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RESUMO

Os flebotomineos apresentam um importante papel na transmissao de espécies de Leishmania,
agentes das leishmanioses. Algumas espécies como, Lutzomyia longipalpis sensu lato (s.l.)
estdo incluidas em um complexo de espécies cripticas, porém para outras como Lutzomyia
whitmani pouco se conhece sobre seu “status” toxondmico. A primeira esta envolvida na
transmissdo de Leishmania infantum chagasi e a segunda de Leishmania braziliensis e
Leishmania shawi, responsaveis pelas formas de leishmaniose visceral ¢ cutanea,
respectivamente. A biologia e ecologia dessas espécies vetoras, € consequentemente a
epidemiologia das leishmanioses, variam de acordo com a regido e com a interacdo destes
flebotomineos com o ambiente e os hospedeiros vertebrados em uma determinada area.
Estudos de ecologia quimica procuram entender o comportamento de flebotomineos para
identificar feromonios sexuais através de analises quimicas de hidrocarbonetos, os quais
podem ser usados como iscas em armadilhas, sendo utilizadas para o monitoramento das
espécies que apresentam importancia médico-veterinaria. O presente estudo esta dividido em
duas partes. A primeira objetivou oferecer uma revisdo sobre L. whitmani, desde sua
descri¢do original, a fim de elucidar a existéncia de um possivel complexo de espécies
cripticas. A Cromatografia Gasosa (CG) foi utilizada para analisar os perfis cromatograficos
de populagdes de flebotomineos de diferentes regides do Brasil. A técnica foi padronizada
usando L. longipalpis s.I. como modelo. Na segunda parte, a armadilha BG-Sentinela” (BGS)
e o cairomdnio BG-Lure® (BGL), utilizados no monitoramento de culicideos, foram avaliados
em diferentes condigdes (altura de instalagdo, posicdo do funil de sucgdo, fonte luminosa)
para captura de L. longipalpis s.l. Baseado nesses dados, uma armadilha de baixo custo e de
eficiéncia semelhante a da armadilha luminosa CDC (denominada Leishtrap) foi desenvolvida
para captura de L. longipalpis s.I. e L. whitmani. A detec¢do dos picos cromatograficos e a
extracdo dos Hidrocarbonetos Cuticulares (HCCs) foi padronizada usando um tempo de 50
minutos de corrida no cromatdgrafo a gas, sendo utilizados 100 flebotomineos no tempo de
extragdo de 20 minutos em 1 ml de hexano. Uma menor diferenca entre os possiveis HCCs foi
identificada entre machos de L. whitmani. O hidrocarboneto C,; ndo foi encontrado na
populacdo do Pard e o Cs3 foi encontrado somente nas populagdes de Minas Gerais e do
Parana. Nenhuma grande diferenga foi observada entre os HCCs de machos e fémeas das
mesmas populagdes de L. whitmani exceto para Minas Gerais, onde todos os compostos
diferiram entre os sexos. A armadilha BGS ndo foi eficiente na captura de flebotomineos
quando testada sem fonte luminosa e a luz incandescente tornou a armadilha mais atrativa
quando comparada a luz UV, sendo que a armadilha CDC captura mais que a BGS, com os
dois recursos luminosos. O BGL nao aumentou a captura de flebotomineos na presenga ou na
auséncia de luz. Maior captura de flebotomineos, incluindo L. longipalpis s.l., foi observada
quando a BGS estava invertida com sua abertura de succdo a 1,5 m acima do solo. O
feromonio sexual sintético (9-metil-germacreno-B) foi adicionado ao prototipo 1 (P1) da
Leishtrap e os resultados mostraram que as concentragdes de 1,5 ¢ 2 mg aumentaram a
captura de fémeas de L. longipalpis s.I. (ANOVA, p> 0.05). Em relagdo ao P2, a captura de
machos (teste t, p> 0.05) e de fémeas de L. longipalpis s.l. (Mann-Whitney, p> 0.05) ndo foi
diferente quando comparadas aos resultados obtidos pela CDC e o mesmo resultado foi
observado pelo P3. Similarmente, ndo foi observada diferenca estatistica na captura de L.
whitmani quando comparados o P2 e a CDC. A técnica de CG padronizada permitiu detectar
os possiveis HCCs que parecem variar entre essas populagdes e entre os machos e fémeas da
mesma populagdo. A BGS como ferramenta para a captura de flebotomineos, necessitaria de
adaptacdes. Os prototipos P2 ¢ P3 da Leishtrap foram eficientes para captura de L. longipalpis
s.l. e L. whitmani os quais poderiam vir a substituir armadilhas luminosas, como a CDC, ap6s
contrapor os custos e beneficios das mesmas.
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ABSTRACT

Phlebotomine sand flies play an important role in the transmission of Leishmania species, the
etiological agents of the leishmaniases. Some sand fly species such as Lutzomyia longipalpis
sensu lato (s.l.) are included in a complex of cryptic species, but for others such as Lutzomyia
whitmani, the taxonomic status has yet to be clarified. The former species is involved in the
transmission of Leishmania infantum chagasi and the later of Leishmania braziliensis and
Leishmania shawi, which are responsible for visceral and cutaneous forms of leishmaniasis,
respectively. The biology and ecology of these vector species and, therefore, the
epidemiology of the leishmaniases vary according to region and to the interactions of vectors
with the environment and with the vertebrate hosts present in a given area. Chemical ecology
studies seek to understand the behavior of sand flies in order to identify sex pheromones
through chemical analysis of hydrocarbons. Cuticular Hydrocarbons (CHs) are used for the
development of semiochemical-baited traps that are useful for monitoring species of medical
and veterinary importance. The present study is divided in two parts. The first part intends to
provide a review on L. whitmani, since its original description, in order to clarify the existence
of a possible cryptic species complex. Gas chromatography (GC) was used to analyze the
chromatographic profiles of sand fly populations from different regions of Brazil. The
technique was standardized using L. longipalpis s.l. as a model. In the second part, the BG-
Sentinel™ trap (BGS) and the kairomone BG-Lure™ (BGL), which are often used for
monitoring mosquitoes, were evaluated under different conditions (positioning height,
position of the suction funnel and light source) for capturing L. longipalpis s.l. Based on this
data, a low cost trap with efficiency similar to the CDC light trap (called Leishtrap) was
developed to collect both L. longipalpis s.I. and L. whitmani. The chromatographic peaks
detection and the CHs extraction were standardized using a 50-minutes-column. One hundred
sand flies were used in the extraction time of 20 min in 1 ml of hexane. A low difference
between the possible CHs was identified among L. whitmani males. The hydrocarbon C,; was
not found in the population from Para and the Cs; was exclusively detected in population
from Minas Gerais and Parand. No major differences were detected between the CHs of
conspecific males and females, except for Minas Gerais, where all compounds differed
according to sex. The BGS trap was not effective for capturing sand flies, when it was used
without light. When this trap was used with light, incandescent light was more attractive than
UV light. The BGL did not increase the captures of sand flies in the presence or absence of
light. The CDC trap caught more sand flies than the BGS trap with light resources. Greater
captures of sand flies, including L. longipalpis s.l., were observed when the BGS trap was set
upside-down with the suction opening 1.5 m above the ground. The synthetic sex pheromone
(9-methyl-germacrene-B) was added to the Leishtrap prototype 1 (P1) and the results showed
that compound concentrations (1.5 and 2 mg) increased the captures of L. longipalpis s.l.
females (ANOVA, p> 0.05). For the P2, the captures of males (Student’s t test, p> 0.05) and
females of L. longipalpis s.I. (Mann-Whitney test, p> 0.05) did not differ when compared to
results obtained with the CDC trap. The same result was obtained when the P3 was compared
to the CDC trap. Similarly, no differences in the capture rates of L. whitmani were observed
when the P2 was compared to the CDC trap. The GC standard technique detects CHs that
vary between these populations and between males and females of the same population. For
using the BGS trap as a new tool for capturing sand flies, this trap needs some adaptations.
The prototypes P2 and P3 of the Leishtrap proved to be effective for capturing L. longipalpis
s.l. and L. whitmani. Therefore, the Leishtrap can replace light traps, such as the CDC trap,
after a cost-benefit analysis is performed.
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gerados por Cromatografia Gasosa (cromatogramas coloridos-verde, rosa, vermelho-
representam 3 repeti¢des dos extratos).

Figura 9- Hidrocarbonetos (C) de extratos hexanicos de 100 machos (A) e 100
fémeas (B) de flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis s.l. (100 insetos/1ml
de hexano durante 20 minutos de extra¢do) provenientes de Lagoa Santa, Minas
Gerais (Programacdo cromatografica= 50 minutos).

Figura 10- Hidrocarbonetos (C) de extratos hexanicos de 100 machos (A) e 100
fémeas (B) de flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis s.l. (100 insetos/1ml
de hexano durante 20 minutos de extracdo) provenientes da Cametd, Para
(Programacao cromatografica= 50 minutos).

Figura 11- Hidrocarbonetos (C) de extratos hexanicos de 100 machos (A) e 100
fémeas (B) de flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis s.l. (100 insetos/1ml
de hexano durante 20 minutos de extracdo) provenientes de Teresina, Piaui
(Programagao cromatografica= 50 minutos).

Figura 12- Perfil cromatografico da mistura de hidrocarbonetos (C;3-Cap) utilizada
como padrao para célculo do Indice de Retencdo e relacdo ao pico cromatografico do
algodao utilizado para a filtragem das amostras.

Figura 13- Hidrocarbonetos (C) de extratos hexanicos de 72 machos (A) e 67
fémeas (B) de flebotomineos da espécie Lutzomyia whitmani durante 20 minutos de
extragdo provenientes de IThéus, Bahia (Programacdo cromatografica= 50 minutos).

Figura 14- Hidrocarbonetos (C) de extratos hexanicos de 100 machos (A) e 100
fémeas (B) de flebotomineos da espécie Lutzomyia whitmani durante 20 minutos de
extracdo provenientes de Timodteo, Minas Gerais (Programacdo cromatografica= 50
minutos).

Figura 15- Hidrocarbonetos (C) de extratos hexanicos de 37 machos (A) e 28
fémeas (B) de flebotomineos da espécie Lutzomyia whitmani durante 20 minutos de
extragdo provenientes de Paragominas, Pard (Programacdo cromatografica= 50
minutos).

Figura 16- Hidrocarbonetos (C) de extratos hexanicos de 100 machos (A) e 100
fémeas (B) de flebotomineos da espécie Lutzomyia whitmani durante 20 minutos de
extracdo provenientes de Maringda e Mandaguari, Parand (Programagao
cromatografica= 50 minutos).
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Figura 1- Municipio de Barcarena (01°30'21"S, 48°37'33"W), localizado no Estado
do Para. (Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, 2009).

Figura 2- Representagdo esquematica das armadilhas BG-Sentinela (A) e T-Trap
(B). AS: abertura de sucgdo contendo o saco coletor, T: tubo; V: ventilador; M:
malha de cobertura; H: haste de fixacdo da luz incandescente (L).

Figura 3- BG-Sentinela ¢ T-Trap dispostas a 1,5m de altura em torno de um
galinheiro, na presenca de luz incandescente (detalhe) (Barcarena, PA).

Figura 4- Representacdo esquematica da BG-Sentinela sem luz (A), com luz
incandescente e (B) com luz ultravioleta (C).

Figura 5- Representagdo esquematica da BG-Sentinela instalada na posi¢ao normal
(A), invertida (B) e lateralmente (C).

Figura 6- Disposi¢do da abertura de suc¢do a armadilha BG-Sentinela com luz
incandescente na posi¢do normal a 1,5 m do solo (A), BGS de lado a 1,5m do solo
(B), BGS invertida a 1,5 m do solo (C), BGS normal a 40cm do solo (D), BGS de
lado a 40cm do solo (E), BGS a 40cm do solo (F).

Figura 7- Espécies de flebotomineos (%) capturadas em Barcarena (PA) durante os
experimentos para avaliagdo da BG-Sentinela. Dados do experimento 6 ndo foram
incluidos.

Figura 8- Média de flebotomineos capturados pelas armadilhas: BG-Sentinela
(BGS), T-Trap e CDC (n= 2). [Letras iguais entre os tratamentos indicam auséncia
de diferenca significativa (Kruskall-Wallis, p> 0,05)].

Figura 9- Média de flebotomineos capturados pelas armadilhas: CDC (com Luz
incandescente) e pela BG-Sentinela com luz incandescente (BGS+Luz), com BG-
Lure e Luz incandescente (BGS+BGL+Luz) e com BGL e sem luz (BGS+BGL-
Luz), no solo e a 1,5m (n= 1) (Kruskall-Wallis, p> 0,05).

Figura 10- Média de flebotomineos capturados pelas armadilhas: CDC e BGS sem
luz (SL), com luz incandescente (LI) e luz ultravioleta (LUV) (n = 3). [Letras iguais
indicam auséncia de diferenga significativa entre tratamentos (Kruskall-Wallis, p>
0,05); “*’ mostra diferenca significativa (Kruskall-Wallis, p< 0,05)].

Figura 11- Ranking da média de flebotomineos capturados pelas armadilhas: CDC,
BG-Sentinela invertida (BGS Inv), BGS de lado (BGS Lat), BGS normal (BGS Nor)
(M=1,5 m do solo; m=40 cm do solo) em Barcarena, PA (n= 1) (ANOVA, p> 0,05).
(Todas as armadilhas instaladas com luz incandescente e as alturas referem-se a
abertura de succ¢do das armadilhas em relagdo ao solo).

Figura 12- Média de fémeas (A= ANOVA, p> 0,05) e de machos (a= Kruskall-
Wallis, p> 0,05) de Lutzomyia longipalpis s.l. capturados pelas armadilhas: CDC,
BG-Sentinela invertida a 1,5 m do solo (BGS Inv 1,5m), BGS de lado a 1,5 m do
solo (BGS Lat 1,5m), BGS normal a 1,5 m do solo (BGS Lat 1,5m), BGS invertida a
40 cm do solo (BGS Inv 40cm), BGS de lado a 40 cm do solo (BGS Lat 40cm), BGS
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normal no solo (BGS Nor 40cm) em Barcarena, PA (n= 1). (Todas as armadilhas
foram instaladas com luz incandescente, as alturas referem-se a abertura de sucgdo
das armadilhas em rela¢do ao solo).

Capitulo IV

Figura 1- Municipio de Barcarena (01°3021"S, 48°37'33"W), localizado no Estado
do Para. (Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas — IBGE, 2009).

Figura 2- Municipio de Chapada Gaucha (15°18°21"’S e 45°37°04°’W), localizado
no norte do Estado de Minas Gerais. (Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatisticas — IBGE, 2009).

Figura 3- Municipio de Ilhéus (14°47’S e 39°2’W), localizado no Estado da Bahia.
(Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas — IBGE, 2009).

Figura 4: Esquema ilustrando a disposi¢do dos cartdes adesivos com cola (azul,
preto, prata e branco) em trés galinheiros (gA, gB e gC): A- cartdes com cola nas trés
alturas com adaptagdo de luz incandescente; B- disposi¢do dos cartdes no entorno
dos galinheiros (Barcarena, PA).

Figura 5- Pulseiras de Neon (= luzes quimicas) do tipo Lightsticks (20 cm
comprimento).

Figura 6- Procedimentos para medida da intensidade luminosa das pulseiras de
Neon: A- caixa perfurada na tampa; B- pulseira de neon (= luz quimica) no interior
da caixa de papeldo (10,5 x 7,0 x 3,5 cm); C- Luxometro para medida de intensidade
luminosa.

Figura 7- Testes para confecgdo do protdtipo P1 da Leishtrap. A) CDC com luz
incandescente; B) CDC com luz quimica vermelha (3 unidades); C) CDC com luz
incandescente e luz quimica verde (5 unidades); D) vista do P1 instalado no interior
de galinheiro; E) cartdo adesivo do P1 (a seta preta aponta o septo de borracha com o
feromonio sexual 9-metil-germacreno); F) vista frontal do P1 (seta branca aponta o
septo de borracha); G) vista lateral do P1.

Figura 8- Esquema da Leishtrap: (Al) suporte bidimensional branco em forma de
“U” que fixa (A2) um cartdo adesivo branco dupla-face e (A3) luz quimica formado
por tubos cor verde; (A4) é o anteparo superior para fechar e fixar o cartio e
funciona como uma tampa para o “U” (Al) formando um quadro. Cinco ou mais
encaixes de cada uma das duas extremidades laterais do “U” (B e C).

Figura 9- Testes realizados em Chapada Gaiucha (MG) usando um prototipo da
armadilha Leishtrap (P2): A e B) CDC com luz incandescente e P2 (10 pulseiras); C)
cartdo adesivo do P2 com um flebotomineo; D) vista frontal (de um dos lados) do
P2; E) vista lateral do P2.

Figura 10- Testes realizados em Chapada Gatcha (MG) usando dois prototipos da
armadilha Leishtrap (P3) no interior de galinheiros.
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Figura 11- Testes realizados em Ilhéus (BA) usando os prototipos P2 e P3 da
armadilha Leishtrap em peridomicilio para captura de Lutzomyia whitmani.

Figura 12- Método de remocao dos flebotomineos da armadilha Leishtrap utilizando
uma gota de Xilol e um estilete.

Figura 13- Média de captura de Lutzomyia longipalpis s.l. por armadilha CDC com
diferentes fontes luminosas (3 unidades): (LNV= luz neon verde. LI= luz
incandescente; LNA= luz neon azul; LNVe= luz neon vermelha) (Letras iguais
indicam auséncia de diferenga significativa., ANOVA, p> 0,05).

Figura 14- Comparagdo entre o efeito da luz incandescente produzida por pilha (1,5
volts) e a luz quimica verde (5 unidades) na captura de flebotomineos (Mann-
Whitney, p> 0,05) (Chapada Gaucha, Minas Gerais — 28/02-01/03/2008).

Figura 15- Média de captura de Lutzomyia longipalpis s.l. nas armadilhas CDC e o
P1 (cartdes+luz verde, com ou sem feromonios). O simbolo [] representa a
concentracdo de 2,0 mg/50ul e 1,5 mg/50ul do feromodnio sintético 9-metil-
germacreno B no P1. (ANOVA, p> 0,05).

Figura 16- Média de machos ¢ fémeas de Lutzomyia longipalpis s.I. capturados por
tratamento. O simbolo [] representa a concentragdo de 2,0 mg/50ul e 1,5 mg/50ul e
do feromodnio sintético 9-metil-germacreno B no P1. (Letras iguais indicam auséncia
de diferenga estatistica, Machos= Kruskal-Wallis, p> 0,05; Fémeas= ANOVA, p>
0,05).

Figura 17- Média de flebotomineos capturados nas armadilhas CDC e em uma
Leishtrap (P2) (Chapada Gatcha, MG) (Mann-Whitney, p< 0,05).

Figura 18- Média de Lutzomyia longipalpis s.l. capturados nas armadilhas CDC e
em uma Leishtrap (P2) (Teste t, p> 0,05).

Figura 19- Média de Lutzomyia longipalpis s.l. (por sexo) capturados nas armadilhas
CDC e em uma Leishtrap (P2) (a= Teste t, p> 0,05; b= Mann-Whitney, p> 0,05).

Figura 20- Média de flebotomineos capturados nas armadilhas CDC e em duas
unidades da Leishtrap (P3) (Chapada Gaucha, MG) (Mann-Whitney, p> 0,05).

Figura 21- Média de Lutzomyia longipalpis s.l. capturados nas armadilhas CDC e
em duas unidades da Leishtrap (P3) (Mann-Whitney, p> 0,05).

Figura 22- Média de Lutzomyia longipalpis s.l. (por sexo) capturados nas armadilhas
CDC e em duas unidades da Leishtrap (P3) (a= Teste t, p> 0,05; b= Mann-Whitney,
p >0,05).

Figura 23- Média de Lutzozomyia whitmani. (por sexo) capturados nas armadilhas
CDC e em uma unidade da Leishtrap (P2) (a= Teste t, p> 0,05; A= Mann-Whitney, p
>0,05).
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HP- Hoover Pugedo (armadilha luminosa)
LV- Leishmaniose Visceral

LTA- Leishmaniose Tegumentar Americana
BGS- BG-Sentinela” (armadilha)

BGL- BG-Lure® (cairoménio sintético)

SL- Sem Luz

LI- Luz Incandescente

LUV- Luz Ultra Violeta

LVe- Luz Quimica Verde

HCCs- Hidrocarbonetos Cuticulares

CG- Cromatografia Gasosa

CG-EM- Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

IR- Indice de Retengdo ou Indice de Kovats
C- Hidrocarboneto

FID- Detector de Ionizagdo de Chama

ANEXOS

ANEXO A- Tabelas ilustrando que as maiores areas geradas pelo pico
cromatografico ndo correspondem a possiveis hidrocarbonetos cuticulares de

machos de L. longipalpis s.l. (uma repeti¢do).

ANEXO B- Tabelas ilustrando que as maiores areas geradas pelo pico
cromatografico nao correspondem a possiveis hidrocarbonetos cuticulares de

fémeas de L. longipalpis s.l. (uma repetigao).
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1. Introducéo

1.1. A familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae

A familia Psychodidae pertence a ordem Diptera e subordem Nematocera. Esta
dividida em seis subfamilias, Bruchomyiinae, Trichomyiinae, Horaiellinae, Psychodinae,
Sycoracinae e Phlebotominae (FORATTINI, 1973).

Bruchomyiinae estd composta por trés géneros: Nemapalpus Macquart, 1838 com
ampla distribuicdo geogréafica, incluindo diversas espécies Neotropicais (QUATE &
ALEXANDER 2000); Bruchomyia Alexander, 1920 representado por nove espécies
registradas somente para a regido Neotropical e Eutonnoiria Alexander, 1940 por somente
uma espécie africana. Trichomyiinae é representada pelo género Trichomyia Tonnoir, 1922
com subgéneros Septemtrichomyia Bravo, 1999 e Opisthotrichomyia Bravo, 2001 os quais
compreendem 77 espécies, sendo trés recentemente descritas na Coldmbia (BEJARANO et
al., 2009a,b). A subfamilia Horaiellinae esta representada por um Gnico género, Horaiella
Tonnoir, 1933 com individuos encontrados em areas montanhosas do Nordeste da india, na
China e na Tailandia. Na regido Neotropical, incluindo a América Latina e Ilhas Caribenhas, a
subfamilia Psychodinae estd composta por 12 géneros e 51 espécies (com uma fdssil), cujos
insetos sdo vulgarmente conhecidos como “mosquinhas-de-banheiro”. Para a subfamilia
Sycoracinae, composta por 36 espécies, incluindo trés fosseis, ha relatos de individuos se
alimentando de animais de sangue frio (YOUNG, 1979).

Os primeiros registros de dipteros da subfamilia Phlebotominae datam do Cretaceo
Inferior (LEWIS, 1982) e o nome foi dado a partir do género Phlebotomus Rondani, 1840
cujas fémeas hematdfagas sugam sangue de diversos animais e também do homem. S&o
referidos na literatura como flebotomineos ou fleb6tomos e esses nomes vulgares podem
variar de regido para regido (MARTINS et al., 1978). Embora em alguns locais 0s
flebotomineos sejam conhecidos como “mosquito-palha” ou “mosquito-do-rio”, eles ndo séo
mosquitos (= culicideos), uma vez que apresentam caracteristicas exclusivas, que os incluem
na familia Psychodidae e ndo na familia Culicidae.

A subfamilia Phlebotominae estd composta por seis géneros: Phlebotomus (94
espécies), Sergentomyia Franca & Parrot, 1920 (258 espécies) e Chinius Leng, 1987 (trés
espécies), no Velho Mundo; Lutzomyia Franca, 1924 (mais de 400 espécies), Brumptomyia
Franca & Parrot, 1921 (24 espécies), Warileya Hertig, 1984 (oito espécies) e Hertigia

Fairchild, 1949 (uma espécie) no Novo Mundo (YOUNG & DUNCAN, 1994;
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MUNSTERMANN, 2004) compreendendo mais de 800 espécies de flebotomineos, com 60%
delas registradas para a Regido Neotropical (AGUIAR & MEDEIRQOS, 2003). Dos géneros de
flebotomineos do Novo Mundo, Lutzomyia, além de ter importancia epidemiolégica, é o mais
abundante e o de mais ampla distribuicdo geogréafica, com representantes desde os Estados
Unidos até o norte da Argentina (RANGEL & LAINSON, 2003). Entre as mais de 500
espécies de flebotomineos conhecidas nas Américas, aproximadamente 400 pertencem a este
género o qual é formado por 15 subgéneros, 11 grupos de espécies e duas espécies com
descricdo deficiente (YOUNG & DUNCAN, 1994). Segundo GALATI (2003a) sdo relatadas,
aproximadamente, 464 espécies de flebotomineos sul-americanos, sendo que mais de 243 j&
foram registradas para o Brasil.

Flebotomineos s&o insetos holometabolos (ovo, larvas, pupa, adulto), sendo que seus
instares larvais desenvolvem-se e alimentam-se de matéria organica depositada no solo,
enquanto os adultos, de ambos os sexos, se alimentam de aglcares de plantas. Somente as
fémeas adultas sdo hematdfagas, sendo o sangue importante para a maturacdo dos ovos
(FORATTINI, 1973), embora espécies, como Lutzomyia (Lutzomyia) lichyi (Floch &
Abonnenc, 1950), possam fazer a primeira oviposicdo sem fazerem o repasto sanguineo
(MONTOYA-LERMA, 1992). J& para as formas imaturas o conhecimento sobre o habito
alimentar se deve, principalmente, devido a estudos realizados com individuos de colonias de
L. (L.) longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) mantidas em laboratorio e pouco se sabe sobre 0s
criadouros naturais das formas imaturas de flebotomineos no Novo Mundo. Estas formas tém
sido encontradas em ambientes domésticos (constru¢des abandonadas, porfes de casas, fendas
de chdo e paredes), peridomésticos (tocas de animais, latrinas, debaixo de pedras, aterros) e

silvestres (formigueiros, cavernas, raizes tabulares) (FELICIANGELLLI, 2004).

1.2. A taxonomia e classificagdo de Phlebotominae

O primeiro naturalista a descrever e desenhar um flebotomineo foi o italiano Philippo
Bonanni em sua obra “Micrographia Curiosa” de 1691, denominando-o de Culex minimus
para diferencia-lo de outro mosquito a que este autor nomeou de “Culex”. Todavia, a primeira
descricdo de um flebotomineo, apds a proposicdo do sistema de nomenclatura binomial de
Linnaeus (1753) foi feita em 1786, sendo a espécie denominada de Bibio papatasi. Em 1840
criou-se o género Flebotomus com a espécie-tipo F. papatasi dentro da familia Flebotominae
e em 1846 corrigiu-se a grafia de Flebotomus para Phlebotomus. Em 1907, Coquillett

descreveu os primeiros flebotomineos americanos Phlebotomus vexator e P. cruciatus
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(GALATI, 2003 a). Até 1940, haviam 33 espécies de flebotomineos americanas descritas. A
partir deste periodo, com a comprovacdo de sua importancia vetorial na transmissdo de
leishmanias, passou-se a haver mais interesse pelo grupo. Como para a identificagdo correta
das espécies se dependia de uma boa classificacdo do grupo, se intensificaram os estudos
taxondmicos.

Como em qualquer grupo de seres vivos, o processo de classificagdo dos
flebotomineos tem sido bastante dindmico. A medida que se descreviam as espécies, aquelas
morfologicamente parecidas eram agrupadas em subgéneros, dentro do Unico género
Phlebotomus. Em 1948, Theodor elevou alguns subgéneros a categoria de género e separou 0s
flebotomineos em quatro géneros, dois para o Velho Mundo: Phlebotomus e Sergentomyia e
dois para as Américas: Brumptomyia e Lutzomyia. Na América, logo apds esta diviséo, dois
outros géneros foram propostos: Warileya e Hertigia, além de diversos outros subgéneros. A
maioria dos estudiosos de flebotomineos tende a adotar essas categorias genéricas (YOUNG
& DUNCAN, 1994). No entanto, FORATTINI (1973) agrupou as espécies consideradas em
Lutzomyia em cinco géneros: Lutzomyia, Pintomyia Costa Lima, 1932; Psychodopygus
Mangabeira, 1941; Pressatia Mangabeira 1942 e Viannamyia Mangabeira 1941. YOUNG &
DUNCAN (1994) publicaram uma chave para os flebotomineos das Américas Central e do
Sul e Ilhas Caribenhas, considerando todas as espécies novamente incluidas em um Unico
género, Lutzomyia. Um ano apds essa classificagdo, GALATI (1995) utilizando de anélise
cladistica criou oito subtribos, bem como diversos géneros e subgéneros. GALATI (2003a,b)
reformulou e publicou no livro “Flebotomineos do Brasil” (RANGEL & LAINSON, 2003)
uma nova classificacdo dos flebotomineos das Américas, incluindo a América do Norte,
inseridos em duas tribos, quatro subtribos, 16 géneros e, atualmente, 464 espécies validas
sendo que mais de 243 ja foram registradas no pais. Atualmente, no mundo s&o conhecidas,
aproximadamente, 943 espécies de flebotomineos (20 delas fosseis). Com excegdo das areas
polares, ocorrem em todos os demais continentes. Na América, foram descritas 515 espécies,
cerca de 401 no Velho Mundo e 27 na Regido Australiana.

Durante algumas décadas, as pesquisas sobre a taxonomia do grupo foram focadas
principalmente na morfologia dos espécimes, utilizando morfometria e morfologia, associadas
a dados biol6gicos. Historicamente, os estudos taxondmicos podem ser divididos em duas
fases distintas, de acordo com os caracteres usados para diferenciar e classificar as espécies.
Em um primeiro estdgio, somente detalhes da morfologia externa foram estudados, com
particular énfase em morfometria (PERFILI’EV, 1968 apud MARTINS et al., 1978). Um

segundo estagio da sistematica de flebotomineos se deu quando dois parasitologistas ADLER
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& THEODOR (1926), introduziram o0 uso de estruturas internas como caracteristicas
taxon6micas, particularmente de cibério, faringe e espermatecas, em fémeas. Contudo, 0s
avangos na classificacdo do grupo tém sido impulsionados, principalmente, pela importancia
destes insetos como transmissores de agentes etiologicos causadores de doengas, incluindo
estudos de variagdes intraespecificas (LANE, 1986). Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (WHO, 1977), a taxonomia de flebotomineos foi e € uma base indispensavel para
desenvolvimento de trabalhos sobre a biologia e sobre o papel vetorial desses insetos.

Atualmente, alguns dos avangos mais significativos para a taxonomia e classificacéo
dos flebotomineos tém sido feitos com o auxilio de estudos refinados, como as analises de
cromossomos e de isoenzimas, microscopia eletronica e estudo da biologia em laboratorio
para se investigar variacGes inter e intraespecificas, dentre outros (LANE, 1986). Alguns
destes métodos estdo sendo aplicados somente com o propoésito taxonémico, como, por
exemplo, a anélise dos hidrocarbonetos cuticulares, usada para discriminar espécies cripticas
(RYAN et al., 1986; KAMHAWI et al., 1987; PHILLIPS et al., 1990a, 1990b).

1.3. Os flebotomineos e as leishmanioses

A importéancia dos flebotomineos diz respeito, principalmente, por estarem envolvidos
na epidemiologia das leishmanioses, que podem se manifestar nas formas clinicas, visceral e
tegumentar. A transmissdo das espécies de Leishmania Ross, 1903 envolve diferentes
espécies de flebotomineos, associadas a mamiferos reservatorios desses parasitos, levando a
diferentes ciclos e perfis de transmissdo da doenca no Brasil e no Mundo. Alguns estudos
experimentais com flebotomineos em laboratorio utilizando espécies de leishmanias dos
subgéneros Viannia Lainson & Shaw, 1987 e Leishmania tém sugerido ou comprovado certas
espécies como sendo responsaveis pela transmissdo de diferentes espécies de Leishmania
(RANGEL & LAINSON, 2009). Essa cadeia de transmissdo (reservatério, parasito e vetor)
difere de acordo com a distribuicdo geogréafica das espécies de flebotomineos e reservatdrios,
da sua capacidade de infeccdo e transmissdo das leishménias pelos flebotomineos e na
manifestacdo da doenca em canideos domésticos e no ser humano.

Na América, atualmente 54 espécies de flebotomineos sdo suspeitas de transmitirem
espécies de Leishmania, agentes de leishmaniose tegumentar americana, para cées. Dentre
estas 12 espécies sdo comprovadas: L. (Nyssomyia) trapidoi (Fairchild & Hertig, 1952); L.
(N.) ylephiletor (Fairchild & Hertig, 1952); L. (Pintomyia) spinacrassa Morales, Osorno-

Mesa, Osorno & Hoyos, 1969; L. (P.) verrucarum (Townsend, 1913); L. (N.) olmeca olmeca
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(Vargas & Diaz-Njera, 1959). Sete espécies sdo registradas para o Brasil: L. (L.) gomezi
(Nitzulescu, 1931); L. (N.) whitmani (Antunes & Coutinho, 1939); L. (Psychodopygus)
wellcomei (Fraiha, Shaw & Lainson, 1971); L. (P.) carrerai carrerai (Barretto, 1946); L. (P.)
yucumensis (Le Pont, Cailard, Tibayrenc & Desjeux, 1986); L. (P.) panamensis (Shannon,
1926); L. (P.) llanosmartinsi (Fraiha & Ward, 1980) (DANTAS-TORRES, 2009). Para o ser
humano as principais espécies de flebotomineos associadas com a transmissdo de leishmanias
dermotrdpicas sdo: L. (N.) intermedia (Lutz & Neiva, 1912); L. (N.) neivai (Pinto, 1926); L.
(N.) whitmani; L. (N.) umbratilis Ward & Fraiha, 1977; L. (N.) flaviscutellata (Mangabeira,
1942); L. (N.) antunesi (Coutinho, 1939); L. migonei (Franca, 1920); L. (P.) fischeri (Pinto,
1926); L. (P.) pessoai (Coutinho & Barretto, 1940); L. (P.) wellcomei; L. (P.) complexa
(Mangabeira, 1941); L. (P.) ayrozai (Barretto & Coutinho, 1940); L. (P.) paraensis (Costa
Lima, 1941); L. (P.) amazonensis (Root, 1934); L. (P.) hirsuta hirsuta (Mangabeira, 1942); L.
(Trichophoromyia) ubiquitalis (Mangabeira, 1942); L. (L.) gomezi; L. (Viannamyia)
tuberculata (Mangabeira, 1941) (RANGEL & LAINSON, 2009).

Para a leishmaniose visceral, a espécie L. (L.) longipalpis é o vetor comprovado de L.
infantum chagasi (LAINSON & SHAW, 2005) e L. (L.) cruzi (Mangabeira, 1938) tem sido
incriminado como transmissor em alguns municipios da regidao Centro-Oeste (SANTOS et al.,
1998).

Além das leishmanias, algumas espécies de flebotomineos podem estar envolvidas na
transmissdo de outros tripanossomatideos [Lutzomyia (Evandromyia) pinottii (Damasceno &
Arouck, 1956); L. rorotaensis (Floch & Abonnenc, 1944); L. umbratilis; L. (N.) anduzei
(Rozeboom, 1842)], bactérias (L. verrurarum), virus (L. carrerai carrerai) e outros
protozoarios como o Plasmodium [L. vexator (Coquillet, 1907)] (SHAW et al., 2003).

1.4. Métodos utilizados para captura de flebotomineos

As pesquisas com flebotomineos, principalmente adultos, foram impulsionadas ap6s a
incriminacdo de algumas espécies como transmissoras de espécies de Leishmania
(SHERLOCK, 2003). Alguns destes estudos visam o registro de espécies para uma
determinada area, aliados a um conhecimento de fauna, bem como a busca por infeccdo
natural por protozoarios ou virus. Independente do objetivo de um estudo proposto, o
primeiro procedimento refere-se a busca de um método de captura a ser utilizado. Para isso
existem armadilhas que sdo instaladas somente em &rea de mata ou peridomicilio, mas

raramente em intradomicilio, ou mesmo que possam ser instaladas nos trés ambientes
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(MAROLI et al., 1997), as quais devem ter como fonte de atragdo uma fonte luminosa, aliada
ou ndo com uma isca animal. O tempo de instalagéo varia de acordo com o0 equipamento e
escolha do local. A Tabela 1 apresenta alguns dados encontrados na literatura referentes ao
uso de armadilhas na captura de flebotomineos adultos. A armadilha a ser utilizada dependera
da pergunta que se quer responder e muitas vezes se baseia no conhecimento prévio dos
mecanismos de atracdo do aparelho, bem como da fauna flebotominica a ser estudada.

- Isca Humana- E, provavelmente, a forma mais antiga de capturar insetos
hematdfagos, incluindo flebotomineos. Atualmente o termo utilizado é atracdo humana e
consiste em expor uma parte do corpo para o0 pouso do inseto e posterior captura. A captura €
feita com o capturador de Oliveira Castro sugando o inseto com a boca enquanto esse pica
(Fig. 1A). E considerado um método passivo e direcionado principalmente para fémeas
antropofilicas que desejam fazer hematofagia. Por problemas éticos, esse método de captura
ndo é aceito pela Organizacdo Mundial de Salude e, consequentemente, vetado pelo Ministério
da Saude, uma vez que a pessoa exposta a picada do inseto estd sujeita a adquirir as
leishmanioses (SHERLOCK & PESSOA, 1964; MAROLI et al., 1997; VILELA et al., 2003).

- Busca ativa- A busca ativa consiste na aspiracéo de flebotomineos com o capturador
de Castro, uma pessoa utilizar o aparato para aspirar flebotomineos em troncos de arvores,
buracos de rochas e ainda sobre parede de domicilios e abrigos de animais (Fig. 1B). E um
método muito simples e que apresenta bons resultados, os quais fornecem valiosas
informacdes sobre possiveis criadouros naturais de algumas espécies de flebotomineos. Essa
busca deve ser feita a qualquer hora do dia, mas principalmente, antes do sol nascer quando os
insetos se encontram em repouso nesses locais. No peridomicilio devem-se devem-se fazer
aspiraces em anexos, como galinheiros e chiqueiros. No domicilio, em paredes externas e
internas das casas. Apresenta algumas desvantagens como ndo permitir captura de grande
guantidade de insetos e podendo haver a inalagdo de poeira ou microorganismos
(SHERLOCK & PESSOA, 1964; MAROLI et al., 1997; VILELA et al., 2003).

- Cartdo Adesivo- consiste de papel impregnado com substancia na qual o inseto fica
aderido quando pousa. Pode ser confeccionado em um papel (folha tipo A4 branca) untado
com Oleo de ricimo e fixado por uma haste de madeira. Pode ser colocado em posicao
horizontal, vertical ou inclinado, onde se suspeita encontrar flebotomineos (Fig. 1C). Essas
folhas podem ser utilizadas, como em um varal, dentro de residéncias e em anexos
domiciliares. A retirada dos insetos desses cartdes deve ser feita com cuidado para néo
danificar os espécimes (SHERLOCK & PESSOA, 1964; MAROLI et al., 1997; VILELA et

al., 2003).
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- Armadilhas automaticas luminosas [CDC (ou HP), Falcdo e New Jersey]-
utilizam a luz (incandescente ou ultravioleta) como fonte de atracdo para flebotomineos. As
trés armadilhas sdo ditas ativas, pois utilizam uma ventoinha (ventilador) para sucgdo dos
insetos que sdo direcionados para um saco ou pote coletor (Figs. 1D e 1E). A armadilha de
New Jersey pode ser instalada ao nivel do solo ou acima deste. Para as outras duas, preconiza-
se instala-las a 1,5 m do solo. Podem ser colocadas no interior de residéncias ou em anexos
domiciliares e ainda em area de mata, incluindo copas de arvores, podendo ficar ligadas por,
geralmente, 12 horas em uma Unica noite. S&o armadilhas que utilizam fontes de energia
(pilhas ou baterias de moto no Brasil), selecionam espécies fototropicas de flebotomineos,
mas podem danificar os espécimes que passam, na CDC e na New Jersey, obrigatoriamente,
pelas hélices da ventoinha (SHERLOCK & PESSOA, 1964; MAROLI et al., 1997; VILELA
et al., 2003).

- Shannon, Damasceno e Malaise- sdo armadilhas que apresentam em comum o fato
de serem confeccionadas por pano e serem instaladas em area de mata, porém com algumas
particularidades. A armadilha ou barraca de Shannon, como o0 nome ja diz, consiste em uma
estrutura na qual um individuo, com uma lanterna, suga os insetos que pousam nas paredes
com um capturador (Fig. 1F). Pode utilizar como fonte de atracdo tanto a luz como uma isca
animal ou o ser humano, o que ndo é recomendado por questbes éticas. A armadilha de
Damasceno consiste em um pano aberto em uma das faces (Fig. 1G). Assim como na
Shannon um individuo se posiciona embaixo dela com uma lanterna e um capturador, porém é
direcionada para possiveis criadouros e/ou abrigos, como troncos de arvores. Com a
armadilha posicionada, perturba-se o local de coleta com a méo e os flebotomineos que
pousam na parede interna da armadilha sdo capturados. A Malaise é uma armadilha de
interceptacdo de v6o e 0s insetos sdo atraidos pelas cores preta e/ou branca do pano (Fig. 1H).
E muito generalista, atraindo todo tipo de inseto e os resultados na literatura com essa
armadilha ndo sdo conclusivos sobre sua eficiéncia (SHERLOCK & PESSOA, 1964;
MAROLLI et al., 1997; VILELA et al., 2003). Séo direcionados para um pote, contendo alcool
70% que preserva os insetos, podendo ficar instalada por um longo periodo de tempo em
campo, dependendo do objetivo do estudo.

- Disney- utiliza como fonte de atratividade uma isca animal que fica no centro da
armadilha (Fig. 11). As fémeas ao fazerem a hematofagia, abandonam o vertebrado e pousam
na superficie de aluminio da armadilha a qual é untada com um ¢6leo vegetal. S&o retiradas

com o uso de um pincel.
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" PR .5

Figura 1- Métodos de captura de flebotomineos: A) capturador de Castro; B) busca ativa; C)
cartdo adesivo; D) armadilha luminosa CDC (modelo HP); E) armadilha de New Jersey; F)
armadilha de Shannon; G) armadilha de Damasceno; H) armadilha Malaise; 1) armadilha de
Disney (detalhe de um roedor usado como isca).
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Algumas limitacGes se devem ao fato de ser seletiva para as espécies que sdo atraidas
pela isca utilizada, a maioria dos espécimes capturados sdo fémeas e também pode danificar
os flebotomineos na sua retirada (SHERLOCK & PESSOA, 1964; MAROLI et al., 1997;
VILELA et al., 2003).

1.5. Os hidrocarbonetos cuticulares dos insetos de importancia médico-veterinaria

A superficie do corpo dos artropodes estd coberta por uma cuticula, a qual é produzida
em camadas (HADLEY, 1986). A camada mais externa desta cuticula, a epicuticula, é
composta de uma mistura de lipideos os quais sdo sintetizados por oocinetos e secretada
imediatamente apos o fluido da muda ter sido reabsorvido e a separacdo da velha e da nova
cuticula ter ocorrido (LOCKEY, 1988). Os lipideos, sobre a superficie da cuticula, funcionam
como uma barreira primaria contra a perda de dgua por evaporacdo (GIBBS, 1998) e podem
estar representados por mais de 100 compostos em um unico individuo (BLOMQUIST et al.,
1987; LOCKEY, 1988). Esses lipideos e consequentemente a cuticula podem se constituir de
hidrocarbonetos saturados (de cadeia normal ou ramificada) ou insaturados, acidos graxos,
alcodis, ésteres, glicerideos, esterois e aldeidos (LOCKEY, 1988).

A principal funcdo dos Hidrocarbonetos Cuticulares (HCCs) em artropodos é fornecer
sinais de reconhecimento entre dois ou mais individuos (HOWARD & BLOMQUIST, 2005).
Contudo, apresentam distintas funcdes e para os insetos, além de evitar a perda de agua e
proteger contra a penetracdo de produtos quimicos e microorganismos (JACKSON &
BLOMQUIST, 1969), desempenham um importante papel na comunicacdo quimica intra e
interespecifica atuando na atracdo sexual, como feromdnios de alarme, cairoménios e
marcadores territoriais (HOWARD & BLOMQUIST, 1982).

A andlise de HCCs é uma técnica bioquimica que envolve a determinacdo de diferencas
espécie-especificas nos hidrocarbonetos contidos na camada de cera da cuticula (PHILLIPS et
al., 1988). Alguns trabalhos tém mostrado que as analises desses HCCs podem ser utilizadas
também para separacdo de espécies cripticas inseridas em complexos (CARLSON &
SERVICE, 1980; MILLIGAN et al., 1986; RYAN et al., 1986; ROSA- FREITAS et al.,
1992; MILLIGAN et al., 1993), para observar variagdes geogréaficas entre espécies alopatricas
(CARLSON & WALSH, 1981; CHEN et al., 1990; PHILLIPS et al., 1990b), separar espécies
simpatricas (KAMHAWI et al., 1987) ou mesmo para simples avaliacdo dos perfis desses
compostos na caracterizacdo de espécies (MAHAMAT & HASSANALI, 1998; JUAREZ et
al., 2002).
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Segundo LOCKEY (1991), esses compostos podem variar entre espéecies distintas, entre
machos e fémeas de uma mesma espécie e entre populagdes de uma espécie, caracterizando,
quimio-taxonomicamente, diversos grupos de insetos.

De acordo com PHILLIPS & MILLIGAN (1986), uma importante vantagem destas
analises quando comparada a técnicas moleculares (DNA e isoenzimas) é o fato dos insetos
vindos do campo poderem ser acondicionados, individualmente, em tubos de vidro ou
envelope de papel e armazenados durante longo periodo de tempo na auséncia de nitrogénio
ou alcool. Pode se utilizar, 0 método de extracdo, mesmo para especimes depositados em
museus. A quantificagdo e qualificagdo dos HCCs podem ser detectadas, sem que haja dano
do inseto (PHILLIPS et al., 1986). Com isso ap0s a extracdo, o exemplar ainda pode ser
utilizado para analises morfologicas e morfométricas, comparando-se assim, diferentes
ferramentas taxonémicas.

Na década de 70, foram realizados os primeiros estudos para se conhecer a
composic¢do quimica da cuticula de insetos. A facil extracdo da camada de cera, bem como
analises, outrora pouco mais complicadas (ex. cromatografia) proporcionaram entdo a
caracterizagdo de HCCs (PHILLIPS et al., 1988). As revisoes feitas por BLOMQUIST &
JACKSON (1979), LOCKEY (1980) e HOWARD & BLOMQUIST (1982) fornecem
informacdes desses primeiros trabalhos. Em 1978, LOCKEY direcionou esforgos para
esclarecer o “status” taxondmico de espécimes de insetos, observando relagbes evolutivas
entre algumas espécies. No entanto, foi notado que espécies distintas poderiam apresentar
perfis muito proximos de hidrocarbonetos. Tal fato dificultaria o uso de HCCs para analises
cladisticas, porém poderiam oferecer diferencas quantitativas nos hidrocarbonetos de espécies
muito proximas.

CARLSON & SERVICE (1979) foram os primeiros a utilizar os HCCs para
identificar espécies cripticas de dipteros, no caso, pertencentes ao género Anopheles Meigen,
1818 (A. gambiae s.s. Giles, 1902 de A. arabiensis Patton, 1905). Posteriormente, a técnica
veio a ser utilizada como uma nova ferramenta quimiotaxonémica para distinguir espécies
critpticas de diversos insetos hemat6fagos (SERVICE, 1988) e a importancia da mesma para
identificacdo de dipteros de importancia medica foi apresentada por PHILLIPS et al. (1988).
Os estudos demonstraram que esses compostos perecem variar de acordo com a espécie
(GEBRE-MICHAEL et al., 1994), entre mesmas espécies provenientes de distintos locais
(PHILLIPS et al., 1990b), entre espécies cripticas (CARLSON & SERVICE, 1980) e entre
mesmas espécies com diferentes idades (HORNE & PRIESTMAN, 2002). O contrario tem
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sido observado entre 0s sexos ou quando comparados individuos de col6nia e de campo
(CAPUTO et al., 2005).

Hidrocarbonetos Cuticulares, geralmente, representam os lipideos epicuticulares mais
abundantes e tém sido caracterizados para varios taxons de insetos, incluindo algumas
espécies do género Aedes Meigen, 1818 (KRUGER et al., 1991; KRUGER & PAPPAS,
1993; PAPPAS et al., 1994; HORNE & PRIESTMAN, 2002), Anopheles (PHILLIPS et al.,
1990c; MILLIGAN et al., 1993; CARLSON et al., 1997), Culex Linnaeus, 1758 (CHEN et
al., 1990), Simulium Letreile (1802) (PHILLIPS et al., 1985; MILLEST, 1992); Glossina
Phillips, 1848 (NELSON & CARLSON, 1986); Dermatobia Brauer, 1860 (GULIAS-GOMES
et al.,, 2008); Tabanus Linneus, 1758 (HOPPE et al., 1990); Triatoma Laporte, 1832
(JUAREZ et al., 2002) e para os géneros Lutzomyia e Phlebotomus (GEBRE-MICHAEL et
al., 1994; MAHAMAT & HASSANALI, 1998). Para a identificacdo desses compostos,
utiliza-se a técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)
distinguindo e identificando espécies cripticas inseridas em complexos (CARLSON &
SERVICE, 1980; PHILLIPS et al., 1985; MILLIGAN et al., 1986; RYAN et al., 1986),
utilizando esses HCCs como “caracteres taxondmicos” (CARLSON & SERVICE, 1980;
MILLIGAN et al., 1993).

Embora exista um grande nimero de publica¢cBes com esses lipideos cuticulares para
insetos sociais, poucas destas sdo encontradas referentes a insetos solitarios, como culicideos
(HORNE & PRIESTMAN, 2002). As andlises HCs, para esse grupo de insetos, tém sido
aplicadas como uma ferramenta para separar espécies cripticas comparando-se os perfis dos
picos cromatograficos, como pode ser observado para Anopheles culicifacies Giles, 1910 e
para o complexo A. maculipennis Meigen, 1818, o qual estd compreendido por 15 espécies
(MILLIGAN et al., 1986; PHILLIPS et al., 1990c). Quando essa técnica estd acoplada a um
espectrometro de massas, esses compostos podem ser identificados e caracterizados, como
observado para as seis espécies que compde o complexo A. maculatus Theobald, 1901
(KITTAYAPONG et al., 1993).

Perfis de HCCs de anofelinos tém sido caracterizados também para os complexos A.
quadrimaculatus Say, 1824, vetor de maléaria na América do Norte (CARLSON et al., 1997)
e, particularmente, para A. gambiae, vetor da malaria na Africa, para o qual alguns estudos
foram conduzidos e demonstraram a possibilidade do uso desses compostos como caracteres
taxondmicos para diferenciar adultos de espécies inseridas no complexo (CARLSON &
SERVICE, 1980) ou oferecendo direcionamentos para uma possivel identificacdo de
feromonios sexuais (MILLIGAN et al., 1993; POLERSTOCK et al., 2002).
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CAPUTO et al. (2005) ndo observaram diferencas qualitativas de HCCs em A.
gambiae de amostras de machos e fémeas provenientes de laboratdrio, ou mesmo entre
diferentes grupos de idades (0-16 dias), e entre individuos provenientes de campo. No
entanto, 0s mesmo autores, demonstraram que a quantidade de compostos variava para as
amostras e destacaram que a correta determinacdo da idade do vetor A. gambiae s.s.,
forneceria valiosas informagfes para a epidemiologia da maléria e na acdo de efetivas
estratégias de controle do mosquito. Ainda nesse contexto, ndo foram observadas diferencas
significativas na producdo de HCCs de Aedes aegypti Linnaeus, 1762, de individuos
provenientes de uma coldnia antiga, nem entre machos e fémeas da espécie (HORNE &
PRIESTMAN, 2002). Para Culex quinquefasciatus Say, 1823 foi observado que machos e
fémeas diferem qualitativamente seus HCCs e estes possuem diferentes perfis quando
analisados para individuos da espécie proveniente de diferentes regides. No entanto,
mudancas quantitativas na abundancia relativa desses HCCs podem ter sido influenciadas pela
idade dos culicideos (CHEN et al., 1990). Essa variacdo também ja foi observada entre 0s
sexos de A. gambiae s.1., a qual obteve mais sucesso para separagdo de machos que de fémeas
(CARLSON & SERVICE, 1980). Analises de CG-EM mostraram diferencas quantitativas nos
perfis de HCCs de trés espécies de mosquitos, com a mesma idade, na Australia. Os
compostos foram caracteristicos para cada espécie, com grande de similaridade entre A.
aegypti e Ochlerotatus vigilax (Skuse, 1889) (Culicinae) quando comparadas essas espécies
com A. farauti Laveran, 1902 (Anophelinae) (HUGO et al., 2006).

A composigdo dos HCCs pode variar entre diferentes espécies, entre 0s sexos e entre
diferentes instares larvais de uma mesma espéecie (LOCKEY, 1991). Todas as espécies de
flebotomineos estudadas até 0 momento mostraram distintos perfis de hidrocarbonetos, o que
tem permitido o reconhecimento dessas espécies (Tab. 2). RYAN et al. (1986) estabeleceram
perfis cromatograficos caracteristicos para fémeas de L. wellcomei e L. complexa e
demonstraram que estes poderiam identificar 97% das fémeas, com confianga. Essa distingdo
de fémeas isomorficas, baseada na analise de HCCs, j& foi demonstrada para outras espécies
de flebotomineos (GEBRE-MICHAEL et al., 1994). Um estudo de HCCs com exemplares de
Phlebotomus ariasi Tonnoir, 1921, proveniente da regido de Cévennes (Sudeste da Franca)
revelou a presenca de duas populagdes, uma silvestre e uma peridoméstica (KAMHAWI et
al., 1987), assim como variacOes intraespecificas entre populagdes de Phlebotomus perfeliewi
Parrot, 1930 de distintas regiGes (PHILLIPS et al., 1990b). As espécies L. carrerai carrerai e
L. yucumensis podem ser separadas pelos perfis de HCCs, sendo essa separacdo também

sustentada por caracteres morfologicos e isoenzimaticos (PHILLIPS et al., 1990a). A
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separacdo de espécies de Phlebotomus no Kénia, usando caracteres morfométricos,
corroborara os perfis cromatograficos de cada individuo, embora observado que estes
variavam entre as espécies estudadas (MAHAMAT & HASSANALI, 1998).

A procura de mais caracteres taxondmicos (GALATI, 1995) e de métodos para a
identificacdo (READY & RANGEL, 2003) e classificacdo (GALATI, 2003a) dos
flebotomineos tém sido uma constante, notadamente por causa de possiveis espécies cripticas.
O conhecimento sobre a biologia dos flebotomineos ainda é limitado quando comparado ao de
outros insetos hematdfagos (culicideos, simulideos, glossinideos) e isto tem um consideravel
impacto taxondmico. Sem uma ampla base de conhecimento sobre o ciclo de vida e pressdes
evolutivas decorridas deste, o acesso a variacbes a serem observadas (morfoldgicas,
comportamentais ou quimicas) se torna muito dificil, porém representam um amplo campo

para pesquisas futuras sobre a taxonomia e epidemiologia do grupo (LANE, 1986).

1.6. Novas perspectivas para a captura de flebotomineos

O Ministério da Saude preconiza que acbes para o0 controle e monitoramento de
flebotomineos transmissores de leishmanias causadoras de LTA ou LVA sejam direcionadas
para os locais onde ocorrem casos de leishmanioses. Particularmente para LVA faz-se ainda o
levantamento entomoldgico mesmo em municipios sem casos humanos ou onde esses sejam
silenciosos. Essas agdes vao desde a limpeza de peridomicilios e construgdo de galinheiros ou
pocilgas distantes de residéncias, ao uso de inseticidas quimicos no ambiente ou de coleiras
para ces (MS, 2007; AMORA et al., 2009). Armadilhas sdo utilizadas para 0 monitoramento
de espécies vetoras, antes e apds agdes de educacdo implementadas por Secretarias de Salde

locais, ou para reconhecimento de fauna.
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A confeccdo de uma armadilha para flebotomineos deve ser baseada no
comportamento destes insetos, como fototropismo positivo, hematofagia e geotropismo
negativo, e pode envolver captura manual ou aparatos com e sem atraentes (MAROLI et
al., 1997).

Armadilhas luminosas podem ser usadas em campo como forma de substituir o
problema ético da exposi¢do de seres humanos, como iscas. Embora o uso destas
elimine o problema da atracdo humana, algumas espécies de flebotomineos sao
altamente antropofilicas e ndo fototropicas (ALEXANDER et al., 1995; TRAVI et al.,
1998), enquanto outras parecem ser mais fototropicas que antropofilicas (DAVIES et
al., 1995). Os trabalhos de campo avaliando a resposta visual de flebotomineos de
comportamento crepuscular ou noturno, como no caso de L. longipalpis s.l., sdo pouco
conhecidos, embora se saiba que ambos o0s sexos sdo atraidos por luz artificial emitida
por armadilhas, como a CDC. A sensibilidade dptica espectral de L. longipalpis s.l. €
similar a de Aedes aegypti com méaxima amplitude na regido de 360 a 490 nm, entre luz
UV e azul-verde-amarela. Estudos demonstraram que L. longipalpis s.I. pode distinguir
cores e discriminar comprimentos de onda de diferentes intensidades, o que teria
importantes implicagbes no desenho de armadilhas luminosas (MELLOR &
HAMILTON, 2003).

As armadilhas luminosas sdo frequentemente utilizadas em programas nacionais
ou regionais de monitoramento e controle de flebotomineos nas areas endémicas de
leishmanioses no Brasil e estudos com essas armadilhas demonstram a eficiéncia na
captura desses insetos (MS, 2007). Porém, elas apresentam uma baixa
operacionabilidade em rotinas de campo das equipes de zoonoses (utilizam pilhas tipo
“D” para manter a iluminacdo e o mecanismo de succdo, com durabilidade menor do
que 1 dia), custo elevado de uso ou manutengdo. Ao mesmo tempo, vale mencionar que
0 uso de pilhas e baterias ocasiona problemas de suporte, perdas, roubo, descarte na
natureza, além de tornar o custo oneroso.

Atualmente, no Brasil, testes realizados em laboratério e em campo tém
buscado o aperfeicoamento de armadilhas luminosas na captura de espécies de
flebotomineos. Alguns desses trabalhos ndo visam a substitui¢do da fonte luminosa das
armadilhas, mas buscam torna-las mais especificas e eficientes (ANDRADE et al.,
2008; BRAY et al., 2009). Estudos abordando a atracéo visual por fontes luminosas e

através de feromonios trazem também novas perspectivas de armadilhas para a captura
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do vetor, sugerindo até mesmo o uso de feroménios sintéticos como uma possivel
ferramenta para o controle de L. longipalpis s.I. (BRAY et al., 2009, 2010).

A busca de novos métodos para monitoramento de flebotomineos deve ser
baseada na resposta olfativa e, principalmente, visual desses insetos. Desenvolver e
testar prototipos de armadilhas a serem utilizadas na busca de espécies antropofilicas e
fototropicas, como L. longipalpis s.I. e L. whitmani, forneceria subsidios para o
monitoramento dessas espécies vetoras as quais sao encontradas no intra e peridomicilo
e em areas silvestres (LAINSON & RANGEL, 2005; COSTA et al., 2007).

2. Justificativa

Atualmente no Brasil, duas espécies de flebotomineos tém sido estudadas sobre
0 ponto de vista de pertencer a um complexo de espécies: L. (N.) whitmani e L. (L.)
longipalpis s.I. A primeira atua como vetor de Leishmania braziliensis Vianna, 1911 e
Leishmania shawi Lainson, Braga, POvoa, Ishikawa & Silveira, 1989 e a segunda como
vetor de Leishmania (Leishmania) infantum chagasi Chagas, 1937, responsaveis por
causar formas de leishmaniose tegumentar e visceral, respectivamente (LAINSON &
SHAW, 2005; RANGEL & LAINSON, 2003, 2009). Estudos morfologicos,
morfométricos, moleculares, quimicos e comportamentais com L. longipalpis s.l. sdo
vastos na literatura (ver BAUZER et al., 2002, 2007; LAINSON & RANGEL, 2005).
Para L. whitmani os trabalhos s&o focados na ecologia e epidemiologia da espécie, no
entanto poucos séo os estudos que buscam entender e discutir o “status” taxondmico da
espécie. Através de dados bioldgicos, epidemioldgicos, moleculares e taxonémicos o
Capitulo I fornece uma revisdo de literatura, desde a descri¢do da espécie, compilando
trabalhos com distintos objetivos e controversas posicOes a respeito da espécie pertencer
ou ndo a um complexo. Citando LAINSON (1988): “Lutzomyia whitmani € um
complexo de espécies ou uma espécie de flebotomineos com ampla capacidade de
adaptacéo ao ambiente?”.

Estudos de ecologia quimica para flebotomineos tém sido voltados
principalmente para a espécie L. longipalpis s.l. e toda a discussdo foi gerada quando
MANGABEIRA (1969) observou diferengas morfolégicas (manchas claras) nos tergitos
abdominais Il e IV de machos provenientes do Para e do Ceara. Além dessas variacoes
0 autor mencionou que a espécie poderia ser encontrada em condi¢es ecoldgicas

distintas, levantando a suspeita de que seriam diferentes espécies. Posteriormente, estas
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manchas foram confirmadas como dois fendtipos (uma mancha ou duas manchas) e
variagdes nos seus tamanhos podiam ser observadas no tergito 111 (WARD et al., 1983).
Essas estruturas sdo responsaveis pela liberacdo de feromonios, embora nao
representem isolamento reprodutivo entre individuos de diferentes localidades (ARAKI
et al., 2009). A simpatria entre essas formas é comum em todo o territdrio brasileiro e
até a década de 80 conheciam-se somente essas variagdes. A caracterizacdo de L.
longipalpis s.I. como um complexo de espécies, tem sido realizada por meio da
identificacdo dos feromonios sexuais liberados por glandulas subcuticulares presentes
nessas manchas tergais, utilizando a técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) (PHILLIPS et al, 1983, HOWARD &
BLOMQUIST, 2005). Porém, pouco se conhece sobre a composicdo de HCCs em
flebotomineos, embora se saiba que feromdnios de algumas espécies sdo da classe dos
terpenos, os quais por sua vez sdo HCCs (ALLINGER et al., 1978). A literatura
especifica, muitas vezes ndo oferece uma metodologia padronizada de extracdo desses
compostos e quando usada somente a CG, as diferengas quimicas entre espécies
cripticas sdo baseadas somente nos perfis cromatograficos (GEBRE-MICHAEL et al.,
1994; MAHAMAT & HASSANALI, 1998). Diante desta dificuldade para
reprodutibilidade da técnica de CG, bem como a falta de conhecimento desses
compostos para L. longipalpis s.I. e L. whitmani, no Capitulo Il descreve-se uma
metodologia padronizada de identificacdo e, principalmente, extracdo e leitura desses
compostos caracterizados por CG para populacdes de L. longipalpis s.l. e L. whitmani
(machos e fémeas) procedentes de diferentes localidades do Brasil. Essa caracterizagdo
quimica poderia oferecer indicios de possiveis ferom6nios para machos de L. whitmani,
0s quais depois de sintetizados e confirmados por testes comportamentais viriam a ser
utilizados em armadilhas para a captura da espécie, como ja vem sendo realizado para L.
longipalpis s.l. (BRAY et al., 2009, 2010).

Aliado a estudos de ecologia quimica dessas espécies o0 uso de armadilhas pouco
seletivas atualmente representa algumas das maiores dificuldades em se estudar o grupo.
O pouco conhecimento sobre os locais de desenvolvimento das formas imaturas foca as
acbes de monitoramento e controle para os insetos adultos. Porém, devido a sua
sazonalidade, biologia e ecologia que variam de regido para regido ou entre localidades
em uma mesma regido, uma das grandes limitag6es do uso de armadilhas, que embora
oferecam excelentes resultados para o estudo de fauna, é o fato de ndo poderem ser

amplamente utilizadas como métodos de monitoramento ou controle (ALEXANDER,
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2002; AMORA et al., 2009). Baseado nas premissas propostas por MAROLI et al.
(1997) o Capitulo I11 apresenta um trabalho realizado no Pard onde modificagdes na
armadilha BG-Sentinela® visou potencializar a captura de flebotomineos, utilizando-se
de diversas variaveis (ex. fonte luminosa, altura, posicdo da abertura de succéo,
cairomdnio), uma vez que essa armadilha apresenta resultados promissores com
culicineos e anofelinos (KROCKEL et al., 2006; MACIEL-DE-FREITAS et al., 2006,
2007, GAMA, 2009) e ndo se conhece sua possivel eficacia para flebotomineos.

Armadilhas luminosas que apresentassem facil operacionalidade, auséncia de
fontes de energia, integridade dos insetos capturados e, principalmente, baixo custo na
captura de espécies de flebotomineos transmissoras de leishmanias, seria uma valiosa
ferramenta a ser utilizada na vigilancia entomoldgica empregada pelos 6rgaos publicos
de salde, além da aplicacdo dessa armadilha em nivel académico para diversos estudos
com esses insetos. O Capitulo 1V descreve alguns testes utilizando-se do feroménio
sexual sintético 9-metil-germacreno-B e luz quimica, realizados em Minas Gerais € na
Bahia, que permitiram desenvolver e testar protdtipos de uma armadilha, que conjuga as
caracteristicas acima para as espécies L. longipalpis s.I. e L. whitmani.

Diante do exposto, o presente trabalho visa fornecer subsidios, aliados a dados
morfoldgicos e moleculares realizados por outros pesquisadores, a caracterizacdo dos
HCCs de L. whitmani como pertencente ou ndo a um complexo de espécies. Supde-se
que a epidemiologia da leishmaniose visceral possa estar ligada ao fato de populagcfes
de L. longipalpis s.I. serem caracterizadas como espécies cripticas (LAINSON &
RANGEL, 2005). Utilizando a anélise desses HCCs, essa técnica poderia vir a somar 0s
esforgos em caracterizar L. whitmani como um complexo e com isso entender melhor o
comportamento vetorial dessa espécie e, consequentemente, a epidemiologia da
leishmaniose tegumentar no Brasil. Além disso, a busca de uma armadilha para
flebotomineos de baixo custo e eficiéncia comprovada forneceria uma nova perspectiva

ao monitoramento de espécies, especialmente aquelas relatadas no presente trabalho.

3. Objetivo geral

Desenvolver estudos de ecologia quimica em laboratério e campo para as

espécies L. longipalpis s.1. e L. whitmani, provenientes de diferentes regies do Brasil.

3.1. Objetivos especificos

4



1- Apresentar uma revisdo discutindo a posicao taxonémica, a biologia e a ecologia de

L. whitmani;

2- Padronizar a técnica de Cromatografia Gasosa para analise de hidrocarbonetos
cuticulares para flebotomineos, utilizando as espécies L. longipalpis s.l. e L. whitmani

provenientes de diferentes regides do Brasil;

3- Testar a armadilha BG-Sentinela® para a captura de flebotomineos e observar as

respostas da espécie L. longipalpis s.1.;

4- Desenvolver uma armadilha para a captura de flebotomineos, com énfase nas
espécies L. longipalpis s.1. e L. whitmani.

42



Capitulo 1

Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani (Antunes & Coutinho, 1939) (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae), 0 mais importante vetor de Leishmaniose Cutanea no Brasil: um

complexo de espécies cripticas?



Resumo

ANDRADE, Andrey José de. Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani (Antunes & Coutinho, 1939)
(Diptera: Psychodidae: Phlebotominae), o mais importante vetor de Leishmaniose

Cutanea no Brasil: um complexo de espécies cripticas?

O objetivo do presente artigo é apresentar uma revisao de alguns aspectos relevantes sobre a
ecologia, biologia e epidemiologia de Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani, 0 mais importante
transmissor de leishmaniose tegumentar americana no Brasil. Por possuir comportamento
distinto nas diversas regifes geograficas e por se associar a transmissdo de duas espécies
leishmanias dermotropicas, Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (V.) shawi, L.
whitmani, tem sua identidade taxondmica discutida, com base na hipotese, anteriormente
levantada, de que seria um complexo de espécies cripticas. Nesta revisdo, esta hipétese é
colocada, considerando ndo apenas as evidéncias na literatura que sugerem a existéncia de
trés diferentes linhagens geograficas, mas também analises morfoldgicas, morfométricas e
moleculares das diferentes populagfes. Alguns dados que contestam a hipétese do complexo,
admitindo que a espécie seja dotada de competéncia para se adaptar ao ambiente

drasticamente modificado, inclusive potencializando sua competéncia vetorial, sdo discutidos.
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1. Introducéo

A espécie Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani foi descrita a partir de exemplares
procedentes de Ilhéus, Estado da Bahia, Brasil como Flebotomus whitmani (Antunes &
Coutinho, 1939) e sua biologia foi estudada pela primeira vez por BARRETTO (1941). Esta
espécie apresenta ampla distribuicdo na América do Sul, especialmente no Brasil (MARTINS
etal. 1978; YOUNG & DUNCAN, 1994; RANGEL & LAINSON, 2003).

Uma recente revisdo sobre a distribuicdo geogréafica da espécie no Brasil mostrou que
L. whitmani tem sido registrada desde a regido Amazonica até os Estados da Regido Sul
(COSTA et al., 2007) estando presente em diferentes coberturas vegetais, passando pela
Floresta Amazoénica, Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica, em ambientes rurais, periferia das
cidades e intradomicilios. A espécie desenvolveu habito antropofilico, além de estar associada
a abrigos de animais domésticos de algumas areas do Nordeste e Sudeste (VEXENAT et al.,
1986a; AZEVEDO et al., 1990; BRANDAO-FILHO et al., 1994). Na Regido Centro-Oeste, a
antropofilia tem sido notada, mas essa préatica ainda é exofilica (GALATI et al., 1996), e no
Sul tem sido associada a ambientes peridomésticos e silvestres (TEODORO et al., 1998). Na
Regido Norte, principalmente na Amazonia, foi referida como L. whitmani s.l., pois ainda
conserva o0 habito silvestre e é incriminada na transmissdo de Leishmania (Viannia) shawi
Lainson, Braga, Souza, Pdvoa, Ishikawa & Silveira, 1989. Em outras regides do Brasil, a
espécie é incriminada como vetor de L.(V.) braziliensis Vianna, 1912 (RANGEL et al., 1996)
onde ja se encontra adaptada a &reas degradadas e pode ser prevalente e altamente
antropofilica (RANGEL & LAINSON, 2003).

As diferencas na biologia da espécie, sua capacidade vetorial e as variagdes climaticas
e ambientais as quais estd associada, tém sugerido L. whitmani como um complexo de
espécies cripticas (LAINSON, 1988; RANGEL et al., 1996). Para alguns autores, entretanto,
L. whitmani é uma espécie com uma grande capacidade de se adaptar a mudangas ambientais
e, consequentemente, a novos nichos ecolégicos (PETERSON & SHAW, 2003).

O presente trabalho apresenta evidéncias que discutem a posi¢do taxondmica da
espécie L. whitmani, bem como outros estudos que a incriminam como a principal espécie de
flebotomineo associada a transmissdo de duas espécies de Leishmania, responsaveis por casos
humanos de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no Brasil. Dados sobre a espécie
sdo apresentados de forma a promover uma reflex@o sobre os fatores associados a sua biologia

em todo o territério brasileiro.
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2. Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani (Antunes & Coutinho, 1939)

Em 1934, exemplares de flebotomineos foram coletados no Estado da Bahia pelo Dr.
P.C.A. Coutinho, enquanto trabalhava no Servico de Febre Amarela, mantido pelo Governo
brasileiro em colaboragdo com a Divisdo Sanitaria Internacional da Fundacdo Rockefeller.
Posteriormente, em 1939, ele e Dr. J.O. Coutinho, em homenagem ao Dr. Loring Whitman,
até entdo membro daquela fundacdo, descreveram a espécie Flebotomus whitmani, a partir de
diversos exemplares machos e fémeas coletados em Ilhéus (Bahia), sua localidade tipo.
Ainda, neste trabalho de descri¢do, os autores chamaram a atencdo para a importancia da
“armadura bucal” (cibario) na sistematica dos flebotomineos (ANTUNES & COUTINHO,
1939).

Passados dois anos de sua descri¢do, algumas observacdes foram feitas sobre seu ciclo
evolutivo. Ressalta-se que ja naquela época, a espécie apresentava grande incidéncia em
zonas de alta endemicidade de LTA no Estado de S&o Paulo, sendo muito antropofilica,
sugerida como a possivel transmissora onde a doenca era registrada (BARRETTO, 1941). As
primeiras evidéncias sobre a biologia desse flebotomineo em campo foram publicadas ainda
na década de 40 (PESSOA & BARRETTO, 1944) onde foi relatada a sua abundancia e
antropofilia, além de ter sido encontrada com infeccdo por flagelados, possivelmente L.
braziliensis. Sua presenca era coincidente com casos de LTA, sendo considerada a principal
espécie vetora no Estado de Séo Paulo.

Hoje esse cenario ndo é muito diferente. Segundo COSTA et al. (2007), L. whitmani
esta amplamente distribuida no Brasil, ndo sendo registrada somente no Estado de Santa
Catarina e essa distribuigdo seria coincidente com casos de LTA no pais. Na América Latina,
também ocorre na Guiana Francesa, Peru, Paraguai, Argentina e Suriname (MARTINS et al.,
1978; YOUNG & DUNCAN, 1994; RANGEL & LAINSON, 2003).

Estudos realizados no Brasil tém mostrado a distinta ecologia dessa espécie. Aliados a
sua capacidade vetorial, sua presenca nos mais diversos ambientes, sujeita a interferéncia de
fatores abidticos, sua biologia tem se apresentado distinta de acordo com as condicOes
ambientais (PETERSON & SHAW, 2003; RANGEL & LAINSON 2003; COSTA et al.,
2007).

Seus registros sdo frequentes em areas silvestres e/ou domiciliares, adaptando-se a
todas as modificagdes ambientais impostas pelo homem (PETERSON & SHAW, 2003). A
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plasticidade alimentar a caracterizou como uma espécie oportunista, ainda que de origem
silvestre (LAINSON et al., 1979; GALATI et al., 1996).

3. Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani: aspectos da biologia e da competéncia vetorial em

diferentes regides geograficas no Brasil

A biologia e ecologia de L. whitmani tém sido apresentadas em diversos trabalhos na
literatura, para as cinco regides geogréaficas do Brasil (MAYRINK et al., 1979; SHERLOCK
et al., 1996; MISSAWA & DIAS, 2008; VILELA et al., 2008). Alguns destes limitam-se
apenas a fazer seu registro, sem que haja qualquer discussdo, provavelmente devido ao baixo
numero de espécimes capturados (GOMES et al., 1979; RANGEL et al., 1996; ODORIZZI &
GALATI, 2007). Contudo, o conjunto destes trabalhos torna-se importante na medida em que
se pode conhecer a distribuicdo geografica, seus habitos, habitats e a sua participacdo na
cadeia epidemiologica da LTA, bem como os ambientes aonde a espécie vem sendo
encontrada.

Em geral, mesmo podendo ser coletada em &reas de vegetacdo primaria, claramente
com um comportamento de flebotomineo silvestre, trata-se de uma espécie que também tem
sido registrada em grande abundancia, para algumas localidades onde possui comprovado
habito antropofilico, podendo ser encontrada tanto no interior das residéncias, quanto no
peridomicilio, junto aos abrigos de animais domeésticos revelando notavel plasticidade
alimentar. H& ainda evidéncias de que a espécie esta associada a areas com impacto ambiental
(RANGEL & LAINSON, 2003; LAINSON & SHAW, 2005).

Iniciando pela regido Norte, os estudos realizados em varias &reas de floresta primaria
no Para (LAINSON et al., 1979) apontaram que L. whitmani se apresentava como uma
espécie essencialmente silvestre, o que torna estas populacfes diferentes das demais que
ocorrem em outras regibes no Brasil. Caracteristicas tais como a alta freqliéncia na copa e
sobre a base dos troncos das arvores de grande porte e a pouca tendéncia para picar o homem,
bem como a sua auséncia no interior das residéncias claramente conferem a espécie um perfil
silvestre (READY et al., 1986; LAINSON, 1988). As investigacdes mais recentes, a0 mesmo
tempo em que sustentam os habitos silvestres desta espécie (GIL et al., 2003; AZEVEDO et
al., 2008), mostram sua capacidade de ocupar areas impactadas, com profundas alteracGes

ecologicas, como o que se pode observar no Estado de Tocantins (VILELA et al., 2008).
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Evidéncias apontam que na Regido Norte do Brasil, L. whitmani estd associada a
veiculagdo de duas leishmanias dermotropicas: L. braziliensis, assim como nas demais regides
geograficas, e L. shawi, restrita a AmazoOnia. Inicialmente, promastigotas do subgénero
Viannia foram encontradas em espécimes coletados em &rea de transmisséo de L. (Viannia)
guyanensis Floch, 1954, em Monte Dourado (PA), o que levou a idéia equivocada de que este
flebotomineo juntamente com L. (N.) umbratilis Ward & Fraiha, 1977, estariam veiculando
este parasito. Posteriormente, uma leishmania caracterizada como L. shawi, isolada de L.
whitmani, procedente de floresta priméaria do Estado do Pard, levou a deducdo de que o
parasito identificado no municipio de Monte Dourado ndo seria L. guyanensis, o que ratificou
definitivamente o papel de L. whitmani como transmissor de L. shawi (LAINSON et al.,
1981; RANGEL et al., 1996; LAINSON & SHAW, 1998).

Nas Regides Nordeste e Sudeste, o comportamento de L. whitmani reflete a adaptacéo
da espécie ao peridomicilio de areas impactadas, sempre numa clara associagdo com animais
domésticos (especialmente galinhas, porcos, bois e cavalos), além de poder ser coletada no
interior das residéncias; a espécie nas areas de estudo sempre se revelou altamente
antropofilica (VEXENAT et al., 1986b; AZEVEDO et al., 1990; AZEVEDO & RANGEL,
1991; SHERLOCK, et al., 1996). Na Regido Sudeste, os trabalhos de BARRETTO (1943) e
de FORATTINI (1953), mesmo registrando a ocorréncia de L. whitmani nas florestas
priméarias, mostrava que a espécie podia ser encontrada em plantacbes de bananas, no
ambiente peridomiciliar em associagcdo com animais domésticos. Os estudos mais recentes ja
demonstram que a espécie estd muito proxima das residéncias, podendo invadi-las, onde
estariam praticando hematofagia de forma eficiente (MAYRINK et al., 1979; PASSOS et al.,
1991; SOUZA et al., 2001, 2002, 2004; RANGEL & LAINSON, 2003). Da mesma forma, no
Sul do Brasil, L. whitmani pratica antropofilia, habita o peridomicilio de areas rurais
revelando um hébito alimentar eclético em animais domeésticos no ambiente antropico,
embora possua alta prevaléncia nas matas residuais alteradas (RANGEL & LAINSON, 2003;
DIAS SVERSUTTI et al., 2007).

Na Regido Centro-Oeste do Brasil, a espécie encontra-se bem estudada apenas nos
Estados do Mato Grosso e do Mato Grosso do Sul, onde apresenta ampla distribui¢do, com
destacada sazonalidade, é registrada ocupando diferentes nichos ecolégicos, e alguns autores
trabalham com a hipotese de L. whitmani esteja em processo de urbanizacdo (GALATI et al.,
1996; MASSAFERA et al., 2005; MISSAWA & DIAS, 2007; MISSAWA & MACIEL,
2008).
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Atualmente, este flebotomineo é sugerido como o mais importante transmissor de
LTA no Brasil (RANGEL & LAINSON, 2009), considerando sua dispersdo e ocorréncia em
associacao com as areas de transmissao, especialmente de L. braziliensis, habitando diferentes
coberturas vegetais e vivendo em condi¢des climaticas as mais variadas (COSTA et al.,
2007). A recente associacdo das alteragdes ecolégicas e mudangas climaticas globais
certamente tém contribuido para a expansdo da LTA no territorio brasileiro e, neste contexto,
L. whitmani figura como um flebotomineo, cuja capacidade de adaptacédo a areas degradadas o
aproxima cada vez mais do homem e dos animais domésticos no ambiente rural e nas
periferias de cidades (COSTA et al., 2007; SHAW, 2008). Estudo recente, utilizando a
técnica da modelagem de nicho ecologico, pode comparar trés importantes transmissores de
LTA num cenério de alteragBes climéaticas ocorrendo no Brasil, onde L. whitmani, quando
comparada a L. (N.) intermedia (Lurz & Neiva, 1912) e L. migonei Franga, 1920 estaria em
processo continuo de adaptacdo e ampliaria seu raio de dispersdo geografica (PETERSON &
SHAW, 2003).

Nas regides Sul e Sudeste do Brasil, em Estados tais como Minas Gerais, Espirito
Santo e Parana, L. whitmani tem revelado aspectos importantes relativos & competéncia
vetorial, tais como antropofilia e registro de infeccdo natural por L. braziliensis, onde com
freqiiéncia ocorre em altas densidades, estando associado ao ambiente peridomiciliar
(MAYRINK et al., 1979; FALQUETO, 1995; LUZ et al., 2000; TEODORO et al., 2003).
Desde os primeiros estudos realizados no Estado de S&o Paulo acerca deste flebotomineo,
PESSOA & COUTINHO (1941) encontraram um exemplar infectado por flagelados,
supostamente promastigotas, o que estimulou estudos que revelaram o hébito silvestre e a
antropofilia da espécie (BARRETTO, 1943; FORATTINI, 1954).

No Nordeste, este flebotomineo também é considerado um importante transmissor de
L. braziliensis, especialmente pelo achado de espécimes com infecgdo natural na regido de
Trés Bragos (BA) e em Baturité (CE) (HOCH et al., 1986; RYAN et al., 1990). Destacam-se,
ainda, as informacdes sobre a ocorréncia de L. whitmani em alta densidade no ambiente
domiciliar e a préatica da antropofilia. Tais caracteristicas se apresentam como importantes
para definir a competéncia vetorial da espécie observada nestas e em outras localidades de
estados nordestinos (AZEVEDO et al., 1990; AZEVEDO & RANGEL, 1991; QUEIROZ et
al., 1994; LAINSON & SHAW, 1998; RANGEL & LAINSON, 2003).

Possivelmente, na regido Centro-Oeste, levando-se em conta a sua dispersdo, L.

whitmani também assume o papel de vetor de leishmaniose tegumentar. Estudos conduzidos
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em Corguinho no Estado do Mato Grosso do Sul, registraram a espécie como a mais
abundante, antropofilica e naturalmente infectada possivelmente por L. braziliensis (NUNES
et al., 1995). GALATI et al. (1996), ao estudar a fauna flebotominica deste mesmo municipio,
verificaram a alta freqliéncia de L. whitmani na maioria dos ecotopos selecionados; estava
presente no solo e na copa das arvores de varios ambientes, sugerindo que a espécie fosse
dotada de habitos alimentares ecléticos, destacando sua importancia na cadeia de transmissédo
de leishmaniose tegumentar no Estado.

Na regido Norte, nos Estados do Acre e Tocantins, L. whitmani est4 sendo sugerida
como provavel vetor da L. braziliensis. Recentemente, os estudos conduzidos por AZEVEDO
et al. (2008) no Estado do Acre, incluindo a capital Rio Branco demonstraram que L.
whitmani se apresentava como a espécie predominante. Além de ser registrada em todos os
municipios com transmissdo de L. braziliensis, nos locais provaveis de infeccdo, o que fez
com que os autores sugerissem o flebotomineos como transmissor desta leishméania no
Estado. O Estado de Tocantins vem sofrendo constantes impactos ambientais decorrentes,
principalmente, da construcdo de usinas hidrelétricas e estabelecimento de novos
assentamentos, o que possibilitou a alta incidéncia de casos humanos de leishmaniose
tegumentar; neste ambiente degradado, além do fato de L. whitmani ocorrer em cerca de 95%
dos municipios endémicos (VILELA et al., 2008).

No Estado do Pard, L. whitmani, na floresta primaria, até 0 momento parece nao estar
relacionada a transmissao de L. braziliensis (LAINSON et al., 1981; RANGEL et al., 1996;
LAINSON & SHAW, 1998).

4. Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani: um complexo de espécies cripticas ou uma espécie

com elevada capacidade de adaptacéo as altera¢des ambientais e climaticas?

Estudos desenvolvidos no Estado do Para registraram um padrdo de comportamento
de L. whitmani, diferente do que é observado nas demais regides do Brasil, onde a espécie
ocorre. A espécie se apresenta como essencialmente silvestre, pode ser coletada sobre o
tronco e na copa das arvores de grande porte, possuindo pouca tendéncia antropofilica, o que
sO ocorreria em condicOes especiais (LAINSON et al., 1979; READY et al., 1986; SHAW et
al. 1991). Com base nestas diferencas qualitativas relacionadas com antropofilia e
domiciliacdo, LAINSON (1988) sugeriu L. whitmani, como um complexo de espécies, por

apresentar habitos alimentares variados e ocupar diferentes habitats.
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Na década de 90, populacdes de L. whitmani foram separadas em trés linhagens

baseadas nas sequiéncias de DNA mitocondrial (READY et al., 1997), com distribuigéo
alopétrica, no sudoeste da Amazo6nia; em uma regido central de clima seco; e em uma zona
climatica de Mata Atlantica. RANGEL et al. (1996) reconheceram duas linhagens
filogenéticas que poderiam estar inseridas em um complexo de espécies: (a) a forma do
Estado do Pard, ao norte e ao sul do Rio Amazonas e a (b) forma tipica do Nordeste do Brasil,
Ceard e Bahia (llhéus, localidade-tipo). Esta Ultima estd associada a transmissdo de L.
braziliensis e que se distinguiu da populagdo amazo6nica por diferencas significativas em
estudos morfométricos de 11 caracteres, especialmente o filamento genital e a relacdo
filamento-bomba ejaculadora. Os estudos de DNA genémico claramente separavam a
populacdo do Para das duas do nordeste. Discutindo a l6gica da existéncia de trés diferentes
linhagens, READY et al. (1998) sugeriram uma concordancia destas linhagens com zonas
bioclimaticas, onde a linhagem Amazoénica estaria associada a regido de Floresta Tropical
Amazénica, a linhagem do Nordeste associada a zona de Cerrado e a linhagem Norte-Sul
associada a Regido de Floresta Tropical Atlantica. Considerando que estas zonas climaticas
existem ha 2-3 milhGes de anos, pode-se supor com base no relégio molecular do DNA
mitocondrial que as linhagens coexistiam nessa mesma datacao.
Estudos sugeriram a existéncia de uma quarta linhagem de L. whitmani no Estado de
Rondénia. Entretanto, com base na analise de 31 hapldtipos de populagdes de L. (N.)
whitmani das RegiGes Norte, Nordeste, Sudeste e Sul, o cladograma mostrou apenas duas
linhagens: uma das RegiGes de Floresta (linhagem de Ronddnia, linhagem Amazbnia e
linhagem Nordestina) e outra Norte-Sul, procedente da Zona de Regi&o de Cerrado, sugerindo
a existéncia de clados de haplotipos e um continuo intercruzamento de populagbes de L.
whitmani nas florestas do Brasil (ISHIKAWA et al., 1999), o que levou esses autores a
questionarem a hipdtese de complexo de espeécies cripticas (Fig. 1). Estudos morfométricos de
populacdes de L. whitmani procedentes do Nordeste e Sudeste evidenciaram a existéncia de
dois conglomerados de populagbes biogeogréficas, que foram sustentados, posteriormente,
com base na andlise da variabilidade genética destas popula¢bes biogeograficas, que
sugeriram dois agrupamentos: Corte de Pedra (BA), lIhéus (BA) e Serra de Baturité (CE) num
primeiro grupo, e Martinho Campos (MG) num segundo (MARGONARI et al., 2004).

Em Buriticupu (Amazonia Maranhense), onde tém sido registrados casos humanos de
LTA determinados por L. shawi e L. braziliensis; uma situacao bastante peculiar foi apontada

por REBELO et al. (2000). Estes autores sugeriram que L. (N.) whitmani seria o flebotomineo
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Figura 1- Linhagens de Lutzomyia whitmani que ocorrem no Brasil. Locais de captura -
Amapa: Serra do Navio (NAV); Bahia: Corte de Pedra (CP), Ilhéus (IL); Espirito Santo:
Viana (VI); Para: Agua Parada (proximo a Paragominas) (AP), Serra dos Carajas (CA), Dom
Elizeu (DE), Monte Dourado(JA); Parana: Maringd (MA); Pernambuco: Refrigério (RE);
Piaui: Teresina (TS); Rondénia: Buriti (BRO), Cacauléandia (CAC), Montenegro (MON).
(Fonte: ISHIKAWA et. al.,1999).
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envolvido na transmissdo da doenga, associada aos dois parasitos. Nestes estudos, foi verificado que L.
whitmani ocorreu em abundancia no ambiente silvestre e também apresentou alta freqiéncia no
ambiente domiciliar. Portanto, um padrao amazonico silvestre e outro peridoméstico do vetor estariam
ocorrendo numa “zona de transicao”.

Recentemente, foi estudada a variabilidade genética de populagdes de L. whitmani de
Buriticupu (MA), de llhéus (BA), area de transmissao de L. (V.) braziliensis e de Paragominas
(PA), area de transmissdo de L. shawi, através da técnica de Random Amplification of
Polymorphic DNA (RAPD-PCR). Dentre seis “primers” testados, um deles se revelou
altamente polimorfico, identificando uma banda de 200bp em alguns individuos de
Buriticupu, bem como em todos de Paragominas, estando tal banda ausente em todos o0s
espécimes de llhéus. Estes dados sugerem a ocorréncia em simpatria de duas distintas
populagdes de L. whitmani em Buriticupu, e possivelmente associadas a transmissdo de duas
diferentes espécies de Leishmania. Os estudos realizados com essa espécie de flebotomineo,
caracterizando-a como pertencente a um complexo de espécies podem ser observados na
Tabela 1.

GOMES & GALATI (1977) discutiram o habitat florestal como uma caracteristica
essencial para desenvolvimento de flebotomineos. Contudo, hoje algumas discussGes surgem
no sentido de explicar a capacidade de algumas espécies de flebotomineos sobreviveram em
areas impactadas e até mesmo no ambiente urbano. Tem-se atribuido as variagdes climaticas
globais e modificagbes ambientais as mudangas comportamentais de alguns vetores de
leishmanioses (SHAW, 2008).

Seguindo a l6gica deste raciocinio as leishmanioses estariam se expandido além do seu
ecOtopo natural por conta dos distdrbios ambientais, de diferentes naturezas, o que ocasiona
uma maior exposi¢do do homem aos insetos vetores (SHAW, 2007, 2008).

Nesta perspectiva, pode-se supor que L. whitmani seria uma espécie com a capacidade
de se adaptar aos mais diversos habitats, que vao desde areas de vegetacdo preservada ate
ambientes alterados, quer seja por acGes antropicas, quer seja por mudancas climaticas. A
partir desse pressuposto, todas as diferencas bioldgicas e/ou comportamentais da espécie,
observadas para as regides fisiogeograficas do Brasil, ndo estariam a favor de um complexo
de espécies. Um estudo trabalhando com modelagem de nicho ecoldgico tem sugerido que
com tamanha capacidade de sobreviver as mudancas ambientais e o fato de se adaptar a novos
nichos ecologicos, L. whitmani seria capaz de tolerar os efeitos das mudancas climéticas
globais e expandir sua distribuicdo geografica (PETERSON & SHAW, 2003).
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5. Consideracoes finais

Lutzomyia whitmani, atualmente, pode ser considerado como 0 mais importante
transmissor de leishmaniose tegumentar no Brasil, associado a transmissdo de duas
leishméanias dermotrdpicas: Leishmania braziliensis e L. shawi. Dentre os flebotomineos
neotropicais, destaca-se por sua notavel capacidade de ocupar diferentes nichos ecologicos,
diferentes aspectos fisiogeograficos e climaticos. Além de sua comprovada antropofilia, €
uma espécie dotada de grande plasticidade alimentar na maior parte do Brasil. Mesmo ja se
mostrando adaptada ao ambiente domiciliar, a espécie tem sido encontrada em é&reas de
florestas, especialmente na Regido Norte do Brasil, mantendo ainda habitos silvestres.
Evidéncias e estudos sugerem que L. whitmani seria um complexo de espécies cripticas, por
diferencas observadas em aspectos comportamentais, na morfologia de adultos e mesmo na
atuacdo como vetor de leishmaniose tegumentar. Apesar dessas variagdes interpopulacionais,
alguns estudos preferem admitir ser uma espécie com fantéstica capacidade de se adaptar ao

ambiente modificado, ndo sendo dependente do ambiente silvestre para sobreviver.
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Capitulo 1

Padronizacédo de metodologia para identificagdo de hidrocarbonetos cuticulares por
Cromatografia Gasosa em Lutzomyia longipalpis s.l. e Lutzomyia whitmani (Diptera:

Psychodidae: Phlebotominae)



Resumo

ANDRADE, Andrey José de. Padronizacdo de metodologia para identificacdo de
hidrocarbonetos cuticulares por Cromatografia Gasosa em Lutzomyia longipalpis s.I. e L.
whitmani (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae)

No Brasil, algumas espécies de flebotomineos tém sido discutidas como um complexo (eg.
Lutzomyia longipalpis s.I. e Lutzomyia whitmani) e a caracterizagdo dos Hidrocarbonetos
Cuticulares (HCCs) ¢ uma ferramenta que pode ser utilizada para separa¢do de espécies
cripticas fornecendo informagdes sobre a epidemiologia de doencas e direcionando acdes
efetivas de controle. O objetivo do presente estudo € padronizar uma metodologia de extragao
e identificagdo dos possiveis HCCs para L. longipalpis s.l. e L. whitmani utilizando a técnica
de Cromatografia Gasosa (CG). Foram avaliados o programa de temperatura da coluna
cromatografica, o método e o tempo de extracdo dos compostos e o nimero de insetos a serem
utilizados. Machos ¢ fémeas de L. whitmani provenientes dos estados da Bahia, Para, Minas
Gerais, e Parana e de L. longipalpis s.l. de Minas Gerais, Para e Piaui foram utilizados nas
analises. Para padronizagio da CG foram utilizados exemplares da segunda espécie,
totalizando trés repeticdes por estado. Para identificacdo dos compostos foi injetada uma
mistura padrio de HCCs (C;3-C49) e calculando-se o Indice de Retengdo (IR). Além da
mistura foi injetado o feromdnio sintético 9-metilgermacreno-B. Somente os extratos de
machos de L. longipalpis s.I. do Para ndo apresentaram o pico do feroménio. Os perfis
cromatograficos de machos e fémeas co-especificos foram semelhantes, porém somente os
machos de L. longipalpis s.l. provenientes de Minas Gerais e Para apresentaram picos do Cp;
e Ciq, respectivamente e do Piaui para o Cys, Ca, Cos € Cag; para fémeas foram regitrados
somente picos do Cy; (Minas Gerais); e Cys, Cy7 e Cs, (Pard). Observou-se que para deteccio
de picos cromatograficos utilizaria-se uma programac¢ao da coluna de 50 minutos utilizando
100 flebotomineos no tempo de extragdo de 20 minutos em 1 ml de hexano. Lutzomyia
whitmani mostrou pouca diferenga entre os possiveis HCCs identificados para machos onde o
C,; s6 ndo foi encontrado para os do Pard, enquanto o Cs3 apareceu somente na populacdo de
Minas Gerais e do Parana. Houve maior diferenga entre os HCCs quando comparados machos
e fémeas co-especificos, de cada Estado, com exce¢do de Minas Gerais onde os compostos
foram todos diferentes entre os sexos. A técnica de CG foi padronizada para extragdao de
HCCs na cuticula de flebotomineos, a qual mostrou que esses compostos podem variar entre

as populagdes e entre os sexos de L. longipalpis s.I. e L. whitmani.
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1. Introducéo

A necessidade de ferramentas adicionais as cldssicas ja utilizadas para identificar
insetos vetores tem sido constantemente enfatizada pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) devido ao fato de algumas doencas serem transmitidas por membros pertencentes a
potenciais complexos de espécies cripticas (PHILLIPS & MILIGAN, 1986). A capacidade
vetorial dos membros de um complexo pode variar significativamente o que torna importante
a correta identificacdo destas espécies cripticas para estudos epidemioldgicos e para seu
efetivo controle (PHILLIPS & MILLIGAN, 1986). A caracterizacdo dos Hidrocarbonetos
Cuticulares (HCCs) tem provado ser de grande utilidade na separacao de espécies de insetos
vetores pertencentes a complexos, uma vez que a presenca destes compostos na céra da
cuticula é consistente com a espécie e parecem ser espécie—especificos (MOLINEUX &
PHILLIPS, 1988; PHILLIPS et al., 1988). Estes compostos podem variar entre diferentes
espécies, entre os sexos e entre diferentes instares larvais de uma mesma espécie (LOCKEY,
1991).

Trés principais classes de mistura de hidrocarbonetos (n-alcanos, olefinas,
metilalcanos) tém sido identificadas para insetos cuja cuticula apresenta uma mistura de n-
alcanos e os mais abundantes possuem cadeia que variam seu comprimento entre nCs3 a nCs;.
Alcenos e metilalcanos normalmente ocorrem como misturas isoméricas e muitas espécies de
insetos também apresentam um grande numero desses componentes (LOCKEY, 1991). A
quantidade desses HCCs pode ser afetada por condigdes ambientais, como habitat,
temperatura, umidade relativa (HADLEY, 1986).

Os procedimentos experimentais para se obter e examinar os HCCs se inicia através da
extracdo dos lipideos com solvente organico e, posteriormente, a separacdo e analise dos
hidrocarbonetos por Cromatografia Gasosa (CG) e sua identificacdo por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM) (LOCKEY, 1988, 1991; PHILLIPS et
al., 1988). As técnicas podem ser potencialmente usadas para trabalhos de campo, pois os
HCCs sdo quimicamente estaveis, além de ser possivel utilizar adultos capturados em
armadilhas luminosas, a fresco, ou mortos estocados por um longo periodo (CARLSON &
SERVICE, 1980). A identificagdo de um composto por CG pode ser feita comparando-o ao de
uma mistura de alcanos de diferentes niimeros de 4tomos de carbono através do calculo do

indice de Kovats, também chamado de Indice de Retengdio (IR). Este IR é caracteristico do
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composto, sendo independente das condi¢des analiticas utilzadas (KOVATS, 1965). Quando
possivel essa identificagdo dos compostos deve ser confirmada por CG-EM.

Para os flebotomineos, a analise de compostos, como terpenos por CG-EM para
separar espécies cripticas ¢ conhecida, principalmente, para a espécie Lutzomyia longipalpis
s.l. (Lutz & Neiva, 1912), na qual, tem sido possivel identificar diferentes tipos de feromonios
entre populagdes do Brasil (PHILLIPS et al., 1986; HAMILTON & WARD, 1991), tem-se
caracterizado diferentes tipos de feromonios (BAUZER et al., 2007; ARAKI et al., 2009),
bem como o isolamento reprodutivo entre populagdes (WARD et al., 1983). Atualmente, a
presenca de diferentes tipos de feromdnios sexuais presentes em machos de L. longipalpis s.1.
¢ relatada e parece variar de acordo com as diferentes regides do Brasil. Em Minas Gerais
foram identificados trés terpenos: o cembreno (1 e 2) e o 9-metil-germacreno-B, sendo que
este ultimo é produzido também por machos do Piaui (ARAKI et al., 2009).

No Velho Mundo, KAMHAWTI et al. (1987) identificaram duas populagdes distintas
de Phlebotomus ariasi Tonnoir, 1921 em um foco de leishmaniose visceral na Franga, por
analise dos HCCs, assim como ja foi observada variagdo intraespecifica de P. perfiliewi
Parrot, 1930 (PHILLIPS et al., 1990b). A caracterizagdo dos HCCs permitiu a separagdo de
fémeas das espécies P. martini Parrot, 1936 ¢ P. celiae Minter, 1962, as quais ocorrem em
simpatria ¢ sdo consideradas isomorficas, tanto para as populacdes coletadas em campo
quanto aquelas provenientes de criagdo em laboratorio (GEBRE-MICHAEL et al., 1994).

No Novo Mundo, o Flebotomus unisetosus foi nomeado como espécie tipo do
subgénero Psychodopygus Mangabeira, 1941 (YOUNG & DUNCAN 1994). Espécies deste
subgénero foram agrupadas em quatro séries (Squamiventris, guyanensis, davisi, panamensis)
informalmente baseadas e nomeadas de acordo com caracteristicas morfoldgicas de machos e,
ocasionalmente, de fémeas (MARTINS et al., 1978). Na revisdo taxondmica realizada por
CARVALHO et al. (2006) destacou-se a grande dificuldade em se diferenciar as espécies
incluidas na série squamiventris, principalmente entre as fémeas. Dentre as espécies do
subgénero Psychodopygus, L. wellcomei (Fraiha, Shaw & Lainson, 1971) e L. complexa
(Mangabeira, 1941), ocorrem em simpatria na Serra dos Carajas (PA), sendo ambas
consideradas transmissoras de L. (V.) braziliensis (RYAN et al., 1986) no Estado do Para.
Através da andlise dos HCCs separou-se, com sucesso, individuos fémeas de ambas as
espécies (RYAN et al., 1986), as quais sdo morfologicamente semelhantes (LANE &
READY, 1985). Na série panamensis PHILLIPS et al. (1990a) conseguiram separar espécies

simpatricas de L. carrerai carrerai (Barretto, 1966) e L. yucumensis (Le Pont, Caillard,
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Tibayrenc & Desjeux, 1986), provenientes da Bolivia, através da CG dos HCCs. Um alto grau
de separacdo (87%) foi obtido baseado na composi¢do quimica destas duas espécies.
MAHAMAT & HASSANALI (1998) demonstraram correlagdo entre a composi¢cdo de HCCs
e dos caracteres morfologicos de 10 espécies dos géneros Phlebotomus e Sergentomyia do
Kénia.

JUSTINIANO et al. (2004) sugeriram, entre outras técnicas, o uso da analise de HCCs
para separar duas populacdes de L. umbratilis (Ward & Fraiha, 1977), transmissor de L. (V.)
guyanensis na Regido Norte da América do Sul, uma vez que foram observadas diferencas,
em laboratdrio, na biologia dessas populagdes. As bases para a quimiotaxonomia tém sido
estabelecidas para numerosos grupos de insetos € o desenvolvimento destas incluird a
caracterizacdo da composi¢do quimica dos componentes cuticulares como uma ferramenta
para classificagdo dos taxons (LOCKEY, 1991).

Embora os feromonios sexuais de diversas populagdes de L. longipalpis s.l. sejam
conhecidos (BAUZER et al., 2007; ARAKI et al., 2009), ndo se sabe sobre os possiveis
hidrocarbonetos que compoe a cuticula desses insetos. Além desse fato, ndo ha informagao na
literatura acerca da composi¢do quimica da cuticula de L. whitmani. Utilizando a técnica de
CG o presente trabalho buscou padronizar a técnica para deteccdo desses compostos
utilizando como modelos L. longipalpis s.I. e L. whitmani, fornecendo subsidios para

caracteriza-las ou ndo como um complexo de espécies cripticas.

2. Objetivo

Padronizar a metodologia de extragdo de compostos da cuticula para flebotomineos e

identificar os hidrocarbonetos cuticutares utilizando Cromatografia Gasosa.

2.1. Objetivos especificos

1- Realizar analises de CG de extratos de L. longipalpis s.l., provenientes do Para, de Minas
Gerais ¢ do Piaui, comparar se ha diferenca entre os cromatogramas das populagdes ¢

caracterizar os possiveis HCCs das populagoes;

2- Identificar os possiveis HCCs de machos e fémeas de populagdes de L. whitmani

provenientes da Bahia, Para, Minas Gerais e Parana.
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3. Material e Métodos

3.1. Procedéncia dos flebotomineos

Populagdes da epécie L. longipalpis s.I. foram obtidas de colénias mantidas em
diferentes laboratdrios, exceto a de Minas Gerais, que foi coletada na Gruta da Lapinha
(campo), municipio de Lagoa Santa. Os exemplares de L. whitmani foram todos obtidos de
campo de distintas regides do Brasil. Para as duas espécies, somente os insetos previamente
mortos foram utilizados para os testes. Todos os flebotomineos, provenientes de campo ou de
colo6nia, foram colocados em tubos do tipo Eppendorf e acondicionados, a seco, em geladeira.

As procedéncias das espécies, aqui chamadas de populagdes, estdo descritas abaixo:

- Lutzomyia longipalpis s.I. (Fig. 1)- foi utilizada uma populagdo proveniente da Gruta
da Lapinha (campo), Lagoa Santa (Minas Gerais) cedida pelo Laboratorio de Leishmanioses
do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR/BH) (campo). A segunda populagido foi
proveniente de Teresina (Piaui) e foram cedidas pelo Laboratorio de Fisiologia de Insetos
Hematofagos da Universidade Federal de Minas Gerais (LFIH/ UFMG). Essa populagao
encontrava-se na 30 geragdo. A terceira populacdo foi proveniente de Santarém (152°
geracdo), Cameta (12* geragcdo) e Barcarena (27 geragdo) (Pard) mantidas no Insetario de
Flebotomineos do Departamento de Parasitologia do Instituto Evandro Chagas (IEC/PA). A
espécie proveniente do Para foi considerada como mesma populagdo, mesmo possuindo

procedéncias distintas.

- Lutzomyia whitmani (Fig. 2)- a primeira populac¢do foi procedente do municipio de
Ilhéus (Bahia), localidade tipo da espécie. Os flebotomineos foram capturados em
peridomicilio com armadilhas luminosas do tipo CDC (SUDIA & CHAMBERLAIN, 1962).
A segunda populagdo foi proveniente da microrregido de Paragominas (Pard). Os
flebotomineos foram capturados na Fazenda Agua Parada, utilizando armadilhas CDC, porém
instaladas a 1,5 ¢ a 20 metros do solo, durante trés dias consecutivos. A armadilha de

Shannon (SHANNON, 1939) também foi utilizada durante quatro horas em uma noite. Todos
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Figura 1- Procedéncias das populagdes de Lutzomyia longipalpis s.l.: MG- Lagoa Santa
(19°37°44°°S, 43°53°23’W); PI- Teresina (05°05°21°’S, 42°48°07°W); PA- Barcarena
(01°30°21°’S, 48°37°33”’W); Cameta (02°14°40°°S, 49°29°45°°W); Santarém (02°26°35°’S,
54°42°30°W). (Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas — IBGE, 2009).

Figura 2- Procedéncias das populagdes de Lutzomyia whitmani: BA- Ilhéus (14°47°20°’S,
39°02°58°W); PA- Paragominas (02°59°45°°S, 47°21°10”°W); PR- Maringa (23°25°31°’S,
51°56°19’W) e Mandaguari (23°32°51”°S, 51°40°15°W); MG- Timéteo (19°34°57°°S,
43°38’40°°W). (Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas — IBGE, 2009).
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os insetos foram recolhidos do interior das CDCs, com capturadores de Castro, ainda vivos ¢
estocados em geladeira. Posteriormente foi feita a confirmagdo da espécie (por morfologia
externa) em estereomicroscopio. A terceira populagdo foi coletada nas cidades de Maringd e
Mandaguari (Parana), que ¢ um municipio que pertence a Regido Metropolitana de Maringa.
As fémeas de L. whitmani foram coletadas em area de mata no Conjunto Residencial Borba
Gato (23°27'10"S e 51°57'39"W) no municipio de Maringa. Os machos foram provenientes de
um chiqueiro localizado no sitio F16r de Maio, no municipio de Mandaguari. Para ambas as
coletas foram utilizadas armadilhas de Falcdo, entre 18:00 e 06:00 horas. A quarta populagéo
foi proveniente de Timdteo (Minas Gerais) e os flebotomineos foram capturados utilizando
duas armadilhas de Falcao instaladas em peridomicilio, durante uma noite, no bairro Recanto

do Soss€go, o qual esté inserido dentro do Parque Estadual do Rio Doce.

3.2. Triagem dos insetos

Os flebotomineos foram triados de acordo com o sexo, através de observacdo em
estereomicroscopio. Posteriormente, machos e fémeas foram separados em morfotipos quanto
ao tamanho e a coloragdo. Para machos de L. longipalpis s.I. a coloracdo palida que
apresentam no terceiro e/ ou quarto tergito e para fémeas a coloracdo mais escura das coxas II
e III, foram os principais critérios adotados para a separacdo de outros flebotomineos,
principalmente para aqueles espécimes procedentes de campo. Machos e fémeas de L.
whitmani foram separados de outros flebotomineos por tamanho e contraste de coloragdo do
torax (pleura e escudo) em morfotipos (Lw). Para confirmar taxonomicamente as espécies,
apos a morfotipagem, ldminas de 10 machos e 10 fémeas foram confeccionadas e analisadas
através de microscopia Optica, segundo a proposta taxondomica de YOUNG & DUNCAN
(1994).

Alguns critérios foram adotados para a exclusdo dos individuos para as analises: a)
ndo estarem integros (inteiros); b) possuirem menos de trés pernas; c) auséncia de um dos
seguimentos corporais (cabe¢a ou abdoémen); d) ndo apresentar as duas asas; e€) no caso das
fémeas, estarem ingurgitadas. Os insetos também foram verificados quanto a presenca de

acaros e fungos, caso detectados esses microorganismos os espécimes foram descartados.

3.3. Dados do Cromatografo Gasoso e extracdo dos compostos cuticulares
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Os extratos foram analisados em Cromatdgrafo Gasoso (Shimadzu 17-A, Shimadzu,
Kyoto, Japdo) com um Detector de Ionizacdo de Chama (FID), equipado com uma coluna
DB-1 (30 m x 0.25 mm, i.d. 0.25 um; J&W Scientific). Antes de todas as extracdes o solvente
(Hexano, 99% de pureza, Merck), que foi utilizado nos extratos, foi injetado como branco.
Foram realizados extratos dos algoddes utilizados para filtragem dos extratos dos insetos para
se observar se haviam registros destes filtros pelo cromatdgrafo.

Machos e fémeas foram separados, quantificados, colocados em um frasco de vidro
(Supelco, Clear Screw Top Vial, 2 ml) e imersos em 1 ml do solvente, quantidade suficiente
para cobri-los. Apo6s o tempo de permanéncia de cada amostra, o solvente foi filtrado em uma
pipeta de Pasteur contendo um chumaco de algoddo no fundo, para retirar as contaminagdes
com partes dos insetos, em frasco de vidro contendo um Micro Insert (Supelco, 28 x 6 mm,
0,1 ml). Apos a extragdo, a amostra foi concentrada, até secar, em Nitrogénio e os frascos
etiquetados e levados para o “freezer” a -20°C, como recomendado por WARD et al. (1989).
Todas as amostras foram injetadas manualmente utilizando uma seringa de vidro (Hamilton,
10ul, Nevada) e analisadas no Laboratorio de Ecologia Quimica de Insetos Vetores da
UFMG. Todos os cromatogramas foram analisados na atenuag@o cinco mantendo a mesma
resposta para os picos (30mV).

As extragdes dos compostos da cuticula dos flebotomineos, nas diferentes fases do

trabalho, sdo descritas abaixo, com suas particularidades.

3.4. Cromatografia Gasosa (CG): padronizacdo do programa de temperatura para

analise cromatografica

Foi realizada uma injecao “splitless” de 1ul de cada extrato a uma temperatura inicial
da coluna de 100°C em um gradiente de 10°C por 1 minuto, até atingir 230°C a qual
aumentava 5°C a cada 2 minutos até atingir a maxima de 300°C, temperatura na qual
permanecia por 20 minutos. O gas de arraste utilizado foi o Hélio e o tempo de corrida da
amostra foi de 50 minutos. Foi utilizada a populagdes de L. longipalpis s.l. proveniente da
Gruta da Lapinha, Lagoa Santa (MG).

Para a realizacdo da cromatografia estipulou-se, arbitrariamente, um nimero fixo de
50 flebotomineos. Apos a triagem e a sexagem, os flebotomineos foram transferidos para um
frasco de vidro contendo 1ml do solvente hexano. Os tempos de permanéncia de cada amostra

(50 machos e 50 fémeas) foram de 20 min, 2h e 24h, aqui chamados “pool” de diferentes
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insetos (utilizados e descartados) seguindo a mesma metodologia descrita no item 3.3, com
tempo de corrida de 30 min (MAHAMAT & HASSANALLI 1998) para machos e de 50 min
para fémeas. Para a leitura no cromatografo a gés, os extratos foram redissolvidos em 20ul de
hexano e 1ul foi injetado no aparelho. Foi realizada uma injecdo para o mesmo extrato de 50
insetos (“pool” de mesmos insetos, utilizados e reaproveitados) e para cada diferente tempo
de extragdo (20 min, 2h e 24h) visando observar se haveria altera¢cdo no niimero € no tamanho

dos picos cromatograficos (tempo de corrida= 50 min).

3.5. Observar o tempo de extragdo dos compostos cuticulares por GC

Os mesmos procedimentos definidos anteriormente (programagdo de temperatura da
rampa, volume de inje¢do dos extratos, numero e procedéncia de insetos utilizados) foram
adotados para se definir tempo de extracdo dos compostos cuticulares. No tempo de corrida de
50 minutos, as amostras foram injetadas apds os tempos de 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 120

minutos de extracdo em solvente.

3.6. Avaliar o melhor niumero de flebotomineos a serem utilizados para detec¢do dos

compostos por CG

Ap6s definir o tempo de extragdo dos compostos cuticulares (item 3.5), procurou-se
uma amostra (isenta de contaminantes) com um nimero de insetos que apresentasse 0 maior
nimero de picos cromatograficos. Foram testados diferentes numeros de flebotomineos (10,
20, 50 e 100 individuos) e somente os machos foram avaliados, adotando a mesma

programacao da coluna cromatografica descrita no item 3.4.2.

3.7. Comparar os extratos de Lutzomyia longipalpis s.l., provenientes das populagdes do

Para, Minas Gerais e Piaui

Apos definidos os parametros citados (tempo de corrida, tempo de extragdo e nimero
de insetos) trés repeticdes do extrato hexanico de cada uma das populagdes (machos e fémeas)
foram injetadas no cromatografo e comparadas com uma mistura de padroes de
hidrocarbonetos de cadeia linear (C;3-Cy) para indentificar os possiveis hidrocarbonetos

através do Indice de Retengdo (= Indice de Kovat) (KOVATS, 1965). Além dessa mistura,
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foram injetados e comparados o tempo de retengdo de um padrio isolado de heptano (C;7) e
de heneicosano (C;) para confirmar os alcanos contidos nas amostras ¢ a seqiiéncia dos
HCCs da mistura (Fig. 3). Foram realizadas cinco repeti¢des dos perfis cromatograficos da
mistura de hidrocarbonetos C;3-Cyo, a partir da qual foi gerada a formula para o calculo do IR.
Para o célculo do indice foram consideradas as seqiiéncias de hidrocarbonetos do C;3 ao Cs;3
(LOCKEY, 1991). Além destes hidrocarbonetos foi adquirido um sintético do feromoénio
sexual de machos de L. longipalpis s.I. 9-metil-germacreno-B (cedido pelo Dr. Antony M.
Hooper - Department of Biological Chemistry, Rothamsted, UK) para comparagdo com os
machos provenientes dos trés Estados (Minas Gerais, Para e Piaui).

Os graficos foram apresentados em diferentes escalas para vizualiagcdo dos possiveis
HCCs, portanto ndo sdo comparaveis entre os machos de f€émeas da espécie de cada

localidade.

3.8. Avaliar a técnica de CG para machos e fémeas de Lutzomyia whitmani

A técnica de CG que foi padronizada para L. longipalpis s.l. foi utilizada para machos
e fémeas de L. whitmani (ver item 3.1). Para avaliar essa técnica foram utilizados exemplares
da Bahia (72 & e 67 Q); Para (37 & e 28 Q); Parana (100 &' e 100 Q) e Minas Gerais (100 &' e
100 9). Os volumes do solvente para as redissolugdes das amostras foram ajustados de acordo
com o numero de insetos disponiveis para as analises. A metodologia de extracdo e
identificacdo foi definida como: (1) tempo de extragdo de 20 min. em 1 ml de Hexano; (2)
concentrado em nitrogénio e redissolvidos em 10ul do solvente; (3) injetado 1ul (“splitless™)
no CG; (4) com tempo de 50 minutos para o programa de temperatura da coluna
cromatografica. Assim como para L. longipalpis s.l., para indentificar os possiveis
hidrocarbonetos cuticulares foi utilizado o Indice de Reten¢io (= Indice de Kovat)
(KOVATS, 1965).

Os graficos foram apresentados em diferentes escalas para vizualiagdo dos possiveis
HCCs, portanto ndo sdo comparaveis entre os machos de fémeas da espécie de cada

localidade.
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1o Tempo de retengdo= 9,635 min

" c Tempo de retengdo= 13,925 min
21

Figura 3- Perfis cromatograficos (tempo de corrida= 50 minutos): (A) mistura de
hidrocarbonetos (C;3-Ca9) utilizada como padrdo para calculo do Indice de Retencdo; (B)
heptano; (C) heneicozano.
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3.9. Analise dos Dados

Os picos cromatograficos de cada extrato amostrado foram comparados com os picos
da mistura de hidrocarbonetos (alcanos) utilizando o Indice de Reten¢do (IR). A formula
utilizada para o calculo do IR esta ilustrada na Figura 4, onde o eixo x” representa o IR

(Numero de Carbonos x 100) e o “eixo y” o tempo de retencdo (minutos) das amostras.
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Figura 4- Férmula utilizada para o célculo do Indice de Retengdo (IR) onde o “eixo x”
representa o IR (nC x 100) e o “eixo y” o tempo de retencdo (minutos) das amostras apos
injecOes da mistura de hidrocarbonetos (C;3-Cs3) (n=5).

4 - Resultados

Observou-se que os tempos de 20 min., 2 h e 24 h de extracdo, permitiram a
visualizacdo de picos cromatograficos (“pool” de diferentes insetos), porém o tempo de
corrida de 30 min. deveria ser aumentado para a detec¢do de todos os picos gerados pela
inje¢do dos extratos (cromatograma completo) (Fig. 5A). As outras amostras injetadas
(extratos hexanicos de “pool” de mesmos insetos) nos tempos de extragdo de 20 min, 2 h e 24
h (ver item 3.2) confirmaram que no tempo de 30 min ndo seria obtido um cromatograma
completo (Fig. 5B) para os extratos ¢ que as extra¢des realizadas de “pool” de diferentes
insetos geravam maior resposta dos picos (eixo y). Com isso, o tempo de corrida foi

aumentado para 50 min.
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Figura 5- Perfis cromatograficos de extratos hexanicos: A) 50 & de Lutzomyia longipalpis s.I.
no tempo de 30 minutos de corrida; B) 50 ¢ de Lutzomyia longipalpis s.l. no tempo de 50

minutos de corrida.
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4.3. Observacdo do tempo de extragdo dos compostos cuticulares por GC

Foi observado um padrdo na detec¢do dos picos cromatograficos, tanto para machos
como para fémeas (Fig. 6A e B). Para os machos os tempos de 10 (21 picos) e 20 minutos (51
picos), apresentaram um maior niimero de picos. Para fémeas essas observacdes puderam ser
feitas nos tempos de 10 (46 picos), 20 (28 picos) e 30 minutos (64 picos). Embora, ndo tenha
identificado se esses compostos se tratavam de hidrocarbonetos, optou-se por trabalhar no
tempo de extragdo de 20 minutos, cuja média de picos somados, produzidos por machos e

fémeas, foi a maior (40 picos).

4.4. Verificagdo do numero de flebotomineos a serem utilizados para detec¢do dos

compostos por CG

Foi observado que o numero de flebotomineos interferiu no nimero de picos
cromatograficos, bem como nas respostas geradas pelos mesmos (10 insetos= 35 picos; 20
insetos= 32; 50 insetos= 95 picos; 100 insetos= 125 picos). Quanto maior o nimero de insetos
utilizados para a extragdao, maior foi a quantidade de picos detectados pelo CG e maior a
resposta dos perfis cromatograficos (ver eixo “y” do grafico- Fig. 7). Como nao era possivel
saber quais dos picos eram gerados por hidrocarbonetos optou-se por trabalhar com o maior

numero de insetos (100), quando se dispunha de quantidades suficientes para as analises.

4.5. Comparacdo dos extratos de Lutzomyia longipalpis s.l., provenientes das populacdes

do Para, Minas Gerais e Piaui

As populacdes de Minas Gerais e do Piaui apresentaram picos com o mesmo tempo de
reteng@o do feromonio sexual feromonio 9-metil germacreno-B (Fig. 8A e B). No entanto nos
extratos de machos de L. longipalpis s.l. oriundos do Para nio foi observada a sobreposi¢do
com o pico do feromdnio (Fig. 8C).

As Figuras 9, 10 e 11 mostram os perfis cromatograficos de machos e de fémeas das
mesmas populacdes de L. longipalpis s.l. provenientes dos diferentes Estados de Minas
Gerais, Paréd e Piaui, respectivamente. Baseado no tempo de retencdo dos compostos, alguns
possiveis hidrocarbonetos (C) puderam ser plotados nestas figuras e ainda, aravés da analise

do IR foi possivel
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Figura 6- Perfis cromatograficos de extratos hexanicos: A) 50 & de Lutzomyia longipalpis s.I.
no tempo de 30 minutos de extragdo; B) 50 @ de Lutzomyia longipalpis s.l. no tempo de 20
minutos de extragao.
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Figura 7- Perfil cromatografico de extrato hexanico (20 minutos) de 100 & de Lutzomyia

longipalpis s.l. de Lagoa Santa, Minas Gerais (Total de picos= 125)
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Figura 8- Sobreposi¢do dos perfis cromatograficos de machos de Lutzomyia longipalpis s.l.
(n de insetos= 100, tempo de corrida= 50 minutos) de Minas Gerais (A), Piaui (B) ¢ Para (C)
com o feromonio sintético do 9-metil-germacreno-B gerados por Cromatografia Gasosa
(cromatogramas coloridos-verde, rosa, vermelho-representam 3 repetigdes dos extratos).
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Figura 9- Hidrocarbonetos (C) de extratos hexanicos de 100 machos (A) e 100 fémeas (B) de
flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis s.I. (100 insetos/Iml de hexano durante 20
minutos de extracdo) provenientes de Lagoa Santa, Minas Gerais (Programagio

cromatografica= 50 minutos).
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Figura 10- Hidrocarbonetos (C) de extratos hexanicos de 100 machos (A) e 100 fémeas (B)
de flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis s.I. (100 insetos/Iml de hexano durante 20
minutos de extracdo) provenientes da Cameta, Pard (Programacdo cromatografica= 50

minutos).
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Figura 11- Hidrocarbonetos (C) de extratos hexanicos de 100 machos (A) e 100 fémeas (B)
de flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis s.I. (100 insetos/Iml de hexano durante 20
minutos de extracdo) provenientes de Teresina, Piaui (Programacdo cromatografica= 50
minutos).

75



observar que nem sempre o pico de maior intensidade representava um HCC (ANEXOS A ¢
B). A comparagio foi feita com o tempo de retengdo gerado pelo padrido de alcanos injetado
(C13-C33), mostrou que nenhum dos compostos se sobrepos ao pico gerado pelo algoddo usado
na filtragem dos extratos (Fig. 12).

As Tabelas 1 e 2 mostram os possiveis compostos, na mesma posi¢do dos alcanos
lineares do padrdo, presentes em machos e fémeas de cada uma das populagdes (trés
repeticdes), respectivamente, e suas freqii€ncias relativas. Ao todo foram encontrados nove
HCCs para machos de Minas Gerais e do Pard e 15 para as populagdes do Piaui. Somente
machos de L. longipalpis s.l. provenientes de Minas Gerais registraram o pico do Cy e os
machos do Para para o C;¢. Ja machos provenientes do Piaui apresentaram picos para C;s, Cag,
Cys5 € Cys. Quando comparados os HCCs de cada uma dessas populacdes de machos foi
possivel notar maior similaridade no niimero de picos cromatograficos dos possiveis HCCs
entre individuos provenientes de Minas e do Piaui (oito picos), bem como entre Para e Piaui
(oito picos) e menor similaridade entre Minas Gerais e Pard (quatro picos). Para fémeas das
populacdes de Minas Geras, Para e Piaui foram registrados oito, 10 e quatro picos de
possiveis HCCs, respectivamente. Assim como nos machos de Minas Gerais somente as
fémeas apresentaram registro para o Cy,. Somente as fémeas de L. longipalpis s.l. do Para
registraram picos para o Cig, C7 ¢ C3, (Tabela 2). Na similaridade entre os picos o inverso do
que aconteceu para machos foi observado para as fémeas onde, os possiveis HCCs se
mostraram mais semelhantes entre populacdes do Para e Minas Gerais (sete picos), do que

entre Minas Gerais e Piaui ou Para e Piaui (quatro picos cada).
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Figura 12- Perfil cromatografico da mistura de hidrocarbonetos (C;3-Ca9) utilizada como
padrdo para calculo do Indice de Retengdo e relagdo ao pico cromatografico do algoddo
utilizado para a filtragem das amostras
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Tabela 1- Possiveis Hidrocarbonetos Cuticulares (HCCs) extraidos de 100 machos de
Lutzomyia longipalpis s.I. (n= 3) provenientes dos Estados de Minas Gerais, Para e Piaui
identificados através do Indice de Retencdo (IR) gerado pela mistura de alcanos (C13-Cao) €
sua porcentagem de area (%).

Machos de Lutzomyia longipalpis

HCCs IR Minas IR IR

Gerais (%) Para (%) Piaui (%)
Cuis - 0 - 0 - 0
Cu - 0 - 0 - 0
Cis - 0 - 0 1499* 0,007
Cis - 0 1602* 0,28 - 0
Ci7 - 0 - 0 - 0
Cus - 0 1796 0,41 1804 0,003
Cio 1902 0,01 1903 0,34 1901 0,14
Cyo 2004 2,38 2001 0,013 2000 0,073
Cxn 2105 10,59 2095 3,88 2096 0,43
Cx 2198* 0,2 - 0 - 0
Cys - 0 2302 0,013 2301 0,22
Cu 2400 0,01 - 0 2405 0,01
Cys - 0 - 0 2505* 0,02
Cu - 0 - 0 2598 0,03
Cy; - 0 2702 0,06 2701 0,13
Cos - 0 - 0 2800* 0,04
Cy 2897 0,007 - 0 2900 0,04
Cso 2998 0,007 - 0 3004 03
Cs 3097 1,57 - 0 3098 2,72
Cs, - 0 3205 0,008 3199 0,2
C33 3300 0,04 3302 0,034 3303 0,013

*: Picos de possiveis HCCs que ocorreram somentes nestas populacdes.
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Tabela 2- Possiveis Hidrocarbonetos Cuticulares (HCCs) extraidos de 100 fémeas de
Lutzomyia longipalpis s.I. (n= 3) provenientes dos Estados de Minas Gerais, Para e Piaui
identificados através do Indice de Reten¢do gerado pela mistura de alcanos (C;3-Cy) € sua
porcentagem de area (%).

Fémeas de Lutzomyia longipalpis

HCCs IR IR IR

Minas Gerais (%) Pard (%) Piaui (%)
Cuis - 0 - 0 - 0
Cu - 0 - 0 - 0
Css - 0 - 0 - 0
Cis 1602 4,3 1602 3,2 - 0
Ci7 - 0 - 0 - 0
Cus - 0 1804* 1,9 - 0
Cio 1901 0,05 1904 0,11 1903 0,19
Cyo 2003 0,11 2000 0,03 - 0
Co 2102 19,3 2104 6,8 2098 0,8
Cx 2199* 0,2 - 0 - 0
Cys - 0 - 0 - 0
Cos 2395 0,03 2404 0,003 - 0
Cxs - 0 - 0 - 0
Ca - 0 - 0 - 0
Cyr - 0 2704* 0,01 - 0
Cus - 0 - 0 - 0
Ca - 0 - 0 - 0
Cso - 0 - 0 - 0
Cs; 3099 0,8 3096 0,7 3100 4,03
Cs, - 0 3205* 0,003 - 0
Cs3 3300 0,03 3301 0,003 3304 0,44

*: Picos de possiveis HCCs que ocorreram somentes nestas populagoes.
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4.6. Avaliacdo da técnica de CG para machos e fémeas de Lutzomyia whitmani

Os hidrocarbonetos cutilculares de machos e fémeas de L. whitmani procedentes dos
Estados da Bahia, Para, Minas Gerais e Parana podem ser observados nas Figuras 13, 14, 15
e 16, respectivamente. Baseado no tempo de retengdo dos compostos, os possiveies
hidrocarconetos (C) puderam ser plotados por comparacdo com o IR gerado pelo padrao de
alcanos injetado (C;3-Cs3).

As Tabelas 3 e 4 mostram os possiveis alcanos lineares presentes em machos e fémeas
de cada uma das populagdes (uma repeti¢do), respectivamente, e suas porcentagens de area. O
Cs estava presente em todos os machos das populagdes € o C; s6 ndo foi encontrado para os
machos provenientes do Para, enquanto o Cs; apareceu somente em L. whitmani provenientes
de Minas Gerais e do Parana.

Asssim como os machos do Para, as fémeas apresentaram um pico cromatografico
somente para o Cs; (Fig. 14) e as fémeas de Minas Gerais diferiram dos machos co-
especificos por ndo apresentar registro para o Cs;. No entando a quantidade dos possiveis
HCCs detectados em fémeas de L. whitmani de Minas Gerais foi maior que de machos onde
foram identificados o Cyg, Cig, Ci9, Caa, Cos € Csg, sendo os cinco ultimos hidrocarbonetos
ausentes também em fémeas da Bahia, Pard e Parana. Os possiveis HCCs de machos e fémeas
de Minas Gerais foram diferentes entre os sexos (Figura 15).

Os hidrocarbonetos presentes em fémeas da Bahia e do Parana foram semelhantes
(Tabela 4), porém somente as fémeas do Parana apresentaram um pico do Cs3;, mesmo
quando comparada as fémeas de Minas Gerais e do Para.

E possivel notar, ainda, uma semelhanca entre os perfis cromatograficos de fémeas e
machos da mesma localidade, independente da presenca dos possiveis HHCs que foram

identificados em baixa freqiiéncia para ambos os sexos (Figs. 13-16).
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Figura 13- Hidrocarbonetos (C) de extratos hexanicos de 72 machos (A) e 67 fémeas (B) de
flebotomineos da espécie Lutzomyia whitmani durante 20 minutos de extra¢do provenientes
de Ilhéus, Bahia (Programacgao cromatografica= 50 minutos).
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Figura 14- Hidrocarbonetos (C) de extratos hexanicos de 100 machos (A) e 100 fémeas (B)
de flebotomineos da espécie Lutzomyia whitmani durante 20 minutos de extracdo
provenientes de Timodteo, Minas Gerais (Programagao cromatografica= 50 minutos).
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Figura 15- Hidrocarbonetos (C) de extratos hexanicos de 37 machos (A) e 28 fémeas (B) de
flebotomineos da espécie Lutzomyia whitmani durante 20 minutos de extragdo provenientes
de Paragominas, Para (Programacdo cromatografica= 50 minutos).
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Figura 16- Hidrocarbonetos (C) de extratos hexanicos de 100 machos (A) ¢ 100 fémeas (B)
de flebotomineos da espécie Lutzomyia whitmani durante 20 minutos de extracdo
provenientes de Maringa e Mandaguari, Parana (Programagao cromatografica= 50 minutos).
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Tabela 3- Possiveis Hidrocarbonetos Cuticulares (HCCs) extraidos de machos de Lutzomyia
whitmani (n= 1) provenientes dos Estados da Bahia, Para, Minas Gerais e¢ Parana
identificados através do Indice de Retencdo (IR) gerado pela mistura de alcanos (C13-Cao) €
sua porcentagem de area (%).

Machos de Lutzomyia whitmani

HCCs IR IR IR IR

Bahia (%) Para (%) Minas Gerais (%) Parana (%)
Cuz -
Cus -
Cis -
Cis -
Ci7 -
Cis -
Cuo -
C2 -
Cxn 2097 0
Cx -
Cas -
Co -
Cos -
Co -

(=]

7 - 6 2097 0,36

PO oo oo o oo
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1
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3303 0,17 3302 0,26
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w
w
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Tabela 4- Possiveis Hidrocarbonetos Cuticulares (HCCs) extraidos de fémeas de Lutzomyia
whitmani (n= 1) provenientes dos Estados da Bahia, Para, Minas Gerais e¢ Parana
identificados através do Indice de Retencdo (IR) gerado pela mistura de alcanos (C13-Cyo) €
sua porcentagem de area (%).

Fémeas de Lutzomyia whitmani

HCCs IR IR IR IR

Bahia (%) Para (%) Minas Gerais (%) Parand (%)
Cuis - 0 - 0 - 0 - 0
Cu - 0 - 0 - 0 - 0
Cis - 0 - 0 - 0 - 0
Cis - 0 - 0 1602* 5,73 - 0
Ci7 - 0 - 0 - 0 - 0
Cus - 0 - 0 - 0 - 0
Cio - 0 - 0 1902* 0,01 - 0
Cyo 1997 0,21 - 0 2005 2000 0,18
Cxn 2097 2,44 - 0 - 0 2101 240
Cx - 0 - 0 2202% 0,25 - 0
Cys - 0 - 0 - 0 - 0
Cy - 0 - 0 2398* 0,02 - 0
Cys - 0 - 0 - 0 - 0
Cu - 0 - 0 - 0 - 0
Cyr - 0 - 0 - 0 - 0
Cos - 0 - 0 - 0 - 0
Cy - 0 - 0 - 0 - 0
Cso - 0 - 0 2995% 0,01 - 0
Cs 3104 2,63 3102 6,60 - 0 3103 3,32
Cs, 3199 0,15 - 0 - 0 3195 0,17
Cs3 - 0 - 0 - 0 3305* 0,31

*: Picos de possiveis HCCs que ocorreram somentes nestas populacdes.
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5. Discussao

A andlise de HCCs envolve a determinagdo de diferencgas espécie-especificas nos
hidrocarbonetos contidos na camada de cera da cuticula (PHILLIPS et al., 1988), sendo
utilizada na separacdo de espécies cripticas inseridas em complexos (CARLSON &
SERVICE, 1980; MILLIGAN et al., 1986; RYAN et al., 1986; ROSA- FREITAS et al.,
1992; MILLIGAN et al., 1993). Poucos sdo os estudos com flebotomineos utilizando CG ou
CG-EM para a identificagdo de HCCs, como ferramenta para a separa¢do de complexos
(RYAN et al.,1986; KAMHAWTI et al., 1987; PHILLIPS et al., 1990a, b; GEBRE-MICHAEL
et al., 1994, MAHAMAT & HASSANALI 1998) e estes apresentam distintas metodologias
de extragdo, identificacdo, quantifi¢ao e analises desses compostos.

No presente trabalho, embora nenhum registro cromatografico tenha sido observado
na Fase I, esta foi importante para considerar que, o gas de arraste utilizado (Hidrogénio)
poderia ser o responsavel pela ndo producdo de picos cromatograficos. Porém, antes de
considerar esse possivel problema, seria necessario confirmar se o Gromatdgrafo Gasoso
estava registrando picos. Com isso foi injetado um extrato hexanico do tergito III de machos
(a fresco) de L. longipalpis s.l., provenientes da Gruta da Lapinha e foi detectado um pequeno
pico. Injetou-se também um padrio de hidrocarboneto (C,;) e observou-se o pico do
composto, descartando problemas no cromatdgrafo ou mesmo com o gas de arraste utilizado
na Fase [ (Hidrogénio).

Ja na Fase 11, as observacdes levaram a considerar que a programagdo da rampa de
corrida poderia ndo estar adequada para detecgdo dos picos pelo cromatografo, ou mesmo que
os numeros de insetos (1-5) ndo seriam suficientes para os registros no CG. Com isso uma
nova programacao foi testada (aumentando o tempo de 30 para 50 minutos), alterando-se gas
de arraste, usado na Fase I, pelo Hélio, o qual ¢ preferido quando se emprega na CG o
detector FID, ja o Hidrogénio ¢ utilizado para o detector do cromatografo por captura de
elétrons (COLLINS et al., 2006). Posteriormente, os resultados demonstraram que os testes
utilizando de 1 a 5 flebotomineos (testes 1, 2 e 3 da Fase I) ndo permitiria a detec¢do de picos
cromatograficos, devido ao baixo nimero de individuos, pois quando aumentado esse nimero
de 10 a 100 flebotomineos para extracdo, foi observado que os perfis cromatograficos
poderiam variar de acordo com o nimero de insetos ¢ at¢ mesmo entre os sexos. Com um
tempo fixo para extracdo de 20 minutos, observou-se que o numero de flebotomineos

realmente interferia no nimero de picos cromatograficos e na resposta dos mesmos. Tal
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observacdo pdde ser realizada, pois foi mantida a mesma atenuagdo no Cromatdgrafo Gasoso
para interpretacdo dos cromatogramas (30mV). Nitidamente, esses registros cromatograficos
foram mais intensos quando utilizados mais de 50 insetos/ extrato. A literatura ndo fornece
uma metodologia padronizada sobre um numero exato de flebotomineos para extracdo de
HCCs. Entretanto, a comparacdo de cromatogramas gerados, entre mesmas espécies ou
espécies distintas de insetos, pode ser feita com nimeros de individuos diferentes (PHILLIPS
et al., 1990) ou apenas com partes de insetos (JUAREZ et al., 2002).

Outro fator que poderia interferir nas leituras seria a idade dos insetos, para
diferenciagdo dos compostos cuticulares identificados (HORNE & PRIESTMAN, 2002). No
presente trabalho, ndo se tinha a idade controlada das populagdes de L. longipalpis s.I. Com
isso, optou-se por trabalhar com um “pool” de insetos e com um numero de flebotomineos
superiores ao de outros trabalhos (PHILLIPS et al., 1990; MILLEST, 1992; MAHAMAT &
HASSANALI, 1998). Ainda foi possivel observar que, ap6s determinada a programacao da
temperatura (50 minutos), o ideal seria trabalhar sempre com os insetos e posteriormente
descarta-los. Devem ser utilizandos ntiimeros superiores a 20 flebotomineos, quer sejam
machos ou fémeas, pelo menos quando as leituras forem baseadas na quantificacdo dos picos
cromatograficos e nas respostas destes, como no presente trabalho. Para L. whitmani também
ndo se tinha a idade dos insetos controlada, por serem provenientes de campo.

Devido as fun¢des dos HCCs (HOWARD & BLOMQUIST, 2005), para L. longipalpis
s.l., esperava-se que um maior numero, destes possiveis compostos, fosse encontrado nos
flebotomineos de Minas Gerais, uma vez que os exemplares de colonia (Pard e Piaui)
sofreriam menos com fatores abiodticos. Alguns autores sugerem que para estudos de
sistematica de insetos e para estudos geograficos de populacdes, a analise de HCCs deve ser
feita com insetos vindos de campo (GEBRE-MACIEL et al., 1994, KAMHAWTI et al., 1987),
como realizado para L. whitmani no presente trabalho. GEBRE-MICHAEL et al. (1994) nao
encontraram diferencas nos HCCs que seriam utilizados como marcadores quimiotaxdmicos
em espécies de P. martini e P. celiae, provenientes de laboratorio, porém observaram grande
diferencas nesses perfis entre espécimes provenientes de campo e laboratorio. Entretanto
comparando perfis cromatograficos de tabanineos, estocados por um ou dois anos, ndo foi
verificada grande mudanca nas leituras quando comparadas a insetos frescos (HOPPE et al.,
1990).

As analises de HCCs de flebotomineos permitem a separacdo de espécies cripticas e

isomorficas, tdo bem quanto diferenciar distintas populagdes entre mesmas espécies (RYAN
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et al., 1986; KAMHAWI et al., 1987). No presente trabalho, através do calculo do IR, foi
possivel notar que alguns dos possiveis HCCs ocorreriam somente para populagdes de L.
longipalpi s.l. de Minas Gerais, Para ou Piaui, os quais poderiam funcionar como marcadores
quimiotaxonOmicos para as espécies analisadas. O C,, parece ser exclusivo da espécie
proveniente de Minas Gerais, tanto para machos como para fémeas. Alguns HCCs, como Cy7,
Cu4, Cy7 e C3s5 ja foram identificados para flebotomineos e permitiu, através de analise
discriminante, separar L. wellcomei e L. complexa (RYAN et al., 1986). O Cy4 € C,7 também
foram detectados nos exemplares de L. longipalpis s.l. analisados no presente trabalho, porém
o Cy7 ndo foi detectado em nenhum dos sexos nas populacdes dessa espécie. Analises dos
provaveis HCCs de machos das trés populagoes de L. longipalpis s.l. ndo apresentaram uma
marcante diversidade dos compostos identificados sendo que os cromatogramas foram
semelhantes entre machos e fémeas co-especificos de cada uma das populagdes.

A sopreposi¢do dos cromatogramas mostrou ainda que os machos de L. longipalpis s.1.
provenientes de Minas Gerais e do Piaui apresentaram picos no mesmo tempo de retencdo do
feromonio sexual sintético 9-metil-germacreno-B, levando a considerar que mesmo mortos os
machos poderiam reter o feromonio na cuticula, o qual se sabe que ¢ produzido por glandulas
subcuticulares (LANE & SOUZA BERNADES, 1990). Possivelmente, o pico ndo foi
detectado para os espécimes do Pard, pois o feromonio que se conhece para populagdes do
Estado é um cembreno (tipo 1) (ARAKI et al., 2009).

Toda a etapa de padroniza¢do da metodologia para extracdo de HCCs utilizando L.
longipalpis s.l. como modelo, forneceu, além de uma caracterizagdo desses possiveis
hidrocarbonetos para a espécie, um direcionamento para a extragdo em L. whitmani, espécie
também considerada como pertencente a um complexo (READY et al.,, 1997, 1998;
ISHIKAWA et al., 1999, MARGONARI et al., 2004). Para a primeira espécie as trés
repeticdes analisadas, através da CG, permitiram uma maior identificacdo e diversidade
nesses possiveis HCCs. Ja para L. whitmani, apenas uma repetigdo foi representada, devido a
indisponibilidade de exemplares para as analises. No entanto uma comparago entre as duas
espécies ndo seria possivel por possuirem diferentes procedéncias (ex. campo, coldnia,
Estados).

A localidade-tipo de L. whitmani ¢ Ilhéus, na Bahia (ver Capitulo 1) e seria a
populagdo “padrao” para comparagao entre os compostos € a populagao do Para ¢ considerada
como silvestre (READY et al., 1986; LAINSON, 1988), esperando-se até mesmo que oS

HCCs das populagdes procedentes desse Estado conservassem um padrdo quimico
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“ancestral”. No entanto, dado ao baixo nimero de repeticdes, maiores inferéncias ndo
puderam ser feitas quando comparadas aquelas populagdes (Bahia e Pard) as de Minas Gerais
e do Parand. Acredita-se que o numero de insetos ndo tenha interferido nas analises, pois
PHILLIPS et al. (1989) conseguiram separar fémeas de L. carrerai carrerai de L. yucumensis
utilizando 27 e 26 individuos, respectivamente. Menores numeros de flebotomineos, do que
aqueles do presente trabalho, também foram usados para diferenciar espécies de Phlebotomus
e Sergentomyia no Quénia (MAHAMAT & HASSANALIL 1998). Possivelmente, a utilizagdo
da técnica de CG-EM para identificagdo dos HCCs, elucidaria melhor essas questdes. Por
outro lado, baseado nos resultados da CG, algumas observa¢des puderam ser feitas referentes
as populagdes nos quatro Estados brasileiros amostrados.

Tanto machos como fémeas da espécie, provenientes do Pard, apresentaram somente o
pico do Cjj, possuindo menor diversidade quimica e com um perfil cromatografico com
menor nimero e intensidade de picos. Esse hidrocarboneto estava presente também nas outras
populacdes, podendo ser descartado como um marcador quimiotaxondmico para L. whitmani
desse Estado.

Nem os machos e nem as fémeas da Bahia apresentaram compostos exclusivos para
sua populagdo, assim como para os espécimes do Para, no entanto a sua caracterizagdo
quimica foi muito semelhante a da espécie proveniente do Parand, mostrando certa
similaridade entre as duas. O que aproximaria as popula¢des de L. whitmani de Minas Gerais
e do Parana ¢ o Cs;. Inesperadamente, embora os perfis cromatograficos de machos e fémeas
de Minas Gerais tenham sido semelhantes, ambos 0s sexos apresentaram um perfil quimico
distinto para todos os compostos. A sabida liberacdo de feromonios sexuais por machos de
flebotomineos como L. longipalpis, L. lenti, L. pessoai, L. cruzi, L. lichyi e L. carmelinoi
(HAMILTON et al., 2002) permite supor que um dos hidrocarbonetos identificados (C;;, Cs;
ou Cj3) poderiam funcionar como o semioquimico para atracdo de fémeas dessa populagao.
Porém, para as outras populacdes essa inferéncia ndo pode ser feita, pois os possiveis HCCs
presentes em machos também estavam presentes nas fémeas.

Através de diferencas na biologia, morfometria ¢ na sua capacidade vetorial L.
whitmani tem sido sugerida como um complexo de espécies cripticas (LAINSON, 1988;
RANGEL et al., 1996). Baseado nestes resultados, L. whitmani seria uma espécie com grande
capacidade de se adaptar a grandes mudancas ambientais e, consequentemente, a novos
nichos ecoldgicos corroborando PETERSON & SHAW (2003), pois os possiveis HCCs

identificados ndo permitiu inferir se L. whitmani estaria inserida em um complexo de espécies
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cripticas. Por outro lado, a técnica de CG confirma-se como uma ferramenta para estudos de
HCCs em populacdes de flebotomineos. Com a metodologia padronizada, nas condig¢des
apresentadas (programagdo da coluna de 50 minutos utilizando 100 flebotomineos no tempo
de extragdo de 20 minutos em 1 ml de hexano) o proximo passo seria realizar um maior
numero de repeti¢des ou uma andlise por CG-EM, afim de buscar ndo s6 os HCCs, mas

também outros compostos que poderiam funcionar como marcadores quimiotaxondmicos.
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Capitulo 111

A armadilha BG-Sentinela® como ferramenta para captura de flebotomineos (Diptera:

Psychodidae: Phlebotominae)



Resumo

ANDRADE, Andrey José de. A armadilha BG-Sentinela® como ferramenta para captura
de flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae)

O monitoramento de flebotomineos ¢ feito principalmente através de armadilhas luminosas do
tipo CDC. A BG-Sentinela® (BGS) é uma armadilha utilizada para captura de culicideos
usando o atraente sintético BG-Lure® (BGL) que imita o odor humano e atrai o mosquito
Aedes aegypti e outros insetos hematofagos. O objetivo desse estudo foi avaliar a eficiéncia da
BGS na captura de flebotomineos. Quatro experimentos foram conduzidos em area
peridomiciliar do municipio de Barcarena (Para, Brasil): (1) comparar as armadilhas CDC,
BGS e T-Trap (funil da BGS); (2) avaliar o atraente BGL com a melhor fonte luminosa,
melhor altura e posi¢do de abertura da BGS; (3) avaliar a BGS sem luz, com luz
incandescente e luz UV; (4) avaliar a abertura da BGS em trés diferentes posicdes (invertida,
de lado e normal, a 40cm e 1,5m do solo) para capturar Lutzomyia longipalpis s.l. A
armadilha CDC foi utilizada como controle em todos os testes de campo. Para todos os
experimentos foi utilizado o delineamento de quadrado latino. Durante todos os experimentos,
foram registradas 20 espécies de flebotomineos. Os resultados demonstraram que BGS nao
foi eficiente na captura de flebotomineos na auséncia de luz, sendo a luz incandescente mais
atrativa que a luz UV, embora sem diferenca significativa. O BGL ndo aumentou a captura de
flebotomineos, na presenca ou auséncia de luz. A armadilha CDC capturou mais
flebotomineos que a BGS com os dois tipos de luz (incandescente e UV). Uma maior captura
de flebotomineos, incluindo L. longipalpis s.l., foi observada posicionando-se a BGS com a
abertura de suc¢do voltada para baixo, a 1,5m de altura. Esse é o primeiro trabalho testando a
BGS na captura de flebotomineos no Novo Mundo e foi mostrado que seriam necessarias
algumas adaptagdes como altura de instalacdo, na posicdo da abertura de suc¢do e de fonte
luminosa para se fazer desta armadilha uma nova ferramenta para captura de flebotomineos,

incluindo L. longipalpis s.I.
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1. Introducéo

Armadilhas utilizadas para monitoramento de espécies de insetos vetores podem ser
instaladas em campo antes e apos agdes de educacdo implementadas por Secretarias de Satude,
mesmo que para conhecimento de fauna local (AMORA et al., 2009). Para os flebotomineos
as acodes de saude para vigilancia epidemioldgica sdo direcionadas para onde ocorrem casos
de leishmanioses, sejam para as formas tegumentar ou visceral. Estas a¢des vao desde a
limpeza de peridomicilios, construgdo de galinheiros ou pocilgas distantes de residéncias, uso
de inseticidas quimicos no ambiente ou em coleiras para cdes, ou mesmo com o uso de
armadilhas (AMORA et al., 2009). Recomenda-se ainda medidas de protegdo individual,
como o uso de mosquiteiros, ¢ medidas educativas; controle de reservatorios, além do
levantamento entomologico (MS, 2000, 2007).

No passado, para se evidenciar hospedeiros preferenciais, na hematofagia do grupo,
fazia-se a exposicdo de iscas animais, como cdes, galinhas, eqiiinos e gambas em campo
(QUINNEL et al., 1992; XIMENES et al., 1999; BONGIORNO et al., 2003), assim como as
iscas humanas para detec¢ao de espécies antropofilicas (QUINNELL et al., 1992; AGUIAR et
al., 1996, REBOLLAR-TELEZ et al., 1999; PINTO et al., 2001). Apesar da relevancia do
monitoramento deste grupo para a pesquisa faunistica e epidemiologica das espécies, a
exposicdo de seres humanos em ambientes de transmissdo de leishmanioses, tornou-se,
atualmente uma questdo ética. Esse método de captura era realizado, principalmente, em
associacdo com armadilhas luminosas, proximo a abrigos naturais das espécies. A captura
poderia ser feita por meio do tubo capturador de Castro ou através da utilizacdo de aparatos
que dependiam de atrativos usados em combinacdo ou ndo, incluidas, neste caso, as
armadilhas de pano, de luz ou aquelas nas quais pode utilizar iscas animais (MAROLI et al.,
1997). Entre estas, estdo a armadilha de Disney e a armadilha de Shannon, sendo que nesta
ultima o homem podia servir como isca para avaliacdo do nivel de antropofilia das espécies
do género Lutzomyia (VILELA et al., 2003).

Uma pratica comum ¢ a utilizagdo de armadilhas luminosas em campo como forma
dessas substituir o problema ético da exposi¢do de seres humanos como iscas. Embora o uso
das armadilhas luminosas elimine a atragdo humana, algumas espécies de flebotomineos sdo
altamente antropofilicas e nao fototrépicas (ALEXANDER et al., 1995; TRAVI et al., 1998),

enquanto outras parecem ser mais fototropicas que antropofilicas. Trabalhos de campo com
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flebotomineos de comportamento crepusculares ou noturnos, avaliando a resposta visual sdo
pouco conhecidos, embora se saiba que ambos os sexos sejam atraidos por luz artificial
emitidas por armadilhas, como a CDC (SUDIA & CHAMBERLAIN, 1962). Sabe-se que as
espécies L. longipalpis s.l. pode distinguir cores e discriminar entre diferentes comprimentos
de onda de diferentes intensidades (MELLOR & HAMILTON, 2003), o que teria importantes
implicagdes no desenho de armadilhas luminosas. A sensibilidade espectral de L. longipalpis
s.l. é similar a de Aedes aegypti, com maxima amplitude na regido de 360 a 490 nm, entre luz
UV e azul-verde-amarela.

A confec¢do de uma armadilha para captura e monitoramento de flebotomineos deve
ser baseada no comportamento das espécies: (1) fototropismo positivo; (2) hematofagia; (3)
geotropismo negativo; e estas envolvem capturas manuais ou armadilhas com e sem atraentes
(MAROLI et al., 1997). Uma armadilha que permita o uso de compostos sintéticos que
imitem o odor humano tem se mostrado necessaria diante das dificuldades que existem para o
monitoramento de flebotomineos, utilizando somente armadilhas luminosas. Estudos em
laboratdrio t€ém mostrado que o suor humano funciona como atraente para a espécie, mesmo
sem o CO, (HAMILTON & RAMSSONDAR, 1994; REBOLLAR-TELLEZ et al., 1999), o
qual ¢ considerado o principal cairomonio na atragdo de insetos hematofagos (EIRAS, 2001).

O 4cido latico ¢ um importante cairomdnio na atratividade de alguns dipteros
hematofagos (EIRAS & JEPSON, 1996; PINTO, 2001; STEIB et al., 2001) e tem seu efeito
aumentado quando em combinagdo com a amonia (GEIER et al., 1999). Estes dois
compostos, juntamente com o éacido caproico, fazem parte do BG Lure” (BGL), uma
formulagdo de cairomonios que tem apresentado eficiéncia na captura de A. aegypti em
armadilhas BG-Sentinela® (BGS) (KROCHEL et al., 2006; MACIEL-DE-FREITAS et al.,
2006). A BGS foi avaliada em campo demonstrando que este novo sistema, captura
eficientemente diversas espécies de mosquitos, principalmente A. aegypti e A. albopictus
(KROCKEL et al, 2006; MACIEL-DE-FREITAS et al.,, 2006, 2007; FELTNER &
FERRAU, 2008; MEERAUS et al., 2008). KROCKEL et al. (2006) demonstram que a BGS ¢
mais eficiente, na captura dessas espécies, quando comparada a outros métodos de captura de
adultos, como o aspirador costal, e as armadilhas CDC, Fay-Prince e Mosquito Magnet.
Posteriormente, foi demonstrado em campo, que armadilhas CDC iscadas com o BGL
apresentam taxas de captura maiores para machos e fémeas de L. longipalpis s.l. que

armadilhas que continham somente fonte luminosa como atrativo (ANDRADE et al., 2008).
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Entretanto, até o momento, ndo se testou a armadilha BGS, associada ou ndo com o BGL, na

captura de flebotomineos.

2. Objetivo
Testar a armadilha BG-Sentinela (BGS) na captura de flebotomineos, enfatizando as

respostas da espécie Lutzomyia longipalpis s.I.

2.1. Objetivos especificos

1- Comparar a armadilha BGS e sua variante T-trap na captura de flebotomineos com a CDC;
2- Observar se a BGS iscada com o BG-Lure ¢ atratividade para flebotomineos;

3- Avaliar a interferéncia de diferentes fontes luminosas na eficiéncia de captura da armadilha
BGS para flebotomineos;

4- Avaliar a eficiéncia da armadilha BGS na captura da espécie Lutzomyia longipalpis s.1.

3. Material e Métodos

3.1. Area de estudo

O Paré ¢ o segundo maior estado do Brasil com uma extensdo de 1.253.164,5 km? ¢
esta situado no centro da Regido Norte tendo como limites o Suriname e 0 Amapa ao norte, 0
oceano Atlantico a nordeste, o Maranhdo a leste, Tocantins a sudeste, Mato Grosso a sul, o
Amazonas a oeste ¢ Roraima e a Guiana a noroeste. O relevo ¢ baixo e plano e 58% do
territorio encontram-se abaixo de 200 metros. As altitudes superiores a 500 metros estdo nas
serras de Carajas, Caximbo e Acari. O municipio de Barcarena localiza-se a uma latitude de
01°30'21"S e a uma longitude de 48°37'33"W (Fig. 1), estando a uma altitude de 15 metros em
relagdo do nivel do mar. Sua populacdo estimada em 2004 era de 72.441 habitantes e possui
uma area de 1.316,299 km?. O clima ¢ do tipo equatorial imido com temperatura média anual
de 27°C e intensidade pluviométrica acima de 2.500 mm por ano sendo as precipitacdes mais
abundantes nos seis primeiros meses do ano (PACHECO et al., 2007). A cidade ¢ um
importante polo industrial, onde ¢ feita a industrializagdo, beneficiamento e exportacdo de
caulim, alumina e aluminio. O municipio foi caracterizado como area de transmisdo intensa
de Leishmaniose Visceral (CRESCENTE et al., 2009). Todos os experimentos descritos

abaixo foram realizados nesse municipio.
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Barcarena

Figura 1- Municipio de Barcarena (01°30'21"S, 48°37'33"W), localizado no Estado do Para.

(Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, 2009).
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3.2. Delineamento experimental

EXPERIMENTO 1. Comparar a captura de flebotomineos através das armadilhas BGS,
T-trap e CDC

O desempenho da armadilha BG-Sentinela® (BGS) e de sua variante denominada T-
Trap foram avaliados na captura de flebotomineos em relagdo a CDC modificada, modelo HP
(PUGEDO et al., 2005) (controle). A armadilha BGS (Biogents BmGb, Regensburg,
Alemanha) ¢ composta por um cilindro branco de lona com 60cm de altura por 35cm de
diametro, coberta na por¢do superior por um tecido branco. Apresenta um ventilador interno
(12 volts) que promove succao do ar para o interior da armadilha. Ao sair através do tecido da
porcdo superior, o ar sugado para o interior da armadilha forma correntes de convec¢do como
as geradas por um hospedeiro humano. Os insetos capturados ficam retidos em um saco
coletor presente acima do ventilador, o que evita os danos causados pelas hélices aos
exemplares coletados (ROSE et al., 2006) (Fig. 2). A variante T-Trap (abertura de suc¢do +
tubo + ventilador) corresponde a parte interna da BGS (13 cm de altura x 5,5 cm de diametro)
e assim como a CDC néo permite o refluxo do ar (Fig. 2).

As armadilhas foram instaladas proximas a um galinheiro, com aproximadamente 2m
de distancia, com sua abertura de suc¢do a 1,5 m do solo seguindo um delineamento de
quadrado latino 3x3 (Fig. 3) totalizando 6 noites ¢ duas repetigdes. Nas armadilhas, BGS e T-
Trap, foi adaptado um bulbo luminoso de luz incandescente, o qual pemanecia ligado a uma
bateria de 6 volts (Newmax FNC 6100, Dong Ho Electric Ltda., Coréia do Sul) de 18:00h as
06:00h do dia seguinte (Figs. 2 e 3).

EXPERIMENTO 2. Avaliar a altura da BGS com luz incandescente e com o atraente
sintético BGL

Ap0s testar a armadilha BGS na presenca de luz incandescente, objetivou-se avaliar a
influéncia de instalagdo (altura da abertura de suc¢do da BGS) e da presenca do atraente BG-
Lure® (BGL) na captura de flebotomineos. Os tratamentos foram: (1) CDC luminosa sem
BGL (controle a 1,5m do solo); (2) BGS com luz incandescente a 1,5m do solo; (3) BGS com
luz indandescente no solo; (4) BGS com BGL e luz incandescente a 1,5m do solo; (5) BGS
com BGL e luz incandescente no solo; (6) BGS com BGL e sem luz incandescente a 1,5m do

solo; (7) BGS com BGL e sem luz no solo. Os experimentos foram realizados seguindo o
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Figura 2- Representacdo esquematica das armadilhas BG-Sentinela (A) e T-Trap (B). AS:
abertura de suc¢do contendo o saco coletor, T: tubo; V: ventilador; M: malha de cobertura; H:
haste de fixagdo da luz incandescente (L).

Figura 3- BG-Sentinela e T-Trap dispostas a 1,5m de altura em torno de um galinheiro, na
presenca de luz incandescente (detalhe) (Barcarena, PA).
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delineamento de quadrado latino 7x7 totalizando sete noites, com uma repeticdo com

aproximadamente 2m de distancia entre as armadilhas.

EXPERIMENTO 3. Avaliar a captura de flebotomineos através das armadilhas CDC e
BGS na auséncia de luz, com luz incandescente e com luz UV

Na BGS foi adaptada uma haste contendo fonte de luz incandescente (3 watts) e de luz
ultravioleta (UV) de 6 watts (Philips Electronics, Sdo Paulo, SP), na parte superior da
armadilha, sendo esta tltima também adaptada a CDC (Fig. 4).

Os tratamentos foram: (1) armadilha CDC-SL (sem luz); (2) CDC-LI controle (com luz
incandescente); (3) CDC-LUV (com luz UV); (4) armadilha BGS-SL (sem luz); (5) BGS-LI
(luz incandescente); (6) BGS-LUV (luz UV). As armadilhas CDCs foram instaladas a 1,5m de
altura e as BGSs instaladas ao nivel do solo seguindo as instru¢cdes do fabricante (www.bg-
sentinel.com). O delineamento experimental foi quadrado latino 6x6, totalizando 18 noites

consecutivas e 3 repeticdes com aproximadamente 2m de distdncia entre as armadilhas.

EXPERIMENTO 4. Avaliar a altura e posicdo da armadilha BGS na captura de L.
longipalpis s.1.

Observagdes referentes a altura da BGS, tipo de luz e presenca ou auséncia do atraente
BGL direcionaram um outro ultimo experimento. Neste experimento foram avaliadas as
alturas (40cm e 1,5m) e as posicoes da BGS (normal, invertida e lateral) na captura de
flebotomineos (Fig. 5). Cada armadilha foi instalada em sete pontos distintos, no interior de
diferentes galinheiros: BGS invertida (abertura da BGS voltada para o solo) a 1,5m de altura
do solo; BGS lateral (abertura da BGS voltada para o lado) a 1,5m de altura do solo; BGS
normal (abertura da BGS voltada para cima) a 1,5m de altura do solo € nas mesmas posigoes,
porém com a abertura de sucgdo a 40cm do solo (Fig. 6). Assim como nos experimentos
anteriores, a armadilha CDC foi utilizada como controle, seguindo o delineamento do
quadrado latino 7x7 totalizando sete noites, com uma repeticdo com mais de 100m de

distancia entre as armadilhas.
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Figura 4- Representagdo esquematica da BG-Sentinela sem luz (A), com luz incandescente e
(B) com luz ultravioleta (C).
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Figura 5- Representacdo esquematica da BG-Sentinela instalada na posi¢ao normal (A),
invertida (B) e lateralmente (C).
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Figura 6- Disposigdo da abertura de succ¢do a armadilha BG-Sentinela com luz incandescente
na posi¢do normal a 1,5 m do solo (A), BGS de lado a 1,5m do solo (B), BGS invertida a 1,5
m do solo (C), BGS normal a 40cm do solo (D), BGS de lado a 40cm do solo (E), BGS a

40cm do solo (F).
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3.3. Triagem, montagem e identificacao dos flebotomineos
Os flebotomineos coletados durante os experimentos foram levados para o Laboratorio
de Malaria da Fundagdo Nacional de Saide (FUNASA), localizado no municipio de
Barcarena (PA), triados, etiquetados e colocados em tubos contendo 4&lcool 70%.
Posteriormente, o material foi transportado para o Departamento de Parasitologia do Instituto
Evandro Chagas, em Belém, para confeccdo das laminas e identificacdo das espécies de
acordo com a classifica¢do proposta por YOUNG & DUNCAN (1994).
Alguns individuos nao foram identificados ao nivel de espécie devido a condi¢do do
material, portanto foram excluidos das andlises (NI= ndo identificados). No Experimento 4,

somente a espécie alvo do trabalho, L. longipalpis s.1., foi identificada.

3.4. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a testes paramétricos (ANOVA e teste-t) quando esses
seguiam distribuicdo normal. Caso a distribui¢do fosse ndo—paramétrica foram aplicados os
testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, para mais de duas ou apenas duas amostras,
respectivamente. Todos os dados foram analisados utilizando o programa estatistico BioEstat

5.0 (AYRES et al., 2005).

4. Resultados

Foram capturados um total de 739 flebotomineos, distribuidos em 20 espécies. As
espécies mais representativas durante os experimentos 1, 2 e 3 para avaliagdo da BGS foram
L. antunesi (27%), L. longipalpis s.l. (26%), L. gomezi (16%), L. sordellii (12%), L.
trinidadensis (3%) e L. brachipyga (2%) (Fig. 7). No experimento 4 somente a espécie L.
longipalpis s.l. foi identificada, totalizando 1.050 individuos, sendo 362 fémeas e 688

machos, ndo sendo ilustrados na Figura 7.

4.1. Avaliacéo das armadilhas BGS, T-trap e CDC

Foram capturados 129 flebotomineos distribuidos em 13 espécies (Tab. 1). A variante
da BGS, T-Trap, capturou 48 flebotomineos (10 espécies, 4 NI), enquanto que a CDC
capturou 44 flebotomineos (8 espécies, 5 NI) e a BGS capturou 37 (11 espécies, 1 NI) As trés
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L. longipalpis s.l. 26%

L. antunesi 27%
L. gomezi 16%

L. trinidadensis 3%

L. williansi 1%

L. brachipyga 2%

L. pilosa 1% L
L. davisi 1%

L. longispina 1%
L. b. barrettoi 1%

. L. dasypodogeton 1%
L. damascenoi 1% L. furcata 1%
L. tubercullata 1%

L. flaviscutellata 1%

L. lutziana 1%

L. infraspinosa 1% — B. avellari 1% ‘—L. rorotaensis 1%

Figura 7- Espécies de flebotomineos (%) capturadas em Barcarena (PA) durante os
experimentos para avaliagio da BG-Sentinela. Dados do experimento 6 ndo foram
incluidos.

Tabela 1- Espécies de flebotomineos capturados pelas armadilhas: BG-Sentinela (BGS), T-
Trap ¢ CDC luminosa (controle) com luz incandescente a 1,5 m em Barcarena, PA (12-
29/03/2007).

Armadilhas
Espécies BGS T-Trap CDC Total
¢ 4 ¢ d e 4

Lutzomyia antunesi 10 5 7 2 7 6 37
L. longipalpis s.1. 0 1 7 6 2 7 23
L. gomezi 8 1 7 0 3 0 19
L. davisi 1 0 4 2 2 2 11
L. sordellii 3 1 1 1 3 2 11
L. trinidadensis 1 0 0 1 0 2 4
L. furcata 1 0 0 0 0 2 3
L. dasypodogeton 1 0 0 0 1 0 2
L. flaviscutellata 1 0 1 0 0 0 2
L. infraspinosa 0 0 1 1 0 0 2
L. tuberculata 1 0 1 0 0 0 2
L. williamsi 0 1 0 0 0 0 1
Brumptomyia avellari 0 0 0 1 0 0 1
Brumptomyia sp. 0 0 1 0 0 0 1
NI 1 0 4 0 5 0 10
Total 28 9 34 14 23 21 129
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espécies mais capturadas nas trés armadilhas foram L. antunesi, L. longipalpis s.l. e L. gomezi
(Tab. 1). A BGS e a T-Trap capturaram mais fémeas que machos, diferentemente do
observado na CDC, incluindo os insetos NI (Tab. 1). Nao foi observada diferenca
significativa quando comparados os trés métodos de captura ou mesmo quando comparadas as
capturas por sexo das espécies (Kruskal-Wallis, p> 0,05) (Fig. 8). Devido a similaridade na
captura de flebotomineos pela BGS e T-Trap (Mann-Whitney, p> 0,05), optou-se por
trabalhar com a primeira, pois a conformacgdo da T-Trap (ver iten 3.2, Fig. 2) ¢ muito

semelhante a da CDC.

4.2. Avaliacéo da altura da BGS com luz incandescente e com o atraente sintético BGL

Foram capturados 192 flebotomineos distribuidos em 12 espécies (Tab. 2). A BGS e
luz incandescente a 1,5 m do solo, na auséncia de cairoménio, capturou o maior niimero de
flebotomineos (81 espécimes), com maior variedade de espécies (sete espécies), superando até
mesmo a CDC (23 espécimes, seis espécies) embora estatisticamente essa diferenca ndo tenha
sido significativa (Kruskal-Wallis, p> 0,05) (Fig. 9, Tab. 2).

As menores capturas foram obtidas para as armadilhas BGS com BGL e luz
incandesente no solo (19 espécimes), BGS com BGL e sem luz incandescente a 1,5m (trés
espécimes) e BGS com BGL e sem luz incandescente no solo (dois espécimes). O nimero de
fémeas capturadas foi maior que o de machos em todos os tratamentos, assim como no
experimento 1, ndo permitindo inferir sobre o papel do BGL na atracdo de acordo com os
sexos dos individuos (Tab. 2).

A Ttnica espécie capturada pela BGS, na auséncia de luz ¢ ao nivel do solo foi L.
flaviscutellata (2 espécimes) e a espécie L. longipalpis s.l. s6 foi capturada na armadilha CDC
(seis espécimes) e na BGS com luz incandescente a 1,5 m do solo (trés espécimes), embora

em pouca quantidade.
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Figura 8- Média de flebotomineos capturados pelas armadilhas: BG-Sentinela (BGS), T-Trap
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Figura 9- Média de flebotomineos capturados pelas armadilhas: CDC (com Luz
incandescente) e pela BG-Sentinela com luz incandescente (BGS+Luz), com BG-Lure e Luz
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(n=1) (Kruskal-Wallis, p> 0,05).
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4.3. Avaliagéo da captura de flebotomineos das armadilhas CDC e BGS na auséncia de luz,

com luz incandescente e com luz UV

Foram capturados 429 flebotomineos distribuidos em 18 espécies (Tab. 3). Durante os
experimentos, a captura pela CDC (316 espécimes) foi maior que da BGS (113 espécimes),
independente da fonte luminosa. Houve diferenca significativa somente quando comparadas a
CDC-SL (3 espécimes) e CDC-LUV (123 espécimes) (Fig. 10). Ja na comparagdo entre os
outros tratamentos nao foi observada diferenca (Kruskal-Wallis, p> 0,05) (Fig. 10).

Os resultados demonstraram que a luz incandescente na armadilha BGS (BGS-LI)
capturou o maior numero de flebotomineos (58 espécimes) do que quando estava com luz UV
(BG-LUV) (46 espécimes) ou na auséncia de fonte luminosa (BG-SL) (nove espécimes)
(Tab. 3). Resultado semelhante foi observado para a CDC (LI= 190; LUV= 123; SL= trés

espécimes), incluindo as observagdes para a espécie L. longipalpis s.1.

4.4. Avaliacéo da altura e posi¢éo da armadilha BGS na captura de L. longipalpis s.1.

Foram capturados 1.351 flebotomineos (CDC= 354; BGS Invertida 1,5m= 321; BGS
Lateral 1,5m= 215; BGS normal 1,5m= 215; BGS Invertida 40cm= 123; BGS Lateral 1,5m=
77; BGS normal 1,5m= 110) (Tab.4) e ndo foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos (ANOVA, p> 0,05) (Fig. 11). Deste total, 78% foi de L. longipalpis s.l. (1.050
espécimes), sendo 362 fémeas e 688 machos (Tab. 4). A altura da abertura de sucgdo (1,5 m)
e a posicdo (invertida) proporcionaram maior captura de flebotomineos, dos quais 231
pertenciam a espécie L. longipalpis s.I. As armadilhas BGSs invertidas (1,5 m ou a 40 cm)
capturaram mais L. longipalpis s.l. do que quando estas estavam na posi¢do normal ou lateral
(Fig. 5 e 6). Nao foi observada diferenga significativa em relagdo as capturas de machos
(Kruskal-Wallis, p> 0,05) e defémeas (ANOVA, p> 0,05) nas armadilhas (Fig. 12). Em todos
os tratamentos a captura de machos foi superior a captura de fémeas, sendo que foi observada

diferenca significativa entre os sexos (Teste t, p< 0,05).
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Tabela 3- Espécies de flebotomineos capturadas pelas armadilhas: CDC e BG-Sentinela
(BGS) sem luz (SL), com luz incandescente (LI) e luz ultravioleta (LUV) em Barcarena, PA
(07-22/12 /2008).

Armadilhas
L. CDC BGS Total
Espécies
SL LI LUV SL LI LUV
g2 4 9 d 2 d @ 4 ¢ d @
Lutzomyia longipalpiss.l. 0 1 53 35 20 23 3 0 14 7 4 8 168
L. antunesi 00 18 28 8 21 0 0 1 8 4 5 93
L. sordellii 0 1 2 10 3 18 0 0 6 5 8 11 64
L. gomezi 0 0 2 22 2 11 0 1 0 11 0 3 52
L. trinidadensis 1 0 2 9 2 4 2 2 0 2 0 0 24
L. dasypodogeton 0 0 3 1 1 1 0 0 0 0 0 0 6
L. lutziana 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 4
L. tuberculata 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2
L. furcata 00 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2
L. davisi 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 3
L. rorotaensis 0 0 0 1 0 2 0 0 0 O 0 O 3
Brumptomyia avellari 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 2
L. barrettoi barrettoi 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
L. brachipyga 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
L. damascenoi 00 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
L. flaviscutellata 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
L. infraspinosa 00 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
L. longispina 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Total 1 2 84 106 39 84 5 4 21 37 18 28 429
A
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Figura 10- Média de flebotomineos capturados pelas armadilhas: CDC e BGS sem luz (SL),
com luz incandescente (LI) e luz ultravioleta (LUV) (n = 3). [Letras iguais indicam auséncia
de diferenca significativa entre tratamentos (Kruskal-Wallis, p> 0,05); “*’ mostra diferenca
significativa (Kruskal-Wallis, p< 0,05)].
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Figura 11- Ranking da média de flebotomineos capturados pelas armadilhas: CDC, BG-
Sentinela invertida (BGS Inv), BGS de lado (BGS Lat), BGS normal (BGS Nor) (7= 1,5 m
do solo; m= 40 c¢cm do solo) em Barcarena, PA (n= 1) (ANOVA, p> 0,05). (Todas as
armadilhas instaladas com luz incandescente e as alturas referem-se a abertura de succao das
armadilhas em relagdo ao solo).
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Figura 12- Média de fémeas (A= ANOVA, p> 0,05) e de machos (a= Kruskal-Wallis, p>
0,05) de Lutzomyia longipalpis s.I. capturados pelas armadilhas: CDC, BG-Sentinela invertida
a 1,5 m do solo (BGS Inv 1,5m), BGS de lado a 1,5 m do solo (BGS Lat 1,5m), BGS normal
a 1,5 m do solo (BGS Lat 1,5m), BGS invertida a 40 cm do solo (BGS Inv 40cm), BGS de
lado a 40 cm do solo (BGS Lat 40cm), BGS normal no solo (BGS Nor 40cm) em Barcarena,
PA (n=1). (Todas as armadilhas foram instaladas com luz incandescente, as alturas referem-
se a abertura de suc¢do das armadilhas em relacao ao solo).
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5. Discussao

Todas das espécies encontradas no presente estudo ja foram registradas no Estado do
Paré, porém nao existe fauna descrita para o municipio de Barcarena. No presente estudo,
foram capturadas, além da espécie L. longipalpis s.l., envolvida na epidemiologia da LVA, as
espécies L. flaviscutellata, L. antunesi e L. gomezi sugeridas como transmissoras de espécies
de Leishmania, causadoras de LTA (RANGEL & LAINSON, 2009). Atualmente ¢ sabido que
existem mais de 100 espécies de flebotomineos ja relatadas para o Estado do Para (RYAN,
1986; AGUIAR & MEDEIROS, 2003). Durante os experimentos realizados no municipio,
observou-se que a fauna de flebotomineos foi diversificada (20 espécies) quando comparada
até mesmo a outros Estados como Alagoas (nove espécies) (ANDRADE FILHO & BRAZIL,
2009) ou para Estados como Sergipe, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Rio Grande do Sul
ou Santa Catarina (menos de 16 espécies cada) (AGUIAR & MEDEIROS, 2003).

O levantamento de fauna de flebotomineos, bem como o monitoramento de espécies
transmissoras de leishmanias ¢ feito através do uso de armadilhas. A armadilha CDC ¢ o
método preconizado pelo Ministério da Satde do Brasil e amplamente utilizado, pois ela pode
ser instalada no intra ou peridomicilio e em area de mata sendo descritas como padrao para
captura de alguns culicideos e flebotomineos (ALEXANDER & MAROLI, 2003). Portanto,
acredita-se que para modificar ou mesmo criar uma armadilha deve-se partir do método de
funcionamento da CDC (ex. fonte luminosa). No presente trabalho, o grande numero de
flebotomineos coletados pela CDC sugeriu que, além da luz, a altura da armadilha poderia ser
uma variavel diretamente proporcional ao nimero de flebotomineos capturados.

Ja foi demonstrado que a posicdo da armadilha CDC interfere na captura de
flebotomineos (ORSHAN et al., 2006). Recentemente, foi observado que essa armadilha,
quando invertida (com a abertura de suc¢do voltada para baixo) e a 40 cm do solo apresenta
bons resultados na captura de flebotomineos no Velho Mundo (FAIMAN et al., 2009). No
presente trabalho a posicao invertida da BGS (Fig. 5B e 6C) também foi eficiente na captura
de flebotomineos, incluindo a espécie L. longipalpis s.I., porém a altura de 1,5 m mostrou ser
melhor na captura da espécie quando a 40 cm do solo, altura esta descrita para o uso da BGS
na captura de culicideos, como A. aegypti (KROCKEL et al., 2006; MACIEL-DE-FREITAS
et al., 2006, 2007) e A. albopictus (FELTNER & FERRAU, 2008; MEERAUS et al., 2008).
Foi também observado que a BGS invertida a 40cm do solo, capturou mais L. longipalpis s.I.

que a a BGS na posicdo normal, também a 40cm do solo, mostrando novamente que a
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inversdo da armadilha seria uma modificagdo importante para uma captura de flebotomineos
mais produtiva. Esta maior captura poderia estar relacionada com o comportamento de voo de
L. longipalpis s.1.

DE JONG (1967) salientou que a atratividade de uma armadilha luminosa pode estar
ligada ao comportamento de um inseto, ou seja, a intensidade e a posi¢do da luz na armadilha
poderiam aumentar a seletividade na captura, tornando-se um fator importante para o desenho
de prototipos. Essas varidveis podem ser resultantes de uma tendéncia que os flebotomineos
possuem de voar verticalmente e em saltos (MUTERO et al, 1991), o que,
consequentemente, poderia aumentar as chances de o inseto ser capturado, quando a abertura
de uma armadilha ¢ voltada para baixo a uma altura que evidencia o foco de luz, como na
CDC (FAIMAN et al., 2009) ou, como demonstrado, na BGS. A instalacdo da armadilha
BGS no solo nao ¢, quando comparada a CDC, a melhor forma de se usar a armadilha para
capturar flebotomineos. Resultados semelhantes com a BGS invertida foram observados na
captura de Anopheles darlingi, principal vetor de malaria no Brasil (GAMA, 2009). Os
resultados do presente trabalho demonstraram que as adaptagdes na BGS ndo superaram a
eficiéncia da armadilha CDC, nem mesmo quando a fonte de atragdo foi a luz UV, a qual
parece ser menos seletiva quanto a atragcdo de insetos noturnos.

A adaptacdo da luz incandescente na BGS ou na sua variante T-Trap, nitidamente
permitiu com que as mesmas apresentassem uma eficiéncia na captura dos insetos, quando
comparadas a CDC, pois quando a BGS estava sem a luz a captura de flebotomineos foi
reduzida. Sabe-se que flebotomineos sdo atraidos por luz artificial emitidas por armadilhas
(SUDIA & CHAMBERLAIN, 1962 apud MELLOR et al. 1996). Através de
eletrorretinograma, MELLOR et al. (1996) demonstraram que L. longipalpis s.l. apresenta
uma regido de resposta a luz ultravioleta (UV - até 340nm). No entanto, o presente trabalho
mostrou que tanto a CDC como a BGS, iscadas com luz UV, nao foram mais atrativas que a
luz incandescente. Para L. longipalpis s.l., a sensitividade espectral é similar a de Ae. aegypti,
com maxima na regido de 360 a 490 nm, entre luz UV e azul-verde-amarela e a espécie pode
distinguir cores (MELLOR & HAMILTON, 2003). Isso teria importantes implicacdes no
desenho de armadilhas para insetos noturnos incluindo cores, posigdes, fontes luminosas ¢ até
mesmo atraentes sintéticos. ANDRADE et al. (2008), demonstraram que armadilhas do tipo
CDC iscadas com BGL poderiam funcionar na atratividade de flebotomineos, potencializando
a captura de espécies antropofilicas, como L. intermedia e L. longipalpis s.l.. No entanto, a

CDC ndo permite um fluxo desses semioquimicos, assim como a T-Trap. Considerando-se L.
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longipalpis s.l. abundante na area e uma espécie coletada em grande niimero em CDCs, pode-
se sugerir que o BGL, ndo exerceu atragdo sobre a espécie. Isso pode ser devido a taxa de
evaporagdo, a combinagdo ou mesmo a concentracdo dos compostos (acido latico, acido
caprdico e amdnia) que compde o atraente sintético. Resultados semelhantes foram obervados
para a espécie A. darlingi, em campo, onde o BGL iscado na armadilha BGS nédo
potencializou a captura da espécie (GAMA, 2009). De qualquer forma foi possivel ainda
concluir que a fonte luminosa (luz incadescente), aliada a altura das armadilhas interferiu de
forma positiva na captura de flebotomineos na BGS, estando esta iscada ou ndo com o BGL.

O uso do delineamento do Quadrado Latino ¢ util na remogdo dos efeitos como o
tempo ¢ o local de realizagdo do trabalho, quando comparados tratamentos (DAMON &
HARVEY, 1987), ainda que se realize poucas repeticoes. No experimento 4 fica clara a
aplicacdo desse “design”, onde foi possivel observar que existe uma similaridade na captura
de L. longipalpis s.l. pela armadilha BGS de acordo com as alturas (40cm e 1,5m) e nas
posicdes da abertura de suc¢do (normal, invertida e lateral).

Segundo DE JONG (1967), machos de insetos sdo mais atraidos por recursos
luminosos que fémeas podendo explicar a relagdo entre os sexos (M/F= 2) de L. longipalpis
s.l. A altura da abertura de sucgdo da BGS (1,5m), claramente inteferiu na captura dessa
espécie de flebotomineo, quando comparada com sua abertura a 40 cm e ainda foi possivel
notar que a inversdo da armadilha é uma varidvel importante para aumentar a captura de L.
longipalpis s.l., quer a armadilha esteja ao nivel do solo ou acima deste. As adaptagdes nas
armadilhas BGSs que mais se destacaram foram a posi¢do invertida e 1,5m de altura do solo,
capturando 231 espécimes, com captura de L. longipalpis s.l. bem proxima a apresentada ao
controle CDC (264 espécimes).

Conclui-se no presente trabalho que de fato a armadilha CDC luminosa mostrou-se o
melhor método de captura de flebotomineos quando comparada a BGS. Pela primeira vez
testou-se a BGS na captura de flebotomineos e os resultados sugerem que sdo necessarias
adaptagdes na BGS tais como: altura de instalagdo (1,5m), posicdo da abertura de sucg¢do
(voltada para baixo) e adaptagdo de luz incandescente para se fazer desta armadilha uma nova

ferramenta para captura de flebotomineos, principalmente L. longipalpis s.1.
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Capitulo IV

Leishtrap: uma nova armadilha para a captura de flebotomineos (Diptera: Psychodidae:

Phlebotominae)



Resumo

ANDRADE, Andrey Jos¢ de. Leishtrap: uma nova armadilha para a captura de
flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae)

A captura de flebotomineos ¢ realizada utilizando principalmente armadilhas luminosas do
tipo CDC e adaptacdes desta como, a HP que sdo utilizadas pelo Ministério da Saude (MS) do
Brasil no Programa Nacional de Controle e Vigilancia das Leishmanioses. Essas armadilhas
apresentam problemas operacionais como, transporte € manutencdo, além de ter elevado custo
por utilizar pilhas ou baterias como fonte de energia. Visando amenizar as dificuldades e
limitagdes de armadilhas luminosas como, a CDC ou a HP, no presente trabalho objetivou
desenvolver uma armadilha que dispense o uso de energia para a captura de flebotomineos
observando as respostas das espécies L. longipalpis s.l. e L. whitmani. Cinco experimentos
foram realizados em campo usando o delineamento de quadrado latino. Quando comparadas a
armadilha CDC com cartdes adesivos coloridos (branca, azul, preta e prata) com luz
incandescente (LI) em diferentes alturas do solo (0,4; 1,0 e 1,5 m.) foi observado que a CDC
capturou significativamente mais L. longipalpis s.l. que os cartdes adesivos e que a cor branca
(1,5m) capturou mais flebotomineos que as demais cores. O segundo experimento avaliou a
luz quimica como substituto da luz produzida por baterias. A luz quimica verde (LVe)
apresentou maior intensidade luminosa (Lux) que as cores, azul, vermelha, laranja e amarela e
em campo demonstrou-se que a CDC com LVe, vermelha ou azul obtiveram o mesmo
desempenho que CDC luminosa na captura de flebotomineos (Kruskal-Wallis, p> 0,05) e que
cinco unidades a LVe poderiam substituir a LI da CDC para captura de L. longipalpis s.1.
(Mann-Whitney, p> 0,05). O terceiro experimento avaliou a luz quimica em associagdo com
armadilhas adesivas, aqui denominadas Leishtrap. Prototipos (P) de cartdo adesivo branco
(P1, P2 e P3) contendo LVe foram avaliados. O feromodnio sexual sintético (9-metil-
germacreno-B) foi acrescentado somente no P1 e os resultados demonstraram que composto
nas concentracdes (1,5 e 2mg) aumentava a captura de fémeas de L. longipalpis s.I. (ANOVA,
p> 0,05). No P2 a captura de machos (Teste t, p> 0,05) e fémeas (Mann-Whitney, p> 0,05) da
espécie nao foi diferente quando comparada a CDC e o mesmo resultado foi observado no P3
para machos (Teste t, p> 0,05) e fémeas (Mann-Whitney, p> 0,05), tanto para L. longipalpis
s.l. Para L. whitmani também nao foi observada diferenca entre o P2 ¢ a CDC. Os prototipos
da Leishtrap se mostraram eficazes na captura dessas espécies € poderiam substituir a CDC na

captura da espécie, apOs contrapor os custos e beneficios das mesmas.
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1. Introducao

O método de captura de flebotomineos, preconizado pelo Ministério da Saude do
Brasil, ¢ a armadilha luminosa CDC (SUDIA & CHAMBERLAIN, 1962) a qual apresenta
bons resultados para conhecimento de fauna e € utilizada como método de monitoramento de
espécies vetoras, onde haja registros de casos de leishmanioses, tegumentar ou visceral (MS,
2007). Para seu funcionamento a armadilha luminosa CDC requer o uso de pilhas tipo “D”
(1,5 volts) ou baterias de 6 volts ou, ainda, energia elétrica. Entretanto, em caso da falta de
uma fonte de energia (pilha fraca ou baterias descarregadas), as armadilhas elétricas perdem a
capacidade de reter os flebotomineos capturados. Esse efeito ¢ observado devido a auséncia
de funcionamento da ventoinha, uma barreira mecanica comum neste tipo de armadilha. A
auséncia dessa barreira permite que os insetos capturados escapem, fazendo com que a
eficiéncia da armadilha seja reduzida. Outra armadilha que vem sendo utilizada no Brasil para
a captura de flebotomineos ¢ a HP (PUGEDO et al., 2005), a qual funciona da mesma forma
que a CDC.

Assim como a CDC ou a HP, outras armadilhas como a Falcio (FALCAO, 1981) e a
New Jersey (MULHERN, 1942) apresentam as mesmas limitagdes operacionais, tornando-as
armadilhas de alto custo, principalmente para sua utilizacdo em regides mais carentes. No
entando, essas armadilhas apresentam a vantagem de permanecerem, quando em perfeito
funcionamento, 12 horas em campo e podendo ser instaladas tanto no intra como no
peridomicilio, bem como em éarea de mata (MAROLI et al., 1997). Outros tipos de armadilhas
como a de Shannon (SHANNON, 1939), Malaise (MALAISE, 1937), Damasceno
(DAMASCENQO, 1955) e a de Disney (DISNEY, 1966) sao empregadas, principalmente, para
pesquisas cientificas. Nao utilizam fontes de energia, por isso necessitam de um
monitoramento constante (Shannon e Damasceno) ou podem ser muito especificas, pois
utilizam iscas animais para capturas de fémeas ingurgitadas (Disney) ou s@o raramente
utilizadas por serem generalistas e oferecerem resultados a longo prazo (Malaise) e ndo serem
utilizadas em intra e peridomicilios (SHERLOCK & PESSOA, 1964; MAROLI et al., 1997;
VILELA et al., 2003).

Uma forma econdmica de se capturar flebotomineos sdo as armadilhas adesivas que
sao confecionadas utilizando folhas do tipo A4 brancas untadas com 6leo de ricimo. Estas sdo
fixadas com uma haste de madeira e instaladas préximas aos troncos de arvores onde se

suspeita encontrar flebotomineos ou em forma de varal proximas a anexos domicilares (p.ex.
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galinheiro, chiqueiro) ou no interior de residéncias (MAROLI et al., 1997). Porém é um
método de captura que requer um estudo prévio do local a ser invetigado para se determinar o
numero e a distribuicdo dessas armadilhas, padronizando uma metodologia com maior
rendimento nas capturas para estudos de densidades e variagcdes estacionais de diferentes
espécies de flebotomineos.

Apesar da utilizacdo dessas armadilhas para investigacdo de fauna ou monitoramento
de espécies vetoras, desde a década de 70, a Organizagdo Mundial de Saude ressalta que
novas ferramentas sdo necessarias e urgentes para a captura e controle de flebotmineos,
principalmente, Lutzomyia longipalpis s.l. (Lutz & Neiva, 1912), a qual ¢ considerada a
principal transmissora de Leishmania infantum chagasi Nicolle, 1808 (Kinetoplastida:
Trypanossomatidae) na regido Neotropical, agente etioldogico da leishmaniose visceral
(LAINSON & RANGEL, 2005). Alguns avangos tém sido observados na busca de atraentes
(cairomoénios e feromonio sexual), a serem iscados em armadilhas, através de testes em
laboratério e em campo, ndo visando a substituicdo da fonte luminosa das armadilhas, mas
buscando torna-las mais especificas e eficientes (ANDRADE et al., 2008; BRAY et al.,
2009). Estudos com flebotomineos abordando a atrag@o visual por fontes luminosas e através
de feromoénios trazem também novas perspectivas de armadilhas para a captura do vetor
(MELLOR et al., 1996; HAMILTON et al., 1999) sugerindo até mesmo o uso de feromonios
sexuais sintéticos como uma possivel ferramenta para o controle de L. longipalpis s.I. (BRAY
etal., 2010).

Dentre os flebotomineos neotropicais, Lutzomyia whitmani (Antunes & Coutinho,
1939) destaca-se por sua notavel capacidade de ocupar diferentes nichos ecologicos com
diferentes aspectos fisiogeograficos e climaticos. Além de sua comprovada antropofilia, ¢
uma espécie dotada de grande plasticidade alimentar na maior parte do Brasil. Mesmo ja se
mostrando adaptada ao ambiente domiciliar, a espécie tem sido encontrada em dareas de
florestas, especialmente na Regido Norte do Brasil, mantendo ainda habitos silvestres
(READY et al., 1986; LAINSON, 1988). Atualmente, pode ser considerada como a mais
importante espécie envolvida na epidemiologia da leishmaniose tegumentar no Brasil
(COSTA et al.,, 2007). Essa espécie esta associada a transmissdo de duas leishmanias
dermotropicas: Leishmania braziliensis Vianna, 1912 e L. shawi Lainson, Braga, Souza,
Pévoa, Ishikawa & Silveira, 1989 (RANGEL et al., 1996; LAINSON & SHAW, 1998).

O monitoramento de flebotomineos ainda hoje ndo ¢ uma realidade no Brasil e no

mundo. Embora se utilize de armadilhas com elevada eficiéncia, muitas vezes o custo no
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mercado, a operacionalidade e a pouca especificidade limitam seus usos em regides mais
carentes. Portanto, nota-se que ha necessidade de desenvolver novas ferramentas de captura
de vetores de leishmanioses, visando amenizar as dificuldades e limitagdes de armadilhas
luminosas como, a CDC ou a HP. Com isso, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver
uma armadilha que dispense o uso de energia (pilhas ou baterias) para a captura de
flebotomineos visando, principalmente, observar as respostas das espécies L. longipalpis s.1. e

L. whitmani, principais transmissoras de leishmanias no Brasil.

2. Material e Métodos

2.1. Areas de estudo

- Para: uma primeira parte dos testes (Experimento 1) foi realizada no municipio de

Barcarena (Fig. 1) (ver Capitulo III, iten 3.1) para L. longipalpis s.1.

- Minas Gerais: os experimentos 2, 3, 4, 5 ¢ 6 foram realizados na borda do Parque Grande
Sertdo Veredas, localizado no municipio de Chapada Gaucha (15°18°21°’S e 45°37°04°W),
regido norte do Estado de Minas Gerais (Fig. 2). O municipio possui uma area de 3.214,698
Km® e populagio estimada em 10.995 habitantes (IBGE, 2009). O clima é do tipo semi-
umido, com quatro a cinco meses secos, com temperatura média anual de 20°C e pluviosidade
de 1.250 a 1.500mm anuais. Pertence ao bioma cerrado com uma vasta area de veredas
(IBAMA, 2009). Devido a prévia observagdo da fauna no local, quatro residéncias distintas
foram escolhidas para o trabalho as quais distanciavam, aproximadamente, 100 metros entre

elas na parte peri-urbana do municipio, para os testes da armadilha com L. longipalpis s.1.

- Bahia: o experimento 7 foi realizado do municipio de Ilhéus (Fig. 3), o qual possui uma
area de 1.712 km* (14°47°S e 39°2°W) com clima tropical quente e imido, com um elevado
indice pluviométrico (1.500 a 2.000mm), temperatura média oscilando entre 19° e 28°C e
umidade relativa anual de 87,3%. A vegetacdo ¢ densa, tipica de Floresta Ombrofila Densa,

como expansdo da Mata Atlantica.
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Barcarena

Figura 1- Municipio de Barcarena (01°3021"S, 48°37'33"W), localizado no Estado do Para.
(Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas — IBGE, 2009).

Figura 2- Municipio de Chapada Gatcha (15°18°21°’S e 45°37°04’°W), localizado no norte
do Estado de Minas Gerais. (Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas — IBGE,
2009).

Figura 3- Municipio de Ilhéus (14°47°S e 39°2°W), localizado no Estado da Bahia. (Fonte:
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas — IBGE, 2009).
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Neste experimento, os testes com a armadilha Leishtrap foram realizados em duas
localidades: Fazenda Cip6 1° (14°02°S e 39°15°W) localizada a 72 Km de Ilhéus, préxima ao
municipio de Buerarema (Localidade I); e Fazenda Gonsalo (14°50°S e 39°10°W) localizada a
21 Km de Ilhéus, proxima ao povoado de Japu, pertencente ao municipio de Ilhéus

(Localidade II), avaliada para L. whitmani.

2.2. Delineamento experimental

Todos os experimentos de campo, descritos abaixo, foram realizados seguindo o
delineamento do Quadrado Latino, com diferentes numeros de repeti¢des. Para os testes com
as diferentes fontes luminosas ou tipos de armadilhas foi utilizada como controle a armadilha
HP, a qual sera referida neste trabalho como CDC modificada, por se tratar de uma adaptagao

desta ultima (PUGEDO et al., 2005).

EXPERIMENTO 1. Avaliar em campo, as respostas visuais de machos e fémeas de
flebotomineos a cartdes adesivos com diferentes cores: Foram realizados testes para avaliar
diferentes cores de cartdes adesivos (azul, preto, prata e branco em ambos os lados). Os
cartdes foram confeccionados utilizando papel cartao (16,0 x 22,0 cm) nos quais foi passada
cola entomoldgica (Biocontrole®™, Sio Paulo, Brasil) distribuida em uma fina camada nas duas
faces dos cartdes com o auxilio de uma espatula. Na parte superior dos cartdes foi adaptada
uma fonte luminosa (luz incandescente, 3 watts), a qual permanecia ligada entre 18:00 e
6:00h, conectada a uma bateria de 6 volts (Newmax FNC 6100, Dong Ho Electric Ltda.,
Coréia do Sul) (Fig. 4A). Os cartdes foram dispostos a uma distdncia de 2m no entorno dos
galinheiros, nas alturas de 0,4; 1,0 e 1,5 m seguindo o delineamento de quadrado latino 4x4,
totalizando trés repetigdes, durante 12 noites (Fig. 4B).

Para isso foram escolhidos trés galinheiros (gA, gB e gC), apds um estudo prévio que
mostrou a presenga de L. longipalpis s.l. neste anexos domiciliares. Na primeira noite foram
instalados nos galinheiros cartdes nas quatro cores (1) azul; (2) preto; (3) prata; (4) branco
ambos com a adaptacdo da luz incandescente nas alturas de 40 cm (gA), 1m (gB) e 1,5m (gC)
(Fig. 4B). Na segunda noite, alternou-se as alturas dos cartdes, onde no gA passava a ser de 1

m, no gB de 1,5 m e no gC de 40 cm. Além da altura, foi realizado um rodizio entre os cartdes
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Figura 4: Esquema ilustrando a disposi¢do dos cartdes adesivos com cola (azul, preto, prata e
branco) em trés galinheiros (gA, gB e gC): A- cartdes com cola nas trés alturas com adaptagéo
de Iuz incandescente; B- disposicdo dos cartdes no entorno dos galinheiros (Barcarena, PA).
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nos trés galinheiros amostrados. Ao final do experimento (12 noites) os cartdes nas diferentes
cores passavam por todas as posicdes e todas as alturas em cada um dos galinheiros (Fig. 4B).
Durante todas as noites uma armadilha CDC modificada (controle) foi instalada a uma

distancia aproximada de Sm dos locais dos testes (gA, gB e gC).

EXPERIMENTO 2: Avaliar o tempo de duracéo e a intensidade das luzes quimicas:
As luzes quimicas produzidas por pulseiras de neon tipo Lightsticks de 20 cm de
comprimento (Bindi Web Bazar Ltda., Rio de Janeiro, RJ) de cinco cores: verde, vermelha,
amarelo, laranja e azul (Fig. 5) foram utilizadas no experimento. Inicalmente foi avaliada a
durabilidade da luz emitida e da intensidade luminosa (Lux) para as cinco cores utilizando um
Luxometro (LX-101, Lutron Electronic, Coopersburg, EUA). Como controle foram medidas a
intensidade luminosa de lampada de 3 watts usadas nas armadilhas CDC. As luzes quimicas
foram colocadas no interior de uma caixa de papeldo (10,5 x 7,0 x 3,5 cm), perfurada na
tampa, onde a pulseira testada era acondicionada dentro desta, apos ser fechada e somente o
Luxdmetro era inserido, impedindo desta forma a entrada de luz externa (Fig. 6). A medida
do Lux foi avaliada também em diferentes distancias (3, 30 ¢ 100 cm) das fontes luminosas

para todas as cores e para a CDC, em uma sala fechada e isenta de entrada de luz.

EXPERIMENTO 3: Avaliar a capacidade das luzes quimicas em atrair
flebotomineos em campo: Para a realizagdo dos experimentos foram utilizadas armadilhas
luminosas do tipo CDC modificadas instaladas no interior de galinheiros a uma altura
aproximada de 1,5 m entre 17:00 e 9:00 horas do dia seguinte, seguindo o delineamento do
Quadrado Latino 4x4, totalizando quatro repeti¢des. A armadilha CDC contendo luz
incandescente foi usada como controle e as outras trés, foram modificadas retirando-se a fonte
luminosa e colocando trés luzes quimicas no mesmo local de fixagdo da lampada. Os
tratamentos foram: CDC luz incandescente; CDC luz quimica verde; CDC luz quimica azul; e

CDC luz quimica vermelha (Figs. 7A e B).

EXPERIMENTO 4. Comparar a CDC com luz incandescente e CDC com luz
quimica verde: Apos a avaliagdo em laboratorio da durabilidade e intensidade luminosa das
luzes quimicas € em campo a comparacgdo entre as cores verde, azul e vermelha em relacao a

luz incandesdente na CDC modificada, durante trés noites, comparou-se o efeito da luz

122



Figura 5- Pulseiras de Neon (= luzes quimicas) do tipo Lightsticks (20 cm comprimento).

Figura 6- Procedimentos para medida da intensidade luminosa das pulseiras de Neon: A-
caixa perfurada na tampa; B- pulseira de neon (= luz quimica) no interior da caixa de papelao
(10,5 x 7,0 x 3,5 cm); C- Luxdmetro para medida de intensidade luminosa.

123



Figura 7- Testes de campo com o protdtipo P1 da Leishtrap. A) CDC com luz incandescente;
B) CDC com luz quimica vermelha (3 unidades); C) CDC com luz incandescente e luz
quimica verde (5 unidades); D) vista do P1 instalado no interior de galinheiro; E) cartdo
adesivo do P1 (a seta preta aponta o septo de borracha com o feromoénio sexual 9-metil-
germacreno); F) vista frontal do P1 (seta branca aponta o septo de borracha); G) vista lateral
do P1.
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incandescente produzida por duas pilhas (tipo D - 1,5 volts) com a luz quimica verde, porém

com cinco unidades (Fig. 7C).

EXPERIMENTO 5. Comparar a CDC (luz incandescente) com prot6tipos da nova
armadilha (P1) da Leishtrap: Os prototipos (P1) da nova armadilha, denominados aqui como
Leishtrap, foram confeccionados utilizando papel cartdo nas medidas de 21,0 x 30,0 cm nos
quais foi passada cola entomologica para capturar os insetos atraidos (ver Experimento 1).
Como fontes de luz foram utilizadas cinco unidades de luzes quimicas verdes distribuidas
equiidistantes na parte central do cartdo formando cinco anéis luminosos, sendo cada metade
do anel visualizada nas duas faces do cartdo (Figs. 7D, F ¢ G).

Além das luzes foram acrescidas duas concentragdes do feromonio sintético de
machos de L. longipalpis s.l. (9-metilgermacreno-B) diluido Diclorometano. Apos a dilui¢do
o feromonio foi colocado em um septo de borracha, para evaporacdo em campo por trés dias.
As concentragdes utilizadas nas armadilhas foram de 2,0 mg/50ul ¢ 1,5 mg/50ul. O
experimento seguiu o delineamento do Quadrado Latino 4x4: (1) armadilha CDC; (2) cartdo +
luzes + septo; (3) cartdo + luzes + septo 2,0 mg/50ul de feromdnio; (4) cartdo + luzes + septo
1,5 mg/50ul de feromdnio (Figs. 7E ¢ F).

A partir do P1 um novo prototipo de armadilha Leishtrap foi desenvolvido consistindo
em um suporte bidimensional branco em forma de “U” (Fig. 8A), que segura um cartdo
branco (Fig. 8A) com cola dupla-face. De cada uma das duas extremidades laterais do “U”
foram adaptados cinco encaixes (Fig. 8B e C) de onde partem cinco hastes paralelas que se
encaixam na extremidade oposta. Nestas hastes sdo colocadas cinco luzes quimicas na cor
verde (Fig. 8A). Foi adicionado um anteparo superior que tampa o “U” formando um quadro
(Fig. 8A), e também um poste central que fixa o eixo do quadro no chao, elevando-o a uma

altura de um 1,5m do solo

EXPERIMENTO 6. Comparar a eficiéncia de captura de Lutzomyia longipalpis s.l. entre
a armadilha CDC e a Leishtrap: Neste experimento foi utilizada uma unidade da Leishtrap,
aqui denominada de P2, apos os testes com a P1 (ver experimento 5). O suporte para o cartdo
foi confeccionado com resina e cartdes adesivos, nas dimensdes 20 x 30cm (Ascend Global
Ind., Sdo Paulo, SP, Brasil). Nestes testes o poste central ndo foi utilizado e as armadilhas
foram instaladas utilizando barbante, a 1,5m do solo. O feromo6nio 9-metil-germacreno-B ndo

foi utilizado para os testes com o novo prototipo.
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Figura 8- Esquema da Leishtrap: (A1) suporte bidimensional branco em forma de “U” que
fixa (A2) um cartdo adesivo branco dupla-face e (A3) luz quimica formado por tubos cor
verde; (A4) € o anteparo superior para fechar e fixar o cartdo e funciona como uma tampa
para o “U” (Al) formando um quadro. Cinco ou mais encaixes de cada uma das duas
extremidades laterais do “U” (B e C).
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Teste 1. comparacdo da taxa de captura de uma CDC e uma Leishtrap (P2)

Estes testes foram realizados no periodo de 6 a 18 de dezembro de 2008. Comparou-se
a captura da espécie L. longipalpis s.. entre uma armadilha CDC modificada (luz
incandescente) e um prototipo (P2), instalados dentro de cinco galinheiros, totalizando 30
repeti¢des (Fig. 9). Em um mesmo galinheiro foram instaladas as duas armadilhas distantes,
aproximadamente, 2m entre elas. Nos prototipos foram afixadas 10 luzes quimicas na cor

verde, sendo cinco em cada lado da armadilha (Fig. 9D ¢ E).

Teste 2. comparacao da taxa de captura de uma CDC e duas unidades da Leishtrap (P3)
Este experimento foi realizado no periodo de 18 a 28 de dezembro de 2008. Como no
teste anterior foi comparada a taxa de captura da CDC modificada, porém com dois prototipos
(duas unidades da mesma armadilha - P3), instaladas em trés galinheiros, totalizando 18
repeti¢des (Fig. 10). Nos prototipos foram afixadas 10 pulseiras neon verde, sendo cinco em
cada lado da armadilha, como no teste 1, porém totalizando 20 luzes (dois prototipos) (Fig.

10).

EXPERIMENTO 7. Avaliar os protétipos da armadilha Leishtrap (P2 e P3) para a
captura de Lutzomyia whitmani: o trabalho foi realizado nas duas localidades (Fazenda
Cip6 1°% Fazenda Gonsalo) entre os dias 30/03 a 14/04/2010. O armadilhamento na
Localidade I foi feito em seis pontos e na Localidade II em trés pontos. Em cada ponto de
instalagcdo de uma Leishtrap, a uma distancia de aproximadamente 1m instalava-se uma CDC,
as quais tinham suas posi¢des alternadas na noite seguinte, seguindo o delineamento de
Quadrado Latino. A captura de flebotomineos foi avaliada comparando-se uma e duas
unidades (Fig. 11) da Leishtrap com a CDC. Para cada unidade da armadilha foram realizadas
seis repeticdes durante 12 noites com um esfor¢o amostral de 30 armadilhas ao longo de todo
o experimento. As duas unidades da Leishtrap foram avaliadas com duas repeti¢cdes durante

quatro noites, com um esfor¢o amostral de seis armadilhas.

2.3. Remocao, triagem e identificacao dos flebotomineos

Os flebotomineos atraidos pelos prototipos confeccionados com o cartdo foram
removidos pingando-se uma gota de solvente (hexano) e retirados com o auxilio de um pincel

ou a agulha de seringa. Durante o processo, alguns exemplares foram danificados, portanto
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Figura 9- Testes realizados em Chapada Gaucha (MG) usando um prototipo da armadilha
Leishtrap (P2): A e B) CDC com luz incandescente e P2 (10 pulseiras); C) cartdo adesivo do
P2 com um flebotomineo; D) vista frontal (de um dos lados) do P2; E) vista lateral do P2.

Figura 10- Testes realizados em Chapada Gaticha (MG) usando dois protétipos da armadilha
Leishtrap (P3) no interior de galinheiros.

128



Figura 11- Testes realizados em Ilhéus (BA) usando os protdtipos P2 ¢ P3 da armadilha
Leishtrap em peridomicilio para captura de Lutzomyia whitmani.

priorizou-se a identificagdo da espécie L. longipalpis s.1., por se tratar da espécie alvo deste
trabalho. Em relagdo ao trabalho realizado na Bahia, todas as espécies de flebotomineos
puderam ser identificadas, pois os flebotomineos foram removidos da armadilha utilizando
Xilol (Fig. 12). Porém assim como nos testes realizados em Minas Gerais, somente as
respostas obtidas para L. whitmani foram consideradas no trabalho.

Os flebotomineos capturados durante os experimentos foram acondicionados em tubos
de ensaio contendo alcool 70% e posteriormente levados para Laboratério de Ecologia
Quimica de Insetos Vetores, do Instituto de Ciéncias Biolégcas da UFMG, para a confec¢ao
de laminas utilizando Bélsamo do Canad4d para machos e Berlese para fémeas. Para a
identificacdo das espécies foi utilizada a proposta taxonomica de YOUNG & DUNCAN
(1994).
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Figura 12- Método de remocdo dos flebotomineos da armadilha Leishtrap utilizando uma
gota de Xilol e um estilete.
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2.4. Analise dos dados

Para analise dos dados foram utilizados testes paramétricos (ANOVA e Teste-t)
quando esses seguiam distribuicdo normal. Caso a distribuicdo fosse ndo-paramétrica foram
aplicados os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, para mais de duas ou apenas duas
amostras, respectivamente. Todos os dados foram analisados utilizando o pacote estatistico

BioEstat (v. 5.0) (AYRES et al., 2005).

3. Resultados

3.1. Avaliacdo, em campo, da resposta visual de machos e fémeas de flebotomineos a

cartdes adesivos com diferentes cores

Foi capturado um total de 132 flebotomineos distribuidos em 11 espécies (Tab. 1). As
trés espécies mais abundantes foram Lutzomyia longipalpis s.1. (32%), L. sordellii (26%) e L.
antunesi (17%). As outras nove espécies capturadas somaram 132 espécimes (25% do total),
sendo que setes destas nao foram atraidas pelas cores ou pelas luzes adaptadas nos cartées. O
cartdo branco a 1,5 m capturou maior nimero de individuos (8), seguido pelos de cores azul
(5), preto (4) e prata (2), porém devido a baixa densidade de insetos ou mesmo a pouca
eficiéncia dos cartdes os dados ndo foram conclusivos. A CDC modificada utilizada como

controle durante todas as noites capturou 112 flebotomineos (85% do total).

3.2. Avaliacéo do tempo de duracéo da luzes quimicas (do tipo Lightsticks)

A cor de maior duragdo foi a verde com oito horas de luminosidade, a de menor
duracdo foi a pulseira azul, com apenas trés horas. As outras cores obtiveram resultados
proximos, com uma média de quatro/cinco horas. A luz incandescente durou em média 12
horas (alimentada por quatro pilhas tipo “D”).

Utilizando apenas uma pulseira, obtiveram-se as seguintes medidas de Lux: luz verde
(15Lux), luz vermelha (4Lux), luz amarela (4Lux), luz laranja (3Lux), luz azul (3Lux). Esses
valores correspondem as médias de cada cor, em um total de 10 repeticdes/cor. Para a luz
incandescente foi observado 60Lux de intensidade. As medidas foram conferidas, também,

com o decorrer do tempo e verificou-se uma reducdo brusca na intensidade luminosa depois
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de 30 minutos de exposi¢do ao Luxdmetro. Esta reducdo foi por volta de 80% na intensidade,
para todas as cores. A partir da distancia de 30cm, ndo houve registro de Lux (a marcag@o no
aparelho foi zero). Para a luz incandescente, na distancia de 30cm foi conferida uma medigao

de 20Lux e na distancia de 100cm, ndo tinha mais registro no Luxdmetro.

3.3. Comparacéao da CDC com luz incandescente e CDC com luz quimica

Foi capturado o total de 2.544 flebotomineos (Tab. 2), sendo 1.602 (55%)
identificados como a espécie L. longipalpis s.l. (Tab. 3). A maior captura de espécimes de
flebotomineos foi observada na armadilha utilizando luz quimica verde (64%), em relagdo ao
controle (luz incandescente, 20%) ou as demais cores, as quais somaram 12% do total. Este
resultado foi obtido devido a uma grande concentracdao de flebotomineos na casa 4, durante
uma das noites (Tab. 2), o que permitiu observar que a luz verde poderia substituir a luz

incandescente, estando a populacdo em alta ou baixa densidade.

Tabela 1- Espécies de flebotomineos capturados pelos cartoes adesivos com diferentes cores
(azul, branco, prata e preto) a 40 cm, 1 m e 1,5 m e pela CDC (controle) em Barcarena, PA
(27/02 a 11/03/2007).

Cartoes
L. Azul Branco Prata Preto
Especies 20 1 15 40 1 15 40 1 15 40 1 15 cpC Total
Cm M mMm C¢M M m c¢m m m c¢m m m

Lutzomyia longipalpis s.l. 1 2 2 0o o0 5 0 0 1 0 0 1 29 41
L. sordellii 0 0 O 0 0 1 0 0 1 1 0 2 30 35
L. antunesi 0 0 O o 0 O 0 0 O 0O 0 o0 23 23
L. gomezi 0 0 O o 2 0 0 0 O 0 0 O 11 13
L. trinidadensis 0O 0 o 0O 0 0 0 0 O 0 0 O 9 9
L. davisi 0 0 O o 0 O o0 0 O 0 0 O 4 4
L. pusilla 0 0 O o 0 O o0 0 O 0 1 0 2 3
L. brachipyga 0 0 O o o0 O 0 0 O 0 0 O 1 1
L. dasypodogeton 0 0 O o o0 O 0 0 O 0 0 O 1 1
L. paraensis o 0 O o o0 o0 o0 0 O 0O 0 O 1 1
L. tuberculata 0 0 O 0 0 0 0 0 O 0 0 O 1 1
Total 1 2 2 0 2 6 0 0 2 1 1 3 112 132
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Tabela 2- Numero de flebotomineos capturados por armadilha ¢ por casa em Chapada
Gatcha, MG (4 repetigoes) (06/12-26/12/2007).

Casa

Armadilha CDC Total
1 2 3 4

Luz incandescente 194 74 89 143 500

Luz verde 43 20 77 1.478 1.618

Luz azul 54 0 36 221 311

Luz vermelha 13 6 4 92 115

Total 304 100 206 1.934 2.544

Tabela 3- Numero de individuos da espécie Lutzomyia longipalpis s.l. (machos e fémeas)
capturados pela armadilha CDC contendo diferentes cores de luzes neon (luz quimica) em
Chapada Gaucha, MG (06/12-26/12/2007).

Armadilha CDC L”tzogy ia longip aép i (fénl}ee;fl,flzzho) Total
Luz verde 618 232 2,66 850
Luz azul 133 86 1,55 219
Luz vermelha 44 62 0,71 106
Luz incandescente 328 99 3,31 427
Total 1.123 479 2,34 1.602

Quando avaliado somente para a espécie L. longipalpis s.l., a armadilha CDC com a
luz verde apresentou maior captura da espécie (850 espécimes), porém este nimero nao
manteve uma periodicidade, sendo elevado somente em uma noite de captura. A maior
relacdo de captura entre os sexos (fémeas/ machos) foi com a armadilha CDC controle, com
uma proporcdo de 3,31, seguida pela luz verde (2,66); luz azul (1,55), vermelha (0,71). Todas
as cores possibilitaram maior captura de machos que fémeas, exceto a vermelha. Nao foi
observada diferenca significativa entre as CDCs com as diferentes cores das luzes quimicas,

para machos ou para fémeas da espécie L. longipalpis s.. (ANOVA, p> 0,05) (Fig. 13).

3.4. Comparacdo da CDC com luz incandescente e CDC com luz quimica verde

Os resultados deste experimento mostraram que a comparagdo da CDC com luz
incandescente e CDC com luz quimica verde (cinco unidades) permitiram uma captura de 283
e 222 flebotomineos, respectivamente (Mann-Whitney, p> 0,05) (Fig. 14), confirmando

novamente a eficiéncia da luz verde.
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3.5. Comparacéo da CDC com luz incandescente com protétipos da nova armadilha (P1)

Foi capturado um total de 532 flebotomineos da espécie L. longipalpis s.I. sendo 238
na CDC, 116 no P1 [1,5], 92 no P1 controle € 86 no P1 [2,0] (Tab. 4). Quando comparados os
prototipos (P1), os septos de borracha com o feromonio sintético ndo potencializaram a
captura de L. longipalpis s.l. em relagdo ao cartdo controle (cartdo com o septo sem atraente) e
o mesmo foi observado quando comparados com a CDC (ANOVA, p> 0,05) (Fig. 15). No
entanto, foi observado que a luz quimica verde continuou sendo atrativa para flebotomineos.

O feromonio sintético do macho na concentragdo de 1,5 mg/50ul acrescido no cartdo
possibilitou maior captura de fémeas que o cartdo controle, porém o mesmo nao foi observado
para a conscentragdo de 2 mg/50ul. Ndo foi observada maior captura de flebotomineos
quando comparados o cartdo que continha feromonio em relagdo ao cartdo controle (com luz e
sem feromonio). Nos tratamentos ndo foi observada diferenca significativa entre as fémeas

(ANOVA, p> 0,05) ou mesmo entre os machos (Kruskal-Wallis, p> 0,05) (Tab. 4; Fig. 16).
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Figura 13- Média de captura de Lutzomyia longipalpis s.1. por armadilha CDC com diferentes
fontes luminosas (3 unidades): (LNV= luz neon verde. LI= luz incandescente; LNA= luz neon

azul; LNVe= luz neon vermelha) (Letras iguais indicam auséncia de diferenca significativa.,
ANOVA, p> 0,05).
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Armadilhas CDC

Figura 14- Comparacdo entre o efeito da luz incandescente produzida por pilha (1,5 volts) e a
luz quimica verde (5 unidades) na captura de flebotomineos (Mann-Whitney, p> 0,05)
(Chapada Gaticha, Minas Gerais — 28/02-01/03/2008).

Tabela 4- Numero de Lutzomyia longipalpis s.l. capturados pela armadilha CDC e os
prototipos P1 [2,0] (cartdo+luzes+septo 2,0 mg/50ul de feromoénio sexual); P1 [1]
(cartdo+luzes+septo 1,5 mg/50ul de feromdnio sexual); P1 controle (cartdo+luzes+septo) em
Chapada Gautcha, MG (27/02-01/03/2008). (Feromonio sintético: 9-metil-germacreno-B).

Tratamentos
CDC P1 [2,0] P1[1,5] P1-controle

Sexos M F M F M F M

Total

15 55 2 0 21 49 37 59 238
7 4 8 9 24 32 1 1 86

29 32 13 14 6 3 1 18 116

L. longipalpis s.1.

21 21 6 5 20 17 2 0 92
Total 72 112 29 28 71 101 41 78 532
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Figura 15- Média de captura de Lutzomyia longipalpis s.l. nas armadilhas CDC e o Pl
(cartoestluz verde, com ou sem feromdnios). O simbolo [] representa a concentragdo de 2,0

mg/50ul e 1,5 mg/50ul do feromonio sintético 9-metil-germacreno B no P1. (ANOVA, p>
0,05).

O Machos @ Fémeas

A 45 -

EH'J A

- A

2 A

g 35 4 a

2 30 4

S a

g 251

2

= 20 a

2 15 a A

< 10

S

F 2 o

)

= 0

~

CDC P11[2,0] P1[1,5] P1 controle

Tratamentos

Figura 16- Média de machos e fémeas de Lutzomyia longipalpis s.l. capturados por
tratamento. O simbolo [] representa a concentragdo de 2,0 mg/50ul e 1,5 mg/50ul e do
feromonio sintético 9-metil-germacreno B no P1. (Letras iguais indicam auséncia de diferenca
estatistica; Machos= Kruskal-Wallis, p> 0,05; Fémeas= ANOVA, p> 0,05).
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3.6. Comparacdo da eficiéncia de captura da espécie entre a armadilha CDC e uma
Leishtrap

Teste 1: comparacao da taxa de captura de uma CDC e uma Leishtrap (P2)

Durante o experimento foram capturados 684 flebotomineos, sendo que na CDC e no
P2 foram encontrados 584 e 100 flebotomineos, respectivamente (Mann-Whitney, p< 0,05)
(Fig. 17). A relacdo de captura entre a CDC e o P2 (CDC/P2) foi de 5:1 flebotomineos, sendo
que ambas capturaram mais machos que fémeas. Na Tabela 5 pode se comparar o nimero de
espécimes capturados na armadilha CDC e do P2 para L. longipalpis s.I. Do total de
flebotomineos (684), 293 (43%) pertenciam a espécie, sendo capturados 240 individuos na
CDC e 53 no P2. Mesmo sendo observado um numero superior de L. longipalpis s.l.
capturados pela CDC nao foi observada diferenga significativa quando comparada ao P2 (Fig.
18) (Teste t, p> 0,05). A média de captura se mostrou semelhante na CDC e no P2 quando
comparados machos (Teste t, p> 0,05) e fémeas (Mann-Whitney, p> 0,05) da espécie (Fig.

19), embora a CDC tenha capturado, nitidamente, mais individuos que o prototipo (Tab. 5).
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Figura 17- Média de flebotomineos capturados nas armadilhas CDC e em uma Leishtrap (P2)
(Chapada Gaucha, MG) (Mann-Whitney, p< 0,05).
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Tabela 5- Numero de Lutzomyia longipalpis s.l. capturados na armadilha CDC e em uma
Leishtrap (P2), de acordo com o sexo dos espécimes, em Chapada Gaucha, MG (13/12-
18/12/2008).

CDC P2

Dias Macho Fémea Macho Fémea

1 3 2 1 1

2 3 1 1 2

3 0 3 0 0

4 84 44 20 5

5 14 6 6 4

6 53 27 6 7
Total 157 83 34 19
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Figura 18- Média de Lutzomyia longipalpis s.l. capturados nas armadilhas CDC e em uma
Leishtrap (P2) (Teste t, p> 0,05).
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Figura 19- Média de Lutzomyia longipalpis s.1. (por sexo) capturados nas armadilhas CDC e
em uma Leishtrap (P2) (a= Teste t, p> 0,05; b= Mann-Whitney, p> 0,05).
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Teste 2: comparacao da taxa de captura de uma CDC e duas unidades da Leishtrap (P3)

Durante as noites de captura foi registrado um total de 2.925 flebotomineos, sendo que
na CDC e no P3 foram encontrados 2.000 e 925 flebotomineos, respectivamente (Mann-
Whitney, p< 0,05) (Fig. 20). A relagdo de captura entre a CDC e o P3 (CDC/P3) foi de 2:1
flebotomineos, respectivamente, sendo que ambas capturaram mais fémeas que machos.

A Tabela 6 mostra o rendimento de captura da armadilha CDC e do P3 para L.
longipalpis s.l. Do total de flebotomineos (2.925), 1.425 (49%) pertenciam a espécie, onde
foram capturados 971 individuos na CDC e 454 no P3. Assim como no teste anterior (teste 1)
foi observado um numero superior de L. longipalpis s.l. capturados pela CDC e também nao
foi observada diferenca significativa quando comparada ao P3 (Fig. 21) (Mann-Whitney, p>
0,05). Nao houve diferenga significativa na captura entre a CDC e no P3 quando comparados
machos (Teste t, p> 0,05) e fémeas (Mann-Whitney, p> 0,05) da espécie (Fig. 22), embora,
assim como no teste 1 a CDC tenha capturado, nitidamente, mais individuos que o protétipo

(Tab. 6).

3.7. Avaliacdo dos prototipos da armadilha Leishtrap (P2 e P3) para a captura de

Lutzomyia whitmani

Durante o experimento, foram capturados 5.259 flebotomineos no total, 1.390 pela
armadilha Leishtrap (P2+P3) e 3.869 pela CDC luminosa. Do total de flebotomineos
capturados, a espécie L. whitmani representou 89% (4.694 individuos), 2.565 machos ¢ 2.084

fémeas.
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Figura 20- Média de flebotomineos capturados nas armadilhas CDC e em duas unidades da
Leishtrap (P3) (Chapada Gaucha, MG) (Mann-Whitney, p> 0,05).
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Tabela 6- Numero de Lutzomyia longipalpis s.l. capturados na CDC e em duas unidades da
Leishtrap (P3) (P3), de acordo com o sexo dos espécimes em Chapada Gaucha, MG (19/12-
25/12/2008).

CDC P3

Dias Macho Fémea Macho Fémea

1 127 525 50 258

2 130 27 27 11

3 49 28 12 44

4 14 30 5 28

5 2 5 1 6

6 17 17 5 7
Total 339 632 100 354
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Figura 21- Média de Lutzomyia longipalpis s.l. capturados nas armadilhas CDC e em duas
unidades da Leishtrap (P3) (Mann-Whitney, p> 0,05).
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Figura 22- Média de Lutzomyia longipalpis s.1. (por sexo) capturados nas armadilhas CDC e
em duas unidades da Leishtrap (P3) (a= Teste t, p> 0,05; b= Mann-Whitney, p >0,05).
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Observou-se que ao utilizar uma unidade da Leishtrap (P2), foram capturados 791 L.
whitmani, enquanto a CDC capturou 2.921 espécimes, obtendo a razdo de 4:1
(CDC/Leishtrap). A captura de machos foi maior que a de fémeas em ambas as armadilhas.
Essa razdo diminui para 1:1 quando se utilizou duas unidades da Leishtrap (P3), em um total
de 984 individuos capturados, com maior captura de fémeas que machos. A Tabela 7
compara a taxa de captura da armadilha CDC e dos prot6tipos P2 e P3 para L. whitmani.

Nao foi observada diferenga significativa entre o numero de exemplares de L.
whitmani capturados entre as armadilhas CDC e Leishtrap (P2) (Teste t, p> 0,05) ou mesmo
entre o nimero de machos (Teste t, p> 0,05) e fémeas (Mann-Whitney, p> 0,05) de L.
whitmani nas armadilhas (Fig. 23). Devido ao baixo numero de repeti¢cdes, essas analises nao

puderam ser feitas para o P3.

Tabela 7- Numero de Lutzomyia whitmani capturados na CDC em relacdo a uma unidade
(P2) e a duas unidades da Leishtrap (P3), de acordo com o sexo dos espécimes em Ilhéus, BA
(30/03-14/04/2010).

. N° de CDC Leishtrap (P2
Dias pontos M - s P (F ) Total
30/3/2010 6* 104 22 50 2 178
31/3/2010 6* 651 87 46 16 800
1/4/2010 3wk 233 105 175 31 544
10/4/2010 3x* 37 11 2 9 59
6/4/2010 6* 357 757 204 148 1.466
7/4/2010 6* 297 260 71 37 665
Total 1.679 1.242 548 243 3.712

. N° de CDC Leishtrap (P3
Dias pontos M - M P (F ) Total
13/4/2010 3* 155 225 166 220 766
14/4/2010 3* 84 57 37 38 216
Total 239 282 203 258 982

* Localidade I- Fazenda Cipo6 1° (14°02°S e 39°15°W)
** Localidade II- Fazenda Gonsalo (14°50°S ¢ 39°10°W)
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Figura 23- Média de Lutzomyia whitmani. (por sexo) capturados nas armadilhas CDC e em
uma unidade da Leishtrap (P2) (a= Teste t, p> 0,05; A= Mann-Whitney, p >0,05).

4. Discussao

A armadilha luminosa CDC (SUDIA & CHAMBERLAIN, 1962) ¢ considerada uma
armadilha padrdo para captura de vetores de leishmanioses. Uma modificagdo dessa
armadilha, denominada HP (PUGEDO e al. 2005), foi desenvolvida no Brasil e se mostrou
tdo eficiente quanto a CDC na captura de flebotomineos. Ambas apresentam valor elevado no
mercado e um baixo potencial de uso em grande escala, devido a pouca especificidade.
Teoricamente, essas armadilhas devem funcionar durante o periodo noturno (escotofase) por
até 12 horas. Para o seu funcionamento, utilizam-se quatro pilhas grandes/noite para girar um
ventilador e manter a lampada incandescente funcionando. Com isso, uma grande limitagdo
destas em larga escala ¢ o uso de pilhas ou baterias e seu alto custo no mercado, além do
transporte em grande niimero, risco de roubo e manutengdo onerosa. Uma forma de substituir
a energia empregada no ventilador da CDC ou HP (armadilha ativa) poderia ser o uso de
cartdo adesivo (armadilha passiva), como os descritos por MAROLI et al. (1997). Estes sao
confeccionados com um papel (geralmente branco) ou plastico untado com o6leo de ricimo,
onde os flebotomineos sdo capturados por contato. Podem ser instaladas no interior de
residéncias ou ao redor de anexos domiciliares para captura de flebotomineos que vao se
alimentar ou mesmo utilizadas para estudos de densidade e varia¢des estacionais de diferentes

espécies (TATCHER & HERTIG, 1966; MAROLI et al., 1997). Essas armadilhas podem ser
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colocadas ao nivel do solo com uma estaca ou suspensas acima deste (WHEELER et al.,
1996; MAROLI et al., 1997).

Na fase inicial do estudo, foram testados cartdes adesivos de diferentes cores e alturas,
com luz incandescente para a captura de L. longipalpis s.l. Embora, aparentemente, o cartdo
branco a 1,5m tenha apresentado um melhor resultado, maiores inferéncias, quando
comparadas as cores, ndo puderam ser feitas devido ao baixo numero de individuos
capturados. Armadilhas com luz incandescente, de cor branca, posicionadas a 1,5m, sdo
utilizadas e preconizadas como forma de captura de insetos noturnos (SUDIA &
CHAMBERLAIN, 1962; REBELO, 2001; PUGEDO et al., 2005) embora, para
flebotomineos, o estimulo luminoso pareca ter importancia secundaria para a localiza¢ao de
um hospedeiro (GIBSON & TORR, 1999).

A producdo de luz quimica por pulseiras de neon, como as utilizadas no presente
trabalho, surgiu como uma alternativa para substitui¢do da luz incandescente, em um primeiro
momento, para eliminar um par de pilhas da armadilha CDC, reduzindo seu custo. No
entanto, ndo se conhecia sua intensidade luminosa e durabilidade. Em laboratério
(experimento 2) demonstrou-se que a luz quimica verde possuia maior intensidade luminosa
quando comparada as outras cores (azul, vermelha, amarela e laranja). Como demonstrado, a
lampada incandescente da CDC (3 watts) apresentou 60 Lux enquanto a luz quimica verde, 15
Lux. Para alcancar a intensidade produzida para luz incandescente foram utilizadas 5 luzes
quimicas na CDC. Outro ponto relevante ¢ que a luz quimica verde apresentou durabilidade
de aproximadamente oito horas. Mesmo quando utilizada somente trés unidades das luzes
quimicas nas diferentes cores (experimento 3), foi demonstrado que a CDC iscada com as
diferentes cores ndo diferiu significativamente da luz incandescente, na captura de
flebotomineos ou mesmo da espécie L. longipalpis s.l. Uma melhor captura na CDC
utilizando luzes quimicas (trés unidades), em relacdo ao controle (luz incandescente), foi
devido a uma captura aproximada de 1.500 individuos em uma tinica noite por esta armadilha.
Entretanto, foi possivel confirmar, com estes testes que a luz verde atraia flebotomineos,
confirmando sua eficacia como possivel substituta para a luz incandescente. Comparando as
cores utilizadas no experimento, o resultado corrobora MELLOR et al. (1996), que indicaram
uma atratividade de L. longipalpis s.1., pela faixa de cores onde o verde estd presente (520 a
546 nm). HOEL et al. (2007) adaptaram “light emitting-diodes” (LED) em armadilhas CDC e
observaram que o LED vermelho atraiu, significativamente, mais Phlebotomus papatasi para

a armadilha que as outras cores, incluindo a luz incandescente. A menor captura da espécie foi
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feita na armadilha que continha LED verde (HOEL et al., 2007). BURKETT et al. (2007)
demonstraram que a armadilhas do tipo “stick trap” iscadas com luz quimica vermelha
capturaram mais flebotomineos no Iraque, quando comparada a outras cores, porém sua
eficiéncia nao foi mais que a da CDC. No presente trabalho a luz quimica verde possibilitou
maior captura de L. longipalpis s.I. que a vermelha, em armadilhas do tipo CDC. Esta
observacao estd de acordo com BURKETT ef al. (1998) que encontraram taxas de capturas de
culicideos em ordem decrescente para luzes verde, incandescente, azul e vermelha, como no
presente trabalho.

Foi demonstrado no experimento 4, que a armadilha CDC obteve maior eficiéncia de
captura em relacdo ao P1 confeccionado. A CDC ¢ uma armadilha ativa (ventilador) enquanto
o cartdo com cola (ou untado com 6leo de ricimo) um método passivo (o inseto deve pousar
no cartdo para ser capturado) (MAROLI et al., 1997). Estudos demonstram que a espécie L.
longipalpis s.1. tende a ser muito abundante durante toda noite, atingindo um pico de captura
na primeira metade noturna, variando entre 19:00 h e 23:00 h, dependendo da area e das
condigdes ambientais da regido (REBELO, 2001). Esse menor nimero de flebotomineos
capturados pelos cartdes (P1) pode ser devido ao comportamento da espécie aliado ao seu
habito noturno, cuja durabilidade da luz quimica verde permitiria a atragao da espécie para o
cartdo. BRAY et al. (2009) demonstraram que liberadores com a concentragdo de 50ug do
feromonio sintético 9-metil-germacreno-B, iscados em armadilhas tipo “sticky trap”, atrairam
mais machos e fémeas de L. longipalpis s.l. que armadilhas controle (CDC). Os autores ainda
constataram, em laboratério, uma taxa de evaporagdo de 0,3-1ug durante nove horas. No
presente trabalho as taxas de liberagdo ou mesmo o liberador (septo de borracha) utilizado
com o atraente poderiam ndo ter sido ideais para captura da espécie, sendo que também ndo
foi calculada a taxa de evaporagdo do composto. No entanto, os prototipos P1 acrescidos com
as taxas 1,5 mg/50ul do feromonio sexual sintético 9-metil-germacreno-B capturaram mais
fémeas da espécie L. longipalpis s.l. (101) que os cartdes controle (78) e uma captura muito
semelhante a CDC (112), oferecendo indicios de uma possivel atracdo desse feromdnio para a
espécie em associagdo com a luz quimica. Entretanto, maiores inferéncias ndo puderam ser
feitas, pois em Chapada Gatcha foram encontrados trés morfotipos da espécie L. longipalpis
s.l., possibilitando evidenciar a presenga de diferentes feromonios, ndo somente o 9-metil-
germacreno-B, como ja demonstrado para outras regides onde a espécie ocorre em simpatria
(ARAKI et al., 2009). Aliado a este fato, L. longipalpis s.l. tem sido caracterizados como um
complexo de espécies (AZEVEDO et al., 2000; BAUZER et al., 2007) onde fémeas de cada
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populagdo respondem, de forma distinta, aos feromdnios sexuais produzidos pelos machos
(JONES & HAMILTON, 1998).

Ao analisar a relagdo de captura de flebotomineos entre a CDC ¢ a armadilha
Leishtrap (P2 e P3) observou-se, para L. longipalpis s.l., que a razdo de 5:1 (CDC/P2) do teste
1 reduziu para 2:1 (CDC/P3). Essa mesma observagao foi feita para L. whitmani, cuja razao
cai de 1:1 (CDC/P3) o que torna interessante novos experimentos comparando a CDC com
mais de dois prototipos juntos. WHELER et al. (1996) encontraram uma relagcdo de captura de
flebotomineos de oito individuos (CDC/armadilha adesiva), taxa superior a do presente
trabalho. Como demonstrado que, a captura dessas espécies de flebotomineos, ao juntar mais
de um protdtipo da armadilha, torna-se positivo ou, possivelmente, 0 maior nimero de luzes
quimicas ¢ diretamente proporcional a captura de flebotomineos. Sabe-se que quanto maior a
intensidade de luz e/ ou superficie de contato maior o poder de agregagdo dos insetos (JONG,
1967) ¢ a eficacia de armadilhas adesivas (MAROLI et al., 1997). A razao entre os sexos dos
flebotomineos nas armadilhas CDC e adesivas mostra-se maior para fémeas indicando que
elas sdo mais atraidas pela luz (WHEELER et al., 1996) e a maior porcentagem de fémeas de
L. longipalpis s.l. em duas unidades da Leishtrap (78%) em relacdo aos machos (22%) pode
ser devido a luz quimica, embora 0 mesmo ndo tenha sido observado com uma unidade da
armadilha (P2). Essa maior porcentagem de captura de fémeas de L. whitmani também foi
observada utilizando duas unidades da Leishtrap e, assim como para L. longipalpis s.l., o
mesmo nao foi observado para uma unidade.

As armadilhas Leishtrap (P2 ou P3), mostraram-se eficientes na captura dessas
espécies de flebotomineos, porém novos testes deverdo ser realizados avaliando o tamanho da
area adesiva do cartdo, mais fontes luminosas e possivelmente diferentes cores. Entretanto,
como demonstrado pelos ensaios preliminares, essas novas armadilhas poderiam substituir a
CDC para pesquisas de fauna de flebotomineos.

Nos testes 1 e 2 do experimento 6, em que foi avaliado a Leishtrap (P2 e P3) na
captura de L. longipalpis s.l, foi observado que embora as taxas de capturas da espécie
tenham sido maiores na CDC, ndo houve diferenca estatisticamente significativa aos do P2 ou
P3. Também ndo houve diferenca na taxa de captura de L. whitmani quando comparadas a de
CDC e Leishtrap (P2). Mecanismos comportamentais pelos quais dipteros hematofagos
localizam o hospedeiro, por meio de estimulos quimicos (odor) e fisicos (umidade,
temperatura e visdo), t€m sido objetos de pesquisas (GIBSON & TORR, 1999). Trabalhos de

campo com insetos que apresentam comportamento crepuscular ou noturno, visando a
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resposta visual, sdo poucos conhecidos, embora se saiba que ambos os sexos sejam atraidos
por luz artificial emitidas por armadilhas (MELLOR et al., 1996). Para L. longipalpis s.L.,
sabe-se que a espécie apresenta um pico secundario, para percepgdo de luz, na regido azul-
verde-amarela de 520 a 546 nm, o que demonstra que a espécie pode distinguir cores e
intensidade. Tal fato teria importantes implicagdes no desenvolvimento de armadilhas
luminosas.

E importante enfatizar que estes resultados foram positivos e estimuladores, uma vez
que as pilhas usadas na armadilha CDC apresentam custos elevados, enquanto que a luz
quimica (= pulseiras de neon) ¢ de baixo custo no mercado, reduzindo assim o seu custo,
problemas ambientais com descarte das baterias ¢ o seu peso para o transporte de grande
quantidade de pilhas. Ao contrario, o cartdo adesivo pode ser feito com material reciclavel,
ndo poluindo, portanto, o meio ambiente. VAVRA et al. (1974) realizando testes para captura
de mosquitos no Panama com diferentes fontes e cores de luz adaptadas em armadilha CDC,
ndo encontraram diferenga entre atracdo de luz quimica e luz incandescente, recomendando a
utilizagdo e substitui¢do da luz incandescente da armadilha CDC.

Os resultados obtidos no presente trabalho sdo promissores do ponto de vista da
eficiéncia da Leishtrap, na sua facilidade de instalagdo, recolhimento e retirada dos
flebotomineos do cartdo e¢ do baixo custo para confeccdo. No entanto, faz-se necessario
avangar as pesquisas e verificar os custos e beneficios que a Leishtrap (P2 ou P3) ofereceriam
em relacdo a CDC, procurando esclarecer qual a melhor forma de emissdao da luz quimica

verde e qual o melhor material para confeccionar a nova armadilha.
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