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Resumo

A leishmaniose visceral € causada pelo protozoério Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi (Cunha & Chagas, 1937) no Novo Mundo e, por espécies do
complexo donovani (Laveran & Mesnil, 1903), no Velho Mundo (Missawa et al.,
2011). Em virtude da leishmaniose fazer parte do grupo de Doencas Tropicais
Negligenciadas (Organizacdo Mundial da Saude, 2018) é importante estudar 0s
principais insetos da ordem Diptera, familia Psychodidae, tais como Lutzomyia
longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) e Lutzomyia cruzi (Mangabeira, 1938) porque a
primeira espécie apresenta grande capacidade vetorial e estd amplamente
distribuida pela América e, a segunda é vetora na regido central do Brasil, sendo as
fémeas morfologicamente indistinguiveis de Lutzomyia longipalpis. Desse modo, é
importante a aplicacdo de novas ferramentas para identificagdo de diferengas
populacionais interespecificas. O presente estudo tem como objetivo geral avaliar
diferentes populagbes de Lutzomyia longipalpis (machos) de diferentes biomas e
comparar com populacdo de Lutzomyia cruzi (machos) através da morfometria
geométrica de asas. As especies de Lutzomyia longipalpis oriundos dos municipios
de Floriano — Piaui, Sobral — Ceara e Lutzomyia cruzi de Corumba — Mato Grosso do
Sul foram coletados com armadilha CDC modelo HP e processados para montagem.
Foram utilizados espécimes de Lutzomyia longipalpis da colecdo da Faculdade de
Saude Publica das localidades: Serra da Bodoquena — Mato Grosso do Sul e
Mariapolis — Sdo Paulo. Na andlise do tamanho do centroide utilizando 13 marcos
anatdbmicos (landmarks) das asas foi observado que o0s espécimes que
apresentaram diferencas significativas foram: Lutzomyia longipalpis dos Estados do
Mato Grosso do Sul, Ceara e Piaui (p < 0,0001); Lutzomyia longipalpis dos Estados
do Piaui e Sdo Paulo (p < 0,0002); Lutzomyia cruzi do Estado do Mato Grosso do
Sul (p < 0,0001) quando comparado aos espécimes de Lutzomyia longipalpis dos
Estados de Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo. A morfometria geométrica das asas €
uma técnica capaz de diferenciar espécies de flebotomineos. Com a andlise do
tamanho do centroide e utilizando os 13 marcos anatdmicos (landmarks) das asas
observam-se diferencas na conformacdo das mesmas nas populacfes de Lutzomyia

longipalpis e entre as populacdes de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi.

Palavras chaves: Flebotomineos, leishmanioses, diferenca interespecifica

viii



Abstract

Visceral leishmaniasis is caused by the protozoan Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi (Cunha & Chagas, 1937) in the New World and by species of the donovani
complex (Laveran & Mesnil, 1903) in the Old World (Missawa et al., 2011). Due to
leishmaniasis being part of the Neglected Tropical Diseases group (World Health
Organization, 2018) it is important to study the main insects of the order Diptera,
family Psychodidae, such as Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) and
Lutzomyia cruzi (Mangabeira, 1938) because the first species has a great vector
capacity and is widely distributed throughout the Americas, and the second is a
vector in central of Brazil, with females being morphologically indistinguishable from
Lutzomyia longipalpis. In this way, it is important to apply new tools to identify
intra/interspecific population differences. The present study has the general objective
of evaluating different populations of Lutzomyia longipalpis (males) from different
biomes and comparing them with the population of Lutzomyia cruzi (males) through
the geometric morphometry of the wings. The species of Lutzomyia longipalpis from
the municipalities of Floriano - Piaui, Sobral - Ceara and Lutzomyia cruzi from
Corumba - Mato Grosso do Sul were collected with CDC model HP trap and
processed for assembly. Also, Lutzomyia longipalpis specimens from the collection of
the Public Health Faculty of the localities: Serra da Bodoquena - Mato Grosso do Sul
and Mariapolis - Sdo Paulo, were used. In the analysis of the centroid size using 13
landmarks of the wings, it was observed that the specimens who presented
significant differences were: Lutzomyia longipalpis from the States of Mato Grosso do
Sul, Ceara and Piaui (p <0.0001); Lutzomyia longipalpis from the states of Piaui and
Sado Paulo (p <0.0002); Lutzomyia cruzi from the State of Mato Grosso do Sul (p
<0.0001) when compared to the specimens of Lutzomyia longipalpis from the states
of Mato Grosso do Sul and Sao Paulo. The geometric morphometry of the wings is a
technique capable of differentiating species of sand flies. With the analysis of the size
of the centroid and using the 13 landmarks of the wings, differences in the
conformation of the same were observed among the populations of Lutzomyia

longipalpis and among the populations of Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia cruzi.

Keywords: Phlebotomines, leishmaniasis, interspecific difference
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmanioses

As leishmanioses sdo infeccbes cujos agentes etiolégicos sé&o
protozoarios flagelados do género Leishmania Ross, 1903, Ordem
Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae; tais parasitas, obrigatoriamente,
habitam os macréfagos de hospedeiros vertebrados. A sua transmissdo
ocorre apos a picada de espécimes fémea de flebotomineos infectadas por
leishméanias. A infeccdo pode ocorrer por 15 espécies agrupadas nos
subgéneros Leishmania e Viannia (Organizacdo Pan-Americana de Saude,
2014) (Figura 1).

As leishmanioses no Novo Mundo podem ser divididas em Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral Americana (LVA) e,
com manifestagbes clinicas diversas, podendo evoluir desde a cura
espontanea até a morte.

A LTA pode apresentar trés aspectos clinicos: leishmaniose cutanea,
com lesdes cutaneas, ulcerosas ou nao, no local da picada do flebotomineo
ou metastase linfatica (ex: Leishmania (Viannia) guyanensis); leishmaniose
muco-cutanea, de lesdes severas, com comprometimento naso-buco-
faringeano, e a leishmaniose anérgica difusa, com lesGes cutaneas
disseminadas, que ocorre geralmente em individuos anérgicos com
deficiéncia especifica de imunidade.

A leishmaniose visceral (LV) é causada pelo parasito Leishmania (Le.)
infantum chagasi (Cunha & Chagas, 1937) no Novo Mundo e por espécies do
complexo donovani (Laveran & Mesnil, 1903) no Velho Mundo (Missawa et
al., 2011). Na LVA ocorre o comprometimento do figado, do baco, da medula
O0ssea e dos tecidos linfoides podendo progredir para um quadro bastante
grave e, se nao tratada de forma adequada e precocemente, pode levar o
paciente a morte. Dada a sua incidéncia e alta letalidade, especialmente em
individuos nao tratados e criancas desnutridas, tem tido, mais recentemente,
sua clinica agravada por conta de individuos portadores da infec¢éo pelo HIV
(Brasil, 2006; OMS, 2010).
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Figura 1: Classificacdo taxondmica atual de espécies de Leishmania spp., considerando a descricao
original das espécies propostas com base em critérios extrinsecos e a partir dos resultados obtidos por
meétodos bioquimicos e moleculares (Fonte: Adaptado de Akhoundi, M. et al., 2017).

1.2.Leishmania

Os parasitos possuem duas formas, morfologicamente distintas: a
promastigota, presente no trato digestivo do vetor, e a amastigota, encontrada
nas células fagociticas do hospedeiro vertebrado (Lainson et al.,1987; Killick-
Kendrick,1990). As formas promastigotas (15-23 um) estao presentes no meio
extracelular, na luz do trato digestivo do flebotomineo. As formas amastigotas,
ingeridas durante o repasto sanguineo da fémea de flebotomineo, se
diferenciam em formas promastigotas (flagelo livre), que sdo posteriormente
inoculadas, apos o ciclo gonotréfico do inseto, na pele de mamiferos durante
uma segunda hematofagia. Nos mamiferos hospedeiros, 0s parasitos
assumem a forma amastigota (flagelo intracelular), arredondada e imével (3-6
gm), e se multiplicam obrigatoriamente dentro de células do sistema

monocitico fagocitario (especialmente macréfagos). A medida que as formas



amastigotas se multiplicam dentro dos macrofagos, os mesmos sofrem
apoptose e assim liberando parasitos que séo fagocitados por outros
macroéfagos (Almeida, 2009) (Figura 2).

Figura 2: Ciclo biolégico de Leishmania spp (Fonte: Adaptado de Organizacdo Mundial
de Saude, 2010).

Estes parasitos possuem a seguinte posicdo sistematica (Levine et al.,
1980):

Reino: PROTISTA Haeckel, 1866

Subreino: PROTOZOA Goldfuss,1817

Filo: SARCOMASTIGOPHORA Honigberg & Balamuth, 1963

Subfilo: MASTIGOPHORA Desing,1866

Classe: ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909

Ordem: KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963, emend. Vickerman,1976
Subordem: TRYPANOSOMATINA Kent, 1880

Familia: TRYPANOSOMATIDAE Doflein,1901, emend. Grobben, 1905

A leishmaniose faz parte do grupo de Doencas Tropicais Negligenciadas
(DTNs) (Organizacdo Mundial Da Saude, 2018). As DTNs estdo presentes
principalmente em paises subdesenvolvidos e emergentes (em

desenvolvimento).



Atualmente, ndo h& vacina disponivel para prevencdo das
leishmanioses. Contudo, medidas preventivas pessoais tém sido sugeridas,
tais como: evitar atividades ao ar livre desde o anoitecer até o amanhecer,
utilizacdo de mosquiteiros, uso de roupa protetora e repelente para insetos; e
construgcédo de casas, deixando uma distancia de pelo menos 400 metros a
partir do limite das florestas ou areas de vegetacdo densa (Organizacdo Pan-
Americana de Saude, 2014).

1.3. Leishmaniose Visceral

A LV é uma enfermidade sistémica caracterizada por febre de longa
duracéo, hepatoesplenomegalia (Figuras 3 e 4), perda de peso, diminuicdo da
forca muscular e anemia. Verificam-se ainda a presenca das sintomatologias
de febre e esplenomegalia associado ou ndo a hepatomegalia, como também
o diagnostico laboratorial, sendo eles complementares (0 hemograma) ou
imunoldgicos (exames sorolégicos, Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA) sao invariavelmente reativos e a Intradermorreacao
de Montenegro (IDRM) e o parasitologico (aspirado de médula Ossea ou
baco) (Brasil, 2014).

Figura 3: Paciente em fase aguda com
Leishmaniose Visceral (Fonte: Adaptado
de Brasil. Manual de Vigilancia e Controle
da Leishmaniose Visceral. 1. ed. Brasilia:
Editora do Ministério da Saude, 2014.).



A agilidade no tratamento (Barbosa et al., 2016) e uma organizacédo dos
servicos de saude contribui para as acdes de prevencdo e controle das

leishmanioses, ocorrendo assim a diminuicdo da taxa de mortalidade

Figura 4: Paciente em fase aguda com

Leishmaniose Visceral. (Fonte: Adaptado

de Brasil. Manual de Vigilancia e Controle

da Leishmaniose Visceral. 1. ed. Brasilia:
Editora do Ministério da Saude, 2014.).

(Organizacdo Pan-Americana de Saude, 2017) (Figura 5).
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Figura 5: Numero de mortes e letalidade por leishmaniose visceral,

Ameéricas, 2012 - 2015. (Fonte: Adaptado de Organizagdo Pan-Americana de
Saude. Informe Leishmaniose N° 5 — Abril de 2017).




No ano de 2013 o Brasil e juntamente com Sudéo, Sudéo do Sul, Etiopia,
india e Bangladesh, lideraram o nimero de casos registrados de LV (Figura
6).

Status de endemicidade de leishmaniose visceral, em todo mundo, 2013
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c3s0s de LV importados
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Figura 6: Numero de casos de leishmaniose visceral no mundo em 2013. (Fonte: Adaptado de:

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis 2013 VL.png?ua=1)

A LV é classificada como a forma mais grave da leishmaniose, devido as
complicacBes e potencial de evoluir para a morte quando nao tratada. No
continente americano esta presente em 12 paises sendo que o Brasil
representa 96% dos casos. A Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS)
classifica a transmissdo de LV nos paises como transmissdo em expansao
(Argentina, Brasil e Paraguai), transmisséo estavel ou controlada (Colémbia e
Venezuela) e transmissdo esporadica (Costa Rica, Guatemala, Honduras,
Nicaragua, Bolivia, Guiana e México) (Organizacdo Pan-Americana de Saude,
2015).

Nas Américas foram notificados 52.176 de casos humanos de LV entre
2001 e 2015 (Figura 7). Sendo que somente em 2015 foram notificados 3.456
casos de LV em 8 paises, e desses numeros de casos notificados em 2015,
no Brasil foram 3.289 casos (Tabela I) (Organizagdo Pan-Americana de
Saude, 2017).
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Figura 7: Casos de leishmaniose visceral, segundo paises com maior ocorréncia de casos, Américas, 2001-
2015. (Fonte: Adaptado de SisLeish-OPAS/OMS: Dados reportados pelos Programas Nacionais/Servi¢cos

de Vigilancia; Organizacdo Pan-Americana de Salde. Informe Leishmaniose N° 5 — Abril de 2017)

Tabela I: Numero, Proporgdo de casos e Incidéncia de leishmaniose visceral segundo paises, Américas,

2012 -2015. (Fonte: Organizagdo Pan-Americana de Salde. Informe Leishmaniose N° 5 — Abril de 2017)

2012 2013 2014 2015

N° % Incid.Pop Indd. N° o  Incid. Pop Incid. N° % Incid. Pop  Incid. Incid. Pop Incid.

a . a . a , N°casos % casos a .

€asos  C@s0s  Risco Geral” €as0s Cas0s  Risco Geral” €asos  Cas0s  Risco Geral Risco Geral
Brasil 2,770 95.8 454 231 3253 958 435 271 3453 952 5.21 262 3289 952 4.09 254
Paraguai 7% 26 247 203 107 32 3.85 327 118 33 4.06 2.68 92 27 3.01 2.36
Venezuela 9 03 1.28 022 7 02 0.58 0.10 9 02 1.55 0.24 7 11 1.24 0.34
Col 6mbia 9 03 234 036 13 04 2.65 0.29 31 09 33 041 ik 0.6 7.04 0.63

Argentina 24 08 113 1.06 7 02 0.61 0.19 1 03 175 0.9 8 0.2 0.89 0.67
Honduras 0 00 0.0 0.0 301 121 0.67 2 01 312 031 6 0.2 24 0.34
El Salvador 0 00 0.0 0.0 1 005 274 0.90 0 00 0.0 0.0 0 0.0 0.0 0.0
Guatemala 0 00 0.0 0.0 1 005 158 1.98 0 00 0.0 0.0 2 01 19 19
México 4 01 0.57 0.21 4 01 0.59 0.22 0 00 0.0 0.0 1 0.0 4.3 0.1

215 3,3% 240 3624 1000

(Fonte: Adaptado de SisLeish-OPS/OMS: Dados reportados pelos Programas Nacionais de Leishmanioses/
Servigos de Vigilancia)

1- Incidéncia por 100.000 habitantes considerando a populagéo das &reas de transmisséo de LV em paises
e regides.

2- Incidéncia por 100.000 habitantes considerando a populacao total dos paises com transmissdo de LV.



1.4.Prevencéo e controle

Nos ultimos anos a OPAS e OMS em cumprimento com as Resoluc¢des
AMS 60.13 de 2007 e CD 49. R19 de 2009 vem realizando um trabalho
conjunto que fortalece as acdes de vigilancia e controle, visando reduzir as
formas graves da doenca, através do acesso ao diagndstico precoce,
tratamento adequado dos casos e reducdo do contato do homem-vetor
(Organizacdo Pan-Americana de Saude, 2015) (Figura 8). Quanto ao vetor, a
gestdo ambiental pode ser utilizada como medida preventiva, através da
limpeza de pétios e jardins, a fim de alterar as condicdes do ambiente,
guando eles oferecem lugares de criacdo e de estabelecimento das formas
imaturas do vetor (Organizagdo Pan-Americana de Saude, 2014).
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Figura 8: Ac¢des de vigilancia e controle nos paises latinos-americanos. (Fonte: Adaptado de

Organizacdo Pan-Americana de Saude. Informe Leishmaniose N° 3 — Julho de 2015).

1.5.Flebotomineos

O inseto vetor denominado flebotomineo (Figura 9), pertencente a ordem
Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. Conhecido
popularmente, dependendo da regido, como tatuquira, mosquito palha, birigui,
entre outros. Os vetores em geral ndo ultrapassam 0,5 cm de comprimento,
tendo pernas delgadas e longas, e o corpo densamente piloso. Tém como

caracteristica saltar durante os voos e mantém asas eretas, mesmo em



repouso. Somente as fémeas estdo adaptadas com o respectivo aparelho

bucal para realizar a hematofagia em vertebrados (Almeida, 2009).

Figura 9: Fémea de flebotomineo. (Fonte: Adaptado
de:http://www.who.int/leishmaniasis/Leishmaniasis_ve

ctor_hr.jpg?ua=1)

Os flebotomineos sao holometabolos, sendo assim passam pelas
seguintes fases: ovo, larva (quatro estadios), pupa e adulto (Forattini, 1973;
Sherlock, 2003). Os insetos adultos apresentam habito crepuscular noturno,
estendendo-se até o inicio da manhd, entretanto em ambientes onde a
incidéncia de luz é baixa podem apresentar atividade diurna (Forattini, 1973).
No que se diz respeito os habitos alimentares, o0 macho e a fémea alimentam-
se de fontes energéticas como néctares e mel de afideos e homopteros, mas
sendo a fémea a que realiza o processo de hematofagia, pois é
imprescindivel para maturacdo dos ovarios, fato esse que a torna capaz de
veicular determinados patdégenos (Forattini, 1973; Rangel & Lainson, 2003).

Os flebotomineos apresentam uma importancia na transmissdo de
agentes etiologicos de doencas, como: bartonelose, arboviroses e
especialmente as leishmanioses visceral e tegumentar (Bastos et al., 2016).

No Brasil, o principal vetor na transmissdo do protozoario Le. infantum
chagasi € a espécie Lutzomyia (Lu.) longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) que
apresenta grande competéncia vetorial e consegue se adaptar em diferentes
meios modificados pelo o homem, estando presente até em centros urbanos
de grandes cidades. Nos grandes centros urbanos a espécie pode ser
encontrada em ambientes peridomiciliares, areas como abrigos de animais,

com acumulo de lixo e matéria organica em decomposi¢do. No Brasil Lu.
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longipalpis faz-se presente em todas as regifes do pais e também esta
amplamente distribuida nas Américas, desde o México até a Argentina, sendo
um importante vetor em grande parte das areas onde ele se encontra
(Grimaldi et al., 1989).

Outro flebotomineo responséavel pela veiculacdo da mesma espécie de
leishméania é Lutzomyia (Lu.) cruzi (Mangabeira, 1938). Essa espécie é
incriminada como vetor em especial nos Estados de Mato Grosso do Sul e
Mato Grosso, principalmente nos municipios: Alto Araguaia, Bardo de
Melgaco, Barra do Garcas, Canarana, Chapada dos Guimarédes, Cuiaba, Dom
Aquino, Feliz Natal, Itiquira, Jaciara, Juina, Mirassol d’'Oeste, Nobres, Nova
Brasilandia, Nova Canaé do Norte, Paranatinga, Poconé, Pontal do Araguaia,
Poxoréo, Primavera do Leste, Rondonopolis, Rosario Oeste, Santo Antbnio do
Leverger e Sorriso (Missawa et al., 2006).

Essas duas espécies de flebotomineos apresentam caracteristicas
morfolégicas muito proximas onde as fémeas séo indistinguiveis e os machos
apresentam diferencas no tufo formado por quatro cerdas implantadas na
regido basal do gonocoxito. Em Lu. longipalpis as quatro cerdas sao
filiformes, enquanto que, em Lu. cruzi duas cerdas sdo semifolidceas e duas
filiformes.

Dessa forma, em areas que as duas espécies ocorrem em simpatria a
identificacdo especifica das fémeas ndo pode ser realizada, fato esse que
prejudica o reconhecimento do provavel vetor nesses locais.

Como se pode observar, as duas espécies vetoras apresentam grande
importancia na saude publica brasileira e, principalmente, devido a ampla
distribuicdo de Lu. longipalpis em diversas regiées do Brasil, pois ambos 0s
vetores sao transmissores de Le. infantum chagasi. Devido a grande
similaridade morfologica entre as duas espécies e da grande diversidade de
bioma que Lu. longipalpis esta presente, faz-se necessario a aplicacdo de

novas ferramentas para identificar diferencas populacionais e interespecificas.

1.6. Morfometria

A morfometria € um estudo estatistico da variacdo da forma em relagéo a

fatores causais (Bookstein, 1991). Essa técnica além de quantificar as formas
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biolégicas intervém sobre causas que levam as diferengas intra e
interespecificas, sendo amplamente utilizada para identificacdo de diferentes
organismos (Monteiro & Reis, 1999; Fornel & Cordeiro-Estrela, 2012).

1.7.Morfometria linear/ classica e morfometria geométrica

A morfometria linear/ classica € um conjunto de metodologias na area da
estatistica que emprega medidas lineares como comprimentos, larguras,
angulos ou proporcdes calculadas ou adotadas a partir de estruturas ou
partes de organismos (Rohlf & Marcus, 1993; Fornel & Cordeiro-Estrela,
2012). A morfometria geométrica (andlise estatistica da forma) € um conjunto
de métodos de aquisi¢cdo, processamento e analise de variaveis de forma que
preserva toda a informacdo geométrica contida nos dados originais (Slice
2005), e baseia-se em coordenadas cartesianas denominadas de marcos
anatébmicos (landmarks). Essas coordenadas conservam toda a informacao
geométrica entre um conjunto de pontos (Rohlf, 1990; Rohlf & Marcus, 1993;
Monteiro & Reis, 1999; Fornel & Cordeiro-Estrela, 2012).

Na morfometria geométrica o tamanho trabalhado € denominado de
centroide, que é a raiz quadrada da soma das distancias ao quadrado entre
cada marco anatdmico e o mesmo (Bookstein, 1991; Fornel & Cordeiro-
Estrela, 2012). Neste sentido a morfometria geométrica trabalha com duas
variaveis principais: forma (todas as propriedades de uma configuracdo de
pontos que nao se alteram por efeitos do tamanho, posicdo e orientacdo) e
tamanho (centréide). Assim, a conformacdo observada, para uma
determinada estrutura, € igual a soma entre forma e tamanho do centréide.
Desta forma, a morfometria geométrica permite a separacao entre tamanho e
forma (Fornel & Cordeiro-Estrela, 2012).

Sendo assim, o uso da morfometria geométrica se torna uma excelente
ferramenta para analise de dados morfométricos, visto que proporciona maior
gama de avaliacdo dos dados obtidos de uma configuracdo de marcos

anatdémicos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar populagdes de Lu. longipalpis tendo em vista diferentes biomas e
comparar com populacdo de Lu. cruzi através da morfometria geométrica de

asas.

2.2.0bjetivos especificos

Analisar através de morfometria geométrica as diferencas das asas de
diversas populacdes de Lu. longipalpis de diferentes biomas.
Comparar as populagbes de Lu. longipalpis com Lu. cruzi utilizando a

morfometria gemomeétrica de asas.

3. MATERIAL E METODOS
3.1.Procedéncia das espécies

Os espécimes de Lu. longipalpis oriundos dos municipios de Floriano —
Piaui (PI) - 46 espécimes, Sobral — Ceara (CE) — 36 espécimes e de Lu. cruzi,
de Corumba — Mato Grosso do Sul (MS) — 49 espécimes, foram coletados
com armadilha CDC (modelo HP) em seus respectivos biomas: Caatinga nos
municipios de Floriano e Sobral e pantanal no municipio de Corumba.
Posterior a coleta foram processados para montagem no Laboratério
Interdisciplinar de Vigilancia Entomoldgica em Diptera e Hemiptera, Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. Além disso, foram utilizados os espécimes de Lu.
longipalpis da colecdo da Faculdade de Saude Publica — USP das
localidades: Serra da Bodoquena, que possui biomas de pantanal e cerrado
no Mato Grosso do Sul (MS) — 69 espécimes, e Mariapolis com bioma de

Mata Atlantica em Sao Paulo (SP) — 30 espécimes (Figura 10).
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e Lutzomyia longipalpis
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Figura 10: Mapa das localizagGes dos espécimes de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia

cruzi, utilizados no estudo.

3.2.Processamento para montagem

Os insetos capturados em armadilhas luminosas foram triados e os
machos de Lu. longipalpis e Lu. cruzi separados e fixados em alcool 70% em
tubos Falcon identificados com o local da captura, a data e a identificacdo da
espécie.

Para estes procedimentos foram utilizados os seguintes métodos
propostos por Forattini (1973), onde: em capela de exaustdo de gases (Q216-
11 e Q216-21 Marca Quimis®), os flebotomineos foram colocados em placas
de toque de 9 pocos, onde estes foram primeiramente colocados por 12 horas
em solucdo de hidréxido de potassio 15% para amolecer a quitina, depois
lavados em solucdo de acido acético 10%, posteriormente colocados de 5 a
10 minutos em &cido acético P.A., mais 1 a 3 gotas de fucsina acida em
concentracdo de 1%, para corar 0S espécimes; posteriormente, foram
submetidos a uma série alcodlica utilizando-se as seguintes concentracoes,
70%, 90%, 95% e 100%; por ultimo, os espécimes foram conservados em
eugenol por no minimo 3 horas, antes da montagem.

Apdbs o processo de clarificacdo os espécimes foram montados, entre
lamina e laminula, usando o enecé (NC) como meio montagem (Cerqueira,
1943).
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3.3.Morfometria geométrica

As medicdes das estruturas foram realizadas utilizando o programa ZEN
2012 (Zeiss®, 2012), através de imagens capturadas com microscopio optico
(Primo Star Marca Zeiss®) acoplado a camera AxioCam ICcl. As fotos para
morfometria geométrica foram feitas utilizando o aumento de 4x. Foram
utilizados 49 machos de Lu. cruzi e 181 machos de Lu. longipalpis,
perfazendo um total de 230 asas analisadas, localizadas do lado direito do
inseto.

A analise da morfometria geométrica foi realizada considerando 13
marcos anatomicos (landmarks) (Tabela Il e Figura 10) para a determinagao
da conformacéo das asas, sendo 12 do tipo | (encontro entre dois tecidos) e 1
do tipo Il (caracteristica pontual) segundo as consideracdes de Bookstein
(1991).

Na Tabela Il relacionam-se os 13 marcos anatbmicos marcados nas

posicdes da asa:

Tabela Il: Relacdo dos 13 marcos anatémicos nas asas.

Marcos Apices, bifurcacées e base

bifurcacdo R2+3+4

2 bifurcacdo R2+3
3 R1

4 R2

5 R3

6 R4

7 R5

8 M1

9 M2

10 M3

11 M4

12 bifurcacao de M1+2
13 base de R5
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Figura 11: Localizacdo dos 13 marcos anatbmicos, utilizados para avaliar a
conformacéo das asas de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi.

Todas as imagens foram identificadas com o nome da espécie e um
namero para registro do material para facilitar a posterior identificacdo nos
processos de andlise da morfometria. As fotos foram catalogadas em ordem
alfabética em uma mesma pasta e com o auxilio do programa TpsUtil, verséao
1.47 (Rohlf, 2010b). Foi criado um arquivo de texto com a lista das fotos
ordenadas por nome e numeracdo, para ser utilizado no programa TpsDig
versdo 2.16 (Rohlf, 2010a). Usando o TpsDig 2.16 (Rohlf, 2010a) foram
marcados os 13 marcos anatdémicos dos 230 espécimes (2 espécies) gerando
um arquivo com as coordenadas cartesianas que foram utilizadas
posteriormente para analisar aspectos da geometria da asa e identificar as
espécies.

Foi realizada primeiramente a Analise Generalizada de Procrustes
(AGP), que consiste na otimizacdo via método de quadrados minimos para
parametros de translacdo e rotacdo (Adams et al., 2004; Fornel & Cordeiro-
Estrela, 2012), onde as formas passam por 3 passos: (1) Translacdo, onde os
centroides sdo centralizados na origem, (2) Proporcionalizacéo,
transformando o tamanho de centroide para escala de 1 em todas as formas e
(3) Rotacéo, onde os pontos homdlogos séo rotacionados para obter a menor
distancia entre as formas. A AGP tem como objetivo remover os efeitos de
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posicdo e tamanho. Assim, obtemos uma variavel de tamanho, o tamanho de
centroide (centro de massa da forma) e varidveis de forma, os residuos de
sobreposicao.

Apos a AGP foi realizada, uma analise exploratoria utilizando Andlise dos
Componentes Principais (PCA) sobre as variaveis de forma, para identificacao
dos pontos de maior variagédo, depois realizamos uma ANOVA de procrustes
gue testa a diferenca de tamanho (ANOVA sobre tamanho de centroide) e a
diferenca de forma (ANOVA sobre as distancias de procrustes — métrica de
diferenca entre as formas no espaco de formas), confirmada a significancia
das diferencas fizemos também Andlises Classificatorias usando Analise das
Variaveis Canbnicas (CVA) (comparacdo entre n grupos) e comparacdes
pareadas utilizando Funcgdes Discriminantes (FD), para identificar os
agrupamentos e quantificar a magnitude da diferenca entre as formas por
distancias de Mahalanobis, distancia entre as formas médias de cada grupo
apos a discriminacdo das espécies, e pelas porcentagens de classificacao
correta.

Para avaliar a diferenca entre os pares de espécies foi utilizada a analise
discriminante com 1.000 testes de permutac&do, para medir a acuracia do
teste. Para identificar se a diferenciacdo das espécies foi significativa foram
realizados os testes de t2, que testa a igualdade dos vetores médios das
populacdes multivariadas, e a significancia das distancias de Mahalanobis e
de Procrustes apds os testes de permutacdo. A andlise Generalizada de
Procrustes (AGP), de Componentes Principais (PCA), Variaveis Candnicas
(CVA) e Distancia de Mahalanobis foram realizadas utilizando-se o programa
MorphoJ verséao 1.04b (Klingenberg, 2011). Os dados referentes ao tamanho
do centroide foram exportados do MorphoJ e analisados utilizando anélise de

variancia (ANOVA) com Teste de Tukey no programa Graphpad Prism 5.0.

4. RESULTADOS

Os seguintes resultados foram obtidos para o tamanho do centroide,
sendo F = 22,63 e com valor de p < 0,0001. Para a conformacéo o resultado
foi de F = 7,17 e com valor de p < 0,0001. Na andlise do tamanho do

centroide, com a utilizacdo de 13 marcos anatémicos das asas foi observado
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gue os espécimes de Lu. longipalpis dos Estados do Mato Grosso do Sul,
Ceara e Piaui apresentaram diferencas significativas entre si (p < 0,0001). Os
espécimes de Lu. longipalpis dos Estados do Piaui e Sdo Paulo, também
apresentaram diferencas significativas (p < 0,0002). Analisando os espécimes
de Lu. cruzi do Estado do Mato Grosso do Sul, foram observadas diferengas
significativas (p < 0,0001) quando comparado aos espécimes de Lu.
longipalpis dos Estados de Mato Grosso do Sul e S&o Paulo (Figura 11).

L. longipalpis SP -  — — -
¥ L. longipalpis PI- =
=]

O
g L. longipalpis CE — I -
3
0 L longipalpis MS - -
L. cruzi M5+  —— ——1
400 500 600 700 80O

Tamanho do centroide

Legenda:
Lutzomyia longipalpis Pl # MS e MS #CE p<0,0001
Lutzomyia longipalpis SP # Pl p<0,0002
Lutzomyia longipalpis SP e MS # Lutzomyia cruzi MS p<0,0001

Figura 12: Gréfico de box-plot mostrando o resultado do ANOVA (pds-teste de Tukey)
do tamanho dos centrdides entre as populac¢des de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia
cruzi. Cada Box-plot mostra os tamanhos minimos e maximos e primeiro, segundo

(mediana) e terceiro quartis para cada populacdo avaliada.

Considerando os resultados dos componentes principais (Figura 12A), foi
observado que os componentes 1 e 2 mostraram mais de 41% da variacao
presente na conformacéo das asas. No componente principal 1 (variacdo de
25,1%), apresenta variacao entre as asas de Lu. longipalpis do Piaui e Mato
Grosso do Sul (Figura 12B), jA no componente principal 2 (variacdo 16,6%), a
variagdo se mostrou nas asas de Lu. longipalpis e Lu. cruzi do Mato Grosso
do Sul (Figura 12C).
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Figura 13: A. Componentes principais. B. Variagdo entre as asas de Lutzomyia
longipalpis do Ceara (em vermelho) e Mato Grosso do Sul (em azul). C. Variacdo entre as
asas de Lutzomyia longipalpis do Piaui (em vermelho) e Lutzomyia cruzi do Mato Grosso do
Sul (em azul).

Lutzomyia longipalpis: MS = Mato Grosso do Sul, CE = Ceara, Pl = Piaui e SP = Séo
Paulo; Lutzomyia cruzi: MSc = Mato Grosso do Sul
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Nos resultados das variaveis canbnicas (Figura 13) observaram-se que
as variaveis de 1 e 2 apresentaram mais de 73% das variacdes, onde a
varidvel 1 (variacdo 51,8%) apresenta a separacado dos espécimes de Lu.
longipalpis do Piaui em relagdo a Mato Grosso do Sul e S&o Paulo, além da
separacdo dos espécimes de Lu. longipalpis de Ceara e Sé&o Paulo, na
variavel 2 (variacdo 21,3%) foi apresentado a diferenciacdo de Lu. longipalpis
do Ceara com Lu. cruzi do Mato Grosso do Sul (Figura 13).

7 oMS

MSc

MS

Canonical variate 2

Canonical variate 1

Figura 14: Varidveis candnicas, apresentam mais de 73% das varidvies. Separacéo do
universo dos espécimes. Lutzomyia longipalpis: MS = Mato Grosso do Sul, CE = Ceara, Pl =

Piaui e SP = S&o Paulo; Lutzomyia cruzi: MSc = Mato Grosso do Sul

Quanto a distancia de Mahalanobis, as espécies mais distantes entre si,
no que diz respeito as formas das asas, sdo: Lu. longipalpis de Sdo Paulo
com os de Ceard (2,6186) e Piaui (2,7595); Lu. longipalpis de Piaui com Mato
Grosso do Sul (2,5283). Os que mostram a menor distancia séo: Lu.
longipalpis de S&o Paulo em relacdo ao Mato Grosso do Sul (1,5162); Lu.
cruzi do Mato Grosso do Sul com Lu. longipalpis do Ceara (1,9868) e Piaui

(1,9998). A Tabela Ill apresenta a classificagao correta e a validagao cruzada.
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Tabela lll: Classificagéo correta das comparagdes entre as populagbes de Lutzomyia

longipalpis e Lutzomyia cruzi estudadas.

Populacdes Classificacdo correta Validagéo cruzada
Lu. longipalpis - MS/ Lu. cruzi - MS 84,8% 75,4%
Lu. longipalpis - MS/ Lu. longipalpis - CE 85,6% 75,0%
Lu. longipalpis - MS/ Lu. longipalpis - PI 90,4% 84,4%
Lu. longipalpis - MS/ Lu. longipalpis - SP 76,8% 67,7%
Lu. cruzi - MS/ Lu. longipalpis - CE 86,9% 76,2%
Lu. cruzi - MS/ Lu. longipalpis - PI 86,3% 73,7%
Lu. cruzi - MS/ Lu. longipalpis - SP 82,3% 70,9%
Lu. longipalpis - CE/ Lu. longipalpis - PI 85,2% 72,8%
Lu. longipalpis - CE/ Lu. longipalpis - SP 90,8% 76,9%
Lu. longipalpis - PI/ Lu. longipalpis - SP 92,1% 77,6%

A andlise da forma das asas mostrou que as populagbes que tiveram
maior classificacdo correta dos seus espécimes foram: Lu. longipalpis do
Piaui com Sao Paulo (92,1%); Lu. longipalpis do Ceard com Sao Paulo
(90,8%) e Lu. longipalpis do Mato Grosso do Sul em relagcdo ao do Piaui
(90,4%). Quando comparamos as populacdes de Lu. longipalpis com Lu.
cruzi, apresentam as seguintes melhores classificagdes: Lu. cruzi com Lu.
longipalpis do Ceara (86,9%); Lu. cruzi com Lu. longipalpis do Piaui (86,3%) e
Lu. longipalpis com Lu. cruzi do Mato Grosso do Sul (84,8%).

Na validacdo cruzada, utilizada para avaliar os resultados, mostrou que
respectivamente os espécimes de: Lu. longipalpis do Mato Grosso do Sul em
relacdo ao do Piaui, 15,6% dos espécimes tiveram sua classificacdo errada;
Lu. longipalpis do Piaui com Séo Paulo, 22,4% dos espécimes apresentaram
sua classificacao errada; Lu. longipalpis do Ceara com Sao Paulo, 23,1% dos
espécimes tiveram sua classificacdo errada. Nos espécimes de Lu. cruzi, a
validacdo cruzada mostrou que respectivamente: Lu. cruzi com Lu. longipalpis
do Ceara, apresentaram que 23,8% dos espécimes se classificaram
incorretamente; Lu. longipalpis com Lu. cruzi do Mato Grosso do Sul, houve
24,6% dos espécimes se classificaram erroneamente; Lu. cruzi com Lu.
longipalpis do Piaui, 26,3% dos espécimes se classificaram errados. Pode-se
observar nas seguintes Figuras 14, 15 e 16 a comparagdo das asas por

espécies em relacdo ao estado. Mostrando que as principais diferencas estao
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nos pontos 2 ao 4 entre as populac¢des de: MS-MSc, MS-PI, MSc-PI, MSc-SP,
CE-PI, CE-SP e PI-SP; como também nos seguintes pontos nas respectivas
populacdes: PI-SP dos pontos 6 ao 7 e 11 ao 13; CE-SP dos pontos 9 ao 13;
MSc-CE dos pontos 10 ao 11; MS-PI e MSc-PI dos pontos 11 ao 12; MSc-SP
dos pontos 12 ao 13.

A

°
MS - MSc

[ ] [} ([ ] [ ]
MS - PI MS - SP

Figura 15: Morfometria geométrica das asas. Comparacao da conformacdo das asas
dos espécimes de Lutzomyia longipalpis do Mato Grosso do Sul (em vermelho) em relacdo
aos espécimes de Lutzomyia cruzi do mesmo estado (em azul), e Lutzomyia longipalpis dos

estados do Ceara, Piaui e S&o Paulo (em azul).
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Figura 16: Morfometria geométrica das asas. Comparagdo da conformacdo das asas
dos espécimes de Lutzomyia cruzi do Mato Grosso do Sul (em vermelho) em relacdo aos

espécimes de Lutzomyia longipalpis dos estados do Ceara, Piaui e Sao Paulo (em azul).
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Figura 17: Morfometria geométrica das asas. Compara¢do da conformacdo das asas
dos espécimes de Lutzomyia longipalpis do Ceard (em vermelho) em relacdo aos espécimes
de Lutzomyia longipalpis dos estados do Piaui e Sdo Paulo (A e B, em azul). Comparac¢éo da
conformacdo das asas dos espécimes de Lutzomyia longipalpis do Piaui (em vermelho) em
relac@o aos espécimes de Lutzomyia longipalpis de S&o Paulo (C, em azul).
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5. DISCUSSAO

Foi evidenciada diferenca morfoldégica entre as populagbes Lu.
longipalpis por Mangabeira (1969) em territorio brasileiro, baseando-se no
namero de manchas pélidas nos tergitos abdominais nos machos. Algumas
populagcbes tém um par de manchas no quarto tergito, sendo que esse
fenétipo de um par se chama 1S. Enquanto que, outras populacfes
apresentam dois pares de manchas no terceiro e quarto tergitos, onde esse
fenotipo de duas manchas chama-se 2S.

Em algumas populagbes, existem também fendtipos nos quais o
tamanho da mancha no terceiro tergito mostra uma variacdo consideravel,
sendo essas formas chamadas de intermediarias (INS) (Spiegel et al., 2016).
No entanto, um estudo de analise genética utilizando o gene per, comprovou
uma estruturacdo geograficamente moderada entre as populacbes de Lu.
longipalpis, e com variabilidade significativa entre os fendtipos 1S e 2S, nota-
se que tal resultado demonstra a importancia do gene per como um
importante marcador para as populagdes de Lu. longipalpis (Lima Costa et al.,
2015).

Em analise de microscopia eletronica de varredura dos tergitos de Lu.
longipalpis demonstrou que na regido das manchas eram compostas por
numerosas papulas cuticulares com poros centrais apenas nos tergitos com
manchas palidas, levando os autores a sugerir que sejam locais de liberacao
de feromonio (Lane & Ward, 1984; Lane et al., 1985; Morton & Ward, 1989).
No municipio de Sobral (CE) foram encontrados Lu. longipalpis de 1S, 2S e
INS, sendo que 1S e INS apresentaram respectivamente, o feroménio 9-
metilgermacreno-B (9MGB+) e o0 2S apresentou o feroménio cembreno-1
(CEMB-1) (Spiegel et al., 2016). Ressalta-se que em estudo realizado
anteriormente, comprovou-se que machos de Lu. cruzi produzem feroménio
9MGB+ (Brazil & Hamilton, 2002).

No estudo De la Riva (2001) observou que a presenca de manchas nos
tergitos 3 e/ ou 4, ndo apresentou correlagdo com as diferencas encontradas
na conformacdo das asas. Além disso o autor notou que a geometria das

asas de machos de Lu. longipalpis originarios da Bolivia e Nicaragua nao
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apresentaram grandes subdivisbes geogréficas, como é frequente quando
analisa-se a variagdo morfométrica.

Através da técnica de morfometria geométrica, aplicada no atual estudo,
foram notdrias as diferencas nas asas das populacdes. Ao analisar as asas
das espécies de Lu. cruzi do Mato Grosso do Sul em comparagdo com as
espécies de Lu. longipalpis do mesmo estado, no que se diz respeito ao
tamanho do centroide observa-se o p < 0,0001 e a distancia de Mahalanobis
de 2,0580. Outros estudos ndo conseguiram separar as espécies irmas que
estdo dentro do mesmo grupo das espécies aqui trabalhadas (Giordani et al.,
2017). Também n&o foram encontradas diferencas consideraveis entre Lu.
longipalpis e Lu. cruzi do Mato Grosso do Sul, utilizando analise discriminante
através de dados de morfometria linear. (Santos et al., 2015).

Em estudos realizados no estado de Mato Grosso, foram observadas
maiores densidades da espécie de Lu. longipalpis em regido de cerrado
(Missawa et al., 2006). Entretanto, a presencga de Lu. cruzi foi notada em area
de pantanal e cerrado, estando de acordo com outros trabalhos, sugerindo o
cerrado, o ambiente preferencial da espécie (Missawa et al., 2006; Ribeiro et
al., 2002). O fato das espécies de Lu. longipalpis e Lu. cruzi estarem em
diversos biomas do estado do Mato Grosso, tendo vasta distribuicdo, as
espécies apresentam habitos ecléticos e adaptacdo a diferentes habitats
(Missawa et al., 2006; Aguiar et al., 2003). Reiterando que Lu. longipalpis tem
uma distribuicdo ampla e irregular desde o sul do México até a Argentina,
incidindo em diversas condicfes ecologicas, como habitats secos e florestas
umidas (Spiegel et al., 2016), o0 que mostra que essa espécie apresenta
grande capacidade de adaptacéao.

No presente estudo realizado as populacdes que mostraram as maiores
classificacdes corretas foram respectivamente: Lu. longipalpis do Piaui com
Sao Paulo; Lu. longipalpis do Cearad com Sdo Paulo e Lu. longipalpis do Mato
Grosso do Sul em relacdo ao do Piaui. Ocorréncia que pode estar
diretamente ligada as mudancas morfolégicas em razdo da adaptacdo ao
ambiente, tendo visto que as mais altas taxas de classificacdo correta se dao
entre populacées que habitam biomas distintos, exemplo, o caso de Séao

Paulo na regido de Mata Atlantica, e Piaui nos biomas de cerrado/caatinga.
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De la Riva e colaboradores (2001) analisando as espécies de Lu.
longipalpis de populacdes da Bolivia e da Nicaragua, ndo observaram
diferencas significativas quando comparando o tamanho das asas dessas
populacbes e a altitude. Entretanto, através da andlise da conformacao
observaram que as populagbes se dividiram em dois grupos, havendo um
grupo com importancia vetorial e o outro n&o, sendo essa separagéo baseada
em dados epidemioldgicos anteriores. Levando tais dados em consideracao,
0s autores recomendaram que as diferencas na conformacdo das asas
estivessem mais diretamente relacionadas a um traco genético do que a
diferencas ambientais.

A aplicagdo da morfometria geométrica colabora, juntamente com outras
técnicas, tais como, estudos genéticos, historia geologica (Uribe, 1999;
Coutinho-Abreu et al., 2008), estudos hormonais (feromoénios) (Spiegel et al.,
2016) e a microscopia eletronica, com o propoésito de identificar diferencas
entre espécies através da anatomia dos flebotomineos. A morfometria
geomeétrica é uma ferramenta pouco utilizada em trabalhos e ainda pouco
explorada, mas pode-se considerar que é uma ferramenta adicional e
importante para futuros estudos, mesmo que aqui a diferenciacdo entre as

populacdes nao tenha alcancado valores altos.
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6. CONCLUSAO

Através da morfometria geométrica com base nos 13 marcos anatdomicos
foi possivel analisar as asas de diferentes populacées de Lu. longipalpis de
diferentes biomas, e comparar com a populacao especifica de Lu. cruzi.

Foram observadas diferencas no tamanho do centroide entre as
populacdes de Lu. longipalpis do Mato Grosso do Sul e S&o Paulo em relacdo
a Lu. cruzi do Mato Grosso do Sul.

As populacdes de Lu. longipalpis dos Estados Piaui com Mato Grosso
do Sul e Sdo Paulo, e Ceara com Mato Grosso do Sul, apresentaram
diferencas no tamanho do centroide.

Foram observadas nas distancias de Mahalanobis que as diferencas da
forma das asas foram maiores entre Lu. longipalpis do Estado de S&o Paulo e
do Estado de Ceara (2,6186) e do Estado de Piaui (2,7595) e, também, entre o
Estado do Piaui com do Estado do Mato Grosso do Sul (2,5283).
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