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RESUMO

FREITAS, Simone Patricia Carneiro, D.Sc. Universidade Federal de Vicosa, dezembro de
2007. Aspectos do sistema reprodutor masculino em espécies de Triatoma
(Hemiptera, Reduviidae, Triatominae). Orientador: José Eduardo Serrdo. Co-

orientadores: Jacenir Reis Santos-Mallet e Teresa Cristina Monte Goncalves.

Nos Triatominae, Triatoma rubrofasciata € uma espécie cosmopolita, encontrada
em alguns municipios da costa brasileira e Triatoma brasiliensis € o principal vetor da
doenca de Chagas no Nordeste brasileiro, distribuindo-se no sertdo dos Estados do
Maranhdo, Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia e Minas
Gerais. Recentes estudos, em relagdo a esta Ultima, demonstraram tratar-se do complexo
“brasiliensis”, constituido por: Triatoma brasiliensis brasiliensis, T. brasiliensis
macromelasoma, T. melanica e T. juazeirensis. No presente estudo foram relacionadas
as caracteristicas morfoldgicas e citoquimicas do sistema reprodutor masculino
envolvidas a aspectos taxonémicos e reprodutivos em espécies de Triatoma. Os foliculos
testiculares em T. rubrofasciata apresentaram quatro categorias, um longo, dois médios,
dois curtos e dois muitos curtos, enquanto que as demais espécies mantiveram a
classificacdo descrita para Triatoma, dois longos, dois médios e trés curtos. Em relacao
as glandulas acessorias de T. rubrofasciata, T. brasiliensis e T. melanica, granulos
secretores sao vistos no epitélio glandular, antes do quinto dia de vida adulta, nos
machos em jejum alimentar. A producado de carboidratos e proteinas, possivelmente para
a formacédo do espermatéforo, inicia-se em T. melanica antes de T. brasiliensis, porém
nesta Ultima a producdo € mais intensa a partir do quinto dia. Sendo o espermatoforo
essencial para o transporte e manutencdo do esperma nos insetos, estudos sobre as
funcdes secretoras das glandulas acessérias masculinas podem contribuir para o

desenvolvimento de novas estratégias de controle dos vetores da doenc¢a de Chagas.



ABSTRACT

FREITAS, Simone Patricia Carneiro, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, december
2007. Aspects of the male reproductive system in Triatoma species (Hemiptera,
Reduviidae, Triatominae). Adviser: José Eduardo Serrdo. Co-advisers: Jacenir Reis

Santos-Mallet and Teresa Cristina Monte Goncalves.

In Triatominae, Triatoma rubrofasciata is a cosmopolitan species, found in some
cities of the Brazilian coast and Triatoma brasiliensis is main vector of Chagas’disease in
the Northeastern Brazil, distributed in the States of Maranh&o, Piaui, Ceard, Rio Grande
do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia and Minas Gerais. Recent studies showed the
existance of the “brasiliensis” complex constituted by: T. brasiliensis brasiliensis, T.
brasiliensis macromelasoma, T. juazeirensis and T. melanica. In present study were
related the morphological and citochemical caracteristics of the male reproductive system
involved with taxonomics and reproductives aspects in Triatoma species. The follicles
testis in T. rubrofasciata presented four categories, a long one, two medium, two short
and two very short follicles, whereas the other species maintened the normal classification
for Triatoma, two long, two medium and three short follicles. In relation to the accessory
glands of T. rubrofasciata, T. brasiliensis and T. melanica, secretory granules we seen in
the glandular epithelium before the fifth day of adult life, in males starved. Carbohidrates
and proteins production, possibly for spermatophore formation, begin in T. melanica
before than in T. brasiliensis. However in this last species this production is more intense
from the fifth day. Being the spermatophore essential for the transport and maintenance of
sperm in insects, studies on the secretory functions of the male accessory glands may

contribute to the development of new control strategies of vectors of Chagas'disease.
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1. INTRODUCAO

Os triatomineos (Reduviidae: Triatominae), que baseado em caracteristicas
morfoldgicas apresentam 141 espécies agrupadas em 14 géneros (Galvdo et al., 2003;
Galvao e Angulo, 2006; Sandoval et al., 2007; Costa e Félix, 2007; Bérenger e Blanchet,
2007).

A principal caracteristica comum nos insetos da subfamilia Triatominae é a
hematofagia, necesséria para completar seu desenvolvimento e reproducédo (Friend e
Smith, 1985).

No ambiente natural os triatomineos sdo encontrados em associacdo com
diversos tipos de animais silvestres (Sherlock, 2000) e seu habitat primario esta
representado por abrigos, tocas e ninhos de animais como marsupiais, edentados,
roedores, carnivoros, morcegos, aves, répteis e anfibios. (Lent e Wygodzinsky, 1979).

Dentre as espécies de triatomineos, Triatoma rubrofasciata (Figura 1) é uma
espécie que ocorre em regibes portuarias, sendo freqiientemente encontrada em alguns
municipios da costa brasileira (Macario-Rebelo et al., 1999). Devido a sua intima
associacdo com ratos, esta espécie € comumente vetor do parasito Trypanosoma
conorhini, que infecta Rattus rattus. A infeccdo natural de T. rubrofasciata com
Trypanosoma cruzi tem sido registrada no Brasil (Dias e Neves, 1948; Lucena, 1940)
embora os habitos de alimentacdo e defecacdo neste inseto sejam relativamente
ineficientes do ponto de vista vetorial (Braga e Lima, 1999). Esta espécie esta
amplamente distribuida em &areas quentes do Velho e Novo Mundo, mas provavelmente é
originaria do Velho Mundo (Patterson et al., 2001). Além disso, tem sido proposto que T.
rubrofasciata esta numa posicéo filogenética basal dentro de Triatomini (Hypsa et al.
2002).

Triatoma brasiliensis é o principal vetor da doenca de Chagas no Nordeste
brasileiro, e esta amplamente distribuida no sertdo dos Estados do Maranhao, Piaui,

Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia e Minas Gerais (Costa et al.,



Figura 1: Foto de um macho adulto de Triatoma rubrofasciata (De Geer, 1773).

Comprimento do corpo 20-24mm.



2003a). Trés subespécies de T. brasiliensis sdo citadas na literatura: T. brasiliensis
brasiliensis, T. brasiliensis melanica e T. brasiliensis macromelasoma. Lent e
Wygodzinsky (1979) afirmaram que formas intermediarias sdo freqlientes e consideraram
essas subespécies como sinonimia, além de mencionar uma quarta forma cromatica no
Estado da Bahia.

Uma chave taxon6mica para as diferentes subespécies foi feita por Galvao
(1956), onde as descri¢cbes sdo baseadas em padrdes cromaticos do pronoto, hemiélitro
e patas. Este autor considerou todas como T. brasiliensis, alegando que as formas
intermediarias séo frequentes no ambiente natural.

Recentemente, estudos multidisciplinares foram feitos a fim de esclarecer se
formas melanicas podem representar diferentes variacées de T. brasiliensis ou se estas
podem ser espécies distintas. Os resultados das pesquisas baseadas na morfologia
(Costa, 1997; Costa 1997a), aloenzimas (Costa et al., 1997b), biologia (Costa e Marchon-
Silva, 1998), ecologia (Costa et al., 1998; 2002) e sequenciamento do DNAm (Monteiro et
al., 2004) classificaram a subdivisdo de T. brasiliensis em: T. brasiliensis brasiliesnis, T.
brasiliensis macromelasoma, Triatoma melanica e Triatoma juazeirensis (Costa et al.,
2003b; Costa et al., 2006; Costa e Félix, 2007) (Figura 2).

Estudos sobre as diferentes caracteristicas morfoldégicas do sistema reprodutor
masculino tém sido realizados em varios grupos de insetos (Forbes e Do-Van-Quy, 1965;
Bairati, 1968; Louis e Kumar, 1973; Bahadur, 1975; Wheeler e Krutzsch, 1992; Ferreira et
al., 2004; Mikheyev, 2004; Lemos et al., 2005) obtendo-se progressos consideraveis com
0s estudos histolégicos, ultraestruturais e citoquimicos nas estruturas que compdem este
sistema.

O sistema reprodutor masculino de insetos é constituido por um par de testiculos
conectados ao edeago através de um par de canais deferentes. Os testiculos sao
formados por um numero variado de tubulos, chamados tubulos seminiferos ou foliculos
testiculares que sao individualmente envolvidos por uma membrana peritonial ou capsula

testicular, formando uma estrutura global (Cruz-Landim, 2001). Uma prolongacgéo fina e



Triatoma brasiliensis Neiva, 1911 Triatoma melanica Neiva & Lent, 1941

Triatoma juazeirensis Costa & Felix, 2007 Triatoma brasiliensis macromelasoma Galvao, 1956

Figura 2: Foto de machos adultos, do complexo “brasiliensis”.

comprimento do corpo de 22-24mm



curta, originando-se da extremidade de cada foliculo testicular, forma o canal eferente,
que se juntam em um canal comum, o canal deferente, o qual apresenta uma dilatacdo
em um ponto de sua extensao, formando a vesicula seminal, dividindo entdo este canal
em porgbes pré e pos-vesicular (Ferreira et al., 2004). Em muitos insetos, o trato
reprodutor masculino possui glandulas acessérias de origem mesodérmica ou
ectodérmica, que se abrem no canal deferente ou no ducto ejaculatério (Snodgrass,
1993; Chapman, 1998).

Considerando-se o numero de foliculos testiculares estes variam para cada
espécie de inseto. Forbes e Do-Van-Quy (1965) mostraram que em Hymenoptera,
machos da formiga Neivamyrmex harrisi apresentam cada testiculo com cerca de 22-25
foliculos enquanto que em Camponotus festinatus e Camponotus sayi cada testiculo
apresenta nove foliculos e em Camponotus mina 10 foliculos (Wheeler e Krutzsch, 1992).

Em muitas espécies de Heteroptera, 0 nimero de ovariolos e foliculos € 0 mesmo
em ambos o0s sexos, sendo que, em algumas espécies este numero difere, como
Naucoris maculatus (Naucoridae) e Cimex lectularius (Cimicidae), que possuem dois
foliculos a mais em cada testiculo do que no ovariolo, Cymatia coleoptera (Corixidae) tém
trés ovariolos a mais do que foliculos testiculares, e no género Gerris (Gerridae) séo
quatro ovariolos e dois foliculos testiculares (Woodward, 1950).

Em Reduviidae (Hemiptera), ndo ha desenvolvimento significativo do sistema
reprodutor masculino durante os estadios ninfais iniciais, entretanto, o testiculo e o canal
deferente se desenvolvem rapidamente a partir do quarto estadio (Carayon, 1944). Em
machos adultos de Triatominae, a genitélia interna apresenta um par de testiculos, dois
canais deferentes, um par de vesiculas seminais, quatro pares de glandulas acessorias e
um canal ejaculatério que desemboca no edeago (Barth, 1958). O tamanho dos testiculos
apresenta oscilacdes individuais, de acordo com a idade, o estado nutricional e a fase de
atividade sexual (Barth, 1958). Cada testiculo € formado por sete foliculos testiculares

entrelacados e envolvidos pela membrana testicular, que apresentam diferentes



comprimentos entre si ou entre individuos, e de acordo com a idade, existindo também
diferencgas entre os foliculos de um s testiculo (Barth, 1956).

Em Triatominae, Schreiber et al. (1968) e Silva e Schreiber (1971), baseados na
morfologia dos foliculos testiculares de algumas espécies, classificaram os géneros em
categorias de acordo com o numero, tamanho e espessura destes: Panstrongylus com
sete foliculos finos iguais, Rhodnius e Psammolestes com cinco foliculos curtos e finos e
dois longos e grossos e Triatoma com trés foliculos curtos e finos, dois médios e finos e
dois longos e grossos. Utilizando-se desta padronizacdo, Goncalves et al. (1987),
mostraram que Panstrongylus possui sete foliculos aproximadamente iguais, Rhodnius
cinco foliculos curtos e finos e dois longos e grossos e Triatoma trés foliculos curtos e
finos, dois médios e grossos e dois longos e finos, discordando de Schreiber et al. (1968)
e Silva e Schreiber (1971) no que diz respeito aos géneros Triatoma e Rhodnius.

Em ninfas de 5° estadio de Triatoma vitticeps, a disposicdo dos foliculos é
semelhante a dos adultos, com dois longos, dois médios e trés curtos (Jurberg e
Campos, 1995).

A posicdo original ocupada por Mepraia spinolai, era considerada como
Triatoma spinolai (Mazza et al., 1941). Porém, estudos morfométricos do comprimento
dos foliculos testiculares, realizados por Lent et al. (1994), possibilitaram a revalidacao de
Triatoma para Mepraia, uma vez que esta Ultima apresentou diferencas em relacdo ao
tamanho dos foliculos, sendo um foliculo muito curto, trés curtos, dois médios e um
longo.

Em relacdo as glandulas acessérias masculinas, nos insetos em geral, estas
ocorrem como estruturas secunddrias que primeiramente asseguram O SUCESSO
reprodutivo dos individuos, tanto facilitando a transferéncia, como protegendo os
gametas, desempenhando numerosas funcdes. As glandulas acessdrias podem ser
estruturas pareadas, como na maioria das Ordens, totalmente ausentes, como em muitos
Apterygota e Paleoptera, estruturas impares como em Dictyoptera ou estruturas

multipareadas, como em Thysanoptera e Coleoptera (Leopold, 1976).



Estudos anatdmicos do sistema reprodutor masculino em insetos evidenciam que
as glandulas acessorias podem ser de origem mesodérmica, as quais se abrem no vaso
deferente ou na vesicula seminal, e de origem ectodérmica, as quais se abrem no ducto
ejaculatério ou até mesmo como areas incorporadas a parede do ducto ejaculatorio
(Leopold, 1976). Em Halys dendata (Hemiptera, Pentatomidae) sdo vistos dois pares de
glandulas, um de origem ectodérmica e outro mesodérmica (Bahadur, 1975).

Dipteros geralmente apresentam um par de glandulas com epitélio simples, e dois
tipos de células, que sdo definidas como primarias e secundarias em Drosophila
melanogaster. Em Culicidae, uma das glandulas acessoérias é dividida por uma estreita
constricdo muscular denominadas de glandula anterior e glandula posterior, sendo esta
dltima constituida por dois tipos distintos de células (Dapples et al., 1974; Ramalingam e
Craig Jr, 1977).

Apbs sucessivas cOpulas, as fémeas em algumas espécies nao acasalam por um
variado intervalo de tempo. Esse comportamento é visto como uma rejei¢cdo ativa ao
parceiro (refratariedade), ou um declinio passivo na atratividade (Gillot, 2003).
Experimentos tém mostrado que, a injecdo de um homogenado do tecido das glandulas
acessoérias masculinas, ou a injecdo dos componentes purificados destas glandulas,
reduzem a receptividade da fémea para novas cépulas (Gillot e Friedel, 1977). Analises
bioquimicas da secrecédo e caracterizacao desta substancia tém mostrado que estas sédo
constituidas por peptideos (Lung e Wolfner, 1999; Kubli, 2003) ou proteinas (Fuchs et al.
1969; 1970).

A interpretacdo de refratariedade ou menor atratividade é um importante meio
pelo qual machos de muitas espécies asseguram a paternidade de pelo menos alguns
descendentes. No entanto, outras estratégias podem estar envolvidas para assegurar
que o macho seja bem-sucedido na cépula. Para o primeiro macho a copular, essa
estratégia inclui o uso do tampéao fisico ou do espermatoforo, que previne a transferéncia

de fluidos seminais adicionais, facilita o estoque do esperma e acelera a producéo de



ovos pela fémea. Para o dltimo macho a copular, a destruicdo ou deslocamento do
esperma depositado previamente € primordial (Gillot, 2003).

A presenca do espermatdforo € um carater plesiomérfico de prevenir copulas
adicionais em insetos. Khalifa (1949) sugeriu que o espermatéforo seja uma adaptacao
dos insetos ancestrais quando invadiram o ambiente terrestre, e muitas espécies de
insetos parecem té-lo descartado independentemente. Em alguns insetos como Apis
melifera e Drosophila spp. ndo ha presenca de espermato6foro e o fluido seminal coagula
dentro do trato reprodutivo da fémea para formar um tampao copulatério (Gillot, 1988).

Tenebrio molitor (Coleoptera, Tenebrionidae) tem dois pares de glandulas
acessorias, classificadas como tubulares (TAG) e em forma de feijao (BAG) (Gadzama et
al., 1977). Os produtos de ambos os pares formam o espermat6foro, que empacota o
esperma transferido do macho para a fémea (Gadzama e Happ, 1974). As TAGs
secretam um fluido protéico que é misturado com o esperma dentro do limen do
espermatoforo (Happ et al.,, 1977). As BAGs secretam proteinas solluveis, muitas das
quais precursoras de proteinas estruturais, conhecidas como espermatoforinas (Shinbo et
al., 1987) que formam a parede do espermatoforo (Gadzama e Happ, 1974).

Em Periplaneta americana (Blattidae), a glandula acesséria em forma de
cogumelo é composta por trés tipos de tdbulos denominados, utriculos maiores,
intermediarios e menores. Os utriculos maiores produzem uma secrecao rica em
proteinas, lipidios e fosfolipidios, para a formacao do espermatéforo (Adiyodi e Adiyodi,
1974).

A producdo de proteina para o espermatéforo é controlada pela corpora allata,
glandula que secreta o horménio juvenil nos insetos. No entanto, apds a allatectomia as
glandulas acessorias ndo sdo completamente inativadas, apresentando fraca atividade
secretora (Blaine e Dixon, 1973).

Em outros insetos, além das proteinas e lipidios, carboidratos também sé&o

responsaveis pela formacdo do espermatéforo, e ao serem transferidos para a fémea,

afetam sua fisiologia, estimulando a oviposi¢do, acelerando a maturacdo dos ovacitos,



inibindo seu reacasalamento e estimulando contragées no ducto genital necessérias para
o transporte do esperma (Blum et al., 1962; Butterworth, 1969; Hinton, 1974; Friedel e
Gillot, 1977; Paemen et al., 1990; Adams, 2001; Marchini et al., 2003).

Fémeas de Melanoplus sanguinipes (Orthoptera, Acrididae) e de outros
acridideos, retém os ovos no oviduto lateral por um curto periodo de tempo, até que as
condicbes para a postura dos ovos estejam favoraveis. Nestes insetos, sdo 0s
componentes das glandulas acessoOrias masculinas que especificamente disparam a
oviposicao (Yi e Gillott, 2000).

Em Triatominae, as glandulas acessorias masculinas sdo em namero de quatro
pares. Em cada par, todas se justapéem de maneira que as saidas se encontram num
ponto em que uma se estende para frente, denominada de glandula anterior, e as outras
trés para tras, denominadas de glandulas externa, interna e dorsal (Barth, 1958) (Figura
3).

Em Rhodnius prolixus, o espermatoforo varia consideravelmente de tamanho de
acordo com a quantidade de secrecdo estocada nas glandulas acessérias masculinas
(Khalifa, 1950). Um dia ap6s a muda imaginal, as glandulas acessorias masculinas ndo
tém secrecdo e a vesicula seminal ndo tem espermatozdides.

No terceiro dia apds a muda imaginal as glandulas apresentam um material
transparente, e a vesicula seminal continua vazia. No quinto dia, trés dos quatro pares de
glandulas apresentam um material transparente, e 0 quarto par contem uma secrecao
opaca e a vesicula seminal esta cheia de espermatozoéides. Este estagio € atingido
independentemente do fato do inseto esta alimentado ou néo, e ap6s cerca de oito dias
de vida adulta, o macho é capaz de produzir o primeiro espermatoéforo (Khalifa, 1950).

Em machos cuja secrecao das glandulas acessoérias foi esvaziada, apds receber
alimentacdo sanglinea, observou-se um aumento na secre¢do glandular e um grande
espermatoforo foi produzido, enquanto alguns machos que ndo receberam alimentagéo
por um longo tempo nao produziram espermatéforo. Assim, quando a quantidade de

secrecdo nas glandulas acessoérias masculinas é reduzida pelo jejum, ndo ocorre cépula,
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Figure 3: Esquema da genitalia interna masculina de Triatoma brasiliensis de acordo
com o plano do corpo do inseto.Testiculos (T), vaso deferente (vd), vesicula seminal (sv),
glandula anterior (gl1), glandula externa (g2), glandula interna (g3), glandula dorsal (g4),

ducto glandular (gd).
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mesmo se a vesicula seminal estiver repleta de espermatozéides (Khalifa, 1950).

Em muitos insetos, um espermatéforo € depositado na bolsa copulatéria da fémea
durante a cOpula, e 0os espermatozdéides entdo migram para a espermateca onde sao
armazenados até serem usados na fertilizacdo. Em R. prolixus a secrec¢do de trés, dos
quatro pares de suas glandulas acessorias, forma o espermatoforo, a secre¢do do quarto
par, age diretamente no sistema nervoso das fémeas fazendo com que os ductos
femininos se contraiam e os espermatozéides migrem para a espermateca (Davey,
1958).

A atividade secretora glandular em Triatoma infestans depende do estado
nutricional do inseto e o estoque de secre¢cdo comega somente no sexto dia apds a Ultima
muda, em insetos alimentados. A vesicula seminal estd cheia de espermatozoéides até o
oitavo dia, porém a primeira copula, em machos, esta associada a necessidade de mais
de uma alimentacédo sangiiinea para completar a atividade glandular, ou seja, T. infestans
s6 produz secrecao suficiente para formar o espermatéforo, com mais de um repasto. Em
Panstrongylus megistus a formacdo do espermatoforo é semelhante a R. prolixus,
machos alimentados ou ndo, formam o espermatoforo cerca de oito dias ap6s a muda
imaginal (Regis et al., 1985). O estoque da secrecdo nas glandulas em P. megistus pode
ser visto no segundo dia de vida adulta, independentemente da alimentacdo. Analises do
padrao protéico dessas secre¢cdes mostram que os l6bulos dorsal e interno produzem o
mesmo tipo de secrecdo, ao passo que 0s outros dois I6bulos (anterior e externo)
apresentam diferentes padrbes de proteinas (Regis et al., 1987).

Deste modo, conhecer a morfologia do sistema reprodutor masculino, com
abordagens morfométricas dos foliculos testiculares, bem como caracterizar ultra-
estruturalmente as células das glandulas acessérias masculinas, e determinar a
localizacao intracelular de proteinas e carboidratos das mesmas, durante o processo de
maturacdo sexual, pode contribuir para o conhecimento taxondémico de Triatominae e 0s

aspectos reprodutivos em diferentes espécies.

12






2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Relacionar as caracteristicas morfol6gicas e citoquimicas do sistema reprodutor
masculino envolvidas a aspectos taxondémicos e reprodutivos das espécies Triatoma
rubrofasciata, T. brasiliensis brasiliensis, T. juazeirensis, T. brasiliensis macromelasoma e

T. melanica.

2.2 Especificos:

1. Caracterizar morfolégica e morfometricamente os foliculos testiculares nas espécies de
Triatoma, objeto do presente estudo;

2. Conhecer a ultra-estrutura das células epiteliais das glandulas acessorias, nos
primeiros dias de vida;

3. Determinar a localizacdo intracelular de carboidratos e proteinas nas glandulas

acessorias.
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente estudo estdo apresentados na forma de
artigos, os quais foram preparados para submissdo e/ou ja publicados em periddicos
especializados:

3.1 ARTIGO 1.

Morphometry of the testis follicles in Triatoma rubrofasciata (De Geer, 1773)

(Hemiptera, Triatominae). Animal Biology 57: 393-400.

3.2 ARTIGO 2:
A comparative study of testis follicles in species of Triatoma (Hemiptera,

Triatominae). Animal Biology. In press. To be published in Issue 58, 2008.

3.3 ARTIGO 3:
Fine structure of the male accessory glands of Triatoma rubrofasciata (De Geer,
1773) (Hemiptera, Triatominae). Microscopy Research and Technique 70: 355-

360.

3.4 ARTIGO 4:
Ultrastructure of the male accessory glands of two species of Triatoma

(Hemiptera, Reduviidae, Triatominae).

3.5 ARTIGO &:

Ultrastructural localization of basic proteins and carbohydrates in male accessory

glands of two Triatoma species (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae).
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