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RESUMO

A doenca de Chagas apresenta em sua cadeia epidemiolégica hospedeiros
invertebrados, que sdo os triatomineos, insetos hematdéfagos que veiculam
Trypanosoma cruzi, agente etiologico dessa zoonose. Devido a importancia
epidemiolégica dos triatomineos faz-se necessario um estudo detalhado sobre
caracteres morfolégicos e bioquimicos, buscando uma possivel relagédo entre
fatores endogenos, exdgenos e sua capacidade vetorial. Nesta tese foi
desenvolvido o estudo de metabdlitos produzidos pelos triatomineos, dentre esses
os constituintes responsaveis pela coloracdo do conexivo de adultos
de Panstrongylus megistus, Triatoma dimidiata, Triatoma lenti e Triatoma
rubrovaria. Justifica-se a utilizacdo dessas espécies, pois P. megistuse T.
rubrovaria embora de géneros distintos, apresentam a coloragdo vermelha no
conexivo enquanto T. dimidiata e T. lenti contém em seus conexivos, manchas
amarelas. Assim, a identificacdo das substancias responsaveis pela coloragéo do
conexivo dessas espécies sera util para determinacdes de novos marcadores
taxondmicos e também para analises filogenéticas. Dessa forma, foram utilizadas
varias metodologias experimentais para elucidar e caracterizar a constituicdo dos
componentes pigmentados do conexivo. As anadlises feitas por microscopia
eletrénica de varredura e microscopia eletrbnica de transmissdo acopladas com
EDS permitiram a visualizagdo e identificacdo de nanoparticulas e elementos
quimicos. A identificagdo das nanoparticulas foi feita por determinagdo e
mensuragdo dos planos atémicos a partir das imagens geradas pela analise de
MET em alta resolugdo. Foram identificadas por essas técnicas a existéncia de
elementos quimicos constituintes de nanoparticulas, de sangue humano e de [3-
quitina. Os resultados obtidos permitem concluir que a coloracao do conexivo se da
pelo fato de existir nessa estrutura substancias distintas ou em concentragbées
diversas, entre as quais as nanoparticulas e os elementos quimicos que as
constituem. As nanoparticulas encontradas em P. megistus foram identificadas

como Ti, em T. dimidiatacomo Ti203, em T. lenti como Fe,O; e emT.

rubrovaria como FeVOa.

Palavras-chave: Conexivo. Pigmentos. Nanoparticulas. Triatominae.



ABSTRACT

Chagas disease presents in its epidemiological chain invertebrate hosts, which are
the triatomines, hematophagous insects that carry Trypanosoma cruzi, etiological
agent of this zoonosis. Due to the epidemiological importance of triatomines, a
detailed study of morphological and biochemical characteristics is necessary,
seeking a possible relationship between endogenous and exogenous factors and
their vector capacity. In this thesis developed was the study of metabolites
produced by triatomines, among them the constituents responsible for the coloring
of the adult connexive of Panstrongylus megistus, Triatoma dimidiata, Triatoma
lenti and Triatoma rubrovaria. The use of these species is justified because P.
megistus and T. rubrovaria, although of different genera, have a red color in the
connexive while T. dimidiata and T. lenti contain yellow spots on their connective
tissue. The identification of the substances responsible for the coloring of the
connective of these species will be useful for determinations of new taxonomic
markers and for phylogenetic analyzes. In this way, several experimental
methodologies were used to elucidate and characterize the constitution of the
pigmented components of the connective tissue. The analyzes made by scanning
electron microscopy and transmission electron microscopy coupled with EDS
allowed the visualization and identification of nanoparticles and chemical elements.
The identification of the nanoparticles was made by determination and
measurement of the atomic planes from the images generated by the high
resolution MET analysis. These techniques have identified the existence of
chemical elements consisting of nanoparticles, human blood and B-chitin. The
results obtained allow us to conclude that the color of the connective is because of
different substances or in different concentrations, among them the nanoparticles
and the chemical elements that constitute them. The nanoparticles found in P.
megistus were identified as Ti, in T. dimidiata as Ti20s, in T. lenti as Fe203 and in

T. rubrovaria as FeVOas.

Keywords: Connexive. Pigments. Nanoparticles. Triatominae.



1. Introducéo

A doencga de Chagas € uma das doengas parasitarias mais importantes com
graves impactos sociais e econémicos, principalmente na América Latina e no
Brasil (Ramalho et al., 2012). Em paises ndo endémicos como os Estados Unidos,
Japao, Australia e no continente europeu também ha registros de infec¢cao por
Trypanosoma cruzi, porém nesses paises a via de transmissao néo se faz por meio
do vetor, mas pela emigracéo e deficiéncia de triagem em bancos de doagcao de
sangue. A auséncia de controle em bancos de sangue, assim como a insuficiéncia
de profissionais treinados, faz com que a transfusao sanguinea seja considerada a
segunda via de transmisséo da doenga de Chagas, representando de 12% a 20%
das infec¢des (Schmunis & Dias, 2000). Desde 1984, a Organizacao Mundial da
Saude (OMS) tem recomendado o uso de cristal violeta em bancos de sangue em
areas endémicas para prevenir a transmissao por transfusao de sangue (Ramalho
et al., 2012).

A fase aguda da doenga de Chagas geralmente é assintomatica, em que por
volta de 10% dos pacientes apresentam quadro febril por 6 a 10 dias apods a
infeccao e que desaparece espontaneamente entre 4 e 8 semanas. Apds a fase
aguda a doenga progride para a fase crénica (Rassi et al., 2000), que dependendo
da regido geografica cerca de 20% a 35% dos individuos infectados acabam por
desenvolver lesbes no sistema nervoso, coracéo, eséfago e coélon (Steindel et al.,
2008). Outra forma de contagio € por meio da ingestdo do vetor ou de seus dejetos,
com notificagcbes nos estados da Bahia, Ceara, Piaui, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Sao Paulo e principalmente no Amazonas, Maranhao, Mato Grosso,
Amapa, Para e Tocantins. Estados esses onde ha o maior numero de surtos
registrados, evidenciando o mau preparo de alimentos e os problemas associados
a higiene e saude publica (Dias, 2006; OMS, 2009).

A transmissao vetorial de T. cruzi é a forma mais importante de transmissao
da doenga de Chagas, fazendo-se de grande importancia o controle populacional
de triatomineos infectados (Rabinovich et al., 1979; Litvoc, 1985; Dias & Coura,
1997), principalmente nas areas peri e intradomiciliares, uma vez feita a observagéao
de que o combate sistematico a esses vetores reduz drasticamente a expansao da
doenca (Dias, 2000).



Estima-se que cerca de 7 a 8 milhdes de pessoas (WHO, 2016) estejam
infectadas apenas no mundo, dentre elas 30% apresentam problemas cardiacos
na fase crénica da doenca, 10% desenvolvem problemas digestivos, alteragcbes
neuroldgicas ou ambos e mais de 25 milhdes de pessoas vivem em areas de risco
(WHO, 2013; WHO 2016). Essas ocorréncias estao relacionadas principalmente a
invasdo humana aos ecotopos silvestres, o que facilita o contato entre os
triatomineos parasitados por T. cruzi e o homem, proporcionando desse modo o
ambiente ideal para o seu desenvolvimento e proliferagcédo vetorial (Vinhaes & Dias,
2000).

Em 1907, Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas foi designado pelo seu
diretor Dr. Oswaldo Gongalves Cruz a desenvolver em Minas Gerais uma
campanha contra a malaria, devido a contaminagao de trabalhadores que
participavam da construcao da Estrada de Ferro Central do Brasil. Carlos Chagas
obteve entao relatos de nativos sobre um inseto conhecido por eles como barbeiro,
que possuia habito noturno e se alimentava do homem. O pesquisador brasileiro
percebeu tratar-se de um hematofago, hemiptero heterdptero, género Conorhinus,
que atualmente é denominado Panstrongylus megistus (Chagas, 1909).

Atualmente sdo descritas 152 espécies distribuidas em 18 géneros de
triatomineos, dentre esses trés, Panstrogylus, Rhodnus e Triatoma possuem maior
importancia epidemiolégica por conterem a maior parte de espécies relativas a
transmissdo da doenga de Chagas ao homem (Rosa, et al., 2012, Galvéo, 2015;
Mendonga et al., 2016).

No Brasil apesar de serem encontradas 66 espécies, 0 maior numero de
incidéncia peri ou intradomiciliar referem-se as espécies: P. megistus, T.
brasiliensis, T. infestans, T. pseudomaculata e T. sordida, por oferecerem maior
risco epidemioldgico (Coura & Dias, 2009; Galvao, 2015; Rosa et al. 2017). As
regides de maior incidéncia do género Triatoma encontram-se nos Estados do Rio
Grande do Sul, parte de Santa Catarina e regiao noroeste do Parana, Minas Gerais,
Sé&o Paulo, Goias, Estados do Nordeste, do mesmo modo que foram registrados
focos de transmissao por meio de Rhodinus no Para, Amapa e no Alto do Rio Negro
(Silveira & Rezende, 1994; Dias, 2009).

As acgdes decorrentes da Iniciativa Cone Sul em 1991 controlaram nao s6 o
vetor, mas também o contagio por meio de transfusdo sanguinea, fazendo com que

a doenca de Chagas no Brasil decrescesse significativamente (Vinhaes & Dias,
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2000). Entretanto, outras espécies também podem habitar areas préximas a
domicilios, como T. rubrovaria, que apos o controle de T. infestans no Rio Grande
do Sul, apresentou crescente captura intradomiciliar, porém sem a comprovagao
da domiciliagao (Almeida et al., 2000; Silveira & Dias, 2011). A ocorréncia de
diferentes espécies de triatomineos e suas distribui¢des geograficas em fungéo dos

biomas que ocupam, é retratado no grafico a seguir (Gongalves et al., 2011) (Figura
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Figura 1. Ocorréncia relativa de 16 espécies de triatomineos em diferentes biomas

(Gongalves et al., 2011).

O controle de T. infestans favoreceu a disseminacao de T. rubrovaria e P.
megistus, que passaram a assumir maior relevancia epidemioldgica devido a sua
capacidade de colonizar areas peridomiciliares (Almeida et al., 2000; Silveira &
Dias, 2011). Ao transportar lenha os préprios moradores acabam carregando os
triatomineos para areas peri ou intradomiciliares, facilitando a invasao residencial

pelos mesmos, ou por intermédio da cobertura vegetal (Dias, 2000).



Triatoma rubrovaria encontra-se em uma area restrita ao bioma Pampa, na
regiao Sul do Brasil abrigando-se em rochas localizadas em areas peridomiciliares,
podendo se alimentar de varios animais e insetos além do homem (Salvatella,
1995).

Outro fator de importancia epidemiolégica é a grande distribuigdo geografica
de P. megistus, sendo a espécie mais amplamente distribuida pelo Brasil (Silveira,
2011), podendo ser encontrado em diversos biomas como cerrado, caatinga,
floresta Atlantica e, assim como T. rubrovaria, nos pampas, como mostrado no
mapa abaixo de distribuigdo geogréfica de triatomineos das espécies T. rubrovaria

e P. megistus (Gongalves et al., 2011) (Figura 2).

Figura 2. Distribuicdo geografica de T. rubrovaria (a) e P. megistus (b) (adaptado

de Gongalves et al., 2011) no Brasil.

Exemplares de Triatoma lenti s&o encontrados apenas no Brasil (Alevi et al.,
2013, Galvao, 2015), nos Estados da Bahia e Goias e assim como P. megistus,
habitam biomas como caatinga e cerrado (Gongalves et al., 2011), podendo ser
encontrados também em locas de pedras (Sherlock & Serafim, 1967), mais
distantes de areas peridomiliciares.

Situado nas partes laterais do abdémen, o conexivo pode apresentar de duas
a trés manchas por segmento, variando entre as espécies. Nas formas adultas de
triatomineos cada metédmero € separado por linhas intersegmentares, havendo

diferenciacao entre as espécies quanto a disposi¢cao, tamanho e coloragdo. Machos
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apresentam estrutura continua e fémeas apresentam uma pequena interrupgao na
altura do ovipositor (Rosa & Barata, 1997).

O estudo do conexivo tem contribuido para a determinacao de espécies da
subfamilia Triatominae. Assim no género Panstrongylus oito espécies foram
identificadas por meio do conexivo, bem como 24 de Triatoma e seis de Rhodnius
(Lent & Wygodzinky, 1979).

2. Revisao da Literatura

2.1. A importancia do estudo do conexivo nos Triatominae.

Podem-se citar trabalhos que fazem referéncia sobre o estudo do conexivo
como Pessba 1969, Gongalves 1985, Juberg 1986 e Rosa & Barata 1997, em que
€ descrito a disposicao e coloragao do conexivo de seis espécies de triatomineos.
Outro trabalho importante para esse estudo foi o de Villela, 1975 que identificou
dois pigmentos (eritropterina e xantopterina) no conexivo de Ponstrongylus
megistus, Rhodnius prolixus e Triatoma brasiliensis.

Em particular, Triatoma se reveste de importancia epidemioldgica, devido a
maior parte de espécies vetoras de T. cruzi ao homem pertencerem a esse género,
como T. infestans, que era considerada até 1970 como principal espécie
domiciliada (Vinhaes & Dias, 2000). Em casos como esse, os aspectos
morfolégicos e bioquimicos podem nortear e auxiliar o entendimento acerca de
caracteres taxonOmicos e/ou fisiolégicos das espécies de triatomineos, pois as
mesmas estdo inseridas em uma complexa cadeia epidemiolégica em que os
vetores estdo associados a populagbes do parasita T. cruzi, assim como a

diferentes reservatorios vertebrados incluindo os humanos.



2.2. Constituicdo da hemolinfa dos Triatominae:

A constituicdo elementar da hemolinfa nos triatomineos contém
essencialmente Cl, K, Ca, Fe e Zn, (Manturano et all, 2012).

Os triatomineos, tem em sua estrutura um exoesqueleto formado por [3-
quitina (Imbert-Palafox, 2013).

A quitina é um polimero linear com unidade repetitiva de dissacarideos
formados por 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose unidos por ligagao glicosidica (Figura 03). A quitina pode ser
encontrada como estruturas polimérficas como a-, B- e y-quitina. A a-quitina, assim
como a 3-quitina é encontrada na formacao do exoesqueleto de artrépode, sendo
nesse caso associadas a proteinas, materiais orgénicos ou ambos (Campana-
Filho, 2007).

CUHAOH .
a 0O ) MHCOCH,
iz HI T "
NHCOCH; CHLOH

OUITINA

Figura 3. Conformagao molecular de quitina.

2.3. Constituintes do sangue humano:

Os triatomineos sdo hematofagos, se alimentam de sangue humano e de
animais silvestres e domésticos, Silva, 2014 coletou cerca de 2500 exemplares de
P. megistus em peridomicilio no estado de Sao Paulo entre os anos de 2010 e 2012,
dos quais cerca de 23% estavam infectados por T. cruzi. Desses insetos, trés deles
revelaram habitos alimentares por sangue humano e o restante por sangue de
marsupiais e roedores.

No sangue humano encontram-se diferentes concentragdes de elementos
quimicos. S&o encontrados no sangue humano, elementos como Na, K, P, Ca, Mg,
Cu, Zn, Se e albumina, Fe, Sr, Mo, Cs e Ag. O Fe é trocado rapidamente entre o

soro e os eritrécitos em condigdes de redugcdo anaerdbias, ja Mo e Ag nao tem



funcao bioldgica conhecida, enquanto o Cu e o P influenciam no estrogeno em
pessoas do sexo femino (HASEGAWA, 2001).

Os minerais encontrados no organismo humano, sao divididos em trés
grupos com base na sua importancia para o funcionamento do corpo humano.

Elementos maiores (macro nutrientes), oligoelementos (macro nutrientes) e
elementos ultra-tragco (micro nutrientes). Os principais elementos encontrados sao
Na, K, Ca, Mg, P, S e cloro necessarios em concentragdes maiores que 50 mg/d,
os oligoelementos séo o Fe, |, F, Zn,Se, Cu, Mn, Cr, Mo, Co, Ni, necessarios em
concentragbes menores que 50 mg/d. J& os elementos ultra-tragos ou
micronutrientes tais como Al, As, Ba, Bi, B, Cd, Cs, Ge, Hg, Li, Pb, Rb, Si, Sm, Sn,

Sr, Tl, Ti, W sdo encontrados geralmente em menos de 1ug/g (Solayman, 2016).

2.4. Microscopia Eletrénica:

No estudo de materiais em escala nanomeétrica, como nanoparticulas, sdo
utilizados dois tipos de técnicas de microscopia, microscopia eletrébnica de
varredura (MEV) e microscopia eletrbnica de transmissdao (MET). A microscopia
Optica nao funciona para o estudo de nanomateriais por que sua resolucao é da
ordem de 200nm, definida pelo critério de Rayleigh.

A microscopia eletrbnica de varredura se mostrou indispensavel em
pesquisas com materiais biolégicos, contribuindo para a classificagao e taxonomia
de insetos e fungos e em pesquisas de estrutura de superficies biolégicas. Por
fornecer imagens em aumento de até 100 000x (resolucao de até 1nm) e com alta
profundidade de campo, a topografia superficial de objetos sdlidos pode ser

observada com facilidade (Galleti, 2003).

A microscopia de duplo feixe (FIB; Focus lon Beam), é uma técnica de
microscopia eletrébnica mais complexa em que se utiliza um feixe de elétrons e um
feixe de ions, controlados de forma independente, para o estudo do objeto. O feixe
de elétrons é similar ao utilizado em microscopia eletrénica de varredura (Echlin,
2009; Williams, 2009), fornecendo as caracteristicas morfoldgicas da amostra. Ja o
feixe de ions é utilizado para cortar partes da amostra visando seu estudo interno.

Assim, a microscopia de duplo feixe permite o estudo em varias camadas alvos os



tipos de estruturas quimicas e bioloégicas, bem como a estrutura dos pigmentos e
seus aglomerados. Utilziando softwares especiais esta técnica também permite a
realizacdo de reconstrucdo 3D do objeto, fornecendo um conhecimento mais
aprofundado quando comparado a outros tipos de microscopia, dando subsidios de
validacdo e criagdo de novas moléculas e estruturas quimicas/biolégicas
combinando FIB e MET (Tzai, 2014).

A microscopia eletrdnica de transmissado, pela caracteristica do feixe de
elétrons atravessar a amostra, possibilita a identificacdo de estruturas
tridimensionais no plano. Ela € amplamente utilizada nas ciéncias de materiais na
caracterizagdo de nanoestruturas e nanoparticulas, podendo obter imagens de de
planos atdmicos que auxiliam a identificagdo de estruturas cristalinas,
nanoparticulas e nanoestruturas (Oliveira, 2014).

Neste projeto utilizou-se técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV)
e microscopia eletrbnica de transmissdao (MET) para obter imagens que
proporcionem informacdes a respeito da textura das amostras do conexivo de

P.megistus, T. dimidiata, T. lenti e T. rubovatria.

2.5. Espectroscopia por Dispersdao em Energia de raio-x (EDS):

A composi¢ao quimica dos materiais foi estudada pela técnica de
espectroscopia por dispersdo em energia de raio-X (EDS) realizada dentro do
microscopio eletrénico de varredura (MEV), no microscopio de duplo feixe e no
microscopio eletrénico de Transmissao (MET) .

A identificacdo de metabdlitos necessita de instrumentacao sofisticada, que
concilie sensibilidade, seletividade e rapidez (LEI, 2011), justificando assim o uso
das técnicas acima citadas, que permitem a identificagdo de milhares de ppm de
um elemento presente na amostra.

Além de uma possivel contribuicdo que o presente estudo tem em relacéo a
marcadores taxondmicos e analises filogenéticas, € também valido mencionar sua
possivel importancia para a Vigilancia Entomoldgica. A Vigilancia Entomolégica
leva em conta fatores relacionados aos artropodes que influenciam no padrao de
transmissado da doencga, o que permite a realizagdo de intervencdes eficazes para

evita-la ou aborta-la (Gomes, 2002).



A existéncia de poucos trabalhos envolvendo o estudo dos conexivos chama
bastante atencado, assim faz-se necessario o estudo detalhado sobre suas
caracteristicas estruturais, morfologicas e bioquimicas (Rosa, 2017).

Sendo assim, a determinacdo de metabdlitos de triatomineos podera
contribuir para fornecer informagdes que podem culminar em medidas para

controlar ou reduzir a abundancia de vetores.



3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral:
Desenvolver e empregar metodologias experimentais para buscar

esclarecimentos sobre os constituintes quimicos encontrados nos triatomineos.

3.2. Objetivos Especificos:
o Estudar os constituintes do conexivo de exemplares adultos de P.megistus,

T. dimidiata, T. lenti e T. rubrovaria.

o Executar analises dos constituintes do conexivo por meio de microscopia

eletrénica de varredura e de microscopia eletrénica de transmisséo.

e Executar analises de aglomerados e nanoparticulas isoladas, por meio de
EDS.

e Proceder analise qualitativa de nanoparticulas e elementos quimicos

encontrados no conexivo de P.megistus, T. dimidiata, T. lenti e T. rubrovaria.
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4. Material e Métodos

4.1. Obtengao dos exemplares de triatomineos

Os exemplares de P. megistus utilizados neste projeto foram oriundos das
colénias denominadas CTA 015 (Sitio Caranda, Araraquara/SP, 11/04/00), CTA
026 (Carmo do Paraiba e Lagoa Formosa/MG, domicilio, 11/02/85), CTA 030
(Ortiqueira/PA, peridomicilio, 11/02/85), e CTA 033 (Rio Grande do Sul, Brasil,
06/04/01), e CTA 032 (Varginha/MG, doado por Carlos Frederico, E. N. S.,
22/10/00).

Os exemplares de T. lenti foram obtidos da col6nia denominada CTA 212

(Macaubas/BA, Cana Brava, peridomicilio, galinheiro, 29/09/09).
Os exemplares de T. rubrovaria foram retirados das colénias denominadas CTA
162 (Quarai/RS, 26/03/02), CTA 169 (Cagapava do Sul/RS - Guaritas, 19/12/90),
CTA 231 (Quarai/RS, 30/07/08), CTA 232 (Municipio de Alegrete/RS, 20/01/12),
CTA 233 (Municipio de Alegrete/RS, 20/01/12) e CTA 234 (Municipio de
Alegrete/RS, 20/01/12).

Os exemplares de T. dimidiata foram obtidos da colénia denominada CTA 260,
(América Central/ Laboratério de Medicina Tropical/RJ, 18/08/2013, doado por
Cleber Galvao I0OC/RJ).

Figura 4. Insetario de Triatominae da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

UNESP de Araraquara — SP.
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4.2. Manutengéo e uso de colbnias de triatomineos

Os exemplares que foram utilizados neste trabalho sdo mantidos em coldnias
no Insetario de Triatominae da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara (UNESP). Foram escolhidos aleatoriamente exemplares adultos mortos

das colbnias referidas.

4.3. Caracterizagado de substéancias e estruturas encontradas no conexivo
dos triatomineos.

4.3.1. Preparagéo e separagédo do conexivo de P. megistus, T. dimidiata, T. lenti e

T. rubrovaria.

Os triatomineos foram retirados recém mortos das col6nias e colocados em
estufa a 34 C por uma semana, ou até que estivessem livre de humidade.
Apds secos, o conexivo dos triatomineos era separado do corpo com o

auxilio de uma lupa, tesoura inoxidavel de ponta reta e pinga reta pequena.

4.3.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Os conexivos foram colocados em cubos de ago inox e metalizados com
carbono para diminuir o carregamento atdmico, fazendo com que a imagem obtida
no MEV fosse mais nitida.

Para melhor compreensao dos dados elementares apresentados anteriormente,
foram feitas algumas analises da camada superficial externa do conexivo de
Ponstrongylus megistus, Triatoma lenti, Triatoma rubrovaria e Triatoma dimidiata,
por meio de microscopia eletrénica de varredura utilizando (FEI; Helios Nanolab
600i) equipado com detector de EDS (energy dispersive x-ray detector; Oxford

instruments, modelo X max N50, como ilustrado na Figura 5) (Tzay et al, 2014).

No laboratério de microscopia avancada do Instituto de Quimica da UNESP de
Araraquara, P. megistus, T. rubrovaria, T. lenti e T. dimidiata, foram analisadas a

camada superficial externa e interna com e sem pigmento do conexivo.
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Figura 5. Microscopio eletrénico de varredura de feixe duplo, EI - modelo Helios

Nanolab 600i, do laboratério de Microscopia Avangada do Instituto de
Quimica/UNESP/Araraquara.

O alvo de estudo do conexivo foram os pigmentos, embora as caracteristicas
morfolégicas das camadas externas e internas do conexivo tenham sido
analisadas, para que fosse demonstrado a diferenciacado entre elas. Essa analise
possibilitou a observagao da morfologia das estruturas bem como a composi¢ao de

elementos quimicos constituintes dos pigmentos do conexivo das duas espécies.

Para obtencdo de imagens dos conexivos por meio de microscopia de
varredura, foram utilizadas magnificagdes de 200, 650 e 3500 vezes a 2 kV e 11
pA. Para as andlises de EDS, utilizou-se uma magnificagdo de 1000 vezes,
voltagem de10 kV e corrente eletrbnica de 43 pA. Foram feitos orificios por meio
de canhé&o de ions (FIB), medindo 30 X 37 uym e profundidade de 10 pm foram

realizados com magnificagao de 2000 vezes a 16KV e 11nA.

Apés analisadas as estruturas e a morfologia topografica dos conexivos, foram

analisados no EDS, inserido no Microscépio de varredura.

4.3.3. Extracdo do pigmento do conexivo de P. megistus, T. dimidiata, T. lenti e T.

rubrovaria.
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Os triatomineos foram retirados da colénia recém mortos, e colocados para
secagem em estufa a 34 C por uma semana ou até que estivessem totalmente
livres de humidade.

Para essa analise, o conexivo foi separado do triatomineo com tesoura de aco
inoxidavel, a porcao pigmentada interna do conexivo de quatro exemplares de cada
espécie estudada foi raspada com auxilio de um bisturi e alcool isopropilico 100%.

Em seguida foram armazenados em micro tubos e congelados a -20 °C.

4.3.4. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Para o estudo das amostra por microscopia de transmissdo os materiais
forma suspendidos em alcool isopropilico e deixado em banho ultrassénico por 3
minutos. Apds, uma gota da suspensao foi depositada sobre uma grade de cobre

recoberta com carbono especial para observacéao por MET.

Para obtencdo das imagens, foram utilizadas o Microscépio Eletrénico de
Transmissdo Philips CM200 em magnificagdes diversas, dependendo das

condigdes e das estruturas em escalas nanométricas a 120 Kv (Figura 6).
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Figura 6. Microscopio eletrénico de transmissédo Philips CM200 - Laboratério de

Microscopia  Eletrébnica do Instituto de  Quimica/lUNESP/Araraquara.

Os elementos quimicos presentes nas amostras estudadas por MET foram
analisados por EDS (Bruker; modelo Xflash 6T130), com janela de 30 mm?Z, inserido
no proprio microscopio. Uma vantagem da técnica de EDS no MET & a menor
interacdo do feixe com a amostra permitindo melhor resolugao lateral, que é
importante para o estudo de nanoestruturas. Em alguns casos, a técnica de EDS
nao permitiu uma contagem elevada dos elementos presentes nos materiais e,
quando pertinente, utilizamos a técnica de microscopia eletrénica de transmisséo
de alta resolugéo (HRTEM) para a visualizagdo de um conjunto de planos atémicos

presentes nos materiais.

Para analise dos planos atémicos, foi calculada as distancias interplanares a

partir de imagens de alta resolucao no software ImageJ (gratis).

Os aglomerados foram mensurados a partir das imagens produzidas por MEV,
a partir de 200 particulas a partir do software ImagedJ (gratis), descrevendo seu

tamanho e desvio padrao.
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5. Resultados

5.1. Microscopia eletrénica de varredura.

Foram examinadas amostras do conexivo de P. megistus, T. rubrovaria, T. lenti
e T. dimidiata, por meio de microscopio eletrdbnico de varredura. As imagens
observadas da porgdo pigmentada do conexivo de P.megistus mostraram a

presencga de estruturas esféricas ou aglomerados de diversos tamanhos (Figura 7).

Figura 7. Imagem de porcdo vermelha do conexivo de P. megistus por meio de
microscopia eletrénica de varredura, com aumentos de 650, 3500, 10000 e 65000
vezes, respectivamente. a) Localizagdo dos aglomerados. b,c e d) Estruturas

esféricas.
As imagens por MEV, mostram estruturas esféricas mesmo na porgao nao

pigmentada de P. megistus, essas estruturas aparecem na porgéo preta em

menor numero do que na porgao pigmentada (Figura 8).
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Figura 8. Imagem da porgcédo preta do conexivo de P. megistus por meio de
microscopia de varredura, com aumentos de 650, 3500 e 10000 vezes

respectivamente. a) Localizagdo dos aglomerados. b e c) Estruturas esféricas ou

aglomerados.

A titulo de comparacgao foram feitas analises da porgéo externa do conexivo de
P. megistus, tanto na porgao pigmentada quanto da porgdo ndo pigmentada. As
imagens obtidas ndo revelaram as estruturas esféricas encontradas na parte

interna do conexivo (Figura 9 e 10).
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Figura 9. Imagem da por¢cdo externa da porgdo vermelha do conexivo de P.
megistus por meio de microscopia de varredura por FIB, com aumentos de 100 e

10000 vezes respectivamente.

Figura 10. Imagem da porgéo externa preta do conexivo de P. megistus por meio
de microscopia de varredura por FIB, com aumentos de 650 e 10000 vezes

respectivamente.

Em T. rubrovaria foi encontrada uma grande concentragéo de esferas na parte
interna do conexivo, mas somente na porgdo vermelha (Figura 11). Na porgéo
preta da parte interna do conexivo o relevo das imagens se mostraram
semelhantes a parte externa do conexivo tanto na porgédo vermelha externa quanto

na porcao preta externa (Figura 12,13 e 14).
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Figura 11. Imagem da porgao interna vermelha do conexivo de T. rubrovaria por
meio de microscopia eletrénica de varredura por FIB, com aumentos de 100, 650,
10000 e 65000 vezes respectivamente. a e b) Localizagao dos aglomerados. ¢, d)

estruturas esféricas.

de microscopia eletronica de varredura por FIB, com aumentos de a) 200, b) 650,
c) 10000, d) 65000 vezes.
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Figura 13. Imagem da porgao externa vermelha do conexivo de T. rubrovaria por
meio de microscopia de varredura por FIB, com magnificagdes de a) 650, b) 3500,
c) 10000, d) 65000 vezes.
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Figura 14. Imagem da porgao externa preta do conexivo de T. rubrovaria por meio
de microscopia de varredura por FIB, com aumentos de a) 200, b) 650, c) 3500, d)

10000 vezes.
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Figura 15. Imagem da porcéo interna amarela do conexivo de T. lent por meio de
microscopia de varredura por FIB, com aumentos de a) 200, b) 650, c) 3500, d)
10000 vezes.

Em T. lenti foram encontradas esferas na porgéo interna pigmentada, essas
esferas encontram-se ancoradas no assoalho da amostra e visualizadas apenas na
magnificagao de 10.000X, (Figura 15). As esferas nao foram encontradas na por¢ao

interna preta, nem na parte externa do conexivo (figura 16, 17, 18).
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Figura 16. Imagem da porcéo interna preta do conexivo de T. lenti por meio de
microscopia de varredura por FIB, com aumentos de a) 200, b) 650, c) 3500, d)
10000 vezes.

Figura 17. Imagem da porcao externa amarela do conexivo de T. lenti por meio de
microscopia de varredura por FIB, com aumentos de a) 200, b) 650, c) 3500, d)
10000 vezes.

22



Figura 18. Imagem da porcao externa preta do conexivo de T. lenti por meio de
microscopia de varredura por FIB, com aumentos de a) 200, b) 650, c) 3500, d)
10000 vezes.

- )

Figura 19. Imagem da porcgéo interna amarela do conexivo de T. dimidiata por meio
de microscopia de varredura por FIB, com aumentos de a) 200, b) 650, c) 3500, d)
10000 vezes.
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O mesmo ocorreu em T. dimidiata, onde foram encontradas esferas
incrustadas somente na parte interna pigmentada do assoalho do conexivo (Figura
19), essas esferas ou aglomerados de nanoparticulas ndo foram encontradas em

nenhuma outra parte do conexivo seja interno ou externo (Figura 21, 21 e 22).

Figura 20. Imagem da porcéo interna preta do conexivo de T. dimidiata por meio de
microscopia de varredura por FIB, com aumentos de a) 200, b) 650, c) 3500, d)
10000 vezes.
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Figura 21. Imagem da porgéao externa amarela do conexivo de T. dimidiata por meio

de microscopia de varredura por FIB, com aumentos de a) 200, b) 650, c) 3500, d)
10000 vezes.
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Figura 22. Imagem da porgéo externa preta do conexivo de T. dimidiata por meio

de microscopia de varredura por FIB, com aumentos de a) 200, b) 650, c) 3500, d)
10000 vezes respectivamente.
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Foram feitos orificios por meio de ions de galio, para verificar se haviam os
mesmos elementos no interior da amostra (Figura 23 e 24).

Quando feito o EDS, tanto na porgéo pigmentada interna, quanto na porgéo
nao pigmentada interna, nota-se os mesmos elementos encontrados na superficie
interna dos conexivos analisados anteriormente. Nao foi possivel realizar a analise
com triatomineos de pigmentacdo amarela, pois nessas espécies, havia um
carregamento de elétrons muito grande, dificultando a visualizagdo pela
microscopia iénica, sendo impossivel realizar o corte das camadas por meio de
ions de galio. O magnésio ndo pode ser detectado, pois a borda K-a de emissao

de raios-X do Mg superpde com a borda de emissao L-a do Ga.

25pm
Figura 23. Imagem de orificio feito por ions de galio, 30x37 ym, com profundidade
de 10 ym da por¢ao vermelha do conexivo de T. rubrovaria por meio de Microscopia
de duplo feixe (FIB) (1000X, 10 KV e 43pA).
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25um
Figura 24. Imagem de orificio feito por ios de galio, 30x37 ym, com profundidade
de 10 um da porgao escura do conexivo de P. megistus por meio de Microscopia
de duplo feixe (FIB) (1000X, 10 KV e 43pA).

Os resultados obtidos por EDS no MEV mostraram que todos os elementos
encontrados na porgéo interna sdo também encontrados na externa do conexivo
de P. megistus, T. rubrovaria, T. lenti e T. dimidiata seja na porgéo pigmentada ou
ndo pigmentada. A diferenga observada foi a presenga de magnésio somente na
porcao interna das quatro espécies estudadas. Em P. megistus, além de todos os
outros elementos encontrados no conexivo, pode-se notar a deteccdo de
magnésio, tanto na porgao pigmentada, quanto na por¢do ndo pigmentada. Em T.
rubrovaria, T. lenti e T. dimidiata, a detec¢cdo de aglomerados s6 ocorreu na porgao
pigmentada (Tabela 1).
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Tabela 1. Elementos quimicos encontrados no conexivo de quatro espécies de

Triatominae por meio de EDS/FIB.

Conexivo Interno

Conexivo Externo

P.

meg T. rub

T. len

—~

. dim

P. meg

T. rub

T. lent

—~

. dim

P

P

P

P

P

P

Carbono

Sodio

Nitrogénio

Oxigénio

Fosforo

Enxofre

Cloro

Potassio

X| X| X| X| X| X| X| X|#©&

X| X| X| X| X| X| X| X

X| X| X| X| X| X| X| X|=&

X| X| X| X| X| X| X| X|#=&

X| X| X| X| X| X| X| X

X| X| X| X| X| X| X| X|#©&

X| X| X| X| X| X| X| X

X| X| X| X| X| X| X| X|#©&

X| X| X| X| X| X| X| X

X| X| X| X| X| X| X| X|=&

X| X| X| X| X| X| X| X|©

X| X| X| X| X| X| X| X|®©&

Magnésio

X| X| X| X| X| X| X| X| X| =&
X| X[ X| X| X| X| X| X| X

X

X| X| X| X| X| X| X| X| X| 7T

P=Com pigmento

X
X
X
X
X
X
X
X
X
%)

= Sem pigmento

O tamanho das esferas ou aglomerados foram analisadas estatisticamente

mostrando que P. megistus tem esferas com tamanho médio de 0,513 pm e desvio

padrao 0,165 uym (Figura 25), em T. dimidiata essa média é de 0,938 ym com desvio

padrao de 0,272 ym (Figura 26), em T. lenti a média foi de 0,366 um e desvio padrao

de 0,141 uym (Figura 27) e em T. rubrovaria, a média foi de 0,743 ym com desvio

padrao em 0,238 ym (Figura 28).
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oparticu

Figura 25. Histograma do didametro (um) de esferas/aglomerados de nan

observadas em P. megistus.
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Figura 26. Histograma do didametro (um) de esferas/aglomerados de nan

observadas em T. dimidiata.
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5.2. Microscopia Eletrénica de Transmissao — MET

Foi examinada a porgao pigmentada interna de P. megistus, T. dimidiata, T.

lenti e T. rubrovaria, para verificar as estruturas encontradas nesse substrato.

As analises por TEM de P. megistus, evidenciam uma grande quantidade de
nanoparticulas, que em aumentos maiores mostram nanoparticulas tipicas de
estruturas de carbono (Figura 29).

Ja em T. dimidiata, as imagens obtidas revelam uma boa concentragcado de
nanoparticulas (Figura 30, a,b,c) aparentemente essas estruturas sdo octogonais e

maiores do que as nanoparticulas encontradas em P. megistus e T. rubrovaria.

Figura 29. Imagens obtidas por MET da porg¢édo pigmentada de P. megistus. a, b)

possiveis nanoparticulas. ¢, d) nanoparticulas com aproximadamente 50 nm.
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Figura 30. Imagens por MET da porgao pigmentada de T. dimidiata. a), b) Possiveis

nanoparticulas. c¢) Estruturas disformes com aproximadamente 600 nm. d)

Estrutura octagonal com 750nm.

Em T. lenti, ndo foram encontradas nem nanoparticulas hexagonais, nem nano
tubos, mas estruturas disformes (Figura 31, a,b), que observadas em grandes

aumentos revelam padrdes de planos atémicos (Figura 31, c,d).
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Figura 31. Imagens por microscopia eletrbnica de transmissédo da porgao
pigmentada de T. lenti. a, b) Possiveis nanoparticulas c) Estruturas disformes com

aproximadamente 350 nm, d) Planos atdmicos.

Em T. rubrovaria, além das nanoparticulas hexagonais, as imagens mostraram

também, nano tubos (Figura 32 c, d).
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Figura 32. Imagens obtidas por MET da porgédo pigmentada de T. rubrovaria. a),
b)Possiveis nanoparticulas e nano tubos. c), d) nanoparticulas ocas hexagonais e

nano tubos com aproximadamente 40 nm.

Em P. megistus, na figura 33, pode ser visto uma particula, constituida por
0O, C, K, Na, Mg, P e S. O cobre visto (Figura 34) por EDS faz parte da grade
utilizada para a fixagdo do material para observagédo no microscépio eletrénico de
transmissdo. Ja na figura 35, pode ser visto a presenca de Ti. Nesse tipo de
particula, por ndo ser uma estrutura cristalina, ndo pode ser realizada a medidas

dos planos atdmicos.
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Figura 33. Imagens obtidas por MET de precipitado extraido da porgéo pigmentada
de P. megistus.
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Figura 34. Grafico resultante de precipitado da porgcédo pigmentada de P. megistus

por meio de EDS, que evidencia elementos quimicos.
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Figura 35. Grafico resultante de precipitado da porgao pigmentada de P. megistus

por meio de EDS, que evidencia elementos quimicos.

Em T. dimidiata, a estrutura vista na figura 36, também nao cristalina e com
caracteristicas de precipitado ou aglomerado, quando feito o EDS, além de todos
os elementos citados anteriormente, pode ser visto o Mg (Figura 37). Na figura 38,
mostra um aglomerado de nanoparticulas, diferentes da figura 36, nessa pode ser

visto na EDS da figura 39, a presenca de Ti.
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Figura 36. Imagns obtidas por MET de precipitado extraido da por¢gao pigmentada
de T. dimidiata.
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Figura 37. Gréfico resultante de precipitado da porgéo pigmentada de T. dimidiata
por meio de EDS, que evidencia elementos quimicos.
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Figura 39. Gréfico resultante de precipitado da porgéo pigmentada de T. dimidiata

por meio de EDS, que evidencia elementos quimicos.
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Figura 40. Imagens de precipitado d-a'porééo pig.mentada de T/éhtiobtidas pér MET
mostrando nanoparticulas na extremidade esquerda e ao centro.
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Figura 41. Gréfico resultante de precipitado da porgédo pigmentada de T. lenti por

meio de EDS, que evidencia elementos quimicos.
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50 nm

Figura 42. Imagens obtidas por MET de nano particula extraida da porgéo
pigmentada de T. lenti.

Visualizagdo de uma estrutura ou aglomerado em T. lenti que difere estruturas
de P. megistus, T. rubrovaria e T. dimidiata quanto a detecgdo de Mg por EDS
(figura 41). Na figura 42 a visualizagdo de nanoparticulas demonstra por meio de
EDS (Figura 43) a presenga de Ca e Fe.
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Figura 43. Gréafico resultante de precipitado da porgéao pigmentada de T. lenti por
meio de EDS, que evidencia elementos quimicos.
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Figura 44. Imagens obtidas por MET de precipitado extraido da porgéo'pigmentadé
de T. rubrovaria.
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Em T. rubrovaria, o precipitado ou aglomerado de nanoparticulas na figura
44, por nao ser uma estrutura cristalina, foi analisado por EDS, determinando sua
constituicdo (Figura 45) por varios elementos visto anteriormente inclusive o Mg.
Contudo, na figura 46 pode ser visto nanoparticulas que quando analisados por
EDS (Figura 47), mostra a detecgéo de Fe, Mg e V.
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Figura 45. Grafico resultante de precipitado da porgéo pigmentada de T. rubrovaria
por meio de EDS, que evidencia elementos quimicos.
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100 nm

Figura 46. Imagens obtidas por MET de nanoparticula extraida da porgéo
pigmentada de T. rubrovaria.
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Figura 47. Grafico resultante de precipitado da porgéo pigmentada de T. rubrovaria
por meio de EDS, que evidencia elementos quimicos.
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A partir da analise dos planos atdbmicos porgao pigmentada interna de P.
megistus por meio das distancias interplanares, na figura 48, foram detectadas

nanoparticulas de titanio (Tabela 02).

Figura 48. Imagens obtidas por MET de nanoparticula extraida da porcao
pigmentada de P. megistus, que mostram planos atébmicos e as distancias

interplanares.

Tabela 2. Valores de distancia interplanares e substancias encontradas a partir
desses valores na ficha cristalografica de nanoparticulas encontradas na porg¢ao

pigmentada de P. megistus.

Lista de picos Informagao do cartao
h| k|l |[D(A)|I Nomes Titanio
002234 |30 Férmula Ti
1/0(1]2.24 | 100 Numero do PDF 44-1294
Qualidade Star
Subfiles Inorganic alloy CP FOR EXP
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Em T. dimidiata as distancias interplanares (Figura 49) mostram que a

composi¢ao das nanoparticulas encontradas na porgao interna pigmentada é

composta Ti203 (

Tabela 3).

Figura 49. Imagens obtidas por MET dos planos atdmicos e distancia Interplanares

de nano particula extraida da porgéo pigmentada de T. dimidiata.

Tabela 3. Valores de distancia Interplanares e substancias encontradas a partir

desses valores na ficha cristalografica de nanoparticulas encontradas na porgéao

pigmentada de T. dimidiata.

Lista de picos

Informacgao do cartao

h [k [I [d [ Nomes Oxido de Titanio
110 |4 |2.7120 |50 Formula Ti203
111 |0 |25720 | 60 NuUmero do PDF | 10-63
Qualidade Star
Subfiles inorganic alloy NBS CP COR
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Entretanto na porcao interna pigmentada do conexivo de T. lenti, as analises
das distancias interplanares, mostram que as nanoparticulas sao constituidas por
Oxido de Ferro e Magnetita (Figura 50), (Tabela 4).

|gur ‘

de nano particula extraida da porgao pigmentada de T. lenti.

Tabela 4. Valores de distancia Interplanares e substancias encontradas a partir
desses valores na ficha cristalografica de nanoparticulas encontradas na porgéao

pigmentada de T. lenti.

Lista de picos Informacgao do cartao
h |k [I |d | | Nomes Oxido de Ferro
2 |10 |3.7400 |5 Maghemite- C , syn
Férmula Fepz O3
Numero de PDF 39-1346
Qualidade Star
Subfiles Webmineral
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Na porgao interna pigmentada de T. rubrovaria, foi constatado a presenca de

nanoparticulas (Figura 51). A constituicdo dessas nanoparticulas, por meio da

analise das distancias interplanares é FeVO4 (Tabela 5).

*

Fighfé 51. Imens obtidas por MET dos planos atémicos e distancia Interplanares

de nano particula extraida da porgéao pigmentada de T. rubrovatria.

Tabela 5. Valores de distancia Interplanares e substancias encontradas a partir

desses valores na ficha cristalografica de nanoparticulas encontradas na porgéao

pigmentada de T. rubrovaria.

Lista de picos

Informacéao do cartao

h | k I D I Nomes Iron Vanadium Oxide
2| -2 |1 | 28624 | 24 | Formula Fe V Oq4

Numero do PDF 38-1372

Quality Star

Subfiles inorganic NBS CP COR
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6. Discussao:

Inicialmente o trabalho propunha o uso de diversas técnicas, ligadas
principalmente a analise de compostos quimicos encontrados no conexivo dos
triatomineos. Conforme o estudo foi ocorrendo, varias técnicas propostas néao
puderam ser implementadas pois ndo proporcionariam respostas conclusivas.
Levando em consideracdo o tamanho das colbnias utilizadas, a quantidade de
material coletado e principalmente a falta de informagdes sobre a classe de
compostos quimicos que poderiam ser encontrados no substrato dos conexivos.

A escolha das espécies e géneros utilizados no trabalho nao foi feita de forma
aleatéria. Mesmo sendo trés espécies de Triatoma e somente uma de
Ponstrongylus. A escolha foi devida a cor do pigmento encontrado no conexivo,
vermelho e amarelo. No caso especifico de Triatoma dimidiata, o tamanho corporal
contribuiu para a escolha, relacionando isso a dificuldade de se conseguir pigmento
amarelo, de Triatoma lenti.

Primeiramente nesse estudo foram realizadas observagdes por MEV pois era
preciso conhecer a topografia dos conexivos de P. megistus, T. dimidiata, T. lenti e
T. rubrovaria. Na sequéncia foi feita a analise do conexivo interno na porgao
pigmentada notou-se a presenca de esferas em seu conteudo, a seguir quando era
realizado EDS, foram observados diversos elementos. Posteriormente foram
preconizadas analises para saber se essas esferas e esses elementos eram
encontrados em toda as partes dos conexivos, ou seja, porgao externa pigmentada
e preta e porcao interna pigmentada e preta.

Todas as imagens feitas por MEV nas porgdes externas do conexivo de P.
megistus, T. dimidiata, T. lenti e T. rubrovaria mostraram estruturas muito similares
independente das cores de seus pigmentos. Foi observado também que as esferas
ou aglomerados de nanoparticulas ndo ocorriam na porgao externa em nenhum
triatomineo. Em consequéncia dessa observacdo concluiu-se que o pigmento
estava no interior do conexivo e ndo no exterior como em alguns insetos (ASSIS,
2013).

As analises por MEV em P. megistus, mostraram que apenas nessa espécie
estudada foram verificadas esferas na porcao interna tanto na porgéao pigmentada,
quanto na n&o pigmentada. Porém, na por¢cdo n&do pigmentada a quantidade de

esferas € muito menor do que na porgao pigmentada. Isso ocorre, pois na por¢ao
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pigmentada, existe uma depressao na topografia do conexivo que propicia um
acumulo dessas esferas. Verificou-se que P. megistus apresentou uma quantidade
maior de esferas do que T. dimidiata, T. lenti e T. rubrovaria. Essa constatagcao
indique que a quantidade de esferas pode ser um dos fatores que influenciam a
intensidade de cor, pois das espécies utilizadas nesse estudo, T. rubrovaria é o que
tem o vermelho mais intenso, mas pode sofrer variagdes de tons e em P. megistus
ndo se observa diferencas na tonalidade da cor vermelha (Juberg, 2014).

Diferentemente de P. megistus e T. rubrovaria, o conexivo de T. dimidiata e T.
lenti apresentam manchas de cor amarela. As esferas encontradas no interior do
conexivo na porgao pigmentada se mostram fundidas ao assoalho do conexivo e
em quantidades bem inferiores as observadas em P. megistus e T. rubrovaria que
possuem pigmentos vermelhos, o que pode ser também um dos fatores para a cor
amarela.

Todas as quatro espécies quando analisadas por meio de EDS mostram em sua
constituicdo elementos como Ca, Na, N, O, P, S e K, tanto na porgao interna quanto
na porgcao externa, sendo indiferente para a presenca de pigmento. O Mg foi
detectado somente nas esferas da porgao interna pigmentada do conexivo das
quatro espécies.

As andlises conduzidas por meio do equipamento FIB, utilizando ions de galio
para a realizagdo de orificios com intuito de verificar se ocorriam os mesmos
elementos na porgao pigmentada das quatro espécies somente foi possivel em P.
megistus e T. rubrovaria. Por intermédio do FIB n&o se conseguiu enquadrar e fazer
os orificios de forma uniforme no material encontrado em T. dimidiata e T. lenti, com
conexivo com manchas de cor amarela. Ao realizar o EDS no fundo do orificio em
P. megistus e T. rubrovaria, todos os elementos que foram detectados
anteriormente, também foram detectados nessa andlise. Mas nao foi possivel
detectar de maneira coesa o Mg, pois o pico do galio era tdo intenso que interferia
no pico do Mg.

Nao foram encontradas publicacdes a respeito da execugao de orificios ibnicos
em insetos por meio de FIB. Essa modalidade de analise foi encontrada apenas em
metais em que seus compostos ja sdo conhecidos e os picos de galio ja sdo
previstos (Echlin, 2009; Williams, 2009).

Apos as anadlises serem realizadas por MEV, utilizou-se o precipitado da por¢céo

pigmentada das quatro espécies, para realizar o MET e averiguar a composicao
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desses aglomerados. Levando em consideracdo que as outras por¢des se
mostraram iguais em todos os triatomineos. A diferenca de cores, formas de
esferas e quantidade eram apenas nas porgodes internas pigmentadas. Pelo fato do
Mg ser detectado apenas nas esferas, foi realizada a extragao dessas, juntamente
com o material encontrado na porgéo interna pigmentada e utilizada as técnicas de
analise em MET (Echlin, 2009; Williams, 2009).

Nas primeiras analises realizadas (Figuras 25 a 28), foi visto uma grande
presenca de nanoparticulas de varios formatos e tamanhos e esferas incrustadas
no material (Figura 26). As mesmas esferas que foram vistas por MEV. Nessas
analises por meio do EDS acoplado ao MET nao se conseguiu fazer a leitura pois
a amostra provavelmente estava com muito material organico e se degradava com
muita rapidez.

Isso ajudou a entender qual o alvo da analise por MET. Pois as nanoparticulas
hexagonais e pentagonais eram provavelmente cadeias de carbono decorrente de
impurezas vindas da extracéo.

Com o aprimoramento da técnica de raspagem da parte pigmentada, foi
possivel analisar as nanoparticulas aglomeradas demonstradas nas analises por
MEV e comparar sua constituicdo elementar com a constituicdo da B-quitina
(Campana-Filho, 2007), Sangue humano (Solayman, 2016) e hemolinfa dos
triatomineos (Manturano et all, 2012). Foi possivel verificar também a presenca dos
pigmentos xantopterina CsHsNsO2 de cor amarela e eritropterina CoH7NsOs de cor
vermelha (PubChem, 2017) em P. megistus, T. dimidiata, T. lenti e T. rubrovaria.
No caso dos pigmentos, todos seus elementos foram verificados nos EDS, menos
o hidrogénio que nao pode ser detectado pelo EDS por ter seu numero atémico 1.
A presenca dos pigmentos xantopterina e eritropterina foi verificada em P. megistus
por Vilela, 1975.

Grande parte dos elementos encontrados nas quatro espécies tais como: Mg,
N, C, O, Ca, K, Na, estudadas coincidem, mostrando uma gama de elementos
diversificados. Alguns deles sdo um diferencial para a possivel diferenga de cores
do conexivo dos triatomineos, que nesse caso, podem ser vermelhas ou amarelas
com variantes nas duas cores.

Em P. megistus, o que difere € a presenca do titdnio, sendo encontrado no
aglomerado por meio de EDS e nanoparticulas separadas constituidas de titanio

puro. Essa espécie contém manchas vermelhas em seu conexivo. Possivelmente
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essa ocorréncia se deve a uma quantidade maior de Eritropterina (Vilela, 1975),
que mesmo com a presencga de nanoparticulas de titdnio, n&o altera sua cor para o
amarelo. O titdnio contido nas manchas vermelhas do conexivo de P. megistus
provem dos oligoelementos e ultra-tracos que constituem o sangue.

Em T. dimidiata, a deteccao dos elementos em sua constituicao, difere também
pela presenca do titdnio e do sédio quando analisado o aglomerado de
nanoparticulas. As nanoparticulas encontradas nessa espécie, sao constituidas por
Ti2Os identificadas apds a analise das medidas interplanares da nano particula.
Nesse caso, o titanio pode sim estar influenciando na cor do pigmento, pois essa
espécie mostra manchas amarelas no conexivo. Geralmente o Ti2O3 tem a cor
azulada, junte-se isso a Xantopterina, que também tem a cor amarela. O titanio
encontrado nessa amostra, provem de ultra-tragos ou micronutrientes encontrados
no sangue.

Triatoma lenti, tem manchas amarelas no conexivo, apesar de conter ferro
Fe203 e magnetita na constituicdo dos pigmentos encontrados no conexivo, isso
nao influencia na cor do conexivo, pois provavelmente a quantidade de
Xantopterina é bastante alta se comparada as nanoparticulas.

Triatoma rubrovaria, tem em seu conexivo, manchas vermelhas que quando
analisadas por EDS se diferenciam por conter em sua constituicao o elemento ferro.
E quando analisados os planos atémicos pela medida das distancias interplanares,
verificou-se que as nanoparticulas encontradas no conexivo sao constituidas por

FeVO4. Geralmente o vanadium encontra-se ligado ao ferro mesmo na constituigao

do sangue humano e de outros animais (Solayman, 2016). Essa composi¢ao de

Ferro e eritropterina pode reforgar a cor vermelha.
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7. Conclusobes

e Os constituintes elementares do conexivo comuns a P. megistus, T.
dimidiata, T. lenti e T. rubrovaria, sdo: Mg, N, C, O, Ca, K, e Na, resultantes
do habito alimentar hematéfago dessas espécies.

e Em P. megistus e em T. lenti foi observado a presenga de Ti, proveniente
de elementos ultra-tracos ou micronutrientes que s&o constituintes do
sangue.

e Em T. dimidiata e T. rubrovaria foi identificado Fe, que faz parte dos
oligoelementos encontrados no sangue.

e A andlise dos conexivos a partir de MEV e MET, mostram estruturas
esféricas que foram denominadas aglomerados onde estido inseridas as
nanoparticulas.

e Os graficos obtidos por EDS e a medidas interplanares, mostram que as
nanoparticulas observadas foram sintetizadas a partir do sangue ingerido
pelos triatomineos.

e Nas quatro espécies estudadas foram identificados elementos quimicos que
constituem a eritropterina (CoH7NsOs) e a xantopterina (CeéHsN502).

e Panstrongylus megistus apresenta em seu conexivo nanoparticulas de Ti,
T. dimidiata nanoparticulas de Ti2O0s, T. lenti nanoparticulas de Fe203 e T.

rubrovaria nanoparticulas de FeVO4.
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