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Resumo

As leishmanioses sdo doencas parasitarias de origem zoonotica transmitidas por
insetos flebotomineos. A distribuicdo destas doencas esta diretamente relacionada a
presenca, expansdo e dispersdo dos flebotomineos. O presente estudo teve como
objetivo estudar a fauna de flebotomineos na area urbana de Lassance, detectar
DNA de Leishmania nas fémeas coletas, aferir sua capacidade de voo e estudar os
aspectos taxondmicos relacionados a espécie Lutzomyia longipalpis, principal
espécie envolvida na veiculacdo da Leishmania infantum no Brasil. Foram realizadas
coletas com armadilhas luminosas do tipo HP na area urbana do municipio de
Lassance - MG entre os meses de Maio de 2018 e Abril de 2019. Nas fémeas
coletadas foi realizada andalise molecular para determinar a presenca de DNA de
Leishmania através da técnica de PCR, dirigida ao alvo ITS1. A identificacdo da
espécie de Leishmania envolvida na deteccéo foi realizada através da técnica de
PCR-RFLP Haelll. Para estudo da capacidade de voo foram instaladas armadilhas
na regiao central do rio das Velhas, a 80 metros equidistantes entre si e entre cada
margem. Para o estudo taxondémico, flebotomineos machos do complexo Lu.
longipalpis, de 4 localidades (Campo Grande, Jacobina, Sobral e Lassance) foram
utilizados para analise de ultramicroscopica de estruturas cuticulares internas que
podem estar associadas a producao de feroménio. Um total de 1.611 espécimes de
flebotomineos foi capturado na area urbana de Lassance, com predominancia das
espécies Lu. longipalpis e Nyssomyia intermedia. DNA de Le. infantum em Lu.
longipalpis foi detectado na area urbana de Lassance. No estudo da capacidade de
voo, foi capturado um total de 804 espécimes de flebotomineos sendo 798
individuos nas margens e 6 individuos na regido central do rio, comprovando que 0s
flebotomineos podem voar de forma ininterrupta por pelo menos 80 metros. As
analises de microscopia de varredura revelaram estruturas internas responsaveis
pela liberacdo de feromdnio no complexo Lu. longipalpis, sendo denominadas
"manifold". Além disso, foi possivel observar diferencas morfolégicas nesta estrutura,
entre as populacdes deste complexo de espécies que produzem diferentes
guimiotipos. Os resultados encontrados aqui auxiliardo nas medidas de controle
vetorial e compreensdo da epidemiologia das leishmanioses no municipio de

Lassance além de fornecer dados sobre a capacidade de voo dos flebotomineos e



melhor entendimento sobre a taxonomia do complexo Lu. longipalpis no que tange

as estruturas relacionadas a liberacéo de feromonio.

Palavras-chave: Leishmanioses; flebotomineos; ecologia; taxonomia;

epidemiologia.



Abstract
Leishmaniases are parasitic diseases of zoonotic origin transmitted by sand flies.
The distribution of these diseases is directly related to the presence, expansion and
dispersion of sand flies. This study aimed to study the sand fly fauna in the urban
area of Lassance, detect Leishmania DNA in collected females, assess their flight
capacity and study the taxonomic aspects related to the species Lutzomyia
longipalpis, the main species involved in the dissemination of Leishmania infantum in
the Brazil. Collections were carried out with HP type light traps in the urban area of
the municipality of Lassance - MG between the months of May 2018 and April 2019.
In the collected females a molecular analysis was performed to determine the
presence of Leishmania DNA through the PCR technique, directed at the ITS1 target.
The identification of the Leishmania species involved in the detection was performed
using the PCR-RFLP Haelll technique. To study the flight capacity, traps were
installed in the central region of the Velhas’ river, 80 meters equidistant from each
other and between each bank. For the taxonomic study, male sand flies from the Lu.
longipalpis complex, from 4 locations (Campo Grande, Jacobina, Sobral and
Lassance) were used for ultramicroscopic analysis of internal cuticular structures that
may be associated with pheromone production. A total of 1,611 sandfly specimens
were captured in the urban area of Lassance, with a predominance of the Lu.
longipalpis species and Nyssomyia intermedia. DNA of Le. infantum in Lu. longipalpis
was detected in the urban area of Lassance. In the study of flight capacity, a total of
804 specimens of sand flies were captured, 798 individuals on the banks and 6
individuals in the central region of the river, proving that sand flies can fly
uninterruptedly for at least 80 meters. Scanning microscopy analyzes revealed
internal structures responsible for pheromone release in the Lu. longipalpis complex,
being called "manifold”. Furthermore, it was possible to observe morphological
differences in this structure among populations of this complex of species that
produce different chemotypes. The results found here will help to measure vector
control and understand the epidemiology of leishmaniasis in the municipality of
Lassance, in addition to providing data on the flight capacity of sand flies and a better
understanding of the taxonomy of the Lu. longipalpis complex regarding structures

related to pheromone release.

Keywords: Leishmaniases; sand flies; ecology; taxonomy; epidemiology.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas de origem silvestre
distribuidas também presentes em meios urbanos e periurbanos colocando em risco
a saude humana e animal. Estas parasitoses sao transmitidas durante o repasto
sanguineo das fémeas de vérias espécies de flebotomineos (FORATTINI et al.,
1976; SHERLOCK, 2003) e sdo bastante complexas em relacdo a sua ecologia e
epidemiologia, englobando cerca de 21 espécies de parasitos (protozoarios
responsaveis pelas doencas - Leishmanioses), além de apresentar diversas
espécies de mamiferos, incluindo o homem, que atuam como hospedeiros e/ou
reservatorios (ROQUE & JANSEN, 2014).

As leishmanioses estdo amplamente distribuidas nas diferentes regides do
planeta, ao longo de toda faixa tropical, incluindo em nosso territorio nacional
principalmente em regides de precarias de condicdes sanitarias e estdo diretamente
relacionadas a presenca de seus reservatérios vertebrados e vetores invertebrados.
Assim como a doenca, os flebotomineos sdo encontrados em todas as regides do
Brasil e apresentam adaptacéo aos diferentes ambientes encontrados.

A enfermidade possui duas principais formas de manifestacéo, sendo elas:
forma cutanea que € caracterizada por infeccdo por Leishmania sp. que acomete a
pele, mucosas e semi mucosas, distinguindo-se em formas cutanea localizada,
cuténea disseminada, cutanea difusa, mucosa ou muco cutanea, variando de acordo
com a espécie do agente etiologico, vetor e resposta imune do hospedeiro humano.
E, a forma visceral que envolve 6rgaos internos. Ainda, existem complicacdes desta
patogenia com outras doencas, uma vez que coexistem em mesmo local e
hospedeiros se expdem a risco de infec¢cbes mistas. Um caso classico € em relacéo
a coinfeccdo de Leishmania sp. e HIV onde no paciente imunossuprimido as formas
das leishmanioses se manifestam mais gravemente tornando um quadro clinico mais
delicado e exigindo maiores atencdes para com o tratamento (COPELAND &
ARONSON, 2015; LINDOSO et al., 2016).

Em relacdo a leishmaniose visceral (LV), esta €& uma parasitose
caracterizada por complicacdes crbnicas, podendo no homem apresentar palidez

das membranas mucosas, linfadenopatia e, ainda, acomete érgdos como o figado e
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baco, causando megalia nestes (Figura 1) (WHO, 2010). Esta forma da doenca é
causada por duas espécies do complexo donovani sendo a espécie Leshmania
donovani responsavel pela enfermidade em Bangladesh, China Oriental, india,
Nepal, Paquistdo e Sudao. J4 a espécie Le. infantum é distribuida também no Velho
Mundo (regides sudoeste e central da Asia, nordeste da China, norte africano e na
Europa mediterrdnea) e no Novo Mundo, nas américas, onde o0 parasito é
amplamente distribuido e pode ter mortalidade alta nos infectados, alcangcando 90%,
dos casos nédo tratados (KILLICK-KENDRICK, 1985; CAMPINO et al., 2006;
DANTAS-TORRES, 2006; MAIA-ELKHOURY et al., 2008; SEREDI et al., 2008ab).

Figura 1: Paciente em estado avancado de leishmaniose visceral. As
marcas no abdémen indicam a hepato e esplenomegalia.

Fonte: Manual de vigilancia e controle da leishmaniose visceral, Ministério da Saude,
2014.

A LV é a forma clinica mais grave da leishmaniose com mais de um bilh&do
de pessoas vivendo em areas endémicas e em risco de se infectar. Estima-se

30.000 novos casos anuais (WHO, 2021). Sua distribuicdo estd acondicionada a
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regides de clima tropical, subtropical e temperado (DEANE & DEANE, 1962) e tém
90% dos casos notificados no Brasil, Eritréia, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Sud&o
do Sul e Sudao (Figura 2) (WHO, 2021). O primeiro relato de caso de LV no
territorio nacional foi realizado em 1913, em um paciente de Porto Esperanca, Mato
Grosso do Sul (MIGONE, 1913). Acredita-se que esta parasitose teve sua
abrangéncia ao longo do territério brasileiro a partir das altera¢cdes antrépicas no
ambiente e intensa e rapida migracdo da populacdo rural para zonas periféricas das
cidades com inadequadas infraestruturas sanitarias. Nestes ambientes, animais
silvestres juntamente com animais domésticos, principalmente o cdo, desempenham
papel de reservatérios (MAIA-ELKHOURY et al., 2008) acarretando na urbanizacao
da doenca (ALENCAR, 1983, RANGEL & VILELA, 2008).

Figura 2: Distribuicdo dos casos de leishmaniose visceral no mundo.
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Fonte: WHO, 2021

A principal espécie de flebotomineo envolvida na transmissdo da LV nas
Américas € Lutzomyia longipalpis (LUTZ & NEIVA, 1912). Esta espécie € encontrada
abundantemente em areas domiciliares, peridomiciliares e ambientes rurais estando

perfeitamente adaptada ao ambiente antropizado, o que permite a manutencéo do
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ciclo da doenca em areas rurais e urbanas (RANGEL & VILELA, 2008; FERREIRA et
al., 2012; REGO et al., 2014).

A Le. infantum ja foi encontrada em diversos mamiferos que atuariam como
hospedeiros/reservatérios, principalmente canideos, roedores e marsupiais (DEANE
& DEANE, 1954; LAINSON et al., 1979; GRIMALDI et al., 1989; SHERLOCK et al.,
1984; LAINSON & SHAW, 1987; ASHFORD, 1996; HOTEZ, 2017).

A relacdo entre a presenca de cées, flebotomineos da espécie Lu.
longipalpis e casos de LV jA é bem estabelecida e diversos sdo os métodos de
prevencao adotados pela populacdo a fim de evitar a propagacdo desta doenca
(COSTA, 2008; FERNANDEZ, et al., 2010; BRAZIL, 2013; OLIVEIRA et al., 2013;
SALOMON et al., 2015), entretanto, nenhum deles tém se mostrado eficaz.

Ja a outra forma da doenca, a leishmaniose tegumentar (LT), acomete o
tecido cutaneo do hospedeiro. E causada por parasitos dos subgéneros Mundinia no
velho mundo e Leishmania no velho e novo mundo e Viannia no novo mundo (HIDE
et al., 2007; REITHINGER, et al., 2007; SERENO, 2019).

A LT é caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes ulceradas no local da
picada do vetor (leishmaniose cutanea localizada — LCL) e tem tendéncia a cura
espontanea, como revisado por Cota et al., (2016), de 6% (Figura 3). Ainda quanto
ao comprometimento do tecido cutaneo, a LT é caracterizada por forma cutanea
disseminada, que € uma forma menos comum e que se manifesta pelo aparecimento
de mudltiplas lesbes papulares acometendo varias regides do corpo do paciente e as
espécies do parasito envolvidas nesta manifestacédo séao Le. (L.) amazonensis e Le.
(V.) braziliensis (Figura 4). A LT pode também se manifestar na forma mucocutanea
gue, clinicamente, se expressa por lesdes destrutivas localizadas nas mucosas das
vias aéreas superiores. Os agentes etioldgicos desta forma sdo parasitos da espécie
Le. (V.) braziliensis, entretanto com casos atribuidos também a parasitos da espécie
Le. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis. Outra manifestacdo da forma cutanea é a
forma cutanea difusa que, no Brasil, € causada pela Le. (L.) amazonensis. Esta
manifestacao € caracterizada por lesées em forma de placas e multiplas nodula¢cdes
nao ulceradas recobrindo grandes extensfes cutaneas e ndo apresenta resposta ao
tratamento (Figura 5). Diferentemente da forma cutanea, a inflamacdo do tecido
mucoso comprometendo o tecido conjuntivo do paciente (leishmaniose mucosa —
LM) é considerada uma forma secundéaria da LT que afeta, na maior parte das

vezes, as mucosas das vias aéreas superiores e que em alguns casos pode
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comprometer as conjuntivas oculares e mucosas de o6rgdos genitais (Figura 6)
(REITHINGER et al., 2007; MS, 2017).

Figura 3: Lesé&o ulcerada tipica da LT com formato arredondado, bordas

elevadas e fundo granuloso.

Fonte: MS, 2017

Figura 4: Manifestacdo da LT de forma disseminada com varias lesdes

infiltrativas e pequenas Ulceras na face posterior do tronco.

& si'el

Eonte: MS, 2017.
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Figura 5: Forma cuténea difusa da LT apresentando lesGes em placa

infiltrada e tubérculos no paciente, polimorfismo lesional.

Figura 6: Forma mucosa da LT. A — Forma mucosa indeterminada com
lesGes ulceradas no palato mole e labio superior. B — Lesdo de mucosa nasal com

ulceracdo nas asas nasais e les6es nodulo infiltrativas.

Fonte: MS, 2017.

Os casos de LT estdo amplamente distribuidos na faixa tropical, estimados
em 1,5 milhdo de novos casos por ano e, entre os 10 paises do mundo com maior

incidéncia de LT, quatro estdo nas Ameéricas sendo eles Brasil, Colémbia, Nicardgua
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e Peru. A regido das Américas apresenta média de 55 mil casos de leishmaniose
cutdnea e mucosa. A LT é endémica em 18 dos 20 paises onde fora registrada,
sendo eles: Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Equador, El Salvador,
Guatemala, Guiana Francesa, Guiana (reportando diretamente a Franca), Honduras,
Nicardgua, México, Panama, Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela (Figura 7)
(WHO, 2021).

Figura 7: Distribuicdo da leishmaniose cutanea no mundo.
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Fonte: WHO, 2021

Considerada uma parasitose de origem silvestre e que se encontra em
constante expansédo geografica, a importancia médica da LT nas Américas (LTA)
esta diretamente associada a pessoas que frequentam areas de risco como zonas
rurais e regides periurbanas. Ainda, a expansdo geografica desta doenca esta
relacionada as atividades de desmatamento e mudancas no comportamento
populacional que geram alteracdes ambientais permitindo assim, maior contato entre
vetores e reservatérios (GONTIJO et al., 2002; TRAVI et al., 2002; CHAVES et al.,
2008; MS, 2017; TONELLI et al., 2017ab).
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A LTA apresenta uma grande diversidade de reservatorios destacando-se
algumas espécies de animais silvestres das ordens Rodentia, Didelphimorphia,
Pilosa, Cingulata, Carnivora, Primata, Chiroptera (ASHFORD, 1996; GONTIJO E
CARVALHO, 2003; ROQUE & JANSEN, 2014). Em um estudo realizado por Truppel
e colaboradores (2014), foi detectada infeccdo por Le. braziliensis, através de
métodos moleculares e sorolégicos, em cavalo e em mula no Sul do Brasil sugerindo
possivel papel destes animais como mantenedores do parasito no ambiente.

O comportamento sinantrépico de alguns animais como ratos e gambas
pode ser juntamente com o estabelecimento dos vetores, o fator que desencadeie a
urbanizacédo do ciclo da LTA colocando em risco a saude humana o que tornam
estes animais alvo de estudos para controle dos reservatérios das leishmanioses
(BRANDAO-FILHO, et al., 2003). Alguns mamiferos silvestres ja foram mencionados
por serem reservatorios ou hospedeiros acidentais de Leishmania spp. e, ainda,
serem encontrados em locais proximos de areas urbanizadas como as espécies da
ordem Rodentia: Meriones shawi, Rhombomys opmius, Rattus rattus, Oryzomys
capito, Akodon sp. e Cuniculus paca; Marsupialia: Didelphis marsupialis, Didelphis
albiventris e Phinlander opossum; Xenarthra: Tamandua tetradactyla; Carnivora:
Cerdocyon thous e Felis catus; Perissodactyla: Equus asinus, Equus caballus
(ASHFORD, 1996; GRAMICCIA & GRADONI, 2005; QUARESMA et al, 2011;
QUARESMA et al 2012; ROQUE & JANSEN, 2014; MS, 2017 PEREIRA et al, 2017;
TONELLI et al, 2017b).

Em relacdo aos vetores de parasitos associados a LTA, varias espécies de
flebotomineos sé@o associadas a veiculacdo do parasito causador da forma cutanea
no Brasil. Nyssomyia intermedia, envolvida na transmissdo do parasito Le.
braziliensis, tem habito alimentar em animais silvestres e domésticos e, ainda,
apresenta comportamento antropofilico, enfatizando sua importancia médica (DE
SOUZA et al., 2006; MARGONARI et al., 2006; SOARES et al., 2010). Outra espécie
de flebotomineo de grande importancia epidemiolégica na transmissao do parasito é
Ny. whitmani. A espécie apresenta ampla distribuicdo geogréafica sendo observada
em quase todo o territorio brasileiro (RANGEL & LAINSON, 2009; CARVALHO et al.,
2013).
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1.2 Flebotomineos

Os flebotomineos sé&o insetos pertencentes a familia Psychodidae e
subfamilia Phlebotominae e 530 espécies sdo encontradas nas Américas atualmente
(SHIMABUKURO et al., 2017). Estes artrépodes sao dipteros de pequeno porte
medindo de dois a quatro milimetros e, como todos os dipteros, sédo insetos
holometabolos tendo em seu ciclo vital as fases de ovo, larva, que compreende
quatro estadios, pupa e, finalmente, adultos.

As formas imaturas da evolucdo dos flebotomineos se diferenciam de outros
insetos por se desenvolver em terreno rico de matéria organica, ndo dependendo
diretamente da agua para que ocorra a eclosdo. A forma adulta tem como
caracteristicas o voo saltado e apresentam corcunda dorsal e asas com formato oval
lanceolado (TORRES-GUERRERO et al, 2017) (Figura 8). Distinguem-se,
entretanto, dos demais insetos dessa familia, por apresentarem corpo mais delgado,
pernas mais longas e delgadas, além de suas fémeas, com excecdo daquelas com
comportamento partenogénico e autogénico (ALVES et al., 2008), necessitarem de
sangue para a maturacdo de ovos, apresentando habito alimentar telmatofagico
(insetos que utilizam suas pecas bucais para provocarem micro hemorragias
subcuténeas, nas quais eles se alimentam sorvendo o sangue), razao pela qual
foram agregados pelos taxonomistas na familia Phlebotomidae (BRAZIL & GOMES
BRAZIL, 2003).

Os flebotomineos sédo hospedeiros invertebrados das espécies do género
Leishmania (Ross 1903), que causam as leishmanioses em mamiferos, incluindo
humanos. Nas Américas existem 40 espécies de flebotomineos que estédo
envolvidas na transmisséo do parasito Leishmania sp. (BRAZIL et al., 2015).

Os flebotomineos distribuem-se por quase todas as regifes faunisticas do
mundo, representados por diversas espécies. S8o mais abundantes na Regido
Neotropical, com maior numero de espécies e densidade que flutua de acordo com a
estacdo climatica (AKHOUNDI et al., 2016). Os métodos de localizacdo geografica
de precisdo utilizam atualmente GPS e as imagens de satélites, para verificacdo da
distribuicdo e modelagem de nicho ecolégico das espécies de flebotomineos
importantes como vetores (PETERSON & SHAW, 2003).
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Figura 8: Flebotomineos adultos machos e fémeas em uma gaiola.

-----

Fonte:http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=3177&sid=32&tpl=

printprinte.
1.2.1 O complexo Lutzomyia longipalpis.

Dentre as espécies de flebotomineos destaca-se Lutzomyia longipalpis,
principal vetor da Le. infantum, agente etioldgico da LV, e espécie altamente
adaptada a areas urbanas (BRAZIL, 2013; OLIVEIRA et al.,, 2013). Estudos
morfoldgicos foram pioneiros na caracterizacao desta espécie como um complexo de
espécies ao observar polimorfismo no abdémen de machos, que podiam se
apresentar com uma mancha no 3° tergito ou com duas manchas nos 3° e 4° tergitos
(MANGABEIRA, 1969). Lane & Ward (1984), em analise por microscopia eletrénica,
sugeriram que estas manchas seriam locais de liberacédo de feroménio.

Os feroménios sdo um grupo de substancias biologicamente ativas, que séao
secretadas por um individuo, lancadas para o ambiente que provocardo em outro
individuo co especifico determinada reacdo comportamental, ou um processo de
desenvolvimento fisiolégico definido (KARLSON & LUSCHER, 1959). Estas
substancias estdo presentes em Varios grupos de insetos, inclusive entre o0s

flebotomineos, onde varios estudos envolveram algumas espécies, sendo 0s
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primeiros trabalhos de descricdo destes feromonios realizados por Phillips e
colaboradores (1986).

Variagcdes quimicas ja foram demonstradas entre o feromoénio sexual de
diferentes populacdes de Lu. longipalpis. Cinco quimiotipos de feromdnios ja foram
identificados a partir de andlises dos componentes do terpeno extraido das
glandulas tergais desta espécie e foram divididos em: Quimiotipo 1 ou (S)-9-
methylgermacrene-B (9MGB) encontrado em alguns estados do Brasil como Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Piaui, Rio de Janeiro e S&o Paulo e, também em
outros paises como Argentina, Colombia, Paraguai, Honduras e Venezuelga,;
Quimiotipo 2 ou (1S,3S,7R)-3-methyl-a-himachalene (3MaH) no estado da Bahia e
na Venezuela; Quimiotipo 3 ou Sobraleno-1 (SOB-1) no Estado do Ceara, Para,
Alagoas, Espirito Santo e Minas Gerais; Quimiotipo 4 ou Sobraleno-2 (SOB-2) em
Minas Gerais e S&o Paulo; Quimiotipo 5 ou 9MGB+, considerado analogo do
Quimiotipo 1, no estado do Ceara e no norte de Minas Gerais (HAMILTON et al.,
1996a; HAMILTON et al., 1996b; HAMILTON et al., 1999a; HAMILTON et al., 1999b;
HAMILTON et al., 2004; HAMILTON et al., 2005; WATTS et al., 2005; ARAKI et al.,
2009).

Esta variacao no feromonio sexual de Lu. longipalpis pode estar diretamente
relacionada a epidemiologia da LV, ja que ha indicios de que populacdes com
determinado feromdnio teriam menor capacidade vetorial que outras (CASANOVA et
al., 2015). Apesar de muito se saber a respeito dos feromonios dentro do complexo
Lu. longipalpis, pouco se sabe das estruturas responsaveis pela liberacdo dos
semioquimicos.

Tendo como base da andlise taxonémica dos seres vivos a comparacao
morfolégica de organismos e suas estruturas, acreditamos que a melhor
compreensao destas estruturas de liberacdo do feroménio dentro do complexo em
guestao seja de grande importancia para auxiliar na separacao de espécies.

Além da provavel importancia epidemiol6gica, faz-se necessario o
desmembramento do complexo com a descricdo das espécies que dele fazem parte
seja utilizando-se da morfologia ou de aspectos bioquimicos e moleculares. E sabido
gue dois morfotipos de Lu. longipalpis sdo encontrados no municipio de Sobral,
Ceard e que estas duas populacdes ja se encontram isoladas sexualmente,
comprovando que se trata de duas espécies com processo de especiacdo completo.

Rego & Soares (2021) denotam a importancia de estudos sobre este complexo, em
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seu resumo, uma vez que existem ainda muitas lacunas a respeito deste complexo
de espécies a serem elucidados e, apesar de ja ser aceito que Lu. longipalpis se
trata de um complexo de espécies, nenhuma proposta para desmembramento foi

realizada até o momento.

1.2.2 Comportamento de voo e dispersédo de flebotomineos.

Os trabalhos de Quate (1964) no Velho Mundo foram pioneiros em analisar o
comportamento de voo dos flebotomineos, através de estudos de captura-marcacao-
soltura-recaptura. Posteriormente estes estudos foram realizados nas Américas
(CHANIOTIS, 1974; ALEXANDER, 1987; ALEXANDER E YOUNG, 1992;
MORRISSON ET AL., 1993) com resultados semelhantes, onde os flebotomineos se
dispersavam em sua maioria por 200 metros em area urbana (CASANOVA et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2013) e, como mostrado por Dye et al. (1991), 700 metros
em area rural.

Killick-Kendrick et al. (1986) foram pioneiros em demonstrar a possivel
interferéncia dos ventos na capacidade de voo dos flebotomineos concluindo que
estes insetos realizam voos de 2,3 a 2,5 km/h sem sofrer interferéncia do vento.
Entretanto, Colacicco-Mayhugh et al. (2011), evidenciam coletas de flebotomineos
em indices de vento maiores que 0s mencionados anteriormente.

E dito na literatura cientifica (LAWYER E PERKINS, 2004) que os
flebotomineos sdo “mal voadores”. Este fato, de certa forma, € incoerente com a
distribuicdo geografica de certas espécies, que sdo observadas ao longo de todo o
territorio brasileiro. Em um experimento piloto, foi instalada uma armadilha na regiédo
central do rio das Velhas, na regido de Lassance em Minas Gerais, ha cerca de 80
metros de cada margem. Foram capturados flebotomineos neste teste, fato que
impulsionou a realizacdo de experimentos sistematicos para o refinamento do estudo
da capacidade de voo dos.

Estudos sobre a ecologia e comportamento de flebotomineos geram
perspectivas e auxiliam nas tomadas de decisdes por parte dos gestores em relagéo
a prevencao das leishmanioses, de forma eficaz e de acordo com a realidade do

municipio.


https://jme.oxfordjournals.org/content/50/2/277.full#ref-9
https://jme.oxfordjournals.org/content/50/2/277.full#ref-2
https://jme.oxfordjournals.org/content/50/2/277.full#ref-3
https://jme.oxfordjournals.org/content/50/2/277.full#ref-20
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1.3 Flebotomineos de Lassance e a presenca do complexo Lutzomyia

longipalpis

O municipio de Lassance, Minas Gerais, localizado as margens do rio das
Velhas e da Serra do Cabral, cobre uma érea de 3204 km? e tem 6512 habitantes
(IBGE, 2019). As atividades econOmicas locais envolvem agricultura, pesca e
criacao de gado.

Nosso grupo de estudos vem desenvolvendo trabalhos cientificos
relacionados a fauna flebotominica na regido de Lassance, Minas Gerais, h& alguns
anos (SARAIVA et al., 2008, 2009, 2012; CARVALHO et al., 2011, 2012, 2013). O
fato de possuir uma éarea relativamente bem preservada, a presenca de um rio de
grande porte, com cerca de 160 metros de largura entre suas margens e diversas
cavernas gera uma grande diversidade na fauna flebotominica. Ainda, em relacdo as
leishmanioses, o municipio notificou 18 casos de LV e LT respectivamente entre os
anos de 2010-2019 e apresenta uma alta prevaléncia de leishmaniose canina
(Dados nao publicados) o que indica a circulacédo do parasito no local, colocando em
risco a saude dos moradores.

De fato, uma nova espécie ja foi encontrada em nossos trabalhos bem como
a presenca de espécies de flebotomineos infectadas com Leishmania sp. na area
préxima ao rio das Velhas foram registras (SARAIVA et al., 2009; CARVALHO et al.,
2011), entretanto ndo se tem dados a respeito da fauna de flebotomineos na area
urbana de Lassance.

Em todos ambientes analisados na regidao de Lassance foi encontrada a Lu.
longipalpis, sendo que o feromdnio da populacdo urbana ja foi caracterizado, sendo
0 Quimiotipo 1 (9MGB) (SPIEGEL et al.,, 2016; SOUZA et al., 2017). Individuos
machos de duas manchas ja foram observados na regido (dados néo publicados) o
gue nos faz acreditar que, apesar deste fato ndo comprovar variagcdo do feromdnio
no local, o complexo Lu. longipalpis esteja distribuido nesta regido em diferentes
guimiotipos de feroménio. Ainda, a melhor compreensédo acerca do complexo Lu.
longipalpis é necessaria para fornecer melhores subsidios para estratégias de
controle (BRAY et al., 2014; BELL et al., 2018). Ainda, estudos sdo necessarios para
avaliar uma possivel circulacdo do parasito Leishmania em vetores em Lassance

além de suas formas de transmissao e distribuicao.
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Em relacdo a capacidade de voo dos flebotomineos, o rio das Velhas é ideal
para a realizacdo desses tipos de experimentos, pois através de metodologias
apropriadas sera possivel verificar se ele representa uma barreira geografica,
dificultando a dispersdo dos flebotomineos, e, mensurar a capacidade de voo
desses insetos. Além de o local nos permitir ter maior compreensao na capacidade
de voo destes vetores e os resultados obtidos neste trabalho poderdo permear
novas diretrizes para acdes de controle dos vetores das leishmanioses além de
trazer para a secretaria de saude e populacdo local uma visdo em relacdo a
distribuicdo dos flebotomineos na area urbana de Lassance.



31

2. OBJETIVO GERAL

Estudar a fauna e aspectos ecolégicos dos flebotomineos do municipio de
Lassance, Minas Gerais, bem como analisar algumas considerac¢des taxonémicas do

complexo Lutzomyia longipalpis.

2.1 Objetivos especificos

2.1.1 Determinar as espeécies de flebotomineos que ocorrem na area urbana do
municipio de Lassance — MG;

2.1.2 Investigar a presenca de DNA de Leishmania spp. nas fémeas de
flebotomineos capturadas;

2.1.2 Delimitar um mapa de risco de acordo com a abundancia das espécies de
flebotomineos de importancia médica.

2.1.3 Aferir a capacidade de voo dos flebotomineos;

2.1.4 Estudar a morfologia das glandulas de feroménio do complexo Lu. longipalpis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

O municipio de Lassance esta localizado na regiéo norte do estado de Minas
Gerais (17° 53' 13" S / 44° 34' 40" O), na microrregido de Pirapora (Figura 9), as
margens do rio das Velhas. Tem relevo plano e bioma predominantemente de
cerrado, apresentando 81% de arborizagdo em suas vias publicas (IBGE, 2019)
(Figura 10).

Figura 9: Localizacdo do municipio de Lassance no Brasil e no Estado de Minas

Gerais, Brasil.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Possui diversos pontos turisticos como, rios, cachoeiras e cavernas e, ainda,
apresenta importancia historica e cientifica por ser o local de descoberta da doenca
de Chagas, quando em 1907, Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, um jovem médico
sanitarista do Instituto Oswaldo Cruz foi convidado a controlar a maléria no vilarejo
do norte de Minas (CHAGAS, 1922) (Figura 11).
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Figura 10: Imagem aérea de Lassance feita por drone.

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 11: Pontos turisticos localizados em Lassance — MG. A) Rio das Velhas. B)
Memorial Carlos Chagas localizado na regido central de Lassance, MG.

Fonte: Dados da pesquisa.
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3.2 Estudo da fauna dos flebotomineos na é&rea urbana do municipio de

Lassance.

3.2.1 Delineamento das capturas de flebotomineos

Para o estudo da fauna dos flebotomineos foram selecionados 8 domicilios
como pontos amostrais na area urbana de Lassance (Figura 12). Esses pontos
foram selecionados de acordo com caracteristicas ambientais (presenca de
galinheiros, canis, quintais com plantagdes — situacdes que favorecem a presenca
dos flebotomineos) e proximidade ou ocorréncia de casos caninos e/ou humanos de
leishmaniose, segundo a Secretaria Municipal de Saude de Lassance.

Os pontos foram caracterizados de acordo com presenca ou auséncia de
fatores que possam contribuir para a presenca do vetor, como mostra a Tabela 1.
Durante o periodo amostral, dados climéticos (temperatura média e pluviosidade)
foram consultados no sistema do Instituto Nacional de Meteorologia — INMET a partir

da estacéao climatica localizada em Curvelo - MG.

Tabela 1: Caracterizacdo dos pontos amostrais do estudo da fauna de

flebotomineos na area urbana de Lassance, MG.

Ponto Arvore N . outros

amostral frutifera Arbustos Grama cao Galinha animais (n)
1 + + 1 Gato (1)
2 + + 1
3 + + Cavalo (1)
4 + + 2 Gato (4)
5 + + 1 +
6 + + + +
7 + + +
8 + 1 + Gato (3)
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Figura 12: Distribuicdo das armadilhas para coleta de flebotomineos no Municipio

de Lassance, MG.

Fonte: Dados da pesquisa.

Uma armadilha luminosa do tipo HP foi utilizada em cada um dos pontos
amostrais durante trés noites consecutivas por més durante maio de 2018 a abril de
2019 resultando em esforco amostral de 72 horas/més de coleta (Figura 13 - 20). Os
flebotomineos coletados foram submetidos a triagem e sexagem e, posteriormente
preparados em berlese entre lamina e laminula. Os individuos do sexo masculino
foram montados utilizando todo o corpo e as fémeas foram montadas apenas
cabeca e os dois ultimos segmentos abdominais e o restante foi separado para
analise molecular. A identificacdo foi realizada seguindo-se a classificagdo de Galati
(2018).
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Testes em laboratorio foram realizados previamente para validar a
adaptacao de pote coletor nas armadilhas utilizando tubo Falcon® (50 mL) contendo
mistura de &lcool glicerinado (20%). A adaptacdo mostrou-se Util para estudos
faunisticos uma vez que os insetos capturados se mantém em meio liquido o que

preserva suas estruturas e facilita a triagem da amostragem.



Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 13: Ponto
amostral Casa 01. A e
B) Quintal da residéncia
referente  ao ponto
amostral Casa 01 na
area urbana de
Lassance com a
armadilha luminosa tipo
HP instalada.



Figura 14: Armadilha instalada no ponto amostral Casa 2 em pequeno terreiro a
frente da residéncia.

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 15: Ponto W‘

amostral Casa 03. A

e B) Quintal da !

residéncia na érea
urbana de Lassance
mostrando riqueza
em matéria organica
e uma ampla area.

N

Fonte: Dados da pesquisa
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura  16: Ponto
amostral Casa 04.
Acima) Frente do ponto
amostral Casa 04,
préximo a linha férrea
no municipio de
Lassance. Abaixo)
Local para amostragem
na Casa 04 com
presenca de vegetacao
e animal doméstico.
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Figura 17: Ponto
amostral Casa 05. A)
Entrada da
residéncia com
plantas frutiferas e
amplo terreiro ao
fundo. B) Armadilha
luminosa tipo HP
instalada em
galinheiro no ponto
amostral.
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Fonte: Dados da pesquisa

)

amostral Casa 06.
A) Entrada do
ponto amostral
Casa 06 com area
verde seguida de
uma horta e um

galinheiro ao
fundo. B)
Armadilha

luminosa tipo HP
instalada em

galinheiro no ponto
amostral.

Figura 18) Ponto

42
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Figura 190 Ponto | &
amostral Casa 07. A)
Quintal do ponto
amostral com area
verde com &rvores |
frutiferas, plantacdes
e galinheiro. B)
Armadilha  luminosa
tipo HP instalada em
frente ao galinheiro.

Fonte: Dados da pesquisa



.....

Figura 20: Ponto
amostral Casa 08.
A) Quintal da
residéncia com
entulhos e animais
domeésticos. B)
Armadilha luminosa
tipo HP instalada
sob entulhos e
préximo a dormitério

BN de animais

Fonte: Dados da pesquisa

domésticos.
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3.2.2. Andlises estatisticas

A equitabilidade da populacdo de flebotomineos nos diferentes pontos
amostrais da area de estudo foi determinada pelo indice de Pielou (J), baseado na
abundancia de cada espécie.

A andlise de similaridade para ocorréncia e abundancia relativa das espécies
de flebotomineos entre diferentes ambientes dos pontos amostrais foram
determinadas pelo Escalonamento Multidimensional N&o-Métrico (NMDS) por meio
de uma matriz de dissimilaridade calculada segundo os indices de Jaccard (com
dados de presenca ou auséncia das espécies) e de Bray-Curtis (com dados de
abundancia relativa das espécies) valores de stress de 0,08 e 0,06 respectivamente.

As analises estatisticas foram realizadas através dos pacotes Vegan no

software R 3.2.4 (R Development Core Team 2016).

3.2.3. Deteccgéo de DNA de Leishmania nos flebotomineos coletados e calculo

dataxa de infeccao

O DNA total foi extraido a partir das fémeas coletadas, de forma individual
ou em pools para amostragens maiores que 10 individuos referentes ao mesmo local
e data de coleta, utilizando o KIT Genra Puregene (Qiagen, USA) seguindo o
protocolo do fabricante.

Foi realizada amplificacdo do fragmento da regido intergénica do DNA de
Leishmania (Internal Transcribed Spacer — ITS1) utilizando os primers LITSR: 5
CTGGATCATTTTCCGATG 3" e L5.8S: 5° TGATACCACTTATCGCACTT 3 (EL TAI
et al., 2000; SCHONIAN et al., 2003) e a analise visual se deu através de
eletroforese em gel de agarose 2%.

Para identificacdo da espécie de Leishmania, o produto amplificado foi
digerido utilizando a enzima Haelll (10U / pL), seguindo as recomendac¢des do
fabricante (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). Os padrdes de restricdo foram
analisados em gel de agarose a 4% corado com 7uL de brometo de etidio
(10mg/mL) em comparacdo com as cepas de referéncias de Leishmania spp.: Le.
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Le. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Le.
infantum (MHOM/BR/74/PP75) e Le. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147).
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A taxa de infeccdo foi calculada considerando as amostras positivas na
deteccdo de DNA de Leishmania sp. em relacdo ao numero total de amostras
analisadas.

3.2.4 Determinacdo de areas de risco

De acordo com a abundéancia das espécies de importancia médica ao longo
dos pontos amostrais na area de estudo e resultados das analises moleculares de
deteccdo de DNA de Leishmania sp. foi elaborado um mapa das areas de risco no

municipio de Lassance — MG.

3.3 Estudo da capacidade de voo dos flebotomineos

3.3.1 Analise da capacidade de voo por interceptagcdo em meio aquatico

Para se verificar a capacidade de voo dos flebotomineos, seguindo nossas
hipoteses (figura 21), trés coletas ndo sistematizadas foram realizadas nos meses
de maio de 2017, janeiro e julho de 2018 com esforco amostral de 68 horas por
coleta. Para tal, foi desenvolvido um suporte para as armadilhas serem instaladas

em meio aquatico e permanecerem ancoradas (Figura 22).

Figura 21: Hipoteses a serem testadas no estudo de capacidade de voo dos
flebotomineos. HO: os flebotomineos realizam voo por longa distancia em forma de

saltos. H1: os flebotomineos realizam voo de forma continua.

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 22: Suporte desenvolvido para realizar estudo de capacidade de voo dos
flebotomineos utilizando meio aquéatico como barreira. a) cAmara de ar de caminh&o;
b) chapa de madeira tamanho 110 cm x 90 cm; ¢) arame 3,17 mm cruzados sobre a

chapa de madeira; d) armadilha luminosa do tipo HP.
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Fonte: Dados da pesquisa

Foi selecionado um trecho de menor curvatura possivel do rio com distancia
maior que 500 metros de extensdo e 180 metros de largura e, com auxilio de um
barco, quatro armadilhas luminosas do tipo HP foram dispostas na regido central do
rio, a 80 metros equidistantes entre si e, ainda, foi instalada uma armadilha em cada
margem (Figura 23 e 24). A fim de evitar contaminacéo e aperfeicoar a amostragem,
foram selecionadas armadilhas especificas para cada ponto amostral (regido central
do rio e margens) e as mesmas eram levadas desmontadas e desligadas até o ponto
de captura e durante periodo de alta incidéncia de luz solar.

A distancia entre as armadilhas e as margens do rio das Velhas foi feita com
uso de GPS. Ainda, foram utilizados anemodmetro e registros do aplicativo Windy®
para medir a intensidade e direcdo do vento durante o periodo de coleta e verificar a

possivel influéncia ou ndo deste sobre a capacidade de voo dos flebotomineos.



48

Figura 23: Regido utilizada para estudo da capacidade de voo e pontos de coleta ao
longo do Rio das Velhas, em Lassance. A) Imagem aérea capturada por drone do
local no rio das Velhas utilizado para o desenvolvimento do estudo (Foto do autor).

B) Distribuicdo das armadilhas para captura onde 1 — 4: localizacdo dos pontos
amostrais. M1: localizacdo do ponto amostral na Margem 1. M2: localizag&o do

ponto amostral na Margem 2. A seta vermelha representa o sentido do rio.

Fluxo do rio

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 24: Armadilha instalada em regiéo central do Rio das Velhas em Lassance,
MG. Ao fundo pode-se observar outra armadilha instalada a 80 metros de distancia.

Fonte: Dados da pesquisa

3.3.2 Analise de capacidade de voo por captura, marcacao e recaptura.

Para analisar a capacidade dos flebotomineos em realizar voos maiores que
100m de distancia de forma continua, foi selecionado um local onde havia
disponibilidade de locais com alto potencial de presenca de flebotomineos e préoximo
a margem do rio das Velhas. O local selecionado foi a Pousada Tia Maria, a margem
do rio, onde eram encontrados galinheiro, cdes e arvores frutiferas, além de toda

estrutura para realizagédo do trabalho (Figura 25).
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Figure 25: Vista panoramica do rancho Tia Maria na margem 2 do rio das Velhas em
Lassance, MG. O circulo vermelho denota a localizagcdo do galinheiro onde as
coletas de flebotomineos foram realizadas.

Fonte: Dados da pesquisa

Coletas foram realizadas nos meses de agosto de 2020 a marco de 2021. A
captura de dipteros foi realizada no galinheiro (na margem 2) utilizando trés
armadilhas luminosas do tipo HP além de captura ativa com capturador de Castro
nas adjacéncias da residéncia e com uso de armadilha de Shannon, com esforco
amostral de 48 horas consecutivas por més de coleta. Os insetos capturados foram
armazenados vivos em pote de criacdo, alimentados com solucdo acgucarada e
mantidos em caixa térmica. Os insetos foram marcados dentro dos potes de criacéao
com po fluorescente (Luminous Paint kit, Bioquip®), com auxilio de borrifador de
plastico em formato de pera. As cores de marcacgao foram alternadas entre os meses
(vermelho amarelo e azul). Ap6s a marcacdo os insetos foram soltos na margem 1
do rio das Velhas e as armadilhas de recaptura foram dispostas na margem 2, no
galinheiro e em seus arredores (Figure 26). As tentativas de recaptura foram

realizadas durante dois dias a partir do dia de soltura e 20 dias ap6s a mesma.
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Figure 26: Delineamento da andlise da capacidade de voo dos flebotomineos por
captura, marcacgdao, soltura e recaptura. O circulo vermelho, localizado no galinheiro
da pousada na margem 2, representa o ponto de captura. O ponto amarelo,
localizado na margem 1 a 150 metros de distancia da margem 2, representa o local
de soltura dos flebotomineos marcados. Os pontos vermelhos representam os locais

de distribuicdo de armadilhas para tentativas de recapturas dos insetos marcados.

O‘ Ponto de captura

- Ponto de soltura

@® - Ponto de recaptura

V4 Image ©/2021 CNES / Airbus

Fonte: Ddos da pesquisa

Com auxilio de lanterna de luz ultravioleta (UV) (Bioquip®) os flebotomineos
capturados foram analisados em microscopio estereoscopio para observacdo de
marcacao fluorescente. Posteriormente foram preparados, montados entre lamina e
laminula e fixados em solucdo de Berlese. Estes insetos foram identificados

seguindo a classificacdo proposta por Galati (2018).

3.4 Estudo morfolégico das glandulas de feroménio do complexo Lu.

longipalpis

Este estudo foi inicialmente realizado na Universidade de Lancaster - UK
mediante aprovacdo no edital CAPES/PRINT n°41/2017 sob coorientacdo do Dr.
Gordon Hamilton entre outubro de 2019 e marco de 2020. Foi analisada a morfologia

das estruturas responsaveis pela liberacdo do feromonio, localizadas nas regides
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das manchas abdominais, em machos do complexo Lu. longipalpis através de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Ainda, machos de Lu. longipalpis foram coletados no ponto amostral casa 06
em Lassance — MG para andlise morfolégica dos membros do complexo desta

regiao.

3.4.1 Delineamento do estudo

Machos de Lu. longipalpis da colénia de flebotomineos da Universidade de
Lancaster — UK, mantida h4 mais de dez anos, provenientes de Campo grande —
MS, Jacobina — BA e Sobral — CE foram utilizados para a analise. Os Lu. longipalpis
analisados representam 3 dos 5 quimitipos de feroménio encontrados no Brasil
(Tabela 2). As coldnias eram mantidas em 28+2°C, 80+5% umidade relativa (UR) e
foto periodo de 12h:12h claro:escuro (C:E). Todos os machos das trés colbnias

foram morfologicamente classificados como duas manchas (2S).

Tabela 2: Local de coleta original e tipo de feromdnio dos membros do complexo de
espécies de Lu. longipalpis mantidos em colénia na Universidade de Lancaster - UK

utilizados no estudo.

Local de origem Coordenadas Tipo do feromdnio
Campo Grande - MS  20° 28’S, 54° 37’W  (S)-9-methylgermacrene-B (9MGB)
Jacobina - BA 11°11'S, 40° 31'W 3-methyl-a-himachalene (3MH)
Sobral - CE 3°41’S, 40° 20'W Sobralene (SOB)

Fonte: Dados da pesquisa

Os flebotomineos utilizados foram retirados da colénia 7 dias apos
emergirem e foram sacrificados a - 5°C em freezer por 20 minutos. Foram, entéo,
armazenados em tubos contendo hexano em freezer a - 20°C até o processo de
disseccdo. Flebotomineos machos da espécie Lu. longipalpis foram capturados no
ponto amostral casa 06 em Lassance e mantidos em hexano e armazenados em

freezer -20°C até o processo de disseccao.
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3.4.2 Dissecc¢ao

Para preparar os machos de flebotomineos para MEV, o inseto foi disposto
em uma gota de solucédo salina a 1% (PBS 1%) em lamina de microscopia. O
abdbmen inteiro ou o terceiro e quarto tergito foi removido do restante do animal
utilizando agulhas entomolégicas em uma lupa 6ptica (Stemi 508, Carl Zeiss Ltd,
Cambridge, UK) e, entdo, o interior do abdémen foi exposto apdés uma incisdo

dorsoventral.

3.4.3 Limpeza e desidratagdo do abdémen de flebotomineo

Para remover as partes moles que cobrem as estruturas cuticulares internas
no abdémen do flebotomineo, as amostras de abdémen previamente dissecadas
foram submetidas a um processo de limpeza em banhos de Hidroxido de Potassio
10% (KOH 10%) por 4 ou 24 horas, PBS 1% (3 sequéncias de 5 minutos cada) e
enxague em agua destilada. Em seguida, as amostras foram submetidas a um
processo de desidratacdo com banhos em alcool (50%, 70%, 90% e 100%) por cinco
minutos em cada, seguidos de processo de overnight em hexamethildisilazane
(HMDS) (Figura 27).

Figura 27: Fluxograma da metodologia para remocéao das partes moles do interior

do abdémen do flebotomineo.

Digestao Limpeza Desidratagao e secagem

5 min cada

50%, 70%,
4e24h 5min (3x) Enxague 90%, 100% Overnight

Fonte: Dados da pesquisa
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3.4.4 Andlise de ultraestrutura

ApGs o processo de limpeza e desidratacdo, as amostras foram montadas
em suportes de MEV em fita adesiva de dupla face e cobertos com ouro (20nm) em
metalizadora (Edwards S150A; Edwards UK, Burgess Hill, UK e QT150 ES -
Quorum). As amostras foram, entdo, analisadas em microscopios eletrbnicos de
varredura (JEOL JSM-7800F e JEOL JSM-5610; Jeol (UK) Ltd, Welwyn Garden City,
UK e Quanta 450 FEG - FEI) operados a 18kV. No total, 10 espécimes foram
utilizados para o procedimento sendo 3 de Campo Grande, 3 de Jacobina, 2 de

Sobral e 2 de Lassance.

3.4.5 Medidas das estruturas da glandula de feromonio

Para analise quantitativa e morfologica de estruturas na superficie cuticular
interna abdominal, foram selecionadas, de forma randémica, 10 imagens digitais dos
individuos analisados provenientes da colénia de flebotomineos da Universidade de
Lancaster utilizando o software Image J®. Devido as dificuldades encontradas na
situacao da pandemia do COVID-19, néo foi possivel realizar analises comparativas
da morfologia das estruturas nos espécimes provenientes de Lassance — MG.

Quatro parametros foram considerados e medidos a partir do aparato
secretor: largura, altura, comprimento do reservatério e ducto -cuticular e
comprimento do aparato secretor. Um total de 600 medidas foram realizadas nas 3
diferentes populacdes de Lu. longipalpis.

A comparacdo do tamanho das estruturas da glandula de feroménio foi
realizada através de Modelos Lineares Generalizados (MLG). As medidas de cada
segmento das estruturas foram utilizadas como variaveis de resposta, enquanto as
colénias foram consideradas como variaveis de explicacdo. Para determinar a
diferenca entre as medidas foi utilizado o teste de Tukey.

Todas as analises foram realizadas através do R (v3.6.1, R Development
Core Team 2016), seguindo por analise residual para padronizar a distribuicdo de

dados.
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3.5. Licencgas e aspectos éticos

Os flebotomineos coletados serdo depositados na Colecdo de
Flebotomineos do Instituto René Rachou/Fiocruz. O Coordenador possui ainda
licenca permanente do IBAMA para realizar as coletas de flebotomineos, (niUmero
15237-1) (Apéndice 1).
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4. RESULTADOS

4.1. A fauna de flebotomineos na area urbana de Lassance

Durante o periodo amostral foi coletado um total de 1.611 espécimes de
flebotomineos nas casas da regido urbana do municipio de Lassance sendo 0s
pontos de maior abundéancia a casa 6 (81,81%) e casa 4 (11,67%). Foi observada
uma rigueza de 21 espécies de flebotomineos na area de estudo compreendia em 8
géneros. As espécies de maior abundancia foram Lu. longipalpis (77,09%) e
Nyssomyia intermedia (10,06%) (Tabela 3).

Em relacdo a espécie Lu. longipalpis, foi observada maior abundéancia de
individuos macho (74,12%) em uma propor¢cao aproximadamente de duas vezes o
numero de fémeas (25,88%), ainda, observamos maior abundancia da espécie em
relacdo ao total amostrado de acordo com o sexo (machos = 87,27% e fémeas =
47,96%) (Grafico 1).

Grafico 1: Proporgcdo amostral de flebotomineos machos e fémeas capturados
durante o estudo da fauna na area urbana do municipio de Lassance, MG, em

relacdo ao numero amostrado de individuos do complexo Lu. longipalpis.
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Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 3: Flebotomineos coletados no estudo da fauna no periodo de maio de

2018 a abril de 2019 na area urbana de Lassance - MG.

Flebotomineos

Pontos amostrais

1 2 3 4 5 6 7 8 Total %
Brumptomyia avelari -t - 1 - = = 1 006
Brumptomyia sp. - - - 2 - 2 - - 4 0,25
Complexo cortelezzi* 3 1 2 20 5 10 1 3 45 279
Evandromyia
., - - 2 - - - - 2 012
cortelezzii
Ev. evandroi 1 - - 7 - 3 6 - 17 1,06
Ev. lenti 2 - 2 9 - 2 5 4 24 1,49
Ev. sallesi 1 2 3 21 5 15 1 - 48 2,98
Ev. termitophila 1 1 1 - - - - - 3 019
Ev. walkeri - - - 1 - - - - 1 006
Lutzomyia longipalpis 4 4 2 77 4 1143 5 3 1242 77,09
Micropigomyia
: .p.g y - 2 ; 2 1 - - - 5 0,31
oliveirai
Micropigomyia
: PRoTY - - - - - - - 1 1 0,06
quinquefer
Nyssomyia intermedia + 1 - 3 1 1212 3 162 1006
Nyssomyia neivai i - - - - 13 - - 13 081
Psathyromyia
”y .y - - - - 1 - - - 1 0,06
brasiliensis
Psathyromyia
. 1 1 1 1 2 - - 1 7 0,43
lutziana
Sciopemyia sordellii 1 2 1 13 - 9 - 9 35 217
Total 15 14 12 188 20 1318 20 24 1611
093 087 074 11,67 1,24 81,81 1,24 1,49

%
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*agrupamento formado por fémeas das espécies Ev. sallesi e Ev. cortelezzii
devido a semelhanca morfolégica de suas espermatecas dificultando a precisdo
da analise taxondmica.

Fonte: Dados da pesquisa

O indice de uniformidade (J) foi baixo para a area de estudo (J' = 0,34). Esse
resultado mostra que as abundancias das espécies nos diversos pontos amostrais
ndo foram semelhantes, sendo Lu. longipalpis a espécie dominante. A andlise de
Similaridade do NMDS realizada com base nos dados de ocorréncia e abundancia
relativa das espécies de flebotomineos por armadilha entre os pontos amostrais,
explicou 74% e 92% da variagao dos dados com valores de stress de 0,08 e 0,06,
respectivamente. Os percentuais de explicacdo e o0s valores de stress sao
considerados bons, uma vez que revelam uma alta probabilidade de que a analise
de similaridade realizada reflita a realidade dos ambientes estudados. O NMDS
revelou uma forte tendéncia de similaridade na composi¢cdo e abundancia relativa
das espécies de flebotomineos entre os diferentes pontos amostrais da area urbana
de Lassance, 0 que sugere que todos esses ambientes sdo favoraveis para a
manutencdo das comunidades de espécies de flebotomineos na area de estudo
(Figure 28).
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Figura 28: NMDS da ocorréncia e abundancia de flebotomineos em relacdo aos
pontos amostrais na area urbana de Lassance, MG. A) NMDS da ocorréncia de
flebotomineos com nivel de stress = 0,08. B) NMDS da abundancia de

flebotomineos com nivel de stress = 0,06.
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Fonte: Dados da pesquisa

Os dados climéaticos e pluviométricos observados a partir do INMET, durante
o periodo de estudo, indicaram o0s meses mais quentes como Janeiro de 2019
(28,9°C) e Fevereiro de 2019 (27,8°C). Em relacdo aos meses de maior umidade do
ar, observamos Novembro de 2018 (75,4%), Dezembro de 2018 (69%) e Fevereiro
de 2019 (69,4%) e os meses de menor umidade relativa observados foram Agosto
de 2018 (57,7%) e Setembro de 2018 (54,8%) (Grafico 2).
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Grafico 2: Distribuicdo mensal da fauna flebotominica durante o periodo amostral no
municipio de Lassance, MG. O eixo y esquerdo corresponde aos valores para as
variaveis: Temperatura média (°C) e Umidade relativa (%). J& o eixo y direito
corresponde ao numero de flebotomineos coletados.
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Fonte: Dados da pesquisa

4.2. Deteccdo molecular de Leishmania sp. e determinacéo de area de risco

Um total de 427 amostras foram testadas para deteccdo de DNA de
Leishmania sp. utilizando o alvo ITS1.

Das amostras analisadas, 9 foram detectadas com DNA de Leishmania sp.,
resultando em taxa de infeccdo (TIl) de 2,10% (9/427), com predominancia de
amostras positivas na casa 6 (n = 4) e casa 8 (n = 3) e a espécie de flebotomineo
mais abundante dentre as positivas na PCR foi Lu. longipalpis. Em uma amostra
proveniente da casa 06, organizada em pool, obtida no periodo amostral do més de
marco de 2019, foi o DNA amplificado foi caracterizado como da espécie Le.
infantum através da metodologia PCR RFLP (Tabela 4) (Figura 29).



Tabela 4: Deteccao de DNA de Leishmania por PCR ITS1 e caracterizagao

atraveés de restricdo de fragmento pela enzima Haelll. As amostras

organizadas em pool de 10 individuos estdo marcadas por *.

R Ponto ] Espécie de
Ano Més Flebotomineo _ _
amostral Leishmania
Marco 8 Lu. longipalpis
Junho 6 Ny. intermedia*
g Julho 4 Complexo Cortelezzii
(qV
6 Lu. longipalpis*
Setembro _ _
6 Lu. longipalpis*
Fevereiro 8 Sc. sordellii
o 4 Complexo cortelezzii
= Marco _ _ _
N 6 Lu. longipalpis* Le. infantum
Abril 8 Lu. longipalpis

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 29: Eletroforese em gel de agarose 4% da PCR RLFP das amostras
organizadas em Pool. Canaleta 1: Lu. longipalpis (casa 06, marco de 2019), canaleta
2 e 3: Lu. longipalpis (casa 06, setembro de 2018) e canaleta 4: Ny. intermedia (casa
06, junho de 2018); CN corresponde ao controle negativo; L.a, L.b, L.i e L.g = cepas
de referéncia correspondentes as espécies Le. amazonensis, Le. brasiliensis, Le.

infantum e Le. guyanensis.
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Fonte: Dados da pesquisa

Baseado na frequéncia das espécies mais abundantes no estudo, Lu.
longipalpis e Ny. intermedia, em relagdo ao local de captura, propomos um mapa de

areas de risco (Figura 30).
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Figura 30: Areas de risco de transmissdo de leishmanioses na area urbana de
Lassance, MG, de acordo com frequéncia das espécies de flebotomineo Lu.
longipalpis e Ny. intermedia. A abundancia da espécie de acordo com o ponto
amostral € demonstrada em (%) pela barra vermelha (para Lu. longipalpis) e azul

(para Ny. intermedia)
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Fonte: Dados da pesuisa
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4.3 Capacidade de voo dos flebotomineos

Durante o periodo amostral da analise da capacidade de voo dos
flebotomineos, os ventos atuaram predominantemente na direcdo Noroeste, sentido
margem 1 para margem 2, com uma média da velocidade de 0,8 km/h apresentando
rajadas de vento ao longo do dia de 12,3 km/h. O ranking de més de maior
intensidade dos ventos foi janeiro de 2018 (1,2 km/h), julho de 2018 (0.7 km/h) e
maio de 2017 (0,6 km/h). A temperatura maxima observada durante o periodo
amostral foi de a.v. 26,6°C enquanto a minima foi de a.v. 17°C. Exceto pelo primeiro
més de coleta, em que a Lua se encontrava em fase crescente, durante oS outros
meses se encontrava em fase nova (Tabela 5). Nao houve precipitagdes durante os

periodos amostrais.

Tabela 5: Comportamento do vento, temperatura e fase lunar durante a
analise de capacidade de voo dos flebotomineos em Lassance — MG nos
meses de maio de 2017, janeiro de 2018 e julho de 2018. Dados

coletados por anemometro e aplicativo Windy®.

Periodo Vento L Temperatura
Direcao Fase lunar
amostral (rajadas) (°C)
0.6 km/h max: 27°
Maio 2017 b . O
(12 km/h) min: 17°
Crescente
1.2 km/h W max: 27°
Janeiro 2018 . .
(14 km/h) min: 19°
Nova
v max: 26°
Julho 2018 0.7 km/h . .
(11 km/h) min: 15°
Nova

Fonte: Dados da pesquisa

Durante o periodo amostral, no estudo da capacidade de voo, um total de

804 flebotomineos foi coletado. Destes, 580 (65,67%) foram capturados na Margem
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direita (M1), 270 (33,58%) na margem esquerda (M2) e seis espécimes (0,75%) na
regido central do rio. As espécies de maior abundancia foram Ny. neivai (63,43%) e
Ny. intermedia (22,64%). Dos seis espécimes capturados na regido central do rio, a
mais abundante foi Ny. neivai (66,66%) seguido de Ev. lenti e Ny. intermedia
(33,33%) (Tabela 6).

Tabela 6: Flebotomineos coletados na andlise da capacidade de voo no
rio das Velhas, Lassance - MG. 1 — 4 representam 0s pontos amostrais.
M1 e M2 representam a Margem 1 e a Margem 2 respectivamente.

Espécies por pontoamostral 1 2 3 4 M1 M2 TOTAL %

Brumptomyia sp. - - - - - 1 1 0,12
Complexo cortelezzii - - - - 5 2 7 0,87
Evandromyia evandroi - - - - 3 - 3 1,37
Evandromyia lenti 1 - - - 6 4 11 1,37
Evandromyia sallesi - - - - 21 36 57 7,09
Evandromyia teratodes - - - -1 - 1 0,12
Evandromyia termitophila - - - -1 - 1 0,12
Evandromyia walkeri - - - - 25 2 27 3,36
Lutzomyia longipalpis S 1 1 0,12
Nyssomyia intermedia - - - 1 151 30 182 2264
Nyssomyia neivai 4 - - - 314 192 510 63,43
Pintomyia misionensis - - - -1 - 1 0,12
Sciopemyia sordellii S 2 2 0,25
TOTAL 5 0 0 1 528 270 804 100

Fonte: Dados da pesquisa

Todos os espécimes da espécie Ny. neivai e Ev. lenti capturados na regido
central do rio foram obtidos em maio de 2017 no ponto amostral 1 enquanto o
espécime de Ny. intermedia foi capturado em janeiro de 2018 no ponto amostral 4. A
coleta referente ao més de julho de 2018 nédo obteve sucesso amostral na regiao

central do rio.



66

Em relacdo as andlises de captura, marcagao e recaptura, aproximadamente
1450 espécimes de flebotomineos foram capturados, através de armadilha de
Shannon e armadilha luminosa tipo HP, e soltos entre os meses de agosto (= 500) e
dezembro de 2020 (= 630), fevereiro (= 200) e margo de 2021 (= 120). Em nenhum
flebotomineo foi observado emissdo de fluorescéncia quando exposto a luz UV.

Sendo assim, concluimos que nenhum flebotomineo foi recapturado (Tabela 7).

Tabela 7: Relacdo de flebotomineos capturados, marcados, soltos e
recapturados durante a analise de capacidade de voo no periodo de agosto
e dezembro de 2020 e fevereiro e margo de 2021.

Periodo amostral

2020 2021
Agosto Dezembro Fevereiro Margo
# Flebotomineos
=630 = 200
d = 500 =120
capturados, _ (Armadilha (Armadilha ,
(Armadilha de (Armadilha

marcados e de Shannon de Shannon .

Shannon) luminosa HP)

# Flebotomineos

recapturados

Fonte: Dados da pesquisa

As tentativas de recaptura foram realizadas utilizando armadilhas luminosas
do tipo HP (no galinheiro e na margem 2) e captura ativa com armadilha de Shannon
(no galinheiro). Foi capturado um total de 1.027 espécimes nas tentativas de
recaptura sendo as espécies mais abundantes Ny. intermedia (70,79%) e Ny. neivai
(25,12%). Dentre as recapturas, foi observada maior abundancia no ponto amostral

do galinheiro (58,52%) que na margem (39,05%) (Tabela 8).
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Tabela 8: Flebotomineos capturados na tentativa de recaptura com armadilha

luminosa HP em agosto e dezembro de 2020 e fevereiro e margo de 2021 em

relacdo aos locais de captura: Galinheiro, Margem esquerda e por armadilha

shannon na area de estudo localizada em Lassance, MG.

Ponto amostral / _ _ Margem
espécies de flebotomineos Galinheiro esquerda Shannon — TOTAL
Ny. intermedia 514 198 15 727
Ny. neivai 59 195 4 258
Ny. whitmani - - 1 1
Lu. longipalpis 20 - 2 22
Ev. sallesi - 1 1 2
My. quinquefer 1 - - 1
Mg. migonei 1 - - 1
Ev. temithophila - 1 - 1
Pa. limai 3 - - 3
Complexo cortelezzii 2 7
Brumptomyia sp. - 4 - 4
601 401 25
(58,52%) (39,05%) (2,43%) 1027
Fonte: Dados da pesquisa

4.4 Estudo da morfologia da

longipalpis

glandula de ferom6nio do complexo Lu.

A metodologia desenvolvida para ter acesso as estruturas cuticulares

internas do abdémen de flebotomineos se mostrou eficaz permitindo a observacao,

na cuticula interna de Lu. longipalpis, de estruturas que séo distribuidas na regiao

correspondente as manchas encontradas externamente no 3° e/ou 4° segmento

abdominal nesta espécie (Figura 31). A densidade dessas estruturas foi de

aproximadamente 13/1000umz2 (+ 1627 estruturas) em amostras de Campo Grande,

aprox. 18/1000um2 (+ 1415 estruturas) em amostras de Jacobina e aprox.

18/1000um?2 (+ 3469 estruturas) em

amostras de Sobral.
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Figura 31: MEV do interior do abdome de Lu. longipalpis de Campo Grande
demonstrando distribuicdo das estruturas nas areas correspondentes as manchas
vistas, normalmente, do lado externo do inseto. Magnitude: x80. Circulos
tracados em branco representam a localizacdo das estruturas. Os nimeros lll e

IV representam o tergito abdominal Il e IV respectivamente.

Fonte: Dados da pesquisa

Ao observar as estruturas encontradas na cuticula interior do abdémen foi
notado que a estrutura era composta por, basicamente, duas partes. A primeira
estaria conectada com a parede cuticular interior ou poderia ser uma extensao do
tergito e que foi denominado aqui de Manifold (Figura 32A). No meio civil, as
estruturas responsaveis pela distribuicdo e controle da pressao dos sistemas a gas
sdo chamadas de manifold, a partir desta funcdo decidimos nomear a estrutura
observada no presente estudo com 0 mesmo nome.

O manifold apresenta duas partes distintas: a base e o anel (Figura 32B). A
segunda parte de toda a estrutura é o ducto cuticular (ducto quitinoso como descrito
por Lane & Bernardes, 1990) que € conectado ao manifold e termina no reservatorio
secretor na parte distal (Figura 32C). O reservatorio secretor seria como uma bolsa
cuticular que pode assumir diferentes formatos. Tanto o ducto cuticular quanto o
reservatorio secretor sdo estruturas que ja foram previamente observadas em

estudos por microscopia eletrénica de transmissdo (Boufana, 1990; Spiegel et al.,
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2002) mas nao foram relatados em estudos por MEV. Todas as partes juntas podem
ser descritas como aparato secretor (Figura 32 D). Durante a preparacdo de
algumas amostras, o complexo ducto + reservatério se soltou da estrutura do
manifold dando a impresséo de que o interior do manifold € oco.

O aparato secretor dos membros de Lu longipalpis das trés colonias da

Universidade de Lancaster pode ser observado na figura 33.

Figura 32: Desenho esqueméatico dos componentes do aparato secretor de
Lutzomyia longipalpis de Campo Grande, MG. A) Manifold; B) componentes do
manifold, Base e Anel; C) Reservatério e ducto cuticular; D) Aparato secretor.
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Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 33: Aparatos secretores observados na cuticula interna abdominal de 3
membros do complexo Lu. longipalpis. A) Campo Grande; B) Sobral; C) Jacobina.
As imagens na coluna esquerda foram obtivas em um Jeol JSM-5610 com
magnificacdo de 3.500x e as imagens da coluna direita foram obtidas em um Jeol

JSM-7800F com magnificagdo de 12.000x.

Fonte: Dados da pesquisa
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Houve significancia na largura dos manifold entre os Lu. longipalpis das trés
colonias (df=147; F=15.17; P<0.001). O manifold de Campo Grande foi
significantemente mais largo (meanzsem; 1.70+0.031pm) do que Jacobina
(1.50+0.036pm) e Sobral (1.48+0.027um), nao houve diferenga na largura do
manifold entre Jacobina e Sobral (Figura 34A).

Observamos, também, alta diferenca significativa no comprimento dos
manifolds entre as trés colbnias de Lu. longipalpis analisadas (df=147; F=116.01; P<
0.001). O manifold de Campo Grande (0.94+0.024um) foi significantemente mais
longo do que o observado em Jacobina (0.84+0.028um) e, este, foi mais longo que o
manifold observado nos individuos de Sobral (0.49+0.012um) (Figura 34B).

Houve diferenca significativa, ainda, entre os individuos das trés coldnias
analisadas em relacdo ao comprimento do ducto cuticular e o reservatorio (df=147;
F=75.55; P=0.001). As estruturas em questdo de Campo Grande e Jacobina nao
apresentaram diferenca entre si (1.52+0.027um e 1.53+0.038um respectivamente)
enquanto o ducto cuticular e o reservatorio de Sobral foram significativamente
menores (1.06+0.028um) (Figura 34C).

O comprimento de toda a estrutura, o aparato secretor, apresentou diferenca
significativa entre as amostras das trés colonias de Lu. longipalpis (df=147;
F=133.53; P<0.001). O aparato secretor de Campo Grande foi semelhante ao
observado na populacdo de Jacobina (2.45+0.046pm e 2.33+0.051pm
respectivamente). Entretanto, na populacdo de Sobral, foi observado que o aparato
secretor € significativamente menor que das demais localidades (1.53+0.032um)
(Figura 34D).
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Figura 34: Dimensdo dos componentes do aparato secretor analisado em 3
membros do complexo Lu. longipalpis. Tamanho médio das estruturas medidas
(um); A) Largura do manifold, B) altura do manifold, C) comprimento do reservatorio
e ducto cuticular, D) comprimento do aparato secretor. Campo Grande (CG),
Jacobina (JAC) e Sobral (SOB). As barras de erro padréo sao + erro padrdo da
média. O teste de Tukey foi utilizado para comparar os tamanhos das estruturas
entre cada membro do complexo, as medidas com a mesma letra (a, b ou c) nao

foram significativamente diferentes (P > 0,05) entre si.
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Fonte: Dados da pesquisa
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As diferencas do formato e dimensdo entre os aparatos secretores estio
ilustradas na Figura 35. O manifold da populacdo de Campo Grande (Figura 35A)
foi mais largo e maior que o observado nos membros de Jacobina (Figura 35C).
Ainda, o aparato secretor dos membros de Sobral (Figura 35B) foi 0 menor dos trés.

Figura 35: Desenho ilustrativo das diferencas morfolégicas observadas no

formato e tamanho do manifold nos trés membros do complexo Lu. longipalpis de
Campo Grande (A), Sobral (B) e Jacobina (C).

A B C
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P ————
— —— N ———

Fonte: Dados da pesquisa

Os individuos amostrados em Lassance foram classificados
morfologicamente como 1S por apresentarem uma mancha nos segmentos

abdominais (Figura 36).
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Figura 36: MEV do interior dos seguimentos abdominais de Lu. longipalpis de
Lassance, MG demonstrando distribuicdo das estruturas na area correspondente a
mancha observada do lado externo do inseto. Circulos tragados em branco
representam a localizacdo das estruturas. O numero Il representa o tergito
abdominal Ill. Magnitude de 326x.

o [ 11/11/2020 [magm| H | wo | HPAW [ mode | det | —————400m
A® | 2:33:00PM | 326 x | 20.00kv | 113 mm | 1.27 mm | SE | ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG

Fonte: Dados da pesquisa

A figura 37 mostra distribuicdo e morfologia do aparato secretor nos
individuos provenientes de Lassance. A distribuicdo dos aparatos secretores nos
individuos do complexo Lu. longipalpis da populacdo de Lassance, MG, foi
semelhante a observada nas populacées de Campo Grande, Jacobina e Sobral
(Figura 37A) e, ainda, a morfologia do manifold e do aparato secretor se mostrou
semelhante a observada nos individuos de Campo Grande e Jacobina (Figura 37B).

Devido a problemas relacionados ao cenario pandémico do COVID-19, néo
foi possivel realizar experimentos suficientes para replicar andlises de medidas
estruturais do aparato secretor da populacdo do complexo Lu. longipalpis de

Lassance, MG.
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Figura 37: Analise de ultraestrutura por MEV (Quanta 450 FEG - FEI) em
individuos do complexo Lu. longipalpis (1S) da populacdo de Lassance, MG. A)
Distribuicdo dos aparatos secretores no Il tergito abdominal em magnificacdo de
3000X. B) Morfologia do aparato secretor na populacdo de Lu. longipalpis de
Lassance, MG em magnificagéo de 28000X.

e 1 1T R —

3000x 2000kV 113 mm | 138 pm St D UFC - Central Anaitica - Quanta FEG

4 pm ——

Wx  2000kV 113 mm 148 ym S 110) JFC - Central Analitica - Quanta FEG

Fonte: Dados da pesquisa
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5. DISCUSSAO

5.1 Estudo da fauna de flebotomineos no municipio de Lassance, MG.

A riqueza de espécies de flebotomineos encontrada no presente estudo
indica a adaptacéo destes insetos aos ambientes de diversos niveis de interferéncia
antropica. A &rea de estudo tem caracteristicas de areas peri urbanas e rural
apresentando mais de 70% de arborizacdo de suas vias e bioma de Cerrado (IBGE,
2019) e como demonstrados, todos os pontos amostrais apresentam fatores (area
verde e animais) que favorecem a presenca de flebotomineos.

Ao observar a caracterizagdo dos pontos amostrais no estudo da fauna de
flebotomineos na area urbana de Lassance, MG, todos 0s pontos amostrais
apresentaram semelhancas com excecao do ponto 6, Unico com presenca de grama,
e 0 ponto 8, unico com auséncia de arbustos. Mesmo assim, acredita-se que estas
variaveis nado causem interferéncia, positiva ou negativa, na coleta de flebotomineos.
Todos 0s pontos amostrais apresentavam, pelo menos, um animal doméstico. A
importancia da presenca de animais domésticos e dos niveis de urbanizacao de
determinada area ja sdo conhecidas na literatura por poder atuar na manutencao e
urbanizacdo de doencas como as leishmanioses em diversas regides do Brasil (LUZ
et al., 2001; MONTEIRO et al., 2005; COSTA, 2008; ALBUQUERQUE et al., 2009;
LACERDA et al., 2021).

A composicdo da fauna de flebotomineos ja fora analisada na regido de
Lassance mostrando fauna semelhante a encontrada no estudo (SARAIVA et al.,
2008 e 2012) com relato inédito das espécies Ev. cortelezzii e Mi. oliveirai.
Entretanto nenhum dado sobra a fauna destes insetos fora apresentado na area
urbana da cidade, onde é observada uma alta taxa de casos de leishmaniose canina
e casos de leishmaniose em humanos (dados nao publicados). Considerando que a
cidade de Lassance apresenta perfil de area de transicdo entre area urbana e area
rural, apresentando poucas caracteristicas de desenvolvimento econémico em seu
municipio, poucas vias pavimentadas, margeada por rica area verde do bioma
cerrado e alta presenca de animais domeésticos e silvestres, a diversidade de
flebotomineos observada no presente trabalho corrobora com outros estudos em

municipios com caracteristicas semelhantes a Lassance localizados também na
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regido norte do estado de Minas Gerais (MONTEIRO et al., 2005, REGO et al., 2014;
SANGUINETTE et al., 2015).

Os dados amostrais revela a presenca de espécies de importancia médica
como Lu. longipalpis, Ev. cortelezzii, Ev. lenti, Ev. sallesi, Ny, intermedia e Ny. neivai
(RANGEL et al. 1984; RYAN et al.,, 1984; LAINSON et al., 1985; GONTIJO et al.
2002; PITA-PEREIRA et al., 2005; CARVALHO et al. 2008; MARCONDES et al.,
2008; SARAIVA et al. 2009; PITA-PEREIRA et al., 2009; MARGONARI et al., 2010;
PAIVA et al., 2010; SARAIVA et al. 2010; REGO et al. 2015), o que causa
preocupacao pois surtos de leishmanioses podem surgir a partir desse cenario.

As espécies de maior abundancia no estudo, Lu. longipalpis e Ny.
intermedia, apresentam importancia médica na transmiss@o dos agentes etiol6gicos
das formas visceral e tegumentar das leishmanioses e podem estar envolvidas na
circulacdo do parasito na area de estudo. Lu. longipalpis foi a espécie observada
com distribuicdo em todos os pontos amostrais e respondeu por mais da metade do
total de flebotomineos capturados e o ponto amostral de maior captura desta
espécie foi 0 ponto 6. Esta consideravel abundancia amostral proveniente do mesmo
ponto de coleta reflete na hipotese da existéncia de fatores locais, como presenca
de animais como fonte alimentar e micro-habitat ideal para cruzamento e
desenvolvimento do inseto, que proporcionam tamanha quantidade de espécimes da
espécie Lu. longipalpis. Entretanto, ao se comparar as caracteristicas do ponto
amostral 6 e sua localizacdo na area de estudo em relagcdo com os demais pontos
de coleta ndo foi observada uma caracteristica diferencial que justifigue tamanha
abundancia.

A dominancia da espécie Lu. longipalpis na area de estudo provavelmente
explicaria o baixo valor do indice de uniformidade (J '= 0,34), uma vez que a grande
abundancia de apenas uma espécie tende a impactar a uniformidade das outras. A
forte tendéncia de similaridade na comunidade de flebotomineos estudada pode ser
explicada devido a grande capacidade de dispersdo desses insetos nos diferentes
pontos amostrados da area urbana de Lassance, hipotese gerada diante da
homogeneidade na diversidade das espécies de flebotomineos e suas respectivas
abundancias observadas na area de estudo.

Durante o més de outubro de 2018, o ponto 6 se encontrava em reforma e o
galinheiro estava desmanchado, ndo havendo galinhas no local. Neste periodo,

apenas um espécime Lu. longipalpis foi coletado no local mostrando assim a relacao
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amplificadora da presenca de galinhas e a abundancia na populacdo de
flebotomineos como ja relatado em outros trabalhos (FELICIANGELI 2004,
OLIVEIRA et al. 2012, CASANOVA et al. 2013). Entretanto, outros trés pontos (5, 7 e
8) apresentavam a presenca de galinheiros e o nimero de flebotomineos coletados
foi muito inferior ao ponto 6. A auséncia na uniformidade de distribuicdo de Lu.
longipalpis ja fora constatada por Fernandez et al. (2013), apontando possivel
relac@o na incidéncia do vetor X areas com coberturas vegetais. Entretanto, existe a
possibilidade de haver maior abundancia dos vetores em locais com alta presenca
de plantas e arvores e menor cobertura de solo por terra e/ou grama (SANTINI et al.,
2012). Logo, estudos de campo, visando a melhor interpretacdo dos locais de
preferéncia dos flebotomineos s&do necesséarios para melhor compreensdo da
ecologia destes organismos.

Uma vez que os dados climéaticos utilizados no estudo foram obtidos pelo
INMET e sua estacdo de captacdo destes dados mais proxima esta localizada na
cidade de Curvelo — MG, h& aproximadamente 100 km de distancia de Lassance —
MG, optamos por ndo considerar analises estatisticas para comparar relacdo entre
as variaveis climaticas e a abundancia dos flebotomineos capturados por ponto
amostral a fim de evitar infidelidade nos resultados. Futuros estudos com objetivo de
realizar tais comparacfes deveriam considerar obter os dados climaticos
individualmente em cada ponto amostral a fim de gerar resultados fidedignos em
relacéo aos locais de coleta dos insetos e possiveis micro-habitats dos mesmos.

Considerando as hipoteses de interferéncia positiva e/ou negativa das
variaveis climaticas, notamos que os meses de maior sucesso amostral foram
seguidos dos periodos de maiores niveis de umidade relativa demonstrando possivel
relacédo positiva entre umidade do ar X populacao de flebotomineos. Ainda, apds os
periodos mais secos, observou-se queda no sucesso amostral do trabalho. A relacao
entre a umidade do ar X populacdo de flebotomineos também é discutida por
Teodoro et al (1993) e Macedo et al (2008). Nao foi observada relacdo entre a
temperatura X populacdo de flebotomineos. Acredita-se que devido a baixa variacédo
entre 0 periodo mais quente e o periodo mais frio (+ 5°C) a mesma nao exerceu
interferéncia sobre o sucesso amostral dos insetos.

Devido a baixa disponibilidade de DNA durante o processo de extracao
individual e produto amplificado, apenas em uma amostra daquelas positivas para

PCR ITS1 foi possivel observar os padrdes de restricdo pela enzima Haelll. Nesta



79

oportunidade, foi detectado DNA de Le. infantum em uma amostra da espécie Lu.
longipalpis. Além desta, 8 amostras foram positivas na deteccdo do DNA de
Leishmania pelo alvo ITS1. A maior abundancia de amostras positivas provenientes
do ponto amostral 6, provavelmente, é reflexo da maior abundancia amostral no
local. A infeccdo da espécie Lu. longipalpis por Leishmania ja € bem esclarecida na
literatura (RYAN et al., 1984; LAINSON et al., 1985). A relacdo entre a espécie Ny.
intermedia e o parasito Leishmania ja €, também, conhecida no meio cientifico sendo
esta espécie envolvida na disseminagdo da leishmaniose tegumentar (RANGEL et
al. 1984; GONTIJO et al. 2002; PITA-PEREIRA et al. 2005; SARAIVA et al. 2010;
REGO et al.,, 2015). O complexo cortelezzi também pode estar envolvido na
veiculagdo do parasito Le. infantum e Le. braziliensis, entretanto sdo apenas
investigagdes moleculares, com excecéo do trabalho de Saraiva et al. 2009 também
realizado em Lassance, e nenhuma comprovacgao destes como vetores foi realizada
até o momento (CARVALHO et al., 2008; SARAIVA et al., 2009 e 2010). A taxa de
infeccdo (2,10%) encontrada no presente estudo corrobora com os trabalhos de
deteccdo molecular de Leishmania em flebotomineos mencionados no trabalho de
Tonelli et al. (2017).

Separamos a incidéncia das espécies Lu. longipalpis e Ny. intermedia pelos
pontos amostrais e distribuimos respectivamente no mapa de Lassance criando,
assim, a distribuicdo das areas de risco na area de estudo. A regido do ponto
amostral 6 representa a area de maior risco de transmisséo das leishmanioses visto
a abundancia dos vetores Lu. longipalpis e Ny. intermedia, ainda, por ser o ponto
amostral onde DNA de Le. infantum foi detectado. Nas demais regides, as espécies
em questao estéo distribuidas em aproximadamente em 0,6% para Lu. longipalpis e
0,09% para Ny. intermedia.

O presente estudo representa o primeiro levantamento faunistico de
flebotomineos realizado no municipio de Lassance e o0s resultados obtidos
demonstram a circulacdo do parasito Le. infantum, de espécies vetoras e, ainda,
espécies com potencial papel na epidemiologia das leishmanioses em Lassance,
Minas Gerais. A alta predominancia da espécie Lu. longipalpis chama a atencao
para alto risco de transmissdo e disseminacdo de novos casos de leishmaniose
visceral no local.

Ainda, o estudo demonstra a necessidade de mais estudos aprofundados

em campo serem realizados a fim de elucidar questfes pertinentes quanto a locais
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de preferéncia e possiveis caracteristicas no ambiente que interferem na abundancia

populacional de flebotomineos.

5.2 Estudo da capacidade de voo dos flebotomineos

Estudos com énfase na capacidade de voo dos flebotomineos sdo escassos
na literatura. Algumas analises de captura, marcacdo e recaptura de dipteros em
areas endémicas trazem nocdes sobre a dispersao destes insetos e a implicancia
epidemioldgica da distribuicdo das espécies de importancia médica e, logo, das
leishmanioses (KILLICK-KENDRICK et al., 1986; CASANOVA et al., 2005). Nesta
perspectiva, nosso estudo é pioneiro em analisar o voo dos flebotomineos em seu
habitat natural utilizando uma adaptacdo para armadilhas em uma barreira
geografica aquatica que impede 0 pouso e descanso do voo destes insetos.

A metodologia aplicada em nosso estudo se mostrou atil para medir a
capacidade de voo através de um rio como barreira geografica. O suporte criado no
estudo permite a utilizacdo de armadilhas para flebotomineos em meio aquatico
podendo ser utilizado, também, em trabalhos faunisticos de outros insetos voadores
incluindo os de importancia meédica.

Em uma das capturas foi presenciada, alta densidade de material organico
submerso nas aguas do rio onde estas ancoraram em um dos suportes para
armadilha luminosa fazendo com que toda a estrutura afundasse. Assim sendo, por
mais que o suporte tenha sido util, o mesmo é passivel de adaptacdes de
aprimoramento para futuros trabalhos semelhantes. Ainda em relacdo a metodologia
de instalacdo das armadilhas na regido central do rio, desconsideramos a hipotese
de contaminac¢do dos tubos de captura uma vez que as armadilhas e os tubos
coletores foram utilizados de forma individual, mesma armadilha, para cada ponto
amostral ao longo de todo o estudo e, ainda, estas eram transportadas desmontadas
e desligadas até o ponto de captura e em horario de alta incidéncia solar, inviavel
para a presenca de flebotomineos.

Considerando a estimativa da velocidade de voo dos flebotomineos proposta
por Killick-Kendrick et al. (1986) (2,34 — 2,52 km/h), o sucesso de captura dos seis

individuos na regido central do rio das Velhas torna-se plausivel ao observar que a
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velocidade do vento na area de estudo durante o periodo de captura foi inferior aos
valores mencionados por Killick-Kendrick et al. (1986). Na mesma perspectiva,
ventos mais fortes que a velocidade de voo dos flebotomineos relatada por estes
autores poderiam atuar negativamente no voo dos flebotomineos, impedindo estes
de realizar voo, do que os auxiliar em sua dispersdo. Durante o estudo a direcao do
vento atuou predominantemente na dire¢do Noroeste, no sentido Margem 1 para a
Margem 2, e, se houve interferéncia positiva do vento, acredita-se que o0s
flebotomineos capturados na regido central do rio tenham origem da Margem 1.
Acreditamos que na influéncia de fortes ventos os insetos ndo seriam capazes de
serem carregados na direcdo das armadilhas luminosas e interromperem seu voo
“forcado” a ponto de serem capturados.

Colacicco-Mayhugh et al (2011) também relatam maior sucesso amostral de
flebotomineos em periodos de baixos niveis de vento ao medir a interferéncia deste
na captura dos insetos. O autor ainda ressalta que a alta iluminacéo lunar pode
influenciar negativamente no sucesso amostral dos flebotomineos e gerar uma falsa
indicacdo de queda na atividade destes insetos. Durante as coletas ndo observamos
possiveis interferéncias nas capturas em relacéo a incidéncia de luz lunar uma vez
gue os potes coletores eram encontrados com grande abundancia de insetos
diversos.

A porcdao do rio utilizada para analise de interceptacdo de voo dos
flebotomineos foi bastante util apresentando todas as caracteristicas necessarias ja
relatadas no planejamento do estudo incluindo facil acesso para instalacdo e
monitoramento das armadilhas. Saraiva et al (2008; 2012) realizaram capturas nas
margens do rio das Velhas proximo a nossa area de estudo demonstrando,
previamente, a abundancia e diversidade de flebotomineos no local. Corroborando
com os dados de Saraiva e colaboradores (2008), as espécies de maior densidade
foram Ny. neivai (63,43%) e Ny. intermedia (22,64%) sendo estas, também, mais
abundantes na Margem 1 (57,83%) do que na Margem 2 (27,61%). A maior
abundancia de individuos observados provenientes da Margem 1 pode ser reflexo
de um ecossistema mais rico desta margem ou area de menor interferéncia humana.

A metodologia de captura utilizando tubo falcon 50mL com mistura de alcool
glicerinado (20%) acoplado a armadilha luminosa do tipo CDC mostrou-se util para o
estudo. Ainda, esta metodologia permite causar menos danos aos espécimes

capturados mantendo intactas as estruturas morfolégicas dos insetos sendo, assim,
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atil para os estudos de fauna onde se dispensa o0 manuseio em excesso dos
flebotomineos.

Trabalhos de captura, marcacdo e recaptura sao bastante laboriosos e
demandam muita atencdo além de cuidado no manuseio dos insetos a fim de evitar
danos e estresse aos mesmos aumentando, assim, as chances de recaptura. No
presente trabalho, n&o foi obtido sucesso amostral nas tentativas de recaptura dos
flebotomineos marcados e soltos. Acreditamos que a area submetida a anélise de
dispersao apresentou distancia maior que a possivel distancia de dispersao que os
flebotomineos realizam em voo intermitente. Outro fator que possa ter resultado na
ndo recaptura de flebotomineos foi o nimero de insetos marcados e soltos. Um
ndamero grande de individuos marcados é necessério para soltura e ainda assim as
taxas de recaptura sdo muito baixas como observado em Casanova et al., (2005)
onde estes obtiveram taxa de recaptura de 16,2% para 6.502 flebotomineos
marcados e soltos enquanto Morrison et al (1993) obtiveram taxa de recaptura de
5,5% para 3.747 flebotomineos marcados e soltos. Acredita-se que muitos dos
flebotomineos submetidos & marcacao e soltura ndo resistem ao estresse e morrem
momentos apos a soltura. Ainda, aqueles que sobrevivem podem encontrar fonte
alimentar no local e, como discutido por Galati et al. (2009), criar competicdo entre a
fonte alimentar e as armadilhas de recaptura, diminuindo as chances de sucesso
desta.

Outras formas de marcacdo vém sendo estudadas e podem diminuir o
estresse submetido ao inseto do manuseio como, por exemplo, borrifar mistura de
solucédo acucarada com corante em vegetacdo onde flebotomineos se alimentam e
realizar capturas destes. Em um estudo utilizando esta metodologia, Orshan et al
(2016) apresentam algumas noc¢des sobre a dispersédo de flebotomineos em areas
rurais, entretanto, a metodologia utilizada, borrifar solucdo acucarada com corante,
torna-se inviavel na nossa regido visto a maior diversidade vegetal além da falta de
conhecimentos sobre a preferéncia dos flebotomineos em relacéo a flora.

Em seu estudo, Casanova et al., (2005) mencionaram a capacidade de
dispersdo de Ny. neivai por longas distancias em zona rural e, ainda, que as fémeas
apresentam distancias mais longas percorridas. No presente estudo, espécimes de
Ny. neivai, Ny. intermedia e Ev. lenti, foram capturadas na regido central do rio a
uma distancia de 90 metros das margens sugerindo que estes flebotomineos

realizaram voo de forma continua por esta distancia. Ainda, existem hip6teses de
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que fémeas de flebotomineos se deslocariam por maiores distancias que machos
guando em busca de alimentos, como revisado por Ready (2013), o que pode
explicar a distdncia percorrida em voo continuo nos flebotomineos do presente
estudo.

Excluindo Ev. evandroi, Ev. teratodes, Ev. walkeri, em todas as espécies de
flebotomineos mencionados no estudo, DNA do parasito Leishmania e/ou o parasito
em si ja foi detectado em estudos anteriores (RYAN et al., 1984; LAINSON et al.,
1985; RANGEL et al., 1984; GONTIJO et al., 2002; PITA-PEREIRA et al., 2005;
MARCONDES et al., 2009; SARAIVA et al., 2009; MARGONARI et al., 2010; PAIVA
et al., 2010; ROCHA et al., 2010; SARAIVA et al., 2010; BRAZIL, 2013; OLIVEIRA et
al., 2013; REGO et al., 2015) demonstrando a importancia das espécies observadas
no presente estudo quanto a epidemiologia das leishmanioses. As espécies mais
abundantes no estudo, Ny. intermedia (LUTZ & NEIVA 1912) e Ny. neivai (PINTO
1926), apresentam importancia meéedica e estdo envolvidas na transmissao de
parasitos causando as formas cutaneas e muco cutanea da leishmaniose
tegumentar nas regibes Sul e na América Central (ANDRADE FILHO et al 2007,
BRAZIL et al.,, 2015) e podem ter relacdo com a circulagcdo do parasito na area
silvestre, na regido estudada (SARAIVA et al., 2012).

Por fim, nosso estudo evidencia ampla capacidade de voo dos
flebotomineos em seu habitat natural com distancia superior a encontrada
anteriormente na literatura. Tal resultado amplia o conhecimento sobre a capacidade
de dispersao destes insetos podendo inferir sobre a distribuicdo de espécies vetores
e, logo, a distribuicdo das leishmanioses em area rural e/ou urbana. Ainda, o
presente estudo enfatiza a importancia de se realizar estudos de campo a fim de

obter maior compreenséo da ecologia de insetos transmissores de patégeno.

5.3. Estudo morfoldégico da glandula de feroménio do complexo Lutzomyia

longipalpis

As estruturas disseminadoras de feroménio ja foram observadas na cuticula
de 350 espécies de flebotomineos no Novo Mundo (Lutzomyia e Brumptomia spp.) e

em 5 espécies no Velho Mundo (Sergentomyia) (MATRIZ 1975). Estas estruturas



84

apresentam grande variedade morfologica incluindo estruturas com poros e crateras,
poros com espinhos proeminentes, papulas com ou sem espinhos e estruturas em
formas de maca (WARD et al., 1993). O presente estudo revelou que além da
estrutura visivel na superficie externa do abdémen existe, também, uma estrutura na
porcao interior a qual apadrinhamos de Manifold, nome de um dispositivo utilizado
para armazenar e/ou distribuir gases ou fluidos. O manifold, que nédo tinha sido
previamente observado ou descrito, esta associado com a distribuicdo do feromdnio
do aparato secretor para a superficie externa dos flebotomineos.

O aparato secretor externo e outras estruturas cuticulares encontradas em
flebotomineos e outros insetos tem sido amplamente estudado através de MEV. As
células associadas a producdo de feroménio ja foram examinadas através de
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) em flebotomineos (LANE & S. 1990;
WARD et al. 1993; SPIEGEL et al. 2002, 2011; COSTA 2016) e em outros grupos de
insetos produtores de feroménio como por exemplo Lepidoptera, Coleoptera,
Hymenoptera e espécies de Trichoptera das familias Rhyacophilidae e Limnephilidae
(NOIROT & QUENNEDEY 1974; PERCY 1975; PERCY 1979; LENSKY et al. 1985;
NOIROT & QUENNEDEY 1991; NARDI et al. 1996; PIERRE et al. 1996; RAINA et
al. 2000; MELNITSKY & DEEV 2009).

A maioria destes estudos foi realizada com o objetivo de descrever o arranjo,
localizagéo e distribuicdo das células das glandulas secretoras de feromonio e nao
foram desenvolvidos para examinar 0os mecanismos de veiculacdo do feromdnio
entre o local de biossintese e ponto de disseminacéo na superficie externa cuticular.
N&o temos conhecimento de estudos no meio cientifico que tenha examinado, via
MEV, as estruturas internas associadas com a producdo de feroménio em
flebotomineos ou em outros grupos de insetos.

Em relacdo as diferencas estruturais do feroménio sexual dos insetos
utilizados no presente estudo, os membros do complexo Lu. longipalpis s.l.
analisados mostraram diferencas relacionadas a biossintese e liberacdo de seus
ferombnios (GONZALEZ et al., 2017). Ainda, os resultados obtidos mostraram
diferenca significativa na morfologia do manifold entre as populacbes de Campo
Grande, Sobral e Jacobina, 0 que € interessante uma vez que ndo existem relatos
de diferenca morfolégica no tamanho e/ou forma das pépulas observadas na
superficie externa do inseto. Entre as variedades e outros elementos do aparato

secretor presente no Sobral, 0 membro do complexo é significativamente mais curto
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do que Campo Grande ou Jacobina. A largura do manifold de Lu. longipalpis de
Sobral ndo é significativamente diferente do observado para Jacobina, mas ambos
sdo mais estreitos que o manifold de Lu. longipalpis de Campo Grande. Em geral
sobre as diferencas morfoldgicas entre os manifolds, Campo Grande e Jacobina sao
bastante similares em tamanho e formato enquanto as estruturas de Sobral parecem
ser menores e achatadas. O efeito dessas diferencas pode estar relacionado ao
posicionamento das células secretoras que circundam o aparato secretor. Isto pode
refletir na diferenca no peso molecular (218 pb) do feromdnio encontrado em Campo
Grande e Jacobina comparado ao peso molecular encontrado no diterpeno da
populacdo de Sobral (272 pb). Nesta perspectiva, a distancia para a maior molécula
viajar da célula secretora para a superficie externa é menor do que para as outras
duas moléculas mais leves e menos volateis.

A densidade de manifold encontrada na cuticula interna dos espécimes de
Lu. longipalpis de Sobral foi de 18/1000um? (aprox. 3469 no total) e corrobora com a
densidade de papulas observada na superficie externa de Lu. longipalpis de Sobral,
(19/1000pm?) (SPIEGEL et al., 2002). Isto ndo é diferente das estimativas de
14/1000um2 papulas pra mesma populacdo de Sobral mencionada por Lane e Ward
(1984). A densidade de manifold observada na populacdo de Campo Grande, (S)-9-
methylgermacrene-B, foi de aproximadamente 13/1000um?, valor entre 8/1000um?
papulas observadas por Lane & Ward (1984) em Lu. longipalpis coletados na
Lapinha, MG, e 21/1000um2 papulas em Lu. longipalpis também coletados na
Lapinha, MG (SPIEGEL et al., 2002). O significado desta diferenca ndo € certo,
podendo estar relacionado as diferencas entre a populacdo de Campo Grande e a
populacdo da Lapinha, o que é semelhante ao observado entre Sobral (S)-9-
methylgermacrene-B e a populacdo da Lapinha onde na primeira foi observada
maior producdo de feromdnio que nos individuos da Lapinha (HAMILTON et al.,
2005) e em analise de componentes principais de SNPs em 245 genes
guimiorreceptores (HICKNER et al., 2021).

Esta é a primeira vez em que o manifold é visualizado em qualquer grupo de
inseto e sua funcdo ainda n&do é clara. E possivel que o manifold seja encontrado
apenas em flebotomineos, mas também é possivel que ocorra em outras ordens de
insetos e, ainda, o manifold poderia ser simplesmente um dispositivo para garantir o
transporte de forma segura do feromdnio sexual das células secretoras para 0 meio

externo da cuticula.
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A robustez estrutural do manifold poderia sugerir que este foi desenvolvido
para minimizar potencial vazamento do potencial terpeno toxico (Agus 2021) do
feromo6nio para o abdémen. Os flebotomineos machos lutam com outros machos
para defender o territério e, nessas batalhas agressivas (JARVIS e RUTLEDGE
1992; SOARES & TURCO 2003), os machos podem arriscar desalojar poros
desprotegidos que carregam feromdnios toxicos. No entanto, sem uma visao clara
do interior do manifold, é incerto se funcionalidade adicional pode existir como, por
exemplo, uma valvula passiva ou controlavel ou um reservatorio de feroménio ou
outro mecanismo para regular o fluxo de ferombnio para ajudar a fornecer um
suprimento de feromdnio quando necessario (GONZALEZ et al., 2017). Futuramente
serd possivel obter uma nocdo clara do interior destas estruturas através de
metodologias microscopicas mais refinadas como, por exemplo, Synchrotron
Radiation Microtomography (ENRIQUEZ et al., 2021).

Contar as papulas a partir da cuticula externa é bastante laborioso uma vez
gue a presenca das macrotriquias dificulta a visualizacdo das estruturas (LANE &
WARD, 1984; SPIEGEL et al., 2002). Observar a localizacdo, distribuicdo e
densidade dos manifolds na cuticula interna foi um meio conveniente para analisar
toda a cuticula interna do abdémen de espécies de flebotomineos. Mais estudos
devem ser conduzidos nesta perspectiva para comparar a densidade destas
estruturas em diferentes membros do complexo Lu. longipalpis de diferentes regides
do Brasil assim como também em outras espécies do Novo e Velho mundo
envolvidas na producédo de feromonio.

Esses resultados podem contribuir para a discussdo da natureza do
complexo de espécies Lu. longipalpis, pois mostram que existem diferencas
morfoldgicas claras entre 3 dos membros do complexo. Essas estruturas também
podem ser ferramentas taxondmicas Uteis de forma mais geral dentro do grupo de
flebotomineos envolvidos na producéo de feroménio. O estudo também mostra que,
além da ampla distribuicdo, essas estruturas internas provavelmente estao
fortemente associadas a producédo ativa de feromdnios. A presenca do coletor e de
seu aparato final associado é consideravelmente mais facil de localizar do que

estruturas externas isoladas ocultas como em Lu. renei (SPIEGEL et al., 2002).
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6. CONCLUSOES

Com o presente trabalho podemos concluir que:

1) A fauna de flebotomineos no municipio do Lassance, MG foi

mensurada e é em sua diversidade sdo observadas espécies de importancia médica.

1.1) Foi observada presenca de flebotomineos em todo o municipio de

Lassance — MG.

1.2) A espécie Lu. longipalpis representou abundancia maior que a 50% do
total amostrado concentrando-se no ponto amostral 6 e os fatores que proporcionam

esta dominancia ainda sdo desconhecidos.

1.3) De acordo com o mapa de area de risco gerado no estudo, a regido da
casa 06 apresenta maior risco devido a abundancia de Lu. longipalpis e da deteccéo

de DNA de Le. infantum na espécie ho mesmo local.

2) A andlise de capacidade de voo de flebotomineos mostrou que estes

insetos sao capazes de se dispersar em voo continuo por 90 metros de distancia.

3) Estruturas da cuticula interna abdominal de Lu. longipalpis,
relacionadas ao armazenamento e liberacdo de feromonio, foram observadas pela

primeira vez no meio cientifico e denominadas Manifold.

3.1) Os manifolds, mostraram diferenca morfolégica entre trés grupos do
complexo Lu. longipalpis e podem auxiliar como ferramenta taxondmica para o

desmembramento de espécies dentro do complexo.
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8. ANEXO
Anexo 1 - Licenga permanente para coleta de material zoolégico n°® 15237-2 do
Ministério do Meio Ambiente (MMA).

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 15237-2 I Data da Emissao: 29/11/2011 17:39
Dados do titular
Nome: José Dilermando Andrade Filho CPF: 835.584.546-34
Nome da Instituiao : CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ 3 CNPJ: 33.781.055/0008-01

Observacdes e ressalvas
As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou )urldlca estrangelra. em todo o territorio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto ooletar dados, materiais, is, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada
obtidos por meio de icas que se { ao estudo, a dlfusao ou & pesquisa, estdo sujeitas a autorizagao do Ministério de Ciéncia e T

Alicenca permanente néo é vahda para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de extingao; b) manutengéo de
espécimes de fauna silvestre em cativeiro; ¢) recebimento ou envio de material biolégico ao exterior; e d) realizagdo de pesquisa em unidade de conservagéo federal

2 ou em caverna. A restricdo prevista no item d n&o se aplica as categorias Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecolégico e Area de
Protecdo Ambiental constituidas por terras privadas.

3 O pesquisador titular da licenga p quando do, deveré regisirar a expedicao de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicao, que constardo no comprovante de registro de expedigdo para eventual apresentagéo a fiscalizagao;

R Esta licenca permanente NAO exime o pesquisador titular da r idade de obter as énci: istas em outros instrumentos legais, bem como do

4 | consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, mc!usnve do érgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de
conservacao distrital ou municipal.

5 | Estalicenca permanente nao podera ser utilizada para fins comerciais, industriais ou esportivos ou para reali de ativi i do processo de
licenciamento ambiental de emp

6 Este documento NAO exime o p i titular da i de atender ao disp na Instrugao Normativa Ibama n°® 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

7 | O pesquisador titular da licenca p sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

8 0 6rgao gestor de unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenca permanente e das autorizacoes concedidas pelo ICMBio,

estabelecer outras condicdes para a realizagao de pesquisa nessas unidades de conservagao.

O titular de I:cenqa Ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que poss(vel

9 |ao grupo dei itando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmlco de interesse em condig&o in situ.

O titular da licenca permanente devera apresentar, anualmente, relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apés o aniversario de

W emisséo da (Icen;a permanente.
O titular de ¢ao ou de licenca p assim como os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislagao vigente, ou quando da inadequagao,
1 i ou falsa icao de i que subsidi a ic3o do ato, podera, mednante decis@o motivada, ter a autorizagdo ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biologit apl eendldo nos termos da ira em vigor.
12 Alicenca per sera valida > durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituigao cientifica a qual ele estava vinculado por ocasido da
solicitagdo.
Este?gcumen(o nao dispensa o cumprimento da legislacdo que dispoe sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territorio nacional, na

13 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento iado ao patriménio ético, para fins de pesquisa cientifica, -
bloErosgecgéo e desenvolvimento (ecnol gico. Veja maiores mforma_cLes em Www. mma.gov.bricgen.

14 As nesta NAO de Ilstas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
especies gadas de extingao, ou amea@das de plotag

Téaxons autorizados

# Nivel taxonémico Taxon(s)

1 | FAMILIA Psychodidae

2

Destino do material blOlOgICO coletado

# Nome local destino Tipo Destino
1 | UFMG - UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS coleg@o
2 | CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ colegdo

Este documento (Licenca permanente para coleta de material zool6gico) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n°154/2007. Através do
codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticacdo: 36646273 “"”“" ’“"l”“m‘
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_ Ministério do Meio Ambiente - MMA
. Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
'~ Sistema de Autorizagéo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 15237-2 Data da Emissao: 29/11/2011 17:39
Dados do titular
Nome: José Dilermando Andrade Filho | CPF: 835.584.546-34 i
Nome da Instituigdo : CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ ICNPJ: 33.781.055/0008-01

Registro de coleta imprevista de material biolégico 2
De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato n&o
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotag@o. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado,
| preferencialmente, em colecdo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO). -

Taxon® : Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Licenca permanente para coleta de material zooldgico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do
c()dig'o de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do
Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio). £

Codigo de autenticagdo: 36646273 ““H“IIN' I\HHIII‘
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