triatoma
circummaculata (Stal, 1859); Triatoma carcavalloi JURBERG, ROCHA & LENT,
1998; Panstrongylus tupynambai LENT, 1942; Triatoma oliveirai (NEIVA, PINTO
& LENT, 1939) e Triatoma klugi CARCAVALLO, JURBERG & GALVAO, 2001.
Na regido noroeste do Rio Grande do Sul ainda sdo encontrados focos residuais de T.
infestans no peridomicilio, o que refor¢a a necessidade da manutengdo do estado de
vigilancia (DIAS, 2007).

A dispersdo dos triatomineos e as distdncias geograficas sdo alvos
fundamentais de investigagdo sobre possiveis variagdes morfologicas, morfométricas,
cromaticas e ecologicas que estejam sendo expressas nos taxa através de sua
domiciliagdo. O estudo dos triatomineos em ambiente natural vem contribuindo para
a aquisicdo de conhecimentos acerca dos mecanismos de dispersdo desses
triatomineos, bem como para mapeamento das areas de superposicdo destas em
ambiente natural e também conhecer as distancias geograficas existentes entre as
populagdes intra-especificas na area de distribui¢do das espécies (VAZQUEZ-
PROKOPEC et al., 2005).

Segundo DUJARDIN et al. (2000) a plasticidade fenotipica da subfamilia
Triatominae parece uma resposta adaptativa freqiiente de novos habitats. A simetria

bilateral e o dimorfismo sexual ficam atenuados e hd uma reducdo geral no tamanho
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do corpo em resposta a domiciliagdo (adaptacdo ao habitat doméstico) (DUJARDIN
et al., 2000).

Os inquéritos entomoldgicos demonstraram que 17 espécies foram registradas em
ambientes domésticos, com graus variados de colonizac¢ao e de infec¢do natural (COSTA et
al., 2003). Uma dessas espécies ¢ Triatoma rubrovaria, que passou a ser o triatomineo mais
capturado na regido Sul, de acordo com os dados fornecidos pelo Programa de Controle da
Doenga de Chagas (PCDCH) da antiga FNS, hoje FUNASA (Fundagdo Nacional de Saude),
do Rio Grande do Sul, entre 1975 e 1997, indicando um crescente processo de invasdo

domiciliar e peridomiciliar dessa espécie (ALMEIDA et al., 2000, 2005).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Area de estudo

Municipio de Encruzilhada do Sul (30°32°38”S; 52°31°19”0), Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil.

Encruzilha
da do Sul

Figura 4: Mapa da Regido Sul do Brasil — Municipio de Encruzilhada do Sul

4.2. Obtencao dos insetos
Os insetos utilizados neste estudo foram coletados em Outubro de 2005, 2011
e 2013 e em Abril de 2014, no ambiente silvestre, peridomiciliar e domiciliar, no

Estado do Rio Grande do Sul, Municipio de Encruzilhada do Sul e mantidos em
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coldnias no Laboratério do Setor de Entomologia Médica e Forense, Laboratorio de

Transmissores de Leishmanioses, Instituto Oswaldo Cruz.

4.3. Captura dos triatomineos

A coleta dos triatomineos foi feita com a colaboragdo de Agentes de saude dos
municipios ligados a Coordenacao de Vigilancia Epidemiologica do Rio Grande do Sul, com

pronta interveng@o de controle em caso de infestagdo.

A procura dos insetos foi feita no municipio de Encruzilhada do Sul. Nos
ecOtopos naturais, a captura dos triatomineos foi realizada na periferia imediata (50m,
100m, 150m) dos espagos habitacionais tais como: rochas, sob cercas rurais, ninhos
de passaros e roedores, ocos de arvores, locas no solo, tocas de animais e nos
ecoOtopos artificiais, do peri e intradomicilio. Neste caso, a investigagdo ocorreu
debaixo de colchdes, atrds de quadros, entre os assentos dos sofas e cadeiras, entre
outros.

No laboratorio, os insetos foram identificados com base na chave dicotdmica

preconizada por Lent & Wygodzinsky (1979).

4.4. Microscopia de Luz
Para observacdo das antenas, manchas pds-ocelares e patas, cinco exemplares

machos e cinco fémeas foram montados em laminas, observados em microscopio



estereoscopico, modelo Stemi SV 11 (Zeiss) e fotografados no Laboratorio de
Imagens do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.

Para a analise morfométrica 30 ovos (corpo e opérculo) de T. carcavalloi, T.
circummaculata e T. rubrovaria foram fixados a uma fita adesiva dupla-face presa a
uma lamina para posterior visualizagdo em microscopio estereoscopico (lupa) para
medir largura, comprimento e diametro.

Os dados morfométricos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a
uma significancia de 5% e SNK (Teste Student-Newman-Keuls) para comparar todos
os pares de medidas segundo one-way ANOVA. Todos os testes SPSS-Windows,
versao 10 foram utilizados.

Os desenhos dos fragmentos dos corpos dos ovos e opérculos foram feitos
usando uma

camara clara Leitz-Dialuz 20EB acoplada ao microscopio com aumento de 40X.

4.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para analise morfologica dos 10 corpos dos ovos e 10 opérculos de T.
rubrovaria, T. carcavalloi e T. circummaculata, que foram limpos com o auxilio de
um pincel em agua destilada, fixados a uma fita dupla-face aderida ao suporte
metalico, levados ao dissecador contendo silica gel até serem pulverizados com ouro
para serem observados e fotografados em microscépio eletronico de varredura JEOL
5310 nos aumentos de 750X, 1000X e 1500X. As imagens foram obtidas da zona
central dos exocdrios dos corpos e opérculos dos ovos e trinta células destas regides

foram contadas para determinar o nimero de perfuracdes.
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Para analise ultraestrutural de T. carcavalloi, T. circummaculata e¢ T.
rubrovaria, foram removidos com bisturi o escutelo de cinco machos. Com auxilio de
uma tesoura e pinga foram retiradas cinco cabegas de machos e fémeas com bucula,
rostro e parte do térax (proesterno) contendo o sulco estridulatorio. As pernas de
cinco de machos e cinco de fémeas foram retiradas com auxilio de pinga
entomoldgica. E para a andlise das estruturas das genitalias externas das fémeas, em
vista ventral, de cada espécie, foram seccionados na altura do 6° segmento.

Todas as pecas retiradas foram submersas em placa de polipropileno com
agua destila, limpas com o auxilio de um pincel, até que nenhuma impureza ficasse
precipitada no recipiente. A desidratacdo e fixacdo das amostras foram feitas
submergindo o material em solu¢des de dlcool, de concentragdo crescente (7,5%,
15%, 30%, 50%, 70%, 90% e trés vezes em 100% por imersdo durante 10 minutos
em cada concentragao).

Posteriormente a amostra foi transferida para estufa a 50°C por 1 hora até a
secagem, sendo finalmente montada em suportes metalicos na posicdo desejada,
aderidas a uma fita dupla face adesiva e colocadas em dissecador contendo silica gel
até serem levadas para metalizar com ouro, e observadas sob o Microscopio
Eletronico de Varredura JEOL JSM 6390 LV, da Plataforma de Microscopia

Eletronica do Rudolph Barth, do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ .

4.6. Biologia de Triatoma carcavalloi
Os espécimes de T. carcavalloi foram mantidos a uma temperatura de 26 ° C

sob 70% RH (umidade relativa) no Laboratorio de Transmissores de Leishmanioses,



Setor de Entomologia Médica e Forense, Instituto Oswaldo Cruz, Fundag¢ao Oswaldo
Cruz.

Os parametros bioldgicos de T. carcavalloi analisados foram fertilidade,
periodo de incubagdo dos ovos, primeiro repasto sanguineo de ninfas de primeiro
estagio, periodo de intermuda, nimero de refeicdes sanguineas, resisténcia ao jejum,
mortalidade, longevidade e ciclo de desenvolvimento.

Para analisar a fertilidade, dezesseis fémeas foram separadas individualmente
em tubos de Borrel fechados com tela de nylon e observados diariamente, verificando
a cor de seus ovos ¢ se eclodiram ou ndo. Para o periodo de incubagido dos ovos,
sessenta ovos de oito fémeas foram separadas em tubos de Borrel fechado com tela
de nylon (de acordo com a data de postura) e
entdo observados diariamente até a eclosdo. Para o primeiro repasto sanguineo de
ninfas de primeiro estagio, trinta ovos foram colocados individualmente em tubos de
Borrel; apos a eclosdo, uma refeicdo de sangue em camundongo Suigo foi oferecida a
cada ninfa por 10 minutos.

Para o periodo de intermuda, cinquenta ninfas de cada estdgio, mais 15
adultos do sexo masculino e 15 do sexo feminino, foram separados e colocados em
recipientes de plasticos individuais (5,5 centimetros de didametro x 10,5 centimetros
de altura) contendo individuos do mesmo dia da eclosdo ou ecdise. Papel de filtro foi
utilizado para cobrir a superficie interior do recipiente; os espécimes foram
observados diariamente a partir de ecdise até o proximo estdgio. O periodo de
intermuda foi observado como o numero de dias entre duas ecdises consecutivas, € 0
periodo de desenvolvimento das ninfas foi registrado como o numero de dias entre a

data de eclosdo e a ecdise para o estdgio imago.
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Para o nimero de refeigdes sanguineas foi observado a quantidade de vezes
que cada estagio ninfal se alimentou, sendo a refeicdo sanguinea foi fornecida uma
vez por semana até a replecdo. Na resisténcia ao jejum foi considerado o periodo
entre a ecdise e a morte do inseto; os insetos foram alimentados em camundongos
(Mus musculus) semanalmente, durante um periodo de 60-80 minutos; apos a ecdise,
as ninfas foram separadas de acordo com cada estagio ninfal (n = 50) e adultos (n =
30) e acondicionados em tubos de Borrel com mesmo dia de ecdise, ¢ observados
diariamente até a morte.

Para mortalidade foram separadas 177 ninfas de 1° estagio e a mortalidade foi
calculada de acordo com a ecdise de cada fase de ninfa até a idade adulta. Na
longevidade foi registrado o tempo decorrido desde cada muda para o estagio adulto
até a sua morte. Para o ciclo de desenvolvimento, sessenta ovos foram selecionados
aleatoriamente e colocados individualmente em recipientes de plastico com papel de
filtro para proporcionar aos insetos em desenvolvimento o acesso a fonte de alimento;
cada recipiente foi numerado e examinados diariamente até a eclosdo dos ovos; as
ninfas foram observadas diariamente e alimentadas semanalmente com camundongos
até a replecdo e foi registrado em dias o tempo necessario para passar através dos
varios estdgios de desenvolvimento até chegar a fase adulta; o tempo de

desenvolvimento (total e por fase) foram expressos utilizando valores médios.
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5. Resultados

5.1 Aparelho Bucal — Rostro e Bucula

Nas trés espécies, o rostro apresentou a regido anterior com acentuadas pregas,
tanto nas fémeas quanto nos machos. A placa apical tem um formato de losango na
lamela inferior e na superior tem uma forma de digitos. No apice do rostro foram

observadas duas fendas laterais 1 +1, também, nas trés espécies (Figs. 5, 6 ¢ 7).

28kV X358

Figura 5, 6 e 7: Regido anterior do rostro, com acentuadas pregas em T. carcavalloi (seta).

A bucula de T. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria esta localizada na
regido posterior do rostro apresentando uma borda grossa na regido anterior e superficie

granular.

Em T. carcavalloi esta estrutura é em forma de “U, e a area interna da regido

central apresentou uma fenda nas fémeas (Fig. 8), carater ausente nos machos.
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Figuras 8,9 e 10: A érea interna da regido central da bicula em forma de “U”em T.carcavalloi,
em forma de “V”, em T. circummaculata, e em forma de “V”, em T. rubrovaria.

A de T. circummaculata em forma de “V”, e a area interna da regido central

apresentou uma fenda (Fig. 9), presente nas fémeas e machos.

E a de T. rubrovaria, a bicula também tem forma de “V”, e a area interna da

regido central (Fig. 10) apresentou uma fenda nas fémeas, carater ausente nos machos.
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5.2 Sulco Estridulatorio

O sulco estridulatério, em T. carcavalloi tem a forma de “V”, sendo mais
estreito na por¢do anterior, € com estrias transversais e cerdas curtas, grossas e esparsas

ao longo dos do tegumento lateral (Fig. 11).

Figura 11: Sulco estridulatorio em forma de “V”, mais estreito na por¢do anterior, € com estrias
transversais (seta dupla) e cerdas curtas, grossas e esparsas (setas preenchida) ao longo dos do
tegumento lateral em T. carcavalloi.

Em T.circummaculata tem a forma de “U”, com estrias transversais e cerdas

concentradas na borda lateral, que ¢ bem delimitada em relagdo ao formato do sulco

(Fig. 12).

Figura 12: Sulco estridulatorio em forma de “U”, com estrias transversais (seta dupla) e cerdas
concentradas na borda lateral (setas preenchidas) em T.circummaculata.
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E em T.rubrovaria esta estrutura tem a forma de “V”, assim como em T.

carcavalloi. Porém, ¢ mais arredondado na porgédo posterior (Fig. 13).

4 — > o
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Figura 13: Sulco estridulatorio em forma de “V”, mais arredondado na porgéo posterior.

Nas trés espécies sua borda posterior atinge o primeiro par de pernas e a cavidade
acetabular apresenta uma depressdo na regido central, com estrias paralelas bem
marcadas e delimitadas por papilas e sensilas. Esta estrutura ¢ maior nas fémeas que nos

machos.
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5.3 Escutelo de machos

Em relagdo a forma geral do corpo, todos os escutelos analisados tinham uma forma

triangular.

Nos espécimes de T. carcavalloi as bordas laterais sdo fortemente esculpidas de forma
regular, a depressdo central ¢ em forma de V com profundidade pronunciada. A por¢ao
mediana da depressdo central tem rugosidade acentuada, mas os sulcos sdo mistos, entre

horizontais e verticais (Fig. 14).

Figura 14: Bordas laterais fortemente esculpidas (seta) de forma regular e com depressao central em
forma de “V” e depressdo central com rugosidade acentuada.

O processo posterior € o apice do escutelo € sub-cOnico, estreito na base, com
perceptiveis estrias transversais ao longo de todo o processo, incluindo o apice. As
sensilas sdo distribuidas aleatoriamente sobre estas areas estriadas, entre a base e a

extremidade (Fig.15).
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Figura 15: Processo posterior e o apice do escutelo sub-conico com sensilas (seta) distribuidas
aleatoriamente sobre estas areas estriadas.

Em T. circummaculata, as bordas laterais apresentam-se fortemente esculpidas e
irregulares, com profundidade e forma da depressdo central cordiforme (em forma de
coracdo). A porcdo mediana da depressdo central mostrou sulcos horizontais bem
marcados, mostrando a maior concentragcdo e abundancia de sensilas tanto na superficie

dorsal inteira quanto no processo posterior (Fig. 16).

Figura 16: Bordas laterais fortemente esculpidas (seta) de forma irregular e , com profundidade e forma
da depressdo central cordiforme (em forma de coragéo).

O processo posterior € cilindrico, longo, largo na base e sem estrias transversais
em sua superficie (Fig. 17).
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Figura 17: Processo posterior € cilindrico, longo, largo na base e sem estrias transversais em sua
superficie.

As bordas laterais de T. rubrovaria sido fortemente esculpidas e irregulares, com
depressdo central, em forma de W. A extensdo da area da depressdo central ndo atinge a
base do processo posterior do escutelo nas trés espécies. A por¢do mediana tem
rugosidade acentuada na depressdo mediana mas os sulcos sdo mistos, entre horizontais

e verticais (Fig. 18).

Figura 18: Bordas laterais (seta) fortemente esculpidas e irregulares, com depressdo central, em forma de
W e area da depressdo central ndo atinge a base do processo posterior do escutelo.

Sensilas foram observadas em todos os escutelos que foram estudados, sendo
menos abundante nesta espécie. o processo posterior € cilindrico, largo na base, curto e
pequeno atingindo o meio do corpo principal do escutelo (Fig. 19), enquanto o apice do

processo posterior do escutelo ¢ afunilado, conico e mais curto em relagdo as outras
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espécies, e com bastante estrias em forma de anéis transversais na base do processo

posterior.

Figura 19: Processo posterior ¢ cilindrico, largo na base, curto e pequeno atingindo o meio do corpo
principal do escutelo.
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5.4 Patas

5.4.1 Triatoma carcavalloi

Primeiro par:

Em T. carcavalloi o primeiro par de patas apresenta uma elevagdo circular com
uma pequena cerda robusta em seu dpice — denticulo - proximo a ligagdo com a tibia
(Fig. 20 e 21). Nesta mesma regido observa-se um ctenideo (Fig. 22) com cerca de vinte

projecdes pontiagudas que seguem a mesma dire¢ao da inser¢ao das cerdas.

As cerdas, do fémur, apresentam-se inseridas inferiormente em relagdo ao
tegumento, sendo grossas e caneladas (Fig. 21), e com o dpice arredondado. As da tibia,
também estao inseridas inferiormente em relacdo ao tegumento, porém apresentam-se

delgadas e com apice setiforme (Fig. 22).

As garras apresentam ranhuras em toda sua extensdo, nos lados externos e
internos, apresentando somente uma unha inserida internamente, na regido mediana

(Fig. 23).

Figura 20: Primeiro par de patas com denticulo (seta). Figura 21: Denticulo do primeiro par de patas
(seta grossa) e cerdas grossa e caneladas do primeiro par de patas (seta fina).
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Figura 22: Ctenideo (seta grossa) e cerdas finas e longas (setas) do primeiro par de patas.

Figura 23: Garra com unha (seta) do primeiro par de patas.

Segundo par:

O segundo par de patas apresenta duas elevagdes circulares, cada uma com uma
pequena cerda robusta em seu apice — denticulos - préximo a ligacdo com a tibia (Figs.

24 e 25). Esta juncao entre fémur e tibia ndo apresenta nenhum apéndice (Figs. 26 e 27).

As cerdas do fémur (Fig. 27) apresentam-se inseridas inferiormente em relacao
ao tegumento, sendo grossas e caneladas, ¢ com o apice arredondado. As da tibia,
também estdo inseridas inferiormente em relacdo ao tegumento, porém apresentam-se

delgadas e com apice setiforme.

As garras apresentam ranhuras em toda sua extensdo, nos lados externos e

internos. E duas unhas inseridas internamente, na regido mediana (Fig. 28).
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Figura 24: Segundo par de patas com denticulo (seta). Figura 25: Denticulos duplo do segundo par.

Figura 26: Jungdo entre fémur e tibia sem Figura 27: Jungdo entre fémur e tibia sem

apéndices e cerdas do segundo par de patas. apéndices do segundo par de patas.

X250 100pm

Figura 28: Garra com duas unhas (setas) do segundo par de patas.

52



Terceiro par:

O terceiro par de patas apresenta denticulos na regido posterior do fémur (Fig.

29). E a juncdo entre fémur e tibia também ¢ desprovida de apéndices.

Assim como no primeiro e segundo par de patas, as cerdas do fémur,
apresentam-se inseridas inferiormente em relacdo ao tegumento, sendo grossas e
caneladas (Fig. 30), e com o apice arredondado. E as da tibia, também estdo inseridas
inferiormente em relagdo ao tegumento, porém apresentam-se delgadas e com &pice

setiforme (Fig. 31).

As garras, apresentam ranhuras em toda sua extensdo, nos lados externos e

internos, possuindo internamente duas unhas inseridas na por¢do mediana (Fig. 32).

X200 100pm

Figura 29: Terceiro par de patas com denticulo (seta). Figura 30: Denticulo do terceito par de patas (seta
fina) com cerdas grossa e caneladas (seta grossa).

X250 100pm

Figura 31e 32: Jungdo entre fémur e tibia sem apéndices e cerdas finas e longas (setas) do terceiro par de
patas, com garra com duas unhas (setas) do terceiro par de patas.
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T.circummaculata

Primeiro par:

Em T. circummaculata primeiro par de patas apresenta uma elevagdo circular
com uma pequena cerda robusta em seu apice — denticulos - proximo a ligagdo com a
tibia (Figs. 33 e 34). Esta mesma ligacdo, possui um apéndice foliar, recoberto por

cedas — chamada de fosseta esponjosa (Figs. 35 e 36).

As cerdas, do fémur, apresentam-se inseridas inferiormente em relagdo ao
tegumento, sendo grossas e caneladas, e com o apice arredondado (Fig. 34). As da tibia,
também estdo inseridas inferiormente em relacdo ao tegumento, porém apresentam-se

delgadas e com &pice setiforme (Fig. 36).

As garras apresentam sulcos em toda sua extensao, nos lados externos e internos,

com duas unhas inseridas internamente, na regido mediana (Fig. 37).

X200 100pm

Figura 33: Primeiro par de patas com denticulo (seta). Figura 34: Denticulo (seta grossa) e cerdas
grossas e caneladas do primeiro par de patas (setas finas).
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Figura 35: Fosseta esponjosa (seta). Figura 36: Fosseta esponjosa (seta grossa) e
cerdas finas e longas (setas finas) do primeiro par de patas.

X250 100um

Figura 37: Garra com duas unhas (setas) do primeiro par de patas.

Segundo par:

O segundo par de patas também apresenta denticulos proximos a ligagdo com a
tibia (Figs. 38 e 39). Esta jung¢do possui uma fosseta esponjosa (Fig. 40), bem como

ctenideos (Figura c d), com cerca de vinte projecdes pontiagudas.

As cerdas, do fémur, apresentam-se inseridas inferiormente em relacdo ao
tegumento, sendo grossas e caneladas (Fig. 41), e com o dpice arredondado. As da tibia,
também estdo inseridas inferiormente em relacdo ao tegumento, porém apresentam-se

delgadas e com apice setiforme (Figura c).

As garras apresentam sulcos em toda sua extensdo, nos lados externos e internos

com duas unhas inseridas internamente, na regido mediana (Fig. 42).
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X200 100pm

Figura 38: Segundo par de patas com denticulo (seta). Figura 39: Denticulo (seta grosa) e cerdas grossas
e caneladas (setas finas) do segundo par de patas.

T X60  200pm X150/ | 100um

Figura 40: Jungdo do fémur com tibia, apresentando fosseta esponjosa (seta grossa) e ctenideo (seta fina).
Figura 41: Fosseta esponjosa (seta grossa) e ctenideo (seta fina).

X250 100pm

Figura 42: Garra com duas unhas (setas) do segundo par de patas.
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Terceiro par:

O terceiro par de patas apresenta denticulos na regido posterior do fémur (Figs.

43 e 44). A jungdo entre fémur e tibia também ¢ desprovida de apéndices.

Assim como no primeiro e segundo par de patas, as cerdas do fémur apresentam-
se inseridas inferiormente em relacdo ao tegumento, sendo grossas e caneladas (Fig.
44), e com o apice arredondado, e as da tibia, também estdo inseridas inferiormente em

relagdo ao tegumento, porém apresentam-se delgadas e com apice setiforme (Fig. 45).

As garras apresentam sulcos em toda sua extensao, nos lados externos e internos.

E internamente, possuem duas unhas inseridas na por¢ao mediana (Fig. 46).

X200 100pm

Figura 43: Terceiro par de patas com denticulo (seta). Figura 44: Denticulo (seta grossa) e cerdas
grossas e caneladas (setas finas) do terceiro par de patas.

X150 100um

Figura 45: Jungdo da tibia e fémur sem apéndices e cerdas finas e longas (setas).
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Figura 46: Garra com duas unhas (setas) do terceiro par de patas.

T. rubrovaria

Primeiro par:

Em T.rubrovaria primeiro par de patas apresenta uma elevagao circular com uma
pequena cerda robusta em seu apice — denticulos - préximo a ligacdo com a tibia (Figs.
47 e 48). Esta mesma ligacdo possui ctenideo (Fig. 49) com cerca de vinte projecdes

pontiagudas que seguem a insercao das cerdas.

As cerdas, do fémur, apresentam-se inseridas inferiormente em relacdo ao
tegumento, sendo grossas e caneladas (Fig. 49), e com o apice arredondado. As da tibia,
também estao inseridas inferiormente em relacdo ao tegumento, porém apresentam-se

delgadas e com apice setiforme (Fig. 50).

As garras apresentam sulcos em toda sua extensao, nos lados externos e internos.

E com somente uma unha inserida internamente, na regido mediana (Fig. 51).
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Figura 47: Primeiro par de patas com denticulo (seta). Figura 48: Denticulo (seta grossa) e cerdas
grossas e caneladas (setas finas) do rpimeiro par de patas.

Figura 49: Jungdo do fémur com tibia com ctenideo. Figura 50: Garra com uma unha (seta) do primeiro
par de patas.

Segundo par:

O segundo par de patas também apresenta uma elevagdo circular com uma
pequena cerda robusta em seu 4pice — denticulo - na regido posterior do fémur (Figs. 51
e 52), proximo a ligagdo com a tibia. Esta mesma ligacdo, apresenta-se desprovida de

apéndices (Fig.53).

As cerdas, do fémur, apresentam-se inseridas inferiormente em relacdo ao
tegumento, sendo grossas e caneladas (Fig. 52), e com o apice arredondado. As da tibia,
também estao inseridas inferiormente em relacdo ao tegumento, porém apresentam-se

delgadas e com apice setiforme (Fig. 53).
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As garras, apresentam sulcos em toda sua extensdo, nos lados externos e

internos, e internamente, apresenta duas unhas inseridas na regido mediana (Fig. 54).

" X200 100pm

Figura 51: Segundo par de patas com denticulo (seta). Figura 52: Denticulo (seta grossa) e cerdas grossas
e caneladas (setas finas) do segundo par de patas.

X150 100pm 100pm

Figura 53: Jungdo do fémur com a tibia sem apéndices. Figura 54: Garra com duas unhas inseridas
internamente no segundo par de patas.

Terceiro par:

O terceiro par de patas ndo apresenta denticulos na regido posterior do fémur

(Fig. 55), e a juncdo entre fémur e tibia também ¢ desprovida de apéndices (Fig. 56).
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Assim como no primeiro e segundo par de patas, as cerdas do fémur apresentam-
se inseridas inferiormente em relacdo ao tegumento, sendo grossas e caneladas (Fig.
56), e com o apice arredondado. As da tibia, também estio inseridas inferiormente em

relacdo ao tegumento, porém apresentam-se delgadas e com apice setiforme (Fig. 57).

As garras apresentam sulcos em toda sua extensao, nos lados externos e internos.
E internamente, como o primeiro par, apresenta somente uma unha inserida na regido

mediana (Fig. 58).

X150 100pm . N . X250 100pm

Figura 57: Jungdo do fémur com a tibia sem apéndices e cerdas grossas e finas e longas (setas) do terceiro
par de patas. Figura 58: Garra com uma unha inserida internamente no terceiro par de patas.
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5.5 Genitalia de fémeas

Triatoma carcavalloi

Figura 59: Vista ventral do VII urosternito com pilosidade em toda sua extensio, e a margem posterior ¢

setiforme, com 1+1 discreta elevagdo lateral ao nivel do conexivo.

Em vista ventral o VII urosternito apresenta pilosidade em toda sua extensdo. A
margem posterior ¢ setiforme, proeminente na regido mediana com I1+1 discreta
elevagdo lateral ao nivel do conexivo. O gonocoxito 8 (Gce8) € triangular, piloso em toda
a sua extensdo, e afastados na regido mediana, deixando visiveis a margem interna das
gonapofises 8 (G8) . Do gonocoxito 9, visualiza-se apenas as margens laterais. A
gonapofise 8 ¢ alongada com dpice arredondado recoberto por pelos longos e finos (Fig.

59).
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A margem interna apresenta dois diferentes tipos de cerdas: 1- pequenas, lisas e
com apice setiforme, e inseridas em depressdes no tegumento (Fig.: 60), e 2- curvas,
caneladas, com apice setiforme, e também inseridas em depressdes no tegumento (Fog.:
61). Estas cerdas sdo encontradas em todo o VII uroesternito, e em toda a genitalia

(Fig.: 62).

Figura 60 e 61: Cerdas pequenas, lisas e com apice setiforme, e inseridas em depressdes no tegumento

(setas) e Cerdas curvas, caneladas, com apice setiforme, e também inseridas em depressdes no tegumento.
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Figura 62: Diferentes tipos de cerdas encontradas em todo o VII uroesternito, e em toda a genitalia.

Triatoma circummaculata

X40

Figura 63: Vista ventral do VII uroesternito com pilosidade na metade apical, e margem posterior

cordiforme, decaindo lateralmente para terminar abeixo, junto ao nivel do conexivo.

Em vista ventral, o VII uroesternito apresenta pilosidade na metade apical, sendo
margem posterior cordiforme, decaindo lateralmente para terminar abaixo, junto ao
nivel do conexivo. O gonocoxito 8 (Gc8) ¢ triangular, e piloso em tuda sua extensdo. A
base dos gonocoxitos sdo unidas até a regido mediana, € na margem interna das
gonapofises. A gonapodfise 8 (Gp8) € estreita com pilosidade esparsa, porém intensa no
apice (Fig. 63). O gonocoxito 9 (Gc9) esta aparente atras do gonocoxito 8, onde suas

margens ultrapassam a do gonocoxito 8, e a gonapofise 9 apresenta areas glabras na
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prog¢do medina e apice recoberto por pilosidade densa (Fig.: 64). Sem presenga de

espinhos na junc¢ao das gonapofises 8 e 9.

/X100

Figura 64: Gonocoxito 8 e gonap6fise 9 com areas glabras na progdo medina e apice recoberto por

pilosidade densa, sem a presenca de espinhos na jungio das gonapofises 8 e 9.

Triatoma rubrovaria

Figura 65: Vista ventral do VII uroesternito com pilosidade na metade apical,e margem posterior sinuosa,

elevada na regido mediana decaindo lateralmente para terminar ao nivel do conexivo.
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Em vista ventral, o VII uroesternito apresenta pilosidade na metade apical, a
margem posterior ¢ sinuosa, elevada na regido mediana decaindo lateralmente para
terminar ao nivel do conexivo. O gonocoxito 8 (Gc8) ¢ triangular, glabro na metade
anterior ¢ piloso a partir da regido mediana até o apice. A base dos gonocoxitos s3o
unidas na regido mediana, e na margem interna das gonapofises. A gonapoéfise 8 (Gp8) €
estreita com pilosidade esparsa, porém intensa no apice. O gonocoxito 9 (Gc9) esta
quase que totalmente recoberto pelo gonocoxito 8, porém suas margens ultrapassam a
do gonocoxito 8, e a gonapofise 9 apresenta apice recoberto por pilosidade densa (Fig.:

65).

Espinhos de pontas simples sdo encontrados dispersos aleatoriamente da base
até a por¢ao mediana do gonocoxito 8 (Fig.: 66) e na area de juncdo das gonapofises até

a regido mediana (Fig.: 67) .

Figura 66 ¢ 67: Espinhos de pontas simples sdo encontrados dispersos aleatoriamente da base até a porgao

mediana do gonocoxito 8 e na jungdo das gonapofises.

Pequenas cerdas, espalhadas espagadamente, tambem sdo encontradas em toda a

genitalia (Fig.: 68).
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Figura 68: Pequenas cerdas (setas), espalhadas espagadamente, encontradas em toda a genitalia.
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5.6 Ovos

Os exocorios dos ovos de T. rubrovaria, T. carcavalloi e T. circummaculata sao
semelhantes, com areas hexagonais de aspecto rugoso, divididas por pontuagdes e

demarcadas com linhas curtas interceptadas ou nao por pontos (Fig. 69, 70 e 71).
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Figura 70: Exocorio de T. circummaculata.

3

45KV X750 - 20um

Figura 71: Exocoério de T. rubrovaria.

O opérculo das trés espécies apresenta-se sob a forma circular convexa
externamente, formado por células hexagonais, em sua maioria, de aspecto estofado

(Fig. 72, 73 ¢ 74).

A linha opercular limitante das trés espécies ¢ constituida por massa cementante,

denominada faixa de vedagao, cuja fungdo ¢é fixar o opérculo a borda corial do ovo.
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Figura 72: Opérculum de T.carcavalloi.

Figura 73: Opérculum de T.circummaculata.
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15kV X750 20pm

Figura 74: Opérculum de T.rubrovaria.

O estudo morfométrico mostra diferencas evidentes, sendo as larguras e
comprimentos médios dos exocodrios dos corpos dos ovos de 1.17mm e 1.65mm para T.
rubrovaria, de 1.23mm ¢ 1.59mm para T. carcavalloi e 0,88mm e 1,47 para T.
circummaculata (Tabela 1) e o didametro médio dos opérculos ¢ de 0,7lmm para T.

rubrovaria, 0,64mm para T. carcavalloi e 0,56 para T. circummaculata (Tabela 2).

A aplicacao do teste estatistico (ANOVA) evidenciou diferenca significativa
entre as trés populagdes tanto para o corpo do ovo quanto para o opérculo (p<0,05,
p=0,0). Aplicando o teste de Student-Newman-Keuls (SNK), obteve-se um padrao de
separacao em grupo, de acordo com as médias obtidas em cada amostra, sendo
analisado cada carater isoladamente (largura, comprimento e didmetro). Os resultados

obtidos demonstram que tanto para o parametro largura do ovo quanto didmetro do
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opérculo houve a separagdo em trés grupos e no pardmetro comprimento em apenas dois

grupos (Tabela 3).

Trinta células dos exocorios da regido central, tanto do ovo quanto do opérculo
de T. rubrovaria, T. carcavalloi e T. circummaculata, foram analisadas através da
MEYV, para quantificar o nimero de perfuragdes por célula. Em T. rubrovaria o numero
médio de perfuracdes por célula do ovo e do opérculo obtido foi de 44,3 ¢ 8,2, em T.
carcavalloi de 20,8 ¢ 7,5 e em T. circummaculata de 35,0 e 13,3, respectivamente.
Essas perfuragdes em T. rubrovaria e T. circummaculata estdo dispostas por toda a
extensdo das células, inclusive sobre as bordas, ao contrario de T. carcavalloi cujas
perfuragdes sdo raras na borda, estando mais concentradas na regido central de cada
célula. No aspecto geral, os ovos de T. circummaculata sio menores do que os ovos de
T. rubrovaria e T. carcavalloi. A média de perfuragdes por célula do ovo é maior na

espécie T. rubrovaria e por célula do opérculo em T. circummaculata.
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Triatoma circummaculata (mm).

Tabela 1 — Morfometria do corpo do ovo de Triatoma rubrovaria, Triatoma carcavalloi e

Espécies | T. rubrovaria
Medidas
Comprimento Maxima 1,77 1,81 1,54
Minima 1,54 1,38 1,40
Média 1,65 1,59 1,47
Desvio padrao 0,059 0,116 0,042
Largura Maxima 1,23 1,31 0,94
Minima 1,11 1,15 0,82
Média 1,17 1,23 0,87
Desvio Padrao 0,039 0,055 0,039

Tabela 2 — Morfometria do opérculo do ovo Triatoma rubrovaria, Triatoma carcavalloi e

Triatoma circummaculata (mm).

Espécies | T. rubrovaria
Medidas
Diametro Maximo 0,76 0,70 0,64
Minimo 0,66 0,58 0,52
Médio 0,71 0,64 0,56
Desvio Padrao 0,031 0,034 0,039
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Tabela 3 — Estudo da homogeneidade da largura do ovo de Triatoma carcavalloi. Teste de

Student-Newman-Keuls (SNK).

Conjunto
Populagao N 1 2 3
T. circummaculata 30 0,8773
T. carcavalloi 30 1,1673
T. rubrovaria 30 1,2313
Significancia 30 1,000 1,000 1,000

Tabela 4 — Estudo da homogeneidade do comprimento do ovo de Triatoma carcavalloi. Teste

de Student-Newman-Keuls (SNK).

Conjunto
Populagao N 1 2
T. circummaculata 30 1,4673
T. carcavalloi 30 1,6347
T. rubrovaria 30 1,6483
Significancia 30 1,000 0,504

74



Tabela 5 — Estudo da homogeneidade do didmetro opérculo do ovo de Triatoma carcavalloi.

Teste de Student-Newman-Keuls (SNK).

Conjunto
Populacao N 1 2 3
T. circummaculata 30 0,5773
T. carcavalloi 30 0,6337
T. rubrovaria 30 0,7047
Significancia 30 1,000 1,000 1,000

75




5.7 Biologia

Periodo de incubagdo: o periodo médio de incubagdo destes foi de 22,7 dias,
com o0 minimo de 21 ¢ o maximo de 26 dias. Dos 60 ovos obtidos, 38,3% eclodiram
(Tabela 6). E importante destacar que os ovos que ndo eclodiram eram férteis, pois a
coloragdo foi a mesma em todos os ovos, mas por algum motivo, ou seja pelo fato da
temperatura ou umidade ter sofrido pequenas alteragdes durante o experimento e esses
fatores exercerem influéncia direta em seu desenvolvimento ou por um outro

desconhecido ndo houve a eclosdo de todos os ovos.

O periodo de andlise da ocorréncia do primeiro repasto das ninfas do primeiro
estadio de carcavalloi foi de 24 dias. Os resultados obtidos para o primeiro dia de
repasto tiveram uma média de 3,13 dias apos a eclosao, com no minimo de um dia e no

maximo de cinco dias sendo a maior ocorréncia com dois e quatro dias.

Periodo de intermuda: das 50 ninfas de cada estadio utilizadas, oito morreram
antes de tornar adulto: trés N1, quatro N2 ¢ uma N3. A menor periodo foi observado
entre as ninfas de 1° e 2° estadios (18,52) e o maior entre o 5° estadio e adulto (191,26)
(Tabela 7). Foi observado que as ninfas de quinto estddio precisam de varios repastos

sangiiineos para efetuar a ecdise, que ocorre com mais de um ano.

Resisténcia ao jejum: todos os estdgios ninfais e adultos indicam que as ninfas
de 2°, 3°, 4° e 5° estadios apresentaram maior resisténcia do que os adultos, enquanto os
machos mostraram comportamento similar aos das ninfas de primeiro e segundo
estadios, sendo menos resistentes do que as fémeas (Tabela 8). O periodo total

observado foi de 8 meses.
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Tabela 6: Periodo de incubagdo dos ovos de Triatoma carcavalloi (dias).

Oviposicao |Quantidade total de ovos/dia] Ovos eclodidos | Periodo de incubacéo
2 10 03 24
01 26
5 10 01 21
01 23
17 04 21
3? 01 23
03 24
42 01 - -
20 03 21
5 03 22
01 23
01 25
6 02 01 23
TOTAL 60 23 26
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Table 7 — Periodo de intermuda de Triatoma carcavalloi (dias).

Estadio | N° Duragcéo em dias SD s?
Minimo | Maximo Média

1° 50 04 24 2,34 18,52 5,48

2° 47 09 61 18,08 62,36 | 326,89

3° 43 15 43 18,40 87,60 | 338,73

40 42 15 56 38,19 120,34 | 1458,27

50 42 21 75 71,51 191,26 | 5113,50

N°=n° de ninfas ; S = desvio padrao; S? = variéncia
Table 8 — Resisténcia ao jejum de Triatoma carcavalloi (dias).
Resisténcia ao jejum
Estadio | N° [ Minimo Maximo Média SD s

N1 50 15 59 37 15,52 240,73
N2 50 10 116 50 29,72 883,47
N3 50 03 128 65,5 37,54 1409,48
N4 50 58 210 134 54,25 2943,02
N5 50 07 185 146 43,08 1855,92
Q 30 21 81 61 18,30 334,83
3 30 04 81 42,5 18,24 332,74

S = desvio padrdo; S* = variancia
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6. DISCUSSAO

Considerando que T. rubrovaria, T.carcavalloi e T. circummaculata t€ém sido
encontradas com freqii€ncia em domicilios nos municipios do Rio Grande do Sul (SANTOS et
al. 2009), foi realizado um estudo morfoldgico comparativo entre essas espécies através da
microscopia eletronica de varredura (MEV). Até a década de 1960, a taxonomia dos
triatomineos usava como critérios basicos, os caracteres morfoldgicos externos e cromaticos,
mas durante a Gltima década, a MEV vem sendo usada como uma ferramenta importante para a
sistematica de Triatominae, justificando o status de espécies cripticas ¢ seus complexos
(SILVA et al. 2003; GALVAO et al. 2005).

LENT & WYGODZINSKY (1979), chamaram a aten¢do para a importancia que o
sulco estridulatorio pode ter sobre a identificacdo da espécie. A importancia desta estrutura foi
sublinhada por BARTH (1953) e sua funcionalidade por GALINDEZ-GIRON et al. (1998).
GONCALVES et al. (1985) concluiu que esta estrutura era apropriada para separar as espécies
de T. maculata e T. pseudomaculata. Em nossos estudos o sulco estridulatorio é em forma de
“U” em T. circummaculata e em forma de "V" em T. carcavalloi e T. rubrovaria, assim como
em T. guazu e T. jurbergi (SILVA et al. 2003), além de T. klugi e T. vandae (SILVA et al.
2010).

Outra importante estrutura, a bucula, apresenta aspectos varidveis em sua morfologia.
Em Triatoma guazu Lent & Wygodzinsky, 1979 e Triatoma jurbergi Carcavallo, Galvao &
Lent, 1998 ambas pertencentes ao “complexo oliverai”, foi observado por SILVA et al., (2003)
o aspecto em forma de “U” da buicula, assim como em Triatoma gerstaeckeri (Stal, 1859)
(FERRO et al., 1997) corroborando com nossos resultados que demonstram a bucula de T.
carcavalloi com o aspecto em forma de “U”, diferente do que foi observado em Rhodnius

brethesi Matta, 1919, onde esta estrutura apresenta-se com uma forma ovalada, com uma
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constricdo mediana, lembrando o formato de um ntmero oito (SANTOS-MALLET et al.,
2005).

Os estudos realizados por PINTO (1931) com microscopia oOtica revelaram a
importancia do rostro na caracterizagdo dos géneros da subfamilia Triatominae, considerando
que o comprimento dos articulos desta estrutura nos hemipteros em geral, especialmente nas
familias hematoéfagas ¢ importante para a sistematica destes insetos. Nossos resultados com
microscopia eletronica de varredura mostram que o rostro de T. carcavalloi, T. circummaculata
e T. rubrovaria apresentaram duas fendas laterais 1+1 no apice, mesmo resultado encontrado
em T. jurbergi (SILVA et al. 2003) e T. klugi (SILVA et al. 2010).

A regido da depressdo mediana do escutelo de T. circummaculata apresentou a
forma codiforme (em forma de coragdo), o que corroborou com os estudos realizados por
CARCAVALLO et al. (1997). Ja T. carcavalloi e T. rubrovaria apresentaram a forma de W,
assim como em T. eratyrusiformis (OBARA et al. 2007). LENT & WYGODZINSKY (1979)
ilustraram a depressdo mediana do escutelo em T. eratyrusiformis como uma forma mal
definida. Comparando os nossos resultados com os obtidos por OBARA et al. (2007), o
escutelo de T. vandae é bem parecido com o de T. carcavalloi, diferindo apenas na disposigdo
das sensilas do processo posterior. T. carcavalloi ndo apresenta sensilas na regido central.
OBARA et al. (2007) realizou uma analise morfologica do escutelo de oito espécies
pertencentes ao género Triatoma e revelou caracteristicas importantes, especialmente a forma
da depressdo mediana e o processo posterior escutelar. De todas as espécies estudadas por estes
autores, quatro apresentaram a forma da depressdo mediana codiforme. Esta forma parece ser
uma caracteristica genérica deste grupo, uma vez que de acordo com os dados da literatura em
que a maioria das espécies analisadas, até agora exibem este padrdo. No entanto, algumas
excegoes foram encontradas, tais como em T. tibiamaculata, T. eratyrusiformis e T. sherlocki.

Em nossos estudos realizamos um estudo morfologico do escutelo de T. carcavalloi, T.
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circummaculata ¢ T. rubrovaria. Dessas trés espécies apenas uma apresentou a forma
codiforme, T. circummaculata. Além disso, conseguimos diferenciar, assim como Obara, as
formas das regides escutelares e concentracdo maior ou menor de sensilas comprovando ser
taxonomicamente importante.

O estudo da morfologia externa das fémeas em triatomineos, foi reavaliado por
ROSA et al. (2010) quando verificou diferengas taxondmicas relevantes nas genitalias das
fémeas através da microscopia eletronica de varredura, as quais permitiram a diferenciagdo das
espécies dos géneros Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma assim como a identificagao
taxonomica de 12 espécies de Rhodnius, cuja identificagdo pela morfologia geral externa
causava duvidas (ROSA et al. 2011). Neste trabalho, a utilizagdo da mesma metodologia
também possibilitou a separagdo entre T. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria,
espécies que vivem no mesmo ecoOtopo e muito parecidas morfologicamente. Foram
visualizadas diferencas em vista ventral, onde a por¢do exterior ao esternito VII, que constitui
as estruturas genitais externas, ¢ duas vezes maior em T. carcavalloi e T. rubrovaria que em T.
circummaculata. As observagoes de MEV em vista lateral e posterior mostram que os
gonocoxitos VIII sao menores em T. circummaculata.

O dimorfismo sexual em triatomineos, em geral, estd relacionado ao tamanho, de tal
forma que as fémeas sdo maiores do que os machos. O formato da extremidade do abdomen ¢
também frequentemente utilizada para distinguir entre os sexos: ¢ acentuadamente apontado
nas fémeas e arredondado nos machos (LENT & WYGODZINSKY, 1979). No presente
estudo, foi possivel distinguir outras estruturas relacionadas com o dimorfismo sexual nas
pernas de T. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria. Em T. circummaculata, um
ctenideo foi encontrado juntamente com com a fosseta esponjosa nas tibias do 2° par de pernas

dos machos, ressaltando que a presenca do ctenideo nunca tinha sido observada nos machos de
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T. circummaculata. As fossetas esponjosas sO6 estavam presentes nos machos e ctenideos

presentes sempre nas fémeas das trés espécies estudadas.

Os estudos realizados por LENT et al. (1994) para Triatoma melanosoma,
CARCAVALLO et al. (2001) para Triatoma klugi ¢ SANTOS-MALLET et al. (2008) para
Triatoma carcavalloi com microscopia Otica revelaram nas pernas, um par de denticulos
subapicais nos fémures e fossetas esponjosas somente nos machos (tibias do 1° e 2° par de
pernas) e estando ausentes nas fémeas corroborando com nosso estudo com microscopia

eletronica de varredura.

Esses resultados confirmam o status de T. carcavalloi, T. circummaculata e T.
rubrovaria no “subcomplexo rubrovaria”, conceituam as diferengas morfologicas dessas
espécies e contribuem para um diagnostico mais precoce nas areas endémicas da doenca de
Chagas no Rio Grande do Sul.

Os ovos da subfamilia Triatominae tém sido estudados ha décadas. PINTO (1924) descreveu os
ovos de Triatoma brasiliensis Neiva, 1911; GALLIARD (1935) mostrou a importancia da
escultura do exocorio para a taxonomia, indicando que as cascas de ovos de triatomineos
apresentavam uma constante ornamentacdo em suas superficies externas, distinguindo uma
espécie da outra. GALLIARD também utilizou outros caracteres macroscopicos, tais como
tamanho, forma, cor, tipo de casca e fixacdo, nos seus estudos com ovos de triatomineos. No
entanto apenas alguns autores tém utilizado a estruturas morfologicas de ovos para distinguir as
espécies (BARATA, 1981; GONCALVES et al., 1985; ROSA et al., 2000)

O género Triatoma apresenta alta variabilidade das caracteristicas dos ovos, “tanto a
nivel macroscopico como exocorial”, caracterizados por células hexagonais com linhas
limitantes indeterminadas e perfuragdes de tamanho e forma variaveis. A perfuracido foi

observada em dez espécies do género, incluindo Triatoma rubrovaria (BARATA, 1995).
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Nossos estudos confirmam o aspecto geral dos ovos de T. carcavalloi, T.
circummaculata e T. rubrovaria para o género Triatoma, e mostra a existéncia de
caracteristicas morfoldgicas que sdo bastante diferentes entre as trés espécies. Vale destacar
que esta ¢ a primeira descricdo morfoldgica através da microscopia eletronica de varredura e
morfométrica dos ovos de T. carcavalloi.

Além da diferenga em termos de tamanho entre os ovos de T. carcavalloi, T.
circummaculata e T. rubrovaria, foram observadas duas outras diferengas morfologicas entre
estas trés espécies. O numero de perfuragdes por célula do ovo de T. rubrovaria é maior que
em T. carcavalloi e T. circummaculata, ¢ estas perfuragdes no exocdrio dos ovos ¢ opérculos
de T. circummaculata e T. rubrovaria estao distribuidos por todas as células, enquanto que no
caso de T. carcavalloi as perfuragdes estdo concentradas na regido central de cada célula. A
textura do exocorio do ovo e opérculo de T. carcavalloi e T. rubrovaria ¢ analoga aos ovos de
T. maculata e T. brasiliensis, como mostrado por GONCALVES et al., (1985) e JURBERG et
al., (1986). As observagdes sobre o limite da linha opercular das trés espécies avaliadas neste
estudo estdo de acordo com os dados obtidos por ROSA et al., (2000) para T. circummaculata e
T. rubrovaria.

De acordo com COSTA et al., (1997), as diferentes condi¢des ambientais, tais como
a fonte de alimento disponivel, temperatura ¢ umidade podem afetar a morfologia do ovo,
direta ou indiretamente. No entanto, este estudo ndao considerou diferentes condig¢des
ambientais, além de T. rubrovaria ter sido encontrado vivendo em simpatria com T. carcavalloi
e T.circummaculata.

Além das diferengas cromaticas ¢ morfologicas entre T. rubrovaria e T. carcavalloi
descritas por JURBERG et al., (1998) e de T. rubrovaria descrito por ROSA et al., (1999), este
estudo identifica morfologicamente as diferengas entre os ovos que podem ser usados para

mostrar que o T. rubrovaria, T. carcavalloi e T. circummaculata sao espécies distintas.
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ROCHA et al. (1994), GALVAO et al. (1196), COSTA & MARCHON-SILVA
(1998) e RODRIGUES et al. (2005) tém destacado a importincia de se estudar as
caracteristicas bionomicas de triatomineos em condi¢des de laboratério para aumentar o
conhecimento biologico destas espécies, melhorar condi¢des de criagdo para o
desenvolvimento de coldnias de laboratorio, e fornecer recomendagdes para apoiar medidas de
controle.

Em condigdes de laboratorio, que geralmente envolvem fatores abidticos mais
estaveis, ciclos vitais sdo geralmente curtos (SILVA, 1985). No entanto, certas espécies podem
apresentar um ciclo de vida mais longo. LENT & WYGODZINSKY (1979) citam a diapausa
em ninfas de quinto estdgio em varias espécies silvestres e no presente estudo também foi
observado, como ninfas de quinto estdgio das espécies examinadas requerem varias refeicdes
sanguineas para permitir a muda, o que pode prolongar esse estdgio em até um ano. Segundo
RUAS-NETO (2002), resultados similares foram relatados para T. rubrovaria, T. carcavalloi e
T. circummaculata.

RUAS-NETO et al. (2001) estudaram pela primeira vez o ciclo biologico de T.
carcavalloi em condi¢cdes de laboratorio utilizando alimentagdes em pombos, baratas e
lagartos. O ciclo biologico de T. rubrovaria e T. circummaculata alimentados com hemolinfa
de Blattodea (baratas), para avaliar o desenvolvimento ninfal foi estudado por LOROSA et al.
(2000a). Estes estudos sugerem que a alimentacdo com baratas, pode ser um processo natural
para essas espécies de triatomineos, e provavelmente representa uma forma de sobreviver em
condigdes naturais. A dependéncia de hemolinfa ¢ muito evidente em T. circummaculata, ja
que esta espécie nao se desenvolve em laboratdrio como ninfa de primeiro estagio (N1) quando
esta fonte de alimento ndo esta disponivel (RUAS-NETO & CORSEUIL, 2002; LOROSA et
al. 2000b). Algumas espécies de triatomineos possuem habitos alimentares bastante ecléticos

em condig¢des naturais (DI PRIMIO, 1953).
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Triatoma rubrovaria desenvolve bem em condi¢des de laboratorio, com temperaturas
entre 20°C e 30°C e umidade relativa do ar aproximada de 80%. Os varios ciclos de vida foram
registrados para os dois sexos. RODRIGUES et al. (2005) e DI PRIMIO (1953) relataram que
os machos sobreviveram uma média de 115,37 dias, enquanto que as fémeas sobreviveram uma
média de 99,6 dias. A influéncia da temperatura (25°C ¢ 30°C) em T. rubrovaria foi estudada,
e um desenvolvimento mais rapido foi observado em 30°C (SILVA, 1985). No presente estudo,
as temperaturas iguais ou superiores a 28°C, também influenciaram o desenvolvimento de T.
carcavalloi, resultando em um ciclo de vida mais curto em comparagdo com o de T.
rubrovaria.

FELICIANGELI et al., (1980) estudaram o ciclo de vida de Triatoma infestans e
ARGUELLO et al., (1988) a resisténcia ao jejum de Rhodnius prolixus, onde os autores
sugeriram que a refeicdo sanguinea representa uma condi¢do essencial para oviposi¢do em
geral e em particular, a fertilidade. CABELLO & LIZANO (2001) nao explicaram se a baixa
taxa de eclosdo de Triatoma rubrovaria foi devido a esse fator, porque os espécimes utilizados
nos experimentos foram alimentados uma vez por semana durante uma hora, sem estabelecer a
quantidade de sangue ingerido por cada individuo. No presente estudo, a alimentacdo foi
padronizada, T. carcavalloi foi alimentado com camundongos uma vez por semana até a
replecdo. Portanto, ndo podemos concluir se a baixa taxa de eclosdofoi registrada em funcao da
alimenta¢do ou outros fatores, tais como temperatura e umidade, sob condi¢des de laboratorio.

Nos nossos experimentos, nem todos os ovos eclodiram, o que indica que fertilidade
foi comprometida ou que pequenas variagdes de temperatura ou umidade (que sdo conhecidos
por influenciar diretamente o desenvolvimento) ou alguma outra causa desconhecida limitaram
a eclosao.

A incidéncia de eclosdo dos ovos varia entre espécies do género Triatoma, e mesmo

dentro de uma mesma espécie. Em Triatoma carcavalloi, a taxa de eclosdo foi 38,3%,
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considerada baixa quando comparada com Triatoma flavida, que apresentou 93% dos ovos
eclodidos (CABELLO & LIZANO, 2001); com T. pseudomaculata onde a taxa foi de 88,3%
(GONCALVES et al., 1997) e um intervalo de 60 a 80% para T. rubrovaria (DAMBORSKY
et al., 2005), T. dimidiata (ZELEDON et al., 1970), T. infestans (RABINOVICH, 1972), T.
maculata (FELICIANGELI & RABINOVICH, 1985), T. rubrofasciata (BRAGA et al., 1998)
e T. pallidipennis (MARTiNEZ-IBARRA & KATTHAIN-DUCHATEAU, 1999). ROCHA et
al., (2001) observaram que a temperatura no género Rhodnius influencia ndo apenas no
periodo de incubagdo, mas também na incidéncia de eclosdo dos ovos, como mostrado por R.
robustus.

O periodo médio de incubagdo dos ovos para T. rubrovaria foi 24,84 dias, segundo
ARGUELLO et al., (1988), enquanto em nossos estudos o periodo de incubacdo para T.
carcavalloi foi 22.7 dias.

Neste estudo, a busca pelas primeiras refeigdes das ninfas de primeiro estagio de T.
carcavalloi mostrou uma freqiiéncia maior nos dias 2 e 4, semelhantes aos resultados relatados
por GONCALVES et al. (1997) para T. pseudomaculata mas diferentes para Triatoma
vitticeps, que mostra uma preferéncia pelos 3, 6 e 10 dias (GONCALVES et al., 1988).

E importante cuidar dos triatomineos recém alimentados, porque o manuseio inadequado é
uma das principais causas de mortalidade durante o seu desenvolvimento (SILVA, 1985 e
GOMES & SILVA, 2000).

O ciclo de vida de T. carcavalloi requer uma média de 13,4 refei¢cdes sanguineas,
maior que os valores observados para T. rubrovaria (11,1) segundo ALMEIDA et al. (2000),
para T. vitticeps (8) segundo GONCALVES et al., (1988) e em T. brasiliensis (11) segundo
SOARES et al., (2000), e menor do que o valor observado para T. pseudomaculada (14,7)
segundo GONCALVES et al., (1997). No entanto, as diferengas nas condi¢des experimentais

usadas por os varios autores deve ser considerado. Devemos considerar também que essas
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espécies vivem em habitats distintos e apresentam diferentes habitos alimentares. Fémeas de T.
pseudomaculata para compensar a menor quantidade de sangue ingerido, procurou a fonte de
alimento rapidamente e consumindo uma maior quantidade de refeicdes sanguineas
(DAMBORSKY et al., 2005). Ja as ninfas de 5° estagio de T. carcavalloi realizam varias
refeicdes para realizar ecdise.

A média do periodo de intermuda de ninfas de 2° estagio de T. rubrovaria foi maior
do que as ninfas de 3° estagio (SOARES et al., 2000). Triatoma brasiliensis, em condigdes de
temperatura padrao, tende a mostrar uma escala crescente de periodos de intermuda de ninfas
de 1° estagio a ninfas de 5° estagio (COSTA & MARCHON-SILVA, 1998 e SILVA, 1985), o
que corrobora com nossos estudos.

Uma das barreiras para o controle dos vetores da doengca de Chagas (uso de
inseticidas de acdo residual) ¢ a capacidade desses insetos de resistir ao jejum (GONCALVES
et al., 1989). Ninfas toleram periodos de jejum maiores que adultos (LENT &
WYGODZINSKY, 1979), confirmando nossos resultados, o que indicam um mecanismo de
compensacao para a maior capacidade de dispersao dos adultos (FELICIANGELI et al., 1980).

A capacidade de resisténcia ao jejum aumentou em T. carcavalloi do 1 ®ao 5 ° estagio
ninfal. Durante a fase adulta, menor resisténcia foi observada em machos em relagdo as
fémeas, corroborando os dados obtidos a uma temperatura de 30°C para T. rubrovaria
(SILVA, 1985) e para T. sordida (JUAREZ & SILVA, 1982). Estes resultados contradizem os
resultados obtidos para T. vitticeps (GONCALVES et al.,, 1989) e para T. rubrovaria
(ALMEIDA et al., 2003), onde os machos apresentam uma maior resisténcia ao jejum.

A taxa de mortalidade para T. carcavalloi foi maior nas ninfas de 3° estagio (22,2%),
0 que corrobora com a taxa observada em T. rubrovaria (OSCHEROV et al., 2005). Quando

ninfas de T. infestans foram alimentados com intervalos mais longos, a taxa de mortalidade
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aumentou, indicando a influéncia da alimentacio na mortalidade das ninfas
(PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ, 1969 ¢ PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ, 1953).
Neste estudo, a longevidade maior foi observada nos machos de T. carcavalloi, como
corroborando com o observado em T. rubrofasciata (BRAGA et al., 1998) ¢ T. rubrovaria
(OSCHEROV et al., 2005; SILVA, 1985; ARGUELLO et al., 1988; DAMBORSKY et al.,
2005). A longevidade das fémeas de T. carcavalloi verificou-se ser maior quando foram
alimentadas com pombos, sugerindo a influéncia provavel da alimentagdo (RUAS-NETO,
2002).

O ciclo de desenvolvimento das ninfas de 5°estagio de T. carcavalloi alimentados
com pombos durou uma média de 259,67 dias (RUAS-NETO, 2002), em contraste com 0s
resultados do presente estudo, no qual esta espécie foi alimentada com camundongos e
mostraram um ciclo médio de desenvolvimento de 193,43 dias. Segundo ZELEDON et al.
(1970), o ciclo de vida total de T. rubrovaria foi de aproximadamente 300 dias, enquanto em
nossos estudos, , o ciclo foi maior em T. carcavalloi (503,4 dias).

Nossos resultados sugerem que as caracteristicas biologicas sdo importantes critérios
para determinar as relagdes entre as espécies Triatoma carcavalloi, Triatoma circummaculata
e Triatoma rubrovaria, na presen¢a da mesma fonte de alimentacdo e de climatizagdo e com
base em espécimes coletados em domicilios no Estado de Rio Grande do Sul, Brasil.

A eficacia das campanhas de controle de vetores tem sido prejudicada pela resisténcia
ao jejum (JUAREZ & SILVA, 1982). Isto permite que a resisténcia desses animais permanecer
nos seus abrigos, livre de insecticidas e, por vezes, até mesmo a partir de seus efeitos residuais,
aumentando assim a possibilidade depois da recolonizagdo pelos individuos restantes
(CABELLO, 2001; GALVAO et al., 1996; GONCALVES et al., 1989; DIAS, 1965; COSTA

& PERONDINI, 1973; cortez & GONCALVES, 1998; CAILLEAUX et al., 2011).
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A capacidade de transmissdo da doenca de Chagas observada em T. carcavalloi ¢ tao
alto quanto o de T. rubrovaria, enquanto T. circummaculata se infecta menos (RUAS-NETO
& CORSEUIL, 2002), provavelmente porque se alimenta de mamiferos com menos
freqiiéncia. Estes dados, juntamente com os resultados deste estudo demonstram a necessidade
de uma vigilancia entomologica constante de T. carcavalloi.

Estes resultados ampliam o conceito especifico de T. carcavalloi ¢ fornecer outros
meios para o monitoramento mais especifico de espécies que invadem ecotopos domiciliares
durante as campanhas de controle de vetores executados pelas Agéncias de Saude do sul do

Brasil.
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7. CONCLUSOES

O aspecto geral dos ovos de T. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria para o
género Triatoma demonstra a existéncia de caracteres morfologicos bastante
diferenciados entre eles, principalmente no que diz respeito a quantidade de perfuragdes
presentes nas células dos corpos dos ovos e dos opérculos, comprovando que so

espécies distintas;

As principais diferengas morfologicas existentes entre os machos e as fémeas estdo na
bucula, rostro e no sulco estridulatério das espécies estudadas, confirmando o valor

taxondmico destas estruturas para a taxonomia dos triatomineos;

A forma codiforme na regido mediana da depressdo escutelar, ndo parece ser uma
caracteristica do género Triatoma, pois somente T. circummaculata possui esta forma

enquanto T. carcavalloi e T. rubrovaria nao apresentam tal forma;

Em todos os caracteres morfologicos estudados apontaram diferengas significantes nas
trés espécies, colocando cada espécie em seu status especifico. Entretanto, a espécie que
difere em maior nimero de caracteristicas, principalmente no tamanho das estruturas ¢

Triatoma circummaculata;

A resisténcia ao jejum de T. carcavalloi aumenta de acordo com a fase de
desenvolvimento e os resultados obtidos mostram que as fémeas sdo mais resistentes

que os machos;

Ninfas de quinto estddio (N5) precisam de varios repastos sangiiineos para efetuar a

ecdise e se tornar um inseto adulto, que ocorre com mais de um ano;
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7. As temperaturas iguais ou superiores a 28°C influenciaram o desenvolvimento de T.

carcavalloi, encurtaram o seu ciclo de vida.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Nesta dissertacdo foram realizados estudos biologicos e morfoldgicos, com a
finalidade de comparar trés espécies do ‘“‘subcomplexo rubrovaria”. As analises
mostraram diferencas significativas ao estudo da bucula, rostro, sulco estridulatorio,
escutelo, genitdlia feminina e ovos de T.carcavalloi, T. circummaculata ¢ T.
rubrovaria. Entretanto, aponta-se a importancia da observagdo de alguns parametros
morfométricos como: a geometria das asas e as medidas de machos e fémeas das trés

espécies.
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