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RESUMO  
 
 

Os triatomíneos são insetos hematófagos popularmente conhecidos como 

“barbeiros”, de grande importância médica, por serem vetores do Trypanosoma cruzi 

o agente etiológico da doença de Chagas.  São descritas mais de 150 espécies, 

distribuídas em 18 gêneros. Rhodnius prolixus coloniza domicílios em ambientes 

urbanos em países vizinhos ao Brasil, e Rhodnius robustus, é uma espécie silvestre, 

encontrada frequentemente invadindo moradias na Amazônia especialmente em 

Manaus. Ambas são muito próximas morfologicamente e de difícil identificação 

taxonômica por método convencional, consideradas espécies crípticas. São criadas 

no laboratório da Unidade de entomologia Nelson Ferreira Fé, na Fundação de 

Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), utilizadas no diagnóstico 

complementar da doença de Chagas e em estudos sobre a interação parasito-vetor. 

O objetivo desse estudo foi investigar a veracidade taxonômica das espécies 

Rhodnius robustus e Rhodnius prolixus da colônia de triatomíneos da FMT-HVD. A 

diferenciação das duas espécies, foi realizada através de observações sobre os 

aspectos morfológicos usando a microscopia óptica, microscopia eletrônica de 

varredura (MEV), e perfil lipídico, por proteômica usando a técnica de MALDI-TOF. Os 

procedimentos foram realizados na FMTHVD para identificação taxonômica inicial por 

microscopia óptica, as imagens de MEV foram feitas no Centro Multiusuário para 

Análise de Fenômenos Biomédicos (CMABIO/UEA) e a técnica de MALDITOF no 

Instituto de química da UNESP. A aplicação da técnica lipídica combinada com 

ferramentas quimiométricas e a taxonomia integrativa como a microscopia eletrônica 

de varredura demonstraram com precisão, duas espécies cripticas do gênero 

Rhodnius, de forma rápida e eficiente quando comparada com outras técnicas 

consideradas também, de alta precisão para identificação e diferenciação de espécies 

de triatomíneos, apresentando boa reprodutibilidade.  

 
 
Palavras-chave: Triatominae; Vetor; Doença de Chagas; MALDI-TOF; MEV 
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ABSTRACT 

 

Triatomines are blood-sucking insects popularly known as “kissing bugs”. More 

than 150 species are described, and among them, Rhodnius prolixus and Rhodnius 

robustus, considered vectors of Trypanosoma cruzi or etiological agent of Chagas 

disease. Rhodnius prolixus colonizes homes in urban environments in countries 

neighboring Brazil, and Rhodnius robustus is a wild species, often found invading 

homes in the Amazon, especially in Manaus. Both are very similar morphologically and 

difficult to identify taxonomically by conventional method, considered cryptic species. 

These species are created in the entomology laboratory of the Fundação de Medicina 

Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMTHVD), for use in the complementary 

diagnosis of Chagas disease, the “xenodiagnóstico” and in studies on the parasite-

vector interaction. The objective of this study is to investigate the taxonomic veracity 

of the species Rhodnius robustus and Rhodnius prolixus from the triatomine colony of 

FMT-HVD. The differentiation of the two species will be made through observations on 

the morphological aspects by conventional methodology, using optical microscopy, by 

images of eggs, head and abdomen using scanning electron microscopy (SEM), and 

lipid profile, by proteomics using the technique from MALDI-TOF. The procedures will 

be performed at the FMTHVD for conventional taxonomic identification, the images will 

be taken at the Centro Multiusuário para Análise de Fenômenos Biomédicos 

(CMABIO/UEA) and the MALDITOF technique at the Instituto de química da UNESP. 

The application of the lipid technique combined with chemometric tools and integrative 

taxonomy such as scanning electron microscopy were able to accurately two cryptic 

species of the genus Rhodnius. The methodology described in this article is a fast and 

efficient way when compared to other high precision techniques for identification and 

differentiation of triatomine species, presenting good reproducibility. 

 

 

Key words: Triatominae; Vector; Chagas Disease; MALDI-TOF; MEV 
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RESUMO LEIGO 

 

 

Os insetos popularmente conhecidos como “barbeiros”, se alimentam de 

sangue, podendo se infectar e transmitir o parasita causador da Doença de Chagas, 

nominado de Trypanosoma cruzi. Na Amazônia, as pessoas adocem ao tomar o açaí 

contaminado, no entanto, não se sabe a forma de contaminação desse alimento, 

acreditando-se que pode acontecer pela trituração de barbeiros infectados como por 

exemplo o Rhodnius robustus uma espécie que invade as casas próximo as áreas de 

floresta. Essa espécie é semelhante à Rhodnius prolixus que vive dentro das casas 

em países como a Venezuela e Colômbia, e ambas são criadas no laboratório da 

UENFF na FMT-HVD, para uso no diagnostico de Chagas, bem como para diversos 

estudos como transmissores. Considerando que a diferenciação das duas espécies é 

complicada, esse estudo mostrou utilizando metodologia mais avançada, que são 

espécies diferentes.  
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1. INTRODUÇÃO  

 

Os triatomíneos são insetos hematófagos, conhecidos popularmente como 

“Barbeiros”, pertencentes à Ordem Hemiptera, Família Reduviidae. A maioria dos 

insetos da ordem Hemiptera (percevejos) se alimentam de seiva de plantas, no 

entanto, algumas espécies são predadoras e podem se alimentar de fluidos corporais 

de outros vertebrados, enquanto outros, em menor número, se alimentam do sangue 

de vertebrados (1,2). 

 

Na família Reduviidae, está a subfamília Triatominae, cinco tribos, 18 gêneros, 

154 espécies e 3 fósseis. As tribos Rhodiniini e Triatomini incluem espécies 

epidemiologicamente relevantes, distribuídas em três gêneros de importância médica: 

Rhodnius, Triatoma e Pantrongylus (3–8). Em função de seus hábitos hamatofágicos 

obrigatórios, várias espécies são inseridas no ciclo de transmissão do Trypanosoma 

cruzi, o causador da doença de Chagas (DC) (9–12). 

1.1. Distribuição geográfica 

 

 As 154 espécies de triatomíneos são encontrados nas Américas, nas regiões 

Neotropicais e Neárticas (desde o sul dos Estados Unidos até a Patagônia, na 

Argentina). A espécie Triatoma rubrofasciata é encontrada em várias áreas do globo, 

geralmente em zonas portuárias, e sempre associada a presença de ratos. Outras 

seis espécies do gênero Triatoma ocorrem no sul da Ásia e norte da Austrália, e as 

seis espécies do gênero Linshcostheus estão restritas a índia (13–15). 

 

Na América do Sul e América Central, as espécies Panstrongylus megistus, 

Rhodnius prolixus, Triatoma infestans e Triatoma dimidiata, são os principais vetores 

da DC (6,16–18). No Brasil há registros de aproximadamente 68 espécies de 

triatomíneos, distribuidos em 10 gêneros: Alberprosenia, Belminus, Cavernicola, 

Eratyrus, Microtriatoma, Panstrongylus, Parabelminus, Psamolestes, Rhodnius e 

Triatoma (6,8,19–24). 
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As cinco espécies: R. robustus, R. pictipes R. prolixus, E. mucronatus e P. 

geniculatus, tiveram ou continuam tendo participação relevante na transmissão 

domiciliar da doença de chagas (DC) (6,9,18,25,26). 

1.2 Hábitos  

 

A hematofagia obrigatória distingue os triatomíneos das demais subfamílias de 

reduvideos, por possuírem uma membrana entre o segundo e o terceiro segmento do 

aparelho bucal picador-sugador, que permite a flexão do terceiro segmento do lábio 

no ato de sugar. Hemípteros das famílias Cimicidae (percevejos de cama) e 

Polictenidae (ectoparasitos de morcegos) são também hematófágicos obrigatórios, 

porém, não estão diretamente envolvidos na transmissão de doenças ao homem 

(12,27). 

 

A adaptação de alguns reduvideos ancestrais ao hábito hematofágicos é o 

marco do surgimento dos triatominae. Apesar de se aceitar a origem da hematofagia 

surgindo de um comportamento predador anterior, se desconhece, até o momento, 

qual grupo predador teria dado origem aos triatominae, pela ausência de uma 

reconstrução filogenética sólida (28,29). 

 

São insetos fotofóbicos, de hábitos noturnos, estritamente hematófagos, que 

eventualmente realizam o canibalismo e coprofagia (podendo desta forma, 

excepcionalmente haver transmissão do T. cruzi, de vetor para vetor) (19,30,31).  

Vivem, em média, entre um à dois anos, formando colônias em ambientes próximos à 

sua fonte de alimentar (19).  

 

A grande maioria vive em ambientes silvestres colonizando ninhos de aves, 

tocas de animais, sob cascas ou ocos de árvore, em bromélias, palmeiras e outros 

ecótopos, associados a mamíferos, aves batráquios e répteis dos quais se alimentam. 

No decurso da evolução, algumas espécies adquiriram a capacidade de colonizar as 

estruturas artificias construídas pelo homem nas proximidades de suas casas, como 

galinheiros, pocilgas e estábulos e são denominados peridomiciliar. Outras são 

capazes de colonizar o interior das habitações humanas, principalmente daquelas 
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construídas de maneira a propiciar condições de abrigar uma colônia de triatomíneos, 

construções feitas de barro e bambu com folhas de palmeira, que acabam tornando o 

ambiente propício também para animais silvestres, que viviam no local antes das 

alterações feitas pelo homem, o triatomíneo acaba tendo uma fonte alimentar próxima 

e se torna domiciliado, facilitando a transmissão da DC ao homem (31). 

1.3 Ciclo de vida e desenvolvimento dos triatomíneos  

 

Considerados insetos de desenvolvimento hemimetábolo, durante seu ciclo de 

vida passam pelas fases (ou estágios) de ovo, cincos estádios ninfais (estagio 

imaturo) e adulto (Figura 1) (12,19,25). Dependendo da disponibilidade de fonte 

alimentar há variação na duração do ciclo de vida. As ninfas do 1° ao 5° estádio, e 

adultos, tanto macho quanto fêmeas, necessitam de ao menos um repasto sanguíneo 

para se devolver, e o tempo de duração de cada ciclo biológico varia para cada 

espécie e de acordo com a quantidade de sangue ingerida, temperatura e umidade 

(32,33). 

 

 

 

Figura 1. Ilustração do Ciclo biológico de Rhodnius sp.  
Fonte: Atualidades em Medicina Tropical no Brasil: Vetores, 2020 (Adaptado) (34). 
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1.4 Características morfológicas 

1.4.1. Estágio de ovo  

 

 Os ovos dos triatomíneos são formados por opérculo e corpo do ovo, com 

tamanhos, estruturas, ornamentações e formas diferentes. Podem medir menos 1mm, 

como os ovos da espécie Alberprosenia malheroi, e mais de 4mm de comprimento 

como os ovos de Dipetalogaster maxima  (21,35). O formato do ovo pode ser esférico, 

cilíndrico ou elipsoide, e as estruturas como o colo, colarinho e chanfradura lateral 

podem estar presentes ou ausentes (Figura 2); a superfície da casca apresenta 

ornamentações características para cada espécie, como linhas limitantes ou células 

hexagonais. Algumas fêmeas fixam seus ovos no substrato, como é o caso do gênero 

Rhodnius e outras fazem a postura dos ovos livres no substrato, como na maioria das 

espécies dos gêneros Panstrongylus e Triatoma (19,36–39).  

 

 

 

Figura 2. Morfologia dos ovos de triatominae. Fonte: Barata, 1981 (Modificado) (36). 

 

 

1.4.2 Estágio de ninfas  

 

As ninfas se diferenciam dos adultos por apresentarem olhos menores, 

ausência de ocelos, asas, fossetas esponjosas e pela imaturidade sexual. No 1° 

estádio, as ninfas têm uma coloração mais tênue, tamanho pequeno e não 

apresentam manchas conexivas, mas, a medida que vão mudando de um estádio para 

o outro, além de aumentarem de tamanho, surgem as manchas do conexivo e a 
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quitinização se forma mais forte, acentuada a coloração (40). As ninfas de 4° e 5° 

estádios apresentam tecas alares rudimentares, pronoto em forma de escudo, tarso 

bi-segmentados e esclerotização do abdômen incompleto, podendo apresentar já no 

5° estádio diferenciação sexual externa e interna (12,41).  

 

 

Figura 3. Estádios ninfais de R. robustus. Fonte: Galvão, 2014 (Modificado) (19). 

 

 

1.4.3 Estágio adulto  

 

Os barbeiros adultos em geral apresentam asas desenvolvidas, ocelos e 

dismorfismo sexual, medem de 20 a 30 mm de comprimento, com exceção das 

espécies Alberprosenia goyovargasi (5 mm) e Dipetalogaster maxima (44 mm), 

(19,21,38,39).  Sua coloração varia de acordo com a espécie, podendo ser negra ou 

marrom com manchas amareladas, alaranjadas, amarronzadas ou avermelhadas em 

várias regiões do corpo, com intensidade e distribuição variada. O abdome dos 

barbeiros é achatado dorso-ventralmente e, quando as asas estão em repouso, pode-

se ver uma borda, chamada de conexivo (Figura 4). São insetos lentos, pouco 

agressivos e de pouca mobilidade espacial, com voos de até 200 metros 

(19,38,39,42,43). 
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Figura 4. Morfologia dos adultos de triatominae. Fonte: Jurberg et al, 2014; Galvão, 
2014 (Modificado) (19,42) 

 

1.5 Triatomíneos e a doença de Chagas 

 

Cerca de 20 espécies de triatomíneos são envolvidas no ciclo de transmissão 

do T. cruzi por terem hábitos domiciliados vivendo no intra ou peridomicílio, tornando 

necessária a vigilância da doença de Chagas, uma enfermidade das Américas, 

descoberta em 1909, pelo médico brasileiro Carlos Chagas que além da nova 

patologia tropical, descreveu simultaneamente seu agente etiológico o protozoário T. 

cruzi, os seus reservatórios naturais, e o inseto hematófago responsável pela 

transmissão vetorial, o triatomíneo (33,44–46).    

 

Segundo a OMS, no mundo, há cerca de 6 a 7 milhões de pessoas portadoras 

do T. cruzi, geralmente vivendo em condições precárias de habitação, principalmente 

em áreas endêmicas de 21 países, como Argentina, Belize, Bolívia, Brasil, Chile, 

Colômbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, 

Honduras, México, Nicarágua, Panamá, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai e 

Venezuela (47–49). Devido as migrações descontroladas de indivíduos portadores da 

DC, países não endêmicos, como Estados Unidos, Canadá, Austrália, Japão e alguns 
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países europeus, passaram a registrar casos transmitidos por transplante de órgãos, 

transfusão de sangue e materno-fetal (50,51) (Figura 5). 

 

Em 2006, o Brasil obteve o certificado de controle do principal vetor da DC no 

país, o triatomíneo da espécie Triatoma infestans, pela Organização Pan-americana 

da Saúde (OPAS), que foi possível através de medidas de controle e monitoramento 

do vetor nas habitações, melhoria nas condições de vida da população e educação 

em saúde (49,52). Mas, mesmo após mais de 100 anos de sua descoberta, a DC 

continua sendo um problema de saúde pública, associada a problemas sociais e 

políticos, afetando principalmente pessoas em situação de pobreza (53).  

 

 Nos últimos anos os casos de Doença de Chagas Crônica (DCC) observados 

no Brasil são referentes a infecções ocorridas antes do controle do T. infestans, e 

através de surtos de Doença de Chagas Aguda (DCA) principalmente na Amazônia, 

associados na maioria dos casos, à transmissão oral (54). 

 

 

 

Figura 5. Distribuição global de casos da doença de Chagas. Fonte: WHO, 2018. 
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1.5.1 Doença de Chagas na Amazônia 

 

Durante muito tempo a Amazônia brasileira foi considerada livre da DC, porém 

o ciclo silvestre vem sendo registrado na região desde 1924. Os primeiros casos 

agudos ocorreram em 1969 no Pará, sem registros de triatomíneos, levantando a 

suspeita de infecção oral. No início da década de 2000, cursos e treinamentos de 

técnicos para o reconhecimento do T. cruzi presentes em lâminas durante as 

investigações de rotina da malária, permitiram a detecção precoce de casos de DC na 

Amazônia. Desde então casos da doença tem sido notificados ao longo dos anos 

principalmente no Pará, Amapá, e Amazonas (55–62). 

 

Nessa região fatores como a intensa migração de pessoas, povoamento 

desordenado e adaptação de vetores e animais silvestre ao domicílio, aumentam o 

risco de infecção pelo T. cruzi. A floresta Amazônica abrange o Brasil, Bolívia, 

Colômbia, Equador, Guiana, Peru, Suriname, Venezuela e Guiana Francesa, a região 

tem 36 espécies de triatomíneos e dezenas de espécies de reservatórios descritos na 

região, na sua maioria infectados (63,64).  

 

Sobre triatomíneos, há registro da ocorrência de 25 espécies, todas de hábitos 

silvestres, e algumas situações pontuais, como o registro de colônias de Triatoma 

maculata em domicílios em Roraima, Panstrogylus geniculatus em chiqueiros de 

porcos na ilha de Marajó no Pará,  e frequentes registros de espécies do gênero 

Rhodnius, principalmente Rhodnius robustus, encontrada acidentalmente em 

peridomicílio e domicílio, em áreas rurais e urbanas onde os fragmentos de mata 

foram alterados para construção de residências habitacionais, sem registro de colônia 

nesses ambientes (65). Essa espécie ocorre em toda Amazônia, associada à 

palmeiras tais como, Schelea maracaibensis e Acrocomia sclerocarpa, Attalea 

phalerata, Oenocarpus bacaba, Mauritia flexuosa (34,37–39). Todas são espécies de 

grande importância médica por sua susceptibilidade à infecção natural pelo T. cruzi, e 

sua capacidade vetorial tendo em vista seu hábito de eliminar as fezes durante o 

repasto sanguíneo (40). 
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1.5.2 Doença de Chagas e Triatomíneos no Amazonas  

 

No Amazonas os primeiros relatos da DC foram sobre casos na fase crônica, 

em 1977 no município de Barcelos, em extrativistas, coletores de piaçava cuja 

ocupação laboral os expunha, de forma continua, ao ecótopo natural do vetor 

Rhodnius bretesi (66–68). Em 1980 foi registrado o primeiro caso da DC na fase 

aguda, no município de São Paulo de Olivença, em uma criança, por transmissão 

vetorial, possivelmente acidental, sem registro de triatomíneos domiciliados (69,70).  

 

Em 2004 foram realizados cursos e treinamentos de técnicos para o 

reconhecimento do T. cruzi presentes em lâminas durante as investigações de rotina 

da malária. Desde então casos isolados e surtos têm sido relatados, identificados 

durante a vigilância da malária (71,72).  

 

Segundo dados do Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN),  

da Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) e da 

Fundação de Vigilância em Saúde (FVS), de 1980 a 2022 foram registrados mais de 

150 casos de DCA no Amazonas, em 10 surtos e casos isolados de transmissão 

vetorial (Figura 6). No Amazonas a transmissão oral, é responsável pelo maior número 

de casos notificados, associados ao consumo de suco de açaí e patauá contaminados 

(73).  

 

Nos casos de pacientes crônicos da DC a detecção ocorre através da 

realização de inquéritos sorológicos, processos de triagem para a doação de sangue, 

e em pacientes que comparecem a unidade de saúde com manifestações clínicas 

características da doença, como: cardiopatias chagásicas, associada à insuficiência 

cardíaca, arritmias, morte súbita e tromboembolismo periférico. Em nenhuma das 

situações, a população acometida pela doença tem conhecimento sobre a 

transmissão vetorial, considerando que nessa região os triatomíneos não colonizam o 

domicílio. Entretanto, frequentemente esses insetos são encontrados dentro das 

residências (71,74,75). 
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Figura 6.  Distribuição de casos da doença de Chagas aguda no Amazonas. Fonte: 
E-book Doença de Chagas: aspectos gerais, emergência na Amazônia e orientações 

sobre o atendimento de pacientes no estado do Amazonas, Brasil, 2021 (76). 

 

Em relação aos triatomíneos, no Amazonas são registradas 12 espécies: 

Cavenicola lenti, C. pilosa, Eratyrus mucronatus, Panstrongylus geniculatus, P. 

Lignarius, P. rufotuberculatus, Microtriatoma trinidadensis, Rhodnius amazonicus, R. 

brethesi, R. paraenses, R. pictipes e R. robustus (68,77–83). 

1.6 Gênero Rhodnius Stål, 1859  

 

O gênero Rhodnius possui 21 espécies, foi criado por Stål em 1859, tendo como 

espécie base R. prolixus, sua caracterização e diferenciação dos outros gêneros de 

triatomíneos é fácil em função de características bem marcantes, como a cabeça 

alongada, cilíndrica, mais longa que o pronoto, e tubérculos anteníferos inseridos no 

ápice da cabeça. Em contrapartida, a diferenciação entre as espécies dentro do 

gênero sempre foi uma tarefa árdua (19). Os insetos são relativamente pequenos (11-
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26mm), coloração desde o pardo amarelo até o negro com manchas castanho escuras 

ou pardo-negras, em certas regiões do corpo (12). 

 

Com o decorrer dos anos, várias metodologias foram criadas para facilitar a 

classificação e caracterização das espécies do gênero Rhodnius, dentre as principais 

abordagens utilizadas pode-se citar os estudos das estruturas fálicas, análise dos 

exocórios dos ovo, descrição de ninfas, ciclo biológico, estudos por microscopia 

eletrônica, microscopia eletrônica de varredura, morfometria, bem como análises 

isoenzimáticas e citogenética (3,12,36,37,41,84–122). 

 

Nesse gênero a postura dos ovos é feita de forma individual ou agrupada, 

aderidos ao substrato (Figura 7). Embora cada espécie apresente características 

próprias, em geral, o formato destes ovos é elipsoide com tamanho mediano, 

apresentado colo e borda corial bastante evidentes (123). 

 

 

Figura 7. Ovos da espécie R. bretesi fixados em piaçava. Fonte: Gersonval Monte. 

 

Com relação a bioecologia, a maioria das espécies desse gênero vivem em 

habitats silvestres, domicílios atraídos pela luz. São frequentemente associados a 

palmeiras tendo como fontes alimentares preferenciais aves, roedores, marsupiais, 

morcegos, lagartos e o homem. Algumas espécies são encontradas naturalmente 
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infectadas pelo T. rangeli (não patogênico ao homem) e T. cruzi, consideradas 

importantes vetores da doença de Chagas nas Américas, do Sul, Central e parte das 

Américas do Norte (124). 

 

O fato de habitarem palmeiras e colocarem seus ovos fortemente aderidos aos 

substratos, constitui uma problemática importante que contribui de forma bastante 

significativa na epidemiologia da doença de Chagas, as populações nas áreas rurais 

ao utilizarem as folhas das palmeiras para construírem suas casas ou como matéria 

prima para o trabalho, podem levar a infestação para dentro de casa (125). 

 

Na Venezuela, R. prolixus é encontrado em quase todo território nacional, 

estabelecendo colônias em moradias, correspondendo a 90% dos triatomíneos 

encontrados no intradomicílio considerado o principal vetor da doença de Chagas 

(12,126).  

1.6.1 Rhodnius prolixus e Rhodnius robustus 

 

O gênero Rhodnius, é um dos mais estudados, tanto pela importância 

epidemiológica das espécies que o compõem, quanto em função da difícil 

diferenciação entre suas espécies, como é o caso das espécies Rhodnius prolixus e 

Rhodnius robustus, dois dos quatro membros do complexo prolixus que também inclui  

R. neglectus e R. nasutus (28,127). 

 

A classificação dos triatomíneos se baseia principalmente em características 

morfológicas. Algumas espécies do gênero Rhodnius apresentam coloração e 

características morfológicas semelhantes, o que dificulta a identificação dos 

exemplares(6). Nos últimos anos o número de taxonomista e técnicos especialistas 

em identificação de triatomíneos tem diminuído e a disponibilidade de descrições 

detalhadas não tem solucionado o problema de diferenciação das espécies 

semelhantes. Algumas ferramentas como a morfometria, citogenética e técnicas de 

biologia molecular têm sido importantes na identificação de espécies, onde percebe-

se uma grande dificuldade na diferenciação de grupos mais complexos (128). 
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As espécies R. robustus e R. prolixus, apresentam características morfológicas 

muito parecidas, entretanto, podem apresentar capacidades vetoriais distintas. Devido 

a similaridades morfológica entre as duas espécies, durante muito tempo houve 

discussão quanto a sua distribuição, levando a erros na descrição (12,127). 

 

Rhodnius prolixus é vetor da DC na Venezuela, Colômbia e América central, 

muito bem adaptado as habitações humanas, sendo um importante vetor no ciclo 

doméstico do T. cruzi (12,127). Enquanto R. robustus é vetor no Brasil, Bolívia, 

Colômbia, Equador, Guiana Francesa, Peru e Venezuela, exclusivamente silvestre e 

relacionado a palmeiras  (12,19,127). 

 

Uma das formas para caracterização e distinção de espécies muito próximas 

morfologicamente é a utilização de marcadores moleculares que avaliam a variação 

de um determinado gene, porém é um método caro e demorado (129). Nos últimos 

anos a identificação de espécies utilizando a espectrometria de massa (MALDI-TOF) 

vem evoluindo, e se mostrando uma técnica eficiente na diferenciação de espécies de 

triatominae através de perfil proteico, de identificação rápida e com custos mais baixos 

se comparado com a biologia molecular (130). 

1.6.2  Rhodnius prolixus e Rhodnius robustus criados no laboratório - FMT-

HVD 

 

O Centro de Entomologia da Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor 

Vieira Dourado (FMT-HVD) foi inaugurado em 2008, com o apoio da FAPEAM, com a 

proposta de apoio nas atividades de pesquisa, treinamentos, capacitações em 

Entomologia médica, em vários níveis do conhecimento (131). 

 

Além de espaços para o desenvolvimento de estudos sobre a taxonomia de 

espécies de insetos das ordens Hemiptera e Diptera. Há também o insetário Dr. 

Agostinho Cruz Marques, onde são estabelecidas colônias de triatomíneos, anofelinos 

e outros culicídeos para estudos da doença de Chagas, malária e arboviroses (131). 
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A colônia de triatomíneos da FMTHVD, foi iniciada há mais de 30 anos e várias 

espécies já foram utilizadas. Na metade da década de 1990 por doação de 

FIOCRUZ/RJ, iniciou-se a criação de R. robustus, e R. prolixus.  Nos últimos 10 anos 

foram acrescentados exemplares de R. robustus coletados no campo e por doação, e 

ambas têm sido utilizadas na realização do exame parasitológico complementar da 

doença de Chagas nas diferentes fases clínicas, bem como em estudos sobre 

interação parasito vetor. Destaca-se que no Brasil e particularmente na Amazônia R. 

robustus é uma espécie silvestres e R. prolixus coloniza domicílios em países vizinhos, 

como a Colômbia e Venezuela (12,19,127,131). 

1.7 Relevância do Estudo   

 

A Amazônia tem sido o único lugar no mundo, onde se registra maior número 

de casos da DC na fase aguda. No Amazonas, em menos de 20 anos foram 

notificados 10 surtos por transmissão oral, e ainda não se tem certeza sobre a forma 

de contaminação do alimento consumido, principalmente o açaí.  

 

A FMTHVD é uma instituição terciária de saúde, referência na assistência a 

população acometida com doenças infecciosas e entre elas a DC, tendo através da 

Gerência de Entomologia da FMT-HVD a responsabilidade pela realização do exame 

parasitológico complementar de portadores, através do Xenodiagnóstico. Para isso 

foram estabelecidas a criação de espécies de triatomíneos que além do suporte no 

xenodiagnóstico são utilizadas em estudos envolvendo a interação parasito-vetor. No 

entanto, tem se questionado se na colônia de R. robustus e R. prolixus estão 

realmente sendo criadas espécies distintas.  

 

Considerando que ambas são espécies com morfologias similares de difícil 

identificação por métodos convencionais, acredita-se ser de grande relevância 

estudos sobre a caracterização e distinção das espécies, e assim confirmar a velidade 

taxonômica. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Geral  

 

Investigar a veracidade taxonômica das espécies Rhodnius robustus e 

Rhodnius prolixus disponíveis na colônia de Triatomíneos da FMT-HVD.  

 

 

2.2 Específicos  

 

2.2.1 – Padronizar a técnica MALDI-TOF por meio do perfil lipídico para identificação 

de espécies de triatomíneos; 

2.2.2 – Diferenciar as espécies R. robustus e R. prolixus através do perfil lipídico; 

2.2.3 – Demonstrar parâmetros morfométricos de ovos e adultos; 

2.2.4 – Descrever aspectos morfológicos de R. robustus e R. prolixus. 
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3. PRODUTO DA DISSERTAÇÃO   

 

 

Método Lipídico MALDI-TOF-MS para identificação de duas espécies de 

Rhodnius (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae) 

 

Izabele de Souza Guimarães1,2; Éder dos Santos Souza2; Wesley Nascimento Guedes3; Rubens 

Celso Andrade da Silva Junior 1,2; Flávio Fé2; Nelson Ferreira Fé2; Maria das Graças Vale Barbosa 

Guerra1,2 

 

1Universidade do Estado do Amazonas – UEA, Manaus, AM, Brasil. 

2Fundação de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado – FMT/HVD, Manaus, AM, Brasil 

3Embrapa Instrumentação, São Carlos, SP, Brasil. 

 

Resumo 

A importância médica dos triatomíneos se deve ao fato de todas as espécies 

serem hematófagas, se inserirem no ciclo biológico de Trypanosoma cruzi e 

transmitirem a doença de Chagas. A competência vetorial desses insetos é variável, 

e a identificação precisa de espécies com morfologia semelhante é essencial para a 

vigilância epidemiológica da doença de Chagas, podendo determinar possíveis 

populações em risco. Rhodnius prolixus coloniza domicílios em ambientes urbanos 

em países vizinhos ao Brasil, e Rhodnius robustus, é uma espécie silvestre, 

encontrada frequentemente em moradias, especialmente em Manaus. Ambas são 

muito próximas morfologicamente e de difícil identificação taxonômica por método 

convencional, consideradas espécies crípticas. O objetivo desse estudo foi investigar 

a validade taxonômica das espécies Rhodnius robustus e Rhodnius prolixus da 

colônia de triatomíneos da FMT-HVD. A diferenciação das duas espécies, foi realizada 

através de observações sobre os aspectos morfológicos usando a microscopia óptica, 

microscopia eletrônica de varredura (MEV), e perfil lipídico, por proteômica usando a 

técnica de MALDI-TOF. Os procedimentos foram realizados na FMTHVD para 

identificação taxonômica inicial por microscopia óptica, as imagens de MEV foram 

feitas no Centro Multiusuário para Análise de Fenômenos Biomédicos (CMABIO/UEA) 

e a técnica de MALDITOF no Instituto de química da UNESP. A aplicação da técnica 

lipídica combinada com ferramentas quimiométricas e a taxonomia integrativa como a 
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microscopia eletrônica de varredura distinguiram com precisão de forma rápida e 

eficiente quando comparada com outras técnicas para identificação a diferenciação 

das duas espécies cripticas do gênero Rhodnius.  

 

Palavras-chave: Doença de Chagas, Taxonomia, Vetores, Ferramentas 

quimiométricas. 

 

INTRODUÇÃO 

Triatominae, é uma subfamília de insetos hematófagos, de grande importância 

medica, por agrupar espécies transmissoras do Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 

(Kinetoplastida, Trypanosomatidae), o agente etiologico da doença de Chagas (1). 

Taxonomicamente, está classificada em 18 gêneros, 5 tribos e 157 espécies (2).  A 

tribo Rhodniini é diversa, com 21 espécies descritas dentro do gênero Rhodnius  e 

três dentro de gênero Psammolestes, embora a taxonomia de Rhodnius seja 

amplamente estudada, ainda existem controvérsias sobre o número de espécies e 

suas relações filogenéticas (3–7). Espécies do gênero Rhodnius são em sua maioria 

silvestres, frequentemente ocupando copas de palmeiras ou bromélias epífitas, o 

gênero é amplamente distribuído na América do Sul e Central e muitas espécies são 

consideradas vetores primários da doença de Chagas em vários países (8,9). 

 

As espécies Rhodnius robustus e Rhodnius prolixus, apresentam 

características morfológicas muito parecidas, entretanto, podem apresentar 

capacidades vetoriais distintas. Devido a similaridades morfológica entre as duas 

espécies, durante muito tempo houve discussão quanto a sua distribuição, levando a 

erros na descrição (2,10) 

 

Nos insetos, como em outros organismos, os lipídios desempenham diversas 

funções: São constituintes de estruturas celulares; atuam como hormônios; e formam 

importantes reservas energéticas, fundamentais em algumas situações de grande 

demanda metabólica, como voo e produção de ovos (11). Sobre o processo 

metabólico dos lipídios nos triatominae, Oliveira (12) demonstrou que o vôo exaustivo 

em R. prolixus promove aumento da densidade da lipoforina em relação ao repouso, 
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causando a diminuição da massa molecular. Diferente de como acontece na espécie 

Pantrongylus megisto, em que o voo promove uma diminuição da densidade da 

lipoforina associada a um aumento do teor lipídico da partícula, proporcionando um 

exercício prolongado (13–15). 

 

Historicamente, taxonomistas realizam a identificação visual ou observam em 

microscópio os caracteres morfológicos dos triatomineos para determinação de 

espécies. Novas abordagens têm sido usadas ao longo dos anos para diferenciar 

espécies. Na última década, o perfil proteico MALDI-TOF MS se mostra um método 

inovador para a determinação específica de diversos vetores de doenças (16–18). 

Recentemente, o perfil proteico MALDI-TOF MS se mostra uma ferramenta relevante 

para a identificação (19–21). 

 

Com base na dificuldade em distinguir essas duas espécies e no pouco 

conhecimento sobre o perfil lipídico do gênero Rhodnius, pela primeira vez neste 

trabalho, avaliamos a eficácia do perfil lipídico por MALDI-TOF MS combinado com 

ferramentas quimiométricas, para diferenciar espécies semelhantes 

morfologicamente. 

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Triatomíneos 

 

Os ovos e adultos das espécies Rhodnius robustus (Figura 1A) e Rhodnius 

prolixus (Figura 1B) utilizados neste estudo, foram obtidos da colônia de Triatomíneos, 

mantida no insetário Dr. Agostinho Cruz Marques localizado na Gerência de 

Entomologia da Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-

HVD). 
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Figura 1. (A) Fêmea de R. robustus; (B) Fêmea de R. prolixus 

 

Espectometria de massa MALDI-TOF 

 

Produtos químicos e reagentes MS 

 

Foram utilizados os solventes: acetonitrila (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 

metanol (Burdik & Jackson, Muskegon, MI), clorofórmio (Burdik & Jackson, Muskegon, 

MI) e 2-propanol (Burdik & Jackson, Muskegon, MI); e as soluções: ácido 

trifluoroacético (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e ácido fórmico (Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO).  

 

A água ultrapura, utilizada para a preparação dos extratos, foi purificada pelo 

sistema de água Direct-Q (Millipore, Bedford, MA). Os MALDI-TOF foram: (i) ácido α-

ciano-4- hidroxicinâmico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO); (ii) ácido sinapínico (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO); (iii) 6-aza-2- tiotimina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO); (iv) 2,6- 

dihidroxiacetofenona (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO); e (v) ácido 2,5-dihidroxibenzóico 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Padrões de fosfolipídios; (i) 1 ,2 ‐ dioleoil ‐ sn ‐ glicero 

‐ 3 ‐ fosfatidiletanolamina (DOPE); (ii) 1,2 ‐ dimiristoil ‐ sn ‐ glicero ‐ 3 ‐ fosfo ‐ rac ‐ (1 

‐ glicerol) (DMPG); (iii) 1,2 ‐ dipalmitoil ‐ sn ‐ glicero ‐ 3 ‐ sal monossódico de fosfato 

(DPPA); e (iv) 1,2 - dipalmitoil - sn-glicero - 3 - fosfo - L - sal de sódio da serina (DPPS) 

foram obtidos da Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, Al, EUA). 
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Preparação de amostras e análise MALDI-TOF 

 

Seis pernas de cada espécime foram removidas com pinças estéreis, 

adicionadas ao nitrogênio líquido, maceradas manualmente em um cadinho de 

porcelana e transferidos para microtubo.  

 

Para a extração lipídica foram testadas quatro matrizes MALDI: ácido α-ciano-

4-hidroxicinâmico (CHCA); ácido sinapínico (SA); 6-aza-2-tiotimina (ATT); e 2,6-di-

hidroxiacetofenona (DHAP). A eficiencia da extração lipídica foi testada em quatro 

potocolos diferentes (Quadro 1) : 

 

Quadro 1. Protocolos utilizados para testar a eficiência da extração lipídica. 

Protocolo A: ACN/FA 
Suspensão em 100 μL de FA / ACN a 70% (1:1,v/v); vortexar 

por 1 min a 1000 RPM; centrifugar a 13.000 x g por 5 min.   

 

Protocolo B: ACN/TFA 

Suspensão em 300 μL de água Milli-Q e 900 μL de etanol 
70%; centrifugar por 2 min a 13.000 RPM; remover excesso de 
etanol; deixado microtubo aberto em temperatura ambiente por 

10 min para evaporar etanol residual; ressuspensão em 100 
μL de 80% de TFA; centrifugar por 30 min a 1000 RPM; 
adicionar 100 μL de água Milli-Q e de 150 μL de ACN; 

centrifugar a 13.000 RPM por 5 min. 

 

 

 

Protocolo C: IPA/FA 
Suspensão em 50 μL de 70% de FA; centrifugar por 30 min a 
1000 RPM; adicionar 100 μL de água Milli-Q e de 50 μL de 

IPA; centrifugar a 13.000 x g por 5 min. 

 

 

 

Protocolo D: MeOH/FA 
suspensão em 50 μL de 70% de FA; centrifugar por 30 min a 
1000 RPM; adicionar 100 mL de água Milli-Q foi e 150 mL de 

MeOH; centrifugar a 13.000 x g durante 5 min. 

 

 

 

 

 Os sobrenadantes de cada um dos protocolos foram adicionados (1μL) a placa 

MALDI-TOF (Bruker-Daltonik GmbH, Bremen, Alemanha) e secos em temperatura 

ambiete. Em seguida, 1μL de solução de matriz de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico 

(CHCA) foi aplicado sobre a amostra seca e 1 μL de extrato de proteína DH5-alfa 

Escherichia coli (Bruker-Daltonik GmbH) foi depositado no ponto de calibração da 

placa para calibração externa. A solução da matriz de CHCA foi preparada na 

concentração de 50 mg mL -1 em (1:1) ACN/água com 0,1% de TFA, e a matriz de 6-

aza-2-tiotimina (ATT) foi preparada em 10 mg mL -1 em (1:1). 
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Analises de Dados - MALDI-TOF MS 

 

As análises MALDI-TOF MS foram realizadas em um espectrômetro de massa 

com Bruker Autoflex III, equipado com laser de feixe inteligente de 334 nm alocado no 

Laboratório de Espectrometria de Massa ThoMSon, do Instituto de Química, 

Universidade Estadual de Campinas. Os lipídios/perfis foram adquiridos no modo 

linear time-of-flight (TOF) e no modo de íons positivos com extração atrasada de 260 

ns a 20 kV de tensão de aceleração. Cada espectro foi coletado manualmente como 

uma média de 5.000 disparos de laser (1.000 disparos de laser em cinco posições 

diferentes). A energia do laser foi definida logo acima do limite para a produção de 

íons. Uma faixa de m/z 2.000–20.000 ou m/z 600–1.000 foi usado para a impressão 

digital lipídica/proteica, respectivamente. Os espectros foram adquiridos em triplicata 

por meio da ferramenta AutoExecute do software de aquisição Flexcontrol (versão 2.4; 

Bruker-Daltonik GmbH). A análise dos dados MALDI-TOF MS foi realizada por meio 

de três etapas distintas: (1) pré-processamento, (2) processamento e (3) análise 

estatística. Os espectros brutos foram pré-processados no software FlexAnalysis 

(BrukerDaltonik) após a subtração da linha de base para remoção do fundo, 

alinhamento da escala do espectro, seleção de íons com relação sinal/ruído (S/N) 

maior que 3 e normalização das intensidades. 

 

Análise de dados MS usando ferramentas quimiométricas 

 

No pré-processamento dos dados, todos os espectros do MALDI-TOF foram 

organizados em uma matriz e os dados foram normalizados, corrigidos pela linha de 

base e centrados na média. Para diferenciar as espécies do gênero Rhodnius, o 

modelo PLS-DA e a Análise de Componentes Principais (PCA) foram calculados 

usando MATLAB 2014a (The MathWorks Natick, EUA) e PLS Toolbox 8.7.1 da 

Eigenvector Research, Inc. (Manson, WA, EUA). A seleção das amostras para o 

conjunto de treinamento (67%) e para o conjunto de validação (33%) foi realizada com 

o algoritmo de Kennard e Stone (22).  

 

O modelo PLS-DA foi pré-processado usando validação cruzada de blocos 

contíguos. Os parâmetros sensibilidade e especificidade foram utilizados para 
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comparar o desempenho da classificação do modelo PLS-DA e o PCA foi utilizado 

para promover melhor visualização dos dados. 

 

A classificação entre as espécies de R. prolixus e R. robustus foi realizada por 

meio do modelo PLS-DA, que é um método de classificação que estabelece uma 

regressão linear entre uma matriz de variáveis independentes (espectros) e um 

arranjo de variáveis dependentes. O PLS-DA contém variáveis dummy binárias que 

indicam a classe à qual cada amostra pertence, onde 1 indica associação e 0 indica 

nenhuma associação (23). Um limite (entre 0 e 1) é calculado usando estatísticas 

bayesianas e o valor y é selecionado com base no número mínimo de classificações 

falsas (24). Assim, valores previstos acima ou abaixo desse limite significam que uma 

amostra pertence ou não à classe. Neste estudo, o modelo PLS-DA foi calculado 

relacionando a matriz X de sinais instrumentais do MALDI-TOF com o vetor y de 

classes amostrais. 

 

 

Estudo morfológico comparativo de R. prolixus e R. robustus 

 

Morfometria 

 

Para a mensuração dos espécimes foram utilizados exemplares adultos, 

machos (15 exemplares) e fêmeas (15 exemplares) e 13 ovos de cada espécie. Para 

a captura e análise de imagens, foi utilizado microscópio estereoscópio e sistema de 

análise de imagem Motic Advanced 3.2 plus. Dos adultos foram mensurados: 

comprimento total do corpo; cabeça; tórax; abdômen; e comprimento dos três 

segmentos da probóscide. E dos ovos foram mensurados a abertura do opérculo, 

comprimento e largura. Após o registro das imagens, foram obtidos os pontos de 

referências (landmarks) seguindo o padrão definido por Jaramillo (8,9). 

 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) utiliza feixe de elétrons que 

permitem a obtenção de imagens de alta resolução da superfície da amostra. Dos 
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adultos foram obtidas imagens para análise de aspectos morfológicos da cabeça, 

tórax e porção final do abdome. Dos ovos foram obtidas imagens do exocório, borda 

corial e pescoço. 

Os triatomíneos foram sacrificados em freezer -4°C, e dissecados em partes da 

cabeça, sulco estridulatório e ovos. As amostras foram limpas em aparelho de 

ultrassom, desidratadas em série alcoólica (70%,80%,90%e 100%), secas em estufa 

a 45º por 20 min e fixados em pequenos cilindros de alumínio (stub). A seguir foram 

metalizadas por “sputtering” durante dois minutos com potência de 10mA. Após o 

processo de metalização as amostras foram observadas e fotografadas em 

microscópio eletrônico de varredura Topcon JSM IT500-HR, localizado no 

CMAbio/UEA. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Extração lipídica e Matriz MALDI 

 

Dos quatro protocolos e matrizes testados para avaliar a eficiência da extração 

lipídica, o protocolo B baseado em Acetonitrila / ácido trifluoroacético (ACN/TFA) 

(Tabela 1), juntamente com a matriz ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (CHCA) foram 

os únicos eficientes na extração lipídica. 

 

O modelo PLS-DA foi obtido com 2 variáveis latentes (LVs) que foram 

escolhidas com base na menor raiz quadrada do erro médio quadrado da validação 

cruzada (RMSECV), estimada a partir dos resultados obtidos pela validação cruzada 

leave-one-out. Os 2 LVs obtiveram 94,8% de variância no bloco X, e foram adequados. 

 

Para a validação do modelo PLS-DA, proposto, foram estimados os parâmetros 

sensibilidade e especificidade dos conjuntos de calibração e validação entre valores 

de referência e os obtidos com o modelo proposto. Os valores de sensibilidade e 

especificidade foram adequados, atingindo 100% de classificações corretas para os 

conjuntos de calibração e validação, indicando que nenhuma amostra foi classificada 

de forma incorreta. 
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Para apoiar as informações do modelo PLS-DA e melhorar a visualização dos 

dados, foi aplicada a ferramenta quimiométrica PCA. A Figura 2A, mostra o gráfico de 

escores que corresponde às amostras, e o gráfico de cargas (Figura 2B) que 

corresponde às variáveis de massa em relação à carga (m/z). Os dois primeiros 

componentes principais (PC) demonstaram 95% da variação total dos dados, onde o 

PC1 apresentou 84% da variabilidade dos dados e o PC2 11%. A partir da visualização 

do gráfico de escores (Figura 2A) que corresponde à distribuição das amostras, é 

possível notar a clara separação entre as amostras de R. prolixus (quadrados azuis) 

e R. robustus (quadrados pretos), confirmando a eficiência do Modelo PLS-DA. O 

gráfico Loanding (Figura 2B) mostra que as variáveis responsáveis por separar as 

amostras de R. prolixus e R. robustus estão em uma faixa de massa em relação a 

carga (m/z) de 3600-8600. 

 

 

 

Estudos verificaram que  verificaram que através do perfil protéico por MALDI-

TOF, as espécies crípticas  R. robustus e R. prolixus resultaram em 100% de 

identificação correta ao nível de espécie (19–21).  Assim como separou e identificou 

por perfil proteico, espécies pertencentes a quatro gêneros diferentes, e gerou um 

dendograma onde R. colombiensis e R. pallescens se mostraram espécies próximas, 

Figura 2. (A) Gráfico de escores que corresponde às amostras; (B) gráfico de cargas que 
corresponde às variáveis de massa em relação à carga (m/z). 
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além de confirmar a diferenciação de R. robustus e R. marabaensis e a similaridade 

com R. prolixus (21). 

 

Os resultados da extração lipídica por MALDI-TOF MS apresentaram excelente 

capacidade de diferenciação pelo modelo PLS-DA, demonstrando ser uma ferramenta 

quimiométrica eficiente para diferenciação das espécies de Rhodnius estudadas. 

Assim, corroboram com estudos (19) feitos anteriormente através do perfil proteico 

utilizando o método MALDI-TOF MS, se mostrando uma metodologia confiável para 

diferenciar triatomineos em nível de espécie através do perfil lipídico, feito pela 

primeira vez neste estudo. 

 

Comparação morfométrica e morfológica das espécies 

 

Quanto ao estudo morfológico dos ovos, no quadro abaixo pode-se observar 

variações nas comparações entre as duas espécies, sendo que o comprimento é 

maior em R. prolixus (p<0,05), entretanto é mais estreito (p<0,05) e a abertura do 

opérculo é menor (p<0,05) que de R. robustus (Quadro 2, Figuras 3 e 4).  

 

Quadro 2. Comparação morfológica dos ovos de R. prolixus e R. robustus 

Descrição R. prolixus (Figura 3 e 4A) R. robustus (Figura 3e 4B) 

Comprimento (mm) 

Mais longos 

(1.73 ± 0.02) p<0.05 

 

Pouco mais curto 

(1.61 ± 0.04) 

 

Largura (mm) 
Estreito; formato elipsoide 

(0.71 ± 0.06) 

Mais largo e pouco arredondado 
(0.93 ± 0.01) p<0.05 

Abertura do opérculo 
(mm) 

Menor 

(0.67 ± 0.01) 

Maior 

(0.73 ± 0.01) p<0.05 

Colarinho Ausente Ausente 

Exocório 

Diâmetro dos tubos 
foliculares grandes; 

linha limitante circular 

Diâmetro dos tubos foliculares 
pequenos; 

linha limitante hexagonal 
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Figura 3. Visão geral do ovo por Microscopia eletrônica de varredura (MEV). (A) R. 
prolixus; (B) R. robustus. ex: exocório; bc: borda corial; cl: colo. 

 

  

 

Figura 4. Exocório por MEV. (A) R. prolixus; (B) R. robustus. ll: linhas limitantes; ec: 
células hexagonais; ft: tubo folicular. 

 

 

O estudo da casca dos ovos tem grande importância na diferenciação de 

espécies, e vários autores tem se preocupado em descrever esses aspectos 

morfológicos, como Forattini e Barata (25), que descreveram a existência do 

“colarinho” em ovos da espécie R. neglectus, durante estudo comparativo com R. 

prolixus, como podemos observar na figura 3, não há “colarinho”.  
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As características morfológicas das duas espécies evidenciadas pelo MEV 

corroboram com a chave dicotômica proposta por Galvão (26), onde mostra que a 

abertura do opérculo e largura do ovo são maiores em R. robustus (Figura 3B), e que 

o comprimento do ovo (Figura 3A) e o diâmetro do tubo folicular é maior em R. prolixus 

(Figura 4A). 

 

Adultos 

 

Os dados comparativos entre a morfologia dos adultos demonstraram que em 

vários seguimentos estruturais, a exceção da distância pós-ocular e no diâmetro do 

olho, a espécie R. robustus apresenta medidas maiores que R. prolixus (Quadro 2, 

Figuras 5 e 6). 

 

O estudo de triatomíneos muito próximos morfologicamente é de grande 

importância por se tratar de espécies vetores da DC, e com hábitos diferentes. A 

identificação incorreta de R. robustus e R. prolixus leva a contradições quanto a sua 

distribuição geográfica e vem sendo discutida ao longo dos anos por vários autores 

como Jurberg (27), que não considera a presença de R. prolixus no Brasil, enquanto 

que Dias (28), considera a presença do vetor no Amazonas. 

 

Os dados obtidos demonstram que o uso da microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) juntamente com a morfometria, servem como base para a descrição 

das espécies de Rhodnius. Embora devam ser utilizadas abordagens complementares 

da taxonomia integrativa, assim como sugere o estudo de Schlick-Steiner (29). 

 

A aplicação da técnica lipídica MALDI-TOF MS combinada com ferramentas 

quimiométricas e a taxonomia integrativa como a microscopia eletrônica de varredura 

foram capazes de distinguir com precisão duas espécies crípticas do gênero Rhodnius 

que é vetor da doença de Chagas, e que apresentam dificuldades de identificação por 

características morfológicas. Assim, a metodologia descrita neste artigo pode ser 

aplicada de forma rápida e eficiente em um grande número de amostras quando 

comparada com outras técnicas de alta precisão para identificação e diferenciação de 
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espécies de triatomíneos, apresentando boa reprodutibilidade e robustez, mesmo sem 

ensaio molecular concomitante. 

 

 

 
Figura 5. Visão geral da cabeça por MEV. (A) R. prolixus (B) R. robustus. ac: 

anteclípeo; c: clípeo; v: vértice; ol: olhos; oc: ocelos. 
 
 

 

 
 
 

Figura 6. Tórax por MEV. A: R. prolixus; B: R. robustus. pr: pronoto; sc: escutelo; sb: 
base de semicircular; sg: espaço glabro; cd: depressão central; le: borda lateral; ap: 

ápice do escutelo; pu: processo do urotergito I; tg: sulco transversal; fr: franja. 
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Quadro 3. Comparação morfológica entre adultos de R. prolixus e R. robustus 

  R. prolixus (Fig. 5A) R. robustus (Fig. 5B) 

Cor  Predomina a cor preta Predomina a cor marrom 

Corpo Macho - 19.97.   Fêmea - 20.96 Macho - 20.22    Fêmea - 21.25 p<0,05 

Cabeça 

Maior em machos Macho - 3.85.  Fêmea - 3.92 p<0,05 Maior em fêmeas / Macho – 3.77   Fêmea - 4.10 

Mais granulosa nas laterais; Estreita na porção anterior e ampla na 
porção posterior;  Coloração castanho amarelada com listra dorsal 

estreita do clípeo até o pescoço; 

Menos granulosa nas laterais; Porção dorsal-longitudinal do clípeo 
para o ocelo em forma de quilha; cerca de 2,5 vezes mais larga 

que o nível dos olhos; ampla na porção anterior, e posterior, 
estreita na parte medial 

Distância interior 
entre os olhos 

Macho – 0.52            Fêmea – 0.52 Macho – 0.63    Fêmea - 0.61 

Distância anteocular Macho - 2.03             Fêmea - 2.23 Macho - 2.23     Fêmea - 2.37 

Distância pós-ocular Macho - 0.90            Fêmea - 0.72 Macho - 0.70     Fêmea - 0.76 

Diâmetro do olho Macho - 1.92            Fêmea - 1.62 Macho - 1.00     Fêmea - 1.62 

Comprimento do 
rostro 

Macho – 1° 0.54, 2° 3.23, 3° 0.36 /Fêmea - 1° 0.53, 2° 3.30, 3° 0.37 Macho - 1° 0.91 2° 3.02 3° 0.92 / Fêmea - 1° 0.96 2° 3.31 3° 0.94 

Antena (segmentos) 
1º segmento é maior em machos 

Macho - 1o. 0.37 2o. 3.01 3o.2.22 4o. 0.95 
Fêmea - 1o. 0.35 2o. 2.87 3o. 1.92 4o. 0.92 

2ºs, ao 4ºs seguimentos maiores em ambos os sexos 
Macho - 1o. 0.35 2o. 3.26 3o. 2.23 4o. 1.52 
Fêmea - 1o. 0.37 2o. 3.17 3o. 2.40 4o. 1.63 

Anteclípeo Plano Plano 

Clípeo Indistinguível  

Torax Mais largo em ambos os sexos Mais estreito em ambos os sexos 

Escutelo Maior; inclui duas carinas laterais internas proeminentes Menor; não apresentam carinas proeminentes 

Sulco transverso Não evidente; franja com filamentos curtos e irregulares Não acentuado; franja com filamentos curtos e retos 

Sulco estridulatório Longo; bem formado Um pouco estreito 

Abdômen Largura é maior em fêmeas Largura é maior em machos 
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4. CONCLUSÃO   

O protocolo de estração lipídica baseado em Acetonitrila / ácido trifluoroacético  

(ACN/TFA), juntamente com a matriz ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (CHCA) foram 

eficientes na extração lipídica por espectrometria de massa MALDI-TOF, e pode ser 

utilizado de forma eficiente e rápida, na identificação de espécies de triatomíneos. 

Os ovos de R. robustus tem abertura do opérculo e largura do ovo maiores, 

mas o comprimento do ovo e o diâmetro do tubo folicular é maior em R. prolixus. A 

principal diferença de tamanhos encontrada em adultos, tanto macho quanto fêmeas, 

foi no comprimento total do corpo (Maior em R. robustus), distância interior entre os 

olhos (Maior em R. robustus) e cabeça (Maior em R. prolixus).   

Os aspectos morfológicos observados por MEV foram essenciais para 

diferencias os ovos das duas espécies, principalmente aspectos do exocório como: o 

diâmetro dos tubos foliculares grandes e linha limitante circulares em R. prolixus; e 

diâmetro dos tubos foliculares pequenos e linha limitante exagonal em R. robustus. 

Nos adultos as principais diferenças morfológicas são: R. prolixus tem cabeça 

granulosa nas laterais, escutelo inclui duas carinas laterais internas proeminentes e 

sulco estridulatório apresenta franja com filamentos curtos e irregulares; e R. robustus 

tem cabeça em forma de quilha do clípeo para o ocelo, escutelo não apresentam 

carinas proeminentes e sulco transverso apresenta franja com filamentos curtos e 

retos. 
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6. ANEXOS 

6.1 Dados morfométricos detalhados de ovos e adultos de R. robustus e R. 

prolixus 

 

Tabela 1. Média de mensuração (mm) de 13 ovos de R. prolixus e R. robustus. 

 R. prolixus R. robustus 

C (mm) 1.73 ± 0.02 b 1.61 ± 0.04 c 

L (mm) 0.71 ± 0.06 b 0.93 ± 0.01 c 

Ao (mm) 0.67 ± 0.01 b 0.73 ± 0.01 c 

C: comprimento (40x); L: largura (40x); Ao: abertura do opérculo (80x); a,b,c: letras minúsculas 
diferentes indicam diferença estatística entre as espécies. Tukey: p < 0,05.   

 
 
Tabela 2. Média de mensuração (mm) de fêmeas e machos de R. prolixus e R. 
robustus. 
 

            Machos              Fêmeas 

R. prolixus R. robustus R. prolixus R. robustus 

CT 19.97 b 20.22 c 20.96 b 21.25 c 

CC 3.85 b 3.77 c 3.92 b 4.10 c 

DIO 0.52 b 0.63 a 0.52 b 0.61 c 

DA 2.03 b 2.23 c 2.23 b 2.37 c 

DP 0.90 b 0.70 c 0.72 b 0.76 c 

DO 1.92 b 1.00 c 1.62 b 1.62 c 

R1 0.54 b 0.91 c 0.53 b 0.96 c 

R2 3.23 b 3.02 c 3.30 b 3.31 c 

R3 0.36 b 0.92 c 0.37 b 0.94 c 

LMT 4.60 b 4.05 c 4.81 b 4.10 c 

LMA 5.90 b 6.01 c 6.72 b 6.52 c 

A1 0.37 b 0.35 c 0.35 b 0.37 c 

A2 3.01 b 3.26 c 2.87 b 3.17 c 

A3 2.22 b 2.23 c 1.92 b 2.40 c 

A4 0.95 b 1.52 c 0.92 b 1.63 c 

 
CC: comprimento da cabeça; DIO: distância interior entre os olhos; DA: distância anteocular; DP: 
distância pós-ocular (excluindo pescoço); DO: diâmetro do olho; R1, R2 e R3: comprimentos do 
primeiro, segundo e terceiro rostral; CT: comprimento total dos triatomíneos; LMT: largura máxima 
do tórax; LMA: largura máxima do abdômen; A1, A2, A3 e A4: 1º, 2º 3º, e 4º segmento antenal, 
respectivamente; a,b,c: letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística entre as 
espécies. Tukey: p < 0,05. Os valores em negrito indicam os principais achados. 
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6.2 Procedimento operacional padrão para a criação de triatomíneos em 

laboratório  
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6.3 Procedimento operacional padrão para a o MALDI-TOF de triatomíneos  
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6.4 Procedimento operacional padrão para a microscopia eletrônica de 

varredura de triatomíneos 
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