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Figura 31 Vista por diafanização do último segmento rostral de R. prolixus. A seta destaca 
um pêlo com aparente função mecano-receptora, escala da barra= 50µm.  
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Figura 32 Vista do último segmento rostral de R. prolixus. Em A, a seta destaca um pêlo 
 com possível função mecano-receptora. Em B, a seta destaca um pêlo com 
possível função quimio-receptora. 
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Figura 33 Corte transversal do segmento rostral proximal de R. prolixus corado por azul 
de toluidina. C = cutícula, CA= canal alimentar + canal salivar, E MAD= estilete 
mandibular, E MAX= estilete maxilar, M= músculo, N= nervo, SR= sulco rostral 
T= traqueíola. Escala da barra= 100 µm. 
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Figura 34 Vista ventral do cérebro e gânglio subesofágico de R. prolixus corado por 
cloreto de cobalto. Um nervo labial esta indicado por uma seta. A outra seta 
indica prováveis fibras de neurônios sensoriais provenientes do rostro e 
corados por cloreto de cobalto. P= protocérebro, D= deutocérebro, T= 
tritocérebro, GS= Gânglio subesofágico. Escala da barra = 500 µm. 
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Figura 35 Desenho esquemático em vista ventral da reconstrução da trajetória dos 
neurônios do cérebro e gânglio subesofágico de R. prolixus. P= protocérebro, 
D= deutocérebro, T= tritocérebro, GS= Gânglio subesofágico, GP= Gânglio 
protoráxico, GPO= Gânglio posterior, NMM= neurópilo maxilar-mandibular, NM= 
neurópilo mesotoráxico. 
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Figura 36 Vista lateral do glânglio subesofágico e do gânglio protoráxico de R. prolixus 
corado por cloreto de cobalto. As setas indicam fibras oriundas de receptores 
do rostro em posição ventral. P= protocérebro, D= deutocérebro, T= 
tritocérebro, GS= Gânglio subesofágico. 
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Figura 37 Vista ventral de um detalhe do gânglio protoráxico de R. prolixus corado por 
cloreto de cobalto. A seta indica uma projeção de receptores do rostro. Escala 
da barra = 50 µm. 
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Figura 38 Vista ventral do gânglio subesofágico de R. prolixus corado por cloreto de 110
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cobalto. A seta mostra o conjunto das projeções de receptores do rostro em 
forma de “alfa’’, escala da barra= 100 µm. 

Figura 39 Vista dorsal do gânglio subesofágico e do gânglio protoráxico de R. prolixus. A 
seta mostra fibras do rostro marcadas com neurobiotina. Escala da barra = 100 
µm. C = cérebro, GS= gânglio subesofágico, GP= gânglio protoráxico 
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Figura 40 Vista dorsal do gânglio subesofágico de R. prolixus. As setas indicam corpos 
celulares motores marcados com rodamina, C = cérebro, GS= gânglio 
subesofágico, escala da barra = 100 µm. 

112

Figura 41 Vista ventral do sistema nervoso de R. prolixus corado por cloreto de cobalto. 
As setas mostram projeções dos neurônios das antenas, escala da barra = 100 
µm. C = cérebro, GS= Gânglio subesofágico, GP= gânglio protoráxico, GPO= 
gânglio posterior. 
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Figura 42 Vista ventral do gânglio posterior de R. prolixus corado por cloreto de cobalto. A 
seta indica o extremo final de uma arborização de um neurônio da antena, 
escala da barra = 100 µm.   
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Figura 43 Vista dorsal do sistema nervoso de R. prolixus. As setas destacam-se as 
projeções de neurônios das duas antenas marcadas com rodamina, C= 
cérebro, GS= Gânglio subesofágico, GP= gânglio protoráxico, escala da barra= 
500 µm. 
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Figura 44 Vista dorsal do gânglio protoráxico de R. prolixus. As setas indicam projeções 
de fibras antenais marcadas com rodamina, escala da barra= 100 µm. 
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Figura 45 Vista dorsal do sistema nervoso de R. prolixus corado por cloreto de cobalto. A 
seta mostra uma região do gânglio subesofágico que aparentemente apresenta 
conexões de fibras das antenas e do rostro. C = cérebro, GS= Gânglio 
subesofâgico, GP= gânglio protoráxico, escala da barra= 500 µm. 

117

Figura 46 Diagrama da série de eventos que ocorrem numa noite típica de alimentação de 
um triatomíneo. Neste, estão indicados os efeitos endógenos ou motivacionais 
(lado interno do círculo) e exógenos (lado externo do círculo), fatores que 
promovem ou modulam os diferentes componentes do comportamento destes 
insetos. (Adaptado de Guerenstein & Lazzari, 2008).  
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Lista de abreviaturas e símbolos 

ºC = graus centígrados 

% = porcentagem 

± = mais ou menos 

X = vezes 

: = por  

< = menor 

µl = microlitros 

ml = mililitro 

µl = micrômetros 

mm = milímetros 

cm = centímetros 

nm = nanômetro 

cm 2 = centímetro quadrado 

s = segundo  

min = minuto 

h = hora  

g = grama 

Co2= dióxido de carbono 

ATP= adenosina trifosfato 

PER = reflexo de extensão do rostro 

SNC = Sistema nervoso central 

MO = microscópio óptico 

ME = microscópio eletrônico 

L/E = luz/escuro 

UR = umidade relativa 

IR = radiação infravermelha 

LEDs = diodo emissor de luz 

TV = televisão 

N = número 

VHS = sistema de vídeo caseiro 

pH = potencial hidrogeniônico 

n.s = nenhuma significância 
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Resumo 

Rhodnius prolixus Stål (1859) é o principal vetor doméstico da doença de Chagas na 

Venezuela, Colômbia e também em países da América Central. Diante desta importância 

vetorial, realizaram-se diferentes estudos sobre o seu comportamento e fisiologia. 

Primeiramente, avaliou-se a atividade dos insetos em relação ao uso de abrigos na ausência 

e na presença de odores de hospedeiro. Demonstrou-se que odores provenientes do 

hospedeiro modulam a dinâmica de saída e entrada em abrigos, bem como a atividade 

locomotora em ninfas de R. prolixus mantidas em jejum avançado. Posteriormente, 

estudaram-se aspectos da orientação ao hospedeiro mediada por calor, utilizando uma fonte 

térmica artificial. Demonstrou-se que, de acordo com estudos anteriores realizados com 

Triatoma infestans, ninfas de R. prolixus são capazes de estimar a distância a que se 

encontra uma fonte de calor sem contato físico com a mesma. Contudo, mostrou-se que os 

insetos necessitam deslocar-se livremente para conseguirem estimar a distância à fonte. 

Interessantemente, demonstrou-se que a distância mais freqüente de disparo do PER 

(reflexo de extensão da probóscide) em R. prolixus é a de 5 mm da fonte térmica e que tal 

distância não varia em função da temperatura da mesma (testes desenvolvidos com fontes a 

35 ou 40 ºC). Além disto, demonstrou-se que estímulos mecânicos têm um papel como pista 

sensorial que, integrada às pistas térmicas, são capazes de afetar o desencadeamento do 

PER em triatomíneos. Posteriormente, aprofundaram-se estudos sobre aspectos 

comportamentais relacionados com a fase de seleção do local de picada. Para isto utilizou-

se uma fonte de calor que simulava a presença de um vaso sanguíneo sob a pele de um 

hospedeiro. Este aparato era constituído , basicamente, por uma placa de alumínio e um fio 

de níquel-cromo, ambos termostatizados, de forma que a placa foi mantida a 33°C e o fio a 

36°C. Este aparato era recoberto com uma membrana de látex que simulava a textura da 

pele de um hospedeiro. Demonstrou-se que a integração bilateral das antenas é necessária 

para guiar corretamente as tentativas de picada dos insetos. Finalmente, realizaram-se 

estudos anatômico-funcionais do rostro e das antenas dos insetos. Constatou-se que na 

superfície do rostro de R. prolixus não há sensilas termoreceptoras, mas uma grande 

quantidade de pêlos mecanoreceptores e um número relevante de quimioreceptores 

concentrados no extremo distal. Também se evidenciou que as projeções dos neurônios 

sensoriais do rostro de R. prolixus projetam-se no gânglio subesofágico, e 

subsequentemente, nos gânglios protorácico e posterior. Finalmente, foram encontradas 

regiões do sistema nervoso central onde há uma aparente convergência entre as fibras das 

antenas com aquelas oriundas do rostro. 
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Abstract 

Rhodnius prolixus Stål (1859) is the main domestic vector of Chagas disease in Venezuela, 

Colombia and parts of Central America. In the present investigation, we studied aspects of 

the behaviour and physiology of this insect related to host search. Firstly, the pattern of 

locomotion activity was studied with bugs associated to refuges. Besides, we evaluated 

whether this activity was altered in the presence of host odours. The results showed that host 

odours promote a significant increase on shelter related activity, i.e. leaving or entering 

movements, and also on bug locomotion. This could only be observed with bugs starved for 

30 or 60 days, but not for 21 days. Insects leaved and entered the shelters at specific 

moments, after dusk and before dawn, respectively. Subsequently, the use of heat as a 

stimulus for short distance orientation to the host was studied. A thermal source consisting of 

a square aluminium plate was used for the study. The results showed that, in accordance 

with previous studies with Triatoma infestans, nymphs of this species were able to estimate 

the distance to a thermal source. However, our experiments showed that the insects need to 

walk freely in order to estimate the distance to the source accurately. The proboscis 

extension reflex (PER) was performed in response to a heat source with maximum frequency 

at 5 mm from it. The distance at which PER was expressed was independent of the 

temperature of the thermal source (35 or 40 ºC). To our knowledge, this is the first report that 

demonstrates that mechanical stimuli play a role as sensory cues that, integrated with 

thermal cues, can affect the expression of the PER in triatomines. Subsequently, some 

aspects of vessel location were analysed in R. prolixus. A thermal source was used to 

simulate the presence of a blood vessel under the skin of a host. This apparatus was 

constituted by an aluminium plate and a nickel-chrome wire, both thermostatized, at 33°C 

and 36°C, respectively. This apparatus was covered with a latex membrane to simulate the 

texture of the skin of a host. The results demonstrated that the bilateral integration of the 

thermal inputs from both antennae is necessary to correctly guide the biting attempts of the 

insects. Finally, morphological studies were carried out to study the functional anatomy of the 

proboscis and the sensory projections from this structure and the antennae of the bugs. No 

thermo-hygroreceptor could be found on the proboscis of R. prolixus. Nevertheless, a great 

number of mechanoreceptor sensila could be observed along this structure, as well as a 

significant number of chemoreceptors at the tip of the rostrum. The results also evinced the 

presence of projections from sensory axons coming from both the proboscis and the 

antennae, into several parts of the central nervous system of R. prolixus. Finally, potential 

areas of convergence between the sensory neurons projecting from the antenna and 

proboscis were reported.  
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1.1Rhodnius prolixus e a doença de Chagas 

Os triatomíneos são insetos paurometábolos pertencentes à ordem Hemíptera 

(família Reduviidae, subfamília Triatominae) e são exclusivamente hematófagos em 

todas as fases da vida. Os seus principais hospedeiros são vertebrados das diversas 

classes, mas fundamentalmente aqueles endotérmicos. Os triatomíneos apresentam 

relevância por serem os vetores da doença de Chagas (Chagas, 1911; Lent & 

Wygodzinsky, 1979; Zeledón & Rabinovich, 1981). O agente etiológico desta 

enfermidade é o protozoário flagelado Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 que é 

normalmente transmitido pelos insetos aos seres humanos através das fezes 

liberadas durante e ou após o seu repasto sanguíneo. 

A doença de Chagas é um dos principais problemas de saúde pública no 

continente americano, ao qual se encontra praticamente restrita, apesar de serem 

detectados alguns casos em outras regiões do planeta devidos às migrações 

humanas. Atualmente, acomete 8 milhões de pessoas, enquanto outros 28 milhões 

vivem em áreas de risco (WHO, 2005).  

A transmissão vetorial em zonas rurais da América Latina responde por 80% 

dos casos de doença de Chagas (Dias, 1987). O restante da transmissão do 

parasito ocorre por outras vias, como a transfusão sanguínea ou a transmissão 

congênita e, inclusive, ocasionalmente, através de transplantes de órgãos, ingestão 

de alimentos contaminados ou acidentes em laboratório.   

Segundo Lent & Wygodzinsky (1979), o T. cruzi é encontrado em mamíferos 

silvestres, sendo transmitido nesses ambientes por diversas espécies de 

triatomíneos. A transmissão do parasito aos reservatórios silvestres parece 

acontecer provavelmente pela predação dos insetos pelos seus próprios 

hospedeiros, mas a via de transmissão fecal não pode ser descartada neste caso. A 

colonização das habitações humanas (domicílio e peridomicílio) por triatomíneos, 

provavelmente ocorre como conseqüência da ação de degradação dos habitats 

naturais destes insetos pela população humana. No habitat artificial, algumas 

espécies conseguem estabelecer colônias devido a grande oferta de alimento e 

abrigos, promovendo-se, assim, o desenvolvimento do ciclo doméstico do parasito.  

Atualmente, há 141 espécies de triatomíneos descritas, que podem ser 

agrupadas em 18 gêneros (Galvão et al, 2003; Forero et al, 2004; Costa et al, 2006; 

Costa & Felix, 2007; Sandoval et al, 2007; Martínez et al, 2007; Bérenger & 

Blanchet, 2007). Embora os insetos de todas essas espécies sejam potencialmente 
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vetores da doença, alguns possuem maior importância epidemiológica. Um exemplo 

é Rhodnius prolixus Stål 1859 (Figura 1), o principal vetor doméstico da doença de 

Chagas na Venezuela, Colômbia e também em partes da América Central 

(Guatemala, Honduras, Nicarágua, El Salvador). Esta importância vetorial justifica a 

relevância de realizar diversos estudos sobre o seu comportamento e fisiologia. 

Segundo Lent & Wygodzinsky (1979), R. prolixus é encontrado em galinheiros 

e pombais e também é comumente encontrado em associação com roedores e aves 

em diversas espécies de palmeira, sendo estes animais possíveis agentes 

transportadores na sua dispersão. A sistemática e taxonomia dos insetos 

pertencentes ao gênero Rhodnius é muito discutida por diversos autores. Gamboa 

(1963) relata que, na América Central, R. prolixus parece estar completamente 

confinado a habitats domésticos e peridomésticos. Esse autor relata que, na 

Venezuela e Colômbia, são encontradas populações domésticas e, ainda, 

populações silvestres em copas de palmeiras. Segundo esse autor, estes ambientes 

representam o ecótopo original da espécie. Já Schofield & Dujardin (1999), propõem 

que R. prolixus é uma espécie exclusivamente doméstica, derivada de Rhodnius 

robustus Larrouse, 1927. 
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Figura 1: Foto de uma fêmea adulta de Rhodnius prolixus sobre a pele de um hospedeiro. 

Foto extraída do site: www.osel.cz/_popisky/119_/1191566686.jpg 

1.2 O abrigo: um recurso fundamental para os triatomíneos 

Durante o dia, os triatomíneos são normalmente encontrados em grupos, no 

interior de abrigos, num estado de imobilidade denominado akinesis (Wigglesworth & 

Gillet, 1934). Estes insetos, quando imóveis, ficam em estreito contato com o 

substrato e com outros membros da colônia (tigmotaxia). Esta tendência somada à 

sua intensa fototaxia negativa (Reisenman & Lazzari, 1998) leva os triatomíneos a 

permanecerem agregados dentro de abrigos, no interior de gretas, tocas de madeira, 

de pedra e outros esconderijos com reduzida iluminação. Durante a noite, estes 

insetos mostram uma maior atividade, aparentemente iniciando a busca de alimento 

nas primeiras horas de escuridão e procurando refúgios no fim deste período 

(Espínola, 1973; Núnez, 1987; Lazzari, 1992; Lorenzo & Lazzari, 1998). 

A atividade espontânea dos triatomíneos tem sido estudada por diversos 

autores (Espínola, 1973; Núnez, 1982; Setembrini, 1984; Lazzari, 1992). Estes 

autores analisaram a atividade locomotora de triatomíneos em actômetros com 

ciclos artificiais de luz/escuridão e temperatura constante. Lorenzo & Lazzari (1998) 

também avaliaram a atividade locomotora espontânea de triatomíneos em 

associação com abrigos artificiais. Em Triatoma infestans (Klug, 1834) foi 

demonstrado que existe um ritmo circadiano de atividade locomotora, com dois picos 

de atividade controlados de forma endógena: o primeiro no início da escotofase e o 

segundo no começo da fotofase (Lorenzo & Lazzari, 1998). Foi proposto que os 

picos de atividade mencionados estariam relacionados com a busca do hospedeiro e 

do abrigo, respectivamente (Lazzari, 1992; Lorenzo & Lazzari, 1998).  O nível de 

atividade espontânea, i.e., atividade promovida por motivação endógena na 

 22



ausência de pistas sensoriais emitidas por hospedeiros, de ninfas de T. infestans 

aumenta com o jejum, o que, em conseqüência, faz com que os insetos apresentem 

uma maior tendência a permanecerem expostos (Lorenzo & Lazzari, 1998).  

Os hospedeiros vertebrados emitem diversas pistas que podem ser utilizadas 

pelos insetos para detectá-los. Odores liberados pela pele e hálito do hospedeiro, e 

ainda pelas suas excretas, difundem e podem ser transportados por correntes de ar. 

O primeiro efeito fisiológico destes compostos pode ser ativar os insetos, e desta 

maneira, promover o início da sua locomoção. Isso poderá aumentar a probabilidade 

de que os insetos encontrem pistas direcionais capazes de orientá-los até seus 

hospedeiros (Guerenstein & Lazzari, 2008).  

No presente trabalho, caracterizou-se o padrão de atividade de saída e entrada 

em abrigos de ninfas de R. prolixus, assim como a sua atividade locomotora na 

ausência de pistas do hospedeiro. Adicionalmente, avaliamos se o nível de jejum 

dos insetos afeta a expressão de tais atividades relacionadas ao uso de abrigos. 

Além disto, foi analisado se há uma modulação temporal da expressão dessas 

atividades ao longo da escotofase. Finalmente, avaliamos se a presença de sinais 

químicos emitidos por hospedeiros é capaz de ativar a saída dos insetos dos seus 

abrigos e incrementar o nível de atividade locomotora apresentado pelos mesmos. 

 

1.3 Orientação de insetos ao hospedeiro 

Segundo Bernard (1970), os insetos hematófagos passam por cinco etapas 

durante a sua orientação e contato com o hospedeiro. A primeira destas é a 

detecção e orientação à longa distância, que é seguida pela aproximação e 

orientação à curta distância. Após a chegada ao hospedeiro, estabelece-se um 

contato do inseto com a pele, a sondagem em busca de um vaso para obter o 

sangue e, finalmente, dá-se o início da alimentação.  

Os insetos utilizam diferentes pistas provenientes do corpo dos hospedeiros na 

detecção, localização e orientação até estes. No caso das principais espécies 

transmissoras do T. cruzi, como R. prolixus e T. infestans, a orientação aos 

hospedeiros depende da percepção, principalmente, de pistas de modalidades 

química e térmica (Núñez, 1982; Lazzari & Núñez, 1989; Taneja & Guerin, 1995; 

1997; Schmit 2000; Barrozo & Lazzari, 2004a; Barrozo & Lazzari, 2004b; Barrozo & 

Lazzari, 2006). Destas, a principal pista usada pelos triatomíneos é o calor radiante 

emitido pelos animais de sangue quente (Lazzari & Núñez, 1989). A pista térmica é 
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a única capaz de induzir os insetos a expressar o reflexo de extensão de probóscide 

(PER) e, conseqüentemente, a picar objetos quentes (Lazzari & Nuñez, 1989; Flores 

& Lazzari, 1996; Wigglesworth & Gillett, 1934). Em sua ausência, outras pistas 

podem induzir orientação (Núñez, 1987; Taneja & Guerin, 1995; Guerenstein & 

Guerin, 2001), mas não a resposta de picada e a alimentação (Lazzari, 1990). 

Wigglesworth & Gillet (1934) descreveram que R. prolixus é atraído por fontes 

térmicas com temperatura entre 35 a 38 ºC. Lazzari & Núñez (1989) também 

demonstraram que T. infestans é atraído por fontes de calor radiante. Ambos os 

trabalhos citados acima descreveram que R. prolixus e T. infestans movimentam as 

antenas nos planos horizontal e vertical durante a sua trajetória até a fonte térmica. 

Ainda, segundo esses autores, este movimento é acompanhado por atividade 

locomotora e extensão do rostro quando o inseto já se encontra próximo da fonte 

térmica, i.e., 1-2 cm. Lazzari & Núñez (1989), demonstraram que a atividade 

locomotora e a freqüência dos movimentos antenais são aumentadas frente à 

elevação da temperatura da fonte de calor em T. infestans e sugerem, diante destes 

dados, que as antenas estão envolvidas na aquisição de informação térmica sobre a 

fonte alimentar. Adicionalmente, esses autores também demonstraram que T. 

infestans é capaz de distinguir fontes de calor radiante mantidas a distintas 

temperaturas (32º a 45ºC) ou mantidas a diferentes distâncias. Ou seja, os 

triatomíneos mudam a sua resposta de acordo com a temperatura da fonte térmica, 

independente da sua área ou da distância a qual esta se encontra.   

As antenas possuem a capacidade de detectar a radiação infravermelha 

emitida pelo corpo dos hospedeiros (Lazzari & Nuñez, 1989; Schmitz et al, 2000). 

Esta capacidade sensorial, aparentemente única entre os artrópodes hematófagos, 

permite-lhes detectar seus hospedeiros sem necessidade de correntes de 

convecção que transportem o calor ou de contato físico com a fonte de calor. 

Entretanto, os processos fisiológicos pelos quais essa informação é obtida não são 

conhecidos. Outros artrópodes hematófagos utilizam os movimentos de convecção 

do ar gerados pelo calor emitido pelos seus hospedeiros para se orientar e 

aproximar deles, como por exemplo os mosquitos (Bar-Zeev et al 1977; Brown, 

1951). 

Flores (2005) realizou um experimento em que manteve triatomíneos em 

condições de open-loop, i.e., situação na qual o estímulo apresentado se mantém 

constante e não é modificável pela resposta comportamental do inseto. Numa 
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primeira série de ensaios, os insetos foram estimulados com uma fonte térmica que 

era mantida a temperatura fixa, porém apresentada a diferentes distâncias. Numa 

segunda série, o tamanho da fonte apresentada aos insetos foi modificado, sem que 

sua distância ou temperatura variassem. Para os dois casos, foi evidenciada uma 

forte correlação entre os ângulos de abertura das antenas apresentados pelos 

insetos e os ângulos subtendidos pela fonte. Isto ocorreu independentemente do 

tamanho da fonte usada ou da distância a que era apresentada em cada série 

experimental. Esses resultados revelaram diversos aspectos da sensibilidade 

térmica dos triatomíneos. Primeiro, estes insetos podem controlar ativamente a 

posição de suas antenas, de acordo com o tamanho aparente da fonte térmica. 

Segundo, há uma convergência multimodal das informações sensoriais durante a 

orientação a fontes térmicas, visto que a entrada de proprioceptores antenais é 

integrada com a informação térmica para produzir os movimentos das antenas. 

Finalmente, os dados dessa autora demonstraram que os triatomíneos podem 

estimar o tamanho aparente de um objeto. Este fato gera uma pista de como os 

insetos reconhecem um hospedeiro pela sua temperatura. Desta forma, há diversas 

informações que podem ser avaliadas a partir da energia radiante emitida por uma 

fonte de calor. O seu tamanho, temperatura e a distância a que se encontra, dentre 

outros, são informações relevantes que, integradas devidamente, podem definir se 

um objeto quente está próximo e é grande, ou se está afastado e é pequeno. Um 

objeto grande e quente, mantido à longa distância, pode produzir o mesmo padrão 

de estimulação nas antenas dos insetos do que um objeto quente e pequeno 

colocado à curta distância, i.e., os ângulos subtendidos por ambos os objetos serão 

semelhantes. Diversas características da fonte, como distância, temperatura e 

forma, podem proporcionar ao inseto informações adicionais e valiosas. De fato, os 

triatomíneos são capazes de reconhecer o hospedeiro integrando os estímulos 

térmicos recebidos pelas antenas com informações relacionadas à distância e o 

tamanho da fonte (Flores, 2001). Junto com a sua temperatura, estas duas variáveis 

afetam diretamente a quantidade de calor recebido pelos termoreceptores das 

antenas dos insetos. Cabe ressaltar que as três variáveis, combinadas de múltiplas 

maneiras, podem apresentar a mesma quantidade de calor. No entanto, ainda são 

necessários estudos que descrevam os mecanismos fisiológicos subjacentes a esta 

capacidade sensorial. 

De acordo com as leis da termodinâmica, o calor que atinge um termoreceptor 
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depende de três variáveis: a distância, a área e a temperatura da fonte térmica (mais 

precisamente, a diferença entre a temperatura da fonte e aquela do meio ambiente). 

O mecanismo pelo qual os triatomíneos estimam a distância de uma fonte térmica 

não foi ainda esclarecido, mas, de acordo com Flores (2005), processos simples 

podem estar envolvidos. Os insetos poderiam integrar bilateralmente as entradas 

sensoriais das antenas por triangulação, comparando a quantidade de calor 

recebido simultaneamente por termoreceptores localizados em diferentes locais no 

corpo, e.g., cada antena (Wigglesworth & Gillett, 1934; Flores & Lazzari, 1996). Os 

insetos também poderiam avaliar, por meio de um único sistema termoreceptor, a 

taxa de aumento da estimulação térmica causada pelo seu próprio deslocamento 

(Figura 2). A segunda possibilidade é sugerida como hipótese alternativa, a partir de 

resultados obtidos com insetos antenectomizados (Flores & Lazzari, 1996). Neste 

caso, os animais podem comparar estímulos térmicos recebidos pelo mesmo 

termoreceptor em ocasiões consecutivas durante sua aproximação a fonte térmica. 

Os sucessivos estímulos recebidos, dessa maneira, podem fornecer informação 

adequada para derivar a distância da fonte (Flores, 2001).  

Barrozo et al (2003) demonstraram, pela primeira vez, que a umidade relativa é 

capaz de promover, isoladamente, a orientação de insetos hematófagos e 

relacionaram seus resultados com a orientação dos triatomíneos ao hospedeiro. 

Estes autores demonstraram que T. infestans é atraído por fontes de umidade 

situadas a um máximo de 5 cm de distância dos insetos. 

Além do calor e a umidade, há outros estímulos que podem permitir a 

orientação dos insetos hematófagos ao hospedeiro. Um grande número de trabalhos 

com insetos hematófagos relata respostas fisiológicas ou comportamentais frente a 

pistas químicas associadas com a presença de hospedeiros vertebrados (Bar-Zeev 

et al, 1977; Burssel et al, 1988; Takken & Kline,1989; Taneja & Guerin, 1995; 

Groenendijk et al, 1996; Torr et al, 1996; Takken & Knols, 1999; Braks et al, 2001; 

Steib et al, 2001; Barrozo & Lazzari, 2004a; Barrozo & Lazzari, 2004b; Smallegange 

et al, 2005; Guerenstein & Lazzari, 2008).  
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Figura 2 (Adaptada de Flores, 2001). Variação da intensidade da radiação infravermelha 

(energia térmica) em função da distância a uma fonte emissora de calor. As curvas 

correspondem a uma mesma fonte mantida a diferentes temperaturas específicas. Os 

números sobre as curvas indicam a magnitude do aumento de energia entre dois pontos da 

curva. Quadro inserto: insetos a diferentes distâncias da fonte são atingidos por diferentes 

quantidades de energia térmica emitida pela fonte (acontece igualmente com diferentes 

partes do corpo de um inseto). Esta energia, através da estimulação de termoreceptores, 

pode fornecer ao animal informações concernentes à posição, temperatura e tamanho da 

fonte. 

 

Normalmente, insetos hematófagos podem perceber plumas de odores 

provenientes do hospedeiro ou mesmo de um indivíduo do sexo oposto. Após a 

percepção de odores potencialmente atraentes, os insetos podem iniciar o vôo 

orientado em direção às correntes de ar. A esta resposta comportamental 

direcionada contra a direção da corrente de ar associada ao estímulo dá-se o nome 

de anemotaxia positiva. O dióxido de carbono (CO2), eliminado pelos hospedeiros 

vertebrados, constitui um sinal químico de uso quase universal por artrópodes 

hematófagos para a busca dos seus hospedeiros. Um exemplo é o mosquito Aedes 

aegypti, que apresenta uma resposta de anemotaxia positiva frente a correntes de ar 

enriquecidas com CO2 (Eiras & Jepson, 1991; Geier et al, 1999a). Eiras & Jepson 

(1991) demonstraram que o nível de atividade de vôo deste mosquito está 

positivamente correlacionado com a concentração de CO2 presente no ar.  
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O ácido lático é um atraente fraco para diferentes espécies de mosquitos 

quando apresentado como estímulo único (Geier et al, 1996; Braks et al. 2001).   

Entretanto, combinado ao dióxido de carbono a reposta de atração aumenta a níveis 

muito superiores aqueles observados quando cada um dos compostos é 

apresentado isoladamente (Eiras & Jepson, 1991; Geier et al, 1999 a; Steib et al, 

2001; Dekker et al, 2002). Em T. infestans Barrozo & Lazzari (2004b) demonstraram 

que quando apresentado isoladamente o ácido lático não promove nenhum tipo de 

resposta orientada a este sintético. Contudo, quando esta substância é combinada 

com uma concentração de CO2, T. infenstans mostra uma resposta, sendo a dose de 

100 µm de L-ácido lático adicionado com 300 ppm de CO2 a única efetiva (Barrozo & 

Lazzari, 2004b). 

Além do CO2, há vários outros compostos utilizados por insetos hematófagos 

na localização e orientação aos hospedeiros. Tais compostos são normalmente 

chamados cairomônios e têm a característica comum de modular a orientação dos 

insetos nas correntes de ar, quando na procura dos seus hospedeiros. Um 

cairômonio relevante é o 1-octen-3-ol, um composto presente no ar exalado e nas 

excretas de diversos vertebrados. O composto foi testado com sucesso na atração 

de Glossina morsitans (Bursell et al, 1988; Vale et al, 1988). Para várias espécies de 

mosquitos, foi demonstrado que o 1-octen-3-ol interage de forma sinérgica com o 

dióxido de carbono (Takken & Kline, 1989; Van Essen et al, 1994). Outro cairomônio 

que também constitui um sinal atraente relacionado com a presença do hospedeiro é 

a amônia (Smallegange et al, 2005). Além disto, a amônia, combinada ao ácido 

lático e a dois ácidos graxos, parece ser bastante atraente para Aedes aegypti 

(Bosch et al, 2000). 

Em triatomíneos, já foi descrita atração por CO2 em R. prolixus e T. infestans 

(Núñez, 1982; Taneja & Guerin, 1995; Barrozo et al, 2004a; Barrozo & Lazzari, 

2004b). Os insetos desta espécie apresentam anemotaxia positiva frente a correntes 

de ar, quando são adicionadas a estas pequenas quantidades de CO2 (Núñez, 1982; 

Taneja & Guerin, 1995; Barrozo et al, 2004a). Ainda, essa resposta é mais intensa 

nas primeiras horas da fase escura, sendo tal modulação diária controlada por um 

mecanismo de relógio endógeno (Barrozo et al, 2004a).  

Guerenstein & Guerin (2001) demonstraram, através do uso de um 

compensador de marcha, que T. infestans é atraído por correntes de ar associadas 

a ácido isobutírico. Além disso, esses autores demonstraram que nonanal, 
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acrescentado a correntes de ar, promove um aumento na velocidade de marcha dos 

insetos, mas não modula a sua orientação. Barrozo (2003) demonstrou, através da 

técnica de eletroantenografia (EAG), que a antena de T. infestans apresenta 

respostas ao ácido lático, 1-octen-3-ol e vários ácidos graxos de cadeia curta, sendo 

estas respostas dose dependentes. A mesma autora demonstrou a existência de 

anemotaxia positiva em T. infestans frente a correntes de ar que apresentam 1-

octen-3-ol (Barrozo & Lazzari, 2004a) e também frente a correntes de ar que 

apresentam ácido lático junto com uma mistura de ácidos graxos de cadeia curta, 

i.e., ácido propanóico, ácido butírico e ácido valérico (Barrozo & Lazzari, 2004b). 

Todos os compostos químicos citados acima são odores associados com a 

presença de hospedeiros endotermos, dos quais os triatomíneos obtém o sangue. 

Particularmente, os ácidos graxos de cadeia curta são caracteristicamente 

produzidos pela flora bacteriana da pele dos seres humanos (Knols et al. 1997). 

 

1.4 Comportamento alimentar 

O ciclo de vida e a dinâmica populacional dos triatomíneos dependem de 

maneira crítica da interação com seus hospedeiros vertebrados. Os triatomíneos são 

insetos hemimetábolos de tamanho relativamente grande e, por isto, necessitam de 

quantidades consideráveis de sangue em todos os seus estádios de 

desenvolvimento (Schofield, 1994). Enquanto uma fêmea adulta de T. infestans 

ingere em torno de 350 µl de sangue em um único repasto (Guarneri et al, 2000), o 

volume de sangue ingerido por uma fêmea do gênero Anopheles é de 

aproximadamente 2 µl; no caso de Culex, 3 µl, e das moscas do gênero Glossina, 30 

µl (Lehane, 1991). 

Os triatomíneos são insetos solenofágicos e, portanto, retiram o sangue 

diretamente dos vasos sangüíneos, i.e., vênulas ou arteríolas (Lavoipierre et al, 

1959). O rostro dos triatomíneos engloba o fascículo, que é composto pelas duas 

maxilas, e as duas mandíbulas. Uma das funções das peças bucais dos 

triatomíneos, de fato a inicial, é a de penetrar a pele do hospedeiro. As mandíbulas 

ancoram o fascículo na superfície da pele, enquanto as maxilas, que são 

controladas por grandes músculos associados à sua base, penetram na derme, 

mediante fortes movimentos, atuando como um par de lâminas de corte. Após a 

penetração na derme e a detecção de um vaso sangüíneo, as maxilas atuam como 

uma agulha hipodérmica que "canula" o vaso. Assim, após a canulação começa o 
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processo de ingestão de sangue (Figura 3). O canal salivar e o alimentar são 

formados pela justaposição dos sulcos presentes em cada maxila. Durante a fase de 

sondagem as maxilas permanecem juntas, realizando movimentos oscilatórios à 

procura do vaso sanguíneo (Figura 3). Após a penetração no vaso, a maxila 

esquerda coloca-se numa posição retraída em relação à direita, formando a "boca 

funcional", o que antecede a sucção de sangue (Lavoipierre et al, 1959). Segundo 

Friend & Smith (1971), durante a fase de sondagem, R. prolixus retira 

periodicamente amostras do líquido que rodeia a ponta das maxilas, analisando-o 

com os quimio-receptores epifaríngeos. Quando a dieta contém ATP, esta fase 

demora de 15-25 segundos, sendo que este tempo aumenta quando é oferecida 

uma solução salina sem esse fagoestimulante (Friend & Smith, 1971).  

De maneira geral, ao introduzirem suas peças bucais na pele do hospedeiro 

em busca de sangue, os artrópodes hematófagos induzem várias reações 

reparadoras ou de defesa (Ribeiro & Franschetti, 2003). Entre elas estão a 

agregação plaquetária, a contração do vaso lesado, a coagulação sanguínea (os 

três mecanismos da hemostasia), o aumento da permeabilidade vascular e a 

quimiotaxia leucocitária (Ribeiro & Franschetti, 2003). Além disto, as reações 

inflamatórias e de hemostasia podem ser exacerbadas com o desenvolvimento de 

uma resposta imune contra os antígenos presentes na saliva destes artrópodes. 

Portanto, durante a hematofagia, podem ser promovidas algumas ou todas estas 

reações, que vão dificultar a ingestão de sangue (Ribeiro, 1987). 

Por outro lado, a alimentação sanguínea é facilitada pela saliva do artrópode, 

que é inoculada dentro da pele do hospedeiro durante a fase de sondagem 

("probing") e de ingurgitamento. Na saliva dos artrópodes hematófagos já foi descrita 

uma variedade de substâncias que auxiliam a obtenção de sangue do hospedeiro 

por apresentaram atividade anti-hemostática. Dentre elas foram relatadas 

substâncias com atividade anticoagulante (Hellman & Hawkins, 1964, 1965; Ribeiro 

et al, 1995; Pereira et al, 1996), vasodilatodora (Ribeiro et al, 1990, 1993) e inibidora 

da agregação plaquetária induzida por ADP, colágeno e ácido araquidônico (Ribeiro, 

1995). 

Além das atividades anti-hemostáticas, na saliva de insetos hematófagos são 

encontradas substâncias que podem diminuir indiretamente a irritação do hospedeiro 

induzida pela picada. Exemplo disso é a atividade anti-histamínica, que dificulta a 

ligação da histamina nas terminações nervosas livres, retardando o aparecimento do 
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prurido (Ribeiro & Walker, 1994). Adicionalmente, a atividade da enzima sialidase 

dificulta a taxia para o sítio da picada das células polimorfonucleares, a qual é 

induzida pelo ácido siálico. Como conseqüência disso, esse processo diminui a 

reação inflamatória (Amino et al, 1998). Finalmente, há relatos de atividade 

imunossupressora para dificultar a exacerbação da resposta inflamatória induzida 

pela resposta imune (Kalvachova et al, 1999). Até o momento, o único relato de uma 

ação direta sobre a atividade nervosa foi descrito exclusivamente para T. infestans, 

já que a saliva deste inseto inibe a geração do impulso nervoso afetando a corrente 

de sódio (Dan et al, 1999).  

Durante a fase de sondagem (Friend & Smith, 1971) e durante toda a fase de 

ingurgitamento (Ribeiro & Garcia, 1980; Soares et al, 2006) ocorre salivação. Além 

disto, Soares et al (2006) demonstraram a saliva é liberada logo após a picada. Na 

fase de busca dos vasos, a saliva é liberada frequentemente dentro da pele do 

hospedeiro, ao redor dos vasos sanguíneos. Durante a fase de ingurgitamento, a 

saliva é liberada em jatos dentro dos vasos sanguíneos e, comumente, ela é sugada 

pelo inseto juntamente com o sangue. A deposição da saliva na microcirculação é 

continua e modulada pela freqüência da bomba cibarial. Isto é assim, uma vez que a 

bomba, quando funciona em alta freqüência, suga parte da saliva junto com o 

sangue para dentro do intestino do inseto. Soares et al (2006) sugerem que, este 

mecanismo pode determinar a quantidade de saliva que será depositada na 

microcirculação e, como conseqüência, minimizar a resposta imune do hospedeiro 

aos antígenos presentes na saliva dos insetos. 
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Figura 3: Esquema ilustrando o processo de penetração da derme de um hospedeiro pelas 

peças bucais de um triatomíneo (Lavopierre, 1959). Em a, o lábio é ancorado pelos estiletes 

mandibulares, enquanto os estiletes maxilares penetram a derme. Em b, os estiletes 

maxilares realizam movimentos à procura de um vaso sanguíneo. Em c, os estiletes 

maxilares canulam o vaso e inicia-se a alimentação. 

 

 1.5 Escolha do sítio de picada 

Sabe-se que alguns insetos hematófagos têm preferência por picar certas 

partes do corpo de seus hospedeiros. Um exemplo disso é Anopheles gambiae, um 

mosquito altamente antropofílico (Knols et al, 1994; De Jong & Knols, 1995; Takken 

& Knols, 1999) que prefere picar os pés dos seres humanos. Esta preferência deve-

se ao fato de ser atraído por correntes de ar associadas com ácidos graxos de 

cadeia curta, oriundos da pele dos pés humanos (Knols & Jong, 1996). Cabe 

salientar que tais odores são provenientes da atividade metabólica de bactérias do 

gênero Corynebacterium, que degradam compostos químicos presentes sobre a 

pele humana (Knols & Jong, 1996). Já um mosquito que apresenta zoofilia, como 

Anopheles atroparvus, prefere picar na região do rosto dos seus hospedeiros, pois é 

atraído especialmente pelo dióxido de carbono, emitido na respiração dos 

vertebrados. 

Belkaid et al (2000) descreveram uma maior eficiência do processo alimentar 

de Phlebotomus papatasi em sítios específicos da pele do hospedeiro. Esses 

autores demonstraram que a reação de hipersensibilidade (tipo IV), produzida na 
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pele do hospedeiro como conseqüência das suas picadas prévias, facilita a sua 

posterior alimentação nos mesmos locais. Isso parece ser provocado pelo aumento 

do fluxo local de sangue devido à resposta inflamatória (Belkaid et al, 2000). Os 

autores discutem que é provável que componentes salivares tenham sido 

selecionados por exacerbarem tais respostas na pele do hospedeiro, favorecendo a 

alimentação nestes locais em comparação com a alimentação em pele normal.  

Ferreira et al (2007) demonstraram pela primeira vez em insetos hematófagos 

que R. prolixus prefere sítios específicos da pele do hospedeiro para picar. Estes 

autores demonstraram que R. prolixus pode avaliar a diferença de temperatura 

existente entre os vasos sanguíneos e os tecidos adjacentes e utilizá-la na 

localização dos vasos.  Através de análises de termografia, utilizando uma câmera 

sensível à luz infravermelha, estes autores evidenciaram que há diferenças de 

temperatura entre os vasos e tecidos adjacentes. Posteriormente, fontes de calor ad 

hoc que simulavam os gradientes de temperatura presentes aos lados de um vaso 

sanguíneo foram apresentadas aos insetos. O padrão de comportamento registrado 

evidenciou a importância das pistas térmicas na seleção do local mais apropriado 

para a picada.  

Ferreira (2004) avaliou aspectos relacionados com o comportamento dos 

insetos durante o contato com o hospedeiro. Para isto, utilizou uma fonte térmica 

que simulava os gradientes de temperatura existentes entre os vasos sanguíneos e 

a pele do hospedeiro. Essa fonte térmica era constituída por um bloco de alumínio 

sobre o qual era fixado um fino arame de níquel cromo (diâmetro de 300 µm), ambos 

com a temperatura controlada por termostatos independentes. Em alguns dos 

ensaios do último trabalho citado, a fonte térmica foi coberta por uma membrana de 

látex, a fim de simular a textura da pele de um hospedeiro. Nesse estudo foi 

determinado que os insetos alteram seu comportamento de picada quando testados 

com fontes com ou sem cobertura de látex. Portanto, tal estudo definiu diferentes 

categorias de picada. As categorias foram: a) contatos rápidos i.e., contatos nos 

quais os insetos permaneciam com o rostro sobre um mesmo ponto da fonte por 

menos de 1,5 segundos; b) contatos prolongados, i.e., aqueles nos quais os insetos 

permaneciam com o rostro apoiado num mesmo ponto da fonte por mais de 1,5 s; e 

c) contatos em forma de varredura, i.e., aqueles nos quais os insetos deslizavam o 

extremo do rostro por vários pontos da fonte ininterruptamente. Ressalta-se que o 

trabalho mencionado demonstra que os contatos do tipo prolongado foram 
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observados somente nos ensaios em que a placa foi coberta com látex. Ferreira 

(2004), além de descrever os tipos de picada, também avaliou a sua freqüência em 

função da distância ao arame aquecido. No presente trabalho, foi realizada uma 

comparação dos dados obtidos por Ferreira (2004) nos ensaios em que a fonte foi 

coberta pela membrana de látex e que os insetos tinham as antenas intactas com 

dados obtidos com insetos antenectomizados uni ou bilateralmente. A retirada das 

antenas tem por finalidade avaliar o papel da integração bilateral das informações 

térmicas durante o processo de escolha do sítio de picada sobre a pele do 

hospedeiro. 

 

1.6 Anatomia geral do sistema nervoso central de R. prolixus 

R. prolixus, assim como outros triatomíneos, possui uma cabeça tubular, com 

os músculos da bomba faríngea localizados anteriormente e o cérebro localizado 

posteriormente dentro da cápsula cefálica (Insausti, 1994). A maior parte do cérebro 

consiste do protocérebro e os lóbulos ópticos. O deuto e tritocérebro de R. prolixus 

situam-se numa posição ventral e posterior em relação ao protocérebro (Barrozo et 

al, 2008). O tritocérebro é pequeno e situa-se entre os lóbulos antenais, de cada 

lado do esôfago (Figura 4, Insausti, 1994; Barrozo et al, 2008). O gânglio 

subesofágico (Figura 4, Insausti, 1994; Barrozo et al, 2008) é localizado 

posteriormente em relação ao deutocérebro. O cérebro (Figura 4, Insausti, 1994; 

Barrozo et al, 2008) e o gânglio subesofágico são conectados de forma estreita por 

um par de conexivo espesso circumesofágico e, assim, estas estruturas aparecem 

como uma única massa (Figura 4, Insausti, 1994; Barrozo et al, 2008). Um par de 

conexivos interganglionares longos e espessos dirige-se do gânglio subesofâgico 

para o gânglio protoráxico e outro par de conexivo do gânglio protoráxico, para o 

posterior. O gânglio protoráxico é localizado perto do prosterno e o gânglio posterior, 

próximo do mesosterno (Insausti, 1994). Estes gânglios são claramente separados 

um do outro e seus conexivos são fundidos medialmente. O gânglio posterior é 

formado pela fusão dos gânglios mesotorácico, metatorácico e abdominal (Figura 4, 

Insausti, 1994). 
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Figura 4: Desenho esquemático do sistema nervoso central de triatomíneos (adaptado de 

Insausti, 1994). 

 

1.7 Processamento das informações no Sistema Nervoso Central de insetos 

O sistema nervoso é um processador de informações e um sistema de 

condução de sinais que assegura um rápido funcionamento e uma coordenação de 

efeitos, produzindo e modificando a resposta dos insetos frente a estímulos 

recebidos pelos órgãos sensoriais periféricos (Chapman, 1998).  

Os neurônios, principais células do sistema nervoso central (SNC) dos animais, 

são caracteristicamente monopolares no SNC dos insetos. Isto é, o corpo celular ou 

soma possui uma única projeção, que é o neurito, do qual se projetam os dendritos e 
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o axônio (Figura 5, Chapman, 1998). O axônio é uma ramificação, normalmente a 

mais longa do neurônio, responsável pelo carreamento das informações para outras 

células. Já os dendritos também são projeções do neurônio especializadas na 

recepção de informações que podem ser vindas do meio externo (neurônios 

sensoriais), do meio interno (neurônios proprioceptores), ou de outros neurônios 

(interneurônios e neurônios motores).  

Segundo Blum (1985), uma transmissão neural normalmente origina-se de uma 

via de entrada (estrutura sensorial) sobre um axônio aferente (fibra) para um 

interneurônio no SNC e deste via um axônio eferente para um efetor 

(neurosecretores ou células musculares). Os pontos nos quais os neurônios 

recebem informações vindas de outros neurônios são conhecidos como sinapses. A 

transmissão de informação nas sinapses é normalmente unidirecional e é 

quimicamente mediada, mas pode haver sinapses elétricas. O número de sinapses 

em uma célula não é necessariamente constante, mudanças podem ocorrer no 

desenvolvimento pós-embrionário e também em decorrência da experiência do 

inseto (Chapman, 1998).  

 

 

Figura 5: Desenho esquemático de um neurônio monopolar de inseto e suas estruturas 

(Chapman, 1998). 

 

1.8 Projeções de neurônios sensoriais no Sistema Nervoso Central 

Existem poucos estudos sobre aspectos morfofuncionais dos receptores 

presentes no rostro de triatomíneos, bem como sobre a morfologia interna deste 

apêndice. Alguns autores descrevem a presença de receptores olfativos, gustativos 

e de mecanoreceptores, no rostro destes insetos (Bernard 1974; Catalá, 1996). 

Adicionalmente, foi descrito um tipo de sensila coelocônica em R. neglectus que, 

possivelmente, teria função termo-higroreceptora (Catalá, 1996). Em relação à 

morfologia interna das peças bucais de triatomíneos, Barth (1953) evidenciou 
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aspectos relacionados à sua anatomia e histologia. Este autor descreve o arranjo 

geral das estruturas encontradas dentro do rostro destes insetos. Posteriormente, 

Pinet (1970) e Bernard (1974) realizaram estudos em R. prolixus e T. infestans, 

respectivamente, descrevendo a estrutura interna dos seus estiletes maxilares e 

mandibulares através de microscopia eletrônica de transmissão.  

Em relação a projeções de receptores sensoriais no sistema nervoso central 

(SNC) de triatomíneos, os únicos estudos existentes (Insausti & Lazzari, 1996, 2000; 

Barrozo et al, 2008) foram realizados com T. infestans e R. prolixus. Mediante o 

estudo das vias nervosas ocelares de T. infestans, foram descritas conexões diretas 

via neurônios de primeira ordem, com centros nervosos localizados no cérebro e 

diversos neurômeros da cadeia ganglionar ventral (Insausti & Lazzari, 1996). Os 

mesmos autores evidenciaram projeções nervosas provenientes de pêlos 

mecanoreceptores da cabeça de T. infestans no SNC e a partir dessas observações 

discutiram a função dessas sensilas da região ocelar da cabeça (Insausti & Lazzari, 

2000). Barrozo et al (2008) descreveram o padrão das projeções dos neurônios 

sensoriais das antenas dentro do SNC de R. prolixus. Para outros insetos, há uma 

variedade de trabalhos que evidenciam projeções de receptores sensoriais do rostro, 

das antenas ou mesmo dos palpos, no SNC (Ignell & Hansson, 2005; Inoshita & 

Tanimura, 2006; Jorgensen et al, 2006; Ghaninia et al, 2007).  Entretanto, projeções 

de neurônios sensoriais no SNC têm sido evidenciadas e descritas em uma grande 

quantidade de insetos (Schröter & Menzel, 2003; Ignell & Hansson, 2005; Inoshita & 

Tanimura, 2006; Ghaninia et al, 2007).  

O estudo do SNC de insetos pode ser realizado através de diferentes técnicas: 

1) técnicas gerais de coloração usando, por exemplo, hematoxilina-eosina; 2) 

técnicas específicas para o SNC, tais como injeções intravitais de azul de metileno e 

impregnações com prata; e 3) injeções intraneurais de tintas fluorescentes, enzimas 

e metais pesados. Cada tipo de técnica apresenta benefícios e limitações. As 

técnicas de coloração com prata reduzida, por exemplo, são muito robustas no que 

se refere à boa resolução e visualização de estruturas de gânglios, arborizações 

finas dos neurônios, conexões entre neurópilos e vias fibrosas. A limitação destas 

técnicas é que não permitem revelar a posição e forma de neurônios individuais 

(Mobbs, 1995). 

Os estudos de neuroanatomia avançaram muito com o desenvolvimento das 

técnicas de injeção intracelular de corantes desenvolvidas durante a década de 
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1970, pois através destas técnicas é possível construir mapas das projeções 

centrais dos troncos nervosos periféricos com relativa facilidade. A injeção 

intracelular de corantes permite definir as distintas partes das células nervosas e 

estabelecer suas relações com outros neurônios e com os distintos centros do SNC. 

Além disto, é possível combinar a tintura com o uso quase simultâneo de eletrodos 

intracelulares, registrando a atividade elétrica de células individuais e estudando, 

subseqüentemente, detalhes da sua anatomia com a ajuda do microscópio óptico, 

confocal ou eletrônico (Hohenssee et al, 2008). 

A introdução do cloreto de cobalto como marcador intracelular e a 

demonstração do fato deste poder ser introduzido dentro dos neurônios, através do 

extremo cortado de seus axônios, tornou esta técnica de coloração uma ferramenta 

muito robusta para analisar as conexões dentro dos neuropilos dos gânglios de 

insetos (Pitman et al, 1972; Cohen et al, 1973). Para desenvolver esta técnica, os 

axônios podem ser “lesados” em ambos os extremos - periférico ou central. Deste 

modo, elegendo-se cuidadosamente o nervo a lesar, pode-se revelar a identidade 

dos neurônios identificados de maneira individual (Tyrer & Altman, 1974; Altman & 

Tyrer, 1977). Algumas das vantagens da ténica de difusão de cloreto de cobalto são: 

a) é uma técnica mais simples; b) os íons de cloreto de cobalto penetram pelas 

fibras mais finas dos neurônios, permitindo analisar com grande detalhe suas 

ramificações; c) os íons de cloreto de cobalto penetram na célula sem necessidade 

do uso de eletricidade; e d) as preparações podem ser analisadas como montagens 

inteiras ou secções, tanto ao microscópio óptico (MO), quanto ao microscópio 

eletrônico de transmissão (ME). Entretanto, a base fisiológica/funcional desta técnica 

é obscura, já que, por exemplo, não se conhece o mecanismo de transporte do 

cloreto de cobalto dentro das células.   

Além dos metais pesados, outros marcadores importantes são os corantes 

fluorescentes (Hohenssee et al, 2008) que podem ser conjugados com proteínas ou 

não. A aplicação de tais marcadores é freqüente e possui vantagens em relação à 

aplicação de metais pesados. Os corantes podem ser empregados em diversas 

combinações com comprimentos de onda diferentes que irão fazê-los fluorescer em 

distintas cores, de forma a colocar em evidência conexões neuronais existentes 

entre diferentes estruturas dentro de neurópilos do SNC. O uso destes corantes é 

muito vantajoso, pois permite reconstituir as estruturas neuronais em três dimensões 

 38



através da microscopia confocal, permitindo, assim, visualizar corretamente o arranjo 

de fibras, suas ramificações e conexões (Hohenssee et al, 2008).  

Um dos corantes mais utilizados é a neurobiotina. Esta é uma amina derivada 

da biotina, que pode ser usada como marcador de neurônios. Comparada com 

outros corantes neuronais a neurobiotina resulta em um dos melhores pois é a mais 

solúvel, é iontoforética, não é tóxica e pode ser usada em amostras que serão 

fixadas com glutaraldeído e formaldeído. Normalmente, utiliza-se uma proteína 

fluorescente capaz de ligar-se à neurobiotina, permitindo, assim, a visualização das 

estruturas marcadas por esta. 

Outro corante utilizado é a rodamina dextrana (dextran-rhodamine), que contém 

aminas livres e pode ser usada em amostras que serão fixadas com glutaraldeído e 

formaldeído. A dextrana é um polissacarídeo hidrofílico sintetizado por bactérias do 

gênero Leuconostoc. São inertes biologicamente, possuem alto peso molecular, boa 

solubilidade em água e baixa toxidade (cf. http://probes.invitrogen. 

com/media/pis/mp01800.pdf). A rodamina-dextrana é usada numa ampla variedade 

de aplicações, incluindo marcação neuronal.  

Diante da carência de estudos sobre a anatomia interna e externa do rostro e 

das projeções nervosas dos seus órgãos sensoriais dentro do SNC de triatomíneos, 

bem como da importância deste tipo de descrição para estudos funcionais, neste 

trabalho foram caracterizadas as projeções nervosas de algumas estruturas 

sensoriais no SNC de R. prolixus. Especificamente, foram descritas projeções de 

neurônios sensoriais do rostro e das antenas destes insetos, já que essas duas 

estruturas estão envolvidas na detecção de pistas sensoriais associadas com o 

hospedeiro. Além disto, neste trabalho também foi realizada uma caracterização dos 

tipos de receptores presentes no rostro de R. prolixus, bem como uma descrição da 

morfologia interna deste órgão. 

 

1.9 Órgãos sensoriais envolvidos na percepção de pistas do hospedeiro 

Os insetos apresentam diversos tipos de receptores sensoriais na superfície do 

corpo. Estes órgãos, por exemplo, detectam no ambiente as informações 

necessárias para que o SNC possa mediar efetivamente as diferentes etapas do 

processo de orientação ao hospedeiro e da alimentação. Essas etapas incluem 

desde a percepção até a aproximação e o contato com o hospedeiro (Bernard, 

1970). Ou seja, estes receptores são a via de entrada de estímulos, i.e., 
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informações, que serão exploradas durante a orientação ao hospedeiro a longa, 

média e curta-distância e, inclusive, após o contato. 

Segundo Chapman (1998), o maior número de sensilas, unidades estruturais e 

funcionais básicas de recepção sensorial em insetos (Figura 6), encontra-se nas 

antenas. Do ponto de vista morfológico, existem vários tipos de sensilas, que 

freqüentemente apresentam diferentes funções sensoriais. Estes sentidos incluem a 

olfação, a gustação, o tato e a termo-higro-recepção, dentre outros. Cabe ressaltar 

que as células sensoriais que respondem à temperatura e umidade relativa estão 

usualmente juntas em uma mesma sensila termo-higroreceptora (Chapman, 1998). 

O número e a distribuição das sensilas nas antenas dos insetos apresentam um 

padrão característico para cada espécie. Estas características são muito utilizadas 

em estudos de taxonomia (Ismail & Hammond, 1968) e na determinação de relações 

específicas entre insetos e seus hospedeiros (Chapman, 1982; McIver, 1982). 

Porém, este caráter não parece confiável para todos os casos de identificação 

taxonômica. Chapman (2002) demonstrou que o número de sensilas pode variar 

entre indivíduos de uma mesma espécie dependendo das condições ambientais a 

que foram expostos durante o desenvolvimento. 

 

Segundo Chaĭka SIu (1980), os numerosos receptores presentes nas antenas 

de R. prolixus podem ser classificados em três categorias: mecanoreceptores 

(sensila caetica), olfativos (sensila tricóide, basicônica e coeloconica) e gustativos 

(sensila tricóide). Wigglesworth & Gillet (1934) descreveram que as antenas de R. 

prolixus são a principal estrutura sensorial para a percepção de estímulos térmicos. 

Posteriormente, Lazzari & Wicklein (1994) reafirmaram que nos triatomíneos os 

receptores de temperatura estão fortemente concentrados na antena, embora 

existam outros termoreceptores espalhados pelo corpo. Barth (1952) observou uma 

estrutura nas antenas de T. infestans que chamou “cova das cerdas” e para a qual 

Lazzari & Wicklein, 1994 propuseram uma função termoreceptora. Este órgão está 

localizado no terço distal do pedicelo, apresenta uma cavidade em forma de saco 

que se comunica com o exterior mediante um canal e é revestida por numerosas 

cerdas delgadas (Lazzari, 1983). Registros eletrofisiológicos mostram que a cova de 

cerdas não apresenta respostas ao ácido lático, CO2 ou ácido isobutírico. No 

entanto, esta estrutura é sensível a estimulação térmica (Lazzari & Wicklein, 1994). 

Sensilas coelocônicas com função termo-higro receptora são freqüentemente 

encontradas nas antenas de insetos e já foram descritas estruturas que 
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possivelmente possuem esta função para diversas espécies de triatomíneos 

(Bernard, 1974; Catalá, 1997).  

É freqüente que as peças bucais dos insetos apresentem um alto número de 

sensilas capazes de responder a diversas modalidades sensoriais. Em insetos 

hematófagos a maioria dos receptores presentes nas peças bucais são quimio-

receptores de contato, mecano-receptores e, naqueles providos de palpos, há 

também a presença de sensilas olfatórias (Chapman, 1998). Já foram descritos 

receptores mecânicos (sensila caética, sensila campaniforme), olfativos (tricóide) e 

gustativos (sensilas tipo “bastão” com poro) no rostro de triatomíneos (Bernard 1974, 

Catalá, 1996). Adicionalmente, também foram descritas sensilas coeloconicas em 

Rhodnius neglectus Lent, 1954, que possivelmente teriam função termo-

higroreceptora (Catalá, 1996).  

Os estiletes maxilares e mandibulares, que são estruturas revestidas de 

cutícula e localizadas dentro do rostro, também possuem células sensoriais. Em 

triatomíneos, cada estilete maxilar possui uma sensila que apresenta três células 

sensoriais com capacidade de mudar a sua freqüência de disparo de seus potenciais 

de ação frente a estímulos mecânicos e também, aparentemente, frente a variações 

de temperatura e umidade, mas não a estímulos químicos (Bernard, 1970; Pinet, 

1970). Desta forma, os estiletes maxilares ao penetrarem nos tecidos provavelmente 

são capazes de avaliar as propriedades mecânicas (resistência, pulsação), bem 

como outras propriedades físicas. Já os estiletes mandibulares dos triatomíneos 

possuem em sua base 10 neurônios sensoriais, que também são capazes de 

responder a estímulos mecânicos (Bernard, 1970; Pinet, 1970). No entanto, assim 

como os estiletes maxilares, estes seriam incapazes de perceber estímulos 

químicos.  
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Figura 6: Desenho esquemático de uma sensila olfativa do tipo tricóide (adaptado de 

Kaissling, 1987). 
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2 Justificativa 
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A alimentação dos insetos hematófagos tem merecido a atenção de diversos 

pesquisadores em virtude do seu papel significativo na transmissão de agentes 

patógenos. Os aspectos estudados em relação à orientação ao hospedeiro nos 

triatomíneos contemplam até o presente trabalho desde a saída destes insetos do 

abrigo e a localização do hospedeiro, até a descrição de substâncias presentes na 

saliva que facilitam o processo de obtenção do alimento. No entanto, etapas e 

aspectos cruciais desta seqüência permanecem praticamente inexplorados. 

Primeiramente, em relação ao uso de abrigos pelos triatomíneos, há um único 

trabalho prévio realizado com T. infestans, não existindo estudos deste tipo para R. 

prolixus. Em relação à orientação ao hospedeiro à curta distância, as informações 

sobre os mecanismos que permitem aos insetos estimarem a distância de uma fonte 

térmica são ainda escassas e inconclusivas. Outro aspecto ainda não esclarecido é 

se os insetos utilizam outras pistas sensoriais, além do calor, na seleção de locais 

apropriados para picar. Finalmente, não há estudos funcionais sobre que tipo de 

receptores sensoriais estão presentes na probóscide de triatomíneos. Este tipo de 

estudo seria muito relevante para determinar se o rostro pode estar envolvido na 

detecção de pistas relevantes para escolha do local de picada.  

Desta forma, este trabalho propõe esclarecer os mecanismos sensoriais e 

comportamentais relacionados com diferentes etapas da orientação ao hospedeiro e 

escolha do local de picada em triatomíneos. O conhecimento obtido através deste 

estudo permitirá auxiliar na compreensão da base sensorial e das estratégias 

relacionadas com a alimentação de R. prolixus.  
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3 Objetivos 
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3.1 Objetivos gerais 

Estudar a atividade espontânea, ou seja, na ausência de possíveis estímulos 

externos, de R. prolixus em associação com abrigos, bem como o efeito de pistas da 

presença de hospedeiros sobre o nível de atividade. 

Analisar a capacidade de R. prolixus de avaliar a distância a qual se encontra 

uma fonte de calor. 

Avaliar os mecanismos que medeiam o correto direcionamento das picadas na 

pele do hospedeiro em R. prolixus.  

Caracterizar as estruturas sensoriais do rostro de R. prolixus e suas projeções 

dentro do SNC. 

 

3.2 Objetivos específicos 

Descrever a atividade de saída e entrada de abrigos e de locomoção fora dos 

mesmos na ausência de sinais de hospedeiros; 

Avaliar se a presença de pistas do hospedeiro é capaz de ativar a saída de 

abrigos e de aumentar a atividade locomotora; 

Analisar o efeito do jejum sobre a atividade de saída e entrada de abrigos, 

assim como sobre a intensidade da atividade locomotora de R. prolixus, na ausência 

e na presença de pistas do hospedeiro; 

Estudar a variação temporal das atividades de saída e entrada dos abrigos, 

bem como da atividade locomotora, na ausência e na presença de pistas do 

hospedeiro. 

Avaliar se há uma distância em que a resposta de extensão da probóscide 

(PER) frente a fontes térmicas acontece com maior freqüência. 

Estudar os mecanismos pelos quais os triatomíneos determinam a distância a 

qual devem estender sua probóscide para picar fontes de calor. 

Estudar se há influência da temperatura da fonte sobre a estimação de 

distância do PER.  

Caracterizar as pistas sensoriais responsáveis pela expressão do PER. 

Analisar se a integração bilateral da estimulação térmica é necessária para 

guiar corretamente as tentativas de picada. 

Avaliar se outros parâmetros do comportamento de picada, tais como 

freqüência e duração, dependem da integração bilateral das informações detectadas 

pelas antenas. 

 46



Identificar sensilas e demais estruturas sensoriais presentes na superfície do 

último segmento rostral de R. prolixus. 

Descrever a anatomia interna do rostro de R. prolixus. 

Identificar no SNC as projeções nervosas originadas no rostro de R. prolixus. 

Evidenciar no SNC possíveis áreas de integração nas quais há superposição 

de projeções nervosas sensoriais do rostro e das antenas de R. prolixus. 
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4 Materiais e métodos 
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4.1 Atividade de R. prolixus em associação com abrigos  

 

4.1.1 Insetos 

Os triatomíneos utilizados nos experimentos de uso de abrigo foram obtidos de 

uma colônia mantida no insetário do Laboratório de Triatomíneos e Epidemiologia da 

Doença de Chagas do Centro de Pesquisas René Rachou. A colônia de R. prolixus 

foi criada em frascos cilíndricos de acrílico, com 15 cm de diâmetro na base,, altura 

de 20 cm e fundo forrado com papel de filtro. Dentro de cada frasco foi colocada uma 

tira de cartolina dobrada em forma de sanfona para aumentar a superfície interna e, 

posteriormente, frasco foi fechado com tecido de algodão. Os insetos foram mantidos 

em uma sala climatizada a 27 ± 2 ºC e 60 ± 10 % de umidade relativa, e alimentados 

semanalmente em galinhas (Gallus gallus). Nos ensaios foram utilizadas ninfas de 5º 

estádio com jejum de 21, 30 ou 60 dias, dependendo da série experimental.  

 

4.1.2 Desenho experimental 

Foram realizadas as seguintes séries experimentais para avaliar a saída e 

entrada dos insetos aos abrigos, assim como a sua atividade locomotora:  

a) sem hospedeiros presentes e com insetos com 21 dias de jejum pós-ecdise; 

b) sem hospedeiros e com insetos com 30 dias de jejum; 

c) sem hospedeiros e com insetos com 60 dias de jejum; 

d) com hospedeiros e com insetos com 21 dias de jejum; 

e) com hospedeiros e com insetos com 30 dias de jejum; 

f) com hospedeiros e com insetos com 60 dias de jejum. 

Em cada uma das 6 séries experimentais desenvolvidas foram realizadas 6 

repetições. Para cada ensaio foi utilizada uma arena experimental de vidro de 0,5 x 

0,5 m com papel Kraft cobrindo o substrato. No centro da arena era colocado um 

abrigo de papelão para oferecer esconderijo aos insetos. O abrigo artificial consistia 

de um pedaço de papelão corrugado de 20 x 10 cm, dobrado ao meio, de forma a 

gerar um abrigo de 10 cm2 com duas fendas laterais de aproximadamente 0,5 cm de 

altura (Lorenzo & Lazzari, 1996). Esse tipo de abrigo é adequado para triatomíneos, 

uma vez que, como já foi mencionado, estes insetos possuem marcada tigmotaxia e 

fototaxia negativa. A arena experimental foi colocada no interior de uma sala com 

temperatura e umidade monitoradas (24 ± 1 oC e 43 ± 8 % de UR) e sob ciclo de 

iluminação 12:12 L/E controlado por um temporizador. No final de cada ensaio o 
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abrigo (Figura 7) eo papel do substrato eram substituídos. 

Como fonte de estímulos olfativos foram utilizadas duas fêmeas de camundongo 

(Mus musculus) de 1 mês de idade e entre 26-30 g de peso. Estes animais eram 

colocados dentro de uma pequena gaiola de aço de 10 x 10 x 10 cm que era 

suspensa através de um suporte, de forma que era mantida acima da arena 

experimental. A gaiola permanecia a 12 cm de altura do piso da arena e 8 cm de 

distância da parede lateral da mesma. Estas distâncias impediam o contato da cauda 

dos camundongos com a arena, evitando, assim, a transmissão de vibrações ao 

substrato onde era desenvolvido o experimento. Desta forma, os odores emitidos 

pelos camundongos atuavam como sinais da sua presença para os insetos.  

Para cada ensaio, um grupo de 30 insetos era introduzido no interior da arena 

utilizando um pequeno recipiente, que era invertido para pô-lo em contato com o 

substrato e permitir a sua saída. Este procedimento era realizado três dias antes do 

início dos ensaios para permitir a aclimatação dos insetos no ambiente e garantir que 

estivessem treinados com o regime de iluminação desejado. No final deste período, 

normalmente 100% dos insetos haviam entrado no abrigo. Na noite seguinte, a 

atividade dos insetos na ausência de sinais de hospedeiros era registrada mediante o 

uso de vídeo. Nestes ensaios era apresentada uma gaiola vazia como controle que 

tinha o objetivo de descrever o nível de atividade basal dos insetos. Na noite 

seguinte, os dois camundongos eram apresentados dentro da gaiola, a partir de um 

minuto antes do início dos ensaios, e a atividade dos insetos era novamente 

registrada em vídeo.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Desenho experimental para o estudo da atividade locomotora de triatomíneos em 

abrigos artificiais. À direita, um detalhe do abrigo artificial de papelão corrugado. 
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4.1.3 Registro e análise dos ensaios 

Uma câmera de vídeo sensível à luz infravermelha tipo CCD (HDL) foi utilizada 

para registrar os ensaios. Esta foi montada sobre a arena e conectada a um vídeo-

gravador (Philips, Brasil). Foi utilizado um painel de LEDs emissores de radiação 

infravermelha (IR, comprimento de onda de 900 nm), cuja luz não é percebida pelos 

insetos (Reisenman et al, 2002), a fim de permitir a filmagem em vídeo mesmo em 

escuridão total.  

O registro da atividade dos insetos começava ao final do terceiro dia, 

aproximadamente dez minutos antes do apagado da luz e prosseguia por cinco horas 

consecutivas de escotofase. Os registros reiniciavam nos últimos 50 minutos de fase 

escura e terminavam após os 10 minutos iniciais da fotofase.  

A imagem representada no monitor da televisão mostrava o abrigo e suas 

adjacências, de maneira que o registro da atividade dos insetos era feito para toda a 

área da arena (Figura 8). Para verificar se existia um efeito da presença dos odores 

de hospedeiro na atividade de saída e entrada ao abrigo e na atividade locomotora 

de R. prolixus, os seguintes parâmetros foram analisados: 

a) número de insetos que saíram do abrigo; 

b) número de insetos que entraram no abrigo; 

c) atividade locomotora. 

Estes parâmetros foram registrados de maneira cumulativa para cada hora de 

ensaio para evidenciar quaisquer variações na atividade durante o período 

estudado. A atividade locomotora foi mensurada traçando sobre a imagem do 

monitor de TV um par de eixos ortogonais centralizados na tela e quantificando cada 

vez que um indivíduo cruzava qualquer uma das linhas da tela (Figura 8). Por saída 

do abrigo consideraram-se aqueles eventos em que um inseto colocara o corpo 

inteiro fora do esconderijo. De maneira semelhante, considerou-se uma entrada 

cada evento em que um inseto colocara o corpo inteiro dentro do abrigo.  
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Figura 8. Desenho ilustrativo mostrando o par de eixos ortogonais desenhados na tela do 

monitor do aparelho de televisão utilizados para quantificar a atividade dos insetos. 

4.1.4 Análise estatística 

Todas as análises estatísticas foram processadas utilizando o programa 

Statistica (versão 6). Para análise da normalidade dos dados foi utilizado o teste de 

Shapiro-Wilk. Para comparação do número total de saídas espontâneas, ou seja na 

ausência de estímulos externos, do abrigo e comparação com os dados de saída de 

insetos na presença de pistas do hospedeiro foi utilizado o teste de Wilcoxon, com 

limite discriminante de p < 0,05. Este teste não paramétrico é usado para 

comparação dupla de dados pareados. Ressalta-se que foi realizado um balanço 

entre o número de saídas e entradas dos insetos no abrigo, ou seja, do número de 

saídas foi subtraído o número de entradas, isto porque o mesmo inseto podia entrar 

e sair várias vezes.  

A fim de avaliar a influência de pistas do hospedeiro na atividade locomotora 

total dos insetos, foram comparados os dados obtidos nestas condições com 

aqueles nos quais a atividade dos insetos era espontânea. Primeiramente, fez-se 

uma proporção da atividade locomotora total de um determinado ensaio pelo número 

total de insetos que deixaram o abrigo naquele ensaio. Desta maneira, dividiu-se a 

atividade registrada por hora pelo número de saídas ocorridas naquele período, 

como método para comparar o nível de atividade apresentado de maneira mais 

independente do número de insetos ativos. O teste de Wilcoxon foi empregado na 

comparação destes valores.  

Para avaliar a influência do jejum sobre a atividade de saída de insetos do 
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abrigo (balanço do número de saídas menos o número de entradas) e atividade 

locomotora total por inseto, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis e, como pós-teste 

para comparação dos pares, o teste U de Mann Whitney.  

Os triatomíneos utilizados nos experimentos foram provenientes de uma 

colônia originária de Honduras e mantida no insetário do Laboratório de 

Neuroetologia do Instituto de Pesquisa sobre a Biologia de Insetos da Universidade 

François Rabelais (IRBI), Tours, França. Os insetos foram mantidos em frascos 

cilíndricos de polietileno numa sala climatizada com temperatura de 28 ± 2 ºC e 60 ± 

10 % de umidade relativa. Os triatomíneos foram alimentados por meio de um 

alimentador artificial através do qual lhes era oferecido sangue de carneiro 

heparinizado (1%). 
 

Em todos os ensaios correspondentes a este capítulo utilizaram-se ninfas de 5º 

estádio de R. prolixus com jejum pós-ecdise que variou entre 14 e 28 dias. Os 

ensaios foram realizados com insetos que eram descartados após finalização dos 

mesmos. A fim de evitar a orientação dos insetos por meio de pistas visuais, os seus 

olhos compostos foram cobertos com tinta acrílica preta pelo menos 24 horas antes 

dos ensaios (Flores et al, 2001). O comprimento das antenas e do rostro dos insetos 

foi medido com o auxílio de um microscópio estereoscópico para permitir a sua 

comparação com as distâncias registradas durante a expressão do PER.  

Para avaliar a relevância da integração das informações recebidas pelas duas 

antenas, alguns insetos tiveram uma ou ambas as antenas cortadas. Os insetos 

antenectomizados tiveram sua(s) antena(s) retirada(s) pelo menos 24 horas antes 

dos ensaios. Uma ou ambas as antenas foram cortadas utilizando uma tesoura de 

microcirurgia. Ressalta-se que 50 % dos insetos utilizados nestes ensaios tiveram a 

antena direita amputada e os outros 50 % a antena esquerda. O corte se realizou na 

base da antena sobre a membrana que une o escapo ao tubérculo antenífero. Ao 

efetuar o corte observou-se, que em alguns casos uma pequena gota de hemolinfa 

surgia do tubérculo antenífero.  

 

4.2 Estudo da capacidade de R. prolixus em avaliar a distância a qual se 

encontra uma fonte de calor 

 

 4.2.1 Insetos 

Os triatomíneos utilizados nos experimentos foram provenientes de uma 
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colônia originária de Honduras e mantida no insetário do Laboratório de 

Neuroetologia do Instituto de Pesquisa sobre a Biologia de Insetos da Universidade 

François Rabelais (IRBI), Tours, França. Os insetos foram mantidos em frascos 

cilíndricos de polietileno numa sala climatizada com temperatura de 28 ± 2 ºC e 60 ± 

10 % de umidade relativa. Os triatomíneos foram alimentados por meio de um 

alimentador artificial através do qual lhes era oferecido sangue de carneiro 

heparinizado (1%). 

Em todos os ensaios correspondentes a este capítulo utilizaram-se ninfas de 5º 

estádio de R. prolixus com jejum pós-ecdise que variou entre 14 e 28 dias. Os 

ensaios foram realizados com insetos que eram descartados após finalização dos 

mesmos. A fim de evitar a orientação dos insetos por meio de pistas visuais, os seus 

olhos compostos foram cobertos com tinta acrílica preta pelo menos 24 horas antes 

dos ensaios (Flores et al, 2001). O comprimento das antenas e do rostro dos insetos 

foi medido com o auxílio de um microscópio estereoscópico para permitir a sua 

comparação com as distâncias registradas durante a expressão do PER.  

Para avaliar a relevância da integração das informações recebidas pelas duas 

antenas, alguns insetos tiveram uma ou ambas as antenas cortadas. Os insetos 

antenectomizados tiveram sua(s) antena(s) retirada(s) pelo menos 24 horas antes 

dos ensaios. Uma ou ambas as antenas foram cortadas utilizando uma tesoura de 

microcirurgia. Ressalta-se que 50 % dos insetos utilizados nestes ensaios tiveram a 

antena direita amputada e os outros 50 % a antena esquerda. O corte se realizou na 

base da antena sobre a membrana que une o escapo ao tubérculo antenífero. Ao 

efetuar o corte observou-se, que em alguns casos uma pequena gota de hemolinfa 

surgia do tubérculo antenífero.  

 

4.2.2 Desenho experimental 

Com o objetivo de apresentar estímulos térmicos aos insetos de forma 

instantânea e rápida, foi desenhada uma fonte de calor ad hoc. A fonte térmica 

utilizada era constituída por uma pastilha de 5 x 5 cm, com efeito Peltier (Figura 9). 

O efeito Peltier baseia-se na teoria de que há um efeito aquecedor ou resfriador 

quando uma corrente elétrica passa por dois condutores (Bo, 2008). A tensão 

aplicada aos pólos de dois materiais distintos cria uma diferença de temperatura. 

Devido a essa diferença, o resfriamento Peltier faz o calor se mover de um lado ao 

outro da pastilha. Uma típica pastilha Peltier contém uma série de elementos 
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semicondutores do tipo-p e tipo-n, agrupados como pares (Figura 10), que agem 

como condutores dissimilares. Dito em outras palavras, um elemento Peltier pode 

ser definido como uma bomba de calor, pois transporta o calor de uma face da 

pastilha para a outra. Isso significa que este tipo de dispositivo tem um lado quente e 

outro frio (Bo, 2008). Logo, ao se aplicar uma tensão, uma face da pastilha aquece e 

a outra esfria.  

A pastilha de alumínio utilizada nos ensaios era controlada por um termostato e 

um sensor, de temperatura eletrônico. Este sensor controlava a temperatura da 

pastilha e o termostato ajustava a corrente de alimentação em função disto para 

manter a temperatura constante. Enquanto a face da fonte de alumínio que era 

exposta aos insetos tinha a sua temperatura regulada no valor desejado, a face 

oposta era aderida a um dissipador de calor. Este último era constituído por uma 

placa de alumínio de 5 x 5 x 2 cm, e apresentava um canal interno acoplado a uma 

mangueira de silicone, que conduzia um fluxo contínuo de água para refrigerá-la. 

Sobre a face exposta do elemento Peltier foi fixado um sensor de temperatura 

conectado a um termômetro eletrônico, a fim de registrar a temperatura exata da 

fonte térmica a cada momento. Este sistema mantinha a face do elemento Peltier 

exposta aos insetos a 20 °C e, durante períodos específicos dos ensaios, permitia 

elevar, rapidamente, sua temperatura a 35 ou 40 °C. Os ensaios foram realizados 

numa sala com temperatura de 22,7 ± 0.7 °C. 

 

Figura 9: Foto de uma pastilha com efeito Peltier, semelhante a utilizada nos ensaios. 

Foto extraída do site: www.jaderfranca.com/blog/wp-ontent/uploads/2008/08/peltier4.jpg.  
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Figura 10: Esquema ilustrando o interior de uma pastilha com efeito Peltier. Foto extraída 

do site: www.ppgia.pucpr.br/~santin/ee /2007/1s/3/fig1.jpg 

 

4.2.3 Arena experimental 

Em alguns experimentos, foi utilizada uma arena retangular de acrílico 

(tamanho 12 x 5 x 3 cm) (Figura 11). Esta arena possuía uma abertura lateral onde a 

fonte térmica era apresentada aos insetos. O substrato da arena era coberto com 

papel de filtro para facilitar a locomoção dos insetos. Este papel era descartado ao 

fim de cada ensaio e, posteriormente, a arena era lavada. Para determinar a 

distância em que os insetos realizavam o PER, um pedaço de papel milimetrado de 

5 x 5 cm era colocado sobre o fundo da arena na região adjacente à fonte térmica. 

 

 

 
Figura 11 : Vista da arena experimental .

4.2.4 Ensaios com insetos intactos  

a) Ensaios em condições de closed-loop 

A fim de avaliar se o padrão de estimulação térmica gerado como 

conseqüência do deslocamento dos insetos é relevante para determinar a distância 

em que o PER é observado, foram realizados ensaios em condições de closed-loop. 

 56

http://www.ppgia.pucpr.br/%7Esantin/ee%20/2007/1s/3/fig1.jpg


Nestes ensaios, os insetos caminhavam livremente na arena experimental até 

chegar à fonte térmica. No início do experimento, um inseto era colocado dentro de 

um pote invertido de 3 cm de diâmetro localizado a 10 cm da fonte. O inseto 

permanecia neste recipiente por 5 minutos para se aclimatar às condições 

experimentais e, após este tempo, a temperatura da fonte era elevada. 

Subseqüentemente, o inseto era liberado na arena e o seu comportamento durante 

a trajetória até a fonte era avaliado. Foram realizadas duas séries a 35 e 40 °C para 

avaliar se o padrão de expressão do PER era modificado pela temperatura da fonte. 

Uma grande proporção dos insetos apresentou o PER a 5 mm da fonte, mas 

devido ao desenho experimental era impossível determinar apenas através de 

observações diretas se, nessa condição, havia contato prévio das antenas com a 

fonte. Desta forma, uma série adicional foi desenvolvida para avaliar se os insetos 

contatavam a fonte com as antenas antes de realizar o PER a 5 mm. Para facilitar o 

registro e análise do comportamento, estes ensaios foram filmados utilizando uma 

câmera de vídeo sensível à luz infravermelha, conectada a um vídeo-gravador. A 

arena era iluminada utilizando um painel de LEDs infravermelhos que emitiam 

radiação de comprimento de onda de 900 nm. Segundo Reisenman et al (2002), luz 

destas características não é percebida pelos insetos. Os registros do 

comportamento foram pré-avaliados e somente aqueles em que os insetos 

realizaram PER a 5 mm da fonte de calor foram selecionados para a análise. Em 

todos esses ensaios, foi avaliado se os insetos tocavam a fonte com as antenas 

antes da extensão da probóscide. 

 

b) Ensaios em condições de open-loop - distância fixa 

A fim de avaliar se o padrão de PER seria semelhante em insetos mantidos a 

uma distância fixa da fonte térmica, e portanto desprovidos de qualquer informação 

gerada pela mudança no padrão de estimulação térmica devida ao próprio 

deslocamento, foram realizados ensaios em condições de open-loop. Nestes 

ensaios, os insetos foram suspensos pelo tórax com o auxílio de um pequeno 

suporte de alumínio que apresentava um pedaço de fita dupla face para aderi-los. 

Nesta posição, foi oferecida uma bola de isopor, de aproximadamente 1 cm de 

diâmetro e 0, 05 g, aos insetos para que estes a segurassem com as patas e, desta 

maneira, mantivessem contato tarsal com um substrato (Figura 12). Este tipo de 

contato é importante para melhorar a aclimatização dos insetos. Após serem presos, 
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os insetos permaneciam cinco minutos na situação descrita, a fim de aclimatá-los às 

condições experimentais. Imediatamente, a temperatura da fonte era elevada e, a 

partir desse instante e durante os 50 segundos subseqüentes, era verificada a 

proporção de insetos que realizavam PER naquela distância específica. As 

distâncias testadas variaram de um em um milímetro entre 10 e 2 mm da fonte. 

Cada distância específica entre os insetos e a fonte de calor era medida desde o 

ápice da cabeça do inseto até a superfície da fonte. A seqüência em que as 

distâncias entre os insetos e a fonte eram testadas foi aleatória, i.e., o mesmo inseto 

foi testado em todas as distâncias, mas a ordem destas distâncias foi aleatória para 

cada indivíduo. Para avaliar a distância a partir da qual o PER poderia ser expresso, 

apenas a maior distância da fonte a qual o inseto fez o PER foi registrada. Foram 

realizadas duas séries experimentais nas quais a fonte foi apresentada a 35 e a 40 

°C, para avaliar se havia influência da temperatura sobre a distância em que o PER 

era expresso. 

Para comparar se a proporção de insetos que expressaram o PER em 

condições de open-loop e closed-loop era similar, foi feito um reagrupamento dos 

dados de freqüência de PER em duas categorias distintas. Estas categorias foram: 

a) PER ocorridos entre 2 e 4 mm da fonte térmica; e b) PER ocorridos a distâncias 

superiores a 4 mm da fonte térmica.  

 

c) Ensaios em condições de open-loop - distância dinamicamente variada 

A fim de avaliar se o deslocamento do inseto é relevante na definição da 

distância em que o PER é realizado, foi desenvolvido um experimento em que 

insetos fixos eram aproximados gradualmente à fonte térmica pelo experimentador. 

Os insetos eram presos no suporte, conforme descrito, para os ensaios de distância 

fixa. Este suporte possuía um sistema de deslocamento tal que, quando acionado 

pelo experimentador, deslocava os insetos até a fonte a uma velocidade fixa e 

constante. A temperatura da fonte térmica era elevada antes do início da 

aproximação. A aproximação se iniciava a uma distância de 10 mm e era finalizada 

após o contato do inseto com a fonte, caso este não estendesse o rostro. Quando os 

insetos realizavam o PER durante o trajeto, registrava-se a distância na qual ocorria 

o mesmo e o ensaio finalizava. Nestes ensaios, também foram realizadas duas 

séries experimentais, apresentando a fonte térmica a 35 e a 40 °C, para avaliar se 

havia influência da temperatura sobre a expressão de PER. 
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Figura 12: Desenho experimental utilizado, mostrando o inseto suspenso pelo tórax frente a 

uma fonte térmica (adaptado de Flores, 2005). 

 

4.2.5 Ensaios com insetos antenectomizados  

Em todos os ensaios com os insetos antenectomizados optou-se por testar 

somente a fonte a 40 °C, já que resultados obtidos com os insetos intactos 

mostraram que a temperatura da fonte não afeta a expressão do PER. 

 

a) Ensaios em condições de closed-loop 

A fim de avaliar se integridade das antenas é importante  na expressão do PER 

foram realizados ensaios com insetos antenectomizados unilateralmente em 

condições de closed-loop. A metodologia empregada foi a mesma utilizada para 

insetos com antenas intactas mantidos na condição de closed-loop.   

Estes ensaios foram filmados e as fitas foram posteriormente analisadas. Foi 

computada apenas a maior distância na qual os insetos responderam ao calor 

apresentando um PER. Também foi observada a trajetória e o padrão de 

movimentação do inseto até a fonte de calor. 

 

b) Ensaios em condições de open-loop 

A fim de avaliar a relevância da integração bilateral da informação recebida 

pelas antenas na expressão do PER foram realizados ensaios com insetos 
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antenectomizados unilateral ou bilateralmente. Nestes ensaios, a distância do inseto 

à fonte foi mantida fixa. A metodologia empregada foi similar à utilizada para insetos 

intactos apresentados nas mesmas condições.  

Para comparar se a proporção de insetos antenectomizados que expressam o 

PER em condições de closed-loop era similar em condições de open-loop, os dados 

foram reagrupados em duas categorias. Na primeira, foram agrupadas as distâncias 

entre 2 e 4 mm, na segunda, as demais distâncias. Nos ensaios em condições de 

closed-loop utilizaram-se somente os dados referentes a insetos que não tocaram a 

fonte com as antenas. Esta escolha foi devida ao fato de que em condições de open-

loop os insetos antenectomizados não tocam a fonte com as antenas em nenhuma 

distância antes de expressar o PER. Assim, compararam-se dados em condições 

similares.  

 

4.2.6 Papel do estímulo mecânico na expressão do PER 

Foram realizados dois experimentos a fim de avaliar se estímulos mecânicos 

poderiam desencadear ou potencializar a expressão do PER. 

 

a) Apresentação do estímulo térmico e mecânico simultaneamente em insetos 

intactos 

Primeiramente, foi realizado um estudo para avaliar se estímulação mecânica 

poderia afetar a expressão do PER. Neste experimento, insetos intactos eram 

confrontados com estímulos térmicos e mecânicos, simultaneamente. O estímulo 

mecânico constava de apresentação aos insetos de uma pinça de 15 cm mantida à 

temperatura ambiente. O experimentador colocava a pinça na frente do inseto, de 

forma que os mesmos podiam tocar a pinça com suas antenas. Em paralelo à 

apresentação do estímulo, a temperatura da fonte térmica era elevada a 40 °C. 

Durante a estimulação, os insetos eram mantidos em condições de open-loop a 

distância fixa. Baseado em ensaios anteriores (Figura 12), foram selecionadas 

algumas distâncias para os testes. Estas distâncias foram definidas de acordo com 

os seguintes critérios: a) não expressão de PER frente ao calor, i.e. 8 e 10 mm, b) 

baixa freqüência de PER, i.e. 6 mm. O objetivo era verificar se a adição do estímulo 

mecânico geraria ou aumentaria a proporção de PER nestas distâncias.  
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b) Apresentação do estímulo térmico e mecânico simultaneamente em insetos 

antenectomizados 

A fim de avaliar se a integração bilateral das entradas térmica e mecânica é 

necessária para a expressão de PER, foi realizado um experimento com insetos 

antenectomizados unilateralmente. Estes ensaios foram conduzidos da mesma 

forma que os realizados com insetos intactos. No entanto, o estabelecimento das 

distâncias foi baseado nos ensaios realizados com insetos antenectomizados em 

condições de open-loop (Figura 21), e estas distâncias foram definidas de acordo 

com os seguintes critérios: a) não expressão de PER frente ao calor, i.e. 10 mm; b) 

baixa freqüência de PER, i.e. 8 mm. Não se utilizou a distância de 6 mm como com 

os insetos com antenas intactas porque a taxa de PER, nesta distância, em resposta 

ao calor, era alta em insetos antenectomizados e, provavelmente, a co-utilização do 

estímulo mecânico, neste caso, não geraria um aumento relevante na resposta.  

 

c) Apresentação do estímulo mecânico com insetos intactos 

Para avaliar o papel do estímulo mecânico, como fator promotor da expressão 

de PER, foram realizados ensaios em que insetos intactos eram mantidos em 

condições de open-loop. Durante a realização dos ensaios, uma pinça de 15 cm 

apresentada a temperatura ambiente, era colocada na frente dos insetos, de forma 

que os mesmos podiam tocá-la com as antenas.  

 

d) Apresentação do estímulo mecânico isoladamente em insetos antenectomizados  

Com a mesma finalidade de avaliar o papel do estimulo mecânico como 

potencial fator capaz de promover a expressão do PER, também foi realizado um 

ensaio no qual foram testados insetos antenectomizados unilateralmente. Estes 

ensaios foram conduzidos da mesma forma que os realizados com insetos intactos. 

 

4.2. 7 Análise estatística 

Os aspectos comportamentais analisados estatisticamente foram: a) efeito da 

temperatura na expressão do PER; b) comparação da expressão do PER em insetos 

em open e closed-loop; e c) comparação da intensidade da expressão do PER 

quando o estímulo térmico foi apresentado isolado ou em simultâneo com o estímulo 

mecânico. Em todas estas análises, utilizou-se o teste de Qui-quadrado com limite 
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discriminante de p < 0,05, sendo que classes de dados com valores inferiores a 5 

foram corrigiddos pelo método de Yates.  

 

4.3 Avaliação dos mecanismos que medeiam o correto direcionamento das 

picadas na pele do hospedeiro em R. prolixus 

 

4.3.1 Insetos 

Os triatomíneos utilizados nos experimentos foram retirados de uma colônia de 

R. prolixus originária de Honduras e mantida no insetário do Laboratório de 

Triatomíneos e Epidemiologia da Doença de Chagas do Centro de Pesquisas René 

Rachou/ FIOCRUZ-MG. Os insetos foram criados em uma sala climatizada a 27 ± 2º 

C e 60 ± 10 % de umidade relativa. Os triatomíneos foram mantidos em grupos 

dentro de frascos cilíndricos de polietileno com base de 15 cm de diâmetro e 19 cm 

de altura. O fundo dos frascos era forrado com papel de filtro para absorver as fezes 

e urina produzidas pelos insetos. Uma cartolina dobrada em forma de sanfona era 

disposta no centro do frasco, a fim de aumentar a superfície interna e facilitar a 

movimentação e alimentação dos insetos. A boca do frasco fechava-se com uma 

malha fina fixada com esparadrapo e elástico, que permitia a alimentação dos 

insetos em galinhas (Gallus gallus). 

 

Nos ensaios, utilizaram-se, individualmente, ninfas de 5º estádio de R. prolixus, 

em jejum pós-ecdise de 30 a 45 dias. Os insetos foram descartados ao fim de cada 

ensaio. Os triatomíneos tiveram seus olhos compostos cobertos com tinta acrílica 

preta com no mínimo 24 horas de antecedência aos ensaios. Este procedimento foi 

realizado a fim de evitar que os insetos utilizassem pistas visuais durante os 

experimentos (Flores et al, 2001).  

Os insetos que foram antenectomizados sofreram a amputação de uma ou 

ambas as antenas 24 horas antes dos ensaios. As antenas eram cortadas utlizando 

uma tesoura de dissecação (metade dos insetos teve a antena direita ou esquerda 

amputada). O corte era realizado na membrana que une o escapo com o tubérculo 

antenífero, na base da antena.  

 

4.3.2 Fonte térmica 

Nos ensaios foi utilizada a mesma fonte térmica desenhada por Ferreira (2004). 

Esta era constituída por uma placa de alumínio e um arame de níquel-cromo afixado 
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em posição central (300 µm de diâmetro, Figura 13) em relação à placa. O arame de 

níquel-cromo era isolado da placa de alumínio com o auxílio de uma membrana de 

látex colocada entre estes. 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Na face posterior da placa de alumínio foi fixada uma resistência elétrica plana, 

controlada por um termostato, de forma que a placa de alumínio permanecesse a 

uma temperatura estável semelhante a da pele de um hospedeiro. Uma segunda 

resistência regulável controlava a temperatura do arame de níquel-cromo. Ainda, as 

temperaturas da placa de alumínio (fonte térmica plana 33 °C) e do fio de níquel-

cromo (fonte térmica linear 36 °C) foram monitoradas através de um termômetro 

digital de contato antes e após o término dos ensaios.  

 

4.3.3 Experimento 1 

Estes ensaios tiveram como objetivo avaliar a distância à fonte térmica linear da 

primeira picada realizada pelos insetos . Para isto, utilizaram-se 4 grupos de insetos:  

insetos cuja antena esquerda foi cortada (N = 34), insetos cuja antena direita foi 

cortada (N = 34), insetos antenectomizados bilateralmente (N = 20) e insetos 

intactos (grupo controle, N = 34).  

Para o presente experimento utilizou-se uma arena de acrílico retangular (10 x 

1 cm), com uma abertura de 1 cm2 na sua face inferior, localizada a 8 cm do 

receptáculo no qual os insetos ficavam presos e que dava acesso à fonte térmica. 

Os insetos eram colocados individualemente dentro do receptáculo e liberados após 

Figura 13: Desenho esquemático da fonte térmica constituída pela placa de alumínio e 

o arame de níquel-cromo. 

15 
cm 

Arame de níquel cromo (300 
µm) 

 

Placa de alumínio  
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10 minutos. A fonte térmica era colocada embaixo da arena, de forma que o arame 

de níquel-cromo permanecia em posição central e paralela ao eixo longitudinal da 

arena. O arame sempre foi alinhado de forma longitudinal para alinhá-lo com o eixo 

de deslocamento dos insetos. Isto permitiu verificar se as primeiras picadas dos 

insetos ocorriam do lado esquerdo ou direito da fonte térmica linear. 

O fundo da arena era forrado com papel de filtro, sendo este papel descartado 

ao fim de cada ensaio. Nesse momento, a arena era lavada com água corrente e 

sabão neutro, para eliminar quaisquer compostos químicos depositados pelos 

insetos que poderiam ter sido adsorvidos nas paredes. A temperatura da face 

inferior da arena foi de a 29 ± 1 °C. Todos os ensaios foram realizados em uma sala 

totalmente escura e com temperatura de 25 ± 2 °C.  

 

4.3.4 Experimento 2 

Estes ensaios foram realizados a fim de comparar o comportamento de insetos 

antenectomizados unilateralmente (N = 15) e insetos intactos (N = 14), frente à fonte 

térmica já descrita. Nestes ensaios foi avaliado o número total de contatos do rostro 

dos insetos com a fonte, o número de contatos prolongados, a distribuição dos 

contatos prolongados do rostro em função da distância à fonte térmica linear e a 

duração média dos contatos prolongados do rostro.  

Para avaliação dos contatos prolongados do rostro, a fonte térmica foi coberta 

com uma membrana de látex. A membrana de látex era descartada ao fim de cada 

ensaio. O látex utilizado foi obtido a partir de luvas cirúrgicas descartáveis que foram 

colocadas em água destilada por cinco dias, sendo a água trocada diariamente, a 

fim de eliminar o talco. 

 

Neste experimento foi utilizada uma arena de acrílico (comprimento 30 cm, 

largura 16 cm) similar a usada por Ferreira (2004). A arena apresentava uma peça 

de acrílico de 28 cm de comprimento que a atravessava perpendicularmente e 

estava localizada a uma distância de 10 cm da fonte térmica. Essa peça 

apresentava um compartimento cúbico central e a mesma funcionava como porta de 

correr (Figura 14). O cubo media 4 cm de lado e dentro dele era colocado um inseto 

que permanecia retido por dez minutos até o início do ensaio. Após esse tempo, a 

peça de correr era deslizada, permitindo, assim, a liberação do inseto. No fundo da 

arena havia uma abertura de 2 cm2 que dava acesso à fonte térmica. Os 

procedimentos de preparação da arena experimental, assim como as condições 
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ambientais, foram idênticos às do experimento 1. 
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4.3.5 Registro e análise dos ensaios 

Uma câmera de vídeo tipo CCD, que é sensível à luz infravermelha (marca 

HDL) foi utilizada para monitorar o comportamento dos insetos durante os ensaios. 

Esta foi montada sobre a arena e conectada a um vídeo-gravador do tipo time-lapse. 

Os ensaios foram iluminados utilizando um painel de LEDs, emissores de radiação 

infravermelha (IR, comprimento de onda de 900nm), cuja luz não é percebida pelos 

insetos (Reisenman et al, 2002).  

No experimento 1, a filmagem teve início com a saída dos insetos do 

compartimento de liberação e prosseguiu por 40 minutos. Para a análise das fitas de 

VHS selecionaram-se trechos de 10 minutos da filmagem, com início a partir do 

primeiro contato do rostro dos insetos com a fonte térmica. Para medir a distância do 

ponto de contato do rostro em relação ao fio, a imagem da abertura da arena, onde 

era apresentado o estímulo térmico, foi projetada na tela de um monitor de TV. Esta 

imagem foi dividida arbitrariamente em 20 faixas de igual largura (correspondendo a 

faixas de 1mm na fonte), sendo 10 à direita e 10 à esquerda do seu centro, i.e., da 

fonte térmica linear. As repostas dos insetos antenectomizados foram comparadas 

com aquelas obtidas com insetos intactos no trabalho de Ferreira (2004). Os 

parâmeros comparados foram: a) número total de contatos do rostro por inseto; b) 

16cm 

Porta de 
correr

Abertura de 
acesso a 

fonte 
térmica.l 

Figura 14: Desenho esquemático da arena experimental. 
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tempo médio de contato do rostro com a fonte térmica; c) número de contatos 

prolongados do rostro, i.e. com mais de 1,5 s de duração; e d) distribuição dos 

contatos prolongados do rostro em função da distância à fonte térmica linear. 

Nos ensaios do experimento 2, cujo objetivo era apenas avaliar o local da 

primeira picada dos insetos, somente foram filmados 10 minutos. Posteriormente, as 

fitas foram analisadas e foi determinado o local da primeira picada de cada inseto. 

 

4.3.6 Análise estatística 

Primeiramente, para avaliar a distribuição dos dados, foi realizado o teste de 

Shapiro-Wilk. Então, como os dados não assumiram uma distribuição normal, 

utilizou-se em todas as análises estatísticas o teste de Mann-Whitney, com limite 

discriminante de p < 0,05. Foi realizada uma média ponderada para análise da 

distância dos contatos do rostro em relação à fonte térmica linear por considerar que 

os contatos do rostro de cada inseto são independentes entre si. O número de 

contatos do rostro em cada distância foi multiplicado pelo ponto médio 

correspondente de cada faixa, e. g., 0,5 mm para faixa 1, e assim por diante. Os 

produtos destas multiplicações foram somados e, em seguida, divididos pela soma 

total do número de contatos do rostro em cada faixa. Posteriormente, este valor 

ponderado foi usado nas análises estatísticas. 

Para a análise do número de contatos prolongados do rostro, os dados foram 

normalizados em função do número total de contatos do rostro, ou seja, para cada 

inseto dividiu-se o número de contatos prolongados pelo número de contatos totais. 

Obteve-se, assim, um valor de contatos prolongados em razão do valor de contatos 

totais. Então, sobre este valor foi realizado o teste estatístico. Em relação a análise 

de contatos prolongados em função da distância a fonte térmica linear, os dados 

também foram normalizados. Neste caso dividiu-se o número de contatos 

prolongados ocorridos em cada faixa pelo número de contatos totais ocorridos 

naquela respectiva faixa. Este valor foi usado para realizar o teste estatístico. 

 

4.4 Caracterização de estruturas sensoriais do rostro e antena de R. prolixus e 

suas projeções dentro do SNC 

 

4.4.1 Insetos 

Em todas as preparações, utilizaram-se adultos ou ninfas de 5º estádio de R. 
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prolixus. Estes insetos foram provenientes de uma colônia originária de Honduras e 

mantida no insetário do Laboratório de Neuroetologia do Instituto de Pesquisa sobre 

a Biologia de Insetos (IRBI), da Universidade François Rabelais, Tours, França. Os 

triatomíneos eram mantidos em uma sala climatizada com temperatura de 28 ± 2 ºC 

e umidade relativa de 60 ± 10 %, e submetidos a um regime de iluminação 12:12 

L/E. Os insetos eram criados em frascos cilíndricos de polietileno, onde lhes era 

oferecido sangue de carneiro heparinizado em um alimentador artificial (Núñez & 

Lazzari, 1990).  

 

4.4.2 Receptores presentes no rostro de R. prolixus  

a) Diafanização dos rostros 

Foram feitas preparações do rostro de R. prolixus para descrever os tipos de 

sensilas presentes no último segmento rostral e, particularmente, a fim de verificar a 

existência de sensilas termoreceptoras. Para este procedimento utilizaram-se 4 

insetos adultos machos. Para isso, cada inseto foi previamente resfriado dentro de 

um freezer por um minuto, a fim de imobilizá-lo. Posteriormente, o inseto foi 

colocado numa placa de Petri e, então, teve o seu rostro cortado, mediante um corte 

de bisturi realizado próximo à região basal desta estrutura. O rostro foi então 

transferido para um recipiente contendo solução de hidróxido de sódio 10 % e, 

subseqüentemente mantido a 60 °C por aproximadamente uma hora. De 15 em 15 

minutos, o rostro era observado sob microscópio estereoscópico a fim de verificar se 

havia sido diafanizado. Após confirmar a diafanização, o rostro era retirado da estufa 

e transferido para um recipiente contendo solução de ácido acético. Este 

procedimento permitia neutralizar o alto pH gerado pelo hidróxido de sódio. A 

solução de acido acético era preparada dissolvendo-se uma gota do ácido em 5 ml 

de água destilada.  

Posteriormente, era realizada a desidratação dos rostros, colocando-os por 5 

minutos em soluções de concentração crescente de álcool (70%, 80%, 90% e 100%) 

etílico. Finalmente, os rostros eram colocados sobre uma lâmina e o excesso de 

álcool era retirado. Uma gota do meio de montagem Permount (PermountTM 

Mounting Media) era colocada sobre o rostro e, então, fixada sobre este uma 

lamínula. Após 48 horas, as lâminas foram examinadas em microscópio óptico para 

buscar possíveis termoreceptores no rostro. O meio de montagem usado foi uma 
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resina sintética dissolvida em tolueno, que permite a conservação do material por 

longo tempo. 

 

b) Pesquisa de termoreceptores do rostro através de microscopia eletrônica de 

varredura (ME) 

Os rostros dos insetos foram preparados para serem analisados através de 

microscopia eletrônica de varredura. Foi utilizado o microscópio SEM, DSM 982 

GEMINI, LEO, da escola de Medicina da Universidade François Rabelais, Tours, 

França. Iniciando as preparações, 4 insetos machos foram colocados dentro de um 

freezer, onde permaneceram por um minuto. Após a imobilização, os insetos tiveram 

os seus rostros retirados com ajuda de um bisturi através de um corte realizado 

próximo à região basal. Para preservar as estruturas externas, os rostros foram 

transferidos para um frasco contendo solução fixadora padrão à base de 

glutaraldeído (detalhes metodológicos descritos no anexo 1), onde permaneceram 

por 3 horas. O glutaraldeído é um bom fixador devido às suas propriedades de 

penetração e por precipitar prontamente substâncias protéicas, assegurando boa 

preservação de ultraestruturas. Posteriormente, as peças foram desidratadas 

colocando-as por 10 minutos em soluções de concentrações crescentes de uma 

série de álcool etílico (70%, 80%, 90% e 100%). Subseqüentemente, as peças foram 

então mergulhadas em acetona por dez minutos para limpeza. As amostras foram 

montadas no suporte porta amostras do microscópio, considerando a melhor 

orientação em relação ao feixe de varredura e ao coletor de elétrons secundários. 

Para a colagem, foi usada uma cola condutora e este procedimento foi realizado sob 

microscópio estereoscópico. Posteriormente, as amostras foram levadas para uma 

câmera para impregnação com uma camada ultrafina de platina. Finalmente, as 

peças foram levadas ao microscópio eletrônico de varredura para análise. A 

cobertura de materiais biológicos com tais metais visa torná-los bons condutores 

térmicos e elétricos. 

 

4.4.3 Arranjo anatômico interno do rostro de R. prolixus 

A fim de visualizar as estruturas internas presentes no rostro de R. prolixus, 

amostras deste órgão foram preparadas utilizando técnicas descitas por Ribi (1987). 

Para estas preparações, foram utilizados os rostros de 8 insetos adultos. Os insetos 

tiveram o rostro dissecado próximo à região basal, através de um corte de bisturi. O 
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rostro foi dividido em três segmentos: o primeiro, mais próximo da cabeça, o 

segundo, que compreende a região média, e o terceiro correspondente à região 

mais distal. Os três segmentos do rostro foram separados e colocados em frascos 

contendo solução fixadora à base de glutaraldeído (2,5 %) e formaldeído (2,0 %) em 

tampão fosfatado - pH 7,3 com glicose e CaCl2 adicionados (solução descrita no 

anexo 1) - durante 3 horas. Prosseguindo, o fixador foi descartado o os rostros 

lavados 3 vezes com tampão padrão Milloning´s (Millong, 1961, descrito no anexo 

1). Posteriormente, os rostros foram fixados em solução à base de tetróxido de 

ósmio 1 % (solução descrita no anexo 1) por 1 hora. Neste momento, os frascos 

foram envolvidos com papel alumínio, evitando-se, assim, a exposição das amostras 

à luz. A solução de tetróxido de ósmio foi retirada dos frascos e substituída por 

tampão padrão Milloning’s. Os preparados foram lavados 3 vezes com esse tampão 

e subseqüentemente desidratados em uma série crescente de soluções de álcool 

etílico. As amostras foram expostas por 5 minutos às soluções 70 e 80 %, por 10 

minutos às soluções 95 % e 100 % e, novamente por 15 minutos, em um outro 

recipiente com álcool etílico 100 %. Então, o álcool foi retirado e substituído por uma 

mistura de 1:1 de óxido de propileno e álcool etílico 100 % por 15 minutos. Em 

seguida, essa mistura foi retirada e substituída por óxido de propileno puro que ficou 

em contato com as preparações por 20 minutos. Finalmente, essa substância foi 

retirada e substituída por uma mistura de 1:1 de Durcupan duro (Electron 

Microscopy Sciences, mais detalhes metodológicos no anexo 2) e óxido de 

propileno. Os frascos contendo os preparados foram abertos e mantidos sob 

agitação “over-night”. Posteriormente, os rostros foram retirados dessa mistura e 

embebidos em Durcupan duro (detalhes metodológicos no anexo 2) por uma 1 hora 

a temperatura ambiente. Finalmente, os rostros foram colocados num molde 

contendo Durcupan duro, orientados sob microscópio estereoscópico e levados para 

dentro de uma estufa, onde permaneceram por 48 horas a 60 °C para a 

polimerização da resina. 

Os blocos foram seccionados serialmente em cortes que variaram de 1,5-5 µm 

usando lâminas de vidro e navalha de diamante, em um micrótomo colocado sob um 

microscópio estereoscópico. Cada um dos cortes era acomodado em uma gota de 

água destilada sobre uma lâmina, com a ajuda de microscópio estereoscópico, pinça 

fina e um pincel. As lâminas eram, então, transportadas para uma placa quente, 

mantida a 60 °C, onde permaneciam por alguns segundos, de forma que os cortes 
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pudessem ser estirados e aderidos ao vidro. Os cortes foram montados nas lâminas 

obedecendo à seqüência em que foram obtidos. Posteriormente, foram adicionadas 

algumas gotas do corante azul de toluidina (Toluidine Blue–Basic Fuchsin EMS (cf. 

http://www. emsdiasum.com/microscopy/technical/datasheet/14950.aspx) sobre a 

lâmina. Então, a mesma foi colocada por aproximadamente 1 minuto sobre a placa 

quente. Posteriormente, a preparação foi coberta com o meio de montagem 

Permount (Permount TM Mounting Media). Finalmente, os cortes foram observados 

sob um microscópio óptico em aumento de 10, 40 e 100 vezes (Olympus, Japan).  

 

4.4.4 Projeções de receptores sensoriais no SNC de R. prolixus  

a) Técnica de difusão de cloreto de cobalto 

Para as análises das projeções rostrais e antenais no SNC foram realizadas 

difusões de cloreto de cobalto por estes apêndices. Foram realizadas 30 difusões 

pelo rostro de insetos adultos, sendo 10 difusões para cada um dos três segmentos 

rostrais dos insetos. Também foram realizadas 3 difusões pelo primeiro segmento 

rostral dos insetos adultos para verificar exclusivamente o posicionamento lateral 

das projeções dos receptores no SNC. Foram realizadas 5 difusões pelo rostro de 

ninfas de 5° estádio. Estas difusões foram realizadas somente pelo primeiro 

segmento do rostro, uma vez que tiveram apenas o objetivo de comparar as 

projeções encontradas com aquelas evidenciadas nos insetos adultos. Também 

foram realizadas 4 difusões pelas antenas de ninfas de 5° estádio, todas a nível do 

pedicelo. Finalmente, foram realizadas 3 difusões simultâneas pelas antenas e 

rostro, em insetos adultos. Nestas preparações, as difusões foram feitas pelo 

pedicelo da antena e pelo segundo segmento rostral.  

Nas preparações, cujo objetivo era realizar cortes histológicos para detalhar as 

projeções de neurônios sensoriais no SNC, foram realizadas 10 difusões pelo 

segundo segmento do rostro de insetos adultos. Além disto, realizaram-se 20 

difusões pelo pedicelo da antena e segundo segmento rostral, simultaneamente, em 

insetos adultos. E, finalmente, 2 difusões pelo pedicelo da antena em insetos 

adultos. As etapas da técnica constam de: a) aplicação, b) difusão, c) precipitação, 

d) fixação, e) hidratação, f) intensificação, g) desidratação, h) clareamento e 

montagem, e i) cortes histológicos 
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a) aplicação 

Os insetos eram colados ventralmente numa placa de Petri utilizando cimento 

époxi. O extremo do rostro e/ou das antenas era cortado com a ajuda de um bisturi 

e, ao redor destas estruturas, era realizado um reservatório feito de vaselina. Em 

seguida, um capilar contendo água destilada era colocado em contato com o 

extremo lesado do apêndice por um minuto. Desta maneira, as células eram 

expostas a um choque osmótico e suas membranas celulares se rompiam. 

Posteriormente, a gota era seca com a ajuda de um papel toalha. 

b) difusão 

Uma gota de solução de cloreto de cobalto 0,25 % (solução descrita no anexo 

3) era colocada no reservatório que, então, era coberto com uma camada de 

vaselina para evitar a evaporação da solução. Depois de transcorridas 3 horas de 

difusão, a zona era limpa com papel toalha.  

c) precipitação 

O inseto era submerso em solução de Ringer pH 7.0 (solução modificada de 

Case, 1957, descrita detalhadamente no anexo 3) e era iniciada a dissecação do 

sistema nervoso. A fim de precipitar o cloreto de cobalto dentro das células, era 

utilizada uma solução de sulfeto de amônia (solução descrita no anexo 3). Eram 

pingadas 5 gotas dessa solução sobre o sistema nervoso dissecado, de forma a 

cobri-lo totalmente durante 5 minutos. Após este período, toda a preparação era 

lavada com solução de Ringer, de forma a retirar a solução anterior.  

d) fixação 

O fixador à base de álcool etílico, ácido acético e formaldeído AAF (descrito no 

anexo 3) era aplicado sobre a preparação. Posteriormente, a preparação era 

completamente retirada e transferida para outro frasco contendo o mesmo tipo de 

fixador e mantida neste recipiente por 2 horas.  

e) hidratação 

O fixador era substituído por álcool 70%. A dissecação era terminada em álcool 

70% retirando o sistema nervoso inteiro (cérebro e gânglios abdominais). Uma vez 

extraído o tecido continuava-se a hidratação com uma seqüência decrescente de 

soluções de álcool etílico 50 - 30 % - água destilada, 10 minutos em cada um. As 

preparações eram manejadas com uma pipeta de plástico para evitar a sua 

danificação. 
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f) intensificação 

A preparação era transferida para uma placa de Petri contendo solução 

reveladora base (descrita no anexo 3) aquecida a 60 °C e, então, colocada em uma 

estufa escura por 1 hora. Posteriormente, transferiam-se as amostras em solução 

reveladora com prata (descrita no anexo 3) pré-aquecida a 60 °C e se levava 

novamente a estufa a 60 °C (Bacon & Altman, 1977). A cada 10 minutos a coloração 

das preparações era verificada com a ajuda de um microscópio estereoscópico. 

Somente quando esta atingia uma tonalidade marrom “tabaco” é que era retirada da 

estufa. Se fossem transcorridos 30 minutos e as amostras não alcançassem a cor, a 

solução reveladora de prata era renovada. Uma vez alcançada a cor, retirava-se o 

preparado e o colocava em água destilada pré-aquecida a 60 °C, por 10 minutos.  

g) desidratação 

Desidratava-se a preparação em série decrescente de álcool etílico 30 - 50 - 70 

– 80 – 90 – 100 % X 2, cada um por 10 minutos. 

 h) clareamento e montagem  

Clareava-se a preparação com metil salicilato durante 20 minutos. Após o 

clareamento, a preparação era colocada sobre uma lâmina escavada com o auxílio 

de um microscópio estereoscópico e era coberta com o meio de montagem 

Permount. Finalmente, uma lamínula era colocada e colada sobre a preparação. 

Após 48 horas, as preparações eram examinadas com o auxílio de um microscópio 

óptico (Olympus B x 50, Japão). Algumas preparações foram colocadas no meio de 

montagem Permount e por capilaridade penetraram dentro de capilares de 1.10 mm 

de diâmetro interno. Posteriormente, tais amostras foram colocadas sob um 

microscópio estereoscópico (Leica, MZ6) e, então, foram analisadas as projeções 

laterais oriundas do rostro no SNC.  

i) cortes histológicos 

A técnica utilizada para montagem de cortes foi similar, até a etapa do 

clareamento, àquela desenvolvida para observação do SNC inteiro. Neste caso, 

após o claremanto das amostras em metil salicilato, esta substância era substituída 

por xilol e as amostras permaneciam neste por 10 minutos. Em seguida, se 

transferia a preparação para álcool 100 %, sendo que o álcool era trocado por 3 

vezes. Em seguida, o terceiro volume de álcool era retirado e acrescentada uma 

mistura de 1:1 de álcool 100 % e óxido de propileno. A preparação ficava 

mergulhada nesta mescla por 15 minutos, sendo em seguida retirada a mistura e 
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acrescentado óxido de propileno puro. Subseqüentemente, o óxido de propileno era 

substituído por uma mistura de 1:1 de óxido de propileno e Durcupan suave (descrita 

no anexo 2). Neste momento, os frascos contendo as preparações eram abertos e 

mantidos sob agitação “over-night”. Dando seqüência à técnica, os frascos eram 

abertos e deixados a 40 °C por 2 horas. Posteriormente, as amostras de sistema 

nervoso eram retiradas dos frascos e colocadas num molde contendo Durcupan 

suave por 1 hora, à temperatura ambiente. Transcorrido este tempo, os preparados 

eram colocados em moldes contendo Durcupan suave, orientados e levados a 60 °C 

por 48 horas, para a polimerização da resina.  

Cortes de 20 micrômetros foram realizados com o auxílio de um micrótomo 

rotatório motorizado (RM 2055, Leica Jung) equipado com uma navalha de vidro, 

utilizando um microscópio estereoscópico (Leica, MZ6) para monitorar o processo. 

Ainda sob microscópio estereoscópico, os cortes eram acomodados delicadamente 

em gotas de água destilada sobre lâminas com a ajuda de uma pinça fina e um 

pincel. Subseqüentemente, as lâminas eram transportadas para uma placa quente 

mantida a 60 °C, onde permaneciam por alguns segundos de forma que os cortes 

pudessem ser estirados e aderidos ao vidro. Os cortes eram montados nas lâminas 

obedecendo a seqüência em que eram obtidos. Após uma lâmina ser completada, a 

lâmina era montada com Permount. Posteriormente, os cortes eram analisados ao 

MO (Olympus B x 50, Japão) e realizados desenhos esquemáticos de cada corte. 

Posteriormente, foi realizado um único desenho das projeções neuronais 

observadas. 

  

b) Preenchimento de neurônios com neurobiotina 

A fim de pôr em evidência projeções oriundas dos receptores sensoriais do 

rostro no SNC, foram realizadas 3 difusões de 1 % neurobiotina (NeurobiotinTM 

Tracer, Vector Laboratories, Burlingame, USA) em 0,25 M KCl, realizando um corte 

no segundo segmento rostral de insetos adultos. Posteriormente, o SNC era 

incubado em Oregon-green Avidin (Oregon Green® 488 conjugate A6374, Molecular 

Probes, OR, USA), que se ligava à neurobiotina, permitindo, assim, a visualização 

das estruturas marcadas por esta. A avidina é uma proteína conhecida pela sua 

capacidade de remover carboidratos. As etapas da técnica são descritas em detalhe 

a seguir.  
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a) aplicação 

Os insetos eram imobilizados com cimento époxi, com o ventre para cima, 

numa placa de Petri. O apêndice a estudar era cortado transversalmente com a 

ajuda de um bisturi. Em seguida, ao redor do apêndice cortado, rostro ou antenas, 

era feito um reservatório de vaselina. A seguir, um capilar contendo água destilada 

era colocado em contato com o extremo do apêndice lesado, envolvendo-o com o 

líquido por um minuto. Após esse intervalo de tempo, o capilar era retirado, o resto 

da água seca com papel toalha e era colocada no reservatório uma gota de 

neurobiotina 1 % (solução descrita no anexo 4), que era coberta com vaselina para 

evitar sua evaporação. Posteriormente, a preparação era colocada dentro de uma 

caixa fechada para evitar a exposição à luz. Uma vez na caixa, a preparação era 

transportada para dentro de uma geladeira a 4 °C, onde permanecia por 48 horas.  

b) fixação 

Transcorrido este tempo, a preparação era retirada da geladeira, levada até um 

microscópio estereoscópico e a cabeça e tórax do inseto abertos, de forma a expor 

todo o SNC. Assim, o conjunto do SNC, i.e., cérebro e gânglios sub-esofágicos, 

torácico e posterior, era cuidadosamente retirado e transferido para paraformaldeído 

4 % dissolvido em tampão Milloning’s (descrito no anexo 1) e conservado na solução 

a 4 °C por 12 horas. Os frascos eram devidamente envolvidos com papel alumínio 

de forma a evitar a exposição à luz. 

c) desidratação/reidratação (adaptado de Ignell et al, 2000) 

Prosseguindo a técnica, a solução de paraformaldeído era retirada do frasco e 

o SNC era lavado 4 vezes em tampão Milloning’s (descrito no anexo 1) previamente 

resfriado a 4 °C. Cada um das lavagens era realizada em tempos diferentes, dentro 

do intervalo de 12 horas. Posteriormente, era iniciada a desidratação do SNC 

utilizando uma seqüência crescente de exposição por 10 minutos em séries de 

álcool etílico de 50%, 60%, 70%, 96% e 100% - esta última por duas vezes. Após 

este procedimento, as preparações eram colocadas em óxido de propileno e álcool 

etílico (1:1) por 10 minutos e, subseqüentemente, em óxido de propileno puro por 

outros 10 minutos. Posteriormente, o SNC era reidratado utilizando todas as 

soluções citadas acima por igual tempo, porém na ordem inversa. Este 

procedimento de desidratação e reidratação foi realizado para tornar as membranas 

celulares mais permeáveis à entrada do Oregon-green Avidin. 
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d) incubação em Oregon-green-Avidin 

A preparação era lavada em tampão Milloning’s por 3 passagens de 10 minutos 

cada. Posteriormente, o tampão era retirado do frasco e a preparação era colocada 

em Oregon-green-Avidin com Triton X 0,2 % e 1 % de soro de proteína bovina BSA 

(solução descrita no anexo 4) e incubado por uma noite a 4 °C.  

e) desidratação 

O SNC era lavado em tampão Milloning’s novamente por 3 passagens de 10 

minutos. Então, o tampão era retirado e a preparação exposta por 10 minutos a cada 

concentração de uma seqüência crescente de soluções de álcool etílico: 70%, 90%, 

e 100% - esta última por duas vezes. Este procedimento de desidratação era 

realizado para permitir a posterior entrada do metil salicilato. 

f) clareamento e montagem 

Após a desidratação, a amostra era transferida para uma lâmina escavada, 

eliminado o excesso de álcool e recebida uma gota de metil salicilato que 

permanecia em contato com a preparação por 40 minutos para clarear o tecido. Em 

seguida, o metil salicilato era secado, uma gota de Perrmount era colocada sobre a 

amostra e uma lamínula era montada sobre a mesma. Os preparados eram 

guardados de maneira a evitar a sua exposição à luz. Após 48 horas, as lâminas 

eram analisadas utilizando um microscópio de fluorescência (Olympus B x 50, 

Japão) e eram feitas fotografias das mesmas para registro.   

 

c) Preenchimento de neurônios com dextran rodamina 

A fim de confirmar a posição das projeções oriundas dos receptores do rostro, 

observadas no SNC, através da técnica de injeção de neurobiotina, foram realizadas 

5 difusões adicionais de injeção de dextran rodamina (Molecular Probes, Eugene, 

OR; USA, cf. http://www.probes.com; D-3308) no segundo segmento rostral de 

insetos adultos. O protocolo empregado na realização desta técnica foi muito similar 

àquele utilizado nas preparações com difusão da neurobiotina. 

 a) aplicação 

 Os insetos eram imobilizados com cimento époxi, com o ventre para cima, 

numa placa de Petri. O apêndice em questão era cortado com a ajuda de um bisturi. 

Em seguida, ao redor da estrutura cortada, rostro ou antenas, era feito um 

reservatório de vaselina. Dando sequência a técnica, um capilar contendo água 

destilada era colocado em contato com o extremo do apêndice lesado, envolvendo-o 
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com o líquido por um minuto. Após esse intervalo de tempo, o capilar era retirado, o 

resto da água, seca, e era colocada no reservatório uma gota de rodamina 

(concentração desconhecida) que era coberta com vaselina para evitar a 

evaporação da substância. Posteriormente, a preparação era colocada dentro de 

uma caixa fechada para evitar a exposição à luz. Uma vez na caixa, a preparação 

era transportada para dentro de uma geladeira a 4 °C, onde permanecia por 48 

horas.  

b) fixação 

Transcorrido este tempo, as preparações eram retiradas da geladeira, levadas 

até um microscópio estereoscópico e o cérebro e tórax abertos, de forma a expor 

todo o SNC. Assim, o SNC era retirado e transferido para um fixador à base de 

paraformaldeído dissolvido em tampão Millonig’s (descrito no anexo 1), onde 

permanecia à temperatura ambiente por uma noite. Os frascos eram devidamente 

envolvidos com papel alumínio, de forma a evitar a exposição das amostras à luz. 

c) desidratação 

As amostras eram lavadas durante 15 minutos com tampão Millonig’s (solução 

descrita no anexo 1). Este procedimento de lavagem era repetido 5 vezes. 

Finalmente, o tampão era retirado e iniciada a desidratação, expondo a preparação 

por 10 minutos a uma série decrescente de soluções de álcool etílico 30%, 50%, 

70%, 95% e 100%. Este procedimento de desidratação era realizado para facilitar a 

posterior entrada do metil salicilato. 

d) montagem  

Após a desidratação, a amostra era transferida para uma lâmina escavada, o 

excesso de álcool era seco e acrescentada uma gota de metil salicilato que 

permanecia em contato com a preparação por 40 minutos para clarear o tecido. Em 

seguida, o metil salicilato era secado, uma gota de Perrmount era colocada sobre a 

amostra e montada uma lamínula sobre a mesma. Os preparados eram guardados 

de maneira a evitar a sua exposição à luz. Após 48 horas, as lâminas eram 

analisadas utilizando um microscópio de fluorescência (Olympus, Japan) e eram 

feitas fotografias das mesmas para registro. 
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5.1 Atividade de R. prolixus associada ao abrigo 

 

5.1.1 Atividade de saída de abrigo  

Primeiramente, analisou-se a atividade espontânea de saída de abrigos. E, a 

fim de avaliar se a presença de odores do hospedeiro é capaz de promover um 

incremento nessa atividade, a dinâmica de saída das ninfas em ambas as condições 

foi comparada. Esta comparação foi realizada para cada nível de jejum 

separadamente, i.e., com insetos com 21, 30 e 60 dias de jejum.  

A atividade de saída do abrigo em insetos com 21 dias de jejum foi baixa, tanto 

na ausência quanto na presença de pistas do hospedeiro (Figura 15). Em insetos 

com 30 dias de jejum, houve baixa atividade espontânea de saída de abrigo, mas na 

presença de pistas do hospedeiro esta atividade aumentou significativamente 

(Figura 15, Wilcoxon, p<0,03). Da mesma forma, em insetos com nível de jejum de 

60 dias também houve baixa atividade de saída espontânea dos insetos dos abrigos 

e maior frequência de saída de insetos em presença de estimulos do hospediro 

(Figura 15, Wilcoxon, p<0,04). 

 

 Médiane 
 25%-75% 
 Min-Max 

21 Odor 21  30 Odor 30  60 Odor 60

Grupos

0

2

4

6

8

10

12

14

S
a
id

a
s 

to
ta

is

 

Mediana

Figura 15. Comparação do número total de insetos que saíram do abrigo na ausência e na 

presença de pistas do hospedeiro (21, 30 e 60 dias de jejum), 6 ensaios realizados em cada 

série. 
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5.1.2 Atividade locomotora em R. prolixus 

A atividade locomotora espontânea dos insetos foi analisada e comparada à 

observada nos ensaios em que sinais do hospedeiro foram apresentados. Estas 

comparações foram realizadas separadamente para os diferentes níveis de jejum 

testados, i.e., 21, 30 e 60 dias. A comparação da atividade espontânea e da 

atividade observada na presença de odores de camundongo em insetos com 21 dias 

de jejum não apresentou diferença significativa (Figura 16, Wilcoxon, n.s). 

Entretanto, insetos com 30 dias de jejum mostraram uma atividade 

significativamente maior na presença de odores de camundongo (Figura 16, 

Wilcoxon, p < 0,03). Da mesma forma, em insetos com 60 dias de jejum foi 

observada uma atividade locomotora significativamente aumentada frente aos 

estímulos emitidos pelos hospedeiros (Figura 16, Wilcoxon, p < 0,04). 
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Figura 16 Comparação da atividade locomotora de insetos na ausência e na presença de 

pistas do hospedeiro (21,30 e 60 dias de jejum), 6 ensaios realizados em cada série. 

 

5.1.3 Efeito do jejum sobre a atividade de R. prolixus  

a) Saída do abrigo 

A fim de avaliar se o nível de jejum afetaria a atividade espontânea de saída de 

abrigos, foi comparado o número de saídas em insetos com 21, 30 e 60 dias de 

jejum. Posteriormente, também foi comparado o número de saídas observadas na 

presença de pistas do hospedeiro nos diferentes jejuns. O nível de jejum não afetou 
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significativamente a atividade de saída espontânea do abrigo de ninfas de R. 

prolixus (Figura 15, Kruskal-Wallis, n.s). Contudo, na presença de odores do 

hospedeiro, o aumento do jejum promoveu um aumento significativo na atividade de 

saída de abrigos (Figura 15, Kruskal-Wallis p < 0,01). Na presença do hospedeiro, 

os insetos com 30 ou 60 dias de jejum apresentaram uma atividade de saída 

significativamente maior do que com 21 dias de jejum (Figura 15, teste U de Mann 

Whitney, p< 0,01 e p< 0,02, respectivamente). Por outro lado, ninfas com 30 e 60 

dias de jejum não apresentaram diferenças significativas entre si em relação com 

esta atividade (Figura 15, U de Mann Whitney, n.s). 

 

b) Atividade locomotora 

A fim de avaliar se o nível de jejum afeta a atividade locomotora dos 

triatomíneos, a mesma foi comparada nos insetos em 21, 30 e 60 dias de jejum. A 

atividade também foi comparada na presença de pistas do hospedeiro em insetos 

com esses mesmos níveis de jejum. O aumento do jejum pareceu promover certo 

incremento na motivação para locomoção espontânea, porém esta diferença não foi 

significativa (Figura 16, Kruskal-Wallis, n.s). Entretanto, na presença de sinais do 

hospedeiro, os diferentes níveis de jejum testados promoveram uma variação 

significativa na atividade locomotora dos insetos (Figura 16, Kruskal-Wallis, p < 

0,01). Adicionalmente, a comparação dos resultados obtidos nestas condições em 

insetos com 21 e 30 dias de jejum mostrou um aumento significativo da atividade 

locomotora dos últimos (Figura 16, U de Mann Whitney, p < 0,01). De maneira 

semelhante, a atividade locomotora dos insetos testados na presença do hospedeiro 

e com 60 dias de jejum foi significativamente maior do que a apresentada pelos 

insetos com jejum de 21 dias (Figura 16, U de Mann Whitney, p < 0,01). Por outro 

lado, insetos com 30 e 60 dias de jejum não mostraram uma diferença significativa 

na sua atividade locomotora na presença do hospedeiro (Figura 16, U de Mann 

Whitney, n.s). 

 

5.1.4 Padrão temporal de atividade de R. prolixus  

a) Atividade de saída/entrada de insetos nos abrigos 

A fim de avaliar se os insetos apresentavam um horário preferencial de saída 

dos abrigos, a variação temporal do número de saídas espontâneas foi comparada. 

Posteriormente, a variação do mesmo parâmetro foi analisada na presença de pistas 
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do hospedeiro. Na série com insetos em 60 dias de jejum, a atividade de saída de 

insetos dos abrigos foi drasticamente maior na primeira hora da escotofase (Figura 

17 C). Entretanto, observa-se que, para os outros níveis de jejum testados, na 

ausência ou na presença de pistas do hospedeiro, os insetos não apresentaram uma 

preferência em deixar os abrigos nas primeiras horas da escotofase (Figuras 17 A, 

B, C).  

É importante ressaltar que, em todos os ensaios realizados, a maioria dos 

insetos não retornou ao abrigo, sobretudo na presença de sinais do hospedeiro 

(Figura 17 A, B, C). Contudo, os insetos mostraram uma tendência a retornar ao 

abrigo somente no final da fase escura (Figura 17 A, B, C).  
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Figura 17. Variação temporal do balanço da atividade de saída e entrada ao abrigo. A: 

insetos com 21 dias de jejum; B: insetos com 30 dias de jejum; C: insetos com 60 dias de 

jejum. Barras pretas: balanço da atividade na ausência de sinais do hospedeiro. Barras 

cinzas: balanço da atividade na presença de sinais do hospedeiro. Os valores representam 

a média de seis réplicas por série. A barra superior representa o ciclo de iluminação: 

branco/fotofase; preto/escotofase; setas/início e fim da escotofase.  
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b) Atividade locomotora 

Em insetos mantidos em jejum de 21, 30 e 60 dias a atividade locomotora na 

ausência do hospedeiro foi extremamente baixa, não havendo nenhum período 

específico que apresentasse um pico de locomoção dos insetos (Figura 18 A, B, C). 

Ainda, na presença do hospedeiro, os insetos em jejum de 21 dias também 

mostraram uma atividade locomotora extremamente baixa. Entretanto, quando o 

jejum estendeu-se a 30 e 60 dias, a atividade locomotora apresentada pelos insetos 

na presença do hospedeiro foi bastante intensa.  
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Figura 18. Atividade locomotora espontânea (barras pretas) e na presença de sinais do 

hospedeiro (barras cinzas) em ninfas de R. prolixus. A: insetos com 21 dias de jejum; B: 

insetos com 30 dias de jejum; C: insetos com 60 dias de jejum. Os valores graficados 

representam a média de seis réplicas por série. A barra superior representa o ciclo de 

iluminação: branco/fotofase; preto/escotofase; seta/início e fim da escotofase.   
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5.2 Capacidade de R. prolixus em avaliar a distância a qual se encontra uma 

fonte de calor 

 

5.2.1 Variação da expressão do PER em função da distância à fonte térmica  

A fim de determinar o intervalo de distância em que é mais freqüente observar 

PER frente a uma fonte térmica, foram realizadas 6 séries de ensaios em diferentes 

condições experimentais.  

 

5.2.2 Insetos intactos em condições de closed-loop 

Primeiramente, utilizando insetos que caminhavam livremente até a fonte, i.e., 

em condições de closed-loop, foi avaliada a distância à qual estes expressavam o 

PER,. Nestes ensaios, observou-se que 100 % dos insetos testados apresentaram 

PER frente à fonte. Ainda foi verificada uma variação na freqüência do PER em 

função da distância à fonte térmica (Figura 19). Os insetos expressaram o PER a 

partir de 10 mm de distância da fonte térmica. Entretanto, observa-se que, durante a 

aproximação à mesma, houve uma maior proporção de insetos que realizaram o 

PER a 5 mm da fonte e que a esta freqüência diminui, tanto a distâncias maiores 

como menores (Figura 19). 

As antenas de ninfas de 5º estádio de R. prolixus têm em média 5 mm de 

comprimento, de maneira que, a partir de uma distância equivalente, poderiam tocar 

a fonte, inclusive antes do inseto expressar o PER. Sendo assim, levantou-se a 

hipótese de que o aumento na freqüência do PER a 5 mm da fonte poderia ter 

ocorrido devido ao contato prévio das antenas dos insetos com a mesma. A fim de 

avaliar a proporção de insetos que tocam a fonte com suas antenas antes de realizar 

o PER a 5 mm foi feito um experimento ad hoc. Isso foi necessário, uma vez que a 

determinação a olho nu da proporção de insetos que tocavam a fonte com as 

antenas à distância de 5 mm antes de realizarem o PER era imprecisa. No novo 

experimento, foi determinada a proporção de insetos que contatavam a fonte antes 

de estender a probóscide à distância de 5 mm. Nestas condições, 70,6 % dos 

insetos não tocaram a fonte com as antenas antes de fazer o PER (Figura 20). 
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Figura 19: Proporção de insetos que apresentaram o PER em função da distância à fonte 

térmica. Condições de closed-loop. Série com a fonte a 35°C, N= 30 insetos. Série com a 

fonte a 40°C, N= 29 insetos. 
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Figura 20: Proporção de insetos que tocaram a fonte térmica com as antenas antecipando o 

PER à distância de 5 mm. Condições de closed-loop, fonte a 40°C. N= 17 insetos.  
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5.2.3 Insetos intactos em condições de open-loop 

Posteriormente, foi testado se insetos mantidos em condições de open-loop 

expressariam o PER de forma semelhante ao observado na série anterior. Para isto, 

foram realizadas duas séries experimentais com os insetos mantidos nessas 

condições. 

 

a) Ensaios de distância fixa 

Nesta série, a distância entre o inseto e a fonte térmica foi mantida fixa. O 

parâmetro avaliado foi a distribuição de freqüência de PER em função da distância e 

apenas a máxima distância da fonte à qual o inseto apresentou um PER foi 

registrada. Observou-se que 76 e 68 % dos insetos realizaram o PER nos ensaios 

em que a fonte foi mantida a 35 e a 40 °C, respectivamente. Cabe salientar que para 

as análises de distribuição de distância somente foram considerados os insetos que 

realizaram o PER. 

O PER ocorreu com maior freqüência a distâncias menores do que na série 

realizada em closed loop (Figura 21). Nestas condições experimentais, os insetos 

conseguiam tocar a fonte com suas antenas somente a partir de 4 mm, apesar 

desses órgãos terem 5 mm de comprimento. A impossibilidade de haver contato das 

antenas com a fonte a 5 mm deve-se ao fato dos insetos, nestas condições, 

posicionarem as suas antenas com uma maior abertura angular quando se 

encontram perto da fonte (Flores, 2005). Também foi observado que, a partir da 

distância de 4 mm da fonte e, subseqüentemente, em todas as distâncias menores 

do que esta, o toque das antenas na fonte sempre antecedia a expressão do PER. 

Cabe ressaltar que o comprimento do rostro é de aproximadamente 3 mm. 
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Figura 21: Proporção de insetos que apresentaram o PER em função da distância à fonte 

térmica. Os ensaios foram realizados em condições de open-loop. N= 25 insetos em ambas 

as séries. 

 

b) Ensaios de distância dinamicamente variada 

Uma terceira série experimental foi realizada para avaliar se a aproximação 

artificial, i.e., o deslocamento manual dos insetos suspensos até a fonte térmica, 

poderia alterar o perfil de distâncias em que o PER seria expresso. Cabe ressaltar 

que durante a aproximação manual 77 % dos insetos realizaram o PER quando a 

fonte foi apresentada a 35 °C. Quando a fonte foi apresentada a 40 °C, essa 

porcentagem foi de 67 %. Da mesma forma que na série anterior, somente foram 

incluídos na análise os insetos que realizaram este comportamento. Além disso, 

somente foi registrada a máxima distância da fonte em que o inseto expressou o 

PER. Durante a aproximação manual, o perfil de expressão do PER em função da 

distância foi semelhante ao observado na série anterior (Figura 22). Porém, houve 

uma menor dispersão dos dados que se concentraram ao redor da distância de 3 

mm, ou seja, os insetos realizaram o PER somente após contatar a fonte térmica 
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com as antenas. 
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Figura 22: Proporção de insetos que apresentaram o PER em função da distância à fonte 

térmica durante a sua aproximação manual. Os ensaios foram realizados em condições de 

open-loop. Série com a fonte a 35°C, N= 31 insetos. Série com a fonte a 40 °C, N= 27 

insetos. 

 

5.2.4 Comparação entre os dados nas condições de closed-loop vs open-loop 

A fim de certificarmos se a atividade locomotora dos insetos era necessária 

para estimar a distância à fonte e, conseqüentemente, para disparar o PER no local 

adequado, foram comparados os dados obtidos em condições de closed e open-loop 

nas duas temperaturas testadas. Os dados relativos à freqüência de expressão do 

PER foram agrupados em duas categorias para realização das análises estatísticas: 

a) PER ocorridos entre 2 e 4 mm e, b) PER ocorridos a partir de 4 mm. 

Adicionalmente, compararam-se os dados obtidos em open-loop distância fixa com 

aqueles obtidos em open-loop distância variada nas duas temperaturas testadas. 

Constatou-se que não houve diferença estatisticamente significativa na expressão 

do PER entre as séries open-loop distância variada e open-loop distância fixa 

realizadas a 35 °C (Qui-quadrado n.s). Coincidentemente, também não houve uma 

diferença significativa entre estas séries a 40 °C (Qui-quadrado, n.s). De maneira 
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semelhante, os dados obtidos em condições de closed-loop foram comparados com 

aqueles de condições de open-loop distância fixa (realizados a 35 °C) e não foi 

observada diferença estatisticamente significativa (Qui-quadrado, n.s). Por outro 

lado, a comparação dos dados das séries em closed e open-loop a distância fixa 

(realizadas a 40 °C) permitiu constatar uma diferença significativa (Qui-quadrado, p 

< 0,01). Finalmente, a comparação dos dados da série realizada em condições de 

closed-loop com aqueles da série em open-loop distância variada mostrou uma 

diferença estatisticamente significativa entre as séries a 35 e a 40 °C (Qui-quadrado 

p < 0,03 e p < 0,003, respectivamente). 

 

5.2.5 Efeito da antenectomia na expressão do PER  

A fim de avaliar se a integridade das antenas é relevante para a determinação 

da distância em que o PER é realizado pelos insetos, foi desenvolvido um novo 

experimento ad hoc. 

 

a) Insetos em condições de closed-loop 

Primeiramente, foi realizada uma série de ensaios em condições de closed-

loop nos quais insetos antenectomizados unilateralmente foram confrontados com 

uma fonte térmica a 40°C. Percebeu-se que a proporção de insetos que realizaram 

PER frente à fonte térmica foi similar à observada com insetos intactos nas mesmas 

condições experimentais. Durante a trajetória dos insetos até a fonte, muitos deles 

tocaram alguma superfície da arena com a sua antena intacta. Nesse momento, os 

insetos alteravam imediatamente a sua trajetória para o lado contatado e tentavam 

picar essa superfície. Nestas condições, foi possível observar que aproximadamente 

50 % dos insetos tocaram uma superfície fria com a antena intacta imediatamente 

antes de realizar o PER (Figura 23). Além disto, aproximadamente 40 % dos insetos 

fizeram PER sem tocar nenhum objeto presente no ensaio com a antena. O restante 

dos insetos, ou seja 10%, fizeram PER após tocar a fonte térmica com a antena. 

Cabe ressaltar que em todos os ensaios a arena foi mantida à temperatura ambiente 

e, portanto, as suas paredes não apresentavam estímulação térmica.  
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Figura 23: Relevância do contato antenal na expressão do PER em insetos 

antenectomizados unilateralmente. Condições de closed-loop. Fonte térmica a 40°C. N= 59 

insetos. 

 

Nos casos em que insetos antenectomizados não tocaram a parede da arena 

com sua antena intacta, o PER foi realizado preferencialmente a distâncias próximas 

da fonte. Porém, a expressão do PER nestas condições abrangeu uma faixa de 

distância relativamente ampla (Figura 24). Desta forma, não houve uma distância 

claramente preferencial na qual os insetos antenectomizados realizaram PER com 

maior freqüência. 
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Figura 24: Proporção de insetos antenectomizados unilateralmente que apresentaram PER 

em função da distância à fonte térmica. Os resultados representados correspondem a 

insetos que não contataram a superfície da arena com suas antenas antes do PER. 

Condições de closed-loop. Fonte térmica a 40°C. N= 22.  

 

b) Insetos em condições de open-loop 

Nos ensaios em que insetos antenectomizados unilateralmente foram mantidos 

em condições de open-loop, observou-se que a expressão do PER variou em função 

da distância à fonte térmica (Figura 25). Neste caso, o PER foi realizado a uma 

distância da fonte aparentemente maior do que aquela observada nos insetos 

intactos (Figura 19). Cabe salientar que, em condições de open loop, os insetos 

antenectomizados nunca tocaram a fonte térmica com a antena intacta antes de 

realizar o PER. Além disto, e de maneira diferente dos insetos com as antenas 

intactas, todos os insetos antenectomizados testados apresentaram PER na 

condição de open loop. 
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Figura 25: Proporção de insetos antenectomizados unilateralmente que apresentaram PER 

em função da distância à fonte térmica. Condições de open-loop. Fonte a 40°C. N= 19. 

 

c) Comparação das condições de closed-loop x open-loop 

Posteriormente, comparou-se a distribuição de distâncias em que o PER foi 

realizado por insetos antenectomizados unilateralmente em condições de closed ou 

open-loop. Esta comparação permitiu avaliar se havia diferenças na distância em 

que os insetos realizavam PER nas duas condições, conforme observado para 

insetos intactos. Entretanto, não houve uma diferença estatisticamente significativa 

entre os perfis de distância comparados (Qui-quadrado corrigido pelo método de 

Yates, n.s).  

 

d) Comparação entre os dados obtidos com insetos intactos x antenectomizados 

Adicionalmente, comparou-se a expressão de PER em função da distância à 

fonte em insetos intactos e antenectomizados em condições de open-loop e 

distância fixa. Constatou-se que os insetos antenectomizados mostraram um perfil 

de PER em função da distância significativamente diferente daquele dos insetos 

intactos (Qui-quadrado corrigido pelo método de Yates, p < 0,0001).  
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e) Insetos antenectomizados bilateralmente 

Finalmente, testou-se a capacidade de realizar o PER em resposta a estímulos 

térmicos em insetos antenectomizados bilateralmente. Estes ensaios foram 

realizados em condições de open-loop. Da mesma forma que o observado por 

Flores (2005), após testar o comportamento de um grupo de 26 insetos, não foi 

observado PER em resposta à fonte térmica.  

 

5.2.6 Papel do estímulo mecânico na expressão do PER 

 

a) Apresentação do estímulo térmico e mecânico simultaneamente em insetos 

intactos 

A primeira série de ensaios teve o objetivo de avaliar se o contato das antenas 

com um objeto a temperatura ambiente era capaz de disparar ou aumentar a taxa de 

PER em insetos intactos quando este objeto era apresentado junto com o estimulo 

térmico. Isto foi avaliado somente em distâncias em que o PER não tinha sido 

observado, ou tinha sido pouco freqüente. Observou-se que a apresentação do 

estímulo mecânico, junto ao térmico, não foi capaz de desencadear o PER em 

insetos intactos a 10 e 8 mm da fonte. No entanto, a taxa de PER elevou-se de 4% 

para 64%, quando comparados os resultados obtidos com estimulação térmica e os 

de co-apresentação dos estímulos a 6 mm da fonte (Qui-quadrado corrigido pelo 

método de Yates p < 0,0002).  

 

b) Apresentação simultânea do estímulo térmico e mecânico em insetos 

antenectomizados 

Em insetos antenectomizados unilateralmente e em condições de open loop, 

observou-se que a apresentação do estímulo térmico e o contato simultâneo das 

antenas com um objeto promoveu o PER em distâncias nas quais o calor não o 

desencadeia (e.g.,10 mm, insetos antenectomizados, open loop, Figura 25). Além 

disto, a freqüência de PER a distâncias em que este é infreqüente frente ao calor 

(e.g., 8 mm) foi aumentada pela co-apresentação do estímulo mecânico. Dos insetos 

antenectomizados testados a 10 mm, 57% realizaram PER frente a co-apresentação 

dos estímulos térmico e mecânico, sendo que, sem o estímulo mecânico, não houve 

PER nestas condições. Após a co-apresentação dos estímulos térmico e mecânico, 

79% dos insetos realizaram PER a 8 mm, sendo que, frente ao estímulo térmico 
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isolado, somente 11% dos insetos estenderam o rostro nessa distância. Desta 

maneira, foi evidenciado um efeito causado pela co-apresentação do estímulo 

mecânico, que foi estatisticamente significativo (Qui-quadrado corrigido pelo método 

de Yates, p < 0,0003).  

 

c) Apresentação do estímulo mecânico a insetos intactos e antenectomizados 

Finalmente, foi realizado um experimento para verificar se o estímulo mecânico 

isolado era capaz de disparar o PER em insetos intactos e antenectomizados. 

Verificou-se que 7% dos insetos intactos responderam à estimulação mecânica 

realizando PER. Ainda, observou-se que 41% dos insetos antenectomizados 

unilateralmente realizaram PER frente a este tipo de estímulo.  

 

5.3 Mecanismos que medeiam o correto direcionamento das picadas na pele 

do hospedeiro em R. prolixus 

 

5.3.1 Experimento 1  

a) Insetos antenectomizados unilateralmente 

Nestes ensaios foi testada a relevância da integração bilateral da informação 

detectada por cada antena no direcionamento das primeiras picadas, ou seja, a 

capacidade de contatar a fonte térmica linear nos insetos antenectomizados 

unilateralmente. Observou-se que os insetos antenectomizados unilateralmente 

endereçam as primeiras picadas preferencialmente para o lado correspondente à 

antena intacta (Figura 26).  
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Figura 26: Distribuição das primeiras picadas, i.e, o primeiro contato do rostro com a fonte 

térmica, realizados pelos insetos intactos (barras vermelhas, n=34) e antenectomizados 

unilateralmente (esquerdo: verde, n=34; direito: preto, n=34). 

 

b) Insetos antenectomizados bilateralmente 

Nestes ensaios foi testado se após o corte das duas antenas os insetos são 

capazes de contactar a fonte térmica linear com o seu rostro. Os insetos sem 

antenas não mostraram o reflexo de extensão do rostro em nenhum dos ensaios 

realizados. Porém, observou-se durante a realização destes ensaios que os insetos 

apresentavam uma tendência a permanecer sobre a fonte térmica. 

 

5.3.2 Experimento 2 

a) Contatos totais do rostro  

Durante a trajetória dos insetos, observou-se que os mesmos sempre 

estenderam o rostro a uma distância próxima da fonte térmica. Logo após a 

extensão da probóscide, os triatomíneos contatavam a fonte com o extremo deste 

órgão em repetidas ocasiões. O número e a duração das visitas dos insetos à fonte 

térmica foram muito variáveis. 

Foram observados os seguintes padrões de contato do rostro com a fonte 

térmica: 1) contatos alternados em diversos pontos da fonte térmica com uma taxa 
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de repetição alta; 2) contatos de longa duração do rostro com a fonte térmica; 3) 

contatos em forma de varredura, onde o rostro contatava a fonte e era deslizado 

pela superfície da mesma sem interromper o contato físico. Geralmente, cada inseto 

apresentava mais de um destes padrões de comportamento ao longo dos seus 

contatos com a fonte térmica. O padrão tipo 1 foi o mais freqüente, enquanto o tipo 3 

foi o menos frequente. 

Os diferentes tipos de contato foram agrupados em uma única categoria 

denominada contatos totais do rostro. Posteriormente, foi comparado o número total 

de contatos do rostro em insetos com antenas intactas e insetos antenectomizados 

unilateralmente. Observou-se que os insetos intactos apresentaram um maior 

número de contatos totais do que os antenectomizados unilateralmente (Figura 27, 

Mann Whitney p < 0,04). 
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Figura 27: Efeito da antenectomia unilateral sobre o número total de contatos do rostro 

realizados por R. prolixus. Fonte térmica plana a 33 °C e fonte térmica linear a 36 °C. 

Insetos antenectomizados (n = 15). Insetos intactos (n = 14). 

 

b) Contatos prolongados do rostro 

Durante os contatos prolongados do rostro, as antenas dos insetos 

normalmente permaneceram imóveis, retomando a movimentação momentos antes 

da retirada do rostro da superfície da membrana de látex.  

O número de contatos prolongados do rostro não foi afetado significativamente 

pela retirada de uma das antenas dos insetos, já que os insetos antenectomizados 
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unilateralmente realizaram um número similar de contatos prolongados ao dos 

insetos intactos (Figura 28, Mann Whitney p < n.s).  
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Figura 28: Efeito da antenectomia unilateral sobre a frequência dos contatos prolongados 

do rostro. Fonte térmica plana a 33 °C e fonte térmica linear a 36 °C. Insetos 

antenectomizados n = 15. Insetos intactos n = 14.  

 

c) Número de contatos prolongados do rostro em função da distância à fonte térmica 

linear 

Os triatomíneos intactos concentraram as picadas prolongadas na metade da 

fonte térmica plana mais próxima da fonte térmica linear (Figura 29). Já os insetos 

antenectomizados concentraram suas picadas sobre as três primeiras faixas de 

distância à fonte térmica linear (Figura 29). Desta forma, houve uma diferença 

significativa entre os grupos, já que os insetos antenectomizados unilateralmente 

concentraram as suas picadas prolongadas mais próximas da fonte térmica linear 

(Mann Whitney, p < 0,004).  
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Figura 29: Proporção média de contatos prolongados do rostro dos insetos em relação à 

distância da fonte térmica linear. Fonte térmica plana a 33 °C e fonte térmica linear a 36 °C. 

Insetos antenectomizados n = 15. Insetos intactos n = 14.  

 

d) Duração média dos contatos prolongados do rostro 

Em geral, a duração dos contatos prolongados variou de 1,5 a 51 s. 

Entretanto, a duração média dos contatos foi significativamente maior nos insetos 

intactos do que nos insetos antenectomizados (Figura 30, Mann Whitney p < 0,001).  
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Figura 30: Efeito da antenectomia unilateral sobre a duração média dos contatos 

prolongados do rostro. Fonte térmica plana a 33 °C e fonte térmica linear a 36 °C. Insetos 

antenectomizados n = 15. Insetos intactos n = 14. 

 

5.4 Caracterização de estruturas sensoriais do rostro e antena de R. prolixus e 

suas projeções dentro do SNC 

 

5.4.1 Descrição dos receptores presentes no terceiro segmento rostral de R. 

prolixus  

Através da diafanização do rostro dos insetos foi possível evidenciar a 

presença de uma grande quantidade de pêlos longos na superfície deste apêndice. 

Estas estruturas, devido ao fato de terem uma base flexível, teriam aparente função 

mecano-receptora (Figura 31). Além destas sensilas, foi evidenciada a presença de 

um conjunto de pequenos pêlos no extremo do terceiro segmento rostral. Entretanto, 

através desta técnica não foi possível observar detalhes dos mesmos. Sendo assim, 

foram montadas preparações de microscopia eletrônica de varredura foram 

montadas para melhorar a descrição destas estruturas. 

Através da utilização da técnica de microscopia eletrônica de varredura, foi 

possível observar em maior detalhe as sensilas presentes no terceiro segmento 

rostral dos insetos. A maioria dos pêlos presentes nesta região possui uma 

morfologia que sugere se tratar de sensilas do tipo caética, com função 
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mecanosensorial. Estes pêlos possuem base articulada, são finos, grandes e 

projetados na superfície, atingindo uma posição mais alta do que os outros pêlos 

sensoriais (Figura 32A). Os pêlos presentes no extremo do terceiro segmento do 

rostro apresentam características morfológicas que sugerem uma provável função 

químio-receptora (Figura 32B). Isto porque tais pêlos possuem base não articulada, 

são mais grossos, mais curtos e não se projetam muito na superfície do tegumento 

(ficam por baixo da camada de mecanorreceptores). 

 

Figura 31: Vista por diafanização do último segmento rostral de R. prolixus. A seta destaca 

um pêlo com aparente função mecano-receptora, escala da barra= 50 µm.  
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B 

Figura 32: Vista do último segmento rostral de R. prolixus. Em A, a seta destaca um pêlo 

 com possível função mecano-receptora. Em B, a seta destaca um pêlo com possível função 

quimio-receptora. 

 

5.4.2 Descrição das estruturas internas do rostro de R. prolixus 

Foi verificada a posição de diversas estruturas internas do rostro dos insetos 

(Figura 33). No arranjo geral, foi evidenciado que os nervos, em número de dois, 

localizam-se numa posição lateral e superior às traquéias. A contagem realizada 

utilizando um aumento de 400 vezes no microscópio óptico permitiu constatar que 

cada um dos nervos rostrais apresenta um número aproximado de 130 axônios. O 

rostro possui um sulco longitudinal na sua face ventral. Em uma seção transversal, 

esse sulco é mais amplo no centro e, dentro dele, podem se observar os estiletes 

mandibulares e maxilares. O par de estiletes mandibulares localiza-se numa região 

mais externa e envolve o par de estiletes maxilares que, por sua vez, define o canal 

alimentar. Ambas as estruturas, estiletes maxilares e mandibulares, apresentam 
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revestimento cuticular. Foi observado um grande volume de tecido muscular dentro 

do rostro.  

Comparadas as seções transversais dos três segmentos do rostro, apenas uma 

sutil variação no posicionamento das estruturas foi evidenciada. Como exceção, foi 

observado que os nervos rostrais somente são visíveis depois do primeiro terço do 

segmento rostral distal. Além disto, a cavidade que aloja os estiletes torna-se mais 

fina à medida que o rostro vai também se afinando, assim como o volume de tecidos 

diminui.  
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Figura 33: Corte transversal do segmento rostral proximal de R. prolixus corado por azul de toluidina. C = cutícula, CA= canal alimentar + 

canal salivar, E MAD= estilete mandibular, E MAX= estilete maxilar, M= músculo, N= nervo, SR= sulco rostral T= traqueíola. Escala da barra= 

100 µm. 
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5.4.3 Projeções de células rostrais no SNC 

A comparação das projeções de células provenientes do rostro de ninfas de 5° 

estádio com aquelas dos adultos de R. prolixus não mostrou diferenças relevantes. 

Além disso, também não foram visualizadas diferenças na localização das projeções 

provenientes de cada um dos três segmentos do rostro. Aparentemente, as fibras 

juntam-se aos nervos em cada segmento, de forma a seguirem o mesmo trajeto e 

apresentam semelhante disposição quando se ramificam.  

As projeções dos neurônios do rostro chegam ao SNC pelo par de nervos 

labiais e projetam-se no gânglio subesofágico, onde arborizam provavelmente no 

neurópilo mandibular-maxilar (Figura 34, 35) localizando-se em posição ventral no 

gânglio (Figura 34,35,36). As projeções, muito numerosas, formam um grosso 

arranjo em forma de alfa no gânglio subesofágico (Figura 34, 38). Isto porque, neste 

gânglio, bem como no protoráxico, algumas fibras dirigem-se para a sua região 

central, onde suas projeções sobrepõem-se àquelas oriundas do fascículo 

contralateral (Figura 36, 37). Deste ponto, alguns axônios descem ao gânglio 

posterior, estrutura na qual se ramificam no neurópilo mesotorácico (Figura 35), 

sempre de forma ventral. Não foram observadas projeções de neurônios rostrais nos 

centros superiores do SNC.  

.  
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Figura 34: Vista ventral do cérebro e gânglio subesofágico de R. prolixus corado por cloreto 

de cobalto. Um nervo labial esta indicado por uma seta. A outra seta indica prováveis fibras 

de neurônios sensoriais provenientes do rostro e corados por cloreto de cobalto. P= 

protocérebro, D= deutocérebro, T= tritocérebro, GS= Gânglio subesofágico. Escala da barra 

= 500 µm. 
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Figura 35: Desenho esquemático em vista ventral da reconstrução da trajetória dos 

neurônios do cérebro e gânglio subesofágico de R. prolixus. P= protocérebro, D= 

deutocérebro, T= tritocérebro, GS= Gânglio subesofágico, GP= Gânglio protoráxico, GPO= 

Gânglio posterior, NMM= neurópilo maxilar-mandibular, NM= neurópilo mesotoráxico. 
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Figura 36: Vista lateral do glânglio subesofágico e do gânglio protoráxico de R. prolixus 

corado por cloreto de cobalto. As setas indicam fibras oriundas de receptores do rostro em 

posição ventral. P= protocérebro, D= deutocérebro, T= tritocérebro, GS= Gânglio 

subesofágico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37: Vista ventral de um detalhe do gânglio protoráxico de R. prolixus corado por 

cloreto de cobalto. A seta indica uma projeção de receptores do rostro. Escala da barra = 50 

µm. 
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 Figura 38: Vista ventral do gânglio subesofágico de R. prolixus corado por cloreto de 

cobalto. A seta mostra o conjunto das projeções de receptores do rostro em forma de “alfa’’, 

escala da barra= 100 µm. 

 

Foram utilizadas as técnicas de difusão de rodamina e neurobiotina para 

complementar a visualização das projeções provenientes do rostro dos insetos. 

Ambas as técnicas (Figura 39) mostraram basicamente as mesmas projeções e o 

mesmo arranjo observado nas preparações de cloreto de cobalto. No entanto, 

através da difusão de rodamina, foi visualizada com grande nitidez a presença de 

vários corpos celulares (Figura 40), provavelmente de células motoras que 

controlariam os músculos do rostro dos insetos.  
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Figura 39: Vista dorsal do gânglio subesofágico e do gânglio protoráxico de R. prolixus. A 

seta mostra fibras do rostro marcadas com neurobiotina. Escala da barra = 100 µm. C = 

cérebro, GS= gânglio subesofágico, GP= gânglio protoráxico. 
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Figura 40: Vista dorsal do gânglio subesofágico de R. prolixus. As setas indicam corpos 

celulares motores marcados com rodamina, C = cérebro, GS= gânglio subesofágico, escala 

da barra = 100 µm 

 

5.4.4 Projeções de receptores antenais no SNC 

As projeções dos neurônios das antenas de ninfas de 5° estádio foram 

similares as mostradas para R. prolixus adultos (Barrozo et al. 2008). Estas 
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projeções (Figura 41) iniciam-se nos glomérulos do lóbulo antenal, e ainda muitas 

passam para o protocérebro, gânglio sub-esofâgico, gânglio protoráxico e último 

terço do gânglio posterior (Figura 42). As fibras arborizam a nível do gânglio 

subesofâgico, protoráxico e posterior. 

 

C

GS 

GP 

GPO 

Figura 41: Vista ventral do sistema nervoso de R. prolixus corado por cloreto de cobalto. As 

setas mostram projeções dos neurônios das antenas, escala da barra = 100 µm. C = 

cérebro, GS= Gânglio subesofágico, GP= gânglio protoráxico, GPO= gânglio posterior. 
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Figura 42: Vista ventral do gânglio posterior de R. prolixus corado por cloreto de cobalto. A 

seta indica o extremo final de uma arborização de um neurônio da antena, escala da barra = 

100 µm.   

 

A difusão de rodamina pelos nervos antenais dos insetos confirmou o arranjo 

das fibras visualizado nas preparações feitas com o cloreto de cobalto (Figura 43 e 

44). 
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Figura 43: Vista dorsal do sistema nervoso de R. prolixus. As setas destacam-se as 

projeções de neurônios das duas antenas marcadas com rodamina, C= cérebro, GS= 

Gânglio subesofágico, GP= gânglio protoráxico, escala da barra= 500 µm. 
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Figura 44: Vista dorsal do gânglio protoráxico de R. prolixus. As setas indicam projeções de 

fibras antenais marcadas com rodamina, escala da barra= 100 µm. 

 

5.4.5 Convergência das projeções de neurônios da antena e rostro de R. 

prolixus 

A difusão de cloreto de cobalto realizada simultaneamente pelas antenas e 

rostro dos insetos evidenciou que, possivelmente, na região do glânglio 

subesofágico haveria uma área de integração das informações transmitidas pelas 

fibras provenientes das antenas e do rostro (Figura 45). Entretanto, não foi possível 
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confirmar a existência de tal área de conexão sem realizar cortes das preparações. 

Desta forma, os mesmos foram realizados a fim de poder avaliar a existência de tal 

área de conexão. Apesar do uso desta técnica, não foi possível determinar a 

existência de uma área de integração entre fibras das antenas e do rostro (Figura 

45).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C 

GS 

GP 

 

Figura 45: Vista dorsal do sistema nervoso de R. prolixus corado por cloreto de cobalto. A 

seta mostra uma região do gânglio subesofágico que aparentemente apresenta conexões de 

fibras das antenas e do rostro. C = cérebro, GS= Gânglio subesofâgico, GP= gânglio 

protoráxico, escala da barra= 500 µm. 
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6 Discussão 
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6.1 Atividade de R. prolixus associada ao abrigo  

Os resultados apresentados são os primeiros a descreverem o uso de abrigos 

por R. prolixus, caracterizando tanto a atividade basal de saída/entrada, quanto a 

locomoção espontânea dos insetos neste contexto. Adicionalmente, o presente 

trabalho apresenta evidências de que há uma modulação significativa destes dois 

parâmetros pela presença de odores do hospedeiro. Os dados evidenciam que o 

jejum dos insetos modula fortemente a sua atividade no contexto do uso de abrigos. 

Finalmente, os resultados sugerem a existência de um padrão de modulação 

temporal destas atividades em insetos mantidos em 60 dias de jejum na presença de 

sinais do hospedeiro. 

 

6.1.1 Atividade espontânea em abrigos 

A atividade de saída dos abrigos foi praticamente nula nos ensaios em que os 

insetos foram estudados na ausência de odores de camundongo. Portanto, não foi 

possível observar variações significativas no padrão temporal de atividade de saída 

dos insetos nestas condições. Porém, é possível observar certa tendência de insetos 

mantidos em extremo jejum a deixarem os abrigos nas primeiras horas da 

escotofase e de retornar aos mesmos no final desta fase. Além disto, o número de 

saídas de insetos dos abrigos na ausência de pistas da presença do hospedeiro não 

variou significativamente em função do nível de jejum. Isto é diferente do descrito 

previamente para ninfas de T. infestans que mostram um aumento na sua tendência 

a saírem dos abrigos quando testadas com jejum prolongado (Lorenzo & Lazzari, 

1998). Apesar de não ter sido observado um efeito significativo do jejum sobre a 

atividade locomotora espontânea dos insetos, foi possível observar que tal atividade 

é aparentemente maior em insetos com 30 dias de jejum (Figura 9).  

 

6.1.2 Efeito dos odores do hospedeiro 

Os dados apresentados revelam que a presença de pistas do hospedeiro 

vertebrado influenciou a dinâmica de saída de abrigo. Além disso, a atividade 

locomotora dos insetos foi sensivelmente aumentada na presença de odores de 

camundongo. Desta maneira, é possível afirmar que os odores de hospedeiro 

possuiriam a capacidade de ativar os insetos que estão em akinesis dentro de 

abrigos. Esta afirmação é particularmente válida para insetos com jejum igual ou 
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superior a 30 dias. Surpreendentemente, os insetos com 21 dias de jejum não 

responderam significativamente aos odores de hospedeiro, tendendo a permanecer 

dentro dos abrigos apesar da presença destes sinais. Sugere-se que a resposta de 

ativação mediada por odores de hospedeiros teria um limiar motivacional controlado 

pelo estado nutricional e que somente seria expressa essa ativação em insetos com 

jejum entre 21 e 30 dias. Os dois parâmetros avaliados confirmam tal afirmação, já 

que foram mais os insetos com jejuns avançados que deixaram os abrigos. Bem 

como apresentaram maior atividade locomotora, nestas condições fisiológicas na 

presença de odores do hospedeiro. Nosso trabalho não teve o intuito de analisar a 

ritmicidade destes comportamentos, nem o seu controle por mecanismos de relógio 

endógeno. Apesar disso, os dados obtidos sugerem que há uma variação temporal 

na sua expressão para insetos mantidos em jejum de 60 dias e que, durante as 

primeiras horas da fase escura, as ninfas de R. prolixus parecem mostrar uma maior 

motivação para procurar seus hospedeiros. De maneira geral, o balanço de saídas 

menos entradas tendeu a ser positivo na primeira metade da escotofase. Por outro 

lado, na última hora da escotofase predominaram balanços negativos, 

coincidentemente com o descrito por Lorenzo & Lazzari (1998) para ninfas de T. 

infestans. Sugere-se que nessa janela temporal R. prolixus expresse uma maior 

atividade relacionada com a procura de abrigos. A atividade locomotora na presença 

de odores do hospedeiro foi intensa e significativamente maior do que na ausência 

dos hospedeiros e não foi possível observar mudanças importantes nessa atividade 

ao longo das horas da fase escura estudadas. Cabe salientar que é possível que tal 

atividade na presença do hospedeiro caia na segunda metade da fase escura, mas 

estes dados não foram registrados aqui e, portanto, é necessário caracterizar melhor 

a variação temporal destes parâmetros.  

 

6.1.3 A estratégia de procura do hospedeiro de R. prolixus 

A bibliografia indica que ninfas de T. infestans saem dos abrigos 

espontaneamente para se alimentar durante a noite e que esta atividade é 

aumentada no início da mesma (Lorenzo & Lazzari, 1998). Ainda segundo esses 

autores, a proporção de insetos que deixam o abrigo em cada noite é muito baixa. De 

forma mais marcada ainda, os dados apresentados aqui demonstram que ninfas de 

R. prolixus quase não deixaram os seus abrigos espontaneamente. Contudo, 

observou-se que na presença de pistas do hospedeiro um maior número de insetos 
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deixou o abrigo, sobretudo quando o nível de jejum destes era avançado. Logo, 

sugere-se que os insetos desta espécie somente se ativam e deixam o abrigo 

fundamentalmente após a percepção de odores do hospedeiro e que esta ativação é 

dependente do nível do jejum no qual se encontram. Reisenman et al (1998) 

sugeriram que a fototaxia negativa em triatomíneos tem uma função adaptativa 

relevante. Este comportamento seria importante para que os insetos evitem locais 

iluminados e, consequentemente, diminua a probabilidade de serem predados. Esses 

autores propõem que o comportamento apresentado por T. infestans pode ser 

descrito por pelo menos dois componentes motivacionais: um exploratório, que 

promove a saída de abrigos e um segundo inibitório, promovido pela resposta 

fototática negativa sob controle endógeno. Este último componente, inibitorio, é 

particularmente sensível à luz durante a escotofase, quando acontecem os picos de 

atividade locomotora de retorno ao abrigo. Sugere-se que R. prolixus represente um 

modelo semelhante, no qual o componente exploratório apresente um menor peso na 

relação hierárquica entre ambas as forças geradoras do comportamento. Insetos 

desta espécie - e fundamentalmente em jejum pouco avançado - tenderiam a 

permanecer dentro dos abrigos, não saindo dos mesmos na ausência de pistas do 

hospedeiro. Esta estratégia pode ser mais relevante para esta espécie, uma vez que 

R. prolixus é muito resistente ao jejum e pode esperar pelo hospedeiro por longos 

períodos. Desta maneira, hipotetiza-se que somente durante a escotofase, na 

presença de pistas do hospedeiro tais como odores, e quando os insetos se 

encontram em jejum avançado, é que R. prolixus deixa seus abrigos na procura de 

alimento.  

Cabe salientar que quando os insetos permaneciam fora do abrigo normalmente 

caminhavam pela arena experimental, mas às vezes interrompiam esta atividade 

realizando pausas. Estas paradas eram mais comuns na ausência de pistas do 

hospedeiro, já que as pistas do hospedeiro aumentaram drasticamente a locomoção 

dos insetos em jejum avançado. Nossos resultados estão de acordo com os achados 

de Nuñez (1982) que estudou a atividade de ninfas de 5º estádio de R. prolixus em 

actômetros. O autor apresentou aos insetos estímulos associados com a presença do 

hospedeiro de duas formas: na primeira, foi colocada uma gaiola com hamsters ao 

lado do actômetro e foi avaliada a atividade locomotora dos insetos em comparação 

com a basal observada na ausência de hospedeiros; já na segunda, uma corrente de 

ar passava por uma caixa com hamsters e posteriormente era direcionada aos 
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insetos nos actômetros. Desta forma, a atividade locomotora dos insetos 

confrontados a corrente de ar associada com odores de hamster era avaliada e 

comparada com a observada na presença da corrente de ar limpa. Em ambos os 

casos, os odores de hamster, com ou sem corrente de ar, foram capazes de induzir 

um aumento significativo da atividade locomotora dos insetos. Coincidentemente, 

nossas observações indicam que os odores de hospedeiro são o estímulo 

desencadeador da atividade das ninfas de R. prolixus, sem o qual não é possível 

observar uma atividade significativa nas mesmas. A inibição dessa atividade seria 

promovida forte influência das condições predominantes dentro dos abrigos. 

Sabe-se que muitas das atividades dos triatomíneos apresentam uma 

organização circadiana sob controle endógeno (Ampleford & Steel, 1982; 

Constantinou, 1984; Lazzari, 1991, 1992; Minoli & Lazzari, 2003; Reisenman et al, 

1998, 2002; Barrozo et al, 2004; Bodin et al, 2008). Vários estudos descrevem ritmos 

diários de sensibilidade sensorial em insetos e demonstram modulação 

principalmente nos sistemas visuais e olfativos (Reisenman et al, 1998, 2002; 

Krishnan et al, 1999; Page & Koelling, 2003). Trabalhos prévios mostram que 

diferentes sinais olfativos são capazes de gerar respostas comportamentais em 

triatomíneos, em diferentes momentos do dia (Lorenzo & Lazzari, 1998; Barrozo et 

al, 2004; Bodin et al, 2008). Wiesinger (1956) sugere que a atividade periódica de T. 

infestans é influenciada pelo jejum prolongado. Wiesinger (1956) propõe 3 períodos 

de atividade em relação à alimentação: no primeiro, há uma atividade associada com 

defecação; já no segundo, é um período de inatividade, e, por sua vez, o terceiro, 

um período de atividade presumivelmente associado com a busca de hospedeiros 

para a próxima alimentação. Neste último caso, a atividade aumenta de maneira 

evidente com o avanço do jejum. De fato, nossos resultados mostram que insetos 

com jejum mais avançado apresentaram um aumento drástico na atividade 

locomotora e na atividade de saída do abrigo frente às pistas provenientes do 

hospedeiro. Sabe-se que triatomíneos - e particularmente insetos do gênero 

Rhodnius - são tolerantes ao jejum, ou seja, estes insetos podem passar longos 

períodos sem alimentação. Desta forma, conforme já discutido acima, sugere-se que 

permanecer no abrigo seja vantajoso para R. prolixus. Uma vez fora do abrigo, os 

insetos procuram o hospedeiro insistentemente e durante boa parte da noite, 

conforme mostram nossos resultados. 

No presente estudo, a maioria das ninfas que saíram do abrigo não retornaram, 
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sobretudo nas séries em que sinais do hospedeiro foram apresentados. Sugere-se 

que a permanência destes insetos fora do abrigo deva-se a alta motivação dos 

mesmos por localizar o hospedeiro. Entretanto, as ninfas que retornaram ao abrigo 

mostraram uma tendência de fazê-lo nas últimas horas de fase escura.  

Um conhecimento mais profundo da fisiologia sensorial e do comportamento de 

R. prolixus possibilitaria o desenvolvimento de novos métodos de controle de suas 

populações. O estudo da maneira com que estes insetos fazem uso da informação 

proveniente do ambiente pode contribuir para o desenho de armadilhas e iscas 

dirigidas à captura e controle destes insetos. Este trabalho adiciona informações 

sobre o comportamento desta espécie, mostrando que a presença pistas do 

hospedeiro, odores, promove uma maior atividade de saída dos abrigos e um 

aumento da atividade locomotora de R. prolixus. Além disso, os resultados mostram 

que esses sinais promovem uma intensa locomoção na procura da sua fonte. No 

entanto, sugere-se a realização de novos estudos a fim de determinar se outras 

pistas emitidas pelos hospedeiros, i.e., vibrações, seriam capazes de disparar uma 

atividade de saída dos abrigos mais intensa. Adicionalmente, os resultados mostram 

que é necessário caracterizar a identidade química das substâncias emitidas pelos 

hospedeiros que promoveram os efeitos aqui descritos. 

 

6.2 Capacidade de R. prolixus em avaliar a distância a qual se encontra uma 

fonte de calor 

R. prolixus é capaz de avaliar a distância a que se encontra uma fonte térmica 

sem contato físico com a mesma. Esta capacidade ficou particularmente evidenciada 

através dos ensaios nos quais os insetos caminharam livremente até a fonte. O 

disparo do PER a distâncias próximas da fonte, e sem contanto com a mesma, 

demonstra que os insetos percebem a presença próxima de um hospedeiro 

potencial. Os resultados mostram que a maioria dos insetos estima que alcançaram 

o hospedeiro quando se encontram a aproximadamente 5 mm da fonte. É 

interessante ressaltar que as antenas destes insetos têm 5 mm de comprimento, 

enquanto o rostro tem um comprimento aproximado de 3 mm. Portanto, tal 

estimativa de distância para disparo do PER ocorre imediatamente antes do contato 

físico do inseto com o seu hospedeiro. Desta maneira, ao mesmo tempo em que 

estendem o rostro, os insetos continuam a sua locomoção e, seguidamente, 

contatam o hospedeiro com o mesmo. A fase na qual os insetos inserem as peças 
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bucais na derme e as movimentam em busca de vasos sanguíneos é denominada 

de contato ou sondagem (Friend & Smith, 1971). Desta forma, esta fase é importante 

na interação entre os insetos hematófagos e seus hospedeiros, uma vez que o 

comportamento de defesa dos hospedeiros pode reduzir o sucesso alimentar e a 

sobrevivência do inseto. Isto é particularmente importante para aqueles artrópodes 

que, ao longo de suas vidas, necessitam alimentar-se repetidas vezes sobre os 

hospedeiros, como é o caso dos triatomíneos. Desta forma, a expressão do PER, 

antes do contato com o hospedeiro, talvez tenha alguma relevância evolutiva para 

os triatomíneos. Isto porque este comportamento pode adiantar o contato dos 

insetos com o hospedeiro. Desta forma, diminui o tempo de contato dos insetos com 

os hospedeiros e, conseqüentemente, é minimizado o risco do inseto ser percebido 

e morto pelo seu hospedeiro. No entanto, novos ensaios necessitam ser realizados a 

fim de esclarecer tal questão.  

A variação da freqüência de expressão do PER apresentada pelos insetos em 

função da distância à fonte em condições de closed loop foi diferente daquela 

apresentada em condições de open loop. Isto sugere que o processo de 

aproximação dos insetos é relevante para uma correta avaliação da distância à fonte 

térmica. A maioria dos insetos mantidos em condições de closed-loop realizou o 

PER antes de qualquer contato físico com a fonte. Desta forma, o deslocamento dos 

insetos durante a fase final de aproximação , aparentemente, lhes permite detectar 

mudanças transientes na quantidade de energia radiante que os estimula. Nos 

ensaios em que os insetos não podiam se aproximar da fonte térmica (open-loop), 

estes normalmente usaram pistas mecânicas antes de expressar o PER. Desta 

forma, sugere-se que insetos impedidos de se deslocar até a fonte não conseguem 

detectar o aumento da quantidade de calor conseqüente da aproximação, e, assim, 

realizarem uma estimativa correta da distância à que se encontra esta fonte.  

Flores (2001), propõe várias hipóteses que explicariam o mecanismo através 

do qual os triatomíneos perceberiam o calor de uma fonte térmica a longa distância. 

Os triatomíneos poderiam comparar informações térmicas sucessivas e simultâneas 

varrendo o ambiente com as antenas e comparando as entradas por triangulação. A 

variação na estimulação térmica conseqüente da diferentes distâncias a que as 

antenas se encontram da fonte poderia aportar suficiente informação para estimar a 

distância da mesma. Entretanto, segundo a autora, os movimentos antenais dos 

insetos, quando suspensos, não parecem suficientemente amplos em relação a 
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distância à fonte, de forma a conseguir estabelecer a distância a que esta se 

encontra. Outra hipótese alternativa é que os triatomíneos poderiam estimar a 

distância à que se encontra a fonte térmica através da diferença de calor percebida 

em diferentes pontos do corpo como, por exemplo, entre cabeça e extremo posterior 

do abdômem. Segundo a autora, isto seria possível uma vez que os termoreceptores 

não se encontram restritos às antenas. Mas, para tal, os termoreceptores extra-

antenais deveriam ser capazes de assumir a função daqueles localizados nas 

antenas e as informações vindas de ambos serem integradas . Apesar disto, não há 

dados na literatura que mostrem que os termoreceptores extranatenais participem do 

reconhecimento do calor do corpo do hospedeiro. 

No nosso estudo, a temperatura da fonte de calor não influenciou a distância 

de expressão do PER, indicando que a temperatura não afeta a distância em que o 

PER é expresso em triatomíneos. Estes resultados são interessantes, uma vez que 

a fonte a 35 ºC possui numa temperatura próxima à de um mamífero, enquanto a 

fonte a 40 ºC tem temperatura próxima à de uma ave. Sabe-se que os triatomíneos 

são capazes de se alimentar de sangue de aves e mamíferos. Desta forma, parece 

adequado que a distância a qual estes insetos realizem o PER seja independente do 

tipo de hospedeiro. Além disto, há outros contextos comportamentais nos quais a 

temperatura absoluta de uma fonte térmica não influencia a resposta dos insetos. 

Nos ensaios realizados por Ferreira et al (2007) foi demonstrado que os insetos 

apresentam um comportamento de picada similar diante de fontes térmicas lineares 

apresentadas a diferentes temperaturas. Nestes ensaios, em ambos os gradientes 

de temperatura testados, os insetos preferiram picar objetos cuja temperatura era 

mais alta que a do fundo, independentemente dos valores absolutos. 

A pista mecânica influenciou a probabilidade de disparo do PER sob algumas 

das condições experimentais testadas. Isto se fez evidente quando a percepção do 

calor foi limitada pela falta de uma antena (série em closed-loop) ou pela dinâmica 

de estimulação (série em open-loop com insetos intactos). Quando as antenas dos 

insetos intactos foram estimuladas mecanicamente em simultâneo com a 

estimulação térmica em condições de open-loop a 10 e 8 mm da fonte, não houve 

respostas de PER. Sugere-se que o estímulo térmico nessa distância indica 

inequivocamente que o hospedeiro não está próximo. Entretanto, quando o estímulo 

mecânico foi apresentado a insetos que se encontravam a 6 mm da fonte térmica, o 

PER foi expresso. Sugere-se que nesta distância a informação térmica indica ao 
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inseto a presença contígua de um hospedeiro. Nesta condição, a estimulação 

mecânica atua como um co-estímulo que contribui para reforçar a percepção da 

proximidade do hospedeiro. Estes dados sugerem que o limiar de distância indicado 

pela estimulação térmica no qual os insetos determinam o momento adequado para 

estender seu rostro deve estar entre 6 e 5 milímetros da fonte de calor. A 

apresentação da estimulação mecânica isolada foi ineficaz para disparar o PER em 

insetos intactos.  

Uma alta proporção dos insetos antenectomizados expressaram o PER a 8 e 

10 mm da fonte térmica quando a antena intacta foi estimulada mediante um toque. 

Desta forma, observou-se que os insetos antenectomizados sob estimulação térmica 

e mecânica simultâneas responderam ao calor a distâncias maiores do que os 

insetos intactos. Ainda, a estimulação mecânica foi capaz de promover a expressão 

do PER nos insetos antenectomizados, mesmo quando apresentada isoladamente. 

Diante destes resultados, sugere-se que a ablação de uma antena leve à perda da 

capacidade de integração bilateral das informações térmicas que é necessária para 

a determinação adequada da distância à fonte. Provavelmente, como conseqüência 

dessa incapacidade, o inseto não consegue determinar a distância à fonte de calor 

de maneira precisa e, portanto, é possível que isto mude as relações hierárquicas 

entre os diversos estímulos sensoriais utilizados na detecção e procura do 

hospedeiro. Assim, essa manipulação provavelmente liberou a expressão do PER 

frente a estímulos de modalidades sensoriais incapazes de fazê-lo em condições 

normais. De fato, Wigglesworth & Gillet (1934) já haviam descrito que R. prolixus 

antenectomizados unilateralmente apresentam maior sensibilidade a vibrações.  

Em baratas, os cercos são estruturas que contêm grande quantidade de 

mecanoreceptores envolvidos na percepção de estímulos que disparam o 

comportamento de fuga (Roeder,1998). Recentemente, demonstrou-se que 

mecanoreceptores presentes no flagelo antenal destes insetos percebem estímulos 

envolvidos em diversos contextos comportamentais, inclusive em situações de fuga 

(Okada & Toh, 2000). Os receptores antenais de baratas são responsáveis pela 

percepção de movimentos do ar, bem como de outras propriedades físicas do 

ambiente e de objetos e medeiam nestes insetos respostas de escape (Okada & 

Toh, 2000). Nos triatomíneos, o flagelo antenal apresenta um importante número de 

mecanoreceptores (Catala & Schofield, 1994; Carbajal de la Fuente & Catala, 2002). 

De acordo com os resultados do presente trabalho, sugere-se que os 
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mecanorecptores presentes na antena dos triatomíneos poderiam estar diretamente 

envolvidos na percepção tátil dos hospedeiros, que reforçaria a expressão do PER. 

Sugere-se que o uso da pista mecânica na detecção do hospedeiro pelos 

triatomíneos seria uma capacidade herdada de ancestrais predadores. Isto porque 

se sabe que a mecanorecepção em insetos predadores é uma pista usada na 

localização de suas presas. Inclusive em alguns a percepção de estímulos 

vibratórios pelas antenas e patas pode determinar a projeção de órgãos 

especializados, como a cabeça em odonatas (Bernard, 1974). No entanto, devida a  

complexidade desta questão, a realização de ensaios é imprescindível para a 

conclusão de tal hipótese. 

Interessantemente, o PER foi expresso a distâncias maiores em insetos 

antenectomizados unilateralmentedo que em insetos intactos. Isto foi particularmente 

evidente nas séries realizadas em open-loop. Essa distribuição do PER em função 

da distância à fonte parece indicar que os insetos antenectomizados sofrem uma 

perda de precisão na estimativa de distância. O fato de que não foram observados 

contatos da antena intacta com a fonte antes da expressão do PER em insetos 

antenectomizados, é provavelmente consequência da expressão do PER a 

distâncias maiores nestas condições. Esses resultados indicam que a integração 

bilateral da informação térmica é fundamental para uma correta determinação da 

distância entre o inseto e a fonte. 

Os insetos antenectomizados bilateralmente não mostraram respostas quando 

confrontados com estímulos térmicos. Desta forma, os receptores sensoriais das 

antenas parecem ser indispensáveis na percepção do calor que antecede à 

orientação ao hospedeiro e o PER. Diante destes resultados, propõe-se que 

somente os termoreceptores das antenas estariam envolvidos na detecção do 

hospedeiro e posterior orientação ao mesmo em R. prolixus.  

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, sugere-se a relevância da 

atividade locomotora dos insetos no processo de estimação da distância ao 

hospedeiro. Na ausência de locomoção, a percepção do calor e a conseqüente 

avaliação da distância são comprometidas. Sob esta condição, i.e., open loop, a 

hierarquia relativa entre o peso das informações térmicas e mecânicas para 

determinar a posição do hospedeiro parece alterada, e assim, o PER é expresso em 

condições diferentes do observado em insetos livres. Da mesma forma, a ausência 

de uma das antenas gera uma perda da capacidade de estimação de distância da 
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fonte e conseqüente expressão do PER. A perda da capacidade de estimar a 

distância à fonte nos insetos antenectomizados seria aparentemente decorrente da 

falta de integração de informações térmicas detectadas por ambos órgãos 

sensoriais. Logo, na impossibilidade de realizar tal integração, o inseto 

antenectomizado também parece atribuir maior relevância para a localização do 

hospedeiro - e conseqüente expressão do PER, às informações obtidas via 

mecanoreceptores. Contudo, nossos resultados não permitem descartar que outras 

modalidades sensoriais, tais como a visão, possam ter algum papel no 

desencadeamento da expressão do PER, sendo necessários novos estudos a fim de 

esclarecer tal questão.  

 

6.3 Mecanismos que medeiam o correto direcionamento das picadas na pele 

do hospedeiro em R. prolixus 

A integração bilateral das informações termo-sensoriais das antenas é 

necessária para guiar corretamente as tentativas de picada a fontes lineares, de 

maneira semelhante ao que acontece durante o processo de aproximação dos 

insetos a uma fonte térmica (Wigglesworth & Gillet, 1934; Flores & Lazzari, 1996). 

Como conseqüência da abolição de uma das entradas sensoriais pela 

antenectomização unilateral, os insetos erram sistematicamente o direcionamento do 

rostro ao alvo, endereçando a maior parte de suas primeiras picadas ao lado da 

fonte térmica linear associado à antena intacta. Estes resultados sugerem 

fortemente que os termoreceptores localizados nas antenas são responsáveis pela 

localização dos vasos sanguíneos. Além disto, este experimento revela que um 

mecanismo de termo-tropotaxia guia o direcionamento do reflexo de extensão do 

rostro no ato da picada. Tropotaxia é um mecanismo de orientação através do qual 

compara-se as entradas de orgãos bilaterais. 

Os insetos antenectomizados bilateralmente não estenderam seu rostro frente 

a fontes de calor, confirmando o observado por Wigglesworth & Gillet (1934) e Flores 

(2001). Três hipóteses podem ser propostas para explicar esse fenômeno como 

resultante da antenectomia bilateral. A primeira é o fato de que a antenectomia 

afetaria o comportamento normal dos insetos, de modo que estes deixariam de 

apresentar respostas a alguns estímulos. A segunda hipótese é que o rostro 

possuiria termoreceptores, mas que somente a antena guiaria a picada. E a terceira 

indica que haveria uma falta de termoreceptores no rostro de R. prolixus. A primeira 
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hipótese é suportada por trabalhos que demonstraram que a antenectomia afeta 

profundamente o comportamento normal dos insetos. Os insetos param de 

responder aos objetos quentes, não se aproximando destes e mudando para o 

acompanhamento visual do movimento dos objetos, estendendo sua probóscide 

frente a objetos em deslocamento (Wigglesworth & Gillet, 1934). A segunda hipótese 

parece ser a menos provável, uma vez que é difícil considerar que a função de 

termo-higroreceptores do rostro possa estar dissociada da picada e da alimentação. 

Em relação à terceira hipótese, a existência de sensilas coelocônicas termo- 

higrosensitivas na probócide tem sido proposta, mas não conclusivamente mostrada 

(Bernard, 1974; Catalá, 1996) até o presente estudo, no qual   evidenciou-se a 

ausência de termoreceptores no rostro de R. prolixus (conferir capítulo 4).  

Os insetos antenectomizados bilateralmente, aparentemente, mostraram uma 

tendência a permanecer sobre a fonte térmica, apesar de não picá-la.  Devido ao 

modelo de apresentação do estímulo, ou seja, a fonte colocada no solo da arena 

estima-se que os insetos chegaram ao acaso até a fonte, já que esta não subtende 

radiação significativa para as laterais. No entanto, a decisão de permanecer sobre a 

mesma sugere que os insetos têm termoreceptores espalhados pelo corpo, que 

influenciariam o posicionamento dos insetos. Desta forma, os dados sugerem que os 

triatomíneos possuiriam termoreceptores em outras regiões do corpo, para além das 

antenas e, como conseqüência disso, a antenectomia não é capaz de abolir 

completamente a sensibilidade térmica dos insetos (Flores, 2001; Lazzari, 1992). De 

todas as maneiras, esses outros termoreceptores não seriam capazes de mediar a 

orientação ao hospedeiro ou o direcionamento das picadas. 

Os insetos que tiveram uma das antenas retiradas realizaram um número 

menor de picadas sobre a fonte térmica. Esta alteração pode ter ocorrido devido à 

diminuição do número de termoreceptores, gerando uma percepção do calor 

alterada e, consequentemente, uma alteração na resposta a este estímulo. Outra 

possível explicação é que a perda da integração bilateral da informação térmica 

pode alterar a motivação para expressar o comportamento de picada nos insetos. 

A partir de observações é possível sugerir que durante os contatos 

prolongados, os insetos realizaram uma sondagem, movimentando os estiletes e 

tocando a fonte térmica linear com as peças bucais. O mencionado toque da fonte 

linear à distância era possível, devido ao fato de que as maxilas de ninfas de 5° 

estádio de R. prolixus podem se estender para fora da probóscide entre 1 e 5 mm 
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(Friend & Smith, 1971). Sabe-se que há receptores sensoriais presentes nos 

estiletes mandibulares e maxilares de R. prolixus, que são sensíveis a estímulos 

térmicos e mecânicos (Pinet, 1970). Logo, hipotetiza-se que, durante a 

movimentação dos estiletes, os insetos poderiam sondar informações em busca de 

um vaso sanguíneo. Tal hipótese deve ser esclarecida, uma vez que não há 

informações na literatura que confirmem que tais receptores ajudem a guiar os 

estiletes até o encontro com os vasos sanguíneos.  

Apesar do número total de contatos do rostro dos insetos ter mudado com a 

retirada de uma antena, a mesma redução não foi verificada no número de contatos 

prolongados. Logo, a ausência de uma das antenas não afetaria a “decisão” do 

inseto de penetrar o tecido com suas peças bucais, uma vez detectadas pistas 

mecânicas que medeiam o reconhecimento da textura da pele. Desta forma, sugere-

se que o rostro é uma estrutura relevante nesta etapa do comportamento de picada, 

tendo receptores envolvidos na percepção de pistas mecânicas tais como textura.  

Surpreendentemente, os insetos antenectomizados concentraram os contatos 

prolongados mais próximos da fonte térmica linear do que os insetos com antenas 

intactas. Estes resultados reforçam a hipótese de que os insetos mostram uma 

preferência por picar locais com contrastes ou gradientes de temperatura, pois, 

provavelmente, para os insetos, estes locais simulam a presença de vasos 

sanguíneos de grande calibre.  

Conforme discutido acima, a diminuição no número de termoreceptores, ou, 

alternativamente, a perda da capacidade de integrar bilateralmente as informações 

térmicas nos insetos antenectomizados, provavelmente diminuiu a motivação dos 

insetos para realizarem picadas na fonte. Sugere-se que estas mesmas hipóteses 

possam também ser as responsáveis pela diminuição da duração dos contatos 

prolongados em insetos antenectomizados. Desta forma, propõe-se que as antenas 

possuam um papel fundamental na percepção do calor proveniente dos vasos 

sanguíneos antes e durante a etapa de sondagem e, consequentemente, os 

estiletes maxilares talvez teriam um papel menor na percepção do calor durante a 

fase de sondagem. Observações pessoais permitem afirmar que as antenas são 

movimentadas pelos insetos de maneira frequente, tanto durante a aproximação ao 

hospedeiro, quanto no ato da picada e até no início da fase de ingurgitação. A partir 

dessa fase, as antenas são direcionadas para a região posterior da cabeça e 

permanecem imóveis nessa posição enquanto essa fase da alimentação se estende. 
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Sugere-se ainda que o rostro teria um papel relevante na obtenção de informação 

mecânica que medeia a decisão de penetrar ou não o substrato com as peças 

bucais. 

 

6.4 Caracterização de estruturas sensoriais do rostro e antena de R. prolixus e 

suas projeções dentro do SNC 

As peças bucais de muitos insetos possuem diferentes tipos de receptores 

sensoriais. Na maioria dos insetos, são estruturas capazes de movimentação, o que 

influi diretamente na sua capacidade de avaliação da textura e composição química 

da superfície de objetos antes e durante a alimentação. O presente estudo revela 

detalhes morfológicos do rostro de R. prolixus, além de ser o primeiro estudo a 

descrever projeções de neurônios rostrais no SNC de um triatomíneo. 

Sugere-se que os mecanoreceptores presentes no rostro de R. prolixus sejam 

de grande relevância durante a fase prévia à inserção dos estiletes dentro da derme 

do hospedeiro. Possivelmente, tais estruturas sejam importantes para detectar o 

contato do rostro com a pele do hospedeiro e também para a manutenção deste 

contato (Bernard, 1974). O papel dos químio-receptores do extremo do rostro não 

seria tão crítico, visto que os triatomíneos picam até mesmo membranas artificiais ou 

metais, desde que estes sejam mantidos à temperatura semelhante a do corpo de 

vertebrados (Bernard, 1974; Flores & Lazzari, 1996). Porém, a sua potencial função 

no reforço do reconhecimento da pele e na manutenção da picada, uma vez iniciada 

por outros estímulos aqui descritos, precisa ser determinada. 

A existência de sensilas coleocônicas termo-higroreceptoras no rostro de 

triatomíneos tem sido sugerida, mas até o momento não existem dados conclusivos 

sobre isto (Catalá, 1996; Bernard & Gillet, 1974). Entretanto, no presente estudo 

verificou-se que não há nenhuma estrutura que se assemelhe a sensilas 

coleocônicas do tipo termo-higroreceptor no rostro de R. prolixus. Desta forma, 

somente as antenas seriam responsáveis pela percepção de informações térmicas 

durante a escolha do sítio de picada no hospedeiro. Sugere-se que o rostro tenha 

um papel importante somente após o contato com a fonte alimentar, isto é, na etapa 

subseqüente à orientação. 

O arranjo e posicionamento das estruturas internas do rostro foram 

evidenciados conforme o esperado, ou seja, não foi verificada nenhuma variação no 

posicionamento das estruturas entre os três segmentos do rostro. 
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Interessantemente, os nervos rostrais somente foram visíveis após o primeiro terço 

do segmento rostral distal. Supõe-se que, à medida que se avança ao longo do 

rostro em sentido proximal, a junção dos axônios oriundos das distintas sensilas 

forma os nervos labiais (pares) e os torna mais largos. O grande volume de tecido 

muscular encontrado dentro do rostro também é esperado, uma vez que tal apêndice 

possui uma grande capacidade de movimentação.  

Nossos resultados confirmam que as projeções de neurônios do rostro de R. 

prolixus chegam pelo par de nervos labiais. Adicionalmente, nossos dados 

demonstram que os axônios de tais neurônios se projetam diretamente em diversas 

regiões dos gânglios subesofágico, protorácico e posterior. Sugere-se que a maior 

parte de tais fibras seja originada em sensilas mecanoreceptoras, visto que há 

grande quantidade destas sensilas no rostro destes insetos. Aliás, projeções de 

fibras de mecano e quimioreceptores no gânglio subesofágico são características de 

um grande número de insetos. Projeções de neurônios gustatórios das peças bucais 

no gânglio subesofágico e no tritocérebro foram descritas para uma variedade de 

insetos (Singh & Nayak, 1985; Rehder, 1989; Mitchell & Itagaki, 1992; Edgecomb & 

Murdock, 1992). Em relação a neurônios mecanoreceptores das peças bucais, 

antenas, pêlos da cabeça e apêndices, há relatos de projeções ao gânglio 

subesofágico (Mitchell et al, 1999; Kent & Hildebrand, 1987). A fim de determinar o 

arranjo das projeções das fibras mecano e quimioreceptoras no SNC de R prolixus, 

tentou-se isolar pêlos individuais para realizar a difusão de corantes marcadores 

nestas estruturas. Entretanto, tal procedimento mostrou-se inviável, aparentemente 

devido ao pequeno tamanho dos pêlos. Portanto, a marcação de neurônios com 

corantes somente pode ser realizada através da lesão dos nervos labiais inteiros, 

com a conseqüente marcação concomitante, de alguns neurônios motores que 

controlam a musculatura do rostro. 

Não foi verificada uma diferença nas projeções de neurônios provenientes do 

rostro de ninfas de 5° estádio com aquelas dos adultos. Tal resultado é esperado, 

uma vez que se trata de uma estrutura dedicada fundamentalmente ao processo 

alimentar - e as ninfas possuem o mesmo hábito alimentar dos insetos adultos. Além 

disso, também não foram visualizadas diferenças nas projeções provenientes de 

cada um dos três segmentos do rostro. Isto provavelmente sugere que ao longo do 

rostro encontram-se os mesmos tipos de receptores, neste caso químio e 

principalmente mecanoreceptores. 
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A análise dos preparados com neurobiotina e rodamina confirmou o mesmo 

arranjo visto mediante a técnica de marcação com cloreto de cobalto. Entretanto, 

nos preparados realizados com rodamina foi possível visualizar com maior nitidez a 

presença de corpos celulares presentes no gânglio sub-esofágico. Sugere-se que 

tais corpos celulares sejam pertencentes a neurônios motores, provavelmente 

responsáveis pelo controle da extensão do rostro.  

Rajashekhar & Singh (1994) demonstraram, em Drosophila melanogaster, que 

o tritocérebro e o gânglio subesofágico são responsáveis pela percepção de gosto e 

também pelo controle motor das peças bucais. Interessantemente, em R. prolixus 

não foi visualizada nenhuma fibra que ascenda a centros superiores do SNC. Desta 

forma, parece que para este inseto as informações sensoriais percebidas pelos 

receptores presentes no rostro chegam primeiramente no gânglio subesofágico e de 

forma secundária aos gânglios protoráxico e posterior. O controle motor das peças 

bucais parece ocorrer fundamentalmente no gânglio sub-esofâgico. Através da 

técnica utilizada não é possivel visualizar interneurônios, sendo assim não se 

descarta a possibilidade de existirem tais células que levem informações do gânglio 

subesofágico ao cérebro. 

Aparentemente, não houve diferenças evidentes entre as projeções oriundas de 

receptores sensoriais das antenas de ninfas de 5º estádio com aquelas evidenciadas 

em insetos adultos por Barrozo et al (2008). Tal diferença poderia ocorrer uma vez 

que as antenas são apêndices que possuem receptores envolvidos na percepção de 

odores e feromônios sexuais e as ninfas ainda não respondem a tais odores. 

Entretanto, para concluir tal questão, são necessários novos estudos que possam 

evidenciar o arranjo das fibras no lóbulo antenal das ninfas para compará-lo com o 

observado em insetos adultos. 

Não foi possível confirmar a existência de uma área de convergência das fibras 

das antenas com as do rostro. Isto provavelmente é devido à grande quantidade de 

fibras originadas em cada um dos apêndices que apresentavam projeções em áreas 

comuns, dificultando a individualização e separação entre as fibras das antenas e do 

rostro. Desta forma, o emprego de outras técnicas, tais como a dupla injeção de 

corantes diferentes pelo rostro e antenas, mostra-se necessária para responder a 

questão.   
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7 Considerações finais 
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Nesta tese foram analisados aspectos que contribuiram com o conhecimento 

relacionado com a série de complexos comportamentos que ocorrem durante a noite 

quando um triatomíneo busca alimento. Desta forma, neste trabalho estudamos 

passos que vão desde o momento da ativação e saída dos triatomíneos dos seus 

abrigos, demonstrando que em R. prolixus esta ativação acontece em resposta a 

odores emitidos pelo hospedeiro, até a orientação a curta distância destes insetos às 

suas fontes de alimento, que é mediada fundamentalmente pela radiação 

infravermelha emitida pelo corpo dos hospedeiros (Lazzari & Núñez, 1989; Schmit, 

2000). Também, foram estudados os mecanismos que facilitam o encontro dos 

vasos sanguíneos na pele do hospedeiro, bem como se caracterizaram aspectos 

comportamentais relacionados com esta fase de seleção do local de alimentação. 

Além disto, avaliou-se o papel das antenas e do rostro que concentram na sua 

superfície um grande número de órgãos sensoriais, na detecção de informações 

relevantes para a seleção de locais apropriados para os insetos picarem. E por fim 

analizamos aspectos da anatomia funcional destes insetos que pudessem estar 

envolvidos na percepção e processamento dos sinais sensoriais relacionados com 

as escolha dos locais de picada.  

A Figura 46 (adaptada de Guerenstein & Lazzari, 2008) resume os diversos 

tipos de comportamentos que podem ser desenvolvidos pelos triatomíneos. 



 

Figura 46: Diagrama da série de eventos que ocorrem numa noite típica de alimentação de um triatomíneo. Neste, estão indicados os efeitos 

endógenos ou motivacionais (lado interno do círculo) e exógenos (lado externo do círculo), fatores que promovem ou modulam os diferentes 

componentes do comportamento destes insetos. (Adaptado de Guerenstein & Lazzari, 2008).  
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Os triatomíneos, particularmente aquelas espécies associadas aos ambientes 

humanos, passam a maior parte do tempo em estado de akinesis dentro de seus 

refúgios. Desta forma, o primeiro objetivo deste trabalho foi estudar se odores 

liberados pelo hospedeiro seriam capazes de ativar a saída dos insetos de dentro 

dos seus abrigos e subsequentemente, a sua locomoção. Observou-se que saídas 

espontâneas do abrigo não são frequentemente observadas em R. prolixus 

mesmo em jejuns prolongados. Apesar disso, foi possível evidenciar que quando 

há saídas de insetos, estas ocorrem preferencialmente durante as primeiras horas 

da escotofase. Aparentemente, R. prolixus somente deixa os abrigos quando se 

encontra em extremo jejum e diante de sinais da presença do hospedeiro, tais 

como odores. Sugere-se que esta resistência a deixar os abrigos seja 

adaptativamente importante, uma vez que os insetos não exporiam-se a predação. 

Este fato é consistente com a alta tolerância ao jejum desta espécie, que de 

acordo com os nossos dados, aparentemente não sai à procura de hospedeiros 

sem detectar sinais dos mesmos, e ainda assim não parece ver afetada a sua 

sobrevivência. Possivelmente, além dos odores, outras pistas adicionais poderiam 

melhorar ou mesmo atuar sinergicamente promovendo a saída dos insetos dos 

abrigos. Sugere-se, então, que novos estudos são necessários para esclarecer tal 

questão.  

Após deixarem os abrigos, ativados pelas pistas químicas provenientes do 

hospedeiro, os insetos apresentam intensa atividade locomotora. Logo, nesta fase, 

pistas de outras modalidades sensoriais, como por exemplo, a direção do 

movimento de correntes de ar (Núñez, 1982; Guerenstein & Guerin, 2001; Barrozo 

& Lazzari, 2004), o calor emitido pelo corpo do hospedeiro (Lazzari & Núñez, 

1989; Schmit, 2000) e, ainda, o vapor de água (Barrozo et al, 2003) poderiam ser 

detectadas e usadas pelos insetos para direcionar a sua aproximação à fonte. 

Provavelmente, os insetos encontram o hospedeiro ainda nas primeiras horas da 

fase escura. Quando próximos ao hospedeiro, o calor radiante emitido pelo corpo 

do mesmo é capaz de disparar a resposta de extensão rostral (PER). Sobre esta 

etapa do comportamento de orientação ao hospedeiro, este trabalho reforça 

estudos anteriores que demonstram que os triatomíneos são capazes de estimar a 
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distância a que se encontra uma fonte térmica e, portanto, os seus hospedeiros de 

sangue quente. Em R. prolixus, a expressão do PER acontece fundamentalmente 

a partir de 5 mm de distância da fonte térmica. Desta forma, a extensão do rostro 

nestas circunstâncias sugere que a partir dessa distância o inseto sabe que irá 

atingir o hospedeiro se estender o rostro. Contudo, os insetos necessitam 

deslocar-se livremente até uma fonte térmica para poder estimar corretamente a 

distância à mesma. Sugere-se que, somente através do deslocamento, os insetos 

consigam medir as mudanças na intensidade da energia radiante vinda do 

hospedeiro, e, assim, realizarem a estimativa de distância da fonte.  

Interessantemente, neste trabalho demonstrou-se que a distância de disparo 

do PER é a mesma, independente da temperatura da fonte (35 ou 40 ºC). Tais 

temperaturas são próximas às do corpo de mamíferos e aves, respectivamente. 

Além disto, R. prolixus é capaz de se alimentar tanto em aves como em 

mamíferos, sendo assim o comportamento apresentado pelos insetos de resposta 

a fonte é consistente. Além disto, demonstrou-se que estímulos mecânicos têm 

um papel como pista sensorial complementar que, integrada as pistas térmicas, é 

capaz de afetar o desencadeamento do PER em triatomíneos. Dependendo das 

condições nas quais os insetos se encontram, os estímulos detectados pelos 

mecanoreceptores poderão assumir uma grande relevância para mediar o 

comportamento de picada, que poderá ser tão ou mais importante que o da 

estimulação térmica. Por exemplo, a estimulação mecânica foi capaz de promover 

o PER em insetos antenectomizados ou impossibilitados de caminhar até a fonte. 

Este é o primeiro estudo que demonstra que insetos hematófagos usam a 

modalidade mecânica como pista desencadeadora da resposta de picada. Sugere-

se que o uso de tal modalidade possivelmente seja derivado da capacidade de 

utilizar pistas mecânicas dos reduvídeos predadores, provavéis ancestrais dos 

triatomíneos. Isto porque insetos predadores, freqüentemente utilizam vibrações 

transmitidas pelo substrato e outras pistas mecânicas na localização de suas 

presas. 

Uma vez que os insetos se encontram diante dos hospedeiros e o PER já foi 

desencadeado, é necessário encontrar um local adequado para picar e localizar 
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um vaso sanguíneo. Sabe-se que, sem contato prévio do rostro com a pele do 

hospedeiro, os triatomíneos são capazes de detectar descontinuidades de 

temperatura nos objetos quentes e que utilizam essas informações para direcionar 

as suas picadas. Esta capacidade, aparentemente, seria parte central do 

mecanismo utilizado para localizar os vasos sanguíneos (Ferreira et al, 2007). 

Investigações adicionais sobre esta fase da orientação ao hospedeiro, 

constataram primeiramente que, na superfície do rostro de R. prolixus, não há 

sensilas semelhantes àquelas classificadas normalmente como termo-receptores 

(Ferreira et al, 2007). Desta forma, este órgão aparentemente não está envolvido 

na percepção das descontinuidades térmicas existentes entre os vasos 

sangüíneos e a pele do hospedeiro. Por meio de experimentos de comportamento, 

demonstrou-se que as antenas, que segundo autores prévios apresentam grande 

densidade de termoreceptores, são capazes de detectar essas descontinuidades 

térmicas sobre a pele do hospedeiro. A integração bilateral das informações 

detectadas por ambas as antenas é necessária para guiar corretamente as 

tentativas de picadas dos insetos. Além desta função, mostrou-se que as antenas 

também teriam um papel relevante durante a fase de sondagem, ou seja, de 

busca dos vasos sanguíneos de grande calibre no interior da pele. 

Aparentemente, as informações detectadas pelas antenas modulam a dinâmica da 

busca dos vasos sanguíneos no interior da pele do hospedeiro. Desta forma, estes 

órgãos são relevantes na obtenção de informações durante a orientação dos 

insetos ao hospedeiro, após o contato destes com a pele e, finalmente, também 

durante a fase de sondagem. Entretanto, não descarta-se a hipótese de que os 

estiletes maxilares possuem algum papel no enconto dos vasos dentro da derme. 

Logo, futuros estudos são necessários para esclarecer melhor esta questão. 

Demonstrou-se que o contato tátil do rostro com um objeto que apresente a 

mesma textura da pele do hospedeiro evoca a inserção das peças bucais, os 

estiletes, no substrato (membrana de látex) ou pele. De acordo com os resultados 

apresentados nesta tese, sugere-se que o rostro esteja envolvido na aquisição de 

informações relevantes para mediar a “decisão” de penetrar o substrato com as 

peças bucais.  Através de microscopia eletrônica de varredura, evidenciou-se que 
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no rostro de R. prolixus há grande quantidade de mecanoreceptores e um número 

relevante de quimioreceptores. Sugere-se que os mecanoreceptores sejam 

importantes para avaliar as propriedades mecânicas do substrato a ser picado. 

Esta afirmação é apoiada pelos resultados obtidos nos ensaios de comportamento 

de picada, já que os mesmos evidenciaram que, somente quando a placa metálica 

aquecida foi coberta com uma membrana de látex, os insetos arrastaram o 

extremo do rostro sobre a superfície. Desta maneira, é provável que através deste 

comportamento os insetos avaliem propriedades físicas do substrato, uma vez que 

a textura do látex pode assemelhar-se à da pele de um hospedeiro. Uma vez que 

os estiletes encontram-se dentro da derme do hospedeiro, hipotetiza-se que os 

seus neurônios sensoriais possam mediar a localização dos vasos sanguíneos. 

Entretanto, estudos complementares devem ser realizados para esclarecer tal 

questão. 

Nesta tese também se estudaram as vias nervosas presentes no rostro e 

antenas, duas importantes estruturas envolvidas diretamente na percepção de 

vários dos diferentes estímulos associados ao hospedeiro. Observou-se, conforme 

já demonstrado em outros grupos de insetos, que as projeções dos neurônios do 

rostro de R. prolixus projetam-se diretamente no gânglio subesofágico. Sugere-se 

que, provavelmente, a maioria destas projeções seja de mecano e 

quimioreceptores. Evidenciaram-se também projeções de neurônios oriundos das 

antenas no SNC de triatomíneos. Há aparentes áreas em comum entre as fibras 

oriundas do rostro e antena. No entanto, não se sabe se existem conexões entre 

as sipnases destes órgãos com interneurônios em comum. Sugere-se a 

continuidade destes estudos, uma vez que se espera encontrar áreas de 

convergência entre projeções destes órgãos que possam mediar a integração das 

informações correspondentes. Uma possibilidade é realizar difusões simultâneas 

de rodamina e neurobiotina nos dois órgãos, respectivamente, de forma que cada 

corante marque as fibras de uma determinada origem. Posteriormente, estes 

preparados devem ser analisados sob microscópio confocal para reconstrução em 

três dimensões das potenciais áreas de integração dentro do SNC. 
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Após deixar seus abrigos, localizar o hospedeiro e se alimentar, os insetos 

tendem a retornar aos abrigos para se protegerem de predadores. Entretanto, 

aparentemente, isto não acontece imediatamente após a alimentação. Os 

triatomíneos sofrem uma copiosa diurese após a alimentação (Wigglesworth 1931) 

e somente retornam aos abrigos após a diurese no final da noite (Lorenzo MG, 

comunicação pessoal) orientados por marcas químicas presentes nas fezes secas 

localizadas próximas das entradas dos abrigos (Lorenzo & Lazzari, 1996).  

Pretende-se que as conclusões deste trabalho sejam úteis para a 

compreensão de aspectos relacionados ao comportamento alimentar dos 

triatomíneos, desde o momento de sua saída do abrigo até o início da 

alimentação. Além disto, espera-se com este trabalho levantar novas questões a 

serem esclarecidas e aprofundadas por trabalhos futuros que possam transferir 

conhecimentos sobre a ecologia sensorial destes insetos para melhorar as 

estratégias de controle. 
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8 Anexos 
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8.1 Anexo I  
 

Tampões 
 

Tampão fosfatado (segundo Millong, 1961)  

a) Tampão Milloning’s: 

Solução A do tampão: 2,26% de Na2PO4H2O 

Solução B do tampão: 2,52% de NaOH  

Para se preparar o tampão misturar 83,9ml de solução A + 16,1ml de solução B + 

1,3 g sacorose. Ajustar para pH 7,3  com ClH ou HoNa, conforme o necessário. 

 

b) Tampão especial 

Tampão  padrão  + 2.2 g d-glicose por 100 ml + 0.9 1% CaCl2/100ml. 

 

Fixador 

a) Fixador padrão 

Dissolver 2 g de paraformaldeído em 17 ml de solução B do tampão Milloning’s, 

colocar uma barra magnética dentro de um frasco e deixar agitando em banho do 

tampão Milloning’s. Adicionar 10ml glutaraldeído 25%. Finalmente ajustar a pH 7.3 

 

b) Fixador especial 

- adicionar ao fixador padrão  2.2g de d-glicose/100ml + 0.9 ml 1% CaCl2 

 

c) Fixador a base de tetróxido de osmium 

- usar 1-2% OsO4 colocado em um tampão padrão. 
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8.2 Anexo II 

Durcupan 

 

ACM Electron Microscopy Sciences nº 14040 

 

Durcupan duro 

Componente A 11,3 g 

Componente B 10,0 g 

Componente C 0,2 g 

Componente D 0,5 g 

 

Misturar em agitador magnético os componentes A e B por 5 a 10 min. 

Acrescentar o componente D e agitar por 30 min. Acrescentar o componente C e 

agitar por 1 h. Guardar em seringas de 2 a 5 ml ( uma porção) no freezer. 

 

 

Durcupan suave 

Componente A 10,8 g 

Componente B 8,9 g 

Componente C 0,5 g 

Componente D 0,8 g 

 

Misturar em agitador magnético os componentes A e B por 5 a 10 min. 

Acrescentar o componente D e agitar por 30 min. Acrescentar o componente C e 

agitar por 1 h. Guardar em seringas de 2 a 5 ml ( uma porção) no freezer. 
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8.3 Anexo III 
 
Solução de cloreto de cobalto 
 
 
Solução de cloreto de cobalto 2,5 % 

-0.25 g de CoCl2 

- 10ml de água destilada 

Pesar o cobalto e misturar na água. A solução pode ser guardada por muito 

tempo. 

 

Solução de sulfeto de amônio 

- 5ml de ringer 

- 5 gotas de sulfeto de amônio (20 % da solução em agua) (NH4)2S  

Pingar as gotas de sulfeto de amônio na solução de ringer. Se prepara no 

momento de usar. 

 

Fixador AAF 

- 80 ml de etanol 100% 

- 12 ml de formaldeído 40% 

- 8 ml de ácido acético glacial 

Juntar todos os compostos. Pode guardar o preparado por muito tempo. 

 

Solução reveladora base 

- 100 ml de água destilada 

- 10 g de glicose 

- 0.17 g de hidroquinona 

- 1.4 g de ácido cítrico 

- 3 g de goma arábica. 

Agitar bem. Ajustar para ph 2.5 - 2.6 com ácido citrico. Pode armazenar alguns 

dias na geladeira. 
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Solução reveladora com prata 

- 10 ml de solução reveladora base 

- 1ml de AgNO3 1 % 

Misturar tudo. Se prepara no momento de usar. 

 

Solução de Ringer para insetos (modificada por Case, 1957) 

-1000ml de água destilada 

- 7.5 g de NaCl  

- 0.35 g de KCl 

- 0.21 g de CaCl2 

- 0.14 g de NaHCO3 

- 2.5 g de glicose 

Misturar tudo e ajustar a um pH de 7.0. 

 

Tampão Sorensen: 

A: Solução 0.15 Molar de KH2PO4 

B: Solução 0.15 Molar de Na2HPO4 

Tampão: misturar 19 volumes de A com 31 volumes de B.  

A solução Ringer se prepara com: 10 volumes da solução base mais 1 volume do 

tampão. 
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8.4 Anexo IV 

Soluções utilizadas na técnica de difusão de neurobiotina 

 

1- Neurobiotina (NeurobiotinTM Tracer, Vector Laboratories, Burlingame, USA)  

1% em solução de 0,25 M de KCl. 

 

2- Oregon-green-Avidin  

Solução estoque: 1mg de oregon green avidin em 1ml de Tampão Milloning’s. 

Diluir a solução estoque 1:40 e.g para cada 10ml do tampão Millonig’s acrescentar 

25 µl Triton X100,  0.1 g soro de proteina bovina (SAB). Então, colocar 0.5 ml 

desta solução e adicionar 12,5 µl de solução estoque de Oregon-green-Avidin; 

agitar fortemente.  
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