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RESUMO

Os triatomineos, transmissores do agente etioldgico da doenca de Chagas, possuem ampla
distribuicdo no sudeste do estado do Tocantins. Associados a afloramentos rochosos,
Triatoma costalimai e Triatoma jatai pertencem ao subcomplexo matogrossensis e vivem em
simpatria. A utilizacdo de caracteres morfoldgicos tem contribuido na diferenciacdo de
espécies afins e cripticas, no entendimento taxonémico e nas relag@es filogenéticas dentro da
subfamilia Triatominae. O objetivo deste trabalho foi comparar os aspectos morfoldgicos e
morfométricos dos ovos de T. costalimai e T. jatai utilizando a técnica de Microscopia Optica
(MO) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Os ovos analisados procedem de
espécimes capturados nos municipios de Aurora do Tocantins e Parand e mantidos em
colbnias. Para a morfometria foram analisados o comprimento e largura de ovos néo
eclodidos. Para a MO e MEV foram desenhadas, fotografadas e analisadas células do
opérculo (OP) e do corpo do ovo (CO) descriminando as regides cefalica, mediana e caudal.
A mensuracdo das areas e quantificacdo das pontuacbes foram feitas no programa SemAfore
5.2 e as andlises estatisticas utilizando o teste ANOVA e o Teste t. Os resultados da MO
mostraram que o0 exocorio do ovo apresenta uma predominancia de linhas curtas em T. jatai, e
pontuacdes em T. costalimai. A morfometria demonstrou que entre as duas espécies existem
diferencas significativas nas medidas do comprimento e largura, sendo que os ovos de
T. costalimai sdo maiores que T. jatai. Para MEV, os resultados evidenciaram que o OP
apresenta células de bordos retos e/ou arredondados, com aspecto acolchoado, pontuacdes
aleatdrias e predominancia da forma pentagonal. No CO, as células hexagonais predominam,
com indices superiores a 60% nas duas espécies. As celulas do exocoério de T. costalimai sdo
planas, com os bordos suaves, enquanto que em T. jatai sdo acolchoados com bordos bem
marcados. O teste estatistico mostrou diferenca significativa (p<0,001) apenas para CO, onde
as celulas de T. costalimai foram maiores e com mais pontuacdes (646,65 um? X = 27,36) do
que T. jatai (541,96 pm?% X = 19,55). Neste sentido, foi possivel concluir que os aspectos
morfologicos e morfométricos dos ovos de T. costalimai e T. jatai podem ser diferenciados
com base nas técnicas de Microscopia Optica e Microscopia Eletronica de Varredura,

contribuindo assim para a caracterizacdo taxondmica de ambas as espécies afins.

Palavras-chave: Triatomineos, Microscopia Eletrdnica de Varredura, Morfometria.



1. INTRODUCAO

Os triatomineos sdo classificados como membros da Ordem Hemiptera,
juntamente com cigarras, pulgfes e outros percevejos e estdo presentes na subordem
Heteroptera, Familia Reduviidae e Subfamilia Triatominae (REY, 2008).

Atualmente existem 146 espécies de triatomineos identificadas, com 65 delas
ocorrendo no territorio brasileiro (GONCALVES et al., 2013; JURBERG et al., 2013),
no entanto apenas algumas possuem importancia epidemioldgica, devido ao potencial
na transmissdo da doenca de Chagas e a proximidade com o domicilio humano
(JURBERG et al., 2005).

A doenca de Chagas, também conhecida cientificamente como tripanossomiase
americana, é causada pelo agente etiolégico hemoflagelado Trypanosoma cruzi e foi
descrita por Carlos Chagas, em 1909, depois da suspeita de insetos hematdfagos
transmitirem o parasito ao homem e a outros animais (KROPF, 2006).

A transmissdo vetorial foi o principal meio de difusdo da doenga, sendo hoje
responsavel por cerca de 7% dos casos reportados no pais (Portal da Saude, 2012). Na
América Latina acredita-se que existam aproximadamente oito a dez milhdes de pessoas
infectadas pelo parasito T. cruzi, demonstrando assim a importancia dos estudos dos
vetores, considerando que atualmente ainda existam muitas familias expostas ao risco
da infeccdo (COURA, 2013).

As acdes profilaticas desenvolvidas por Programas de Controle do Sistema de
Saude no pais e as pesquisas na area demonstram a importancia da identificacdo dos
vetores envolvidos na transmissdo da doenca de Chagas. No sentido de ampliar o
conhecimento dessas espécies, a utilizacio de metodologias com abordagem
moleculares e izoenzimaticas, morfologicas, morfométricas e biogeogréaficas, sdo
essenciais para o entendimento da filogenia da subfamilia Triatominae. Os resultados
desses estudos contribuem para a compreensdo da dispersdo das espécies e suas
consequéncias na transmissdo dessa enfermidade (GALVAO, 2003; HYPSA et al.,
2002; PAULA etal., 2005).



1.1. Morfologia dos ovos

O estudo da morfologia dos ovos, por Microscopia Optica (MO) em triatomineos
é datado a partir da década de 30, quando o pesquisador Galliard (1935) notou a
presenca de ornamentacdo no exocoério e a possivel diferenciacdo das espécies a partir
desta caracteristica. Este estudo foi sucedido pelo trabalho com triatomineos da
Argentina, quando foi proposta uma chave dicotdmica para estes insetos, baseados na
microestrutura corionica, (ABALOS & WYGODZINSKY, 1951) e posteriormente
aperfeicoado por Barth & Muth (1958).

Em 1969, Lucena e Rego evidenciaram a existéncia de células poligonais no
exocorio dos ovos de triatomineos, contendo de cinco a oito lados e comentaram o fato
de espécies com habitos semelhantes possuirem estruturas exocoriais similares.

A utilizacdo de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) como ferramenta
base para estudos de ovos de triatomineos possibilitou a ampliacdo dos conceitos
morfolégicos (LENT & WYGODZINSKY, 1979). Com isso, varios trabalhos foram
realizados buscando a descricdo e comparacdo entre as espécies, contribuindo para a
taxonomia e consequentemente na diferenciacdo de espécies afins e cripticas (SILVA et
al., 2005).

Neste sentido, o estudo de Barata (1981) utilizando a MO e MEV buscou a
diferenciacdo de 10 espécies do género Rhodnius Stal, 1859 com base na anélise da
ornamentacdo exocorial, sendo esta uma importante contribuicdo que resultou na
elaboracdo de uma chave dicotbmica para algumas espécies deste género.

Em 1985, embasado na separacao de espécies afins, Gongalves et al., distinguiram
a morfologia dos ovos de Triatoma maculata - Erichison, 1848 e Triatoma
pseudomaculata Corréa & Espinola, 1964; Rosa et al., (2000) distinguiram Triatoma
circummaculata Blanchard, 1834 e Triatoma rubrovaria (Stal, 1859); e Silva et al.,
(2005) diferenciaram Triatoma vandae - Carcavallo, Jurberg, Rocha, Galvao, Noireau &
Lent, 2002 de Triatoma williami - Galvdo, Souza & Lima, 1965. Estes trabalhos
proporcionaram condi¢des na identificagdo das especies, auxiliando no entendimento
das relac@es filogenéticas dentro da subfamilia Triatominae.

Durante a década de 1990 diversos estudos morfoldgicos foram feitos, a fim de
ampliar o conhecimento sobre ovos e ninfas das espécies da subfamilia Triatominae
(COSTA et al., 1997; COSTA et al, 1991; GALINDEZ-GIRON et al., 1997;
JURBERG & CAMPOS, 1995; JURBERG et al., 1992; JURBERG et al., 1998;



JURBERG & VOGEL, 1994; ROCHA et al., 1996), proporcionando parametros de
analises para a taxonomia dos vetores da doenga de Chagas.

O ovo dos triatomineos é constituido do opérculo e corpo do ovo e pode ser
depositado solto ou aderido ao substrato com comprimento e largura variados (SOUZA,
2011). De acordo com Aldana et al., (2011) e Sandoval (2011) o corpo do ovo pode ser
subdividido em trés regides: cefalica, mediana e caudal.

A regido cefélica compreende a borda corial, a goteira espermatica, as micropilas
e as aerdpilas. As micropilas sdo poros, por onde na fertilizacdo, ocorre a entrada dos
espermatozoides. As aerdpilas, por sua vez, sdo as vias onde ocorrem as trocas gasosas
do ovo se apresentando em maior nimero e menor tamanho, quando comparadas com as
micropilas (BEAMENT, 1946; GONCALVES et al., 1985).

A sucessdo dos estudos publicados evidencia o aprimoramento de meios de
reconhecimento e diferenciacdo de espécies de triatomineos, embasados em técnicas
como: MO, MEV e morfometria dos ovos. Com isso foi possivel verificar que cada
género possui suas caracteristicas préprias, podendo apresentar estruturas diversas
como: colo ou colarinho, achatamento lateral, células hexagonais desde
infundibuliformes a células poligonais, com ornamentacdo composta de perfuracdes
(BARATA, 1998).

Com relacdo aos estudos das formas geométricas, a morfometria vem
acrescentando na sistematica, como nova forma de comparacdo entre as espécies, com
técnicas cada vez mais aprimoradas, como o0 levantamento das pavimentacoes
estabelecidas no exocorio do ovo (GONZALEZ et al., 2009).

Atualmente, o aprimoramento das técnicas de analise de ovos (MO e MEV), vem
possibilitando estudos no sentido de ampliar o conhecimento sobre a taxonomia
morfoldgica atraves da distingdo das relagdes intra e interespecifica, como evidenciado

por Costa et al., (1997) em populacdes de Triatoma brasiliensis.

1.2. Subcomplexo matogrossenssis

A juncdo das especies ou subespécies pelas semelhancas morfolégicas, possivel
hibridizacdo e proximidades moleculares é denominada ‘“complexos especificos”
(CARCAVALLO et al., 2001). Este conceito foi primeiramente utilizado por Usinger et
al., (1966), aprimorado por Lent & Wygodzisky (1979) e apesar do nao reconhecimento

pelo Cadigo Internacional de Nomenclatura Zoologica, se tornou uma forma prética de
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agrupar espécies proximas e vem sendo utilizado nos estudos de triatomineo, acrescido
também ao conceito de “subcomplexo” (SCHOFIELD & GALVAO, 2009).

Dentre os subcomplexos existentes até 0 momento, 0 matogrossensis é constituido
pelas espécies Triatoma baratai - Carcavallo & Jurberg, 2000; Triatoma deaneorum -
Galvédo, Souza & Lima 1967; Triatoma guazu - Lent & Wygodzinsky, 1979, Triatoma
jurbergi - Carcavallo, Galvdo & Lent, 1998; Triatoma matogrossensis -Leite &
Barbosa, 1953, T. vandae, T. williami, T. costalimai (SCHOFIELD & GALVAO, 2009)
e T. jatai incluido recentemente por Gongalves et al., (2013), sendo os dois ultimos

alvos do presente estudo.

1.3. Triatomineos

1.3.1. Triatoma costalimai Verano & Galvao (1958) - (Figura 1.a)

Esta espécie foi descrita com base em exemplares capturados em Taguatinga
(GO), localizados em rochas calcarias. Lent & Wygodzinsky (1979) caracterizaram a
espécie como de habito silvestre, com distribuicdo geografica restrita aos estados da
Bahia e de Goias. Estudos mais recentes comprovaram a presenca desta espécie no
estado do Tocantins (GURGEL-GONCALVES et al., 2012; MACEDO et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2008), com presenca de triatomineos infectados com formas
semelhantes ao parasito T. cruzi, invadindo e colonizando os domicilios (Analia Gomes,
2012)*.

Pouco se sabe sobre a importancia epidemioldgica de T. costalimai, entretanto,
acredita-se na capacidade desta espécie de manter o ciclo enzod6tico, permanecendo
como reservatdrio no seu ecétopo natural, constituidos principalmente de rochas. Esta
espécie foi capturada no ambiente domiciliar no estado de Goias (GARCIA-SILVA et
al., 1995), o que mostra sua aproximagdo com 0s seres humanos e a sinalizacdo da
adaptacdo aos ecotopos artificiais (ISAC et al., 2000). Posteriormente, novamente no
cerrado goiano, a espécie demonstra um comportamento sinantropico com associagdo a
diferentes ambientes, como matas de galeria e floresta seca, mas se destacando
principalmente no ambiente peridomiciliar com associacdo de capturas na estacdo
chuvosa (MACHINER et al., 2012).

*Comunicacdo pessoal: Analia Fagundes Gomes — Secretaria do estado de Saude de Tocantins.
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Foto: Catarina Macedo

Figura 1- Espécimes fémea e macho de Triatoma costalimai (A) e Triatoma jatai (B), procedentes do
estado do Tocantins, Brasil.
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Considerando o aspecto morfoldgico do exocorio do ovo de T. costalimai, a
principal caracteristica consiste na presenca e ornamentacdo no exocorio do opérculo,
porém ausente no corpo do ovo. As caracteristicas morfoldgicas desta espécie foram
relacionadas as espécies do género Panstrongylus, onde ambas apresentaram células
hexagonais lisas e particularmente sem ornamentacdo (OBARA et al., 2007).

1.3.2. Triatoma jatai Gongalves, Teves-Neves, Santos-Mallet, Carbajal-de- la-
Fuente e Lopes (2013) (Figura 1.b)
A espécie foi capturada no municipio de Parand (TO), Brasil, na regido do cerrado
em afloramentos rochosos, habitat semelhante ao T. costalimai (Figura 2).
Morfologicamente se distingue desta espécie por apresentar caracteristicas que variaram
desde o tamanho e coloracdo geral até diferencas no conexivo, asas, tibia e genitalia
(GONGALVES et al., 2013).

/ e g " Y Foto: Catarina Macedo

9 i g R, W TRp—
Figura 2- Afloramentos rochosos caracteristico do estado do Tocantins, Brasil. Fazenda Jatai,
municipio de Parana.



A técnica da morfometria geométrica das asas possibilitou identificar alteracdes que
separaram T. costalimai de T. jatai, juntamente com os métodos morfolégicos e
moleculares (TEVES-NEVES, 2012). O conjunto destas técnicas proporcionou a
insercdo desta espécie nova ao subcomplexo matogrossensis, como proposto na chave
de identificacdo de Gongalves et al., (2013) evidenciando sua proximidade filogenética
com a espécie T. costalimai.

Os aspectos epidemiologicos de T. jatai sdo desconhecidos e ndo foram relatados
casos de infeccdo por formas semelhantes ao parasito T. cruzi. Atualmente esta espécie
esta mais restrita ao ambiente silvestre sugerindo baixo risco de transmissdo da doenca
de Chagas, porém trés exemplares foram encontrados em associacdo ao ambiente
peridomiciliar no ano de 2011, provenientes de uma fazenda do municipio de Parand —
TO (Comunicagdo Pessoal: Adriana Feitosa, SESAU-TO; TEVES-NEVES, 2012).
Apesar dos espécimes ndo estarem infectados, este encontro reforca a importancia do
estudo desta espécie, bem como das acdes de controle vetorial nesta regido.



2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Comparar 0s aspectos morfologicos e morfométricos dos ovos de

Triatoma costalimai e Triatoma jatai, provenientes do estado do Tocantins, Brasil.

2.2. Obijetivos especificos

e Realizar a analise morfométrica das principais estruturas dos ovos de T. costalimai e
T. jatai;

e Descrever a morfologia das células exocoriais dos ovos pelas técnicas de
Microscopia Otica e Microscopia Eletronica de Varredura;

e Mensurar e classificar as formas das células exocoriais do opérculo e do corpo do
ovo;

e Quantificar estas células de acordo com a sua conformacao.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Procedéncia do material estudado

Os ovos examinados procedem de espécimes de T. costalimai e T. jatai
provenientes de duas col6nias mantidas no insetario do Laboratério de Transmissores de
Leishmanioses / Setor de Entomologia Médica e Forense do Instituto Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ. A colbnia de T. jatai, foi obtida a partir de espécimes capturados no ano de
2010, no municipio de Parana e a colonia de T. costalimai do municipio Aurora do
Tocantins (Figura 3). Estas foram acondicionadas e mantidas em recipientes de vidro,
fechados com tela de nailon, contendo em seu interior papel filtro sanfonado para
aumentar a superficie de contato e retirar o excesso de umidade. Os insetos foram
mantidos em ambiente climatizado a 25°C e 75% UR, alimentados quinzenalmente com

sangue de camundongos suicos (Licenca CEUA LW-4/13).
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Figura 3- Estado do Tocantins, Brasil. Destaque aos municipios: A- Parand e B- Aurora do Tocantins.
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3.2. Morfometria

Foram selecionados 40 ovos nédo eclodidos de cada espécie e dispostos sobre um
suporte feito com massa de modelar sobre lamina de vidro (Figura 4) para medicdo do
comprimento e largura em microscopio estereoscopico Stemi SV 6 ZEISS GERMANY,
com ocular graduada W-PI 10x/23 e aumento de 10x0,8. As analises estatisticas foram
feitas utilizando os testes ANOVA e Teste t.

Figura 4- Suporte feito com massa de modelar sobre lamina de vidro, utilizado para a medi¢éo dos ovos
(A). Zoom (B).

3.3. Microscopia Optica

Foram selecionados aleatoriamente cinco ovos das espécies T. costalimai e T. jatali,
com seus respectivos opérculos. O aspecto geral foi desenhado em microscépio
estereoscopico Stemi SV 11 ZEISS acoplado com camara clara, aumento de 10x21x4,
bem como opérculo e o corpo do ovo. O corpo do ovo foi fragmentado, com o auxilio
de um estilete, em trés regides: cefalica, mediana e caudal (Figura 5), para a observacgéo
das diferencas na ornamentacéo exocorial. Na sequéncia, utilizando a nova metodologia
descrita no laboratério, imergiu-se o opérculo e os trés fragmentos em solucdo de
Berlese, por 72 horas e em seguida 0s mesmos foram montados entre lamina e laminula
para a confeccdo dos desenhos em microscopio éptico Nikon eclipse E200, acoplado
com camara clara (10x1 e 25x40). No opérculo foi desenhada a regido central e no
corpo do ovo as trés regides. O corpo do ovo da espécie T. costalimai foi desenhado a
seco, pois apos a imersdo em solucdo de Berlese houve dificuldade na visualiza¢do dos

limites celulares.
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Figura 5- Esquema do ovo de triatomineo evidenciando o opérculo e o corpo do ovo, subdivido em trés
regides: cefalica, mediana e caudal.

3.4. Microscopia Eletronica de Varredura

Foram selecionados aleatoriamente 10 ovos eclodidos das espécies T. costalimai e
T. jatai, o material foi montado em fita adesiva presa a um suporte metalico com 1,2 cm
de didmetro (Figura 6) e metalizado com ouro para observacdo ao Microscépio

Eletronico de Varredura (JEOL-JSM-6390-LV) da Plataforma de Microscopia
Eletrénica Rudolf Barth — FIOCRUZ.

R et ’

Figura 6- A- Esquema da montagem de ovos de triatomineos, com seus respectivos opérculos; B- suporte com
parte do material metalizado.
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As imagens fotografadas para cada espécie foram padronizadas em trés etapas: 1) —
Trés fotos do opérculo (OP) e corpo do ovo (CO) respectivamente, com aumento de
1.000x e 10 pum; 2) — No OP, duas fotos proximas ao bordo e uma na regido central
(Figura 7) e no exocorio do corpo do ovo uma foto de cada regido: cefalica, mediana e
caudal (Figura 5); 3) — De cada foto, foram contabilizadas dez células, analisando um
total de 600 células de cada espécie. Notou-se a necessidade de obter duas fotos da
regido mediana dos ovos de T. costalimai devido ao maior tamanho de suas células

exocoriais.

X130 100pm

Figura 7- Micrografia em Microscopia Eletronica de Varredura do opérculo do ovo, da forma circular e
convexa, de Triatoma costalimai. A- Regido central do exocorio do opérculo. B-C Regides laterais do
exocorio do opérculo do ovo.

As imagens fotografadas foram analisadas no programa SemAfore 5.2 (JEOL,
2010). Foram mensuradas as areas das células exocoriais e quantificadas as pontuacdes
(Figura 8). Com base nos valores obtidos, foi feito o calculo da média e desvio padrao
para cada uma das espécies. As andlises estatisticas foram feitas através dos testes
ANOVA e teste t.

13



X1,000 10pum

Figura 8- Micrografia em Microscopia Eletronica de Varredura do exocorio do corpo do ovo de
Triatoma costalimai ilustrando o procedimento de mensuracao de area de células (linha continua e
setas) e mostrando as pontuagfes quantificadas com o auxilio do programa SemAfore 5.2 (x sobre

as pontuagoes).

Para a analise da borda corial verificou-se a presenca de aerdpilas, micrdpilas e
goteira espermatica em T. costalimai e T. jatai, pela técnica de MEV. Foram
selecionados aleatoriamente quatro ovos inteiros de cada espécie e 0s demais ovos

eclodidos utilizados nas analises descritas anteriormente.
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4. RESULTADOS

4.1. Morfometria

Na tabela 1 estdo representados os valores do comprimento, da largura, das médias e
do desvio padrdo obtidos de 40 ovos, ndo eclodidos, das espécies T. costalimai e
T. jatai.

O comprimento dos ovos da espécie T. costalimai apresenta uma media de 2,20 mm
+ 0,1, enquanto T. jatai 1,88 mm =+ 0,08. Os resultados dos testes estatisticos
evidenciam uma diferenca significativa entre as duas espécies (p<0,001). Quando
relacionado a largura T. costalimai apresenta uma média de 1,16 mm + 0,08 e T. jatai
1,11 mm £ 0,04, também apresentando diferenca significativa (p<0,05) (Figura 9;
Tabela 2).
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Tabela 1- Comprimento e largura (mm) de ovos de populacbes de Triatoma costalimai e Triatoma jatai,

provenientes do estado do Tocantins, Brasil.

N° Triatoma costalimai Triatoma jatai
C L C L
1 2,38 1,25 1,75 1,13
2 2,25 113 1,88 1,13
3 2,25 1,13 1,88 1,13
4 2,25 1,25 1,88 1,13
5 2,25 1,13 1,88 1,00
6 2,50 113 175 1,13
7 2,25 1,25 1,88 1,13
8 2,38 1,25 1,75 1,13
9 2,00 1,25 1,75 1,13
10 2,25 1,00 1,88 1,13
11 2,13 1,25 1,75 1,13
12 2,25 113 1,88 1,13
13 2,13 1,00 2,00 1,13
14 2,13 113 1,88 1,13
15 2,13 1,25 1,88 1,00
16 2,13 113 1,88 1,00
17 2,25 1,25 1,88 1,13
18 2,13 113 2,00 1,13
19 2,25 1,25 1,75 1,13
20 2,25 1,25 175 1,13
21 2,25 1,25 2,00 1,13
22 2,25 1,25 2,00 1,13
23 2,13 1,13 1,75 1,13
24 2,13 1,25 1,88 1,13
25 2,13 1,13 2,00 1,13
26 2,13 1,13 1,88 1,13
27 2,25 1,13 1,75 1,13
28 2,13 1,25 1,88 1,13
29 2,13 1,13 1,88 1,13
30 2,00 1,13 1,88 1,13
31 2,25 1,00 1,88 1,13
32 2,00 1,00 1,88 1,13
33 2,25 1,13 1,88 1,13
34 2,25 1,13 2,00 1,13
35 2,13 1,25 2,00 1,13
36 2,13 1,13 1,88 1,13
37 2,25 1,13 2,00 1,13
38 2,25 1,13 1,88 1,13
39 2,13 1,13 1,88 1,00
40 2,25 1,13 2,00 1,13
X 2,20 1,16 1,88 1,11
S 0,10 0,08 0,08 0,04

C: Comprimento; L: Largura; X: Média; S: Desvio Padrio.

16



2,50

2,00

1,50

1,00

Média e desvio padrao

0,50

0,00

Triatoma costalimai

m Comprimento

Largura

Triatoma jatai

Figura 9- Valores da média e desvio padrdo do comprimento e largura (mm) de ovos de Triatoma
costalimai e Triatoma jatai, proveniente do estado do Tocantins, Brasil.

Tabela 2 - Medidas dos ovos (mm) de Triatoma costalimai e Triatoma jatai, provenientes do estado do

Tocantins, Brasil.

Comprimento Largura
Espécies Amplitude Média Desvio Padrdo Amplitude Média  Desvio Padrdo
Triatoma costalimai 40 2,00-2,50 2,20 0,10 1,00-125 1,16 0,08
Triatoma jatai 40 1,75-2,00 1,88" 0,08 1,00-1,13 1,11 0,04

4.2. Aspectos da morfologia em MO

p<0,05

Os resultados obtidos demonstram que 0s ovos de T. costalimai e T. jatai possuem

forma elipsoide, com opérculo convexo e arredondado (Figura 4.2).

A

0,4 mm

C

B

0,4 mm

Figura 10- Aspecto geral do ovo da espécie. A - Triatoma costalimai e B- Triatoma jatai.
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4.2.1. Triatoma costalimai

As células do exocério do opérculo apresentam predominédncia de pontuacGes e
raras linhas, que recobrem a superficie celular, contudo as células proximas ao bordo

ndo apresentam ornamentacgoes visiveis (Figura 11).

0,05 mm

Figura 11- Exocorio do opérculo da espécie Triatoma costalimai procedentes do estado do Tocantins,
Brasil.

O exocdrio do corpo do ovo, representado pelas regides cefalica, mediana e caudal
apresenta uma ornamentacdo formada por pontuacdes que preenchem a superficie

celular, conforme demonstrado nas Figuras 12,13 e 14,

Figura 12- Regido cefalica do exocdério do corpo do ovo da espécie Triatoma costalimai procedentes
do estado do Tocantins, Brasil.
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Figura 13- Regido mediana do exocdrio do corpo do ovo da espécie Triatoma costalimai procedentes do estado
do Tocantins, Brasil.

Figura 14- Regido caudal do exocério do corpo do ovo, da espécie Triatoma costalimai procedentes do
estado do Tocantins, Brasil.
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4.2.2. Triatoma jatai

As células do exocdrio do opérculo apresentam linhas curtas dispersas por toda
superficie celular, raras pontuacGes nas células proximas ao bordo e células sem

ornamentacdo margeando o mesmo (Figura 15).

Figura 15- Exocério do opérculo da espécie Triatoma jatai procedentes do estado do Tocantins, Brasil.

O exocério do corpo do ovo manteve 0 mesmo padrdo de ornamentacdo nas trés
regides (cefalica, mediana e caudal), com a predominancia de linhas e raras pontuacfes
(Figura 16, 17 e 18).

Figura 16- Regido cefalica do exocdrio do corpo do ovo, da espécie Triatoma jatai procedentes do
estado do Tocantins, Brasil
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Figura 17- Regido mediana do exocério do corpo do ovo da espécie Triatoma jatai procedentes do estado
do Tocantins, Brasil.
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4.3. Aspecto geral da morfologia em MEV

Os opérculos dos ovos de T. costalimai e T. jatai apresentam forma circular,
convexa e suas células de bordos retos e/ou arredondados, com tamanhos diferentes e de
aspectos acolchoado (Figura 19). As células da regido central exibem uma
ornamentacao visivel, onde estdo presentes inUmeras pontuacdes, porém na faixa mais
proxima ao bordo, as células apresentam forma pouco definida e na maioria das vezes
desprovida de ornamentacéo (Figura 20).

Nos ovos eclodidos, nota-se em T. jatai a maior continuidade da borda, ou seja,
com maior espessura, enguanto T. costalimai os ovos apresentam um bordo mais
demarcado (Figura 21).

O corpo do ovo de T. costalimai mostra uma borda corial saliente com orificios
pequenos, representado pelas aerdpilas (Ae), logo abaixo a goteira espermatica (Ge),
onde estdo presentes os orificios maiores, as micropilas (Mc) (Figura 22a). Na borda
corial de T. jatai sdo identificadas em maior nimero as aeropilas, logo abaixo e em
menor numero as micropilas, ndo sendo observando a goteira espermatica nesta espécie
(Figura 22b).

No ovo inteiro, a goteira espermatica presente apenas em T. costalimai foi
novamente visualizada (Figura 23a), enquanto que nos ovos da espécie T. jatai
encontramos apenas a presenga das aerdpilas e micropilas (Figura 23b).
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Figura 19- Micrografia em Microscopia Eletronica de Varredura dos opérculos dos ovos de Triatoma
costalimai (A) e Triatoma jatai (B).
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Figura 20- Micrografia em Microscopia Eletrnica de Varredura do bordo do opérculo do ovo de
Triatoma costalimai (A) e Triatoma jatai (B), com células menores mais préximas ao bordo, com formas
pouco definidas com pouca ou nenhuma ornamentagéo.
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Figura 21- Micrografia em Microscopia Eletrénica de Varredura do aspecto geral do exocério do corpo do
ovo de Triatoma costalimai (A) e Triatoma jatai (B), provenientes do estado do Tocantins, Brasil.
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Figura 22- Micrografia em Microscopia Eletrénica de Varredura da borda corial do corpo do ovo de
Triatoma costalimai (A) e Triatoma jatai (B) provenientes do estado do Tocantins, Brasil. (Ae — aerdpila,
Ge — Goteira espermaética e Mc — Micropila).
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Figura 23- Micrografia em Microscopia Eletrénica de Varredura da borda corial do ovo inteiro de Triatoma
costalimai (A) e Triatoma jatai (B), provenientes do estado do Tocantins, Brasil. Ae — aerdpila, Ge — Goteira
espermatica, Mc — Micrdpila, Op — opérculo e Co — Corpo do ovo.
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Em T. costalimai as células do exocério do opérculo apresentam aspecto
acolchoado com numerosas pontuagdes distribuidas em toda a superficie celular e nas
regibes de contato entre as mesmas, onde sdao numerosas conferindo aspecto picotado
(Figura 4.16).

As células do exocério do corpo do ovo das trés regies (ceféalica, mediana e
caudal) s&o planas e apresentam em seus bordos pontuagdes, sendo que na regido caudal
existe um numero expressivo que confere ao bordo um aspecto irregular (Figura 4.17,
4.18 e 4.19).

Em T. jatai o exocério do opérculo apresenta células com aspecto acolchoado e
pontuacgdes dispersas, alongadas ou unidas entre si. Com relagdo ao ultimo aspecto nota-
se a presenca de duas pontuacdes tdo proximas que podem confundir com uma de
aspecto alongado. Algumas raras vezes as pontuacdes sdo observadas nos limites entre
duas células (Figura 4.16).

O exocério do corpo do ovo apresentam células com aspecto acolchoado e
pontuacdes frequentes, porém raras vezes foram observadas pontuacdes alongadas,
unidas entre si ou encontradas proximas aos limites celulares. As células do corpo do
ovo apresentam-se semelhantes as células do opérculo e os limites das células sdo bem
demarcados (Figura 4.17, 4.18 e 4.19).
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Figura 24- Micrografia em Microscopia Eletronica de Varredura do exocério do opérculo de Triatoma
costalimai (A) e Triatoma jatai (B) proveniente do estado do Tocantins. Pontuacdes fundidas e/ou
préximas ao bordo celular (seta).
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Figura 25- Micrografia em Microscopia Eletronica de Varredura da regido cefalica do exoc6rio do corpo
do ovo de Triatoma costalimai (A) e Triatoma jatai (B) procedentes do estado do Tocantins, Brasil.
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Figura 26- Micrografia em Microscopia Eletronica de Varredura da regido mediana do exocério do corpo
do ovo de Triatoma costalimai (A) e Triatoma jatai (B) procedentes do estado do Tocantins, Brasil.
Aspecto acolchoado com bordos bem demarcados (seta).
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Figura 27- Micrografia em Microscopia Eletronica de Varredura da regido caudal do exocério do corpo
do ovo de Triatoma costalimai (A) e Triatoma jatai (B) procedentes do estado do Tocantins, Brasil.
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4.4. Formas geométricas exocoriais

As células do exocorio de T. costalimai e T. jatai, variam de forma quadrilatera a
heptagonal. Na analise das 600 células de cada espécie, sendo 300 do opérculo e 300 do
corpo do ovo, houve uma predominancia das células pentagonais no opérculo e
hexagonais no corpo do ovo, para ambas as espécies (Tabela 3).

O opérculo da espécie T. costalimai apresenta 46 células quadrilateras (15,33%),
154 pentagonais (51,33%), 92 hexagonais (30,67%) e 8 heptagonais (2,67%). A espécie
T. jatai apresenta 30 células quadrilateras (10%), 148 pentagonais (49,33%), 111
hexagonais (37%), 11 heptagonais (3,67%) (Tabela 3).

O corpo do ovo de T. costalimai apresenta 9 células quadrilateras (3%), 88
pentagonais (29,33%), 183 hexagonais (61%) e 20 heptagonais (6,67%). A espécie T.
jatai apresenta 54 células pentagonais (18%), 205 hexagonais (68,33%), 41 heptagonais
(13,67%) e ndo sendo registrada a presenca de células quadrilateras (Tabela 3).

Os maiores percentuais de incidéncia das formas poligonais do opérculo, em
T. costalimai e T. jatai sdo, em ordem decrescente: pentagonal, hexagonal, quadrilatera
e heptagonal. Para o corpo do ovo em ambas as espécies e em ordem decrescente, as
formas sdo: hexagonal, pentagonal, heptagonal e quadrilatera (Tabela 3).

As formas geométricas das células encontradas nas regies cefalica, mediana e
caudal do exocorio do corpo do ovo estdo apresentadas na Figura 28. Ressalta-se a
predominancia da forma hexagonal em todas as regides e a auséncia de células
quadrilateras no exocério de T. jatai, como também na regido mediana de T. costalimai.
As células pentagonais foram mais evidentes que as heptagonais em T. costalimai. Na
espécie T. jatai, as células pentagonais sdo quase equivalentes as heptagonais nas trés
areas.

A representacdo das células nas trés regies mostra que a regido cefalica de
T. costalimai apresenta 3% de células quadrilateras, 31% pentagonais, 59% hexagonais
e 7% heptagonais; na regido mediana 23% das células sdo pentagonais 69% hexagonais
e 8% heptagonais; e na regido caudal 6% sdo quadrilateras, 34% pentagonais, 55%
hexagonais e 5% heptagonais. O exocério de T. jatai apresenta na regido cefalica 13%
das células pentagonais, 76% hexagonais e 11% heptagonais; na regido mediana 19%
das células sdo pentagonais, 64% hexagonais e 17% heptagonais; e na regido caudal
22% sao pentagonais, 65% hexagonais, 13% heptagonais (Figura 28).
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Tabela 3 - Formas geométricas das células exocoriais do opérculo e do corpo do ovo, observados em
Microscopia Eletronica de Varredura, das espécies Triatoma costalimai e Triatoma jatai proveniente no
estado do Tocantins, Brasil.

Opérculo Corpo do ovo
Formadacélula  T. costalimai T. jatai T. costalimai T. jatai
Total % Total % Total % Total %
Quadrilatera 46 15,33 30 10,00 9 3,00 0 0
Pentagonal 154 51,33 148 49,33 88 29,33 54 18,00
Hexagonal 92 30,67 111 37,00 183 61,00 205 68,33
Heptagonal 8 2,67 11 3,67 20 6,67 41 13,67
Total 300 100 300 100 300 100 300 100
80 - T. costalimai 80 - T. jatai
70 - 70 -
,, 60 1 g 60 -
S5 - % 50 -
T 40 - o 40 -
fen) ©
'530 . S 30 A
Z20 - 20 -
10 10 - I_I I_I
Cefalica Mediana Caudal Cefdlica Mediana Caudal
Regiéo do ovo Regido do ovo
B Quadrildtera  ® Pentagonal Hexagonal M Heptagonal

Figura 28- Formas geométricas das células exocoriais do corpo do ovo (regides cefalica, mediana e caudal) de
Triatoma costalimai e Triatoma jatai provenientes do estado do Tocantins, Brasil.

4.

5. Morfometriaem MEV

Na tabela 4, sdo apresentados os resultados das medias referentes a mensuracgao da

area e do numero de pontuaces das células do exocorio do opérculo e do corpo do ovo

das espécies T. costalimai e T. jatai.

Os valores médios da area das células do exocoério do opérculo, bem como o

numero de pontuacGes obtidos nas espécies T. costalimai e T. jatai sdo respectivamente,
510,96 um? - 498,01 pm? e 13,15 - 13,81 (Tabela 4).

Em relacdo ao corpo do ovo, os valores médios da area das células, bem como do

nimero de pontuagBes obtidos nas espécies T. costalimai e T. jatai foram
respectivamente, 646,65 um? - 541,96 um? e 27,36 - 19,55.
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As andlises estatisticas, atraves do teste ANOVA, evidenciaram diferencas
significativas (p<0,001) para area e pontuacdes do corpo do ovo. No entanto, o opérculo

ndo apresentou significancia para as duas variaveis.

Tabela 4 - Medida da &rea (um?) e do nimero de pontuacdes do exocério do opérculo e corpo do ovo de
Triatoma costalimai e Triatoma jatai provenientes do estado do Tocantins, Brasil.

Opérculo Corpo do ovo

sp Area (um?) Pontuac6es Area (um?) Pontuacbes

N Ampl.  Média > Ampl. Média N Ampl. Média > Ampl. Média

Tc 300 253-917 510,96 3942 2-32 13,15 300 332-1168 646,65 8209 9-60 27,36

Ti 300 199-775 498,01 4142 1-37 1381 300 335-830 541,96 5864  0-37 19,55

sp: espécie; Tc: Triatoma costalimai; Tj: Triatoma jatai; Ampl.: Amplitude. p<0,001

Quando descriminado as areas do corpo do ovo nas regides cefalica, mediana e
caudal, as células da regido cefalica apresentam médias para area e pontuagdes de
644,91 — 521,33 pm? e 23,18 — 20,12 para T. costalimai e T. jatai, respectivamente; na
regido mediana sdo 680,02 - 533,35 pum? e 28,17 — 17,54; na regido caudal sdo de
615,02 — 239,61 pm? e 30,74 e 20,75 (Tabela 5). O teste ANOVA demonstra uma
diferenca significativa ao se comparar as trés regides das duas espécies.

Tabela 5 - Médias da area (um?) e do niimero de pontuag@es do exocério do corpo do ovo, das regides
cefélica (CF), mediana (ME) e caudal (CD), de ovos de Triatoma costalimai e Triatoma jatai
provenientes do estado do Tocantins, Brasil.

Corpo do ovo

- Area (um?) Pontuacdes
Espécies
CF ME CcD CF ME CD
Triatoma costalimai 644,91 680,02° 615,02 23,18 28,17 30,74
Triatoma jatai 521,33° 533,35 239,61 20,12° 17,54" 20,75
"p<0,001
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5. DISCUSSAO

Os aspectos morfoldgicos relacionados a estrutura exocorial dos ovos de
triatomineos se destacaram na taxonomia a partir da década de 1930, quando
Galliard (1935) estudou o exocorio dos ovos de espécimes dos géneros Rhodnius e
Triatoma. Atualmente os estudos abrangem técnicas desde a Microscopia Optica e
morfometria dos ovos, até a Microscopia Eletronica de Varredura, visando a
diferenciacdo das espécies e mostrando caracteristicas especificas dos grupos da
subfamilia Triatominae (RIVAS et al., 2013).

Dentro dos oito subcomplexos do género Triatoma sdo encontrados estudos
considerando o uso do exocdério de ovos e sua utilizacdo como base para caracterizacéo
morfolégica e separacdo de populacGes. No subcomplexo brasiliensis (COSTA et al.,
1997), foi demonstrada a diferenca entre populacdes brasiliensis, melanica,
macromelasoma e juazeirensis. No subcomplexo matogrossensis, onde estdo inseridas
as espécies T. costalimai e T. jatai (GONCALVES et al., 2013; SCHOFIELD &
GALVAO, 2009), somente s&o encontrados estudos referentes aos ovos de T. costalimai
(OBARA et al., 2007).

Os estudos do exocédrio do ovo demonstraram que as formas celulares e suas
pontuacOes em relacdo a localizacdo nas regides cefalica, mediana e caudal, possuem
valor taxondmico e sdo utilizados para caracterizar os ovos de diferentes espécies dentro
da subfamilia Triatominae (EVANGELISTA-MARTINEZ et al., 2010). No presente
trabalho, a relevancia destas areas foi descriminada e apesar de ndo ter observado
diferencas interespecifica nas trés regides pela da técnica de MO, observou-se que na
MEV, houve diferencas intraespecificas entre as células da regido mediana que
apresentaram areas celulares maiores, quando comparadas as demais regides.

A técnica de MEV evidenciou a prevaléncia das células pentagonais no opérculo e
hexagonais no corpo do ovo. Para a espécie T. costalimai foi possivel perceber que 0s
hexagonos foram mais numerosos na regido mediana, como o observado em Tritatoma
pantagonica (VISCIARELLI et al.,, 2004) e Triatoma barberi (EVANGELISTA-
MARTINEZ et al., 2010). Enquanto em T. jatai os hexagonos predominaram na porcao
cefélica. Outra caracteristica desta espécie foi a auséncia de células quadrilateras no
corpo do ovo, ou seja, as formas variaram entre cinco e sete lados em todas as trés

regides.
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A mensuracdo das formas das células exocoriais foi realizada em diversos estudos e
para diferentes géneros e espécies. Em Rhodnius brethesi Matta, 1919 as células
hexagonais foram encontradas em maior nimero na regido mediana, enquanto nas
regibes cefalica e caudal prevaleceram as celulas pentagonais e heptagonais
(MASCARENHAS, 1982). O exocério da espécie Rhodnius prolixus (Stal, 1859)
também apresentou hexagonos na regido mediana, porém na metodologia a regido
cefélica foi representada pelo opérculo e a zona mediana se estendeu desde a borda
corial até o inicio da regido caudal (CHAVES & ANEZ, 2003), diferente dos demais
estudos, onde as trés regides sdo demarcadas no corpo do ovo. Em MO, o exocorio do
corpo do ovo de T. costalimai e T. jatai mostram diferengas claras considerando a
prevaléncia de pontuacbes e linhas curvilineas no preenchimento das células,
respectivamente. A estrutura exocorial de T. costalimai visualizada por Obara et al.,
(2007), mostrou células do exocério do corpo do ovo desta espécie sem a presenca de
ornamentagdo pelas técnicas de MO e MEV, ndo corroborando os resultados deste
estudo, onde foram identificadas pontuacdes aleatorias no interior das células pelas duas
técnicas. Entretanto, neste estudo para observacdo em MO, o corpo dos ovos de
T. costalimai foi desenhado a seco, ou seja, sem ser imersdo em solugdo de Berlese,
para que fosse possivel visualizar a ornamentagéo do exocorio.

Em algumas espécies de triatomineos ndo foram observadas a presenca de
ornamentacdes nas células exocoriais. As hipoteses propostas para esta auséncia foram
inferidas no sentido de relacionar as questdes ambientais do local de incidéncia destes
vetores. Para a especie T. barberi, encontrada no México a auséncia de ornamentagdo
estd associada a presenca de baixas umidades e a oscilacdo de altas temperaturas
durante o dia e baixas temperaturas durante a noite (EVANGELISTA-MARTINEZ et
al., 2010). Contrariando esta afirmacéo, no estado do Tocantins, apesar do clima seco e
com altas temperaturas durante grande parte do ano, foram observadas ornamentacdes
nos ovos de T. costalimai e T. jatai, objetos deste estudo. Acredita-se que a presenca
desta ornamentacdo esteja relacionada com caracteristicas morfoldgicas distintas em
cada espécie e com componentes genéticos aprimorados ao longo de seu processo
evolutivo.

As anélises estatisticas evidenciaram que a espécie T. costalimai apresentou
diferenga significativa apenas para o corpo do ovo, nos parametros area e quantidade de
pontuacdes, quando comparadas a T. jatai. Entretanto, para o opérculo, estas diferengas

ndo foram significativas, o que evidéncia uma tendéncia na utilizacdo do corpo do ovo
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na diferenciagdo das duas espécies. Em trabalho realizado com diferentes populacdes de
T. pseudomaculata, o opérculo também ndo se apresentou com expressivas diferencas
(SOUZA, 2011), corroborando o presente estudo.

A morfometria evidenciou uma amplitude diferente entre os ovos de T. costalimai e
T. jatai, sendo que a primeira espécie obteve o maior comprimento, contudo ambas se
apresentam dentro do padrdo verificado no levantamento bibliografico realizado por
Souza (2011) para algumas espécies do género Triatoma. Ao se relacionar o
comprimento aos dados morfométricos das demais espécies do subcomplexo
matogrossensis  (SCHOFIELD &  GALVAO, 2009), observa-se  que
T. costalimai apresentou média mais proxima as espécies T. guazu
(X =2,017 mm) (SILVA et al., 2000), T. jurbergi (X = 2,27 mm) (JURBERG et al.,
2002), T. vandae (X = 2,2 mm) e T. williami (X = 2,1mm) (SILVA et al., 2005).
Enquanto que T. jatai obteve uma média mais proxima de T. baratai (X = 1,835 mm)
(ROCHA et al., 2009) e T. matogrossensis (X = 1,64 mm) sem o opérculo JURBERG
& VOGEL, 1994).

Os exocorio dos ovos de T. jatai, espécie incluida recentemente ao subcomplexo
matogrossensis, apresentou uma ornamentacdo bastante semelhante aos ovos de T.
matogrossensis, primeira espécie deste subcomplexo e o qual designou seu nome. A
presenca de linhas curvilineas preenchendo as células do opérculo e do corpo do ovo foi
caracteristica marcante nas duas espécies (JURBERG & VOGEL, 1994). Embasado
nesta semelhanca, ao se comparar 0s exocério por meio da técnica de MEV, notada por
Obara et al., (2007) as linhas, anteriormente observadas na microscopia Optica, foram
apresentados através de pontuacdes com aspecto reto e sequencial dando um possivel
aparéncia de linha, quando observado em menor aumento na MO.

A analise da borda corial dos ovos pode caracterizar e diferenciar espécies de
triatomineos (GONGCALVES et al.,, 1985; ROSA et al., 2000). As aerdpilas,
visualizadas em T. costalimai e T. jatai, estdo associadas a funcgdes de trocas gasosas do
embrido, enquanto as micrépilas e goteira espermatica apresentam funcées relacionadas
a fertilizacdo (BEAMENT, 1946). Na comparacdo destas estruturas, observou-se a
presenca da goteira espermatica apenas em T. costalimai.

Ao se verificar em estudos anteriores relacionando as espécies do subcomplexo
matogrossensis ndo se observou a caracterizagdo de estruturas como micrdépila, aerdpila

e goteira espermatica. Dentre os trabalhos, apenas T. vandae e T. williami possuem
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descricdo através da técnica MEV, entretanto ndo evidenciando a borda corial, (SILVA
et al., 2005) como realizado no presente estudo.

Um panorama geral sobre os estudos realizados dentro da subfamilia Triatominae,
desde os tradicionais (BARATA, 1981) até os mais atuais (RIVAS et al., 2013), nota-se
a proposta da utilizacdo da ornamentacdo dos ovos como forma relevante de
caracterizacdo e diferenciacdo de espécies de triatomineos. Sendo possivel também
observar a ampla utilizacdo de técnicas como a MO, MEV e morfometria no sentido de

aumentar o conhecimento taxondmico destes insetos vetores.
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6.

CONCLUSOES

Os ovos das espécies Triatoma costalimai e Triatoma jatai possuem
caracteristicas morfolégicas e morfométricas diferentes, capazes de serem
detectadas pelas técnicas de Microscopia Optica e Microscopia Eletronica de
Varredura;

T. costalimai apresenta ovos maiores que T. jatai e a analise do comprimento e da
largura demonstra que ambas as espécies se apresentam dentro do padrdo
encontrado no género Triatoma,;

As células exocoriais do corpo do ovo apresentam diferencas significativas entre
as duas espécies, o que nao € observado para o opérculo;

A morfologia e a morfometria dos ovos de triatomineos contribuem para a
caracterizacdo taxonémica de ambas as espécies afins, podendo ser utilizado como

ferramenta auxiliar nas agdes de controle vetorial.
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