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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Rodrigo Espindola Godoy

Phlebotominae representa um dos grupos de insetos de grande importancia médica,
especialmente para o Brasil, estando associado a transmissdo de agentes das leishmanioses
tegumentar e visceral. A geracdo de conhecimentos sobre a morfologia e morfometria de
ambos, machos e fémeas de flebotomineos vetores de leishmaniose tegumentar americana
(LTA), poderdo indicar estruturas diagndsticas importantes como subsidios para estudos
filogenéticos que permitam avaliar a relacdo vetor-patdgeno no processo de coevolugdo. Com
isso o trabalho teve como objetivo analisar comparativamente as seguintes espécies de
flebotomineos: Nyssomyia intermedia, Ny. neivai, Ny. whitmani, Migonemyia migonei e
Bichromomyia flaviscutellata, importantes vetores de Leishmania spp., causadores da LTA no
Brasil. As analises morfométricas foram capazes de separar 0s géneros. A analise
comparativa dos flebotomineos por morfometria geométrica e classica, permitiu aprofundar a
discusséo sobre a posicao taxondmica de Ny. intermedia e Ny. neivai, consideradas por alguns
autores como especies cripticas, onde houve diferenca significativa em vérias das estruturas
analisadas, como no tamanho do centroide das asas e a razdo entre os filamentos genitais e a
ponta dos filamentos genitais. Atraves das analises de morfometria classica e do tamanho dos
centroides e as formas médias das asas, as especies de Nyssomyia se apresentam mais
proximas feneticamente de Mg. migonei, vetores de Leishmania (Viannia) braziliensis, do
que de Bi. flaviscutellata, vetora de Leishmania (Leishmania) amazonensis, 0 que também

corrobora com a separacdo dos géneros Nyssomyia e Bichromomyia.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Rodrigo Espindola Godoy

Phlebotominae represents one group of insects of medical importance, especially in Brazil,
being associated with the transmission of agents of cutaneous and visceral leishmaniases. The
generation of knowledge about the morphology and morphometry of both male and female
sandfly vectors of American cutaneous leishmaniasis (ACL) may indicate structures as
important diagnostic information for phylogenetic studies to assess the relationship of vector-
pathogen coevolution. In this aspect the work was to analyze comparatively the following
species of sandflies: Nyssomyia intermedia, Ny. neivai, Ny. whitmani, Migonemyia migonei
and Bichromomyia flaviscutellata, important vectors of Leishmania spp., causing
leishmaniasis in Brazil. The morphometric analyzes were able to separate the genders. The
comparative analysis of sandflies by classical and geometric morphometry allowed us to
discuss about the taxonomic position of Ny. intermedia and Ny. neivai, considered by some
authors as cryptic species, where significant differences were observed in several structures
analyzed as the centroid size of the wings and the ratio between the genital filaments and the
tip of the genital filaments. The classical morphometric analysis, size of the centroids of the
wings as well as the mean forms of the wings showed Nyssomyia closest phenetically to Mg.
migonei, vectors of Leishmania (Viannia) braziliensis, than Bi. flaviscutellata, vector of
Leishmania (Leishmania) amazonensis, these results also corroborate with the separation of

the genders Nyssomyia and Bichromomyia.
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1 INTRODUCAO

1.1. AS LEISHMANIOSES

1.1.1 Caracteristicas Gerais

As Leishmanioses sdo doencas parasitarias causadas por protozoarios
tripanosomatideos digenéticos do género Leishmania Ross, 1903, parasitos obrigatorios de
células do sistema monocitico fagocitario, que tem como principal meio de transmissao, a
picada de fémeas de flebotomineos (dipteros nematdéceros da familia Psychodidade e
subfamilia Phlebotominae). Cerca de 20 espécies de Leishmania ja foram encontradas
parasitando mamiferos. Neste género estdo incluidos trés subgéneros propostos por Lainson &
Shaw (1979) com base na regido de desenvolvimento do protozoario no intestino do inseto
vetor. O subgénero Sauroleishmania Ranque, 1973, onde estdo contidas apenas espécies que
parasitam répteis no Velho Mundo, e tem seu desenvolvimento na regido posterior do
intestino do flebotomineo (regido hipopilaria), Viannia Lainson & Shaw, 1987 que esta
presente apenas no Novo Mundo, desenvolvendo-se nas regides anterior, média e posterior do
intestino (regido peripilaria) e o subgénero Leishmania Saf’janova, 1982, que se desenvolve
nas regides anterior e média do intestino (regido suprapilaria) (Ashford, 2000; Gonzales et al.,
2009; WHO, 2010a, 2010b).

Figura 1.1 Manifestacdes clinicas das Leishmanioses. (A) Crianga acometida por Leishmaniose Visceral, (B)

Lesdo cutanea causada por Leishmaniose Tegumentar. Fonte: Brasil, 2006, 2007.

Essas doengas apresentam duas formas clinicas principais e distintas, que estdo
relacionadas intimamente com a espécie de Leishmania que estd parasitando o hospedeiro

mamifero e o tropismo da espécie quanto ao tecido (viscerotropica ou dermotropica). A
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leishmaniose visceral (LV) que acomete principalmente o baco, o figado e a medula no
hospedeiro mamifero (Fig 1.1A) e a leishmaniose tegumentar (LT) que acomete
principalmente a pele e as mucosas (Fig 1.1B). (Brasil, 2006, 2007; WHO, 2010a, 2010b).

A leishmaniose visceral é causada por leishménias do complexo de espécies
Leishmania (Leishmania) donovani — infantum e também por L. (L.) tropica no Velho Mundo,
onde a primeira e a Gltima dessas espécies sdo as Unicas que apresentam reconhecidamente
ciclos antropon6ticos. No Novo Mundo a leishmaniose visceral americana (LVA) é causada
pelo agente etioldgico L. (L.) infantum, sendo considerada por alguns autores como sendo a
mesma espécie que ocorre no Velho Mundo, que foi trazida através de cdes e homens
infectados com o parasito durante as expedi¢Ges européias, encontrando aqui um vetor
susceptivel (Mauricio et al., 1999, Dantas-Torres, 2006, Momen et al., 1987, Momen;
Cupolillo, 2000, Killick-Kendrick et al., 1980). Hipoteses sugeridas por outros autores
referem origem autdctone do Novo Mundo e utilizam o nome especifico Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi (Adler, 1940; Shaw, 2006; Lainson; Shaw, 2005, Lainson et
al., 1987, Silveira, 2010; Corbett, 2010). As manifestacdes da doenca sdo muito diversas
podendo apresentar, hepatoesplenomegalia, linfodenopatia, escurecimento da pele em
algumas areas e raramente nddulos ou ulceras cutaneas. Nos Gltimos anos, com a sua
expansao, a doenca vem apresentando mudancas no seu padrdo epidemioldgico, devido a
mudancas climaticas e ambientais, bem como por fluxos migratérios. A doenca passou a
incidir igualmente em adultos e criangas, grande parte devido ao aumento dos casos de co-
infeccdo com HIV na populacédo adulta (Ashford, 2000; Shaw, 2007; WHO, 2010a).

A LT apresenta uma grande variabilidade de agentes etiologicos (cerca de 19 espécies
de Leishmania, sendo 5 no Velho Mundo e 14 no Novo Mundo), hospedeiros mamiferos e
vetores, que estdo presentes em areas com as mais diversas condi¢des ambientais, refletindo
assim na grande diversidade das manifestacdes clinicas da doenca, tanto no Velho quanto no
Novo Mundo (Tabela 1.1). Segundo Ashford (2000), no Velho Mundo, a LT ocorre em areas
aridas e semiaridas onde o ciclo antropondtico (causado por L. (L.) tropica) esta associado a
regides populosas no Centro-Oeste Asiatico enquanto o ciclo zoondtico esta presente em
areas rurais semidesérticas no norte da Africa e na Asia. As demais espécies causadoras de
LT no Velho Mundo sdo L. (L.) infantum, L. (L.) major, L. (L.) donovani, L. (L.) aethiopica e
L. (L.) killicki (WHO, 2010a).

No Novo Mundo, existem casos registrados em humanos desde o Sul dos Estados
Unidos até a Argentina, exceto no Chile e Uruguai, sendo os principais agentes etioldgicos L.

(V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (L.) mexicana e L. (L.) amazonensis, onde as duas
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primeiras sdo responsaveis também pela manifestacdo da forma clinica mucocutanea e as
duas ultimas pela forma anérgica difusa da doenca (Ashford, 2000, Lainson; Shaw, 2005,
WHO 2010a). Como mencionado anteriormente, as manifestagdes clinicas presentes na LT
podem ser das mais diversas, podendo causar lesdes simples (que geralmente se curam
espontaneamente sem tratamento num periodo de até 6 meses, dependendo da espécie de
Leishmania que esta causando a doenga), ou multiplas (forma anérgica difusa), caso em que
varias lesbes aparecem por todo o corpo do individuo acometido. Segundo a literatura, a
forma mais grave da doenca, no entanto, acomete a mucosa da boca e do trato respiratorio
superior causando metastase nesses tecidos (levando a perda de estrutura cartilaginosa e
Ossea) onde comumente infeccBes bacterianas oportunistas podem levar até a morte do
paciente. A forma mucocutanea, como € denominada essa manifestacdo da doenca, tem a

maior parte de seus casos registrados no Brasil, Bolivia e Peru (WHO, 2010a).

Tabela 1.1. Leishmanias encontradas em humanos. Adaptado de WHO, 2010a.

Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
donovani major
infantum tropica
Velho killicki
Mundo aethiopica*
} infantum
Tropica )
donovani
infantum braziliensis braziliensis
mexicana guyanensis panamensis
pifanoi panamensis
venezuelensis shawi
Novo . ) e
infantum garnhami naiffi
Mundo . o
amazonensis lainsoni
lindenbergi
peruviana
colombiensis

Tropismo  Viscerotropica ~ Dermotrdpica Dermotropica Forma mucosa

* Espécies de Leishmanias causadoras de Leishmaniose Anérgica Difusa

1.1.2 Leishmaniose Visceral Americana (LVA) no Brasil

Inicialmente a LVA possuia um carater tipicamente rural com surtos da doenca
ocorrendo principalmente em cendrios conhecidos como “pés de serra”, porém, nos ultimos
anos, casos da doenca vém sendo registrados em area urbana de cidades de medio e grande

porte como em Corumba (Mato Grosso do Sul), Palmas (Tocantins), Belo Horizonte (Minas
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Gerais), Fortaleza (Ceard), dentre outras. Dados do Ministério da Salde mostram que até a
década de 90 os casos registrados estavam concentrados quase que em sua totalidade na
Regido Nordeste (90% dos casos), e cerca de uma década depois essa mesma regido passou a
apresentar 77% dos registros no pais, evidenciando assim a expansdo da doenca, que pode ser
constatada em todas as regides do pais (em 21 unidades federadas), apos o surgimento de
casos autdctones da doenga na Regido Sul, a unica que ndo apresentava casos da doenca até
2008, com o primeiro caso confirmado em 2009 (Brasil, 2007, Ministério da Saude;
Secretaria de Estado da Salde do Rio Grande do Sul, 2010).

Entre os anos de 1990 e 2010, foram registrados 64.953 no pais, sendo 70,26% destes
na Regido Nordeste, seguidos das Regides Sudeste (11,77%), Norte (11,71%), Centro-Oeste
(4,85) e Sul, onde ndo apresenta nem 0,05% dos casos registrados. E importante salientar que
até o ano de 2006 os registros eram feitos de acordo com a unidade federativa (UF) de
residéncia e sé a partir de 2007 foi adotado o registro da UF provéavel Fonte de Infeccdo.
Entretanto, até 2010, 1,36% dos casos ndo tiveram a UF da provavel Fonte de Infeccdo
determinada (Brasil, 2012) (Figura 1.2).
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Figura 1.2 — Numero de casos de Leishmaniose Visceral entre os anos de 1990 e 2010 no Brasil por Regido.
Adaptado de Brasil, 2012.

No Brasil, o agente etioldgico da LVA é Leishmania (Leishmania) infantum ou L.(L.)

infantum chagasi, tendo como principal espécie vetora Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis,
gue ocorre em praticamente todo o pais (21 das unidades federativas) de forma coincidente

com os casos registrados de LVA. Apenas nos Estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul
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uma outra espécie foi associada a transmissdo da LVA, Lutzomyia (Lutzomyia) cruzi (Galati
et al. 1997, Santos et al. 1998, 2003; Pita-Pereira, 2008; Missawa, 2011). Mais recentemente,
estudos realizados em &reas com ocorréncia de casos de LVA, onde ndo foi observada a
presenca de Lu. (L.) longipalpis e Lu. (L.) cruzi, a alta incidéncia de Migonemyia migonei
levou os pesquisadores a indicar essa espécie como provavel vetor da doenca na area de
estudo, como sugerido nos trabalhos de Salomén et al. (2010), na Argentina, e Carvalho et al.
(2010), no Estado de Pernambuco, onde inclusive, a espécie foi encontrada infectada por

L.(L.) infantum chagasi, confirmada através de técnicas de PCR.

1.1.3 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no Brasil

A LTA é uma doenca que esta presente em todas as Unidades Federativas do pais e
possui diferentes vetores, agentes etioldgicos e hospedeiros, com ciclos de transmissdo em
nichos ecoldgicos restritos, o que torna o seu controle complexo. Segundo o Ministério da
Salde, foram registrados, de 1990 até 2010, 572.231 casos de LTA em todo o pais, nimero
quase 9 vezes maior que o registrado para a forma visceral (Figura 1.3) (Brasil, 2007, 2012).

Diferentemente da LVA, onde a maior parte dos casos estd concentrada em duas
regides geograficas (Norte e Nordeste), na LTA, os casos estdo mais distribuidos, a regido
Norte apresenta 0 maior nimero de casos (36,06%), seguido do Nordeste (35,01%), do
Centro-Oeste (15,21%), Sudeste (10,35%) e Sul (2,24%) (Figura 1.4). O numero de casos da
doenca comeca a aumentar a partir da década de 80, quando a doenca é registrada em 19 UFs
e, duas décadas depois, em 2003, a doenca ja passa a ser registrada em todos os estados
(Brasil, 2007, 2012).
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Figura 1.3 — Comparagdo entre o nimero de casos de LTA e LVA entre os anos de 1990 e 2010 no Brasil.
Adaptado de Brasil, 2012
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Figura 1.4 — NUmero de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana entre os anos de 1990 e 2010 no Brasil

por Regido. Adaptado de Ministério da Salde, 2012.

A LTA, no Brasil, inicialmente esteve associada a um padrdo de transmissao
ocupacional, que ainda é comum em algumas areas, especialmente na Amazonia. Porém o
perfil da doenca tem sido alterado nos ultimos anos, passando a ocorrer em &reas desmatadas
e periurbanas (Brasil, 2007).

Segundo o Ministério da Salde (Brasil, 2007) existem hoje trés padrdes
epidemioldgicos: a) Silvestre: onde ocorre o ciclo enzoodtico da doenca, onde o homem
adentra a mata (vegetacao primaria) acaba se infectando acidentalmente, b) Areas impactadas
- ocupacional e lazer: associado a atividades antropicas que modificam o ambiente natural,
como extrativismo, construcdo de rodovias, estradas, hidrelétricas, ¢) Rural e periurbano: em
areas de colonizacdo antiga, devido aos processos migratorios e consequente favelizacdo, e

areas associadas a matas residuais e secundarias, nesse padréo, costuma se manter endémica.




1.1.3.1 Ciclos de Transmissao

Como mencionado anteriormente os ciclos de transmissao da LTA s&o muito diversos,
tendo variagdes de acordo com a regido, espécie de vetor, hospedeiro e de Leishmania. No
Brasil, ao todo sdo conhecidas 7 espécies de Leishmania , onde 6 delas ja foram encontradas
infectando homens. As caracteristicas dos ciclos, bem como a espécie de Leishmania,

flebotomineo vetor e provavel hospedeiro estdo descritas na tabela 1.2.

1.1.3.1.1 Leishmania (Viannia) braziliensis Vianna, 1911

Leishmania (Viannia) braziliensis é a espécie mais importante, do ponto de vista
epidemiolodgico, causadora de LTA em toda a América Latina. No Brasil, estd amplamente
distribuida sendo encontrada em todas as regides do pais, porém, segundo Lainson & Shaw
(2005), a distribuicdo dessa espécie pode ndo corresponder a realidade devido a métodos de
identificacdo inadequados usados no passado. A transmissdo da doenca estd associada
principalmente a atividades na mata e desmatamentos, onde o risco maior esta relacionado a
populacOes que adentram ou vivem nestes ambientes (WHO, 2002, 2010a; Brasil, 2007).

Os ciclos de transmissdo estdo relacionados a espécies diferentes de flebotomineos
dependendo da area de ocorréncia. Na Amazonia, Psychodopygus wellcomei é considerado o
principal vetor de L. (V.) braziliensis, e Migonemyia migonei geralmente é considerado um
vetor secundario em muitas areas do Ceara e do Rio de Janeiro onde este flebotomineo ja foi
encontrado naturalmente infectado. Algumas espécies do género Nyssomyia sdo importantes
transmissoras desse agente etioldgico no pais, como, Nyssomyia neivai no Sudeste e Sul, Ny.
intermedia no Sudeste e Ny. whitmani no Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste (Lainson;
Shaw, 2005; Brasil, 2007; Rangel; Lainson 2009).

1.1.3.1.2 Leishmania (Leishmania) guyanensis Floch, 1954

A transmissdo desse agente etiol0gico esta associada a atividades ocupacionais, como
extrativismo ou atividades militares em florestas primarias ou quando as casas se encontram

muito proximas da mata (Manaus, AM). Casos de LTA causados por essa leishmania ja foram
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registrados nos Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para e Roraima, com a transmissdo
podendo ocorrer durante todo o ano (Lainson; Shaw, 2005, Brasil, 2007; WHO, 2010a).

O principal vetor, Ny. umbratilis, apresenta atividade tanto na copa das arvores quanto
no solo; acredita-se que o ciclo enzodtico tenha como reservatdrios as preguicas (Choloepus
didactylus), tamanduas (Tamandua tetradactyla) e gambas (Didelphis albiventris), que
servem de fonte alimentar para fémas de Ny. umbratilis nas copas das arvores a noite, a
transmissdo para 0 homem pode ocorrer nos primeiros periodos da manha, quando os homens
adentram a mata, principalmente para a derrubada de arvores. Outra espécie, Ny. anduzei
pode desempenhar um papel secundario na transmissao deste parasito (Lainson; Shaw, 2005,
Brasil, 2007; WHO, 2010a).

1.1.3.1.3 Leishmania (Leishmania) amazonensis Lainson & Shaw, 1972

A transmissdo L. (L.) amazonensis vem ocorrendo em florestas primarias e
secundarias principalmente na regido Norte, na area da Amazonia Legal, que inclui o
Maranhao e o norte do Tocantins, mas também é reportada nos seguintes estados: Bahia, Sdo
Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana, Rio de Janeiro e Goias. Esta leishmania
tem como seu principal vetor Bichromomyia flaviscutellata, que tem ampla distribuicdo
geografica, sendo pouco antropofilico, porém com alta atratividade por roedores silvestres,
tais como espécies dos géneros Proechymis e Oryzomys que ja foram encontrados infectados
por L. (L.) amazonensis. (Ashford, 2000; Dorval et al., 2006; Brasil, 2007; Azeredo-Coutinho
et al., 2007; Rangel; Lainson, 2009).

1.1.3.1.4 Leishmania (Viannia) lindenbergi Silveira et al., 2002

Essa espécie foi recentemente descrita, a partir do registro de oito casos de LTA
acometendo soldados de uma unidade militar, apds a realizagdo de manobras de campo em
area com vestigios de mata priméaria na periferia de Belém, estado do Para. A partir de dados
obtidos em estudos epidemioldgicos e entomologicos, foi levantada a hipdtese de que Ny.
antunesi seria um potencial vetor desse agente etioldgico, por seus habitos antropofilicos e
por sua alta densidade na area de transmissdo (Silveira et al., 2002; Brasil, 2007; Rangel;
Lainson, 2009).



1.1.3.1.5 Leishmania (V.) lainsoni Silveira et al., 1987, Leishmania (V.) naiffi Lainson &

Shaw, 1989 e Leishmania (V.) shawi Lainson et al., 1989

Essas espécies tém seus ciclos descritos na regido Norte e sua epidemiologia ainda é
pouco conhecida, tendo poucos casos registrados oficialmente em humanos. Os vetores
desses agentes etioldgicos sdo respectivamente Trichophoromyia ubiquitalis; Ps. ayrozai, Ps.
paraensis, Ps. squamiventris e Ny. whitmani, espécies de flebotomienos encontrados com
infeccdo natural em areas de transmissdo (Lainson; Shaw, 2005; Brasil, 2007, Rangel;
Lainson, 2009).

Tabela 1.2 Tabela com as associagdes dos provaveis ciclos de transmissdo envolvendo potenciais/provaveis

vetores, hospedeiros e reservatérios das leishmanias encontradas no Brasil. Adaptado de WHO, 2010a.

Possivel Mamifero Hospedeiro ou

Leishmania spp.  Forma Clinica Vetor Suspeito ou Comprovado -
Resevatorio
L. guyanensis LTA Ny. umbratillis, Ny. anduzei Choloepus spp., Tamandua spp.,
' ' T Didelphis spp., Proechimys spp.
L amazonensis LTA (LAD) Bichromomyia fIawscuteIIa_ta, Bi. reducta, Bi. Proechlmy§ spp., Oryzomys spp.,
olmeca nociva Wiedomys spp.
Ny. whitmani, Ny. intermedia, Ny. neivai, Ps. Caes, Rattus rattus, Akodon
L. braziliensis LTA (LMC) complexus, Ps.wellcomei, Mg. migonei, arviculoides,Bolomys spp.,Nectomis
Pintomyia fischeri spp., Thrichomys spp.
L. lainsoni LTA Th. ubiquitalis Agouti paca
Cebus apella,Chiropotes satanus, Nasua
L. shawi LTA Ny. whitmani nasua, Bradypus tridactylus, Choloepus
didactylus

Ps. squamiventris, Ps. paraensis, Ps.

L. naiffi LTA X . Dasypus novemcinctus
amazonensis, Ps. ayrozai
L. lindenbergi LTA Ny. antunesi Desconhecido
1.2 VETORES

1.2.1 Caracteristicas Gerais

Flebotomineos séo insetos holometabolos pertencentes a familia Psychodidade, sub-
familia Phlebotominae, apresentam corpo pequeno (ndo ultrapassando 5mm de comprimento)
e recoberto por cerdas, com asas alongadas e estreitas, que quando em repouso permanecem
eretas e fletidas para cima. Estes dipteros sdo importantes vetores naturais de patdgenos de

doencas humanas e de animais, como protozoarios do género Leishmania Ross, 1903 e outros
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tripanossomatideos, bactérias do género Bartonella Strong Tyzzer, Sellards, Brues &
Gastiaburu, 1915 e numerosos arbovirus (Rangel; Lainson, 2003, 2009).

Os insetos adultos possuem habitos criptozoicos, em virtude da permeabilidade de seu
revestimento, uma fina camada de quitina que recobre seu corpo, tornando-0s muito sensiveis
a mudancas de temperatura e umidade, fazendo com que fiquem limitados as condicdes
macroclimaticas, estaveis mais préximas daquelas encontradas em seus abrigos naturais. Seu
periodo preferencial de atividade é crepuscular e/ou noturno, periodo em que saem de seus
abrigos para se alimentarem, ficando abrigados durante o periodo luminoso (em tocas de
animais, fendas de arvores e rochas, serapilheira e outros locais abrigados da luz) (Forattini,
1943; Brazil; Brazil, 2003).

Quanto ao habito alimentar, sabe-se que tanto machos quanto fémeas se alimentam de
carboidratos como néctares e secre¢es de afideos e homopteros, contudo as fémeas sdo as
Unicas que praticam a hematofagia (Figura 1.5), condicdo necesséria para que ocorra a
maturacdo de seus ovarios e 0 que a capacita como vetor de patégenos (Brazil; Brazil, 2003).
Contudo, Gontijo e colaboradores (1987) observaram flebotomineos machos da espécie
Lutzomyia renei Martins, Falcdo e Silva, 1957 infectados com Leishmania sp., apds o inseto,
provavelmente ter picado um hamster infectado experimentalmente. Silva & Griinewald
(1999) observaram a pratica da hematofagia por alguns machos de Mg. migonei em uma
ferida na pele de uma vaca, mas as circunstancias para ocorréncia desse habito ainda nédo

foram explicadas.

Figura 1.5 — Fémea de Phlebotomus papatasi realizando repasto sanguineo. Fotografia por James Gathany —
CDC.
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Figura 1.6 — Distribuicdo Geografica de Phlebotominae segundo Killick-Kendrick (1999). A &rea onde séo

encontrados estd compreendida entre as linhas vermelhas do mapa.

Os flebotomineos se distribuem na faixa que estd compreendida entre o Sudoeste do
Canada até aproximadamente a regido Central da Argentina, ndo ocorrendo apenas na Nova
Zelandia e llhas do Pacifico (Killick-Kendrick, 1999). Entretanto, Muzon e colaboradores
(2002) encontraram um espécime identificado como Lutzomyia sp. (provavelmente do grupo
oswaldoi) na regido da patagbnia argentina (40°S), sendo o uUnico registro de flebotomineos

nessa area (Figura 1.6).

1.2.2 Taxonomia

Embora exista um grande conhecimento sobre esses insetos adquirido durante anos de
pesquisas, desde a descricdo das primeiras espécies americanas: Flebotomus cruciatus e
Flebotomus vexator, por Coquillett (1907), ainda ndo ha consenso sobre a taxonomia geral
desse grupo, principalmente no que diz respeito agquelas espécies descritas no Novo Mundo.
Ao todo sdo conhecidas cerca de 900 espécies de flebotomineos no mundo, onde 98 delas sdo
incriminadas como vetores (Young; Duncan, 1994, Killick-Kendrick, 1999; WHO, 2010a).
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No Velho Mundo, a classificagdo proposta por Lewis (1977), com posterior adi¢cdo do
género Chinius por Leng em 1987, parece ser a mais aceita até hoje, onde sdo reconhecidos
trés géneros: Phlebotomus Rondani & Berté, 1840 (grupo onde se encontram as espécies
vetoras das leishmanias) composto de 12 subgéneros, Sergentomyia Franca & Parrot, 1920
com 8 subgéneros e Chinius Leng, 1987. Uma classificacdo mais recente para espécies do
Velho Mundo, realizada em 1998 por Rispail & Leéger, propés a elevacdo de quatro
subgéneros em géneros, 3 contidos em Phlebotomus, sendo estes Australophlebotomus,
(Theodor 1948), Idiophlebotomus (Quate & Fairchild 1961) e Spelaeophlebotomus (Theodor
1948), e 1 em Sergentomyia, Spelaeomyia (Theodor 1948).

Para os flebotomineos do Novo Mundo a classificacdo mais aceita é a proposta por
Lewis (1977) e revisada por Young & Duncan (1994), que inclui as 400 espécies neotropicais
descritas até a época em 3 géneros: Lutzomyia Franga & Parrot, 1924 (onde se encontram as
espécies vetoras) composto por 15 subgéneros e 11 grupos de espécies, Brumptomyia Franca
& Parrot, 1921 e Warileyia Hertig, 1940. Apesar de ser a classificacdo adotada pela maioria
dos pesquisadores, a falta de uma avaliacdo que possa determinar as relagcdes evolutivas
dessas espécies, ainda € alvo de muita discussdo. Um trabalho mais recente e que tem sido
observado por taxonomistas desse grupo de insetos, foi publicado em 1995 por Galati, onde
através de uma analise filogenética, com base nos postulados de Hennig, as 464 espécies de
flebotomineos neotropicais foram classificadas em 2 tribos, 5 subtribos, 22 géneros, 20
subgéneros, 28 series e 3 grupos de espécies (Figura 1.7). Importante ressaltar que a tribo
Hetigiini apresenta varios caracteres plésiomdrficos em relacdo aos grupos irmaos, enquanto
Phlebotomini apresenta 0 maior nimero de caracteres apomorficos (Andrade-Filho; Brazil,

2003).

Warileya

Hertigia
Spelaeophlebotomus
Idiophlebotomus
Phlebotomites
Philebotomiella
Chinius
PHLEBOTOMINA
AUSTRALOPHLEBOTOMINA
Brumptomyia
Oligodontomyia
SERGENTOMYIINA
LUTZOMYIINA
PSYCHODOPYGINA

,7
i

BRUMPTO-
MITNA

HERTIGIINA

IDIOPHLE-
BOTOMINA

PHLEBOTOMINI
|

HERTIGIINI

Figura 1.7 — Cladograma com tribos e subtribos de Phlebotominae. Fonte — Galati, 2003.
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Nessa classificagdo as espécies vetoras que antes estavam incluidas apenas no género
Lutzomyia, passam a ser distribuidas em 3 subtribos diferentes, Sergentomyiina Artemiev,
1991, Lutzomyiina Abonnenc & Leger, 1976 e Psychodopygina Galati, 1995, e em varios
géneros (Galati, 2003; WHO, 2010a).

1.2.3 Coevolugéo Leishmania-Phlebotominae

Para Noyes (1998), “a maioria das espécies de Leishmania € mais restrita em sua
gama de vetores flebotomineos do que em sua gama de hospedeiro mamifero, o que implica
em uma relacdo coevolutiva muito mais proxima com o flebotomineo do que com o
mamifero”. Com base nessa afirmag¢ao, teorias vém sendo publicadas com o intuito de tentar
explicar esse processo de coevolugdo ocorrido entre esses dois grupos até os dias atuais. Duas
dessas teorias sugerem origens distintas para as leishmanias e os flebotomineos.

A origem Paleéartica proposta por Kerr (2000) e Kerr et al. (2000), afirma que no
Cretaceo (1455 — 65,5 MilhGes de anos) houve o surgimento de uma espécie de
Sauroleishmania que infectava répteis na regido Paleartica. Com o declinio dos répteis no
final da mesma era, e a consequente ascensdo e irradiacdo dos mamiferos no Cenozdico (65,5
Ma), o surgimento de um ancestral dos flebotomineos recentes se adaptou a pratica do repasto
sanguineo nesses mamiferos primitivos, fazendo possivelmente com que algumas Leishmania
spp. se especializassem nesses novos hospedeiros. Posteriormente, no final do Eoceno (55 —
36 Ma) Leishmania, flebotomineos e reservatdrios migraram para a Regido Neartica, com a
separacéo dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia, ocorrendo no Oligoceno (36 — 23 Ma), com
a quebra da conexdo entre as duas regides zoogeograficas. Apds a formacgdo do Istmo do
Panama a irradiacdo desses trés grupos se acelerou rapidamente, logo chegando a regido
Neotropical, e com as mudancas climaticas e o contato com novas espécies de mamiferos na
América do Sul, pode ter acelerado rapidamente o processo de especiacdo das leishmanias
levando a diversidade que vemos atualmente.

A teoria contréria a essa foi proposta por Noyes et al. (1997, 2000) e Noyes (1998).
Segundo esses autores a origem das Leishmania se deu na Regido Neotropical a partir de um
tripanossomatideo ancestral digenético dos géneros irmdos Endotrypanum — Leishmania,
provavelmente no final do Cretdceo quando houve a irradiacdo dos mamiferos e a regido
Neotropical estava comecando a se isolar das demais, fato também sugerido por Shaw (1997).

Por ser um dos dois Unicos grupos de mamiferos presentes nessa era remanescentes até hoje e
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por ser um dos hospedeiros tanto de Endotrypanum quanto Leishmania atualmente, existe a
possibilidade de que preguicas tenham sido os primeiros hospedeiros do ancestral desses dois
grupos. Os autores acreditam que a separagdo desses dois géneros se deu durante o Paleoceno
cerca de 53 a 65 milhGes de anos atras e, posteriormente, houve o surgimento do subgénero
Viannia no inicio do Mioceno, e na segunda metade dessa mesma era teria ocorrido a
divergéncia dos subgéneros e Sauroleishmania e Leishmania, que hipoteticamente teria
migrado para o Velho Mundo através do Estreito de Bering antes do final do Mioceno.
Quanto a origem de Sauroleishmania, os autores apresentam duas hipéteses: a primeira é de
que a divergéncia desse subgénero se deu a partir de membros do subgénero Leishmania que
se adaptaram aos répteis no Velho Mundo; a segunda é de que a divergéncia desses
subgéneros se deu no Novo Mundo e ambos migraram independentemente para o Velho
Mundo, antes que individuos de Sauroleishmania fossem extintos do Novo Mundo. Shaw
(1997) discute que a auséncia de Leishmania spp. infectando aves atualmente seria um
indicio de que ndo havia associacdo entre flebotomineos e os ancestrais das aves que
descenderam dos dinossauros; e ainda, que o habito, de alguns flebotomineos atuais, de se
alimentar de aves e répteis de alguns flebotomineos atuais seria uma modificacdo do habito
de se alimentarem em mamiferos. Segundo esse autor, a auséncia de infeccdo em répteis no
Novo Mundo é um indicio de que Sauroleishmania é um grupo que se adaptou
secundariamente a esses vertebrados, a partir de Leishmania spp. de mamiferos ou a
adaptacdo de um flebotomineo que o levou a picar répteis, apos a separagdo da Africa e da
América do Sul.

Artigos posteriores lancados por diferentes autores (Ready, 2000, Dujardin et al.,
1999, Poinar G.; Poinar R., 2004, Poinar, 2008, Tuon et al., 2008) tentaram trazer luz a
discussdo quanto a possibilidade dessas origens e também a possibilidade da ocorréncia de
outras origens, porém nenhuma delas parece ser unanimidade quanto a aceitacdo de suas
teorias. Contudo, todos sdo categoricos em afirmar que existe a necessidade de estudos mais
abrangentes com relacdo a filogenia, biogeografia e paleoparasitologia, para a confirmacao
dessas hipoteses que sdo de grande importancia epidemioldgica, pois segundo Ready (2000)
as relacBes evolutivas entre flebotomineos e Leishmania spp. poderiam ter implicagbes na
intervencdo e controle das leishmanioses, como por exemplo, em um foco da doenca
inexplorado, provaveis vetores podem ser facilmente incriminados simplesmente sabendo-se

a sua relacdo com vetores previamente conhecidos.
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1.2.4 Interacdo Leishmania - Phlebotominae

Independente da grande diversidade de flebotomineos, boa parte das espécies ndo é
transmissora de Leishmania, cerca de apenas 40 delas ja foram incriminadas como vetoras
nas Américas (Rangel; Lainson, 2009, WHO, 2010a).

Alguns critérios para incriminacdo de especies de flebotomineos como vetores de
leishmanioses foram criados por Killick-Kendrick (1990) e posteriormente mais avaliados e
publicados no documento da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2010a): alguns sdo
essenciais, tais como antropofilia, distribuicdo espacial coincidente com a dos casos
humanos, registro de infeccdo natural por Leishmania sp., a mesma circulando entre os
humanos; outros critérios sdo complementares e incluem a atracdo dos flebotomineos pelos
potenciais reservatorios de Leishmania sp., para estabelecimento da infeccdo, e transmissdo
experimental, pela picada, no modelo de hamster para hamster.

Quanto a capacidade de se infectar, varios trabalhos atualmente associam o
estabelecimento da infeccdo no flebotomineo a estruturas de superficie do protozoario
denominadas Lipofosfoglicanas (LPG), que se ligam a lectinas presentes na parede do
intestino médio do inseto. Essa ligacdo é determinante para que ocorra 0 ancoramento dos
parasitos (antes da eliminacdo do bolo alimentar) e consequente estabelecimento da infecgéo
(Sacks, 2001; Myskova et al, 2007; Volf; Myskova, 2007).

Segundo Myskova e colaboradores (2007), estudos laboratoriais sobre o
desenvolvimento de diferentes espécies de Leishmania em flebotomineos sugerem que estes
podem ser divididos em dois grupos, os vetores especificos e 0os permissivos. Os especificos
seriam aqueles refratarios para a maior parte das espécies de Leishmania, enquanto 0s
permissivos, a maior parte dos vetores estudados até hoje, seriam capazes de transmitir

diferentes Leishmania spp.

1.2.5 Principais Vetores de Leishmania (Viannia) braziliensis no Brasil

1.2.5.1 Psychodopygus wellcomei Fraiha, Shaw & Lainson, 1971

Psychodopygus wellcomei é uma espécie de habitos silvestres associados geralmente a

florestas primarias, altamente antropofilica. Foi descrita em 1971 por Fraiha et al. em um

surto de LTA por L. (V.) braziliensis no municipio de Serra dos Carajas, estado do Para, em
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trabalhadores, onde a construgdo de uma rodovia em meio a uma floresta primaria estava
sendo realizada. Estudos posteriores realizados nessa mesma area comprovaram a
predominéncia dessa espécie principalmente nos meses chuvosos (entre novembro e abril),
além de encontrarem individuos infectados por L. (V.) braziliensis. Registros da espécie em
outros estados ja foram reportados, como nos estados de Pernambuco e Ceara, porém até o
momento sem envolvimento com a transmissao de LTA (Brand&o-Filho et al., 1998; Lainson;
Shaw, 2005; Rangel; Lainson, 2009).

1.2.5.2 Nyssomyia whitmani Antunes & Coutinho, 1939

Nyssomyia whitmani possui uma ampla distribuicdo pelo pais estando presente em
quase todas as UFs, sendo encontrada nos mais diversos habitats, das matas primarias no
Norte do Pais, a areas desmatadas e impactadas no Centro-Oeste, Nordeste, Sudeste e Sul,
possuindo diferentes habitos e habitats. Devido a essa ampla distribuicdo e capacidade de
adaptacdo e, ainda, por estar associada a maioria das areas que apresentam casos da doenca,
essa espécie vem sendo considerada um dos mais importantes vetores de LTA por L.(V.)
braziliensis no Brasil, estando ainda associada a transmissao de L (V.) shawi na Regido Norte
(Costa et al., 2007; Lainson; Shaw, 2005; Rangel; Lainson, 2009). A espécie foi encontrada
com infecgdo natural por leishménia em S8o Paulo, Minas Gerais, Parand, Mato Grosso do
Sul, Ceara e Bahia (Lainson; Shaw, 2005; Carvalho et al., 2008; Rangel; Lainson, 2009).
Inimeros estudos vém registrando a ocorréncia desse vetor no domicilio e no peridomicilio,
associado a chiqueiros, galinheiros, em varias areas por diferentes autores, como no Sudeste
(Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais) e no Nordeste (Bahia e Ceard). Quanto a
sazonalidade, Ny. whitmani apresenta diferentes habitos dependendo da regido,
provavelmente devido a diferencas climaticas. Porém, a sua maior atividade se da do
crepusculo vespertino até o final da noite (Lainson; Shaw, 2005; Rangel; Lainson, 2009).
Mesmo em alguns estados, onde ndo foi encontrada naturalmente infectada, sua distribui¢ao
tem sido frequente e predominante em areas de transmissdo de LTA, como observado nos

estados do Acre e Tocantins (Costa et al., 2007).
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1.2.5.3 Nyssomyia intermedia Lutz & Neiva, 1912

Nyssomyia intermedia € uma espécie altamente antropofilica, que tem sua atividade
do crepusculo vespertino até o final da noite, onde costuma praticar a hematofagia em
homens, animais domésticos e silvestres. Originalmente Ny. intermedia possuia habitos
silvestres associados a matas primarias, porem tem se adaptado muito bem ao peridomicilio,
principalmente em &areas onde houve desmatamento em processos de colonizagdo. Pode ser
encontrada em matas secundarias e plantagdes, bem como no ambiente domiciliar (Lainson;
Shaw, 2005; Rangel; Lainson, 2009). A sazonalidade de Ny. intermedia parece ser variavel de
acordo com a regido, onde estudos ja demonstraram maior densidade nos meses mais frios
(Forattini, 1973), nos meses mais quentes (Souza et al., 2003 ) e em todo 0 ano com picos nos
meses de junho, agosto e outubro (Rangel et al., 1990).

Essa espécie de flebotomineo vem sendo considerada um importante vetor de LTA
principalmente na regido Sudeste do Brasil, nos estados do Rio de Janeiro, S&o Paulo, Minas
Gerais e Espirito Santo (Lainson; Shaw, 2005; Andrade Filho et al., 2007; Rangel; Lainson,
2009).

A primeira incriminagdo de Ny. intermedia como vetor de LTA por L. (V.)
braziliensis, foi descrita por Henrique Aragao pelo achado de exemplares desse flebotomineo
em areas com casos de LTA; através de um macerado de espécimes de Ny. intermedia,
previamente alimentados em uma leséo, reproduziu no animal uma leséo atribuida a L. (V.)
braziliensis. Outros registros de infeccdo natural em Ny. intermedia foram obtidos no Rio de
Janeiro. Rangel e colaboradores (1984) e Pita-Pereira e colaboradores (2005) encontraram
espécimes de Ny. intermedia infectados com L. (V.) braziliensis na mesma regido. No estado
de Sdo Paulo, 0os municipios que apresentam a maior concentra¢do dos casos de LTA estdo
localizados em uma regido denominada Vale do Ribeira, onde Ny. intermedia representou
quase 100% dos flebotomineos coletados no ambiente domiciliar. Para Tolezano (1980) a
adaptacdo dessa espécie nessa area levou ao aparecimento de um novo perfil epidemiolégico.
Vale ressaltar que ap0s o reestabelecimento de Nyssomyia neivai como espécie, estudos
mostraram que essa espécie ocorre em simpatria com Ny. intermedia na regido do Vale do

Ribeira.
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1.2.5.4 Nyssomyia neivai Pinto, 1926

Primeiramente descrita por Pinto, em 1926, através de exemplares machos coletados
na cidade de S&o Paulo, essa espécie foi colocada em sinonimia com Ny. intermedia apenas 4
anos depois de sua descri¢cdo pelo mesmo autor que a descreveu (Andrade-Filho et al., 2003).
Apenas 66 anos depois de colocada em sinonimia, um estudo realizado por Marcondes
(1996), utilizando-se de caracteres morfolégicos e morfométricos para comparar espécimes
coletados na Bolivia e os hol6tipos de ambas as espécies, Ny. neivai foi revalidada como
espécie. Posteriormente a esse trabalho, outros autores publicaram resultados das analises
detalhadas da morfomologia e estudos morfométricos extensos comparando essas duas
espécies, onde alguns critérios de separacdo foram utilizados, como: formato da porc¢éo final
dos dutos ejaculadores, comprimento do duto comum da espermateca, nimero de anéis do
corpo da espermateca, forma da cabeca da espermateca, razdo entre bomba ejaculadora e
dutos ejaculadores (Marcondes; Alexander, 2003; Andrade-Filho et al., 2003; Marcondes,
1996). Segundo Marcondes e colaboradores (1997), a presenca de espécies cripticas como no
caso de Ny. intermedia e Ny. neivai provavelmente é resultado de recente alopatria, que no
caso especifico dessas espécies deve ter ocorrido ha cerca de 250.000 anos, indicando que a
separacdo das espécies se deu recentemente. Nyssomyia neivai apresenta habitos muito
semelhantes aos de Ny. intermedia, sendo uma espécie antropofilica e oportunista, ocorrendo
em &reas de mata e em habitats modificados pelas atividades humanas, ocupando o ambiente
domiciliar. Quanto a sua distribuicdo, segundo Marcondes et al. (1998), Ny. neivai ocorre em
regibes mais frias e secas do Brasil diferentemente de Ny. intermedia, porém essas duas
espécies ja foram encontradas ocorrendo em simpatria em municipios do estado de Séo Paulo
(Forattini, 1972; Marcondes et al., 1998; Andrade-Filho et al., 2007).

Essa espécie tem sido sugerida como importante vetor principalmente nos Estados da
regido Sudeste e Sul do Pais (Andrade Filho 2007). O primeiro registro do encontro de Ny.
neivai naturalmente infectada por L. (Viannia) spp., possivelmente da espécie braziliensis, foi
feito por Marcondes et al. (2009) utilizando-se técnicas de PCR, de espécimes coletados no
municipio de Picarras, Santa Catarina (onde casos de LTA ja haviam sido registrados).
Estudos posteriores (Silva et al., 2008) no estado do Parand, encontraram uma grande
incidéncia de Ny. neivai (75,6% dos espécimes coletados) em areas de transmissdao de LTA,
sugerindo sua provavel participacdo no ciclo da doenca. Hipdtese que ganhou for¢a com o
encontro de espécimes de Ny. neivai infectados com L. (Viannia) spp., nesse mesmo estado,

através de técnicas de PCR multiplex (Oliveira et al., 2011). Desde o0 ano de 2002, casos
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autoctones de LTA por L. (V.) braziliensis vem sendo registrados no estado do Rio Grande
Sul (cerca de 20 casos até 2008). Estudos entomoldgicos revelaram uma grande
predominadncia de Ny. neivai na area de ocorréncia dos casos (Gongalves, 2003) e,
posteriormente, se deu o encontro da infeccdo natural nessa espécie por L. (Viannia) spp.
através de técnicas de PCR, o que indicou esse flebotomineo como potencial vetor de L. (V.)

braziliensis (Pita-Pereira et al., 2009).

1.2.5.5 Migonemyia migonei Franga, 1920

Migonemyia migonei é considerada uma espécie antropofilica, silvestre sendo
encontrada em mata primaria e em menor nimero em matas secundarias. Porém, a incidéncia
dessa espécie em abrigos de animais e no intradomicilio é evidente, tal como mostrado por
Araujo Filho (1979), na llha Grande, RJ, que indicava a presenca de uma densidade maior de
espécimes desse flebotomineo no ambiente domiciliar. Acredita-se que esta espécie possuli
grande capacidade de adaptacdo, sobrevivendo em éareas degradadas pelo homem, se
aproximando de ambientes antropizados, passando a se alimentar de animais domésticos e do
proprio homem e, ainda assim, possivelmente sendo capaz de manter o ciclo enzodtico da
doenca em areas de mata secundaria (Rangel; Lainson, 2009). De acordo com Nieves &
Pimenta (2002), foi observada infeccdo por Leishmania (V.) braziliensis em espéecimes de
Mg. migonei que se alimentaram de sangue de ratos selvagens, gambas, cavalos e homens.
Quanto a sazonalidade, esta espécie ndo pode ser coletada em todos os meses, estando
ausentes nos meses mais frios e secos, mas estudos realizados em Pernambuco registraram a
espécie ocorrendo em todos os meses do ano (Rangel; Lainson, 2009; Guimardes et al., 2012).

A primeira referéncia sobre o papel de Mg. migonei como vetor de LTA foi o encontro
de um espécime naturalmente infectado por um flagelado, provavelmente promastigotas de
Leishmania em 1941 por Pessoa & Coutinho, em Sdo Paulo. Estudos posteriores mostraram o
aumento coincidente entre casos de LTA e espécimes de Mg. migonei também em Séo Paulo
(Camargo-Neves et al., 2002; Rangel; Lainson, 2009). No Rio de Janeiro, essa espécie vem
sendo incriminada como provavel vetor em algumas regibes como na llha Grande e
Jacarepagua, onde esse inseto apresenta preferéncia por picar cédes, sendo associada a
manutencdo da LTA em cées, além do seu registro com infeccdo natural por L. (V.)
braziliensis em Jacarépagué (Pita-Pereira et al., 2005; Rangel; Lainson, 2009). Nos estados do

Espirito Santo e Minas Gerais esse flebotomineo também foi associado a &reas de ocorréncia
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de casos de LTA. No Nordeste, mais precisamente no estado do Ceara, Azevedo e
colaboradores (1990) e Queiroz e colaboradores (1994) identificaram espécimes de Mg
migonei naturalmente infectados por L. (Viannia.) braziliensis. Porém, como a espécie
apresentava pouca antropofilia na regido foi considerada apenas como um vetor secundario de
LTA (Rangel; Lainson, 2009).

1.2.6 Bichromomyia flaviscutellata Mangabeira, 1942

Bichromomyia flaviscutellata possui uma ampla distribuicdo geografica sendo
encontrada em diferentes habitats como florestas primarias, secundérias e igapds. E uma
espécie de habitos essencialmente noturnos, altamente atraida por roedores, contudo pouco
antropofilica, o que torna a transmissao da doenga por esta espécie rara para humanos. Alguns
autores citam a capacidade desse flebotomineo de se adaptar rapidamente a areas de
vegetacdo modificada, podendo ser capturado até no peridomicilio, quando a habitacdo esta
proxima a mata (Ready et al., 1983; Lainson et al., 1994; Rangel; Lainson, 2009; Machado et
al., 2012)

A competéncia vetorial de Bi. flaviscutellata como vetor de L. (L.) amazonensis esta
embasada em evidéncias: achado de infecgdo natural por L. (L.) amazonensis, atragdo por
reservatorios, roedores, distribuicdo espacial coincidente com as areas de transmisséo,
infeccdo e transmissdo experimental da leishmania pela picada, de hamster para hamster
(Lainson; Shaw 1972, 1987, 2005; Rangel; Lainson 2009).

Esse flebotomineo tem se dispersado por regides geograficas no Brasil e, mais
recentemente, Azeredo-Coutinho et al. (2007) reportaram o primeiro caso autdctone de
leishmaniose anérgica difusa no Estado do Rio de Janeiro, no municipio de Paraty.

A Figura 1.8 ilustra a distribuicdo das principais espécies de vetores da LTA aqui

discutidas.
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Figural.8 — Mapa com a distribuicdo das espécies vetoras mais importantes de Leishmania (V.) braziliensis e L.
(L.) amazonensis do Brasil. Criado a partir de dados de Galati (2003).



22

1.3 JUSTIFICATIVA

Phlebotominae representa um dos grupos de insetos de grande importancia médica,
especialmente para o Brasil, estando associado a transmissdo de agentes das leishmanioses
tegumentar e visceral. A complexidade que envolve um conhecimento mais apurado sobre a
eco-epidemiologia destas doencas estd especialmente no fato de que as cadeias de
transmissdo das leishmanioses tém uma diversidade dos seus componentes: parasitos, vetores
e reservatoérios, especialmente em relagdo a leishmaniose tegumentar, hoje dispersa por todos
os Estados.

Em termos de taxonomia, a utilizacdo dos géneros Lutzomyia para a maioria das
espécies do Continente Americano, bem como Phlebotomus e Sergentomyia para as espécies
do Velho Mundo, tem sido sustentada por argumentos praticos no sentido de dar
sustentabilidade a nomenclatura das espécies (Lewis et al., 1977, Martins et al., 1978).
Entretanto, dentro desta perspectiva perdem-se informagfes importantes para o melhor
entendimento do processo evolutivo de Phlebotominae.

A origem do género Leishmania foi discutida (Lainson; Shaw, 1987) na Idgica de que
os tripanosomatideos evoluiram a partir de flagelados monogenéticos que habitavam o
intestino de invertebrados e que posteriormente se adaptaram a um ciclo de vida no
vertebrado. A partir dessa premissa, Lainson (1997) e Lainson & Shaw (2005) sugeriram que
os flebotomineos seriam os hospedeiros primarios de Leishmania e os vertebrados, meras
fontes de infeccdo para os flebotomineos e, sendo assim, nas leishmanioses, a competéncia
vetorial poderia ser associada a um processo co-evolutivo parasito-hospedeiro.

Estudos filogenéticos entre espécies de Phlebotominae, especialmente os vetores,
podem inferir um processo evolutivo que levou o grupo a ser bem sucedido na transmisséo de
Leishmania spp. Sob esta Otica, a proposta taxondmica neste grupo de insetos com base na
hipdtese evolutiva merece estudos mais focados em flebotomineos associados com a
transmissdo de leishmanias dos subgéneros L. (Viannia), Nyssomyia whitmani, Ny. neivai, Ny.
intermedia, Migonemyia migonei, e L. (Leishmania), Bichromomyia flaviscutellata, inclusive
apontando a consisténcia de grupos monofiléticos (Artemiev, 1991).

A geragdo de conhecimentos sobre a morfologia e morfometria de ambos, machos e
fémeas de flebotomineos vetores de LTA, poderdo indicar estruturas diagnosticas importantes

como subsidios para estudos filogenéticos e co-evolutivos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar por meio de analise morfologica/morfométrica comparativa a relacdo entre
algumas espécies de flebotomineos dos géneros Nyssomyia, Bichromomyia e Migonemyia:
Ny. intermedia, Ny. neivai, Ny. whitmani, Mg. migonei e Bi. flaviscutellata, vetores de
Leishmania spp., responsaveis pela leishmaniose tegumentar americana no Brasil, além de
Brumptomyia troglodytes, e avaliar se estas analises podem ser (teis para a separagdo dos

grupos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a morfometria classica e geométrica de caracteres das espécies supracitadas e
identificar aqueles que possam servir de parametros para melhor distin¢do das

espécies transmissoras de Leishmania dos Subgéneros Viannia e Leishmania;

e Identificar, através das morfometrias geometrica e classica, variagdes nessas espécies

de flebotomineos que possam sugerir algum grau de relacéo entre elas.

e Estudar detalhadamente a morfologia de adultos (machos e fémeas) das espécies
supracitadas para selecionar caracteres que fornecam informacdes taxonémicas que

possam subsidiar estudos filogenéticos futuros;
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3 METODOLOGIA

3.1 NOMENCLATURA TAXONOMICA

A nomenclatura taxonémica para Phlebotominae utilizada neste trabalho segue o
proposto por Galati (1995) e as abreviaturas referentes aos géneros seguem o proposto por
Marcondes (2007).

3.2 CAPTURAS DE FLEBOTOMINEOS

As capturas foram realizadas no horério de atividade desses insetos, que vai do
crepusculo vespertino ao matutino (18:00h — 6:00h), utilizando-se dois tipos de armadilhas:
luminosa do tipo HP (Pugedo et al., 2005), CDC modificada (Sudia; Chmaberlain, 1962),
(Figura 3.1A) e armadilha de Shannon (Shannon, 1939) (Figura 3.1B) com auxilio do
capturador manual de castro (Castro, 1937) (Figura 3.1C).

Figura 3.1 — Armadilhas utilizadas para captura de flebotomineos: A — Aramadilha luminosa do tipo HP, B —

Armadilha de Shannon, C — Capturador manual de Castro.

3.2.1 Procedéncia das espécies capturadas

Na Figura 3.2 estdo as localidades onde as quatro espécies foram capturadas durante o
ano de 2011 e 2012.
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Figura 3.2 — Mapa com as areas de capturas de cada espécie de flebotomineo utilizada no trabalho.

3.3. PROCESSAMENTO LABORATORIAL DOS FLEBOTOMINEOS

Ap0s as capturas, os insetos foram triados, separando-se os flebotomineos (machos e
fémeas) dos demais insetos e acondicionando-os em alcool 70%, em tubos falcon separados e

devidamente identificados, constando o local da captura, a data e a identificacdo da espécie.

3.3.1 Clarificacéo e Diafanizacéo

Para estes procedimentos foi utilizado o tratamento proposto por Forattini (1973),
onde: em capela de exaustdo de gases (Q216-11 e Q216-21 Marca Quimis®), machos e
fémeas foram separados em cavidades diferentes de placas de toque de 9 pocos, onde estes
foram primeiramente colocados em fenol P.A. por 24 horas para diafanizar, seguido de 12

horas em solugdo de hidréxido de potéassio 15% para amolecer a quitina, depois lavados em
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solucdo de &cido acético 10%, posteriormente colocados de 5 a 10 minutos em solugdo de
fucsina &cida e &cido acético P.A., nas concentraces de 5% para fémeas e 1% para 0s
machos, para corar 0s espécimes; posteriormente, foram submetidos a uma série alcodlica
utilizando-se as seguintes concentracdes, 70%, 90%, 95% e 100%; por Gltimo, os espécimes

foram conservados em eugenol por no minimo 3 horas, antes da montagem.

3.3.2 Montagem

Ap0s o processo de clarificacdo os espécimes foram montados entre lamina e laminula
em meio de montagem Enecé (Cerqueira, 1943), com auxilio de microscopio estereoscépico
(Estereomicroscépio Stemi DV4 Marca Zeiss®). Os insetos foram seccionados, para a
visualizacao das estruturas de importancia taxondmica. Nos machos a cabeca foi separada do
torax e colocada em vista dorsal e o térax e abdémen foram mantidos juntos e colocados em
vista lateral (Figura 3.3 A); nas fémeas, foram separadas a cabeca, 0 tdérax e o abddmen,
colocando-os em vista ventral (visualizagdo do cibario), lateral e ventral (visualizacdo da
espermateca), respectivamente (Figura 3.3B). Em todos 0s espécimes uma das asas foi
retirada e colocada longitudinalmente para realizacdo das morfometrias classica e

geomeétrica.

Figura 3.3 — Flebotomineos montados entre lamina e laminula com meio Enecé. A — espécime Macho, B —

espécime Fémea.
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3.4 MATERIAL DE COLECAO BIOLOGICA

Foram utilizados flebotomineos, de duas espécies, provenientes das Colegdes da
Faculdade de Saude Publica da Universidade de S&o Paulo (USP): Ny. neivai dos municipios
de Eldorado, Itariri, Iporanga e Pedro de Toledo, todos esses fazendo parte da regido
conhecida como Vale do Ribeira no Estado de Séo Paulo (Figura 3.4).

A espécie Brumptomyia troglodytes foi utilizada como grupo externo, onde 0s
espécimes foram capturados nas localidades Iporanga, Barra Bonita e Ariri municipios do
estado de S&do Paulo. Os espécimes da colecdo foram clarificados e montados utilizando-se a

mesma metodologia descrita acima.
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Figura 3.4 — Mapa dos municipios localizados no Vale do Ribeira destacando-se aqueles onde os espécimes de
Nyssomyia neivai utilizadas no projeto foram capturados.

3.5 MORFOLOGIA

Para a descricdo da morfologia foram utilizados 20 machos e 20 fémeas de cada
espécie analisando-se 52 caracteres, da cabeca, do térax e do abddmen considerados
importantes para a caracterizacdo taxondmica das espécies. Os caracteres avaliados,
separados por segmento do corpo e a localizacdo da figura demonstrativa (Anexo) estdo
listados na Tabela 3.1. Quanto a coloracédo de estrutura do térax foram utilizadas 3 cores para

definir a variagdo das espécies, Palido, castanho claro e castanho escuro.



Tabela 3.1 — Caracteres utilizados para avaliacdo da morfologia das espécies de flebotomineo.
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Caracteres Morfol6gicos Figuras

Presenca/Auséncia de Sutura-Interocular ALA
Férmula Palpal Al.B
Presenca/Auséncia de Forquilha Labial AlC
Prolongamento dos Ascoides AlD
Presenca/Auséncia de Prolongamento anterior dos Ascdides (Alll e AlV) AlE

Q Local de Implantacdo dos Ascdides AlF

o

§ Presenca/Auséncia de Papila em Alll, AlV e AV AlLE
Presenca/Auséncia e Posicdo dos Espinhos de Newstead no Palpémero 111 AlG
Numero de fileiras de dentes na Lacinia da Maxila AlH
NUmero de Dentes na Lacinia da Maxila AlH
Presenca/Auséncia de Area Esclerosada na Camara Cibarial All
Numero e Posic¢do dos Dentes Horizontais no Cibéario AlJK
Presenca/Auséncia de Cerdosidade na Parte Anterior do Catepisterno A2.A
Presenca/Auséncia de Sensila Ventrocervical A2.B

5‘; Pigmentacdo do Escudo (Pronoto, Paratergito, Escutelo) A2.C

% Pigmentacdo dos Escleritos Torécicos (Anespisterno (superior e inferior), Anepimero, Catepisterno, A2C
Catepimero, Metepimero e Metepisterno)
Aspecto do Duto comum A2E

> Aspecto do Duto Individual A2.D,E

§ Aspecto do Corpo da Espermateca A2.D,EF.GH

§ Presenca/Auséncia e Nimero de Anéis da Espermateca A2.D,EH

py Presenca/Auséncia de Cabeca na Espermateca A2.D,E,F,GH

§ Angulo da Cabeca em relacio ao corpo da Espermateca A2.D,EF,.GH
Presenca/Auséncia de Protuberéncia Esclerotinizada no 9° Tergito A2.1
Aspecto da Parte Apical do Lobo Lateral A3.AC
Forma e Aspecto do Edeago A3.Ae A4E
Presenca/Auséncia de Processos no Paramero A3.B
Presenca/Auséncia de Cerdas Diferenciadas A3.B

> Aspecto da Parte Apical do Paramero A3.B,C,E

f%f Presenca/Auséncia de Tudo de Cerdas na Base do Gonocoxito A3.D,E

% NUmero de Cerdas na Base do Gonocoxito A3.D,E

§ Presenca/Auséncia de Cerda Subterminal no Gonocoxito A3.F

% Numero de Espinhos do Gonostilo A3.CF
Posi¢do dos Espinhos no Gonostilo A3.C,F
Forma da Porcéo Final dos Filamentos Genitais A4.AB,C,D,EF
Presenca de Cerdas Longas na Parte Apical do Gonocoxito A4.G
Presenca/Auséncia de Protuberancia Esclerotinizada na Base do Gonocoxito A3.G
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3.6 MORFOMETRIA CLASSICA

As medicdes das estruturas foram realizadas utilizando o programa AxioVision versao
4.7 (Zeiss, 2008), através de imagens capturadas com microscopio optico (Primo Star Marca
Zeiss®) acoplado a camera AxioCam ICcl (Figura 3.5). As medidas foram realizadas em

micrometros (um) utilizando-se os aumentos de 4x, 10x, 20x, e 40x.

Figura 3.5 — Microscépio dptico Primo Star Marca Zeiss® acoplado com camera AxioCam ICc1.

Foram utilizados 20 machos e 20 fémeas de cada espécie para realizar as medidas,
com um total de 59 estruturas, sendo 10 préprias de machos e 9 de fémeas. Essas estruturas

estdo listadas na Tabela 3.2, bem como a metodologia utilizada para medi-las.
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Tabela 3.2 — Caracteres utilizados na morfometria classica com respectiva metodologia adotada para medicéo.

Caracteres Morfométricos

Estrutura

Meétodo de Medicdo

Comprimento da Cabeca

Comp. do Clipeo

Comp. do Labroepifaringe

Comp. do Labio

Comp. dos Palpos (I - V)

Menor Disténcia Entre os Olhos

Comp. dos Flagelémeros (Alll, AlV, AXIIl e AXIV)
Largura da Camara Cibarial

Comp. da Cémara Cibarial

da Parte Apical até o Final do Clipeo
da Sutura Frontoclipeal até o final da estrutura
da insercdo no clipeo até o apice
da insercao na cabega até o apice
da Base ao apice de cada articulo
préximo a inser¢do da Sutura Inter-ocular
da Base ao apice de cada articulo

Maior distancia entre os escleritos laterais

do apice dos escleritos laterais até a base dos dentes
horizontais

Comp. R5

Comp. a

Comp.

Comp. &

Comp. y

Comp. do Fémur (Anterior, Médio e Posterior)

Comp. da Tibia (Anterior, Médio e Posterior)
Comp. Do Tarsémero | - V (Anterior, Médio e Posterior)

da Base da nervura ao apice da asa
Comprimento da nervura R2

Comprimento do Ramo R2+3

do ponto de bifuracacdo de R2 e R3 Até o apice
de R1

Comprimento do Ramo R2+3+4
da Insercdo na Coxa até o Inicio da Tibia
da Insercdo no Fémur até o inicio do 1° Tarsomero
da Insercdo até o Inicio do articulo posterior

Comp. Corpo da Espermateca
Largura Corpo da Espermateca

Comp. Dos Cercos

Comp. Dutos Individuais
Largura dos Dutos Individuais

Comp. Duto Comum

Largura do Duto Comum

do final dos dutos individuais até o apice (sem incluir a
cabeca)
medida no Anel mais largo ou na porcdo mais larga
da sua insercdo no 10° tergito até a extremidade da
estrutura
da base da Inser¢do no Duto Comum até o inicio do
Corpo da Espermateca
Maior largura entre as laterais do duto individual
da Abertura da Camara genital até o Inicio dos Dutos
Inviduais

Maior largura entre as laterais do duto comum

Comp. Gonocoxito

Largura Gonocoxito

Comp. Gondstilo

Comp. Lobo Lateral

Largura Lobo Lateral

Comp. Pistdo

Comp. Bomba Genital

Comp. Filamentos Genitais

Comp. da ponta dos Filamentos Genitais

Distancia entre o Espinho Apical e o Externo Superior

da sua insercdo no 9° tergito até a extremidade da
estrutura na insergdo do Gonostilo

Maior Largura proxima a Base da Estrutura
da sua inser¢do no Gonoxocito até o dpice da estrutura
da insercéo no Abdomen a extremidade da estrutura
No meio da estrutura
da base da Estrutura até a extremidade bifurcada
da base do Pistdo a insercdo dos dutos ejaculadores
da insercéo na bomba ejaculadora até a extremidade

da base da parte modificada até o apice

da implantacdo do espinho externo Apical até a
implantacdo do Espinho Apical
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A andlise intraespecifica foi feita nos 40 espécimes de cada espécie comparando-se
estruturas pertencentes tanto em macho quanto em fémea para a definicdo de caracteres que
poderiam ser significativamente diferentes entre os sexos. Foram utilizados os comprimentos
das seguintes estruturas: Cabeca, Clipeo, Labro-epifaringe, Labio, Palpos I, II, llI, IV e V,
Flagelomeros 1, 1I, XIII e XIV, Menor Distancia entre os Olhos, nervura R5, Alfa, Beta,
Gama, Delta, Fémures, Tibias e Tarsémeros I, II, IlIl, IV e V, anteriores, medianos e
posteriores.

Para a analise interespecifica foram utilizados testes de variancia (ANOVA) com pds-
testes de Student Newman Keuls e Tukey para os caracteres paramétricos e Kruskal-Wallis
com pos-teste de Dunns para os nao paramétricos (sendo estes 0s comprimentos da cabeca, do
labio e do labro, dos palpos I, IlI, Il e IV e da Largura do duto comum e da razdo dos
filamentos genitais em relagdo a bomba genital) para identificacdo de caracteres que mais
diferenciam ou agrupam as espécies. Para isso foram realizadas analises diferentes, uma
analise geral com os caracteres presentes tanto em macho quanto em fémea (mesmos
utilizados na analise intraespecifica), uma andlise especifica de caracteristicas do abdémen de
fémeas e uma especifica do abdémen de machos. Estruturas como o Duto comum (ausente
em Br. troglodytes), Comprimento da ponta do filamento genital (estrutura ndo diferenciada
em Mg. migonei e Br. troglodytes) e a razdo do filamento genital pelo final do filamento
genital foram analisados separadamente por ndo estarem presentes em todas as espécies.

Para fazer o0 agrupamento das espécies atraves dos dados morfométricos foram feitas 3
analises discriminantes, uma com as caracteristicas compartilhadas (encontradas em machos
e fémeas) (240 espécimes), uma com as caracteristicas compartilhadas mais as caracteristicas
especificas de machos (120 espécimes) e uma com as caracteristicas compartilhadas mais
estruturas especificas de fémeas (120 espécimes). Para os dados especificos de cada sexo
algumas estruturas que ndo estdo presentes em todas as espécies foram excluidas, para que a
analise pudesse ser realizada, com isso foram utilizados 38 caracteres para analise com as
caracteristicas compartilhadas, 48 para analise dos machos e 43 para a analise das fémeas. As

estruturas utilizadas para fazer cada uma das andlises estdo citadas na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 indice com as estruturas utilizadas nas andlises discriminantes.

Estruturas utilizadas na Analise Discriminante

Caracteristicas compartilhadas

Caracteristicas Especificas de Macho

Caracteristicas Especificas de Fémea

Comp. frontal cabeca
Comp. labro-epifaringeo
Comp. labio
Comp. palpo I -V
Comp. clipeo
Menor distancia entre olhos
Comp. flagelémero 1 e I
Comp. R5
Comp. alfa
Comp. beta
Comp. gama
Comp. delta

Comp. fémur anterior,
mediano, posterior
Comp. tibia anterior, mediana,
posterior

Comp. tarsémero | - V anterior,
media e posterior

Comp. coxito
Lar. coxito
Comp. dististilo
Comp. lobo lateral
Lar. lobo lateral
Comp. pistdo
Comp. bomba genital
Comp. filamento genital
Razdo filamento/bomba

Distancia entre o espinho apical e o externo sup.

Mais as Caracteristicas compartilhadas

Comp. corpo da espermateca
Lar. corpo da espermateca
Comprimento dos cercos
Comp. dutos individuais
Larg. dutos individuais

Mais as Caracteristicas compartilhadas

3.7 MORFOMETRIA GEOMETRICA DAS ASAS

A andlise da Morfometria Geométrica foi
anatdmicos (landmarks) para a determinacdo da conformacdo das asas, sendo 12 do tipo |

realizada considerando 13 marcos

(encontro entre dois tecidos) e 1 do tipo Il (caracteristica pontual) segundo as consideracdes

de Bookstein (1992) (Figura 3.6).

Figura 3.6 — Marcos anatdmicos utilizados para Analise da Morfometria Geométrica das asas das
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Os marcos anatdmicos foram marcados nas seguintes posi¢des da asa: marco 1 na
bifurcagdo R2+3+4, marco 2 na bifurcagdo R2+3, marcos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 11
correspondendo respectivamente ao apice de R1, R2, R3, R4, R5, M1, M2, M3, M4, marco
12 na bifurcagdo de M1+2 e marco 13 na base de R5.

Para a marcacdo dos pontos, foram tiradas fotos das asas de um total de 52 espécimes
para cada espécie, utilizando-se microscopio Optico (Primo Star Marca Zeiss®), com
aumento de 4x, acoplado a camera AxioCam ICcl, ligados a um computador rodando o
programa AxioVision versdo 4.7 (Zeiss®, 2008). Todas as imagens foram identificadas com o
nome da espécie e um numero para registro do material que foi utilizado, para facilitar a
posterior identificacdo nos processos de analise da morfometria. As fotos, entdo, foram
catalogadas em ordem alfabética em uma mesma pasta e com o auxilio do programa TpsUtil,
versdo 1.47 (Rohlf, 2010), foi criado um arquivo de texto, com a lista das fotos ordenadas por
nome e numeragdo, para ser utilizado no programa TpsDig versdo. 2.16 (Rohlf, 2010).
Usando o TpsDig 2.16 (Rohlf, 2010) foram marcados os 13 marcos anatbmicos, como
mostrado na figura anterior, de todos 0s 260 espécimes, gerando um arquivo de texto com as
coordenadas cartesianas que foram utilizadas posteriormente para analisar aspectos da
geometria da asa e identificar as Unidades Taxonémicas Operacionais (OTUS).

Foram analisadas 305 asas das 6 espécies estudadas, sendo 52 para cada, metade para
cada sexo, exceto para Ny. neivai (para a qual foram utilizados 29 asas de fémeas e 23 de
machos) e Br. troglodytes (onde foram utilizadas 17 asas de fémeas e 28 de machos). Foi
realizada primeiramente a Analise Generalizada de Procrustes (AGP), onde as formas passam
por 3 passos: (1) Translacdo, onde os centrdides sdo centralizados na origem, (2)
Proporcionalizacdo, transformando o tamanho de centroide para 1 em todas as formas e (3)
Rotacdo, onde os pontos homologos séo rotacionados para obter a menor distancia entre as
formas.

A AGP tem como objetivo remover os efeitos de posicdo e tamanho. Assim obtemos
uma variavel de tamanho, o tamanho de centroide (centro de massa da forma) e variaveis de
forma, os residuos de sobreposicdo. Apds a AGP foi realizada, uma analise exploratéria
utilizando Analise dos Componentes Principais (PCA) sobre as varidveis de forma, para
identificacdo dos pontos de maior variacdo, depois realizamos uma ANOVA de procrustes
que testa a diferenca de tamanho (anova sobre tamanho de centroide) e a diferenca de forma
(anova sobre as distancias de procrustes — métrica de diferenca entre as formas no espaco de
formas), confirmada a significancia das diferencas fizemos também Analises Classificatorias

usando Anélise das Variaveis Canonicas (CVA) (comparagdo entre n grupos) e comparacoes
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pareadas utilizando Funcbes Discriminantes (FD), para identificar os agrupamentos e
quantificar a magnitude da diferenca entre as formas por distancias de Mahalanobis, distancia
entre as formas médias de cada grupo apds a discriminacao das espécies, e pelas porcentagens
de classificacdo correta. Para avaliar a diferenca entre os pares de espécies foi utilizada a
analise discriminante com 1000 testes de permutacdo, para medir a acuracia. Para identificar
se a diferenciacdo das espécies foi significativa foram realizados os teste de t%, que testa a
igualdade dos vetores médios das popula¢gdes multivariadas, e a significancia das distancias
de Mahalanobis e de Procrustes apds os testes de permutacao.

A andlise Generalizada de Procrustes (AGP), de Componentes Principais (PCA),
Variaveis Canénicas (CVA) e Distancia de Mahalanobis foram realizadas utilizando-se o
programa MorphoJ versdo 1.04b (Klingenberg, 2011). Os dados referentes ao tamanho do
centrdide foram exportados do MorphoJ e analisados utilizando analise de variancia
(ANOVA) com Teste de Tukey no programa Graphpad Prism 5.0 (GraphPad, 2007)

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise dos dados morfométricos, primeiramente as varidveis foram avaliadas
separadamente por espécie através do teste de Kolmogorov-Smirnov, para identificar se
seguiam uma distribuicdo normal (paramétricos) ou ndo (ndo paramétricos). Apds esse teste,
0s caracteres parametricos foram analisados utilizando analise de variancia (ANOVA), com
pos-testes de Student-Newman-Keuls e Tukey, para avaliar os possiveis agrupamentos das
espécies através de suas médias. Para as variaveis ndo paramétricas, foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunns, visando obter os mesmos resultados dos testes
paramétricos.

Para a andlise discriminante das espécies, foram realizadas analises de variaveis
candnicas e funcdo discriminante para obter o melhor agrupamento entre os grupos de
espécies. Nessa andlise, também foram avaliados os valores de F e do teste de Wilks’
Lambda, para avaliar os caracteres que mais contribuiram para a discriminacdo dos grupos
especificos na funcdo discriminante.

A analise intra-especifica foi realizada utilizando teste t de amostras independentes
para avaliar se havia variacdo significativa entre as medidas dos caracteres compartilhados de
machos e fémeas da mesma espécie. A avaliagcdo dos dados morfolégicos foi feita através da

analise de frequéncia para verificar a ocorréncia de cada caracteristica nas espécies.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE MORFOMETRIA GEOMETRICA

4.1.1 Tamanho dos Centroides e ANOVA de Procrustes

A analise de Variancia de Procrustes para as formas das asas mostrou valor dos
quadrados médios de aproximadamente 0,014 (valor que representa a distancia da amostra em
relagdo a média), com 110 graus de liberdade e valor de F = 178,93 (valor da variancia entre

0s grupos), com significancia de p<0,0001 (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 Valores dos Quadrados médios de Procrustes, Graus de liberdade, Valor de F e significancia do teste
de ANOVA de Procrustes.

Quadrados Meédios Graus de Liberdade Valorde F Valor de p

ANOVA de Procrustes
para Forma 0,014000258 110 178,93 <.0001

A anélise do tamanho do centréide mostrou uma diferenca significativa (p<0,0001)
entre Br. troglodytes e as demais espécies, 0 mesmo ocorrendo para Mg. migonei, tendo estes
0 maior e o menor valor para essa variavel respectivamente, e também em Ny. neivai. Bi.
flaviscutellata ndo apresentou diferenca significativa para, Ny. whitmani e Ny intermedia. A
comparacao entre apenas as espécies do género Nyssomyia mostrou que ndo ha diferenca
entre as espécies de Ny. whitmani e Ny.intermedia, porém ambas sdo significativamente

diferentes de Ny. neivai (Figura 4.1).
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Figura 4.1 Grafico mostrando a comparacdo entre o tamanho dos centrdides das espécies estudadas.(*** =
P<0,0001)
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4.1.2 Analise dos Componentes Principais

A utilizagdo de 13 marcos anatdmicos em 2 dimensdes (eixo X e Y), resultou em 22
variaveis (Componentes Principais), sendo esse nimero obtido através da multiplicacdo do
numero de marcos anatdmicos pelo nimero de dimensGes menos 4 que é o numero de graus
de liberdade perdidos apés a Analise Generalizada de Procrustes. Os 3 primeiros
componentes principais apresentaram 85,088% da variacdo presente na amostra, sendo a
representacdo deles respectivamente 46,108% (PC1), 27,928% (PC2) e 11,052% (PC3), visto
que a ordenacao dos componentes se da em ordem decrescente de acordo com a variacao.

Analisando a variagdo nos componentes principais podemos perceber que no primeiro
componente a asa apresenta tendéncia (pontos negativos para 0s positivos) no alargamento da
parte mediana da asa, com grande deslocamento do ponto 3 (extremidade de R1), para um
regido mais anterior e mais externa e que consequentemente leva ao deslocamento do ponto
11 (Figura 4.2A) e na diminuigdo da parte anterior de R5 (marco anatomico 13). Essas
modificacdes podem ser observadas nas figuras 4.2D e 4.3B, onde se nota que as formas com
R5 mais alongada e mais estreita na parte mediana pertencem as espécies de Nyssomyia
(traco azul claro na figura 4.2A), havendo uma gradativa diminui¢cdo de R5 anteriormente e
alargamento da parte mediana, com o maximo dessa diferenciagdo ocorrendo em Br.
troglodytes e Bi. flaviscutellata (traco azul escuro Figura 4.2A). No segundo componente, a
variagdo ocorre nos pontos 13, com reducdo acentuada de R5, grande deslocamento para a
parte anterior do ponto 1 e diminuicdo da largura na parte mediana da asa (Figura 4.2B). A
modificacdo das asas pode ser vista na Figura 4.2B com a forma da asa representada pela
linha azul clara representando as formas médias mais proximas ao formato da asa de Br.
troglodytes (pontos mais negativos na Figura 4.2D e 4.3A), e a linha azul escura
representando as asas com forma mais proximas a Bi. flaviscutellata (formas mais positivas
na Figura 4.2D). O componente principal 3 pouco separa 0s grupos, devido a baixa
variabilidade deste componente, porém podemos perceber que sua variacdo se da
principalmente no alongamento do apice da asa e deslocamento do marco 12 posteriormente,
onde pontos mais negativos representam as formas mais proximas a Br. troglodytes (linha
azul clara na Figura 4.2C) e as mais positivas de Mg. migonei (linha azul escura Figura 4.2C).
A andlise dos graficos mostrou que pode se diferenciar os géneros de espécie quando
comparados os dois componentes principais correspondentes a maior variagdo (PC1 e 2),
havendo apenas alguns espécimes de Mg. migonei em ponto de interse¢cdo com espécimes do

género Nyssomyia (Figura 4.2D). Foi observado que o PC1 separa as formas das asas em dois
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grupos, um com 0s pontos negativos representadas pelas espécies de Nyssomyia e de Mg.
migonei e outro grupo apresentando pontos positivos com Bi. flaviscutellata e Br. troglodytes
(Figura 4.2 D e 4.3B), o PC2 apresentou diferenca acentuada entre essas duas ultimas
espécies (Figura 4.2 D e 4.3A), enquanto que o PC3 adicionou pouca variabilidade para

diferenciacdo dos grupos (Figura 4.3A e B).
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Figura 4.2 Andlise dos Componentes Principais que apresentaram maior variacdo. Variagdo das Asas nos
Componentes Principais 1 -A, 2 -B e 3 -C, mostrando as formas médias negativas (linha azul clara) e positivas
(azul escuro). D — Gréafico mostrando a distribuicdo dos espécimes quando comparados os PC1 e 2. B, Br.
troglodytes; F, Bi. flaviscutellata; I, Ny. intermedia; M, Mg. migonei; N, Ny. neivai; W, Ny. whitmani.
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Figura 4.3 Anélise dos Componentes Principais 1 e 2 em compara¢do com o PC3. A — Grafico mostrando a distribui¢do dos espécimes quando comparados 0s PC2 e 3. B — Gréfico
mostrando a distribui¢do dos espécimes quando comparados 0s PC1 e 3. B, Br. troglodytes; F, Bi. flaviscutellata; I, Ny. intermedia; M, Mg. migonei; N, Ny. neivai; W, Ny. whitmani
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4.1.3 Andlise das Variaveis Canonicas

A andlise das asas das 6 espécies utilizadas no projeto resultou em 5 variaveis
candnicas, que, assim como 0s componentes principais sdo ordenadAs em forma decrescente
de variacdo. Destas 5 variaveis, as 3 primeiras corresponderam a 99,059% de toda a
variabilidade da amostra, sendo suas respectivas contribuicdes de 59,451% para a Variavel
Canonica 1 (CV1), 33,402% Variavel Canénica 2 (CV2) e de 6,206% para a Variavel
Canonica 3 (CV3).

A separacao dos géneros pode ser visualizada nos CV1 e 2, havendo apenas intersecao
nas espécies do género Nyssomyia, podendo-se perceber que a primeira variavel separa bem
todos os grupos e a segunda mostra de forma mais clara a diferenciacdo entre Bi.
flaviscutellata e Br. troglodytes.

As variacOes na forma da asa apresentadas no CV1 mostram um tendéncia para o
alargamento da asa na parte mediana da asa devido principalmente ao deslocamento dos
pontos 3 (para regido basal) e 11 (para regido apical) (Figura 4.4 A e D). A variacdo no CV1
se da de espécimes de Nyssomyia (pontos mais negativos) com asas mais estreitas
medialmente até espécimes de Br. troglodytes (pontos mais positivos) com asas mais largas
na parte mediana (4.4 D e 45 A).

O CV2 mostra a tendéncia no aumento de R5 anteriormente (marco 13) e
deslocamento dos marcos 3 (para regido apical) e 11 (para a regido basal) e uma ligeira
diminuicdo da parte apical da asa (Figura 4.4 B e D). Na CV2 a varia¢do ocorre de espécimes
de Bi. flaviscutellata que possui asas com R5 mais curta basalmente e &pice mais alongado
até espécimes de Mg. migonei e Br. troglodytes com asas pouco mais largas na parte mediana
e R5 mais longa basalmente (4.4 D e 4.5 B).

O CV3 mostrou uma tendéncia para o deslocamento do marco 13 (base de R5) 12 e 11
e diminuicdo do apice da asa (asa mais abaulada) (4.4 C e 4.5 A e B). A andlise das figuras
4.5 A e B mostrou que existe pouca separacdo das espécies, devido a baixa variabilidade de
CV3, e que as formas mais negativas sdo aquelas representadas pelos espécimes de Mg.

migonei e as mais positivas nas espécies Ny.whitmani e Br. troglodytes.
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Figura 4.4 Andlise das Variaveis Canfnicas que apresentaram maior variacdo. Variagdo das Asas nas Varidveis
Canbnicas 1 -A, 2 -B e 3 -C, mostrando as formas médias negativas (linha azul clara) e positivas (azul escuro). D
— Gréfico mostrando a distribuicdo dos espécimes quando comparados os CV1 e 2. B, Br. troglodytes; F, Bi.
flaviscutellata; I, Ny. intermedia; M, Mg. migonei; N, Ny. neivai; W, Ny. whitmani.
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Figura 4.5 Andlise das Variaveis Can6nicas 1 e 2 em comparagdo com o PC3. A — Grafico mostrando a distribuicdo dos espécimes quando comparados os CV1 e 3. B — Gréfico
mostrando a distribuigdo dos espécimes quando comparados os CV2 e 3. B, Br. troglodytes; F, Bi. flaviscutellata; I, Ny. intermedia; M, Mg. migonei; N, Ny. neivai; W, Ny. whitmani.
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A analise das varidveis canonicas utilizando apenas as espécies do género Nyssomyia
mostrou uma area de intersecdo entre as trés espécies, com alguns poucos espécimes sendo 4
de Ny. intermedia, 2 de Ny. neivai e 6 de Ny. whitmani, sendo estes respectivamente 7,7%,
3,9% e 11,5% do total de espécimes analisados de cada uma. A sobreposicdo de espécies
ocorre principalmente entre Ny. intermedia e Ny. neivai e entre a primeira e Ny. whitmani
(Figura 4.6).

Canonical variate 2

” 5 W
-4 -2 0 2 4
Canonical variate 1

Figura 4.6 Analise das Variaveis Canonicas das espécies do género Nyssomyia. I, Ny. intermedia; M, Mg.
migonei; N, Ny. neivai; W, Ny. whitmani.

As distancias de Mahalanobis, obtidas através da distancia entre as formas médias dos
grupos, gerada apds a discriminacdo das mesmas, mostrou que Br. troglodytes esta
feneticamente mais préxima de Mg. migonei (13,7931) do que de Bi. flaviscutellata (15,4929)
e das espécies de Nyssomyia respectivamente. As espécies do género Nyssomyia também se
apresentam mais proximas de Mg. migonei do que de Bi. flaviscutellata. Dentro do género
Nyssomyia as distancias foram muito reduzidas sendo a menor entre Ny. intermedia e Ny.

neivai (1,6403) e a maior entre Ny. neivai e Ny. whitmani (2,8317) (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 — Distancias de Mahalanobis entre as formas médias das asas das espécies de flebotomineos utilizadas
no projeto.

Espécies Br. troglodytes Bi.flaviscutellata ~ Mg.migonei  Ny.intermedia Ny.neivai
Bi.flaviscutellata 15,4929
Mg.migonei 13,7931 15,5696
Ny.intermedia 17,5565 14,1328 7,8832
Ny.neivai 17,6093 13,8055 8,347 1,6403

Ny.whitmani 17,054 14,6954 8,0886 2,3242 2,8317
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4.1.4 Analise da Func¢édo Discriminante

Os resultados obtidos com a Andlise da Funcdo Discriminante, utilizando-se 1000
testes de permutagdo, mostraram que houve 100% de classificacdo correta (CC) mesmo ap0os
a validacdo cruzada (VC), quando comparadas as asas de Brumptomyia troglodytes,
Bichromomyia flaviscutellata e Migonemyia migonei com as demais espécies, onde os valores
de p para as distancias de Procrustes e de Mahalanobis apos os testes de permutacéo e para o
teste t° foram menores que 0,0001 (Tabela 4.3). Com relagdo as 3 espécies do grupo
Nyssomyia os valores de p para estes trés testes também foram significativos com p<0,0001,
apenas entre Ny. intermedia e Ny. whitmani que o valor de p ap6s os 1000 testes de

permutacdo para a distancia de procrustes foi menor que 0,001.

Tabela 4.3 Resultados da Analise Discriminante mostrando os valores do teste t* e dos valores de p aps 0s 1000
testes de permutacdo para as distancias de Procrustes e de Mahalanobis, entre os pares de espécies.

Valor de p ap6s 1000 testes de permutagdo

T2 para as Distancias de Procrustes para as Distancias de Mahalanobis
Br. troglodytes -- Bi.flaviscutellata 5748,1154 <.0001 <.0001
Br. troglodytes -- Mg.migonei 5177,8407 <.0001 <.0001
Br. troglodytes -- Ny.intermedia 8557,7401 <.0001 <.0001
Br. troglodytes -- Ny.neivai 8838,3772 <.0001 <.0001
Br. troglodytes -- Ny.whitmani 8615,2572 <.0001 <.0001
Bi.flaviscutellata -- Mg.migonei 5785,9566 <.0001 <.0001
Bi.flaviscutellata -- Ny.intermedia  5835,4748 <.0001 <.0001
Bi.flaviscutellata -- Ny.neivai 5656,8801 <.0001 <.0001
Bi.flaviscutellata -- Ny.whitmani 5541,5548 <.0001 <.0001
Mg.migonei -- Ny.intermedia 1977,8307 <.0001 <.0001
Mg.migonei -- Ny.neivai 2307,8875 <.0001 <.0001
Mg.migonei -- Ny.whitmani 1788,7296 <.0001 <.0001
Ny.intermedia -- Ny.neivai 97,1981 <.0001 <.0001
Ny.intermedia -- Ny.whitmani 154,3771 <0,001 <.0001
Ny.neivai -- Ny.whitmani 253,6792 <.0001 <.0001

Essas trés espécies ao serem comparadas mostraram um grau de erro na classificacgéo,

principalmente entre Ny. intermedia e Ny. neivai, como mostrado na tabela (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4 — Indices de Classificacdo Correta (CC) e Validacdo Cruzada (VC) indicando as porcentagens e o
nimero de espécies corretamente classificados sobre o nimero de total de individuos comparados (dentro dos
parénteses) entre as espécies de Nyssomyia.

Ny. intermedia Ny. neivai
NV. neivai 83,65%  72,12%
y: (87/104) (75/104)
. . 89,42% 78,85% 94,23% 86,54%
Ny. whitmani

(93/104) (82/104) (98/104) (90/104)
cC VC cC VC

Esses resultados mostram que as asas de Ny. whitmani parecem se diferenciar melhor
daquelas de Ny. neivai e Ny. intermedia e que essas duas Ultimas espécies apresentam um
maior indice de espécimes alocados de forma err6nea, onde 16,35% dos espécimes tiveram
sua classificacdo errada e ap0s a validacao cruzada esse numero foi elevado para 27,88% dos
espécimes.

Figuras das formas médias das asas comparando cada uma das espécies sdo mostradas
abaixo nas figuras 4.7, 4.8, onde as diferencas nas asas das espécies de Br. troglodytes (Figura
4.7), Bi. flaviscutellata (Figura 4.7 A - D) e Mg.migonei (Figura E - G), em comparagdo com
as demais, podem ser visualizadas nitidamente e na figura 4.9 onde foram comparadas as
espécies de Nyssomyia. Analisando as figuras percebe-se que a principal diferenca das asas de
Ny. whitmani para as duas outras é a externalizacdo posterior do marco 11 (&pice de M4)
(Figura 4.9 B e C). Quanto a diferenca entre Ny. intermedia e Ny. neivai existem alguns

desvios nos pontos como no apice da estrutura e no marco 11 (Figura 4.9A).
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Figura 4.7 Formas médias das Asas apds Andlise da Funcdo Discriminante entre Br. troglodytes e as demais
espécies. Comparacdo entre a forma média das Asas de Br. troglodytes (linha azul clara) e Bi. flaviscutellata —A;
Mg. migonei — B; Ny. intermedia — C; Ny. neivai — D; Ny. whitmani — E.
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Figura 4.8 Formas médias das Asas apds Andlise da Funcéo Discriminante de Bi. flaviscutellata e Mg. migonei
com as demais espécies. Comparagéo entre a forma média das Asas de Bi. flaviscutellata (linha azul clara) e Mg.
migonei —A; Ny. intermedia — B; Ny. neivai — C; Ny. whitmani — D; e Mg. migonei (linha azul clara) e Ny.
intermedia — E; Ny. neivai — F; Ny. whitmani — G.
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Figura 4.9 Formas médias das Asas ap0s Analise da Funcdo Discriminante entre espécies do género Nyssomyia.
Comparacéo entre a forma média das Asas de Ny. intermedia (linha azul clara) e Ny. neivai —A; Ny. whitmani —
B; e entre Ny. neivai (linha azul clara) e Ny. whitmani — C.
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4.2 ANALISE MORFOMETRIA CLASSICA

Foram realizadas as medidas de 61 caracteres em até 240 espécimes, para
caracteristicas compartilnadas entre machos e fémeas, e até 120, para caracteristicas
exclusivas de cada sexo, das 6 espécies utilizadas no trabalho (Tabela 3.2, 4.7, 4.8 e 4.9).
Alguns dos caracteres avaliados ndo foram adicionados as analises devido a inexisténcia da
caracteristica em alguma das espécies utilizadas, esses caracteres podem ser visualizados nas
Tabelas 4.3.

4.2.1 Analise Intraespecifica

O resultado observado através da analise utilizando-se teste t de varidveis
independentes mostrou que em Brumptomyia troglodytes os comprimentos das estruturas:
cabeca (p = 0,003), labro-epifaringe (p = 0,000), Labio (p=0,000), Palpo I, II, IV (p = 0,000) e
V (p = 0,002), Flagelémeros 1, 1l (p = 0,000) e XIV (p = 0,017), nervura R5 (p = 0,000), Alfa
(p =0,017), Beta (p = 0,040), Gama (p = 0,000), Delta (p = 0,000), Fémur anterior (p = 0,024)
e mediano (p = 0,014), Tibia anterior, mediana e posterior (p = 0,000), Tarsémeros | anterior,
mediano e posterior (0,001), Il anterior (p = 0,005), mediano (p = 0,000) e posterior (0,012) e
Il mediano (p = 0,037), tiveram diferenca significativa quando comparados entre machos e
fémeas.

Para Mg migonei todas as estruturas analisadas apresentaram diferencas significativas
entre machos e fémeas com valores de p entre 0,000 e 0,002.

Comparacdo entre os sexos em Bi. flaviscutellata mostrou que h& diferenca
significativa nos comprimentos das seguintes estruturas: Cabeca (p = 0,000), Clipeo (p =
0,000) , Labro-epifaringe (p = 0,000), Labio (p = 0,000), Palpos I, II, 11, IV e V (p = 0,000),
Flagelomeros 11 (p = 0,001), Menor Distancia entre os Olhos (p = 0,006), nervura R5 (p =
0,000), Alfa (p = 0,000), Beta (p = 0,001), Gama (p = 0,000), Delta (p = 0,000), Fémur
anterior, mediano e posterior (p = 0,000) e Tarsdmeros | mediano (p = 0,022) e V, anterior (p
= 0,000), mediano (p = 0,032) e posterior (p = 0,004). Para essa espécie foram excluidos da
analise o comprimento dos flageldomeros XIIl e XIV devido ao numero pequeno de
caracteristicas medidas para os machos da espécie (n = 2).

Em Ny. whitmani todos os caracteres apresentaram diferengas significativas (p <
0,05), exceto o comprimento do Flagelébmeros XIV, Tibia anterior e Tarsémeros | e Il

anteriores.
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Para Ny. neivai os caracteres significativos foram: Cabeca (p = 0,000), Clipeo (p =
0,000) , Labro-epifaringe (p = 0,000), L&bio (p = 0,000), Palpos I, II, lll, IV e V (p = 0,000),
Flagelomeros I (p = 0,001), 1l (p = 0,000) e XIII (p = 0,024), Menor Distancia entre os Olhos
(p = 0,000), nervura R5 (p = 0,000), Alfa (p = 0,000), Beta (p = 0,002), Gama (p = 0,000),
Delta (p = 0,000), Fémur anterior (p = 0,002), mediano e posterior (p = 0,000), Tibia posterior
(p = 0,000) e Tarsdmeros | posterior (p = 0,000) , Il posterior (p = 0,015), IV anterior (p =
0,012), mediano (p = 0,008) e posterior (p = 0,012) e V mediano (p = 0,015) e posterior (p =
0,000).

Machos e fémeas de Ny. intermedia apresentaram diferencas significativas (p < 0,01)
em todas as estruturas exceto pelos comprimentos da Tibia anterior e dos Tarsémeros | e 1l

anteriores.

4.2.2 Anédlise Interespecifica

4.2.2.1 Anélise Descritiva e de Variancia

A anélise feita com os caracteres que estdo presentes em ambos 0s sexos, mostrou
alguns padrdes de separacdo das espécies para determinadas estruturas, porém algumas outras
ndo mostraram tal correlacdo apresentando diferentes agrupamentos entre as espécies. As
caracteristicas do comprimento do flagelémero I e 1l, de gama, do fémur anterior (Figura
4.10A), da Tibia mediana e posterior e do Tarsémero | anterior, mediano e posterior,
mostraram um agrupamento (sem diferenca significativa entre as medidas das estruturas) das
3 espécies de Nyssomyia e uma diferenciacdo significativa das espécies de Mg. migonei, Bi.
flaviscutellata e de Br. troglodytes para com todas as outras (como exemplificado na Tabela
4.3). Outro padrdo foi encontrado para o comprimento das estruturas R5 (Figura 4.10B),
Fémur Posterior e Tarsémeros I, 11, IV e V anteriores, medianos e posteriores, mostrou que
as espécies de Mg. migonei, Bi. flaviscutellata, Br. troglodytes e Ny. neivai se separam
significativamente das demais, e as espécies de Ny. whitmani e Ny. intermedia se agrupam,

ndo apresentando diferenca significativa entre elas (como exemplificado na Tabela 4.4).
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Tabela 4.5 Teste de Variancia (ANOVA) com pés-testes de Student-Newman-Keuls e Tukey mostrando o0s

agrupamentos das espécies pelo comprimento do Flagelomero 1.

Comp. Flagelomero 11

Especie N 1 2 3 4
Student- Mg. migonei 40 77,940
E:‘S;;“a”' Ny. whitmani 40 99,030
Ny. intermedia 40 101,963
Ny. neivai 40 102,608
Bi. flaviscutellata 40 121,643
Br. troglodytes 40 155,808
Sig. 1,000 ,420 1,000 1,000
Tukey Mg. migonei 40 77,940
Ny. whitmani 40 99,030
Ny. intermedia 40 101,963
Ny. neivai 40 102,608
Bi. flaviscutellata 40 121,643
Br. troglodytes 40 155,808
Sig. 1,000 ,807 1,000 1,000

Tabela 4.6 Teste de Variancia (ANOVA) com poés-testes de Student-Newman-Keuls e Tukey mostrando os

agrupamentos das espécies pelo comprimento do da nervura R5.

Comprimento da nervura R5

Espécie N 1 2 3 4 5
Student- Mg. migonei 40  1081,623
Ne‘z‘(’em‘:“' Bi. flaviscutellata 40 1136,068
Ny. whitmani 40 1214,253
Ny. intermedia 40 1248,675
Ny. neivai 40 1324,780
Br. troglodytes 40 1586,088
Sig. 1,000 1,000 ,160 1,000 1,000
Tukey Mg. migonei 40  1081,623
Bi. flaviscutellata 40  1136,068
Ny. whitmani 40 1214,253
Ny. intermedia 40 1248,675
Ny. neivai 40 1324,780
Br. troglodytes 40 1586,088
Sig. ,229 722 1,000 1,000

O comprimento da cabeca mostrou um agrupamento das espécies de Nyssomyia e a

auséncia de diferenciacdo de Br. troglodytes e de Mg. migonei com Ny. intermedia. Para o
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comprimento de delta e da tibia anterior as espécies de Mg. migonei e Ny. neivai se separam
das demais e Ny. intermedia e Ny. whitmani ndo se separam, o que ocorre igualmente com Br.
troglodytes e Bi. flaviscutellata. Para o comprimento do Labro-epifaringe ndo houve
diferenciacdo entre as especies do género Nyssomyia e Br. troglodytes, e entre as espécies de
Bi. flaviscutellata e Mg. migonei. Para o Labio, as espécies de Nyssomyia nao se separam de
Br. troglodytes e Bi. flaviscutellata ndo se separa de Mg. migonei (0 mesmo ocorrendo para o
palpémero Il — Figura 4.10C) e Ny. intermedia. O comprimento do palpdmero | mostrou nao
separar as espécies de Ny. intermedia e Ny. neivai sendo que essa Ultima ndo se separa de Mg.
migonei e Bi. flaviscutellata o0 mesmo para Ny. whitmani e Br. troglodytes, contudo Br.
troglodytes e Bi. flaviscutelltata. Para o palpémero Il observou-se que ndo houve
diferenciacdodas espécies de Nyssomyia, e que Mg. migonei ndo se separou de Bi.
flaviscutellata e Ny. neivai, sendo que essa Ultima também se separa de Br. troglodytes. As
espécies do género Nyssomyia nao apresentaram diferenca significativa entre elas e para com
Bi. flaviscutellata e Br. troglodytes 0 mesmo ocorrendo para com Br. troglodytes e Mg.
migonei quanto a analise do palpémero IV. Analisando o palpémero V pode-se perceber que
as espécies Ny. intermedia, Bi. flaviscutellata e Ny. neivai ndo se separam e que Ny. whitmani
ndo se separa desta Ultima, porém Mg. migonei e Br. troglodytes se separam de todas as
outras. Essa Ultima espécie também se separa de todas quando analisamos 0 comprimento do
clipeo, mas as espécies Ny. intermedia, Ny. neivai e Mg. migonei e Ny. whitmani e Bi.
flaviscutellata ndo se separam. Para o comprimento da menor distancia entre os olhos apenas
as especies de Ny. intermedia e Ny. neivai ndo se separam. O comprimento de alfa diferencia
as espécies de Mg. migonei, Ny. neivai e Br. troglodytes das demais que nao se separam entre
elas. Na analise de beta as espécies de Nyssomyia ndo se separaram de Br. troglodytes e Ny.
whitmani ndo teve diferenca significativa para Bi. flaviscutellata e Mg. migonei se separou de
todas. O comprimento do Fémur Mediano mostrou que Br. troglodytes e Mg. migonei
possuem diferencas significativas com relacdo as demais e que as espécies de Nyssomyia
novamente ndo se separam e que Bi. flaviscutellata ndo tem diferenca para Ny. neivai.

As caracteristicas analisadas apenas para o0 abdémen de fémea mostraram as seguintes
diferencia¢des: 0 comprimento do corpo da espermateca mostrou diferencia¢do para todas as
espécies menos para Ny. intermedia e Bi. flaviscutellata, 0 mesmo ocorrendo para a largura
porém nessa caracteristica sdo as espécies de Bi. flaviscutellata e Ny. neivai que ndo se
diferenciam. O comprimento dos cercos mostra diferenciacdo entre Mg. migonei e Br.
troglodytes para com todas as outras e a ndo separacdo das espécies de Nyssomyia e de Bi.

flaviscutellata e Ny. whitmani. A largura dos Dutos Individuais (Figura 4.11A) diferencia
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todas as espécies enquanto que o seu comprimento separa as espécies de Bi. flaviscutellata e
Br. troglodytes das demais, porém ndo diferencia Ny. neivai de Ny. intermedia e Ny. whitmani
de Mg. migonei (Tabela 4.5). Na andlise do comprimento e largura dos dutos comuns a
espécie de Br. troglodytes ndo foi utilizada devido a auséncia dessa estrutura nesta especie.
Para 0 comprimento dessa estrutura apenas Ny. whitmani e Mg. migonei ndo tiveram
diferenca significativa, enquanto para a largura Mg. whitmani ndo se separou de Mg. migonei
e Ny. neivai de Ny. intermedia e Bi. flaviscutellata se diferenciou de todas elas.

As estruturas do abdémen do macho mostraram diferenciacdo entre as espécies como
mostrado a seguir: 0 comprimento do coxito separou as espécies de Ny. whitmani e Br.
troglodytes das outras e ndo separou Mg. migonei de Bi. flaviscutellta e Ny. neivai de Ny.
intermedia. A largura dessa estrutura diferenciou todas as espécies menos Ny neivai de Ny.
whitmani e de Mg. migonei. O comprimento do Gondstilo ndo mostrou diferenca significativa
quando comparada as espécies de Mg. migonei e Bi. flaviscutellata e Ny. intermedia e Ny.
whitmani. A medida do comprimento do lobo lateral separou todas as espécies menos Ny.
whitmani de Ny. neivai. Enquanto que a largura ndo separou as espécies de Br. troglodytes
daquelas do género Nyssomyia onde desse grupo Ny. whitmani se separa apenas de Ny.
intermedia. Analisando o comprimento da Bomba Genital (Figura 4.11B) todas as espécies
mostraram diferenciacdo entre elas (Tabela 4.6), o que ocorre também para o0 comp. do pistéo
excetuando as espécies Bi. flaviscutellata e Ny. intermedia que ndo se separam. Para 0
comprimento do filamento genital e para a distancia entre o espinho apical e o externo
superior todas as espécies tem diferencas significativas exceto as espécies Ny. neivai e Ny.
intermedia e Ny. whitmani e Ny. intermedia respectivamente para essas estruturas. A razao
entre filamento genital e Bomba genital (Figura 4.11C) ndo mostrou diferenciagdo entre as
espécies de Mg. migonei com Br. troglodytes e Ny. whitmani e esta tltima com Ny. whitmani
as outras duas espécies de Nyssomyia também ndo se separam por essa caracteristicas. Ao
analisar o comprimento da ponta do filamento genital e a razdo do filamento genital e da
ponta do filamento as espécies de Mg. migonei e Br. troglodytes foram retiradas devido a
auséncia de diferenciacdo no final do filamento o que impossibilita a medi¢do. Os resultados
mostraram que ndo ha diferenciacdo apenas entre as espécies de Ny. whitmani e Bi.
flaviscutellata para a primeira caracteristica e que esta ultima espécie ndo se diferencia de Ny.

intermedia quando feita a razdo do filamento e da ponta do filamento.
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Tabela 4.7 Teste de Variancia (ANOVA) com poés-testes de Student-Newman-Keuls e Tukey mostrando os

agrupamentos das espécies pela largura dos Dutos Individuais.

Largura dos Dutos Individuais

Especie N 1 2 3 4 5 6
Student-  Br.troglodytes 20 2,405
Newman- i flaviscutellata 20 3,200
ISeuks Mg. migonei 20 4,365
Ny. whitmani 20 6,405
Ny. neivai 16 10,625
Ny. intermedia 20 11,620
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Tukey Br. troglodytes 20 2,405
Bi. flaviscutellata 20 3,200
Mg. migonei 20 4,365
Ny. whitmani 20 6,405
Ny. neivai 16 10,625
Ny. intermedia 20 11,620
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Tabela 4.8 Teste de Variancia (ANOVA) com poés-testes de Student-Newman-Keuls e Tukey mostrando os

agrupamentos das espécies pelo comprimento da Bomba Genital.

Comp. Bomba Genital

Especie N 1 2 3 4 5 6
Student-  Mg. migonei 20 116,285
Newman- Ny whitmani 20 157,430
Keuls Ny neivai 20 185,115

Bi. flaviscutellata 20 195,685

Ny. intermedia 20 202,880

Br. troglodytes 20 223,975

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Tukey Mg. migonei 20 116,285

Ny. whitmani 20 157,430

Ny. neivai 20 185,115

Bi. flaviscutellata 20 195,685

Ny. intermedia 20 202,880

Br. troglodytes 20 223975

Sig. 1,000 1,000 1,000 ,094 1,000
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dos comprimentos do Fémur anterior. B. Médias dos comp. de R5. C. Médias dos comprimentos do Palpo 1.
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Figura 4.11 Graficos mostrando as médias das medidas de cada espécie apds a analise de variancia. A. Médias das

larguras dos Dutos Individuais. B. Médias dos comprimentos da Bomba Genital. C. Médias das razdes entre os

Filamentos genitais e os Finais dos filamentos genitais.



Tabela 4.9 indice descritivo com os caracteres da cabega utilizados nas analises intra e interespecificas mostrando o nimero de espécimes, a média, o desvio padréo e os valores
minimos e maximos para cada estrutura de cada espécie.
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Ny. intermedia Ny. neivai Ny. whitmani Bi. flaviscutellata Mg. migonei Br. troglodytes

N Média DP Min. Méax. N Média DP Min. Maéx. N Média DP Min. Mé&x. N Média DP Min. Méax. N Média DP Min. Max. N Média DP Min. Max.
Cabeca
C. Cabeca 40 348,6 26,5 314,8 3925 40 357,2 28,7 309,8 4116 40 355 27,3 318,9 398,8 40 4115 48,6 346,1 4825 40 3251 23,7 289,7 3657 40 4442 154 4156 4784
C. Labro 40 282,1 58 204,4 377,2 40 297 60,9 209,3 393,8 40 301,7 59,3 231,9 379,8 40 218,6 50,2 148,4 289,5 40 194,1 356 143,2 244,1 40 290,8 32,5 230,3 3415
C. Labio 40 297,4 61,1 2149 390,4 40 2989 61,8 2039 399 40 319,2 57 2393 3939 40 2505 51,9 173,8 3194 40 2159 379 168,7 275 40 310,3 32,6 255 3619
C.Palpol 40 34,9 3 29,1 399 40 34,7 48 27,1 429 40 1078 17,2 854 133,7 40 139,1 39 92,2 198,4 40 1045 15,2 83,8 126,6 40 1266 8,5 113 144
C.Palpo2 40 1355 27,6 102,6 179,1 40 141,4 27,1 99,7 181,8 40 106,5 11,2 86,2 130,3 40 61 115 448 81,3 40 98,7 94 67,3 1152 40 110,8 8,1 91,7 1241
C.Palpo3 40 1453 18,6 117,4 1786 40 156,6 21,2 120,4 190,6 40 404 54 323 512 40 342 96 216 50,2 40 35 5 26,8 43,1 40 416 23 37,2 48
C.Palpo4 40 51,1 55 42 63,3 40 556 6,4 452 699 40 1433 255 1035 184,1 40 1056 17,4 81,6 138,55 40 104,7 18,7 78,6 1345 40 134,3 11,6 113,6 156,8
C.Palpo5 40 136,5 11,9 111 167,7 40 1399 12,1 100,4 162,2 40 148,8 22,5 110,4 1946 40 132,2 19,1 101,8 170,4 40 1153 12 97 1395 40 165,3 8,4 1429 189,6
C. Clipeo 40 108 155 88 1413 40 110 14 889 1361 40 518 69 383 63,1 40 533 58 40,3 66 40 111,8 10 88,7 1294 40 129,8 8,3 108 1542
Menor
distancia 40 112,2 15,1 90,4 157,1 40 116,21 139 79,5 1368 40 131,1 148 97,6 171,2 40 103,1 9,3 81 123,6 40 297,6 33,3 222,5 349 40 350,9 22,5 304 397,7
entre olhos
C. Flag. 1 40 2316 16,8 196 262,8 40 238,8 19,9 192,2 283,8 40 2379 14,1 208,4 279,3 40 296,6 16,3 256,8 330,1 40 159,3 16,4 123,7 197,9 40 3449 494 2625 4118
C. Flag. 2 40 102 8,2 87,1 1149 40 1026 8,8 83,1 1236 40 99 6,3 838 1115 40 1216 8 103,7 135 40 779 6,8 62,1 885 40 1558 26 1151 200,6
C.Flag. 13 40 881 7,2 686 100 40 922 59 79,1 104,1 40 833 55 73 92,8 18 90,6 53 77,6 97 40 636 7,3 515 758 40 1122 7.1 96 1299
C.Flag. 14 40 60,8 54 508 725 40 651 48 552 802 40 552 44 429 648 18 765 56 63,7 858 39 555 65 436 675 40 996 7,2 83,6 118,2
(ijcéfi”;ara 20 562 27 509 633 20 586 39 498 662 20 573 32 53 65 20 482 25 44 54 20 476 27 43 53 20 58 26 54 64
C. Camara
Cibério 20 20,6 29 154 276 20 259 3,2 21 34,7 20 2477 31 20 30 20 29,3 35 24 37 20 19,3 35 11 26 0

Abreviacdes — C. = Comprimento; L. = Largura.



Tabela 4.10 indice descritivo com os caracteres do térax utilizados nas analises intra e interespecificas mostrando o nimero de espécimes, a média, o desvio padréo e os valores

minimos e maximos para cada estrutura de cada espécie.
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Ny. intermedia Ny. neivai Ny. whitmani Bi. flaviscutellata Mg. migonei Br. troglodytes

N Média DP Min. Max. N Média DP Min. Max. N Média DP Min. Max. N Média DP  Min. Max. N Média DP Min. Max. N Média DP  Min. Max.
Toérax
R5 40 1248,7 122,9 1052,9 1459,2 40 1324,8 130,5 1092,8 15758 40 1214,3 105,7 1038,7 1378,8 40 1136,1 90,7 9655 1286,4 40 1081,6 126,1 879,2 1267 40 1586,1 653 14425 1702
Alfa 40 5238 706 3712 6638 40 5835 78,2 4381 7338 40 519 72,1 363 664,1 40 541 61,6 3735 626,1 40 3949 76,2 243,7 5323 40 7003 383 632 809
Beta 40 2951 40,3 227 402,8 40 299,2 334 2268 3836 40 2756 43,7 2045 4638 40 2609 26,8 2139 327,2 40 212 29,5 155 317,2 40 2833 27,8 2372 3342
Gama 40 206,4 239 163,6 256 40 211,1 276 1656 2705 40 213,7 29,2 1549 2854 40 1126 26,7 46,8 1846 40 2614 356 1556 326,4 40 4229 415 322 480,5
Delta 40 267,8 53,3 147,7 3939 40 3039 56,3 2081 42255 40 255 54,5 1036 3499 40 1054 39,9 283 197,1 40 169,8 56 87,1 2872 40 1134 279 706 226
Fémur A 40 6776 468 6042 767,7 40 7064 533 616,1 839,2 40 686,7 35 626,5 754,2 32 7904 40,8 6875 8663 40 538,7 51,2 4374 6498 40 929,7 452 8093 9937
Fémur M 40 6749 486 5922 764,7 40 7012 56 586,8 841,7 40 6715 36,1 6053 7357 31 7151 348 6448 7722 40 5777 54 471,1 700,3 40 947,8 40,9 8536 1010,6
Fémur P 40 7426 46,1 6445 821,2 40 768 60,3 664,2 9129 40 7359 36,7 6656 807,1 32 7986 35 7282 861 40 646,2 559 543,1 7821 39 1077,6 39,6 1000 1152
Tibia A 40 7996 50,6 6793 9286 40 830,3 56,7 710,6 923,3 40 7927 271 7356 8656 32 1131,1 40 10435 1209,5 40 5456 53,9 452,6 677,6 39 1121,1 74,6 967,2 12493
TibiaM 40 985 61,9 8339 1110,7 40 10156 76,8 8284 1146 40 992,1 386 9188 1063,1 31 1281 588 11758 1373 40 6913 756 551,2 8713 40 13454 81 1190,8 14999
Tibia P 40 1192,7 82,7 1012,2 13665 40 1236,5 107,3 1029,9 14235 40 1212,1 63,8 1108,6 14285 32 1503,9 66 1365 1600,2 40 8729 84,2 684,2 1048,6 40 16436 77,9 1470,3 1801,1
Tarso 1A 40 441 22,8 3745 4972 40 4514 30,2 3736 5014 40 4396 13,7 408 472,4 32 7622 418 6524 8341 40 313 31,7 247,1 3862 40 677,6 33,6 6083 7444
TarsolM 40 5335 30,7 4784 600,1 40 551 36,7 466,7 613,1 40 5432 238 489 587,2 31 8324 43,1 7351 9164 40 3894 44,8 291,1 4954 40 7768 40,7 706 853,3
Tarso 1 P 40 612,3 352 530,7 696,1 40 629 51,1 5375 7649 40 6221 32,6 5556 6953 32 926,7 44,8 8543 1007,7 40 4884 478 3809 5954 40 9003 36 810,8 967,7
Tarso2 A 40 2343 11,1 2033 259 40 2442 138 210,7 266,1 40 2357 8,5 2156 256,3 32 2948 12,8 2728 3219 40 1717 153 139,7 2036 40 3309 146 301 354,8
Tarso2M 40 2539 11,9 230 2846 40 2668 156 226 305 40 2583 11,1 2351 2833 31 3097 12,2 289 336 40 2039 16,7 1648 2386 40 3542 146 3232 3812
Tarso 2 P 40 282,1 13,5 2545 313 40 295 20,1 2488 333,2 40 2855 13,1 249,22 319 32 3232 12,2 2944 3466 40 2392 17,3 1998 2748 40 3895 16,5 351,7 4206
Tarso3A 40 1491 7,2 134,8 165,2 40 153,38 9,9 130 174,7 40 148 6,2 136,4 162 32 1931 8,8 1724 214 40 1144 11,2 86,8 1404 40 2224 9,3 2069 2374
Tarso3 M 40 161,8 8 1459 180,2 40 1689 11,5 140,1 199,8 40 160,7 8,3 1452 1773 31 2017 81 1874 2176 40 1288 11,9 103,7 1565 40 2374 9,2 2205 2559
Tarso 3P 40 176,9 9,9 1536 201,1 40 186,1 12,7 1598 2132 40 1757 9,3 156,8 207,3 32 2094 7,7 1941 222 40 150,3 10,9 1256 1724 40 2563 9,9 2362 276,6
Tarso4 A 40 1257 6,8 1136 136,6 40 131,3 9 112,9 147,1 40 1258 57 113,2 136,5 32 173 9,2 1543 1924 40 99 9,5 77,9 122,7 40 1773 7 162 195,2
Tarso4 M 40 133,8 6,4 121,2 1452 40 1409 10 120,4 163,8 40 1323 6,7 117,2  149,2 31 1783 93 161 196,5 40 108,6 9,6 86,1 1324 40 1856 7,2 1738 1994
Tarso 4 P 40 1444 8,7 123,6 158,5 40 1535 12 128,2 177,3 40 145 7,9 130,7 1659 32 1854 10,3 1494 200 40 1247 98 1006 1418 40 1951 63 1805 2064
Tarso5A 40 824 4,6 73,4 92,4 40 895 59 76,4 98,7 40 835 5 71,8 939 32 101 3,6 93,6 107 40 62,1 48 49,8 729 40 1213 6,3 1083 1357
Tarso5M 40 841 4,1 77,5 91,6 40 90,3 53 81 102,4 40 845 4,5 77,9 93,4 31 100 31 94,2 106,2 40 63,8 4,8 51,8 76,6 40 1204 45 1077 130
Tarso 5P 40 84,7 4,7 74 94,3 40 9138 6,5 78,8 106,1 40 84,9 4,3 77,8 92,7 32 1004 45 92,6 1119 40 64,4 4,7 54,5 75,5 40 116,9 4 108,4 1255

Abreviacfes: A = anterior; M = mediano; P = posterior; Tarso = Tarsémero



Tabela 4.11 indice descritivo com os caracteres especificos do abddmen de macho e de fémea utilizados nas anélises intra e interespecificas mostrando o nimero de espécimes, a

média, o desvio padrdo e os valores minimos e maximos para cada estrutura de cada espécie.
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Ny. intermedia Ny. neivai Ny. whitmani Bi. flaviscutellata Mg. migonei Br. troglodytes

N Média DP Min. Max. N Média DP Min. Max. N Média DP Min. Max. N Média DP Min. Max. N Média DP Min. Max. N Meédia DP Min. Max.
Abddémen de Macho
C. Coxito 20 285,7 9,8 251,8 295 20 283,7 11,2 266,4 3052 20 320 10 298,2 339,7 20 270,2 7,2 2579 2822 20 264,4 7,2 249,8 2815 20 667,7 26,5 603,4 706,55
L. Coxito 20 54,7 31 502 606 20 61,1 6,1 511 73 20 626 38 554 70,2 20 494 2,8 434 544 20 653 42 606 733 20 1521 7,9 1417 1729
C. Dististilo 20 1351 5 124,4 1485 20 1285 5,7 1156 138,4 20 139,7 6,2 126,7 152,7 20 1185 5,2 110,1 129,2 20 115,7 4,9 106,6 123,4 20 402,6 16,8 360,2 4377
C. Lobo Lateral 20 276 8,3 256,2 292,8 20 263 11,8 2353 276,5 20 2644 9,4 246,4 2818 20 2033 8,2 1879 2179 20 2234 7,8 2098 236,6 20 608,7 31,3 5275 6715
L. Lobo Lateral 20 235 1,2 208 255 20 244 19 202 28,2 20 248 1,7 222 281 20 205 1 18 22,4 20 18,4 1 16,4 20 20 244 16 21,5 27
C. Pistao 20 168,2 9,5 1519 189,2 20 1538 7,6 1429 167,1 20 133,7 6,9 1175 143,2 20 164 10,3 150,2 1818 20 954 56 83,2 1053 20 1809 74 1726 1973
C. Bomba Genital 20 2029 9,4 1885 216,5 20 1851 9,2 1656 1999 20 1574 7,1 1445 171 20 195,7 10,4 181,7 216,6 20 116,3 6,1 104,4 126,3 20 224 8,6 211,7 2433
C. Fil. Genital 20 287,4 17,3 240,6 321,4 20 2854 14,8 244,7 3052 20 521 44,6 4258 5944 20 4014 22,3 332 436,2 20 429,1 28 376,4 467,9 20 1252 78,7 1130,5 1355,3
Filamento/Bomba 20 1,2 0,4 1 2 20 16 0,1 1,3 1,8 20 33 0,3 2,5 39 20 21 0,1 1,7 22 20 37 0,3 3,1 42 20 56 0,3 4,9 6,1
ge'nFiL';‘i"‘s'dOSf"' 20 12 09 101 134 20 155 1,5 136 189 20 17 16 14 20 15 177 27 10 20 0O 0
Fil./Final do fil. 20 241 18 216 278 20 185 1,7 157 21,7 20 30,9 41 228 399 15 232 49 193 39,7 O 0
Dist. espinho apical
& 0 ext. sup 20 27,7 24 22 31 20 226 21 19 26 20 26,3 2,8 215 31 20 156 1,7 12,3 188 20 314 28 21,6 351 20 1814 9,7 154 195,7
Abddmen de Fémea
C. Corpo da

20 38,9 6,7 237 49 16 339 2,6 298 40 20 44,7 52 376 56,6 20 39,7 3,7 31 45 20 23 32 174 30 20 59,2 76 48,5 73,4
Espermateca
L. Corpo da

20 163 15 144 192 16 139 13 114 17,1 20 10,3 0,9 9 11,7 20 135 1 10,9 159 20 4,1 0,6 3,1 51 20 18,7 2,6 12,7 21,7
Espermateca
C. dos Cercos 20 120,6 12 93 1354 20 1185 6,3 107,10 131 20 1294 6,1 1143 139,1 20 124,12 10,6 107,9 143,2 20 1079 7,7 94,2 1241 20 139,2 8,3 127,1 1599
C. D. Individuais 20 994 95 775 1098 17 96,5 10,6 756 1095 20 164,99 19 130 202,2 20 37,9 56 26,9 492 20 184,1 20,8 152,2 2233 20 773,6 96,2 531,7 9138
L. D. Individuais 20 116 14 8,1 14,2 16 10,6 1 9 12,3 20 6,4 0,7 4,9 75 20 3.2 0,4 2,6 39 20 44 0,6 3,5 54 20 24 0,5 1,7 3,4
C. D. Comum 20 424 84 239 587 17 20 44 13,6 28 20 9,6 1,4 8 14 20 759 6,8 57 88 20 11,7 18 8 14 0
L. D. Comum 20 248 5 12 315 18 26,1 39 16,3 319 20 14 2,3 10 18 20 8,2 1,1 7 11 20 12,5 17 10 16 0

Abreviagbes: C. = comprimento; L. = largura; Fil. = filamento; Dist. = distancia; Ext. = externo; Sup. = superior; D. = Duto.
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4.2.2.2 Andlise Discriminante

A anélise discriminante com as caracteristicas compartilhadas avaliou 228 espécimes
dos 240 utilizados, sendo 12 deles (5% da amostra), retirados devido a auséncia de pelo
menos uma variavel discriminante, onde desse total 11 espécimes pertenciam a Bi.
flaviscutellata e 1 a Br. troglodytes, sendo assim foram avaliadas 29 espécimes da primeira e
39 da segunda. Analisando as caracteristicas podemos ver 0s caracteres que mais acrescentam
na diferenciacdo entre as espécies (Valor de F) (Tabela 4.12). Onde observamos que 0S
caracteres que apresentam maior valor de F sdo respectivamente Menor distancia entre olhos
(F = 1131,914), Comp. Tarsdmero | anterior (F = 1124,480), Comp. Palpo 1l (821,429),
Comp. Tarsémero | mediano (F = 718,990) e Comp. Tarsémero Il anterior (F = 699,668).

Ao todo foram geradas 5 variaveis, obtidas através da subtracdo do nimero de grupos
(espécies) por 1. Essas varidveis obedecem a uma ordem decrescente de variagdo, com isso a
primeira variavel apresenta a maior variacdo de todas. Desse total de varidveis, as 3 primeiras
correspondem a 92,1% de toda a variagdo da amostra, onde essas representam
respectivamente 50,1%, 27,3% e 14,6% da variabilidade. As duas Ultimas variaveis
apresentaram 7,7% e 0,2% da variabilidade total da amostra O teste de Wilk’s Lambda
mostrou que as trés primeiras variaveis apresentam valores de 0,000 pra as duas primeiras e
de 0,001 mostrando a importancia das variaveis para a determinacdo da discriminacdo dos
grupos (Figura 4.12). Através da analise das variaveis 1 e 2 observamos que as especies de
Nyssomyia se encontram mais proximas entre si que das demais sendo que Ny. intermedia e
Ny. neivai se encontram sobrepostas. Bi. flaviscutellata esta mais distante que dos grupos de

Nyssomyia que Mg. migonei.
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Tabela 4.12 Resultado da Anélise discriminante mostrando os caracteres analisados, o valor de Wilks’ Lambda, o

valor de F, de dfl (variaveis discriminantes), df2 (nimero total de espécimes) e a Significancia.

Wilks'

Caracteres Lambda F dfl df2 Sig.
Comp. Frontal cabeca ,305 101,130 5 222 ,000
Comp. Labroepifaringeo ,613 28,072 5 222 ,000
Comp. Labio ,673 21,572 5 222 ,000
Comp. Palpo 1 ,132 291,573 5 222 ,000
Comp. Palpo 2 ,357 80,011 5 222 ,000
Comp. Palpo 3 ,051 821,429 5 222 ,000
Comp. Palpo 4 ,156 240,250 5 222 ,000
Comp. Palpo 5 484 47,247 5 222 ,000
Comp. Clipeo ,118 331,050 5 222 ,000
Menor distancia entre olhos ,038 1131,914 5 222 ,000
Comp. Flageldmero 1 ,161 231,491 5 222 ,000
Comp. Flagelémero 2 ,212 165,355 5 222 ,000
Comp. R5 ,312 97,795 5 222 ,000
Comp. Alfa ,346 84,017 5 222 ,000
Comp. Beta ,570 33,460 5 222 ,000
Comp. Gama ,107 372,112 5 222 ,000
Comp. Delta ,300 103,491 5 222 ,000
Comp. Fémur Anterior ,126 307,391 5 222 ,000
Comp. Fémur Mediano ,137 278,899 5 222 ,000
Comp. Fémur Posterior ,104 383,789 5 222 ,000
Comp. Tibia Anterior ,065 642,774 5 222 ,000
Comp. Tibia Mediana ,089 453,773 5 222 ,000
Comp. Tibia Posterior ,100 401,673 5 222 ,000
Comp. Tarsémero | Anterior ,038 1124,480 5 222 ,000
Comp. Tarsémero | Mediano ,058 718,990 5 222 ,000
Comp. Tarsdémero | Posterior ,065 637,600 5 222 ,000
Comp. Tarsdmero Il Anterior ,060 692,136 5 222 ,000
Comp. Tarsdmero Il Mediano ,077 530,697 5 222 ,000
Comp. Tarsémero Il Posterior ,100 398,278 5 222 ,000
Comp. Tarsdémero 111 Anterior ,060 699,668 5 222 ,000
Comp. Tarsdmero Il Mediano ,071 578,827 5 222 ,000
Comp. Tarsdmero |11 Posterior ,083 487,542 5 222 ,000
Comp. Tarsémero IV Anterior ,074 555,241 5 222 ,000
Comp. Tarsdmero 1V Mediano ,086 469,931 5 222 ,000
Comp. Tarsdbmero IV Posterior ,126 308,599 5 222 ,000
Comp. Tarsdémero V Anterior ,071 581,467 5 222 ,000
Comp. Tarsdémero V Mediano ,061 684,917 5 222 ,000
Comp. Tarsdmero V Posterior ,079 514,235 5 222 ,000

Essas variaveis obedecem a uma ordem decrescente de variagdo, com isso a primeira

variavel apresenta a maior variacdo de todas. A analise da Funcdo Discriminante mostrou que

as espécies de Br. troglodytes, Mg. migonei, Bi. flaviscutellata e Ny. whitmani tiveram 100%
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de classificacdo correta dos espécimes mesmo apos a validacdo cruzada, enquanto que as
espécies de Ny. intermedia e Ny. neivai apresentaram 91,25% (73/80 espécimes) de

classificagdo correta e na validagdo cruzada 81,25% (65/80 espécimes).

Canonical Discriminant Functions
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Figura 4.12 — Grafico mostrando a distribuicdo das espécies em fungéo das variaveis candnicas discriminantes le

2, utilizando-se os caracteres gerais encontrados em machos e fémeas.

A analise discriminante das caracteristicas especificas de macho (incluindo as
caracteristicas compartilhadas) avaliou 110 dos 120 espécimes totais, onde 10 deles foram
retirados devido a auséncia de varidveis discriminantes (sendo todos esses da espécie Bi.
flaviscutellata). Analisando as caracteristicas podemos ver o0s caracteres que mais
acrescentam na diferenciacdo entre as espécies (Valor de F) nos espécimes machos sendo
estes: distancia do espinho apical para o externo superior (F = 3603,978), comp. do gondstilo
(F = 3225,954), comp. do gonocoxito (F = 2411,754), comp. palpémero 11l (F = 2090,521) e |
(F = 1817,666), mostrando que as estruturas do abdémen apresentam a maior parte da
variacdo entre as especies. As 5 variaveis discriminantes apresentaram as seguintes
porcentagens de variacdo 55,8%, 25,3%, 13,2%, 5,3% e 0,4%, onde as trés primeiras
apresentam 94,3% de toda a variacdo. Essas 3 variaveis apresentaram valores de 0,000 para o
teste de Wilk’s Lambda. A anélise das variaveis mostrou que a intersegdo das especies de Ny.

neivai e Ny. intermedia e Br. troglodytes apresenta maior distdncia para com todas as
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espécies. Ny. whitmani se apresentou mais proxima das espécies de Mg. migonei e Bi.

flaviscutellata que das demais espécies de Nyssomyia (Figura 4.13).

Canonical Discriminant Functions
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Figura 4.13 Gréfico mostrando a distribuicdo das espécies em funcéo das varidveis candnicas discriminantes le 2,

utilizando-se os caracteres gerais e 0s especificos de machos.

Assim como na analise utilizando apenas as caracteristicas compartilhadas, todas as
espécies apresentaram 100% de classificacdo correta, mesmo apoés a validacdo cruzada. Com
essas caracteristicas, contudo, houve 100% de classificacdo correta entre Ny. intermedia e Ny.
neivai que, apos a validacdo cruzada, diminuiu para 85% (34/40 espécimes).

A analise discriminante em fémeas foi realizada em 114 dos 120 espécimes utilizados,
onde 6 deles foram retirados devido a auséncia de varidveis discriminantes, sendo 4 deles de
Ny. neivai, 1 de Bi. flaviscutellata e 1 de Br. troglodytes. Analisando as caracteristicas
podemos ver 0s caracteres que mais acrescentam na diferenciacédo entre as espécies (Valor de
F) nos espécimes de fémeas sendo estes: comp. palpdmero Il (F = 2100,806) e | (F =
1714,920), Menor distancia entre olhos (F = 1052,577), comp. dos dutos individuais (F
=794,833) e comp. Palpdmero IV (F = 723,564), mostrando que essas varidveis especificas do
abddmen de fémea nédo acrescentam muito a diferenciagdo das espécies.

As 5 varidveis discriminantes apresentaram as seguintes porcentagens de variacao

51,4%, 27,8%, 13,0%, 7,6% e 0,2%, onde as trés primeiras apresentam 92,2% de toda a
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variagdo. As 3 primeiras variaveis apresentaram valores de 0,000 para o teste de Wilk’s
Lambda. A andlise das varidveis mostrou uma distribuicdo semelhante a ocorrida na avaliagcdo

dos dados gerais, devido a pouca variagdo acrescentada pelas caracteristicas especificas das

fémeas (Figura 4.14).
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Figura 4.14 Grafico mostrando a distribuicdo das espécies em fungdo das varidveis candnicas discriminantes 1e 2,

utilizando-se os caracteres gerais e o0s especificos de fémeas.

A andlise da Funcao Discriminante mostrou que as espécies de Br. troglodytes, Mg.
migonei, Bi. flaviscutellata e Ny. whitmani tiveram 100% de classificagdo correta dos
espécimes mesmo apds a validacdo cruzada, enquanto que as espécies de Ny. intermedia e
Ny. neivai apresentaram 94,44% (34/36 espécimes) de classificacdo correta e na validacédo
cruzada 80,55% (29/39 espéecimes).

Anadlise discriminante usando apenas as espécies de Nyssomyia também foi realizada,
onde foram usadas as mesmas caracteristicas usadas na analise especifica de machos e
fémeas de todas as espécies, foram utilizados um total de 60 espécimes.

A andlise dos caracteres compartilhados mais os especificos de machos mostrou que
as espécies de Nyssomyia se separam onde apenas apés a validacdo cruzada existe uma
classificacdo correta menor que 100% entre as espécies de Ny. intermedia e Ny. neivai

(92,5%) (Figura 4.15). Na analise das fémeas, 5 espécimes foram retirados da analise (todos
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da espécie Ny. neivai). Quanto a classificagdo correta segue 0 mesmo padréo da anélise com

os machos havendo uma classificacdo correta apos a validagdo cruzada de 65,71%, entre Ny.

neivai e Ny. intermedia, com isso as espécies apresentam menor diferenciacdo do que aquela

vista nos machos (Figura 4.16).
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Figura 4.15 Gréafico mostrando a distribuicdo das espécies de Nyssomyia em fungdo das variaveis candnicas

discriminantes 1e 2 utilizando-se os caracteres gerais e 0s especificos de machos.
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Figura 4.16 Grafico mostrando a distribuicdo das espécies de Nyssomyia em fungdo das variaveis candnicas

discriminantes 1e 2 utilizando-se os caracteres gerais e 0s especificos de fémeas.
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4.3 ANALISE DA MORFOLOGIA

Foram analisados um total de 45 caracteres presentes nas espécies inclusas no projeto.
As anélises de frequéncia foram realizadas entre machos e entre fémeas de todas as espécies e
também dentro de cada espécie para ver o quanto cada caracteristica € expressa, sendo que a
analise intraespecifica foi feita apenas em espécimes fémeas (20 individuos). Foram
utilizadas as seguintes caracteristicas numero de dentes da lacinia, nimero de dentes do
cibario e nimero de anéis na espermateca, quando essas anelacdes estdo presentes.

Brumptomyia troglodytes para as caracteristicas analisadas apresenta 1 fileira de
dentes na lacinia, onde a quantidade de dentes variou de 6 a 7 onde a frequéncia de expressao
do primeiro é de 90%. O nimero de dentes do cibario apresentou uma variacdo de 15 a 20,
onde 18 e 19 dentes foram as formas mais encontradas com frequéncia de 31,6% cada (6
espécimes cada), seguido de 17 (15,8%), 20 (10,5%) e 15 (5,3%) e 16 (5,3%). Essa espécie
apresenta espermateca fracamente anelada (Tabela 4.13).

Para Mg. migonei 0 nimero de dentes da lacinia variou de 3 a 5 onde 4 dentes
mostrou-se mais frequente (55%) seguido de 5 dentes (40%) e de 3 dentes (5%), quanto a
caracteristica dentes no cibario 100% dos espécimes apresentaram 4 dentes nessa estrutura.
Essa espécie ndo possui anelagdes no corpo da espermateca (Tabela 4.13).

Bichromomyia flaviscutellata apresentou de 9 a 11 dentes na lacinia onde a frequéncia
para cada uma foi de 55% para 10 dentes, 35% para 11 e 10% para 9. Quanto aos dentes do
cibario 100% dos espécimes apresentaram 6 dentes na estrutura. O numero de anéis da
espermateca variou de 8 a 11, onde a frequéncia de cada um foi: 40% para 9, 30% para 10,
25% para 8 e 5% para 11 anéis (Tabela 4.13).

Para Ny. whitmani o nimero de dentes da lacinia teve grande variagdo indo de 15 a 21
dentes onde as frequéncias em ordem decrescente foram 20 (25%), 21 (20%), 17 (20%), 18
(15%), 19 (10%), 16 (5%) e 15 (5%) dentes. A variacdo dos dentes do cibario foi menor,
sendo observado de 8 a 11 dentes na estrutura, onde a frequéncia para cada um foi, 45% (9
dentes), 30% (10), 15% (11) e 10% (8 dentes). O numero de anéis da espermateca variou de
13 a 17 onde as frequéncias foram de 35% (16 anéis), 25% (14 e 15), 10% (13) e 5% (17
anéis) (Tabela 4.13).

Nyssomyia neivai apresentou de 15 a 19 dentes na lacinia, onde as frequéncias em
ordem decrescente foram de 35% (17 dentes), 25% (16 e 18), 10% (15) e 5% (19 dentes). O
nimero de dentes do cibario teve sua menor quantidade composta por 8 e a maior por 12

dentes, sendo que 10 dentes foram os mais frequentes (40%) seguido de 9 (35%), 8 (15%) e
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de 11 e 12 dentes (5% cada). Foram observados de 8 a 11 anéis na espermateca desta espécie
onde os mais frequentes foram, 9 (50%), 8 (20%) e 10 e 11 anéis (15% cada) (Tabela 4.13).

Para Ny. intermedia o numero de dentes da lacinia variou de 12 a 19 onde as
frequéncias em ordem decrescente foram de 30 % (17 dentes), 20% (16), 15% (15), 10% (14,
18 e 19, totalizando 30%) e 5% (12 dentes). O numero de dentes no cibario observados foram
8 (35%), 9 (25%) e 10 dentes com 40% de frequéncia. A quantidade de anéis no corpo da
espermateca foi de 10 a 13 onde as frequéncias em ordem decrescente para cada nimero
foram de 35 % para 11 anéis, 25% para 10 e 20% para 12 e 13 anéis (Tabela 4.13).

Tabela 4.13 Resultado da Analise morfoldgica intraespecifica de fémeas mostrando a variacdo e a moda dos

caracteres analisados.

Espécies

Br. troglodytes

Mg. migonei

Bi. flaviscutellata

Ny. whitmani

Ny. neivai

Ny. intermedia

Caracteres

Variagio Moda Variacio Moda

Variagio Moda Variacdo Moda Variacio Moda Variacdo Moda

Niamero de' . 6 4 911 10 591 1219 17
dentes na lacinia (90%) (55%) (55%) (25%) (35%) (30%)
Numero fie’ 15-20 18-19 4 6 9 8. 12 10 810 10
dentes no cibario (31,6%) (100%) (100%) (45%) (40%) (40%)

Numero de anéis 9 16 9 11
-11 13 10-13
na espermateca (40%) (35%) (50%) (35%)

A analise interespecifica foi realizada usando dados presentes em ambos 0S sexos e
analises separadas para caracteristicas especificas de macho e fémea foram realizadas. A
andlise dos caracteres presentes nos dois sexos mostrou a frequéncia dos mesmos utilizando-
se todas as espécies como referéncia. A frequéncia para cada cor em cada estrutura foi de:
83,3% para castanho escuro, e 16,7% para palido analisando-se o pronoto; mesma
porcentagem encontrada para o pré-escudo s6 que ao invés de palido a coloracdo que
apresentou 16,7% foi castanho claro; no escutelo castanho escuro foi a mais frequente em
66,7% dos espécimes seguido da cor palida e castanho claro cada uma com 16,7%. Para o
anepisterno superior e inferior, catepisterno, catepimero e metepimero a frequéncia de 66,7%
de coloracdo pélida e 16,7% para castanho escuro e para castanho claro foi observada. Para o
metepisterno 83,3% dos especimes apresentou coloragdo palida e 17,7% castanho escuro,
proporcao encontrada também para o paratergito, porém com as frequéncias entre as
coloragdes invertidas.

Foram observadas também as frequéncias da presenca de cerdosidade na parte anterior

do catepisterno que se mostrou presente em 50% dos espécimes, de sensila ventro-cervical
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presente em 16,7% dos espécimes, de sutura inter-ocular presente em 16,7%, de forquilha
labial presente em 100% dos espécimes, de prolongamento anterior dos ascdides presente em
16,7%, de papila em AlV presente em 100% dos individuos e em AV presente em 16,7 dos
espécimes, foi observado também 100% de presenca de espinhos de newstead no terceiro
palpémero. Foram analisadas também a implantacdo dos ascéides, onde estes se apresentaram
pareados em 83,3% dos casos e ndo pareados em 17,7%. Também foi analisado a até que
posicdo a parte apical dos ascoides se prolongam, podendo estes apresentar o0 seu
prolongamento até a papila pré-apical, ultrapassar a papila ou entdo apenas um dos ascoides
ultrapassa a papila, a frequéncia obtida para essas caracteristicas foi respectivamente, 16,7%,
66,7% e 16,7%. Foi observado o nimero de papilas em Alll onde a frequéncia de 1 papila foi
de 83,3% e 17,7% para 2 papilas. A distribuicdo dos espinhos de Newstead no palpdmero IlI
tiveram as seguintes caracteristicas, agrupados no meio de regido proeminente, agrupados no
segundo terco da estrutura e dispersos na estrutura, onde as frequéncias respectivamente
foram de 66,7%, 16,7% para cada uma das duas Ultimas caracteristicas.

A analise das frequéncias das caracteristicas especificas de fémea mostraram que o
numero de fileiras de dentes da lacinia apresentam 50% com 1 fileira e a outra metade com 2
fileiras. O nimero de dentes da lacinia como mostrado anteriormente mostraram que 6 e 17
dentes sdo os mais frequentes respectivamente, 15% e 14,2%. Para o nimero de dentes do
cibario foram as maiores frequéncias foram observadas para 4, 6, 9 e 10 dentes, sendo estas
respectivamente 16,7% para as duas primeiras, 17,5% e 18,3%. A posicdo desses dentes
foram avaliados onde o posicionamento longitudinal foi frequente em 83,3% e o transversal
em 17,7% dos espécimes. Quanto a area esclerosada na camara do cibario sua presenca foi
observada em 16,7% dos espécimes. No abdémen das fémeas, o do duto comum apresentou
aspecto liso 80% de frequéncia enquanto o estriado esteve presente em 20% dos individuos.
O aspecto do corpo da espermateca apresentou as seguintes frequéncias para as caracteristicas
a sequir: liso e estriado 16,7% cada um e 66,7% para anelado. O duto individual apresentou
aspecto liso em 66,7% e aspecto pouco estriado em 33,3% dos espécimes. Quanto a presenca
de cabeca da espermateca, todos individuos possuiam esta estrutura. O angulo formado por
essa estrutura em relacdo ao corpo mostrou que 83,3% dos espécimes apresentaram angulo
menor que 90° e 17,7% apresentaram angulo maior. As maiores frequéncias obtidas quanto
ao numero de anéis no corpo da espermateca foram 9, 10 e 11 aneis. A protuberancia
esclerosada no 9° tergito esteve presente em 16,7% dos espécimes.

Para as caracteristicas presentes apenas no abdémen dos machos foram observados,

que o aspecto do edeago se apresentou simples para 100% dos espécimes, que 0 aspecto do
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lobo lateral se mostrou oblongo para 66,7% e afilado para 33,3% do total. Cerdas
diferenciadas e de processos no parametro estiveram presentes em 83,3% dos espécimes. A
forma do paré@metro se dividiu em 50% com formato do terco apical em diante afilado, 16,7%
curvo, 16,7% rombo e 16,7 em forma de clava. O tufo de cerdas na base do coxito esteve
presente em 33,3% dos espécimes e desses, metade apresentou mais de 70 cerdas e a outra
metade de 5 a 7 cerdas. A presenca de cerda espiniforme pré-apical, de cerdas longas na parte
apical do gonocoxito e de protuberdncia esclerosada no gonocoxito foram observadas em
16,7% dos espécimes. Quanto a presenca de espinhos no gondstilo 83,3% dos espécimes
apresentaram 4 espinhos e 16,7% apresentaram 5. As formas do final dos filamentos genitais
tiveram as seguintes frequéncias: forma de concha, de colher, e em forma de L invertido e

bifurcado tiveram 16,7% de presenca cada e a forma afilada em 33,3% dos espécimes.
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5 DISCUSSAO

5.1 MORFOMETRIA GEOMETRICA DAS ASAS

A analise da morfometria geométrica das asas das espécies de Ny. whitmani, Ny.
intermedia, Ny. neivai, Mg. migonei, Bi. flaviscutellata e Br. troglodytes, apresenta uma
importante contribuicdo para a diferenciagdo dessas espécies, pois ainda sdo poucos 0s
trabalhos que se utilizam dessa ferramenta, em flebotomineos, para definir unidades
taxonémicas operacionais (OTU), trazendo novas possibilidades para identificacdo de grupos
taxonémicos. A utilizacdo da asa como a principal estrutura nesse tipo de analise em insetos
se deve a sua boa conservacdo ap0s os métodos de processamento e de clarificacdo e por
apresentar estruturas que facilitam a determinacdo dos marcos anatdmicos, muito embora
ainda com algumas limitacdes, pois a mesma apresenta poucos pontos que possam ser
definidos diminuindo assim a amplitude das variacBGes perceptiveis que poderiam existir nas
asas.

Comparando o tamanho das asas das espécies do estudo através do tamanho do
centroide verificamos que Br. troglodytes possui a maior asa, seguido de Ny. neivai, Bi.
flaviscutellata, Ny. intermedia e Ny. whitmani com tamanhos sem diferenca significativa e
por ultimo Mg. migonei com a menor das asas. Fato que demonstra a correlagdo do tamanho
da asa com o tamanho do corpo do inseto, sendo as especies de Brumptomyia
perceptivelmente maiores que as demais. Analisando as espécies do género Nyssomyia
podemos inferir que a asa de Ny. neivai apresenta o maior tamanho entre as espécies do
género sendo essa diferenca significativa (p<0,0001) para com as duas outras.

Para a visualizacdo dos pontos que mais apresentam variacao foi realizada uma analise
exploratoria de componentes principais, aonde vimos que 0s pontos que mais influenciaram
na variagao das asas para 0 Componente principal 1 (46,108% da variacédo total), foram os
referentes aos marcos anatdmicos 3 (apice de R1), onde essa variacao parece influenciar no
deslocamento dos outros pontos sendo eles 2 (bifurcacdo R2+3), 11 (&pice de M4) e 13 (base
da nervura R5). Podemos perceber que essa variagdo torna as formas das asas mais largas no
meio da asa no encontro de R1 e M4 com a margem da estrutura, sendo essa a forma presente
nas asas dos espécimes de Br. troglodytes. Observamos que as formas das asas dos especimes
do género Nyssomyia e da espécie Mg. migonei ficam mais proximas, sendo essas mais
distantes das formas Bi. flaviscutellata e de Br. troglodytes, que ndo apresentam grande

diferenciacdo por esse componente.
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O Componente principal 2 (27,928% da variagéo total), apresentou uma modificagao
grande na forma das asas quando observamos o0s extremos das diferengas das formas,
havendo uma grande diminuicdo basal da nervura R5 (marco 13), com grande aproximacéo
do ponto 1 (bifurcacdo R2+3+4), diminuicdo da largura da parte mediana da asa
(internalizacdo dos pontos 3 e 11) e aumento do apice da asa com deslocamento posterior
(dos pontos 6, 7 e 8). Esse componente mostra a modificagdo ocorrida nos pontos que
diferenciam principalmente as asas de Br. troglodytes e Bi. flaviscutellata, onde essas se
apresentam nos extremos das formas apresentadas nessa variavel.

O Componente Principal 3 (11,052% da variacdo total), onde podemos ver apenas
uma alteracdo da regido mais larga asa, devido principalmente ao deslocamento dos pontos 3
e 11, passando essa regido a se apresentar em uma posicdo mais anterior, modificacdo essa
que parece estar presente de forma semelhante na asa dessas espécies, 0 que pode indicar uma
caracteristica compartilhada entre elas.

Em nosso estudo a utilizagdo de 13 marcos anatbmicos nas asas permitiu a
discriminagdo no nivel de género onde Bichromomyia, Nyssomyia, Migonemyia e
Brumptomyia apresentam diferenca significativa entre a forma de suas asas, diferenciacéo
que corrobora com a classificagdo proposta por Galati, 1995. Essa diferenciacdo pode ser
vista quando comparamos as Variaveis canfnicas 1 e 2 onde as espécies dos géneros
Nyssomyia e Migonemyia migonei ficaram mais proximas que aquelas de Bichromomyia
flaviscutellata e Brumptomyia trogolodytes. Importante destacar que analisando apenas a
variavel canonica 1, estas duas ultimas espécies se encontram mais proximas, enquanto que
pela variavel candnica 2, Migonemyia migonei se apresenta mais proxima da espécie Br.
troglodytes. Isso se deve aos pontos de variagdo encontrados na CV1 (59,451% da variacao
total), que estéo relacionados ao deslocamento dos marcos anatomicos 3 e 11 principalmente,
mostrando um alargamento da asa na regido desses pontos, modificagdo que esta presente nas
asas de Br. troglodytes e Bi. flaviscutellata. Quanto ao ocorrido na CV2 (33,402% da
variacdo total), podemos ver que a diferenciacdo que ocorre nessa variavel esta relacionada
ao aumento na base de R5 (ponto 13), deslocamento para parte apical das asas dos pontos 3 e
11 e abaulamento da parte apical da asa, variagdo essa que aproxima as formas das asas Mg.
migonei e Br. trogolodytes. A variavel candnica 3 (6,206% da variacdo total) como apresenta
pouca variabilidade ndo mostrou boa diferenciacdo entre 0s grupos.

A mesma analise feita apenas com as espécies do género Nyssomyia mostrou um
ponto de intersecdo entre as trés onde a espécie de Ny whitmani apresenta mais espécimes na

regido de intersecdo que as duas outras, provavelmente devido a maior variagédo na forma das
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asas dos espécimes dessa espécie. Vimos também que os espécimes de Ny. neivai e Ny.
intermedia sdo os que mais se sobrepde, fato que s6 vem a acrescentar a grande semelhanga
entre essas que sao discutidas por alguns como sendo um complexo de espécies (Marcondes,
1996).

Estudo realizado por Dujardin et al. (1993), utilizando 6 marcos anatdmicos na asa
para comparar as espécies de Ps. ayrozai e Ps. geniculatus de duas areas geograficas
diferentes mostrou que a analise das variaveis candnicas foi capaz de separar as espécies
quando observada a CV1 e de separar as regides geograficas quando observada a CV2. Em
contraste, o trabalho feito por De la Riva et al. (2001), com populac¢fes de espécie de L.
longipalpis, utilizando 5 marcos anatémicos nas asas, ndo conseguiu separar as populacoes
entre as diferentes regides geograficas, mas conseguiu agrupar as populacdes em dois grupos,
um com espécimes de areas mais heterogéneas, e um outro com espécimes de areas mais
homogéneas. Prudhomme et al. (2012) comparou as asas de Phlebotomus papatasi, de regioes
diferentes de Marrocos (Norte e Sul), utilizando 16 marcos anatdbmicos nas asas, onde através
da analise das varidveis canbnicas e do tamanho do centroide esses conseguiram separar as
populacbes, sugerindo que as diferenciacBes encontradas podem ser devido a pressoes
ambientais locais j& que as populacfes sdo encontradas em regides com perfis diferentes.

A avaliagdo das distancias entre as formas medias das asas das espécies do nosso
estudo foi demonstrada através das distancias de Mahalanobis (distancia entre as formas no
espaco Euclidiano apos a analise discriminatoria), sendo essa uma maneira de avaliar o quéo
proximas as espécies sdo segundo as caracteristicas analisadas. Como resultado tivemos que
Br. troglodytes é a que mais se distancia das demais espécies, exceto com relacdo a Mg.
migonei (distancia para Br. troglodytes igual a 15,4929) que esta um pouco mais distante de
Bi. flaviscutellata (distancia igual a 15,5696), o que mostra que a forma da asa de Mg.
migonei € mais semelhante de Br. troglodytes. Bi. flaviscutellata apresenta distancias maiores
para as espécies do género Nyssomyia do que Mg. migonei sendo os valores para cada
espécie, respectivamente, para Ny. neivai (13,8055; 8,347), Ny.intermedia (14,1328; 7,8832) e
Ny. whitmani (14,6954, 8,0886). Este distanciamento de Bi. flaviscutellata para com as outras
espécies se deve a diminuicdo da parte basal de R5 se aproximando da bifurcacdo de R2+3+4
e do grande deslocamento observado no encontro de R1 com a margem da asa, variagdes
essas que se mostram especificas para essa espécie comparando a com as demais. Quando
comparamos apenas as espécies de Nyssomyia percebemos que as distancias sdo muito

pequenas sendo a maior entre Ny. neivai e Ny. whitmani (2,8317) e a menor entre a primeira e
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Ny. intermedia (1,6403), corroborando com o grau de similaridade encontrado entre essas
espécies quando comparadas a partir de outros caracteres.

A significancia dos testes t*, distancia de Mahalanobis e Procrustes apds o teste de
permutacdo, utilizados na analise discriminante, foram menores que 0,0001 exceto entre Ny.
intermedia e Ny. whitmani que o valor de p ap0s os testes de permutacdo para a distancia de
procrustes foi menor que 0,001. Quanto aos resultados do teste t?, 0s positivos indicam que as
médias do primeiro grupo sdo maiores que as do segundo. Com isso, verificamos que 0s
valores de Br. troglodytes comparados com os das demais mostram um valor t* alto com
valores minimos de 5177 aproximadamente (quando comparados a Mg. migonei) e maximo
de 8838, quando comparado a Ny. neivai. O menor valor encontrado para t* entre pares de
espécies foi entre Ny. intermedia e Ny. neivai (t>= 97,1981), resultado que corrobora com 0s
anteriores. Os valores de t* obtidos mostram padrdo de diferenciacdo entre as especies
semelhante a aqueles encontrados para as distancias de Mahalanobis quando comparados 0s
pares de espécies, com as espécies de Br. troglodytes e Bi. flaviscutellata sendo mais
distantes das demais Mg. migonei em uma posicdo intermediaria e as espécies de Nyssomyia
apresentando baixa distancia entre as formas.

Quanto a classificagcdo entre os espécimes, quando comparados 0s pares de espécies
observamos que foram classificados corretamente 100% dos espécimes (0 mesmo ocorrendo
para a validacdo cruzada), quando comparadas as espécies de Br. troglodytes, Bi.
flaviscutellata e Mg. migonei com as demais, dado explicado pela diferenca significativa nas
formas das asas que permite a distin¢do dessas. Dentro do género Nyssomyia, observamos que
as classificacdes corretas diminuem, havendo inclusdo de espécimes de uma espécie em outra
gue ndo aquela a que pertence. Com isso, vemos que quando comparamos Ny. intermedia
com Ny. neivai e Ny. whitmani, temos um numero de individuos classificados erroneamente
maior quando comparamos com a primeria (17 espécimes) e menor com a segunda (11
espécimes), para a validacdo cruzada essa classificacdo sobe para 29 e 17, nimero alto que
mostra a similaridade entre as espécies, principalmente entre as duas primeiras. Entre Ny.
neivai e Ny. whitmani esse nimero de classificacdo errada é de 6 espécies e apds a validagédo
cruzada de 14 espécimes, o que demonstra que a forma das asas s&o mais distintas entre essas,

do que quando comparadas com Ny. intermedia.
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5.2 MORFOMETRIA CLASSICA E MORFOLOGIA

Os resultados obtidos na analise intraespecifica nas espécies mostraram que existe
diferenca significativa entre machos e fémeas para a maioria das estruturas medidas, o que
corrobora com o fato ja conhecido de que fémeas possuem o corpo maior que 0s dos machos,
devido a necessidade de distencao do corpo para a alimentacdo sanguinea e albergar os ovos.

Na andlise interespecifica, podemos perceber que na comparacdo entre as estruturas
compartilhadas por machos e fémeas, nenhuma delas separou de forma significativa todas as
espécies, porém alguns agrupamentos puderam ser observados. No caso da analise dos
comprimentos das estruturas, flagelomero | e Il, de gama, do fémur anterior, da Tibia
mediana e posterior e do Tarsdmero | anterior, mediano e posterior, mostraram que ndo sdo
capazes de diferenciar, consequentemente agrupando as espécies do género Nyssomyia.

Alguns caracteres puderam diferenciar as espécies Ny. neivai de Ny. intermedia e Ny.
whitmani (embora as duas Gltimas néo tiveram diferenciacao significativa). Tais caracteres se
referem aos comprimentos da nervura R5, Alfa, Fémur Posterior, Tibia anterior e Tarsdmeros
I, 11, IV e V anteriores, medianos e posteriores. Isso sugere serem caracteres importantes
para a distingdo das espécies. Para todos os caracteres mencionados anteriormente, Br.
troglodytes, Mg. migonei e Bi. flaviscutellata se mostraram significativamente diferentes das
demais, exceto para 0s comprimentos de alfa e da Tibia anterior. Ainda comparando as
espécies do género Nyssomyia, vemos que a menor distancia entre os olhos e o comprimento
do palpébmero 5 separou Ny. whitmani de Ny. intermedia e Ny. neivai. Além disso, podemos
perceber que a menor distancia entre os olhos separa todas as espécies menos as duas ultimas
citadas, mostrando-se uma caracteristica importante para diferenciagdo dos grupos, enquanto
que o palpdmero 5 separou Mg. migonei e Br. troglodytes das demais. O comprimento do
Labro-epifaringeo e do Labio separaram as espécies de Mg. migonei e Bi. flaviscutellata das
demais porém agrupou as espécies de Nyssomyia com Br. troglodytes. As demais estruturas
ndo diferenciaram bem os grupos.

As caracteristicas especificas de fémea mostraram uma completa diferenciacdo entre
as espécies apenas para a Largura dos Dutos Individuais, sendo os de Br. troglodytes os mais
finos e os de Ny. intermedia os mais calibrosos. Quanto ao comprimento dos Dutos
Individuais, Bi. flaviscutellata (com dutos curtos) e Br. troglodytes (com dutos muito longos)
se mostraram diferentes das demais, enquanto que Ny. intermedia e Ny. neivai (com dutos

intermediarios entre as espécies) ndo apresentdo distingdo, assim como ocorre com Ny.
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whitmani e Mg. migonei, que possuem dutos longos mais néo tanto quanto os encontrados em
Br. troglodytes.

O comprimento do corpo da espermateca se mostrou diferente para todas as espécies
menos para Ny. intermedia e Bi. flaviscutellata. Quando comparamos as espécies de
Nyssomyia para essa caracteristica percebemos que o tamanho apresentado por Ny. neivai
(33,938) é menor que de Ny. intermedia (38,895) e de Ny. whitmani (44,655), o0 que pode ser
explicado pelo nimero de anéis presentes no corpo das espermatecas dessas espécies, onde o
nimero mais frequentemente observado para cada uma delas respectivamente foi, 10 anéis,
11 aneéis e 16 aneis. O nimero de anéis mais frequentes em Ny. intermedia e Ny. neivai foi
semelhante porém a quantidade de anéis na primeira espécies variou de 10 a 13 anéis
enguanto que para a segunda variou de 8 a 11. Os achados aqui presentes estdo de acordo
com o achado por Marcondes (1996) onde o tamanho do comprimento da espermateca e
nimero de anéis da espermateca sdo maiores em Ny. intermedia do que em Ny. neivai,
mesma observacao feita por Andrade Filho et al. (2006).

A largura do corpo da espermateca apresentou diferenca dentre todas as espécies,
com excecdo de Ny. neivai e Bi. flaviscutellata. Para essa caracteristica Ny. whitmani
(10,250) tem menor largura que Ny. neivai (13,515) e Ny. intermedia (16,330), essa diferenca
se da principal pelo tamanho dos anéis mais apicais. O comprimento dos cercos mostrou que
as espécies de Nyssomyia se agrupam e que Bi. flaviscutellata ndo apresenta diferenca
significativa para Ny. whitmani, as outras duas espécies analisadas apresentaram
diferenciacdo para com as demais.

O comprimento do Duto comum mostrou que todas as espécies se separam menos Ny.
whitmani (9,600) e Mg. migonei (11,650) que possuem dutos muito curtos com relagdo as
outras espécies. Bi. flaviscutellata (75,850) é a que apresenta maior comprimento e seguido
de Ny. intermedia (42,515) e Ny. neivai (19,965). Essa caracteristica é a que mais bem separa
as fémeas dessas duas ultimas espécies. Ja a sua largura apenas diferencia Bi. flaviscutellata
das demais, sendo que aqui essa espécie apresenta os menores valores. A diferenca entre o
tamanho do duto comum foi salientado por Marcondes (1996) e Andrade Filho et al. (2003)
como uma caracteristica importante para a distingdo dos espécimes de fémeas.

Para 0s machos a Unica estrutura que separou todos os espécimes foi 0 comprimento
da bomba genital onde as espécies, devido a diferencas significativas do tamanho da estrutura
com Br. troglodytes apresentando o maior tamanho, seguido de Ny. intermedia, Bi.
flaviscutellata, Ny. neivai, Ny. whitmani e Mg. migonei. O comprimento do Pistdo apenas ndo

separou Bi. flaviscutellata de Ny. intermedia, o que faz com que os tamanhos da bomba
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genital sejam mais proximos como podemos ver anteriormente, sendo o pistdo uma estrutura
componente da bomba genital. Caracteristicas como o comprimento do filamento genital, a
distancia entre o espinho apical e o externo superior e o comprimento do lobo lateral podem
ser consideradas caracteristicas que separam bem a maior parte das espécies, apenas havendo
alguns agrupamentos de espécies de Nyssomyia. As outras estruturas estudadas ndo separaram
bem as espécies.

A presenca de diferenciacbes na parte final dos filamentos genitais permitiu que
observassemos uma diferenciacdo no tamanho dessa estrutura entre as espécies, confirmando
que além da forma diferente apresentada pelas espécies elas também podem ser diferenciadas
pelo seu comprimento, com excecdo de Ny. intermedia e Bi. flaviscutellata apresentaram
tamanhos que ndo puderam ser separados significativamente, de qualquer forma essas
espécies podem ser facilmente diferenciadas pela forma dessa estrutura. A razdo entre os
filamentos genitais e o final destes também mostrou diferenciacdo, com as espécies de Ny.
intermedia e Ny. neivai sendo diferentes, fator esse que pode acrescentar mais uma
caracteristica para a diferenciagdo dessas espécies, que apresentam poucos caracteres que
possam separa-las em espécimes machos.

Ainda, outras caracteristicas morfolégicas podem separar bem as espécies ou grupos
de espécies, tais como 0 numero e quantidade de fileiras de dentes na l&cinia da maxila, onde
as especies do género Nyssomyia apresentam duas fileiras de dentes com a quantidade de
dentes variando de 12 a 20, e as demais espécies apresentando apenas uma fileira com Br.
troglodytes apresentando de 6 a 7 dentes, Mg. migonei de 3 a 5 dentes e Bi. flaviscutellata
variando de 9 a 11 dentes. A presenca de apenas uma fileria de dentes parece ser,
provavelmente, uma caracteristica ancestral comparada com a presenga de duas fileiras.

A implantacdo dos dentes no cibario e o niUmero em que aparecem sdo fatores que
mostram diferencas entre os genéros com Br. troglodytes apresentando de 15 a 20 dentes
implantados em 4 colunas enquanto que as demais espécies apresentam dentes em
implantados em fileiras (caracteristica mais derivada), e a quantidade de dentes variando de 8
a 19 no género Nyssomyia, 4 dentes em Mg, migonei e 6 dentes para Bi. flaviscutellata, onde
esta apresenta uma caracteristica Unica entre as espécies estudadas que é uma é&rea
esclerotinizada na camara do cibério. Estudo comparativo entre varias populacdes de Ny.
neivai e Ny. intermedia realizado por Andrade Filho et al. (2006) mostrou que 0 numero de
dentes no cibario € muito varidvel sendo diferente dependo da populacdo analisada, ndo

sendo entdo uma boa caracteristica para discriminar essas espécies.
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Algumas caracteristicas como presenga de sutura-interocular, de prolongamento
anterior nos ascoides, de papila em AV, implantacdo dos ascoides de forma ndo pareada,
auséncia de duto comum, presenca de duas papilas em Alll, 5 espinhos no gondstilo e
presenca de sensila-ventrocervical sdo caracteristicas exclusivamente encontradas em Br.
troglodytes sendo essas condi¢Ges primitivas encontradas nos flebotomineos (Galati, 2003).
Outras caracteristicas como a presenca de cerdas longas na parte apical do gonocoxito,
protuberancia na parte basal do gonocoxito, presenca de cerdas e processo no paramero
também sdo caracteristicas exclusivas dessa espécie quando comparadas com as demais.

Vale ressaltar que Mg. migonei néo apresenta sensila-ventrocervical mas as demais
espécies inseridas no género Migonemyia apresentam essa estrutura, o que leva a crer que a a
perda dessa estrutura ocorreu posteriormente a divisdo do grupo. Outra caracteristica que
observamos em alguns espécimes de Mg. migonei foi a presenca de 1 papila em AV,
caracteristica primitiva, que pode ndo ter sido totalmente perdida em grupos dessa espécie. A
presenca de cerda espiniforme pré-apical, que é um espinho vestigial atrofiado, apenas nessa
espécie mostra também que essa espécie guarda caracteristicas primitivas (Galati, 2003).

Os espinhos de Newstead no palpdmero 111 mostra que as espécies de Nyssomyia e Br.
troglodytes apresentam implantagdo semelhante na estrutura com essas estruturas
concentradas em uma regido mais proeminente no meio da estrutura, enquanto que em Mg.
migonei estes estdo agrupados no segundo terco da estrutura e Bi. flaviscutellata estdo
dispersas por todo o articulo. Quanto a terminacdo dos ascoOides foi observado que se
prolongam até a papila pré-apical em Bi. flaviscutellata, apenas um dos ascoides ultrapassa a
papila em Br. troglodytes (devido a implantacdo ndo pareada dessas estruturas) e ultrapassam
a papila em todos as demais espécies. A presenca de cerdosidade na parte anterior do
catepisterno esta ausente nas espécies do género Nyssomyia.

As caracteristicas das espermatecas sao importantes para a diferenciacdo dos grupos
onde podemos observar que Mg. migonei apresenta o corpo da espermateca liso, com duto
individual e comum lisos, para Br. troglodytes a espermateca tem aspecto estriado, com duto
individual liso, e a cabeca da espermateca apresenta angulo de 90° com o corpo da
espermateca. As espécies do género Nyssomyia e de Bi. flaviscutellata apresentam corpo da
espermateca anelado, porém o duto comum desta Ultima espécime se apresenta pouco
estriado enquanto das demais é liso. Os dutos individuais se apresentam pouco estriados em
Bi. flaviscutellata e em Ny. intermedia, enquanto que nas demais espécies ele € liso.

Para a genitalia masculina a porcéo final do lobo lateral se mostrou afilado em Br.

troglodytes e Mg. migonei e oblongo nas demais espécies. Os parameros apresentam
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diferenciacdo entre os géneros com as espécies de Nyssomyia apresentando essa estrutura de
forma semelhante, com grande afilamento na estrutura a partir do terco apical, Mg. migonei
apresentando o paramero curvo, Bi. flaviscutellata com pardmero rombo e Br. troglodytes
com forma de clava. O tufo de cerdas presente Mg. migonei apresentou de 5 a 7 cerdas e 0s
de Br. troglodytes mais de 70 cerdas, com as demais espécies ndo apresentando essas cerdas.
O final dos filamentos genitais ndo apresentam diferenciacdo para as duas ultimas espécies
citadas tendo aspecto afilado, nas outras espécies essa estrutura se apresenta de forma distinta
para cada uma delas, onde as formas sdo: Concha para Ny. intermedia, Colher para Ny.
neivai, Bifurcado para Ny. whitmani e em forma de “L” invertido para Bi. flaviscutellata.
Essas estruturas sdo importantes para a identificacdo dos machos dessas trés espécies de
Nyssomyia.

A coloragdo do torax e dos escleritos mostrou que Br. troglodytes apresenta todos 0s
escleritos e 0 escudo castanhos escuros, Mg. migonei apresenta todos os esclertios castanhos
claros apenas o pronoto, 0o metepisterno e o paratergito palidos. Para as espécies de
Nyssomyia todos o0s escleritos toracicos sdo palidos e o pronoto, 0 mesonoto e o escutelo séo
castanhos escuros e Bi. flaviscutellata apresenta o mesmo padréo sendo diferente apenas pela

coloracdo do escutelo que se apresenta palido, fato que d& nome a espécie.

5.2.1 Funcéo Discriminante e Variaveis Candnicas

A avaliacdo das variaveis canbnicas mostrou que as espécies se separam de forma
significativa quando comparadas as caracteristicas avaliadas para ambos os sexos, apenas Ny.
intermedia e Ny. neivai se mostraram em uma area de intersecdo onde 73 dos 80 espécimes se
classificaram corretamente e na validacdo cruzada 65 destes. Mostrando que alguns
espécimes apresentam medidas que poderiam estar tanto em uma quanto na outra espécie.
Das estruturas que mais influenciaram na variacdo da amostra podemos citar as 5 primeiras
sendo elas Menor distancia entre olhos, Comp. Tarsémero | anterior, Comp. Palpo I, Comp.
Tarsémero | mediano e Comp. Tarsomero Il anterior.

Através da analise feita anteriormente para a diferenca das espécies podemos ver que
dessas variaveis, apenas uma delas (separava Ny. intermedia de Ny. neivai), 0 que pode ter
influenciado na diminuicdo dos espécimes corretamente classificados. Comparando-se as
analises feitas com as caracteristicas de machos e as de fémeas, primeiramente percebemos

que as especies se classificam 100% corretamente, havendo diminuicdo dessa porcentagem
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apenas entre as duas espécies citadas anteriormente. Interessante notar que na analise
realizada nos machos, as caracteristicas especificas desse sexo se fizeram mais presentes na
variacdo da amostra do que aquelas especificas de fémeas, cabe aqui salientar que uma
importante caracteristica de diferenciacdo entre as duas espécies nao foi calculada devido a
auséncia dessa em outras especies, sendo essa 0 comprimento do duto comum, o que pode ter
diminuido a discriminagdo entre as mesmas. Sendo assim as classifica¢cdes corretas foram
maiores para 0s machos (100%, 40/40 espécimes) e para fémeas (94,4%, 34/36 espécimes),
apos a validacdo cruzada os valores foram respectivamente 85% (34/40 espécimes) e 80,55%
(29/39 espécimes). Analisando apenas as espécies do género podemos comprovar que as
medidas das caracteristicas especificas de macho separam melhor as espécies Ny. intermedia
de Ny. neivai, com classificacdo correta de 100% para ambos 0S sexos, porém apds a
validagdo cruzada os indices mudam drasticamente com a porcentagem para machos sendo
igual a 92,5% e para fémeas igual a 65,71%.

Cazorla & Acosta (2003) em um estudo comparativo entre espécies do complexo
cayennensis, sendo elas, Micropygomyia yencanensis, Micropygomyia c. cayennensis e
Micropygomyia micropyga, utilizando-se de analise de variaveis candnicas conseguiram
discriminar as trés espécies com 100% de classificacdo correta. Dujardin & Le Pont (2000),
avaliando sub-espécies do género Psychodopygus demonstraram que era capaz de separar a
espécie Psychodopygus carrerai thula de Psychodopygus carrerai carrerai, onde a primeira
sempre foi associada como sub-espécie da segunda por sua semelhanga e por ocorrerem em
alopatria.

A auséncia de classificacdo correta em 100% dos espécimes no nosso trabalho pode
ser devido a utilizacdo de todos os caracteres morfométricos analisados, provavelmente uma
analise apenas das variaveis que mais discriminam os grupos separaria em 100% todos os
espécimes de Ny. intermedia e Ny. neivai.

Sabidamente, a L. (V.) braziliensis é o agente etiolégico mais importante na
epidemiologia das LTA, ndo apenas pelo quadro de deformidades que pode estar associado,
mas pela ampla distribuicdo no territorio brasileiro. Neste contexto, Ny. intermedia , Ny.
neivai, Ny. whitmani e Mg. migonei, destacam-se como importantes vetores nas diferentes
regides geogréaficas do Brasil.

Entretanto, em algumas situacdes, como por exemplo, no Ceard, em Minas Gerais, na
Bahia, no Rio de Janeiro, dentre outros, a transmissdo de L. (V.) braziliensis esta associada a

participacdo de mais de um vetor, ocorrendo em simpatria. Nessas circunstancias, como
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definir o vetor primario e o vetor secundario, se ambos apresentam os critérios esséncias para
serem 0s potenciais vetores?

A densidade populacional, talvez induza a alguma hipdtese, mas que ndo leva em
conta a relacdo Leishmania-flebotomineo, na logica do processo co-evolutivo. Alguns estudos
apontam para 0 processo co-evolutivo entre as leishmanias e os flebotomineos, a partir do
Cretaceo, inclusive sugerindo que os vetores na verdade seriam os hospedeiros primitivos
(Poinar G.; Poinar R., 2004, Poinar, 2008).

Recentemente, foi discutida a importancia de se considerar as relagdes entre espécies
de flebotomineos, através da filogenia, para uma melhor compreensdao do papel destes
vetores, principalmente na categorizacdo de primario ou secundario (Ready 2012).

Nesta perspectiva, estudos filogenéticos que analisem as espécies de flebotomineos
associados a transmissao de L. (V.) braziliensis poderdo trazer a luz informacdes importantes
ndo apenas numa avaliacdo evolutiva, mas também contribuir para um melhor entendimento
da ecologia das LTA associada a este parasito.

Embora a morfologia, ao longo dos anos, tenha contribuido de forma significativa nao
apenas para a correta identificacdo de espécies, mas também para estudos filogenéticos de
flebotomineos (Young & Duncan 1994, Galati 2003), os estudos de morfometria classica
desenvolvidos por néds, revelou alguns caracteres que podem ser diagnosticos de espécies,
como por exemplo, comprimento dos dutos comuns, largura do duto individual, razéo do
filamento genital pelo final dos filamentos genitais, distancia entre o espinho apical e o
externo superior.

Por outro lado, a morfometria geométrica, ainda pouco explorada em estudos sobre
Phlebotominae, se mostra como uma ferramenta adicional e importante. A utilizacdo de um
conjunto de caracteres para analises da morfologia e da morfometria (classica e geométricas),

certamente trazem um embasamento consistente para estudos filogenéticos.
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6 CONCLUSOES

e A morfometria geométrica das asas é uma ferramenta util que pode identificar padrbes

de géneros e espécies de flebotomineos.

o As morfometrias geométrica e classica foram capazes de separar 0S géneros

Brumptomyia, Migonemyia, Bichromomyia e Nyssomyia.

e As formas médias das asas de Nyssomyia se apresentam mais proximas de Mg.

migonei do que de Bi. flaviscutellata.

e A andlise do tamanho do centréide mostrou diferenciagdo significativa entre as

espécies do complexo intermedia, Ny. intermedia e Ny. neivai.

o Dados morfométricos de estruturas da genitalia masculina separam melhor as espécies

do que os da genitalia feminina.

e Dentre todos os caracteres observados, para ambos 0S sexos, 0S que mais
coontribuiram para a diferenciagdo das espécies foram: o comprimento da bomba

genital, o comprimento do corpo da espermateca e a largura dos dutos individuais.

e A razdo entre os filamentos genitais e o final dos filamentos genitais pode ser mais

uma caracteristica util para a diferenciacdo das espécies Ny. intermedia e Ny. neivai.
e Asanalises corroboraram com a separacao de Bichromomyia e Nyssomyia.
e As espécies vetoras de Leishmania (Viannia) braziliensis, Nyssomyia intermedia, Ny.

neivai, Ny. whitmani e Migonemyia migonei sdo feneticamente mais préximas entre si

do que Bi. flaviscutellata, vetor de Leishmania (Leishmania) amazonensis.
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Figura Al — Caracteres morfoldgicos da cabeca analisados. A) Sutura Inter-ocular, B) Férmula Palpal, C) Forquilha labial, D)
Parte Terminal dos ascoides, E) Prolongamento anterior dos ascdides (seta superior) e Papila em AV, F) Implantacdo dos

ascoides, G) Implantagdo Espinhos de Newstead, H) Dentes da Lacinia, 1) Area esclerosada na camara do cibario, J - K)
Posi¢do dos dentes horizontais do cibério.
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Figura A2 - Caracteres morfologicos do torax e do abddmen de fémeas analisados. Torax: A) Cerdosidade na parte
anterior do catepisterno, B) Sensila ventro-cervical, C) Pigmentagdo do escudo e dos escleritos toracicos. Abdémen de
fémea: D) Angulo da cabeca em relacdo ao corpo da espermateca. E) Corpo da espermateca (seta superior) e duto
individual (seta inferior), F) Corpo da espermateca de Mg. migonei, G) Corpo da espermateca de Br. troglodytes, H)
Corpo da espermateca de Ny. whitmani, I) Protuberancia esclerosada no 9° tergito abdominal.
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Figura A3 — Caracteres morfoldgicos do abddmen de machos analisados. A) Apice do lobo lateral, B) Cerdas diferenciadas
(seta superior) e processo (seta inferior) no pardmetro, C) Implantacdo e nimero de espinhos no gondstilo (seta superior),
forma do pardmero (seta mediana) e forma apical do lobo lateral (seta inferior), D - E) Tufo de cerdas na base do
gonocoxito, F) Cerda espiniforme pré-apical, G) Protuberancia esclerosada na base do gonocoxito.
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Figura A4 - Caracteres morfolégicos do abddémen de machos analisados. Final dos filamentos genitais de: A) Bi.
flaviscutellata, B) Mg. migonei, C) Ny. whitmani, D) Ny. neivai, E) Ny. intermedia e F) Br. troglodytes. G) Cerdas longas
na parte apical do gonocoxito de Br. troglodytes.



