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APRESENTACAO

A colecédo “Alicerces e Adversidades das Ciéncias da Saude no Brasil 2” é
uma obra composta de quatro volumes que tem como foco as bases e as interfaces
multidisciplinares dos trabalhos desenvolvidos em diversos locais do pais que
compde os diversos capitulos de cada volume. De forma categorizada os trabalhos,
pesquisas, relatos de casos e revisdes tentardo demonstrar ao leitor os principios de
cada area da saude assim como suas peculiaridades.

O terceiro volume da obra conta com estudos que transitam entre os cursos
de enfermagem, fonoaudiologia, biologia, medicina e biomedicina desenvolvidos em
varias instituicbes de ensino e pesquisa do pais. O leitor podera encontrar temas
multidisciplinares que véo desde Doenca de Parkinson, Suicidio, Atencao Basica,
Saude das Minorias, Sifilis Congénita, Integralidade em saude, Cuidados Paliativos,
Saude Materno-Infantil, Gestdo em Saude, Doenca de Chagas, Envelhecimento,
Promocgao em saude, até os temas especificos como Cancer de Mama, Aleitamento
materno, Terapias Complementares, Autismo Infantil, Enfermagem em saude
comunitaria, Tuberculose, Servicos Médicos de Emergéncia, Sofrimento Mental,
Artralgia debilitante e Chikungunya.

A fundamentacéo, e o estabelecimento de conceitos e padrbes basicos é muito
importante na ciéncias da saude uma vez que novos estudos e pesquisas tanto de
revisdo quanto experimentais sempre se baseiam em técnicas e fontes ja publicadas.
Assim, destacamos a relevancia deste material com informacdes recentes sobre
diversas tematicas da saude.

Portanto a obra “Alicerces e Adversidades das Ciéncias da Saude no Brasil 2”
oferece ao leitor teoria bem fundamentada aliada a resultados praticos obtidos pelos
diversos grupos de pesquisa em saude do pais, que arduamente desenvolveram seus
trabalhos aqui apresentados de maneira concisa e didatica. A divulgacéo cientifica
de qualidade, em tempos de fontes ndo confidveis de informacéao, &€ extremamente
importante. Por isso evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz
de oferecer uma plataforma consolidada e confiavel para estes pesquisadores
apresentarem e divulguem seus resultados.

Desejamos a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 22
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RESUMO: As espécies
Mansonia sp. apresentam alta similaridade
provocando identificagcbes incorretas, neste
contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar
o potencial da morfometria geométrica de

neotropicais de

ovos na identificacdo de trés espécies com
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ocorréncia na Amazénia Central. FEmeas de
M. amazonensis, M. humeralis e M. titillans
foram capturadas utilizando aspirador elétrico e
transportadas ao laboratério, alimentadas com
sangue de hamster por 20 minutos e mantidas
em copos plasticos contendo agua destilada e
pequenos ramos de Salvinia auriculata, como
substrato de oviposi¢ao. No intervalo entre 96h
e 120h, as posturas obtidas foram fixadas em
glutaraldeido (2.5%) e os ovos individualizados
a fim de serem fotografados (10 ym) por meio
de estereomicroscOpio com camera acoplada.
Foram plotados 12 marcos anatbmicos no
contorno dos ovos com o auxilio dos softwares
TpsUtil32 e TPSDig. Os dados obtidos foram
analisados por meio do software MorphoJ, paraa
realizagdo das seguintes analises multivariadas:
Analise de Variaveis Candnicas (AVC) e Analise
Discriminante (AD). Um total de 75 ovos, 25 de
cada espécie, foram analisados apresentando
93.74% de variancia na primeira variavel
candnica (CV1) e 6.25% na segunda (CV2). A
analise discriminante realizada por meio das
distancias de Mahalanobis encontradas entre os
grupos foram: M. amazonensis e M. humeralis
—dM=18.9285 (p<0.001); M. amazonensise M.
titilans — dM = 5.3260 (p>0.001); M. humeralis e
M. titillans — dM = 22.0286 (p<0.001). Os dados
obtidos indicam que a utilizagdo da morfometria
geométrica de ovos mostrou-se promissora
para auxiliar a identificacdo de espécies de

Capitulo 22




Mansonia da Amazo6nia Central.
PALAVRAS-CHAVE: Culicinae; Mansoniini; Ovos.

GEOMETRIC MORPHOMETRY OF EGGS BELONGING TO THREE SPECIES OF
Mansonia sp. (DIPTERA: CULICIDAE) WITH OCCURRENCE IN THE CENTRAL
AMAZON

ABSTRACT: The neotropical species of Mansonia sp have high similarity causing
incorrect identifications, in this context, the objective of this study was to evaluate the
potential of the geometric morphometry of eggs in the identification of three species
with occurrence in Central Amazonia. Females of M. amazonensis, M. humeralis and M.
titillans were collected using electric vacuum cleaner and transported to the laboratory,
fed with hamster blood for 20 minutes and kept in plastic cups containing distilled
water and small branches of Salvinia auriculata as a substrate for oviposition. In the
interval between 96h and 120h, the obtained postures were fixed in glutaraldehyde
(2.5%) and the eggs were individualized in order to be photographed (10 pm) by
means of stereomicroscope with coupled camera. Twelve landmarks were plotted on
the egg contour with the aid of TpsULil32 and TPSDig software. The data obtained were
analyzed using the Morphod software to perform the following multivariate analyzes:
Canonical Variable Analysis (AVC) and Discriminant Analysis (AD). A total of 75 eggs,
25 of each species, were analyzed, presenting 93.74% of variance in the first canonical
variable (CV1) and 6.25% in the second (CV2). The discriminant analysis performed
through the Mahalanobis distances found between the groups were: M. amazonensis
and M. humeralis - dM = 18.9285 (p <0.001); M. amazonensis and M. titillans - dM =
5.3260 (p> 0.001); M. humeralis and M. titillans - dM = 22.0286 (p <0.001). The data
obtained indicate that the use of the geometric morphometry of eggs has shown to be
promising to aid the identification of Mansonia species from Central Amazonia.
KEYWORDS: Culicinae; Mansoniini; Eggs.

11 INTRODUGCAO

O género Mansonia pertence a subfamilia Culicinae e abrange dois subgéneros:
Mansonioides Theobald, 1907 com ocorréncia nas regides Etiopica e Oriental e
Mansonia Blanchard, 1901, grupo Neotropical (Ronderos e Bachmann, 1963). As
espécies do subgénero Mansonia podem ser encontradas desde o sul da regiao
Neartica até o Norte da Argentina e leste da cordilheira dos Andes e costa do oceano
Atlantico (Barbosa, 2007; Forattini, 2002). Nesta regido ha registros da ocorréncia de
15 espécies, das quais, doze ocorrem no Brasil.

Estes mosquitos sdo holometabolos, passando por quatro fases de
desenvolvimento: ovo, larva (quatro instares: I, II, lll e 1V), pupa e adulto (Consoli
e Lourenco de Oliveira, 1999). Diferentemente dos outros culicideos, as larvas
apresentam adapta¢des morfoldgicas composta por sifao curto com a presenca de
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dentes cortantes na face dorsal, que permitem perfurar o aerénquima de macrofitas
aquaticas (Harbach e Kitching, 1998). Este tecido vegetal € rico em oxigénio e desta
maneira as trocas gasosas sao realizadas, de modo que a larva ndo necessita se
deslocar até a lamina d’agua (Ferreira et al., 2007). As pupas também possuem
adaptacdes que permitem extrair oxigénio do aerénquima, de modo que permanecem
aderidas as raizes da planta (Ronderos e Bachman, 1963).

Na Amazoénia estes mosquitos encontram caracteristicas ambientais ideais
para a sua, permanéncia, desenvolvimento e reproducédo. Segundo Koppen (1948),
o clima da regiéo € quente e Umido e estas caracteristicas associadas a presenca
de rios extensos com agua branca rica em material em suspenséao, além da alta
diversidade de macréfitas e multiplas fontes de alimento constituem um cenario
ideal para a sua sobrevivéncia (Tadei et al., 1996). Atualmente ha registros da
ocorréncia de a0 menos sete espécies neste bioma: Ma. amazonensis, Ma. flaveola,
Ma. humeralis, Ma. indubitans, Ma. pseudotitillans e Ma. titillans (Ferreira, 1999;
Hutchings et al., 2018).

As fémeas sao ecléticas quanto a alimentacao, realizando o repasto sanguineo
em mamiferos, aves ou até mesmo em répteis. Possuem comportamento agressivo
e voraz durante a hematofagia, com pico de atividade crepuscular e podem provocar
incbmodo para humanos e animais quando em grande numero (Kegne et al.,
2003). De modo geral, apresentam comportamento exofilo e silvestre e podem ser
encontradas em ambientes alterados, reproduzindo-se de forma desordenada e
ampliando sua area de ocorréncia, atingindo pontos muito proximos aos ambientes
urbanos (Navarro-Silva et al., 2004; Tadei et al., 1991).

A epidemiologia de Mansonia esta relacionada a capacidade de algumas
espécies em transmitir virus e filarias em diversas regides do mundo (Althouse et
al., 2015; Diallo et al., 2011;). Estudos anteriores detectaram a presenca de agentes
virais em muitas espécies de Mansonia, indicando participacédo em ciclos silvestres
(Converse et al., 1985; Karabatsos, 1985; Mitchell et al., 1985; 1987; Pratt, 1953;
White e Faust, 2014). Considerando as espécies neotropicais Ma. titillans é vetor
do virus da Encefalite Equina Venezuelana (EEVV). Esta doenca afeta o equino e
também transmissivel ao homem, no qual determina um quadro de infecgéo cefalica
(Méndez et al., 2001; Rocha, 1987; Vasconcelos et al. 1991).

Este grupo de mosquitos apresenta varios problemas taxondmicos relacionados
a similaridade entre as espécies e auséncia de descricdes dos estagios imaturos.
Logo, a separacao morfolégica das espécies do subgénero Mansonia permanece
complexa, em virtude da ocorréncia de polimorfismo e sobreposicdo de caracteres
(Barbosa et al., 2007). Aléem disso, as chaves taxondmicas disponiveis encontram-se
desatualizadas, dificultando o processo de identificagdo. Neste contexto, o objetivo
deste trabalho é avaliar o potencial da morfometria geométrica do ovo para a distingéo
interespecifica de trés espécies do subgénero Mansonia sp. com ocorréncia na

Amazonia Central.
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2| MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos ovos

As fémeas de M. amazonensis, M. humeralis e M. titillans foram capturadas
na regiao periurbana de Manaus, utilizando aspirador elétrico alimentado por uma
bateria de motocicleta de 12V. Posteriormente, os mosquitos foram transportadas
ao laboratério, alimentadas com sangue de hamster (Mesocricetus auratus) por 20
minutos e mantidas em copos plasticos contendo agua destilada e pequenos ramos
de Salvinia auriculata, como substrato de oviposicao (CEUA 026/2016) (Figura 1).
ApoOs o intervalo entre 96h e 120h, as posturas obtidas foram fixadas em microtubos
contendo glutaraldeido (2.5%).

Figura 1 A, B. Aspiradores entomolégicos elétricos (A) utilizados para a captura das fémeas de
Mansonia sp. na regiéo periurbana de Manaus (AM) e copos com fémeas para a obtencéo das
posturas, ap6s a hematofagia (B).

2.2 Obtencao das imagens

Apo6s a obtencédo da postura os ovos foram individualizados com o auxilio de
microestiletes com ponta fina, uma vez que os ovos de Mansonia sp. ficam unidos uns
aos outros de forma aglomerada. Em seguida os ovos foram fotografados (10 um) por
meio de camera fotografica (modelo Zeiss ICc 1) acoplada em estereomicroscépio
Zeiss Stemi 2000 — C, cuja a Optica plana impede deformagdes periféricas de
imagem. Foram plotados 12 marcos anatémicos padronizados, no contorno do ovo,
com o auxilio dos softwares TpsUtil 3.2 e TPSDig em regides homologas para as trés
espécies analisadas (Figura 2).
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Figura 2 A, B, C, D, E. Etapas de obtencéo das imagens para analise de morfometria
geométrica: A — postura de Mansonia; B — Fixagdo em glutaraldeido (2.5%); C — Ovos
individualizados; D — Obtencéo das imagens; E — Softwares utilizados.

2.3 Analise dos dados

Os dados obtidos a partir das posicées dos marcos anatébmicos (landmarks)
foram analisados por meio do software MorphoJ, na qual foram realizadas as
seguintes analises multivariadas: Analise de Variaveis Candnicas (AVC) e Analise
Discriminante (AD), foram realizadas para avaliar a efetividade desta ferramenta
na distingao interespecifica, considerando as trés espécies do subgénero Mansonia
sp. analisadas. As distancias de Mahalanobis nos eixos discriminantes foram
computadas para avaliar o grau de similaridade entre as amostras.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 75 ovos, 25 de cada espécie, foram analisados apresentando 93.74
(%) de variancia na primeira variavel canénica (CV1) e 6.25 (%) na segunda (CV2).
A analise de variaveis canénicas (AVC) evidenciou semelhanca entre os ovos de M.
amazonensis e M. titillans. Além disso, M. humeralis apresentou distribuicdo disjunta
das demais espécies analisadas (Figura 3).
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Figura 3. Andlise de Variaveis Canénicas (AVC) dos dados obtidos a partir de 12 landmarks de
ovos de trés espécies de Mansonia sp. da Amazdnia Central.

A analise discriminante (AD) realizada por meio das distancias de Mahalanobis
encontradas entre os grupos foram: M. amazonensis e M. humeralis — dM = 18.9285
(p<0.001); M. amazonensis e M. titillans — dM = 5.3260 (p>0.001); M. humeralis e
M. titillans — dM = 22.0286 (p<0.001) (Figura 4). Do total de 150 comparac¢des par
a par, nenhum erro de identificacao foi registrado, enquanto que apenas seis erros
(4%) de classificacédo foram registrados para o teste de validacdo cruzada, o que
indica um alto indice de confiabilidade e precisdo desta técnica. De acordo com
Wilke et al (2016), a morfometria geométrica € uma ferramenta que permite realizar
a identificacao de culicideos, além disso, esta técnica permite realizar a distincéo de
espécies cripticas.
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Figura 4 A, B e C. Analise discriminante (AD) baseada nos dados obtidos a partir de 12
landmarks de ovos trés espécies de Mansonia sp. da Amazénia Central.

41 CONCLUSAO

Os dados obtidos neste estudo indicam que a utilizagdo da morfometria

geométrica a partir de ovos mostrou-se promissora para auxiliar a distingdo entre
espécies de Mansonia da Amazébénia Central. Entretanto, em virtude do formato

eliptico do ovo de Mansonia sp., com poucos caracteres homélogos, é necessario

estudos posteriores com analises de contorno.
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