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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Josiane Nogueira Muller

Triatoma maculata, vetor da doenca de Chagas, encontra-se associado a unidades domiciliares do
Estado de Roraima - Brasil, diferente de outras espécies de triatomineos da regido amazbnica
estabelecidas em habitat silvestre. Esta regido apresenta um cenario ambiental em mosaico, com
diferentes ecorregides, como areas planas, serras, florestas e savanas. Para responder a distintas
perguntas bioldgicas, metodologias como abordagens morfolégicas, morfométricas, moleculares e
biogeograficas, entre outras, podem ser utilizadas. Entre as morfologicas, o fenétipo antenal vem
contribuindo e elucidando de forma expressiva como indicador de habitat em espécies de Triatominae.
Neste sentido, buscou-se caracterizar populacdes de T. maculata de diferentes habitats (coldnia de
laboratdrio, peridomiciliar, intradomiciliar e silvestre — encontrados na literatura), com base no estudo
do padrao morfol6gico e morfométrico dos ovos associado ao fendtipo antenal, para avaliar o processo
de adaptacéo deste vetor ao ambiente domiciliar. Foram analisados ovos e antenas de populag¢des de
T. maculata, oriundas das localidades, Amajari, Boa Vista, Bonfim e Uiramata. Os estudos morfol6gicos
e morfométricos dos ovos foram realizados pela Microscopia Optica (MO), com base em 30 ovos de
Amajari e Bonfim, respectivamente, e pela Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), utilizando-se
10 ovos de Amajari, Bonfim e Boa Vista, respectivamente, e destes 30 células do opérculo e corpo do
ovo, de cada populacdo. Os ovos foram medidos pela MO, enquanto a morfologia e as estruturas
exocoriais do opérculo e do corpo do ovo, bem como a andlise da conformagédo, nimero e localizagédo
das pontuacdes (regido cefélica, mediana e caudal) foram feitos pela MEV. Quatro tipos de sensilla
antenais quimiorreceptoras (TPF, TPG e BA) e uma mecanorreceptora (BR) situadas no pedicelo e os
dois segmentos flagelares, foram analisadas pela MO em 43 espécimes adultos provenientes das
populacdes de Roraima, acima mencionadas. A prova de ANOVA foi utilizada para contrastar a
existéncia de diferencas significativas entre as variaveis analisadas, tanto a caracterizagdo morfolégica
dos ovos quanto o fendtipo antenal. O exocério do ovo apresentou média do comprimento e largura de
1,70mm e 1,08mm, respectivamente, e as analises das células exocoriais do opérculo entre as
populagfes mostraram diferenca significativa entre Amajari e Bonfim. Pela MEV os poligonos do corpo
do ovo variaram de forma quadrilatera a octogonal, predominando a hexagonal. As andlises
morfologicas ndo possibilitaram a caracterizacdo das trés populacdes, enquanto as morfométricas
evidenciaram diferencas significativas entre as populacdes de Bonfim x Boa Vista e Amajari x Bonfim.
O fendtipo antenal mostrou dimorfismo sexual para as sensilla TPF e TPG, mesmo entre os espécimes
mantidos em col6nia de laboratério. Quando comparados aos espécimes silvestres (dados da literatura)
os do peri e intradomicilio mostraram uma redugéo na maioria das sensilla com excecédo de TPF que
apresentou-se em maior quantidade. A caracterizacdo fenotipica, mapa fatorial e o dendograma
UPGMA mostraram uma clara diferencia¢éo na populacao criada no laboratério, indicando um processo
de adaptacéo dos triatomineos possivelmente devido a frequéncia e tipo de alimentacéo, condi¢des
ambientais, de agregacao, etc. Os resultados do fenétipo antenal e da morfologia dos ovos de T.
maculata das restantes populacdes analisadas ndo mostraram uma caracterizacdo definida.
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Characterization of the antennal phenotype and morphology of egg populations of
Triatoma maculata (ERICHSON, 1848) from Roraima, Brazil.

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

Josiane Nogueira Muller

Triatoma maculata, vector of Chagas disease, is associated with domiciliary units in the State of
Roraima - Brazil, unlike other species of insects in the Amazon region established in wild habitat. This
region has an environmental scenario mosaic, composed of different ecoregions as flat areas, hills,
forests and savannas. To answer distinct biological questions, methodologies focused on morphological
approaches, such as morphometric, molecular and bio-geographic, among others, may be used. Among
morphological assays, the antennal phenotype has contributed expressively as a habitat indicator for
Triatominae species. In this context, we sought to characterize populations of T. maculata from different
habitats (laboratory colony, peridomiciliary, intradomiciliary and wild - from literature), based on the
morphology and morphometric study of the eggs, associated with the antennal phenotype to assess the
adaptation process of this vector to the domicile environment. Eggs and antennas of populations of T.
maculata, coming from the localities of Amajari, Boa Vista, Bonfim and Uiramuta were analyzed. The
morphological and morphometric studies of the eggs were conducted by Optical Microscopy (OM), 30
eggs from Amajari and Bonfim, were analyzed respectively; and by Scanning Electron Microscopy
(SEM), using 10 eggs from Amajari, Bonfim and Boa Vista, respectively, and from these 30 operculum
cells and body of the egg, of each population. The eggs were measured by OM, while the morphologies
and exocorial structures of operculum and the body of the egg, as well as, the analysis of the
conformation, number and location of the marks (the region cephalic, median and flow rate) were done
by SEM. Four types of sensilla antennal chemoreceptors (TPF, TPG and BA) and a mecanorreceptor
(BR) located in the pedicel and the two flagellar segments were analyzed by OM, in 43 adults specimens
from the population of Roraima, mentioned above. The ANOVA test was used to contrast the existence
of significant differences between the variables, both the morphological characterization of the eggs as
the antennal phenotype. The egg exochorion had a mean length and width of 1.70mm and 1.08mm,
respectively, and analyzes of exocorias cells operculum between populations showed significant
differences between Amajari and Bonfim. Under SEM the egg body polygons ranged from quadrilateral
the octagonal shape, predominantly hexagonal. The morphological analysis did not allow the
characterization of three populations, while morphometric analyzes showed significant differences
between the populations of Bonfim x Boa Vista and Amajari x Bonfim. The antennal phenotype showed
sexual dimorphism for TPF and TPG sensilla, even among specimens kept in laboratory colony. When
compared to wild specimens (data from literature) the peri and intradomicile environments showed a
reduction in most sensilla except TPF that showed up in greater quantities. Phenotypic characterization,
factorial map and UPGMA dendrogram showed a clear differentiation in the population from in
laboratory, indicating a process of adaptation of triatomine possibly because of the frequency and type
of feeding, environmental conditions, aggregation, etc. The results of the antennal phenotype and
morphology of T. maculata eggs of other populations analyzed showed no definite characterization.
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1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta cerca de 1,9 milhdes de pessoas afetadas pela doenca
de Chagas (DC), em sua maioria sd0 casos crbnicos provenientes da
transmissao vetorial ocorrida em décadas passadas (Rassi et al. 2010; Galvao
2014), sendo assim considerado um dos epicentros da transmissédo da DC no
mundo, que atualmente atinge de 6 a 7 milhdes de pessoas (WHO 2014).

A doenca de Chagas de importancia médica e social é conhecida como
Tripanossomiase Americana, e € causada pelo agente etioldgico hemoflagelado
Trypanosoma cruzi (Chagas 1909). Quando descoberta, sua transmissao foi
associada a fezes infectadas de insetos hematéfagos, capazes de transmitir o
parasito ao homem e a outros animais (Kropf 2006; Coura 2013).

Estes insetos vetores sdo denominados triatomineos da ordem Hemiptera
(Heteroptera: Reduviidae) e classificados como membros da Subfamilia
Triatominae, que divide-se em cinco tribos com 18 géneros e 148 espécies
identificadas até o momento, sendo 65 delas registradas em territorio brasileiro
(Galvao & Gurgel-Gongalves 2014).

Dentro das estratégias de vigilancia entomoldgica, o controle quimico se
apresenta, historicamente, como método preconizado pelo Ministério da Saude
no combate ao vetor, utilizado com a finalidade de minimizar a relacao do vetor
com o ser humano e buscando a interrup¢ao do ciclo de transmissdo domiciliar.
Porém, as espécies nativas ainda se encontram presentes nos domicilios dos
brasileiros, mesmo na auséncia do principal vetor Triatoma infestans (Klug,
1834), conferindo assim um problema para a saude publica nacional e a
necessidade da continuidade da vigilancia entomoldgica (Silveira & Dias 2011).

A Organizacdo Mundial de Saude (2014) por meio das recomendacdes
da VII Reunido da Iniciativa Intergovernamental de Vigilancia e Prevencéao da
Doenca de Chagas na Amazodnia, expdem a importdncia de medidas
diferenciadas para esta regido, que constitui um panorama particular ao se tratar
da DC. Estes fatos sdo agravados pela presenca de grandes transformacdes
ambientais e estabelecimento humano proximo a ambientes silvestres,
caracterizando padrbes epidemioldgicos originais, inclusive pela presenca de
surtos de transmissao oral (Alves et al. 2014).



Diante dos cenarios multiplos, complexos e mutaveis envolvidos na
transmissao do parasito T. cruzi no ambiente silvestre (Jansen et al. 2015), as
transformagdes ambientais podem ser um dos fatores a afetar a dindmica desses
animais na regido amazonica, incluindo os hospedeiros que servem de fonte
alimentar para os triatomineos, aumentando a chance de invasdo em UD’s e
evidenciando a importancia do monitoramento da DC na regido (Coura &
Junqueira 2015), uma vez que as espécies podem se adaptar e colonizar tanto
o0 peri quanto o intradomicilio. Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811) no Para
e Triatoma maculata (Erichson, 1848) em Roraima sao exemplos da pré-
adaptacao ao peridomicilio (Valente et al. 1998; Luitgards-Moura et al. 2005).

No sentido de ampliar o conhecimento das espécies de triatomineos, vem
sendo utilizadas metodologias com abordagem morfolégico-cromaticas seguida
de técnicas qualitativas e quantitativas complementares, como estudo das
sensilla antenais apresentado por Catala (1997a) ou da estrutura da casca do
ovo apresentado por Barata (1998). H& ainda o incremento cientifico de estudos
comportamentais, moleculares e biogeograficos (Monteiro et al. 2003; Luitgards-
Moura et al. 2005; Reyes-Lugo et al. 2011) que auxiliam para o entendimento da
filogenia e sistematica dentro da subfamilia Triatominae além de contribuirem
para a compreensdo da dispersdo das espécies e suas consequéncias na
transmissao dessa enfermidade (Hypsa et al. 2002; Galvdo 2003; Abad-Franch
& Monteiro 2005; Paula et al. 2005).

1.1 Abordagens fenéticas para o estudo em triatomineos

1.1.1 Morfologia dos ovos

O estudo da morfologia dos ovos, por Microscopia Optica (MO) em
triatomineos é datado a partir da década de 30, quando o pesquisador Galliard
(1935) notou a presenca de ornamentagcdo no exocorio e a possivel
diferenciacdo das espécies a partir desta caracteristica. Este estudo foi sucedido
pelo trabalho com triatomineos da Argentina, quando foi proposta uma chave
dicotdbmica para estes insetos, baseadas na microestrutura corionica (Abalos &

Wygodzinsky 1951) e posteriormente aperfeicoada por Barth & Muth (1958).



A existéncia de células poligonais no exocério dos ovos de triatomineos,
contendo de cinco a oito lados mostram que, espécies com hébitos semelhantes
possuem estruturas exocoriais similares (Lucena & Rego 1969).

A utilizacdo de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) como
ferramenta base para estudos de ovos de triatomineos possibilitou a ampliacéo
do conhecimento morfologico (Lent & Wygodzinsky 1979). Com isso, varios
trabalhos foram realizados buscando a descricAo e comparagdo entre as
espécies, contribuindo para a taxonomia e consequentemente na diferenciacao
de espécies afins e cripticas (Silva et al. 2005).

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

Visando auxiliar a separacdo de espécies afins, Gongalves et al. (1985)
distinguiram a morfologia dos ovos de Triatoma maculata e Triatoma
pseudomaculata Corréa & Espinola, 1964; Rosa et al. (2000) distinguiram
Triatoma circummaculata (Stal, 1859) e Triatoma rubrovaria Blanchard, 1834 e
Silva et al. (2005) diferenciaram Triatoma vandae Carcavallo, Jurberg, Rocha,
Galvao, Noireau & Lent, 2002 de Triatoma williami Galvao, Souza & Lima, 1965.
Estes trabalhos ofereceram ferramentas para compreender melhor as relacées
filogenéticas dentro da subfamilia Triatominae.

Durante a década de 1990 diversos estudos morfoldgicos foram feitos, a
fim de ampliar o conhecimento sobre ovos e ninfas das espécies da subfamilia
Triatominae (Costa et al. 1991; Jurberg et al. 1992; Jurberg & Vogel 1994;
Jurberg & Campos 1995; Rocha et al. 1996; Costa et al. 1997; Galindez-Girdn et
al. 1997; Jurberg et al. 1998) fornecendo outros parametros de analises para a
taxonomia dos vetores da doenca de Chagas.

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

Acima da regido cefalica compreende a borda corial, aonde estdo
presentes a goteira espermatica, as micrdpilas e as aeropilas. As micropilas séo
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poros, por onde na fertilizacdo, ocorre a entrada dos espermatozoides. As
aeropilas, por sua vez, sdo as vias onde ocorrem as trocas gasosas do ovo se
apresentando em maior nimero e menor tamanho, quando comparadas com as
micropilas (Beament 1946; Gongalves et al. 1985).

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

Com relacdo aos estudos das formas geométricas, a morfometria vem
incrementando a sistematica, com técnicas cada vez mais aprimoradas, como o
levantamento das ornamentacdes da ultraestrutura do exocoério do ovo,
auxiliando na diferenciacao de: géneros, como demostrado por Gonzélez et al.
(2009); de espécies simpatricas, como evidenciado por Cardozo- de-Almeida et
al.(2013) e Miller (2013); ou entre populacbes como apresentado por Souza
(2011).

1.1.2 Fendtipo antenal

Constituido de caracteres morfolégico, morfométrico e cromatico, o
fendtipo € caracterizado pela expressdao do genétipo. O ambiente pode
influenciar na variabilidade desta manifestacdo, ou seja, na relacdo genétipo-
fendtipo, denominando-se a chamada plasticidade fenotipica. Presume-se que
todo carater fenotipico tenha potencialidades para a plasticidade e que evolua
em consequéncia da variagdo do tempo, que por sua vez esta baseada na
relacdo entre as mudancas ambientais e fenotipicas (Forattini 1996).

As antenas sao utilizadas pelos insetos para percep¢ao do ambiente. Nos
triatomineos estao divididas em quatro segmentos: escapo (curto e responsavel
por conectar a cabecga aos demais segmentos); pedicelo (longo e com cuticula
mais espessa) e dois flagelos (geralmente mais curtos que os demais e com
cuticula mais delgada) (Wigglesworth & Gillett 1934). Ao longo destes
segmentos antenais estdo localizadas estruturas cuticulares do tipo cerdas,
denominadas sensillum (plural: sensilla) ligados a neurdnios bipolares na
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hipoderme e os verdadeiros responsaveis pela percepcéo sensorial do ambiente
(Bernard 1974; Catala 1997a). S&o diversos os estimulos captados pelas sensilla
e de acordo com estes podem ser separados em mecanorreceptores,
quimiorreceptores e termo-higroreceptores (Bernard 1974; Mclver & Siemicki
1985; Catala 1997a).

Os mecanorreceptores detectam estimulos oriundos do contato com
superficies, ondas sonoras e correntes de ar, sendo mais comumente
encontrados em dois tipos: tricobdtrias - situada somente no pedicelo, com base
larga e baixa e cerda longa e delgada; e os bristles (BR) — encontrado em todos
0os segmentos e facilmente identificado por possuir cerda grossa (Mclver &
Siemicki 1984). Estas sensilla sdo subdivididas conforme caracteristicas
especificas e diferencas em sua localizagdo no segmento antenal em: bristles
tipo | — distribuidas no escapo, pedicelo no inicio do primeiro segmento flagelar
(F1); bristles tipo Il encontradas no F1 e no segundo segmento flagelar (F2) e
bristles do tipo Ill — localizadas no pedicelo e F1 (Catala & Schofield 1994).

Os quimiorreceptores detectam estimulos oriundos do contato com
moléculas em estado liquido ou gasoso, mediante poros com prolongacdes
dendriticas presentes em sua superficie. Por meio destes receptores sensoriais,
os triatomineos sdo capazes de perceber odores e sabores relacionados, por
exemplo, a deteccdo da fonte alimentar e reconhecimento do parceiro sexual
(Lazzari & Nunez 1989; Catala 1997a).

Em Triatominae séo identificados trés tipos principais de
quimiorreceptores: tricoidea de parede fina (TPF) — com grande quantidade de
poros ligados a funcéo olfativa, capazes de detectar, por exemplo, moléculas
produzidas pelo suor e respiragdo do hospedeiro; tricoidea de parede grossa
(TPG) similar a anterior no comprimento, porém mais delgada, possuindo
somente um poro na ponta e nao apresentando fung¢do conhecida; e o sensillum
basic6nica — comprimento curto, com poros situados em sulcos e respondendo
a estimulos como temperatura, umidade e acidos aromaticos (Wigglesworth &
Gillett 1934; Bernard 1974; Catala & Schofield 1994; Catala 1997a).

Além da diversidade das sensilla, a caracterizacao do fenétipo antenal se
apresenta como um indicador sensivel e complementar para auxiliar nas
relacbes dentro da subfamilia Triatominae. Estudos demonstram que ha

diferencas capazes de auxiliar na separacao de géneros, espécies e populacdes
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de triatomineos (Catala & Schofield 1994; Catala 1997b; Gracco & Catala 2000;
Catala & Dujardin 2001) e capaz de diferenciar popula¢des do ambiente silvestre
e domiciliar, como também elucidar o status-especifico dos individuos (Dujardin
et al. 1999; Carbajal de la Fuente et al. 2008; Souza 2013).

A relagéo entre o padrao das sensilla e o habitat dos vetores, investigado
por Carbajal de la Fuente e Catala (2002) demonstra que este carater se
apresenta diferente conforme a complexidade e estabilidade do ec6topo onde as
espécies sdo encontradas. Desta forma, podendo ser utilizado como um

indicador sensivel do processo de adaptativo em Triatominae.

1.2 Triatoma maculata (Erichson, 1848)

A palavra maculata deriva-se do latim “maculatus”, que quer dizer
manchado, fazendo mencdo as maculas (manchas) presentes nos insetos
(Galvdo & Gurgel-Gongalves 2014). A espécie € considerada um vetor da
doenca de Chagas, com relatos de sua presenca nos trés ambientes: silvestre,
peridomiciliar e intradomiciliar (Garcia-Jordan et al. 2015).

O habitat de T. maculata pode estar associado a palmeiras (Attalea
humboldtiana, Attalea sp., Acrocomia sp., A. sclerocarpa, Scheelea sp.,
Copernicia tectorum, Sabal sp., Cocos nucifera) (Morocoima et al. 2010), ninhos
de aves (Mycteria americana, Furnariidae, Dendrocolaptidae), arvores secas ou
com ocos. Nos anexos domiciliares, encontram-se em currais, pombais e
galinheiros. Nos habitats silvestres pode estar associada com Didelphis
marsupialis, Tamandua tetradactyla, Dasypus novemcinctus, Sigmodon sp. e
varias espécies de passaros e morcegos. Também pode ser encontrado em
bromélias ou associada com pseudoescorpides e em simpatia com Eratyrus
mucronatus Stal, 1859, Cavernicola pilosa Barber, 1937 (Carcavallo et al. 1998).

A espécie encontra-se distribuida na Venezuela, Coldmbia, estado de
Roraima no Brasil, Suriname, Guiana, Guiana Francesa, e no Caribe (Carcavallo
et al. 1999; Galvéao & Gurgel-Gongalves 2014) (Figura 1.1).



5 mm

3

Foto: Catarina Macedo

Figura 1.1 — Foto dos espécimes fémea e macho de Triatoma maculata (Erichson, 1848) procedentes do municipio Amajari - Roraima, Brasil.



Na Venezuela esse triatomineo possui ampla distribuicdo geografica,
sendo considerado um importante vetor secundario da doenca de Chagas,
encontrado frequentemente colonizando os domicilios (Sanchez-Martin et al.
2006; Rojas et al. 2008; Garcia-Jordan et al. 2015) e apresentando indices
consideraveis de infeccdo natural pelo parasito T. cruzi (Noya-Alarcén et al.
2012; Garcia-Alzate et al. 2014). Estes indices se repetem em areas indigenas
da Colébmbia, onde também foi possivel verificar a associacdo ao intra e
peridomicilio (Gomez-Melendro et al. 2014).

A presenca constante de T. maculata nas habitacdes humanas,
primeiramente no peridomicilio e posteriormente no intradomicilio,
principalmente na Venezuela, estabeleceu uma investigagédo detalhada sobre o
processo de domiciliacdo desta espécie (Feliciangeli et al. 2007; Vivas et al.
2007; Rojas et al. 2008; Reyes-Lugo et al. 2011; Garcia-Jordan et al. 2015).
Dados da literatura mostram estudos sobre o0 repasto sanguineo e como o inseto
se comporta ao ser alimentado em sangue humano, sugerindo diferentes fontes
alimentares (Torres et al. 2010), suas progressdes na adaptacdo ao ambiente
domiciliar, com abordagens morfométricas acrescentadas do enfoque molecular
(Vivas et al. 2007; Garcia-Alzate et al. 2014), inclusive demonstrando diferencas
entre populagcdes da Venezuela e Colombia, indicando alta diversidade
intraespecifica (Monsalve et al. 2016) e associados aos fatores de risco de
infeccdo por T. cruzi (Feliciangeli et al. 2007; Noya-Alarcon et al. 2012). Diante
do exposto acima, € possivel notar que T. maculata esta num processo de
adaptacao ao domicilio evidenciando a importancia da investigacdo ndo sé na
Venezuela como também nos demais paises de sua ocorréncia.

A regido amazoénica apresenta uma grande diversidade de espécies de
triatomineos, sendo possivel identificar o processo de colonizagdo de algumas
espécies nativas a ambientes artificiais ligados a microrregides especificas
quando relacionados a biogeografia e evolugéo destes insetos (Abad-Franch &
Monteiro 2007). Particularidades no cenario ambiental sdo encontradas no
estado de Roraima, que apresenta grande diversidade de paisagens dentro da
regido amazonica brasileira. O mosaico que caracteriza essa regiao € composto
por areas planas, serras, florestas e savanas, sendo este ultimo também
conhecido como lavrado (Campos et al. 2008; Nascimento et al. 2012). As

espécies de triatomineos distribuidas na regido sdo: Rhodnius pictipes Stal,
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1872, Rhodnius robustus Larrousse, 1927, Panstrongylus geniculatus e T.
maculata que € a mais frequente, encontrada principalmente associadas a
galinheiros (Luitgards-Moura 2001; Santos 2009; Gurgel-Goncalves et al. 2012).

Diferente dos outros vetores encontrados na Amazénia que estao ligados
ao ambiente silvestre, T. maculata coloniza o peridomicilio e pode ser notificada
também invadindo intradomicilio (Dias et al. 2002; Luitgards-Moura et al. 2005;
Santos 2009). Embora Luitgards-Moura (2001) ndo tenha mostrado a infeccéo
desta espécie, o estudo da bionomia evidenciou a capacidade de transmissao,
o que reforca a necessidade de estudos que contribuam para a vigilancia
entomoldgica.

Neste sentido, a ecologia populacional deste vetor, analisada por Santos
(2009) identificou a presenca nas Unidades Domiciliares (UD’s) de areas rurais
do estado de Roraima, fazendo uma avaliacdo detalhada do risco potencial da
proximidade destas populacdes de triatomineos aos moradores da regido,
destacando seus resultados como suporte na implementacdo de medidas de
controle integradas no estado.

Desta forma identificar, observar a presenca de caracteristicas de
domiciliacdo, formagéo de colbnias e adaptacdo ao habito alimentar humano
(Dias et al. 2002), bem como o monitoramento dos indices de infec¢do (Martins
et al. 2010) sdo aspectos importantes para o programa de vigilancia
epidemioldgica e entomoldgica. Tais medidas, ainda que distantes do ideal, sdo

aos poucos observadas e pontuadas pelos érgaos (Carvalho 2015).



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Caracterizar populagbes de Triatoma maculata com base no fenoétipo

antenal e no aspecto morfolégico e morfométrico dos ovos, a fim de avaliar o

processo adaptativo deste vetor ao ambiente domiciliar.

2.2 Objetivos Especificos

Identificar mediante a Microscopia Optica, o padrdo antenal das sensilla
de trés populacdes de T. maculata provenientes dos municipios de Boa

Vista, Bonfim, Amajari localizado no estado de Roraima;

Verificar a existéncia ou ndo de alteragcbes no fenétipo antenal, visando
contribuir para uma analise do processo adaptativo e correlaciona-los ao
padrdo morfoldgico e aos habitats das popula¢des provenientes do intra

e peridomicilio e espécimes mantidos em col6nias de laboratério;

Verificar a existéncia ou ndo de diferencas no padrdo morfolégico e
morfométrico das células exocoriais, pela Microscopia Eletrbnica de
Varredura, visando a caracterizacdo das populacbes e uma possivel
associacdo com os resultados do fenétipo antenal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Municipios de procedéncia dos espécimes

A escolha dos municipios (Figura 3.1) foi sugerida pela Secretaria
Estadual de Saude do estado de Roraima, baseado em demanda local e as
coletas foram realizadas em trés periodos: agosto de 2014, marco e agosto de
2015.

e Boa Vista. Capital do estado de Roraima, com populacao total estimada
para 2015 de 320. 714 habitantes, ocupa uma area de 5.687 km? (IBGE
2016). A Ecorregido predominante é a savana (cerrado), com baixa
altitude (~150 - 300m) (Rosa-Freitas et al. 2007).

e Bonfim. Com a populagdo estimada para 2015 de 11.739 habitantes,
ocupa area de aproximadamente 8.095 km? (IBGE 2016). Este municipio
abrange as ecorregides de varzea e savana. A populacéo se concentra
na ecorregiao de varzea préximas ao rio ou perto das principais estradas,
onde se encontra uma cobertura composta por floresta tropical de varzea

e chegando até ~ 150 m de altitude (Rosa-Freitas et al. 2007).

e Amajari. Municipio localizado ao norte do estado, apresenta uma
populacao de 11.006 habitantes ocupando uma area de 28.472 km2 (IBGE
2016). As ecorregibes sdo formadas por densa montana (>1500 m)
submontana (~500-600 m de altitude) de floresta tropical e floresta
ombrofila densa em um planalto intermediario (~150 — 350 m de altitude)
(Rosa-Freitas et al. 2007).
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Figura 3.1- Destaque do estado de Roraima, Brasil. Municipios de Amajari (A), Boa Vista (B) e Bonfim (C).
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3.2 Material estudado

3.21 Campo

Para obtencdo das antenas e dos ovos, 0s insetos coletados nos trés
municipios de Roraima foram acondicionados e mantidos vivos em recipientes
de vidro, cobertos com tela de néilon, contendo em seu interior papel filtro
sanfonado para aumentar a superficie de contato e retirar o excesso de umidade.
Os insetos foram mantidos em ambiente climatizado a 25°C e 75% UR,
alimentados quinzenalmente com sangue de camundongos suicos (CEUA/IOC-
002/2014 / L-001/2014).

3.2.2 Laboratoério

Os triatomineos de laboratério foram coletados em dezembro de 2003 na
comunidade localizada na Terra indigena Raposa Serra do sol no municipio de
Uiramuta, estado de Roraima e encontrados no peridomicilio associados ao
galinheiro. De acordo com a estimativa do ciclo de vida descrita por Silva et al.
(1995) a colbnia se apresenta aproximadamente na 18° geracao.

3.3 Caracterizacao dos ovos

3.3.1 Morfometria

Foram selecionados 30 ovos néo eclodidos de cada col6nia: Amajari e
Bonfim procedentes do peridomicilio e mantidos em col6nia no laboratério. Os
ovos das duas populacdes foram dispostos sobre um suporte feito com massa
de modelar sobre lamina de vidro (Figura 3.2) para medi¢cdo do comprimento e
largura em microscopio estereoscopico Stemi SV 6 ZEISS GERMANY, com
ocular graduada W-PI 10x/23 e aumento de 10x0,8. As variaveis foram testadas
pelo test t no programa JMP Statistical Discovery 12.2 (SAS Institute Inc, 2012),
disponivel em http://www.jmp.com. A populacéo de Boa Vista nédo foi incluida na
analise morfométrica por ndo possuir ovos em condi¢des de observacgéao, ou seja,

ovos nao eclodidos.
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Figura 3.2 — Foto do suporte preparado com massa de modelar sobre lamina de vidro, utilizado
para a medicdo dos ovos (A). Zoom (B).

3.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

Foram selecionados aleatoriamente 10 ovos eclodidos das trés populagdes:
Boa Vista, Amajari, Bonfim. O material foi montado em fita adesiva dupla face
presa a um suporte metalico com 1,2 cm de diametro (Figura 3.3) e metalizado
com ouro para observacdo ao Microscopio Eletrénico de Varredura (JEOL-JSM-
6390-LV) da Plataforma de Microscopia Eletrénica Rudolf Barth — FIOCRUZ.

Figura 3.3 — Foto do suporte utilizado para observagao ao Microscoépio Eletrdnico de Varredura. (A)
Esquema da montagem do corpo do ovo de triatomineos; (B) suporte pronto para metalizacao.
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Para a caracterizacado morfolégica e morfométrica, os ovos eclodidos foram
fotografados em aumentos de 40x para o corpo do ovo e 130x para o opérculo.
As medidas da area e do diametro do opérculo e da area e largura do corpo do
ovo foram feitas utilizando o programa SemAfore 5.21 (JEOL 2010).

Para analise da ultraestrutura exocorial, as imagens fotografadas de cada
populacdo foram padronizadas em trés etapas: 1) Trés fotos do opérculo (OP) e
corpo do ovo (CO) com aumento de 1.000x e 10 um respectivamente; 2) No OP
foram feitas duas fotos proximas ao bordo e uma na regido central (Figura 3.4)
e no exocoério do corpo do ovo uma foto de cada regido: cefalica (CF),
mediana(ME) e caudal (CD) (Figura 3.5); 3) De cada foto, foram contabilizadas
dez células, analisando um total de 1800 células representando 600 células de

cada populacéo.

X130 100

Figura 3.4 - Micrografia em Microscopia Eletrénica de Varredura do opérculo do ovo. (A) Regido
central do exocdrio do opérculo. (B, C) - Regibes laterais do exoc6rio do opérculo do ovo.
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BORDA CORIAL

X200  100pm

Figura 3.5 — (A) Esquema do corpo do ovo de triatomineo subdivido em trés regifes: cefélica, mediana e caudal; (B) Micrografia eletrénica do ovo inteiro de
Triatoma maculata: Op: Opérculo e divisdo das trés regides em MEV; (C) Delimitacdo da borda corial.
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As imagens fotografadas foram analisadas no programa SemAfore 5.2
(JEOL 2010). Foram mensuradas as areas das células exocoriais e quantificadas
as pontuacgdes (Figura 3.6). Com base nos valores obtidos, foi feito o célculo da
meédia e desvio padréo para cada uma das espécies. As variaveis foram testadas
pelo test t utilizando o programa JMP 12.2 (SAS Institute Inc, 2012).

Z TM17_CD_FOTO105 Cou...

I Totals 1#'r|F|IJI!2'r|F|EII I Wl.n'lZ'rlFlElIl
x
shit

Cul

X1,000 10pm .

Figura 3.6 - Micrografia em Microscopia Eletrdnica de Varredura do exocério do corpo do ovo de
Triatoma maculata, ilustrando o procedimento de mensuragéo de area da célula (linha continua
e setas) e as pontuag¢des quantificadas com o auxilio do programa SemAfore 5.2 (x sobre as
pontuacdes).

A observacao da borda corial (aerépilas, micropilas e goteira espermatica)
foi realizada em 10 ovos ndo eclodidos das populagbes do Amajari e Bonfim
(Figura 3.5 C). Na populagédo de Boa Vista néo foi possivel analisar a borda
corial, por ndo possuir ovos nao eclodidos para observar-se essa estrutura.
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3.4 Caracterizacdo das antenas

3.4.1 Fendtipo antenal

Foram observadas as antenas de 43 espécimes das populacdes de Boa
Vista, Bonfim, Amajari e Uiramuta (colbnia de laboratorio) conforme descrito na
Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Antenas de Triatoma maculata provenientes do estado de Roraima- Brasil,
analisadas por sexo, procedéncia e ecoétopo.

Peridomicilio Intradomicilio

Municipios Total
? ) ? 3
Amajari 5 5 5 4 19
Boa Vista 0 0 2 1 3
Bonfim 5 5 1 0 11
Uiramuta* 5 5 0 0 10
Total 15 15 8 5 43

*Espécimes coletados em 2003 (182 geragdo) e mantidos em col6nia no Laboratério Interdisciplinar de Vigilancia Entomolégica em Diptera e Hemiptera (LIVEDIH).

Ainda no campo, as cabecas dos insetos mortos foram retiradas com
auxilio de pinca e preservadas em eppendorf contendo glicerina. Esse
procedimento foi adotado para evitar a quebra dos segmentos flagelares durante
o transporte. No laboratério as cabecas passaram por duas lavagens com agua
destilada e as antenas foram retiradas ao nivel do escapo e colocadas em alcool
70%. Para os insetos mortos no laboratério as antenas apenas foram retiradas
ao nivel do escapo e mantidas diretamente no alcool 70%.

Os dados referentes a fémea do intradomicilio de Bonfim e os trés
espécimes de Boa Vista ndo entraram nas andlises estatisticas e estao

apresentados no Anexo 1.

3.4.1.1 Clareamento da cuticula

Para retirar o alcool as antenas passaram por duas lavagens com agua
destilada, cerca de 10 minutos cada. Posteriormente foram imersas em hidroxido
de potassio (KOH) a 4% e postas para secar em estufa mantida 50 °C (FANEM
— Ltda, Ind. Brasileira) por tempo que variou de 2 a 4 horas, sendo observadas
em intervalos de 30 minutos, até a visualizacdo das sensilla. Fora da estufa e

apos 15 minutos retirou-se o0 KOH, acrescentando em seguida acido acético a
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5% por 30 minutos, para neutralizar o clareamento. As antenas foram
preservadas em glicerina. Este protocolo foi adaptado ao preconizado por Catala
& Schofield (1994).

O processo de clareamento da cuticula permitiu a visualizagédo, analise e
contagem das sensilla do fenétipo antenal no microscopio LEICA DMLS
acoplado com camara clara e camera ISH 1000. Para a contagem foram
quantificadas as sensilla de trés dos quatro segmentos antenais: pedicelo e
flagelos (F1 e F2). Para isso, as antenas foram montadas individualmente, entre
lamina e laminula, na posicdo ventral de acordo com Catala & Schofield (1994)
e foram identificadas e quantificadas as sensilla tipo: Bristles (BR), tricoidea de
parede fina (TPF), tricoidea de parede grossa (TPG) e basiconica (BA) (Figura
3.7).

As analises estatisticas foram baseadas na identificacdo e quantificacao
das sensilla em cada segmento antenal, sendo calculados a médias e desvio-
padrédo distinguindo localidade, ecotopo e sexos. Para testar homogeneidade de
variancias foi usado o teste Levene. Para as variaveis que apresentaram
heterogeneidade de variancias foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann
Whitney U test. Para as andlises univariadas foi utilizado o programa JMP 12.2
(SAS Institute Inc, 2012). As andlises multivariadas foram realizadas com as
variaveis que resultaram com diferencas significativas usando o programa livre
PADWIN, incluido no pacote CLIC vo7 J.P Dujardin,
www.mpl.ird.fr/morphometrics). Para analise de populagfes, a distancia de
Mahalanobis e o teste de significancia foram calculados por teste de permutacao
(1000 permutacdes) corrigido pelo teste de Bonferroni.

Aliado aos resultados obtidos neste estudo, foram feitas comparacgdes dos
exemplares aqui expostos com o fenotipo antenal dos espécimes do ambiente
silvestre estudados por Carbajal de la Fuente (2008) e para comprovacao da
correlacdo dos dados, utilizou-se coeficiente de correlacdo de Kendall no

programa Bioestat 5.3 (Instituto Mamiraua, www.mamiraua.org.br)
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Quimiorreceptores

Figura 3.7- Foto do pedicelo mostrando as diferentes sensilla no pedicelo da antena de Triatoma maculata. BR: Bristles; TPF: Tricoidea de Parede
Fina; TPG: Tricoidea de Parede Grossa; BA: BasicOnica.
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4 RESULTADOS

4.1 Descricao geral dos ovos

Os ovos de T. maculata foram encontrados individualizados e soltos no
substrato. Aqueles eclodidos apresentavam coloracdo branca e os nao eclodidos
uma variacao de coloracéo rosa claro a escuro, relacionada com o avanco do
desenvolvimento do embrido. As andlises morfométricas e morfolégicas foram
feitas com base no material procedente diretamente do campo (Figura 4.1) e da

postura das fémeas trazidas vivas e mantidas em colénias no laboratério.

Figura 4.1 - Coleta de ovos de triatomineos no municipio de Amajari — Roraima. (A) Equipe coletando

ovos; (B) Detalhe da coleta; (C) Setas indicando ovos de triatomineos néo eclodidos em fresta de
madeira no galinheiro.
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4.2 Analise morfométrica pela Microscopia Optica

421 Ovo

Para o estudo morfométrico ao microscopio optico foram utilizados 60
ovos nao eclodidos que apresentaram média geral de comprimento de 1,70 mm
+ 0,08 e largura de 1,04 mm + 0,05 para espécie T. maculata (Tabela 4.1).

Estes ovos séo procedentes do peridomicilio das popula¢des do Amajari
e Bonfim conforme apresentados na Tabela 4.2, a média do comprimento dos
ovos de Bonfim (X = 1,73mm % 0,08) foi maior do que a observada na populacéo
do municipio do Amajari (X = 1,68 mm % 0,07). A média da largura também
permaneceu maior na populacéo de Bonfim (x = 1,06 + 0,05), quando comparado
a Amajari (X = 1,02 + 0,05) e os valores apresentaram diferengas significativas

entre as populagdes quando comparados entre si (test t, p<0,05).
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Tabela 4.1 - Comprimento e largura (mm) de ovos de populac¢des de Triatoma maculata,
provenientes dos municipios de Amajari e Bonfim, Roraima, Brasil.

Altura Largura

N° Amajari Bonfim  Total Amajari  Bonfim Total
1 1,57 1,60 0,93 0,98
2 1,62 1,67 0,98 1,02
3 1,67 1,71 1,02 1,07
4 1,67 1,71 1,02 1,05
5 1,76 1,83 1,07 1,12
6 1,62 1,67 0,98 1,00
7 1,74 1,83 1,07 1,12
8 1,60 1,64 0,95 1,00
9 1,57 1,60 0,93 0,98
10 1,64 1,69 1,00 1,05
11 1,76 1,83 1,07 1,12
12 1,69 1,74 1,02 1,07
13 1,71 1,79 1,05 1,10
14 1,62 1,64 0,95 1,00
15 1,64 1,69 1,00 1,05
16 1,64 1,67 1,00 1,02
17 1,69 1,71 1,02 1,07
18 1,62 1,67 1,00 1,02
19 1,67 1,71 1,02 1,07
20 1,71 1,79 1,05 1,10
21 1,69 1,71 1,02 1,07
22 1,64 1,67 1,00 1,02
23 1,86 1,90 1,12 1,19
24 1,69 1,74 1,02 1,07
25 1,62 1,67 0,98 1,02
26 1,71 1,79 1,05 1,10
27 1,79 1,88 1,10 1,14
28 1,74 1,79 1,05 1,10
29 1,76 1,83 1,07 1,12
30 1,67 1,71 1,00 1,05

Média 1,68 1,73 1,70 1,02 1,06 1,04

Desvio Padrao 0,07 0,08 0,08 0,05 0,05 0,05

Tabela 4.2 - Medidas dos ovos (mm) de Triatoma maculata procedentes dos municipios de
Amajari e Bonfim, estado de Roraima, Brasil.

N Comprimento Largura
Localidade Amplitude Média Desvio padréo Amplitude Média Desvio padrao
Amajari 30 157186 1,68* 0,07 0,93-1,12 1,02* 0,05
Bonfim 30 1,60-1,90 1,73* 0,08 0,98-1,19 1,06* 0,05

*p<0,05
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4.3 Descricao geral do ovo pela Microscopia Eletrénica de Varredura

A analise morfolégica pela Microscopia Eletrébnica de Varredura
demonstrou que os ovos de T. maculata das diferentes populacdes analisadas
possuem forma elipsoide, com opérculo convexo e arredondado (Figura 4.2)

ornamentado por células exocoriais apresentando pontuacdes.

Figura 4.2 - Micrografia em Microscopia Eletrdnica de Varredura do opérculo do ovo de
Triatoma maculata procedente do municipio do Amajari, Roraima.

O exocoério do corpo do ovo, representado pelas regides cefélica, mediana e
caudal apresenta uma ornamentacdo formada por pontuagbes de numero

variado distribuido pela superficie celular, conforme demonstrado na Figura 4.3.
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Figura 4.3 - Micrografia em Microscopia Eletrénica de Varredura do aspecto geral do exocério
do corpo do ovo e das células exocoriais da regido caudal de Triatoma maculata procedente do
municipio do Amajari, Roraima — Brasil.

4.4 Andlise morfométrica pela MEV

4.4.1 Opérculo e corpo do ovo

Os resultados obtidos da andlise da area e do didmetro realizada em 10
ovos das populagdes Amajari, Bonfim e Boa Vista descriminando o opérculo e o
corpo do ovo, estdo demonstrados na Tabela 4.3.

As médias da area e largura do corpo do ovo foram inversamente
proporcionais a area e diametro encontrados no opérculo. Os ovos de Boa Vista
apresentaram o OP mais robustos (0,32 mm? — 0,63 mm) e o CO menores (1,47
mm? — 1,12 mm), ao contrario dos ovos de Amajari onde o CO foi robusto (1,60
mm? — 1,16 mm) e o OP menor (0,28 mm?— 0,59 mm). Os ovos do municipio de
Bonfim permaneceram com médias intermediarias para OP (0,31 mm? - 0,62
mm) e CO (1,59 mm? e 1,13).
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Tabela 4.3 - Discriminagéo das medidas do opérculo e corpo do ovo realizadas nas micrografias ao Microscépio Eletrénico de Varredura, em ovos procedentes
dos municipios de Amajari, Bonfim e Boa Vista, Roraima- Brasil. Area (mm?2); diametro e largura (mm).

Opérculo Corpo do Ovo
Amajari Bonfim Boa Vista Amajari Bonfim Boa Vista
N° do ovo Area  Diametro  Area  Diametro  Area Diametro Area  Largura Area  Largura Area  Largura

1 0,30 0,62 0,32 0,65 0,33 0,65 1,66 1,17 1,68 1,19 1,45 1,13

2 0,23 0,53 0,31 0,62 0,30 0,62 1,40 1,05 1,50 1,12 1,56 1,16

3 0,23 0,53 0,28 0,59 0,33 0,65 1,52 1,14 1,49 1,10 1,39 1,10

4 0,23 0,55 0,20 0,51 0,33 0,65 1,93 1,29 1,77 1,20 1,50 1,15

5 0,23 0,55 0,35 0,65 0,33 0,65 1,71 1,20 1,67 1,16 1,42 1,02

6 0,27 0,57 0,36 0,66 0,31 0,64 1,95 1,29 1,82 0,01 1,46 1,12

7 0,35 0,65 0,38 0,69 0,31 0,63 1,59 1,15 1,50 1,12 1,44 1,14

8 0,32 0,64 0,34 0,66 0,31 0,62 1,49 1,10 1,45 1,09 1,53 1,15

9 0,29 0,61 0,27 0,56 0,30 0,60 1,41 1,14 1,57 1,08 1,49 1,12

10 0,33 0,65 0,33 0,64 0,30 0,63 1,38 1,12 1,41 1,09 1,44 1,13
Média 0,28 0,59 0,31 0,62 0,32 0,63 1,60 1,16 1,59 1,13 1,47 1,12
Desv Padrao 0,05 0,05 0,05 0,06 0,01 0,02 0,21 0,08 0,14 0,04 0,05 0,04
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4.5 Anéalise morfoldgica pela MEV

4.5.1 Borda Corial

Para esta analise foram utilizados apenas ovos ndo eclodidos, portanto
restritos a amostragens procedentes dos municipios do Amajari e Bonfim.
Na borda corial ndo se observou diferencas morfolégicas entre os ovos das
duas populagbes. A mesma se apresenta saliente com orificios pequenos,
representado pelas aerdpilas (Ae), logo abaixo a goteira espermatica (Ge), onde

estdo presentes os orificios maiores, as micrépilas (Mc) (Figura 4.4).
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Figura 4.4 - Micrografia em Microscopia Eletrdnica de Varredura da borda corial do ovo inteiro
de Triatoma maculata procedentes de duas populacdes (A) Amajari (B) Bonfim, provenientes do
estado do Roraima, Brasil. Ae — aeropila, Ge — Goteira espermatica, Mc — Micropila, Op —

Opérculo e Co — Corpo do ovo.
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4.5.2 Exocorio do opérculo

As células apresentam aspecto acolchoado com pouca ou nenhuma
pontuacdo. Na presenca de pontuacdes, as mesmas se encontram distribuidas
na superficie celular e préximas ou entre as regides de contato das células,
resultando em um bordo de aspecto irregular (Figura 4.5).

Foi observado que algumas células possuem um entrelagamento irregular
de suaves depressdes entre as pontuacoes. (Figura 4.5). Entre as populagcdes
do Amajari, Bonfim e Boa Vista ndo houve caracteristicas morfolégicas que

possibilitassem a diferenca entre as trés populacées (Figura 4.6).
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Figura 4.5 — (A) Micrografia em Microscopia Eletrdnica de Varredura do exocorio do opérculo de Triatoma maculata procedentes do municipio
de Bonfim no estado de Roraima, Brasil. Seta indicando célula com poucas pontuacdes. (B) Recorde da célula evidenciando entrelagamento
irregular entre as pontuacdes.
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Opérculo

Figura 4.6 - Micrografia em Microscopia Eletronica de Varredura do exocério do opérculo da espécie Triatoma maculata provenientes de trés municipios:
(A) Amajari, (B) Bonfim e (C) Boa Vista do estado do Roraima, Brasil.
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4.5.3 Exocorio do corpo do ovo

A populagdo do Amajari apresentou células planas nas trés regides:
cefalica, mediana e caudal, com bordos regulares na maioria das vezes (Figura
4.7 A-C), podendo ser encontradas em alguns ovos células com pontuacdes nas
areas de contato proporcionando um aspecto irregular.

A populacdo de Bonfim apresentou células planas na regido cefalica, porém
em alguns ovos as mesmas mostram um aspecto acolchoado (Figura 4.7 D), na
regido mediana as ceélulas com aspecto plano também prevalecem (Figura 4.7
E), ja na regido caudal o aspecto acolchoado € mais nitido (Figura 4.7 F). Os
bordos das células nas trés regides podem se apresentar tanto de forma regular,
ou seja, sem pontuacbes nas areas de contato, ou de forma irregular. A
caracteristica morfologica encontrada apenas nesta populacéo foi a presenca de
pontuacBes com aspecto reto e sequencial dando uma aparéncia de linha se
observada em menor aumento.

A populacdo de Boa Vista apresentou as células com aspecto plano ou
acolchoado e com bordos retilineos ou irregulares para as regifes cefélica e
caudal (Figura 4.7 G,l). Na regido mediana houve prevaléncia das células planas
com bordo regular (Figura 4.7 H). Diferente das outras populacdes, os bordos
irregulares ndo foram necessariamente causados por pontuacdes nas areas de
limites entre as células, os bordos apenas apresentavam pequeno

desalinhamento com suaves curvas.
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Figura 4.7 - Micrografia em Microscopia Eletrénica de Varredura do exoc6rio do corpo do ovo da espécie
Triatoma maculata subdividida nas trés regides: cefalica, mediana e caudal provenientes de trés municipios
(A -C) Amajari; (D-F) Bonfim; (G-I) Boa Vista do estado de Roraima, Brasil.
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4.6 Formas geomeétricas exocoriais

As células do exocério das populacdes procedentes dos municipios:
Amajari, Bonfim e Boa Vista, variam da forma quadrilatera a octogonal. Na
analise das 600 células de populagéo, sendo 300 do opérculo e 300 do corpo do
ovo, houve uma predominancia das células pentagonais no opérculo da
populacdo do Amajari e hexagonais no opérculo e corpo do ovo das demais
populacdes (Tabela 4.4).

O maior percentual de incidéncia das formas poligonais do corpo do ovo
das trés populacdes obedeceu ao padrdo em ordem decrescente: hexagonal,
pentagonal, heptagonal. As formas quadrilatera e octogonal foram raras. No
opérculo as formas quadrilateras foram mais presentes e octogonal apareceu em
apenas uma célula de cada populacdo. As populacdes do Bonfim e Boa Vista
seguiram o padrdo descrito acima e os opérculos do Amajari tiveram maior
percentual de células pentagonais, seguidas de hexagonais e heptagonais
(Tabela 4.4) (Figura 4.8).
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Figura 4.8 — Formas geométricas das células exocoriais dos ovos de Triatoma maculata. (A) quadrilatera, (B) pentagonal, (C) hexagonal,
(D) heptagonal e (E) octogonal.
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4.6.1 Ovos procedentes do municipio de Amajari

O opérculo apresentou 15 células quadrilateras (5%), 133 pentagonais
(44,3%), 120 hexagonais (40%), 31 heptagonais (10,3%) e 1 octogonal (0,3%).
O corpo do ovo apresentou uma célula quadrilatera (0,3%), 65 pentagonais
(21,7%), 211 hexagonais (70,3%), 23 heptagonais (7,7%) e nao apresentou
célula octogonal (Tabela 4.4).

O corpo do ovo subdivido em trés regides (CF, ME e CD) mostrou a regiao
cefélica com 21% de células pentagonais, 67% hexagonais e 12% heptagonais;
a regido mediana 1% de células foram quadrilateras 16% pentagonais 78%
hexagonais e 5% heptagonais; e a regidao caudal com 28% pentagonais, 66%
hexagonais e 6% heptagonais (Figura 4.9).

4.6.2 Ovos procedentes do municipio de Bonfim

O opérculo apresentou 19 células quadrilateras (6,3%), 106 pentagonais
(35,3%), 156 hexagonais (52%), 18 heptagonais (6%) e 1 octogonal (0,3%). O
corpo do ovo apresentou 59 pentagonais (19,7%), 209 hexagonais (69,7%), 10
heptagonais (27%) e ndo apresentou célula octogonal e quadrilatera (Tabela
4.4).

O corpo do ovo subdivido em trés regides (CF, ME e CD) mostrou a regiao
cefalica com 22% de células pentagonais, 67% hexagonais e 11% heptagonais;
na regido mediana com 18% das células pentagonais, 71% hexagonais e 11%
heptagonais; e a regido caudal com 19% pentagonais, 71% hexagonais e 10%

heptagonais (Figura 4.9).

4.6.3 Ovos procedentes do municipio de Boa vista

O opérculo apresentou 10 células quadrilateras (3,3%), 117 pentagonais
(39%), 144 hexagonais (48%), 28 heptagonais (9,3%) e uma octogonal (0,3%).
O corpo do ovo apresentou 56 pentagonais (18,7%), 216 hexagonais (72%), 27
heptagonais (9%) e uma octogonal (0,3%) (Tabela 4.4).

O corpo do ovo subdivido em trés regides (CF, ME e CD) mostrou a regiao
cefélica com 14% pentagonais, 78% hexagonais e 8% heptagonais; a regido
mediana com 19% das células pentagonais 76% hexagonais e 5% heptagonais;
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e a regido caudal com 23% pentagonais, 62% hexagonais e 14% heptagonais

(Figura 4.9).

Tabela 4.4 - Formas geométricas das células exocoriais do opérculo e do corpo do ovo, observadas em
Microscopia Eletrénica de Varredura, de trés populacdes de Triatoma maculata procedentes do estado

do Roraima, Brasil.

Opérculo Corpo do ovo

Forma da Célula Amajari Bonfim Boa Vista Amajari Bonfim Boa Vista

Total % Total % Total % Total % Total % Total %

Quadrilatera 15 50 19 6,3 10 33 1 0,3 0 0,0 0 0,0
Pentagonal 133 44,3 106 353 117 39,0 65 21,7 59 19,7 56 18,7
Hexagonal 120 40,0 156 52,0 144 48,0 211 70,3 209 69,7 216 72,0
Heptagonal 31 10,3 18 6,0 28 9,3 23 7,7 32 10,7 27 9,0
Octogonal 1 0,3 1 0,3 1 0,3 0 0,0 0 0,0 1 0,3
Total 300 100 300 100 300 100 300 100 300 100 300 100
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Figura 4.9 - Representacao gréfica do percentual de formas geométricas das células exocoriais do corpo do ovo (regiGes cefalica, mediana e caudal) de
Triatoma maculata de trés municipios do estado do Roraima, Brasil.
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Na Tabela 4.5, sdo apresentados os resultados das médias referentes a
mensuracao da area e do numero de pontuages das células do exocorio do
opérculo e do corpo do ovo das populagBes procedentes dos municipios do
Amajari, Bonfim e Boa Vista.

Os valores médios da area das células do exocoério do opérculo e o
nimero de pontuacdes obtidos para as populacées do Amajari (359,0 um?—5,6),
Bonfim (416,7 um? — 7,4) e Boa Vista (356,8 um? — 9,4), bem como os valores
meédios da area das células e nimero de pontuacdes do corpo do ovo obtidos
para as populagées do Amajari (547,9 um?— 20,9), Bonfim (501,6 um? — 21,2) e
Boa Vista (481,3 um? — 16,9) encontram-se representados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Medida da area (um?) e do nimero de pontuagGes do exocorio do opérculo e corpo do ovo de
Triatoma maculata procedentes de trés municipios do estado de Roraima, Brasil.

Opérculo Corpo do ovo
Pop. Area (um?) Pontuacdes Area (um?) Pontuagdes
N Ampl. Média > Ampl. Média N Ampl. Média > Ampl. Média
Am 300 238-245 359,0 1403 1-31 5,6 300 377-655 547,9 6267 13-27 20,9
Bf 300 277-559 416,7 1892 0-37 7.4 300 502-719 501,6 6367 15-29 21,2
BV 300 250-434 356,8 2450 3-43 9,4 300 478-664 481,3 5080 12-21 16,9

Pop: populacdo; Am: Amajari; Bf: Bonfim; BV: Boa Vista; Ampl: Amplitude

Quando discriminada as regides cefalica, mediana e caudal as células dos
ovos de Bonfim foram maiores e mais pontuadas, com excecédo da regido caudal.
A populacdo do Amajari apresenta area das células do ovo menor e indice
intermediario de pontuacdes, exceto para a regiao caudal que sdo menores com
maior nimero de pontuacdes. As células da populacdo de Boa Vista possuem
areas com indices intermediarios e com menores médias de pontuacdes (Tabela
4.6).

Tabela 4.6 - Médias da area (um?) e do nimero de pontuacdes das células do exocério do corpo
do ovo, das regifes Cefalica (CF), Mediana (ME) e Caudal (CD), de ovos de triatomineos de trés
populacdes provenientes do estado do Roraima, Brasil.

Corpo do ovo

. Area (um?) Pontuag6es
Populacéo
CF ME CD CF ME CD
Amajari 531,4 587,9 5244 19,0 19,0 22,2
Bonfim 607,9 629,0 584,8 21,0 21,7 21,0
Boa Vista 560,2 574,3 529,9 16,8 17,4 16,6
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As andlises estatisticas mostraram que o0 opérculo apresentou
homogeneidade de variancias pelo do teste de Levene, portanto foi testado com
ANOVA seguido de teste Tukey (Tabela 4.7). O corpo do ovo apresentou
heterogeneidade das variancias e foi utilizado test t seguido do teste n&o
paramétrico Mann-Whitney. Os testes estatisticos evidenciaram diferencas
significativas (p<0,001) para &rea das células do exocorio do opérculo e do corpo
do ovo entre as populacdes de Amajari X Bonfim e Bonfim x Boa Vista (Tabela
4.8).

Tabela 4.7 — Comparacdes das areas de células exocoriais do opérculo de trés populacées de
Triatoma maculata (municipios: Amajari, Boa Vista e Bonfim), pareadas pelo Teste de Tukey
(N=30).

Amajari Bonfim Boa Vista
Amajari 0,00055* 0,9885
Bonfim 5,587 0,000368*
Boa Vista 0,2057 5,793

* valores significativos p<0,05

Tabela 4.8 - Comparacao das areas de células exocoriais do corpo do ovo de trés populacdes
de Triatoma maculata (municipios: Amajari, Boa Vista e Bonfim) (N=30).

P Mann-Whitne
Variavel Test t Ithey

U Test
Amajari X Bonfim 0,0012987* 0,001766*
Bonfim X Boa Vista 0,00077649* 0,0033386*
Boa Vista X Amajari 0,057104 X

* valores significativos p<0,05

4.7 Descrigcao do fenotipo antenal de Triatoma maculata

A partir das analises quantitativas das sensilla do pedicelo (P-BR, P-TPF,
P-TPG, P-BA), flagelo 1: (F1-BR, F1-TPF, F1-TPG, F1-BA) e flagelo 2: (F2-BR,
F2-TPF, F2-TPG, F2-BA) presentes nas antenas dos espécimes de T. maculata
procedentes do Amajari, Bonfim, Boa Vista e Uiramuta/Laboratorio obteve-se os

resultados apresentados na Tabela 4.9:
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Tabela 4.9 - Média e desvio padrdo das sensilla dos trés segmentos antenais (Pedicelo e Flagelos 1- F1 e 2 — F2), de acordo com o sexo, de
espécimes de Triatoma maculata procedentes do Amajari (Intradomicilio e Peridomicilio); Bonfim (Peridomicilio) e Uiramuta (Laboratério) —
Roraima, Brasil.

Pedicelo F1 F2

BR TPF TPG BA BR TPF TPG BA BR TPF TPG BA

Sexo

>
Q

X o X o X o X o X o X o X o

i
M
>
Q

c X o

Amajari — Intradomicilio

Macho 100,8 16,2 4935 53,1 198 8,0 125 47 168 4,9 2198 185 116,8 22,9 335 11,0 83 1,0 1188 17,9 750 33,7 405 9,2
Fémea 944 7,4 2490 329 502 176 198 5,1 150 2,9 1782 14,1 1212 16,0 404 14,7 106 1,8 103,2 104 734 226 32,0 5.2

Total 97,2 11,7 357,7 1349 36,7 209 16,6 6,0 158 38 158 38 196,7 26,6 37,3 129 96 19 110,12 155 741 26,1 358 81

Amajari — Peridomicilio

Macho 91,4 104 4960 652 118 7,2 114 25 12,2 1,8 2108 20,0 107,8 128 31,2 99 74 15 121,8 332 46,0 21,7 282 14,8
Fémea 103,6 9,2 2482 359 456 126 228 7,3 124 0,9 1930 17,1 1064 19,0 478 99 76 15 1188 18,2 47,4 11,8 40,0 3,6

Total 97,5 104 372,1 139,7 28,7 20,3 171 79 123 1,3 2019 199 107,1 153 395 128 75 14 1203 253 46,7 165 34,1 119

Bonfim — Peridomicilio

Macho 91,2 51 4486 61,1 66 47 98 22 14,4 15 2196 28,7 862 128 358 7,0 90 1,7 1334 134 544 6,0 280 73

Fémea 1056 8,6 2754 32,1 556 29,1 18,8 6,3 146 2,2 1882 20,0 1226 12,3 31,2 11,6 96 09 1154 225 69,2 204 350 11,0

Total 98,4 10,1 362,0 102,2 31,1 324 143 65 145 4,7 2039 28,6 1044 225 335 94 93 13 1244 199 61,8 16,2 31,5 95

Uiramuta - laboratério

Macho 107,2 9,6 3114 533 138 91 84 43 16,0 2,3 1952 19,2 108,8 246 280 35 88 16 1030 13,1 858 13,7 36,0 24
Fémea 119,2 10,0 2186 23,4 446 16,9 158 59 146 05 1852 22,8 1160 32,3 484 13,7 78 33 936 386 654 274 326 11,8

Total 113,2 9,6 2650 624 29,2 20,7 12,1 6,2 153 18 190,2 205 1124 27,3 38,2 14,3 83 25 983 276 756 231 343 94

BR: Bristles; TPF: Tricoidea de Parede Fina; TPG: Tricoidea de Parede Grossa; BA: BasicoOnica; F1: Flagelo 1; F2: Flagelo; X Média; o = Desvio padréo.
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4.7.1 Fendtipo antenal por sexo

Todas as variaveis antenais do pedicelo (P), Flagelo 1 (F1) e Flagelo 2
(F2) foram analisadas pelo teste ANOVA, exceto P-TPG que foi analisada
mediante o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Comparando as sensilla
entre machos e fémeas houve diferenca significativa para o sensillum P-TPF dos
espécimes procedentes do Amajari, Bonfim e Uiramutd/Laboratoério (Teste de
Tukey; p < 0,05). Ainda no pedicelo as sensilla do tipo P-BA apresentaram
diferencas apenas para a populacdo do Amajari. Na populacdo de Bonfim, a
diferenca foi encontrada nas sensilla F1-TPG, caracterizando assim o
dimorfismo sexual (Tabela 4.10).

A sensilla do tipo P-TPG mostrou diferencas significativas entre machos
e fémeas das populacbes do Amajari, Bonfim e Uiramuté/Laboratério (Tabela
4.11).

Tabela 4.10 - Comparacdes dos diversos tipos de sensilla entre Fémeas (F) e Machos (M) dos
triatomineos procedentes dos municipios de Amajari (Am), Bonfim (Bf) e Uiramuta/Laboratério
(Vi) -Roraima, Brasil.

Comparagdes P-BR P-TPF P-BA F1-TPF FI-TPG  F1-BA
F_Am X M_Am NS s s NS NS NS
F_Bf x M_Bf NS s NS NS s NS
F_Uix M_Ui NS s NS NS NS NS

P: Pedicelo; BR: Bristle; TPF: Tricoidea de parede fina; BA: Basiconica; F1: Flagelo 1. TPG: Tricoidea de parede grossa.
(Teste de Tukey; p < 0,05); S: diferenca significativa; NS: N&o significativa.

Tabela 4.11 - Comparacdes entre Fémeas (F) e Machos (M) dos triatomineos procedentes dos
municipios de Amajari (Am), Bonfim (Bf) e Uiramutd/Laboratério (Ui) utilizando o teste nao
paramétrico Mann--Whitney (*p<0,001). Para as sensilla do P: Pedicelo; TPG: Tricoidea de
Parede Grossa.

Comparagodes entre sexo P-TPG
F_Am x M_Am 0,0004 *
F_Bf x M_Bf 0,0081 *
F_Uix M_Ui 0,0216 *

P: Pedicelo; TPG: Tricoidea de parede grossa. *Diferenca significativa p<0,05.

Para realizar as andlises multivariadas foram utilizadas as sensilla que

mostraram diferencas significativas para a ANOVA e o teste de Mann-Whitney:
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P-BR, P-TPF, P-BA, F1-TPF, F1-TPG, F1-BA (ANOVA) e TPG (teste nao
paramétrico). As distancias de Mahalanobis com corre¢cdo de Bonferroni (p<
0,00333) séo apresentados na Tabela 4.12.

O mapa fatorial realizado a partir das distancias de Mahalanobis (Figura
4.10) e o dendograma UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) (Figura 4.11), apresentaram uma sobreposicdo nos poligonos
aproximando as fémeas das populacdes do Amajari e Bonfim e uma acentuada
distancia entre os poligonos produzidos entre os machos das mesmas
populacdes, que por sua vez encontram-se agrupados. Os poligonos de fémeas
e machos do Uiramutéd/Laboratdrio também encontram-se separados entre si
como também dos demais, demonstrando acentuado dimorfismo sexual de T.
maculata. Ao contrario da sobreposicdo observada para machos e fémeas das
populacdes de Amajari e Bomfim, os machos e as fémeas da populacdo de

laboratério (Uiramutd) ficam distantes entre elas.

Tabela 4.12 — Distancia de Mahalanobis para comparagédo das populacdes de Triatoma maculata
de acordo com sexo (*valores significativos p<0,00333).

FAm  M_Am F_Bf M_Bf F_Ui M_Ui
F_Am 0,00
M_Am 7,26* 0,00
F_Bf 1,90 6,63* 0,00
M_Bf 7,04* 1,63 6,61* 0,00
F_Ui 3,81 8,66* 3,61 8,56* 0,00
M_Ui 4,42% 4,64* 3,52 4,50* 4,87+ 0,00

M: Machos; F: Fémea. Am: Amajari; Bf: Bonfim; Ui: Uiramuta.
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Figura 4.10 - Mapa fatorial baseado nas distancias de Mahalanobis das sete sensilla antenais
(P-BR, P-TPF, P-BA, F1-TPF, F1-TPG, F1-BA e TPG) discriminando Fémeas (F) e Machos (M)
de Triatoma maculata das populag8es do Amajari (Am), Bonfim (Bf) e Uiramuta/Laborat6rio (Ui).
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M_Am

M_Bf

Figura 4.11 Dendograma UPGMA derivado das distancias de Mahalanobis das sete sensilla

antenais discriminando Fémeas (F) e Machos (M) de Triatoma maculata das populacdes do
Amajari (Am), Bonfim (Bf) e Uiramutd/Laboratorio (Ui).
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4.7.2 Fendétipo antenal por sexo, habitat e por localidade

Todas as variaveis antenais do pedicelo (P), Flagelo 1 (F1) e Flagelo 2
(F2) foram analisadas através da ANOVA, exceto F1-BR, F1-TPG, F1-TPG que
foram analisadas mediante o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Acrescentando o habitat na analise univariada, o dimorfismo sexual continuou
mostrando diferenca significativa para as sensilla P-TPF do intra e peridomicilio
do municipio do Amajari. A populacdo do peridomicilio ainda apresentou
diferencas para as sensilla P-TPG e P-BA conforme apresentado na (Tabela
4.13).

Tabela 4.13 — Comparag8es dos diferentes tipos de sensilla entre Fémeas (F) e Machos (M) dos
triatomineos procedentes dos municipios de Amajari (Am) e Uiramuté/Laboratério (Ui). Habitat:
Peri: Peridomicilio; Intra: Intradomicilio.

Comparagdes P-BR P-TPF P-TPG P-BA F1-TPF F1-BA
F_Am_Peri x M_Am_Peri NS S S S NS NS
F_Am_Intra x M_Am_Intra NS S NS NS NS NS

F_Ui x M_Ui NS NS NS NS NS NS

P: Pedicelo; BR: Bristle; TPF: Tricoidea de parede fina; BA: Basiconica; F1: Flagelo 1. TPG: Tricoidea de parede
grossa. (Teste de Tukey; p < 0,05); S: diferenca significativa; NS: Nao significativa.

De acordo com os resultados, as sensilla que apresentaram diferencas
significativas para a prova de ANOVA foram: P-BR, P-TPF P-TPG, P-BA, F1-
TPF, F1-BA comparadas nas populacbes: (F_Am_Peri e M_Am_Peri);
(F_Am_Intrae M_Am_Intra); (F_Bo_Peri M_Bo_Peri); (F_Ui e M_Ui). Nao foram
observadas diferencias significativas para as variaveis analisadas mediante o
teste de Mann-Whitney. Baseada nas variaveis significativas, as distancias de
Mahalanobis (com correcdo de Bonferroni p<0,00179) foram apresentados na
Tabela 4.14.
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Tabela 4.14 - Distancia de Mahalanobis dos diferentes tipos de sensilla para comparacéo entre as popula¢cfes de Triatoma maculata de acordo com sexo e
habitat. (* Valores significativos p<0,00179).

F Am_Peri M_Am_Peri F_Am_Intra M_Am_Intra F_Bf Peri M_Bf Peri F_Ui Lab M _Ui _Lab

F_Am_Peri 0,00

M_Am_Peri 6,73* 0,00

F_Am_lIntra 2,58 6,92* 0,00

M_Am_lIntra 7,02* 2,09 6,83* 0,00

F_Bf Peri 2,38 5,95* 2,04 5,83* 0,00

M_Bf_Peri 6,48* 1,70 6,64* 2,14 5,78* 0,00

F_Ui_Lab 3,15* 7,76* 4,58* 7,87* 3,72* 7,59* 0,00

M_Ui_Lab 4,21* 4,63* 4,35* 4,43 2,85 4,29* 4,1* 0,00

M: Machos; F: fémea. Am: Amajari; Bf: Bonfim; Ui: Uiramuta. Peri: Peridomicilio; Intra: Intradomicilio; Lab: Laboratério.
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O teste de permutacao corrigido por Bonferroni para as distancias de
Mahalanobis mostrou que existem diferencgas significativas entre os grupos dos
triatomineos capturados nas unidades domiciliares e aqueles mantidos em
colbnia no laboratério, como também evidenciou o dimorfismo sexual.

O mapa fatorial derivado das distancias de Mahalanobis, observado a
partir dos poligonos produzidos pelas fémeas provenientes das coletas de
campo e associadas ao peridomicilio, mostra uma distdncia menor quando
comparadas entre si (Amajari-Bonfim) e uma maior distancia ao serem
comparados aos poligonos produzidos pelas fémeas coletadas no intradomicilio.
Essa diferengca ndo foi observada para os machos (Figura 4.12). Como fora
observado na analise por sexo, os machos e as fémeas da populacdo de

laboratorio (Uiramutd) ficam distantes entre eles (Figura 4.13).
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Figura 4.12 - Mapa fatorial baseado nas distancias de Mahalanobis das seis sensilla antenais (P-
BR, P-TPF P-TPG, P-BA, F1-TPF, F1-BA) entre os grupos de Fémeas (F) e Machos (M) de
Triatoma maculata das popula¢des do Amajari (Am), Bonfim (Bf) e Uiramuta (Ui) procedentes do
peridomicilio (Peri), Intradomicilio (Intra) e colbnias mantidas em Laboratério (Lab).
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Figura 4.13 - Dendograma UPGMA derivado das distancias de Mahalanobis das seis sensilla
antenais (P-BR, P-TPF P-TPG, P-BA, F1-TPF, F1-BA) discriminando entre os grupos de Fémeas
(F) e Machos (M) de Triatoma maculata das popula¢cées do Amajari (Am), Bonfim (Bf) e Uiramuta
(Ui) procedentes do Peridomicilio (Peri), Intradomicilio (Intra) e colénias mantidas em laboratério
(Lab).
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5 DISCUSSAO

A presenca da espécie Triatoma maculata nos domicilios e sua adaptagéo
a ambientes artificiais demonstra como o comportamento populacional desta
espécie estd associado ao local em que o homem habita (Santos 2009). H&
evidéncias que sugerem um aumento da sua capacidade adaptativa em areas
povoadas (Morocoima et al. 2004) apresentando caracteristica ornitéfila (Pifano
1973) e sendo associado principalmente a presenca de galinhas no peridomicilio
(Sanchez-Martin et al. 2003; 2006). No Brasil, sua capacidade de transmisséo
do parasito Trypanosoma cruzi foi verificada em estudo de caracteristicas
bionbmicas que comprovam se tratar de um potencial vetor (Luitgards-Moura et
al. 2005).

A domiciliacdo dos triatomineos trata-se de um processo dindmico que
envolve fases distintas da evolucdo, podendo ser resultante de acdo antrdpica
gue leva em consideracdo o deslocamento dos vetores do ambiente silvestre
para o ambiente domiciliar, proporcionando condicfes de habitat estaveis (abrigo
e alimentacdo) para sua sobrevivéncia e manutencdo no ambiente artificial
(Aragéo 1981; Gomes 1986; Reyes-Lugo et al. 2011; Silveira & Martins 2014).

Com a estabilidade do habitat, o tempo e o isolamento proporcionado pelo
processo de domiciliacdo, observam-se simplificacbes genéticas e fenéticas
associadas a utilizacdo coerente dos recursos energéticos, para somente investir
na producdo de genes que serdo realmente necessarios (Schofield et al. 1999).
Visto que as antenas sao utilizadas para percepc¢éo sensorial, quando o habitat
dos insetos se altera, consequentemente as sensilla presentes nas antenas
tendem a modificar o seu padrdo, adequando-se as pressées do novo habitat
(Catala 1997hb). Entretanto, dimensionar o0 aumento ou diminui¢do de densidade
de sensilla, ndo se trata de uma condi¢cdo generalizada, visto que ambas as
tendéncias foram encontradas na comparacdo de insetos provenientes de
coletas de campo e aqueles mantidos em colénias de laboratério (Catal& et al.
2004).

Visando dimensionar e comparar o aumento e diminuicdo da densidade
das sensilla dos insetos do presente estudo, com o fendétipo antenal de T.

maculata proveniente do ambiente silvestre de Roraima, apresentados por
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Carbajal de la Fuente et al. (2008), foi montada uma tabela comparativa
(Apéndice A 1). Observa-se que as sensilla tipo Bristle e TPG apresentaram em
maior quantidade nos espécimes do ambiente silvestre nos trés segmentos
antenais, sugerindo a necessidade de uma maior percepcéo das adversidades
do ambiente a que esta exposto. Entretanto, quando se compara o total de
sensilla dos trés segmentos antenais, este nimero € menor para 0S espécimes
do ambiente silvestre, conforme foi observado para T. infestans silvestre (Catala
& Torres 2001). Os Bristle sdo mecanorreceptores responsaveis por detectar
estimulos oriundos do contato com superficies, ondas sonoras e correntes de ar
e o0 Tricoideas de Parede Grossa (TPG) possui um poro na ponta e sua funcéo
é desconhecida (Mclver & Siemicki 1984; Catala 1997a). No estudo aqui
apresentado, pode-se observar que dentre as populacdes estudadas a de
laboratorio (Uiramata), que tem manutencdo quinzenal, com troca de papel de
fitro e alimentacdo foi que apresentou a maior quantidade de
mecanorreceptores, (BR).

O sensillum do tipo TPF apresentou elevados indices nos trés segmentos
antenais, principalmente para os espécimes do peridomicilio. Estes aparecem
duas a trés vezes maiores nos segmentos flagelares dos espécimes do peri e
intradomicilio, quando comparados aos espécimes do habitat silvestre,
evidenciando a abundancia dessas sensilla no padrao antenal desta espécie. O
coeficiente de correlacdo de Kendall demonstrou concordancia dos resultados
do presente trabalho com os de Carbajal de la Fuente (2008) (Apéndice - A 2).

O aumento da quantidade da sensilla TPF foi verificado tanto nos
individuos do laboratério, quanto naqueles encontrados no intra e no
peridomicilio, identificados nos trés segmentos antenais, quando comparados
aos espécimes silvestres analisados por Carbajal de la Fuente et al. (2008). Um
aumento do sensillum TPF também foi verificado em populag@es de T. infestans
do laboratério quando comparados com espécimes provenientes do ambiente
doméstico da Argentina (Catala et al. 2004). O TPF é reconhecido por sua
capacidade para receptar compostos que poderiam estar relacionados com a
percepc¢ao do hospedeiro em T. infestans (Mayer 1968).

Na comparagao da densidade da sensilla TPF e TPG, observa-se que 0s
espécimes do laborat6rio e aqueles capturados no intra e peridomicilio possuem
maior densidade de TPF sobre F1 e F2, quando comparado com TPG dos
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espécimes do habitat silvestre (Carbajal de la Fuente et al. 2008) (Apéndice - A
1). Este dados corroboram os de Souza (2013) que verificou em Rhodnius
brethesi (Matta, 1919) essa inversdo de receptores presente no F1 para a
diferenciacédo dos espécimes do habitat silvestre e laboratorio.

A utilizacdo do fendtipo antenal como indicador de variacao
intraespecifica em Triatominae, determinada por diferenciacbes na origem
geografica e habitat foi primeiramente relatada por Catald & Dujardin (2001)
seguida por diferentes abordagens (Catala et al. 2005; Esteban et al. 2005;
Villela et al. 2005; Rodriguez et al. 2013). A analise multivariada, neste estudo,
aproximou individuos de habitats semelhantes (peridomicilio) de diferentes
localidades. Em ambas localidades (Amajari e Bonfim), os triatomineos foram
encontrados em associacdo com o galinheiro, o que justificaria a aproximacao
entre estas populacdes.

Estas analises demonstram também a semelhanca do padrao do fenétipo
antenal dos individuos do intra e peridomicilio, mostrando que apesar de existir
a dispersdo de T. maculata para o intradomicilio, ndo existem caracteristicas
ainda que constatem a adaptacdo. Em estudo realizado na Venezuela,
comparando a morfometria das asas de T. maculata de espécimes provenientes
de ambientes domésticos e peridomésticos, também n&o foi encontrado
diferencas significativas, ou seja, sem apresentacdo de mecanismos que
sugerem o processo adaptativo desta espécie, revelando que possivelmente a
populacdo possui uma mesma origem (Vivas et al. 2007).

Em estudo posterior, realizado por Garcia-Alzate et al. (2014) com
marcadores morfométricos e genéticos revelou a colonizacdo do habitat
domeéstico por T. maculata. O estudo ainda destacou a presenca do dimorfismo
sexual, o que ndo havia sido verificado por Vivas et al. (2007). Neste trabalho, o
dimorfismo sexual foi uma caracteristica marcante para T. maculata procedentes
de Roraima, Brasil. O mesmo havia sido apresentado entre as sensilla antenais
tipo basiconica do pedicelo e flagelo 1 para a populagdo do ambiente silvestre
(Carbajal de la Fuente et al. 2008) e o dimorfismo permaneceu para 0S
espécimes provenientes do intra, peridomicilio e para os espécimes da colbnias
de laboratorio. Nestas populacdes, os quimiorreceptores dos tipos TPF e TPG
contribuiram de forma determinante para a diferenciagdo entre fémeas e

machos.
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A permanéncia do dimorfismo sexual na espécie T. maculata, mesmo
submetidas as condi¢Bes do laboratorio e sucessivas geragcdes, sugerem que
ndo houve para estes espécimes uma pressdo seletiva suficiente que
causassem a mudanca desta caracteristica. Como apresentado por Schofield et
al. (1999) e Dujardin et al. (1999) o processo de adaptacédo dos triatomineos a
novos habitat que apresentam-se estaveis, como encontrados no ambientes
domeésticos ou no laboratorio, podem levar a modifica¢cdes no dimorfismo sexual
entre 0s espécimes, o que ndo foi verificado neste estudo para o fendtipo
antenal. Este fato poderia estar relacionado com a densidade populacional da
colénia, mantida a niveis necessarios e a ponto de os espécimes continuarem
investindo na procura do parceiro sexual, mantendo assim o dimorfismo no
padrao das sensilla.

Observou-se aqui, que independente do habitat encontrado nos diferentes
municipios, os triatomineos do peridomicilio e intradomicilio permaneceram sem
diferenca significativa pela distdncia de Mahalanobis, evidenciando somente a
presenca de um dimorfismo sexual acentuado para a espécie e evidenciando
assim a separacao em dois grupos, onde os espécimes de laboratério ficaram
proximos das fémeas encontradas no domicilio. O dimorfismo esta presente em
diversas espécies de triatomineos. T. infestans (Catala & Dujardin 2001) T.
pseudomaculata e T. sordida (Carbajal de la Fuente & Catala 2002), T. dimidiata
(Latreille, 1811) (Catala et al. 2005) e Mepraia spinolai (Porter, 1934) (Moreno et
al. 2006).

Em uma segunda abordagem do padrdao antenal de T. dimidiata (May-
Conchaetal. 2016), as sensilla tipo TPF no pedicelo caracterizaram e reforgcaram
o dimorfismo sexual desta espécie, corroborando Catala et al. (2005). Entretanto,
May-Concha et al. (2016) também mostraram que o dimorfismo foi devido ao
aumento deste sensillum nos espécimes machos. Este padrdo pode igualmente
ser observado para as polu¢cdes de T. maculata deste estudo, porém o TPF no
pedicelo ndo apresentou diferenga significativa na populacdo do ambiente
silvestre (Carbajal de la Fuente et al. 2008).

Na andlise do padrdo das sensilla responsaveis pelo dimorfismo sexual
da espécie T. maculata, além da diferenca no sensillum TPF, foram também
identificados os mecanorreceptores do pedicelo e flagelo 1 (tipo Bristle)

contribuindo na diferenciacdo entre machos e fémeas. Para os espécimes do
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ambiente silvestre, os mecanorreceptores ndo foram influentes na diferenciacéo
entre ambos os sexos (Carbajal de la Fuente et al. 2008), enquanto os
quimiorreceptores presentes no flagelo 1 e as basicOnicas, encontrados no
pedicelo, foram essenciais na diferenciagdo de todas as populagdes de T.
maculata.

A abordagem do padréo das sensilla para diferenciacao intraespecifica
para a espécie T. maculata em diferentes habitat foi relatada pela primeira vez
neste estudo, sendo comparado com os resultados encontrados na literatura
para o ambiente silvestre (Carbajal de la Fuente et al. 2008).

Os aspectos morfolégicos relacionados a estrutura exocorial dos ovos de
triatomineos se destacaram na taxonomia a partir da década de 1930, quando
Galliard (1935) estudou o exocorio dos ovos de espécimes de Rhodnius e
Triatoma. No final da década de 1970 os estudos sobre o aspecto morfolégico
relacionados a estrutura exocorial dos ovos de triatomineos foi incrementado
com a utilizagcédo da técnica de MEV (Lent & Wygodzinsky 1979). Atualmente, 0s
trabalhos utilizam desta abordagem para analise ampliada dos aspectos
morfologicos e morfométricos das ultraestruturas exocoriais visando a
diferenciacdo das espécies e mostrando caracteristicas especificas dos grupos
da subfamilia Triatominae (Gonzalez et al. 2009; Santos et al. 2009; Miller 2013;
Rivas et al. 2013).

Abordagens relacionadas aos ovos da espécie T. maculata utilizando a
MEV foram apresentados primeiramente por Lent & Wygodzinsky (1979) que
mostraram o aspecto morfolégico de forma ampla, seguido do estudo de
Goncalves et al. (1985) que buscaram as caracteristicas do exocorio para auxiliar
na diferenciacéo das espécies T. maculata e T. pseudomaculata. Gonzales et al.
(2009) estudaram o arranjo poligonal das células exocoriais de espécies do
género Triatoma, Meccus Stal e Nesotriatoma Usinger. Os trés trabalhos
demostraram a presenca de areas poligonais com perfuracdes, corroborando 0s
resultados encontrados neste estudo que aborda a estrutura excorial de trés
populacdes de T. maculata do estado de Roraima, Brasil.

Gongalves et al. (1985) n&o delimitaram as regibes do ovo, mas
observaram que as células apresentavam o aspecto acolchoado, sugerindo que
as capturas das imagens podem ter sido realizadas proximas a regido cefalica
ou caudal, neste trabalho ao se analisar a morfologia das células exocoriais de
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T. maculata também observou-se 0 mesmo aspecto acolchoado em pelo menos
uma das trés regides do corpo do ovo para as populagdes de Bonfim e Boa Vista.
A presenca de bordos irregulares também néo se apresentou de forma unanime
entre as populacdes, sendo por exemplo, verificado a presenca de bordos
retilineos em todas as regifes do corpo do ovo da populacdo do Amajari.
Acima da regido cefélica a borda corial apresenta-se bem delimitada
numa area limite com o opérculo. Nesta existe uma faixa convexa saliente onde
sdo encontradas pequenas aeropilas, associadas a fungdes de trocas gasosas
do embrido, e abaixo as micropilas e goteira espermatica apresentam funcdes
relacionadas a fertilizacdo (Beament 1946), fato este visto igualmente por
Goncalves et al. (1985). Estes autores também apresentaram uma analise

morfométrica dos ovos de T. maculata com médias de comprimento e largura

(X=1,77mm e X= 1,09mm) maiores do que encontrados neste estudo, no entanto
ainda coerente com o encontrado na literatura para o género Triatoma (Rocha &
Santos 2014).

Os poligonos das células exocoriais apresentaram formas variadas de
quadrilateras a octogonais. A forma hexagonal prevaleceu nas trés populacoes,
corroborando os dados da literatura para outras espécies de triatomineos
(Jurberg & Vogel 1994; Rocha et al. 1996; Jurberg et al. 1998; Rosa et al. 2000;
Jurberg et al. 2002; Visciarelli et al. 2004; Silva et al. 2005; Obara et al. 2007;
Mello et al. 2009; Santos et al. 2009; Evangelista-Martinez et al. 2010; Jurberg
et al. 2010; Sandoval et al. 2011). Diferentes resultados foram obtidos para R.
brethesi onde a predominancia € a regido mediana e nas regides cefélicas e
caudal prevalecem as formas pentagonal e hexagonal (Mascarenhas 1982).

Considerando a area e as pontuacdes presentes no exocorio, as células
do opérculo sdo menores que as encontradas no CO nas trés populacdes. No
OP e CO as células sdo menores e menos pontuadas para a populacdo do
intradomicilio de Boa Vista, quando comparadas as popula¢des do peridomicilio
do Amajari e Bonfim. A area geral do CO também foi menor para a populagéo de
Boa Vista, porém as andlises mostraram diferengas significativas entre as
populac6es dos peridomicilios de Amajari e Bonfim e entre Boa Vista e Bonfim
aproximando as popula¢des do Amajari e Boa Vista.

Algumas espécies de triatomineos ndo apresentam ornamentacdes nas

células exocoriais e uma das hipéteses propostas para esta auséncia sdo as
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gquestbes ambientais do local de incidéncia destes vetores. Para a espécie
Triatoma barberi Usinger, 1939, encontrada no Meéxico a auséncia de
ornamentacgdo esta associada a presenca de baixas umidades e a oscilacao de
altas temperaturas durante o dia e baixas temperaturas durante a noite
(Evangelista-Martinez et al. 2010). O que n&o confere com as observacdes para
T. costalimai e T. jatai Goncalves, Teves-Neves, Santos-Mallet, Carbajal-de-la-
Fuente and Lopes, 2013. As condi¢8es climaticas adversas do presente estudo
nao possibilitaram fazer a correlacdo das caracteristicas do exocério com as
condicBes ambientais.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que, tanto o fendtipo antenal
quanto variaveis morfolégicas dos ovos sao indicadores de alguns processos
adaptativos em triatomineos. Estudos recentes utilizando a morfometria das
asas e marcadores moleculares diferenciaram populagdes de T. maculata da
Colbmbia e Venezuela (Monsalve et al. 2016). Estudos com estas abordagens
poderdo complementar os resultados obtidos no presente trabalho, contribuindo

para o melhor entendimento filogenético e eco-epidemiolégico deste vetor.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram realizar uma caracteriza¢éo fenotipica
que indica um processo de adaptacdo destes triatomineos;

O padrao antenal das sensilla mostrou um evidente dimorfismo sexual
entre 0s espécimes de Triatoma maculata dos diferentes habitat: intra,
peridomicilio, coldnia de laboratorio e os espécimes do ambiente silvestre
(encontrados na literatura) principalmente entre os quimiorreceptores TPF
e TPG;

A analise morfolégica dos ovos possibilitou observar que ndo ha diferenca
morfolégica em ovos de T. maculata, enquanto as analises morfométricas
evidenciaram diferengas significativas entre as populagcées de Bonfim e

Boa Vista e Amajari e Bonfim;

Os resultados do fenétipo antenal e da morfologia dos ovos de
T. maculata ndo sustentam uma caracterizacdo das populacdes
sugerindo que as mesmas sao recentes nos ambientes de coleta e

possuem a mesma origem.
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8 ANEXO

Anexo 1 - Padrdo antenal das sensilla dos trés segmentos antenais (Pedicelo e Flagelos 1 e 2), de acordo com o sexo, de espécimes de Triatoma maculata
procedentes do intradomicilio das populagdes de Bonfim e Boa Vista do estado de Roraima, Brasil. Dados que ndo entraram nas analises estatisticas.

e Pedicelo F1 F2
Identificacdo sexo
BR TPF TPG BA BR TPF TPG BA BR TPF TPG BA
Bonfim _Intradomicilio Q 99 302 94 14 21 171 169 41 10 91 87 42
Boa Vista _Intradomicilio 3 85 448 17 16 12 238 134 29 7 106 67 23
Boa Vista _Intradomicilio Q 123 261 57 20 14 157 193 43 8 105 109 60
Boa Vista _Intradomicilio Q 103 267 76 30 15 223 125 68 11 135 68 42
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9 APENDICES

A 1 — Comparacao da média e desvio padréo das sensilla dos trés segmentos antenais (Pedicelo e Flagelos 1 e 2), de acordo com a localidade e o habitat, de
espécimes de Triatoma maculata encontrados no trabalho de Carbajal de la Fuente et al. (2008) procedentes de Mucajai, habitat silvestres e os encontrados

neste estudo procedentes dos municipios do Amajari (Intra e Peridomicilio); Bonfim (Peridomicilio) e Uiramuta (Laboratério) — Roraima, Brasil.

Pedicelo F1 F2
Localidade/ BR TPF TPG BA BR TPF TPG BA BR TPE ™G
rabtat X hd X d X ° X o X o X o X o X o X o X o X o X o Total
Mj_Silv 1339 1488 2884 1060 379 356 92 56 252 29 873 134 2275 334 401 1509 134 23 428 7,9 1440 185 351 104 ..
Am_Intra 97,2 11,7 3577 1349 367 209 166 60 158 3,8 1967 266 1192 186 37,3 129 96 19 1101 155 741 261 358 81
Am_Peri 975 104 3721 139,7 28,7 203 17,1 79 123 13 2019 199 1071 153 395 128 75 14 1203 253 46,7 165 341 119 10848
Bf_Peri 984 10,1 3620 1022 311 324 143 65 145 4,7 2039 286 1044 225 335 94 93 13 1244 199 618 162 315 9,5 1089.1
Ui_lab 113,2 96 2650 624 29,2 20,7 121 6,2 153 1,8 190,2 205 1124 273 382 143 83 25 983 276 756 231 343 9,4 992 1

BR: Bristles; TPF: Tricoidea de Parede Fina; TPG: Tricoidea de Parede Grossa; BA: Basiconica; F1: Flagelo 1; F2: Flagelo; X Média; o = Desvio padréo.
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A 2 - Coeficiente de Correlagcado de Kendall associando resultados do fendtipo antenal encontrados por Carbajal de la Fuente (2008) (Ambiente
silvestre, municipio de Mucajai) ao fenétipo antenal de Triatoma maculata dos municipios do Amajari (Intra e Peridomicilio); Bonfim (Peridomicilio)
e Uiramuta (Laboratério) — Roraima, Brasil.

Coeficiente de Correlagcéo

de Kendall p<005
Am_Intra 0,7576 0,0003
Am_Peri 0,6970 0,0008
Bf Peri 0,7273 0,0005
Ui_lab 0,7576 0,0003
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