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Resumo

AFONSO, Margarete Martins dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2008. Estudos sobre algumas populacdes brasileiras de Lutzomyia (Lutzomyia)
longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae): morfologia,
morfometria e habitos alimentares. Orientadora: Mara Garcia Tavares. Co-orientadores:
Elizabeth Ferreira Rangel e José Cola Zanuncio.

Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) possui ampla distribuicao
no territorio brasileiro e esta incriminada como transmissora da Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi (Cunha & Chagas 1937). Considerando a discordancia de informacgoes
quanto a hipdtese de L. (L.) longipalpis ser ou ndo um complexo de espécies em relacdo as
populacdes brasileiras, e que informacBes sobre a biologia deste flebotomineo, ainda, séo
insuficientes para o sucesso das acGes de controle da LVA, o0 objetivo deste trabalho foi o
de contribuir com o conhecimento de algumas populagdes brasileiras de L. (L.) longipalpis
de Teresina (PI), Jequié (BA), Sobral e Massapé (CE) (as duas Ultimas foram consideradas
quatro populagdes, de acordo com o padrdo de manchas abdominais nos machos),
estudando a morfologia e morfometria de espécimes adultos machos, e os habitos
alimentares das fémeas. Na morfologia e morfometria foram considerados 21 caracteres,
distribuidos pela cabeca, térax e abdome, analisados pelos testes ANOVA e Student-
Newman-Keuls (SNK) e para conhecimento das fontes alimentares utilizou-se a técnica de
ELISA. Os dados obtidos através da morfologia revelaram, nas seis populagdes analisadas,
exemplares com um par e dois pares de manchas abdominais, havendo sempre a
predominancia de machos da forma “um-par’. A férmula palpal mais frequente foi
1.2.4.3.5; outras duas formulas, também, foram observadas, ainda que em poucos
exemplares, 1.4.2.3.5 e 1.(2.4).3.5. Na analise morfométrica, através do teste de SNK foram
encontradas unides, disjuncdes e interseccdes entre as populacdes analisadas. Baseado na

analise de seis caracteres foi possivel observar que as populacdes de Jequié e Teresina



formavam um conjunto disjunto daqueles formados pelas populacbes do Ceard. Na
populacédo de Jequié, quando comparada as populacdes do Ceara (Massapé e Sobral), pode-
se observar que 79 a 95% dos caracteres revelaram diferengas significativas. Atraves da
ANOVA, no cruzamento entre as populacdes do Ceara, foram detectadas poucas diferencas
significativas. O dendograma gerado a partir do programa TFPGA, revelou separacdo entre
as populacdes do Ceara e as demais, bem como evidenciou as populacdes de Sobral, S1P e
S2P, em ramos isolados. Valores de bootstrap demonstraram que as populagdes do Ceara
(S1P, S2P, M1P e M2P) e Teresina/ Jequié constituem ramos isolados, com um nivel de
confianca de 100%. As populacdes de Sobral, S1IP e S2P se apresentaram como ramos
isolados, com bootstrap de 53%. Com relacdo aos estudos das fontes alimentares, foram
testadas 609 fémeas, obtendo-se um indice geral de positividade de 40,72%. No municipio
de Jequié, as fémeas revelaram maior positividade para o anti-soro de ave, seguido de
humano, céo e de gamba. Em Teresina obteve-se o mais alto indice de positividade, embora
com reatividade, apenas, para o anti-soro de ave (maior percentual), seguido do anti-soro de
cdo. Nos flebotomineos procedentes de Sobral, mais uma vez, o anti-soro de ave revelou
maior percentual de positividade, seguido de cdo e gamba. Nos espécimes procedentes de
Massapé foi encontrada a maior diversidade de combinacgdes de fontes alimentares, sendo
esta a Unica populacdo que obteve reatividade para todos os anti-soros. Também, em
Teresina, Jequié e Sobral, foram identificadas fémeas com reatividade para mais de um

anti-soro.
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Abstract

AFONSO, Margarete Martins dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February 2008. Studies of some populations of brazilian Lutzomyia (Lutzomyia)
longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae): morphology,
morphometry and feeding habits. Adviser: Mara Garcia Tavares. Co- advisers: Elizabeth
Ferreira Rangel and José Cola Zanuncio.

Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz & Neiva 1912) has wide distribution in the
Brazilian territory and is incriminated as transmitting the Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi (Cunha & Chagas 1937). Considering the inconsistency of information
about the possibility of L. (L.) longipalpis to be a complex or not of species for Brazilian
populations, and that information on the biology of this phlebotomine sand fly are still
insufficient for the success of the shares to control the LVA, this paper aims to contribute to
the knowledge of some Brazilian populations of L. (L.) longipalpis of Teresina (PI), Jequié
(BA), and Sobral Massapé (CE) (the latter two were considered four populations, according
to the pattern of abdominal spots in males), studying the morphology and morphometry of
specimens adult males, and the eating habits of females. In morphology and morphometry
were considered 21 characters, distributed by the head, thorax and abdomen, analyzed by
ANOVA and Student-Newman-Keuls (SNK). For the knowledge of the blood sources of
females the ELISA test was applyied. Data obtained through morphology revealed, among
the six populations analyzed, individuals with one par and two pairs of abdominal spots,
within the predominance of "one-pair" males. The most frequent palpal formula was
1.2.4.3.5; other two formulae were also observed, although in a few specimens, 1.4.2.3.5
and 1. (2.4) .3.5. In morphometric analysis, through SNK test, were found unions,
disjunctions and intersections among populations analyzed. Based on the analysis of six
characters, could observe that the Jequié and Teresina populations produced an individual
set from those formed by the Ceara populations. In population of Jequié, when compared to

population of Ceara (Massapé and Sobral), it can be observed that 79 to 95% of the
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characters revealed significant differences. By ANOVA, at the crossroads between the
population of Cear, few significant differences were detected. The dendogram created by
TFPGA, revealed a split between the Ceara and others populations, and verified that Sobral
populations, S1P and S2P, were in isolated arms. Values of bootstrap showed that the
populations of Ceara (S1P, S2P, M1P and M2P) in Teresina/Jequié branches are isolated,
with a confidence level of 100%. The populations of Sobral, S1P and S2P, have become
isolated arms, with 53% of bootstrap. About the blood feeeding sources studies, 609
females were tested, obtaining an index of general positivity of 40.72%. In the municipality
of Jequié, the females showed greater positive for the anti-serum of bird, followed by the
human, dog and opossum. In Teresina, was found the highest rate of positivity, although
with reactivity only for the anti-serum from bird (higher percentage), followed by the dog
anti-serum. In sand flies from Sobral, once again, bird anti-serum showed a higher
percentage of positivity, followed by dog and opossum. In specimens from Massapé, it was
found the greatest diversity of blood sources combinations, being the only population who
got reactivity for all anti-sera. Also, in Teresina, Jequié and Sobral, females were identified

with reactivity for more than one anti-serum.
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Introducéo Geral

Leishmanioses

As leishmanioses sdo protozoonoses causadas por protozoarios flagelados
heteroxenos do género Leishmania Ross 1903, pertencentes a ordem Kinetoplastida e
familia Trypanosomatidae. Sdo transmitidas através da picada de flebotomineos,
dipteros da familia Psychodidae e sub-familia Phlebotominae, dos géneros Lutzomyia
(Continente Americano) e Phlebotomus (Velho Mundo) (Young & Duncan 1994).

Estas enfermidades constituem graves problemas de saude publica, acometendo
indistintamente, homens, mulheres e criancas e encontram-se entre as Sseis mais
importantes doencas parasitarias. As leishmanioses manifestam-se sob diferentes formas
clinicas devido, sobretudo, a variedade de parasitas que afetam a populagdo humana
(Peters & Killick-Kendrick 1987).

Sua distribuicdo ocorre em 88 paises, atingindo os continentes Americano,
Europeu, Asiatico, Africano e Australiano, com cerca de trezentos e cingienta milhdes
de pessoas vivendo em area de risco (Desjeux 2001, OMS 2008).

As leishmanias sdo protozoarios que tém seu ciclo de vida associado a dois
hospedeiros: os vertebrados, onde vivem sob a forma de amastigotas, nas células do
sistema fagocitico mononuclear de alguns 6rgdos, e os invertebrados (flebotomineos),
onde se desenvolvem e se multiplicam no tubo digestivo (Walters et al. 1989, Grimaldi
& Tesh 1993).

Cerca de vinte e duas espécies de leishmanias sdo encontradas infectando o
homem (Grimaldi et al. 1991, Shaw 1994, Ashford 2000, Silveira et al. 2002) e destas,
quinze ocorrem nas Ameéricas (Shaw 1994, Silveira et al. 2002).

Os reservatorios das especies de leishmanias sdo, principalmente, mamiferos
silvestres pertencentes as ordens Carnivora, Rodentia, Marsupialia, Edentata, Primata e
Artiodacytyla. Estes mamiferos participam do ciclo priméario de transmissdo, servindo
como fonte de infec¢do para flebotomineos e mantendo assim o ciclo silvestre (Lainson
& Shaw 1998). Contudo, sugere-se que alguns animais domesticos (caes e equinos), em

determinadas situac@es, sejam responsaveis pela manutencédo dos ciclos peridoméstico e



urbano, onde as espécies de flebotomineos vetores estariam adaptadas ao ambiente
domiciliar e/ou peridomiciliar (Rangel et al. 1990, Rangel 1995, Brasil-SVS/MS 2007).

A competéncia vetorial de uma espécie de flebotomineo é determinada pela
aptiddo da Leishmania em sobreviver, se multiplicar e diferenciar dentro do trato
digestivo, de modo que seja transmitida aos vertebrados. Tal processo depende de
fatores intrinsecos do flebotomineo, os quais irdo determinar sua capacidade de ser
susceptivel ou refratario ao desenvolvimento da Leishmania. Tais fatores sugerem a
existéncia de um processo de co-evolucdo entre as espécies de leishmanias e seus
vetores (Pimenta et al. 2003). Diversas espécies de leishménias podem ser transmitidas
aos mamiferos, inclusive ao homem, somente atraves das fémeas, que desenvolveram a
hematofagia em sua busca por alimento e, por conseguinte, podem ocasionalmente,
ingerir a Leishmania. O sangue ingerido, contendo as formas amastigotas, é contido no
intestino médio, onde os parasitas se diferenciam nas formas promastigotas. Nesta fase
ocorre sua multiplicacdo ao longo da digestdo sanguinea, seguida da migracdo e
colonizacdo nas diferentes porcdes do trato digestivo, onde inicialmente podem alojar-
se na parte posterior, no piloro (parasitas da secao peripilaria, leishmanias do subgénero
Viannia) ou ainda, no intestino médio (parasitas da secdo suprapiléria, leishmanias do
subgénero Leishmania) para, em seguida, migrarem para a porcdo anterior do tubo
digestivo, onde novamente ocorre a multiplicacdo celular. A transmissdo dos parasitas
ocorre quando fémeas infectadas realizam nova alimentagdo sanguinea, regurgitando
formas promastigotas infectivas (Walters et al. 1987, 1992, Walters 1993, Pimenta et al.
2003).

As Leishmanioses no Brasil

As leishmanioses, no Novo Mundo, segundo a manifestacdo clinica, estdo
divididas em Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), que apresenta um padrdo
diferenciado de manifestacGes clinicas (cutdnea e mucosa), e Leishmaniose Visceral
Americana, (LVA), cujo tropismo do parasito pelo sistema fagocitico mononuclear do
baco e do figado acarreta a hiperplasia e hipertrofia desses orgaos (Brasil-SVS/MS
2006, 2007).

No Brasil, as leishmanioses estdo incluidas no quadro das grandes endemias,
pertencendo a lista do Sistema Nacional de Informacdo de Doencas de Notificacdo



Compulsoria (SNDC), do Ministério da Saude. Estdo presentes em todas as Unidades
Federadas. Nos ultimos vinte anos, sua incidéncia tem aumentado em praticamente
todos os estados e, nesse periodo, houve crescente processo de instalacdo das
leishmanioses nas areas urbanas e peri-urbanas (Rangel 1995).

No Brasil, o conceito de leishmanioses como zoonoses de animais silvestres, em
gue o homem torna-se hospedeiro acidental no momento que invade as florestas
primarias onde estdo presentes o0s reservatorios naturais das espécies de leishmanias e
seus respectivos vetores, atualmente, restringe-se a Floresta Amazonica, a residuos de
Mata Atléntica e ao Cerrado. Entretanto, encontra-se, hoje, um novo perfil de
transmissdo que estd associado as alteragcbes ambientais, com comprometimento da
cobertura vegetal natural, em decorréncia de inumeros fatores. Estas alteracfes
ambientais favorecem a aproximacdo de mamiferos silvestres (alguns atuando como
reservatorios de Leishmania) do ambiente domiciliar, onde flebotomineos,
principalmente os que apresentam elevado ecletismo alimentar, acabam por estabelecer
ciclos de transmissdo préximos ao homem.

Dessa forma, a incidéncia das leishmanioses no Brasil vem crescendo em vérias
regides do pais, a0 mesmo tempo em que apresentam mudangas em seu quadro
epidemioldgico (Lainson 1983, 1988, Wash et al. 1993, Laison et al. 1994). Nas regides
Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, vém sendo descritos novos perfis
epidemioldgicos, ocorrendo, em muitos casos, a transmissdo domiciliar e/ou
peridomiciliar, sendo facilmente observada a presenca destes agravos em areas

metropolitanas, onde a Mata Atlantica tem sido devastada.

Leishmaniose Tegumentar Americana

Segundo o Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
(Brasil-SVS/MS 2007), pode-se definir a LTA como uma doenca infecciosa, nédo
contagiosa, causada por diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania, que
acomete pele e mucosas. Casos humanos tém sido registrados com diferentes formas
clinicas que incluem desde lesdo cutanea localizada, mdaltiplas lesdes (forma
disseminada), nodulacGes ndo ulceradas (cutanea difusa) e comprometimento de mucosa
(Brasil-SVS/MS 2007).

A LTA possui ampla distribuigdo no Continente Americano, havendo registro de

casos desde o extremo sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com excecéo do



Chile e Uruguai. No Brasil, sua transmissao é descrita em diversos municipios de todas
as unidades federadas (Brasil-SVS/MS 2007).

Atualmente, a LTA no Brasil esta categorizada em trés padrdes epidemioldgicos
(Brasil-SVS/MS 2007): 1) silvestre, onde a transmissdo ocorre em area de vegetacao
primaria, neste caso a doenca é exclusivamente caracterizada como uma zoonose de
animais silvestres, podendo atingir o ser humano apenas quando este entra em contato
com o ambiente silvestre, onde esteja ocorrendo a enzootia; 2) ocupacional e/ou lazer
(padrédo de areas impactadas), esta associado a exploragdo desordenada da floresta e a
derrubada de matas para construcdo de estradas, usinas hidrelétricas, instalacdo de
povoados, extracdo de madeira, desenvolvimento de atividades agropecuarias, de
treinamentos militares e ecoturismo; 3) rural e periurbano, em areas de colonizacao
antiga, relacionado ao processo migratdrio, com ocupacao de encostas e aglomerados na
periferia de centros urbanos, sempre associado a matas secundarias ou residuais, e ndo a
derrubadas de matas. Neste padrdo de transmissdo sugere-se que cdaes, equinos e
roedores sejam reservatorios.

A LTA é uma doenca com diversidade de agentes etioldgicos, reservatorios e
vetores que determinam diferentes ciclos de transmissdo em nichos ecoldgicos restritos
(Rangel 1995).

Esta enfermidade é causada por leishmanias dermotropicas dos subgéneros
Leishmania e Viannia, sendo trés de maior importancia epidemiolégica: Leishmania
(Viannia) braziliensis, a de mais ampla distribuicdo, Leishmania (Viannia) guyanensis e
Leishmania (Leishmania) amazonensis.

As leishmanias do subgénero Viannia tém sua transmissdo associada com
Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia (Lutz & Neiva 1912), L. migonei (Franca, 1920), L.
(Pintomyia) fischeri (Pinto 1926), L. (Nyssomyia) umbratilis (Ward & Fraiha 1977), L.
(Psychodopygus) wellcomei Fraiha, Shaw & Lainson 1971, L. (Psychodopygus)
complexa (Mangabeira 1941), L. (Psychodopygus) ayrozai (Barretto & Coutinho 1940),
L. (Psychodopygus) paraensis (Costa Lima 1941), L. (Psychodopygus) squamiventris
squamiventris (Lutz & Neiva 1912), L. (Trichophoromyia) ubiquitalis (Mangabeira
1942), L. (Nyssomyia) antunesi (Coutinho 1939), L. (Viannamyia) tuberculata
(Mangabeira 1941) e L. (Nyssomyia) whitmani s.I. (Antunes & Coutinho 1939)
(Lainson & Shaw 1998, Shaw 2002, Rangel & Lainson 2003). Como principal
transmissor da L. (L.) amazonensis, destaca-se L. (Nyssomyia) flaviscutellata
(Mangabeira 1942) (Lainson & Shaw 1998, Shaw 2002, Rangel & Lainson 2003).



Ja foram registradas infeccbes por LTA em algumas espécies de animais
silvestres, sinantropicos e domésticos, sendo o papel, destes ultimos, como
reservatorios, ainda nao definidos. Como hospedeiros e possiveis reservatdrios naturais
das leishménias dermotropicas destacam-se espécies de mamiferos silvestres, tais como
as preguicas (Choloepus didactylus), tamanduéds (Tamandua tetradactyla), roedores
(Bolomys lasiurus, Rattus rattus, Nectomys squamipes, Proechymis), primatas (Cebus
apella), dentre outros (Lainson & Shaw 1998). Sdo numerosos os registros de infec¢édo
em animais domésticos (cées, especialmente, eqliinos e gatos) os quais, em algumas
situacdes, sdo sugeridos como reservatorios, embora ndo haja comprovacdes cientificas
que confirmem o papel destes animais como fontes de infec¢do para os flebotomineos
(Lainson & Shaw 1998, Rangel & Lainson 2003).

Leishmaniose Visceral Americana

A leishmaniose visceral americana (LVA) tornou-se uma das doencas mais
importantes da atualidade, devido a sua incidéncia e alta letalidade, sobretudo em
individuos ndo tratados e criancas desnutridas. Além disso, é considerada emergente em
individuos portadores de infeccédo pelo virus de imunodeficiéncia adquirida (HIV). Com
comprometimento do figado, do baco, da medula déssea e dos tecidos linféides pode
progredir para um quadro bastante grave e, se ndo tratada precocemente e de forma
adequada, pode evoluir para o 6bito (Brasil-SVS/MS 2006).

Na América Latina, a doenca ja foi descrita em 12 paises, sendo que 90% dos
casos ocorrem no Brasil, especialmente concentrados nas Regifes Nordeste e Centro-
Oeste (Brasil-SVS/MS 2006).

Esta doenca tem apresentado mudangas importantes no padréo de transmissao,
como resultado gradativo da modificagdo do meio ambiente, particularmente associados
aos processos de urbanizacdo desordenados. Os dados epidemioldgicos das ultimas
décadas apontam a urbanizacdo e periurbanizagdo da LVA, destacando-se surtos em
cidades como Santarém (PA), Corumbéa (MS), Natal (RN), S&o Luiz (MA), Teresina
(PI), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Rio de Janeiro (RJ), Fortaleza (CE),
Camacari (BA), Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO), com cerca de
1.600 municipios apresentando transmissdo autoctone (Brasil-SVS/MS 2006).

A LVA, inicialmente, estava associada ao ambiente rural e periferia das grandes

cidades, entretanto este perfil vem se modificando, em algumas regides, onde a doenca



encontra-se urbanizada. Segundo o Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose
Visceral (Brasil-SVS/MS 2006), podem ser definidos dois padrdes epidemiologicos
para a LVA: 1) padrdo cléssico, associado ao ambiente rural, periferia das grandes
cidades, presenca de baixo nivel sdcio-econdmico e pobreza; 2) padrdo recente,
encontrado no ambiente urbano, em cidades de médio e grande porte, principalmente
nas regides Sudeste e Centro-Oeste.

O Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV), para melhor
desenvolver as a¢des preconizadas, classifica 0s municipios como &reas de transmisséo
esporédica, moderada ou intensa (Brasil-SVS/MS 2006).

O agente etiologico da LVA no Continente Americano é a Leishmania
(Leishmania) chagasi, cujo vetor principal é Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz &
Neiva 1912), espécie altamente adaptada ao ambiente urbano e que relne fortes
evidéncias quanto a sua competéncia vetorial (Deane 1956, Lainson et al. 1977, 1990,
Laison & Shaw 1979, Ryan et al. 1986, Lainson & Rangel 2003, 2005).

Uma situacdo diferenciada, com relacdo a transmissdo da LVA, observa-se na
regido central do Brasil. Em 1998, Santos et al. sugeriram que Lutzomyia cruzi estaria
envolvido com a transmissdo de LVA em Corumbad e Ladario (MS), por sua
antropofilia, alta densidade e pela auséncia de L. (L.) longipalpis nas éareas de
transmissdo. Em 2003, 0 mesmo grupo relatou o achado de infec¢do natural em L. cruzi.
Recentemente, Missawa & Lima (2006) apontaram algumas evidéncias da participacdo
de L. cruzi na transmissdo da LVA no municipio de Jaciara (MT).

No ambiente silvestre, os reservatorios da LVA sao as raposas (Dusicyon vetulus
e Cerdocyon thous) e, possivelmente, os marsupiais (Didelphis albiventris); no Brasil ja
foram encontradas raposas infectas no Nordeste, Sudeste e regido Amazonica. J& na area
urbana, o cdo (Canis familiaris) é tido como principal fonte de infeccdo para os
flebotomineos (Deane 1956, Lainson & Shaw 1998, Lainson & Rangel 2003, 2005,
Brasil-SVS/MS 2006).

A identificacdo das fontes alimentares de insetos hematofagos tem trazido
informacdes bastante Uteis para o delineamento de estratégias de controle de varios
agravos por eles transmitidos (Ngumbi et al. 1992, Savage et al. 1993).

Na avaliacdo dos habitos alimentares dos flebotomineos, a aplicacdo do teste de
precipitina tem contribuido para demonstrar sua atracdo pelos provaveis hospedeiros de
leishmanias, além de conhecer o grau de antropofilia das espécies (Tesh et al. 1971,
Christensen et al. 1982, Ogosuku et al. 1994, Nery et al. 2004. Afonso et al. 2005).



Dada a sua importancia epidemioldgica, estudos sobre os habitos alimentares de L. (L.)
longipalpis tém sido realizados nesse sentido, as primeiras analises foram realizadas em
populacBes da Colémbia, j& revelando o ecletismo da espécie e, posteriormente,
populaces brasileiras passaram a ser analisadas (Morrison et al. 1993).

Mesmo conhecendo a especificidade do teste de precipitina, a técnica
imunoenzimatica (ELISA), comecou a ser empregada, dada sua maior sensibilidade
(Burkot et al. 1981, Edrissian & Hafizi 1982, Duarte 1997). Quinnell et al. (1992)
utilizaram o teste de ELISA para avaliar experimentalmente a preferéncia alimentar de
fémeas de L. (L.) longipalpis, provenientes do Para. Estes autores concluiram que a
atracdo exercida pelo hospedeiro, seria variavel em relacdo ao seu tamanho relativo.
Marassa et al. (2004) detectaram a eficacia do método avitina-biotina em fémeas de L.

(L.) longipalpis.

Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis e a leishmaniose visceral americana no Brasil

Os estudos sobre a LVA no Brasil tiveram inicio em 1934, quando Penna
estudando a febre amarela, encontrou leishmanias em fragmentos de figado de algumas
pessoas, cujas mortes suspeitava-se terem sido por febre amarela; num total de 47.000
exames, 41 deles foram positivos para leishmanias (Lainson & Rangel 2003, 2005).

Chagas (1936), em Sergipe, relatou um caso autdctone de LVA, informando o
achado de formas semelhantes a Leishmania (Leishmania) donovani (=L. (L.) infantum
chagasi), alem de capturar Phebotomus longipalpis (=L. (L.) longipalpis) na casa deste
paciente. Posteriormente, em 1938, no Estado do Para, Chagas et al. registraram casos
humanos e caninos desta enfermidade, sendo L. (L.) longipalpis o flebotomineo
sugerido como vetor.

Deane & Deane, trouxeram contribuicbes relevantes para o0 estudo da
epidemiologia da LVA no Brasil. No Ceara, encontraram “leptomonas”, consideradas L.
donovani (=L. (L.) infantum chagasi), em espécimes de L. (L.) longipalpis (Deane &
Deane 1954a). Posteriormente, obtiveram a infecgdo experimental de L. (L.)
longipalpis, quando estes flebotomineos foram alimentados em raposas e cées
infectados, bem como em pacientes (Deane & Deane 1954b). Ainda, em estudos
epidemioldgicos, Deane (1956) observou que a distribuicdo espacial de L. (L.)
longipalpis coincidia com a da doenga, uma vez que este flebotomineo correspondia a



97% dos exemplares capturados, com elevada incidéncia nos domicilios das areas de
transmissao.

Em 1977, Lainson et al. confirmaram a competéncia vetorial de L. (L.)
longipalpis, através da transmissdo experimental de Leishmania (Leishmania) chagasi
(=L. (L.) infantum chagasi), pela picada (hamster a hamster). Em 1985, Lainson et al.,
no Estado do Para, detectaram taxa de infeccdo natural de flebotomineos variando entre
7% a 14%, sendo os exemplares de L. (L.) longipalpis coletados nas residéncias onde
residiam pessoas e cées doentes.

Os estudos pioneiros de Deane (1956), sobre a epidemiologia da LVA no Ceara,
descreveram raposas infectadas com amastigotas, além da forte atracdo que exerciam
sobre os flebotomineos, que se tornavam infectados, sugerindo estes mamiferos como
reservatorios primarios na LVA. Também, foi demonstrado que L. (L.) longipalpis
picava avidamente cdes. Através de xenodiagndstico, observou que cerca de 30% dos
flebotomineos se infectaram, aspecto relevante para sugerir 0 cdo como importante
fonte de infeccdo para o vetor no ambiente domiciliar. Posteriormente, outras
investigacOes discutiram o papel de cées na epidemiologia da LVA (Genaro 1993, Miles
et al. 1999, Gradoni 1999, Franga-Silva 2003, Camargo-Neves 2004).

Lutzomyia (Lutzomyia) longipalis: complexo de espécies cripticas?

Sherlock & Sherlock (1961) sugeriram pela primeira vez que L. (L.) longipalpis
seria um complexo de espécies, a partir de variacbes observadas em populacdes
nordestinas na capacidade de se infectar e transmitir Leishmania, experimentalmente.
Mangabeira (1969) observou diferencas morfologicas em machos de L. (L.) longipalpis
de duas populac@es brasileiras: a populacdo do Ceara apresentou dois pares de manchas
claras abdominais (no terceiro e quarto tergitos abdominais), enquanto que a populagédo
do Pard apresentou apenas um par de manchas (no quarto tergito). Estas evidéncias
morfoldgicas, de fato, fizeram com que Mangabeira levantasse a hipotese de que L. (L.)
longipalpis seria um complexo de espécies.

A partir de entdo, varios estudos com populacGes de L. (L.) longipalpis, do
Continente Americano, vém sendo desenvolvidos com o uso de diferentes ferramentas
para discutir o status taxondémico desde flebotomineo.

Anélises por microscopia eletronica revelaram detalhes micromorfolégicos das

manchas, indicando que se tratavam de numerosas papulas, com fungdo secretora de



feromoénios, sendo que estas variavam em numero (Lane & Ward 1984).
Posteriormente, Lane et al. (1985) correlacionaram diferentes feroménios isolados a
quantidade de manchas que encontravam em cada populagéo.

Lanzaro et al. (1993), através de técnicas isoenzimaticas, observaram
diferenciacéo entre populacGes oriundas do Brasil, Coldombia e Costa Rica.

Na década de 90, a analise morfométrica mostrou-se uma ferramenta eficiente na
taxonomia de flebotomineos, complementando as observacGes morfologicas. Rangel et
al. (1996), ao analisarem populacgdes de L. (N.) whitmani (Antunes & Coutinho 1939)
procedentes do Pard, do Ceara e da Bahia, observaram, através da analise morfométrica,
diferencas significativas entre as populacdes do Nordeste (CE e BA) e do Norte (PA),
em algumas estruturas da cabeca, torax e abdome. Estas foram consideradas evidéncias
importantes que, associadas a estudos de biologia e com marcadores moleculares,
sugeriram a existéncia de duas linhagens geogréficas de L. (N.) whitmani. Marcondes
(1996) revalidou L. neivai (Pinto 1926) ap6s analise das dimensdes e das proporgdes de
algumas estruturas morfologicas, tanto de machos como de fémeas, verificando que
eram estatisticamente diferentes das observadas para L. (L.) intermedia (Lutz & Neiva
1912).

Os primeiros estudos comparando populac@es brasileiras de L. (L.) longipalpis,
através da observacdo de caracteres morfologicos e morfométricos foram realizados por
Azevedo et al. (2000) sugerindo um elevado polimorfismo intrapopulacional que ndo
justificaria a existéncia de um complexo de espécies confirmado, pelos mesmos autores,
com base em estudos isoenzimaticos.

A morfologia foi importante para descricdo da primeira espécie do “complexo
longipalpis”, a Lutzomyia pseudolongipalpis, diferencas morfoldgicas foram
complementadas pela descricdo de um locus diagndéstico (Arrivillaga & Feliciangeli
2001).

Posteriormente, outras ferramentas foram empregadas na comparagdo de
populacdes de L. (L.) longipalpis, Oliveira et al. (2001), na andlise de variacéo
molecular nos genes cacophony e period de populacGes de L. (L.) longipalpis, sugerem
que o som de corte mostra-se importante para o estudo do processo de especiacdo do

complexo “longipalpis”, uma vez que os resultados obtidos revelaram variacGes entre as
populacbes estudadas (Natal/RN, Jacobina/BA e Gruta da Lapinha/MG).

Posteriormente, Bauzer et al. (2002), estudando as mesmas popula¢des, utilizando o



gene period como marcador molecular, encontraram resultados que corroboraram o
estudo anterior, apontando diferencas indicativas deste flebotomineo se tratar de um
complexo de espécies, uma vez que este gene controla o ritmo bioldgico e o som de
corte, podendo levar as espécies ao isolamento reprodutivo. Souza et al. (2004),
trabalharam com populac6es da Ilha de Marajo/PA, Natal/RN, Jacobina/BA, Gruta da
Lapinha/MG e duas populacBes simpatricas da localidade de Sobral/CE (onde se
encontram machos apresentando um e dois pares de manchas abdominais) e observaram
quatro tipos de sons, sugerindo que L. (L.) longipalpis no Brasil seria um complexo de,
pelo menos, quatro espécies.

Arrivilaga et al. (2002), estudando sequéncias de DNA mitocondrial de doze
populacbes de L. (L.) longiplapis (Costa Rica, Colémbia, Venezuela, e outras seis
brasileiras Roraima/RR, Salvaterra/PA, Santarém/PA, Baturité/CE, Jacobina/BA e
Gruta da Lapinha/MG), sugeriram a existéncia de quatro espécies: a de Lara
(Venezuela) que corresponde a L. pseudolongipalpis, a brasileira (L. (L.)
longipalpis/espécie tipo), a Cis-Andina e a Trans-Andina. Em 2003, 0 mesmo grupo,
sustentou esta divergéncia populacional baseando-se na distribuicdo mitocondrial e
variagdo isoenzimatica.

Hodgkinson et al. (2003), estudando apenas populacdes brasileiras deste
flebotomineo (Natal/RN, Itamaricd/PE, Juazeiro/BA, Monte Santo/BA, Feira de
Santana/BA e Pancas/ES), sugeriram através de analise das seqléncias de hapldtipos
que estas populagBes ndo representavam um complexo de espécies.

Bottecchia et al. (2004), compararam cinco populacdes brasileiras (Jacobin/BA,
Gruta da Lapinha/MG, Natal/RN, e duas populacGes simpatricas provenientes de
Sobral/CE), através do gene cacophony (gene envolvido no isolamento reprodutivo). Os
dados sugeriram diferencas entre as populacdes analisadas, embora ndo apresentassem a
clara separacdo entre as mesmas.

Hamilton et al. (2005) sugeriram que populacGes brasileiras de L. (L.)
longipalpis representem um complexo de espécies, uma vez que foram detectados
diferentes feromonios sexuais, o que poderia levar a um isolamento reprodutivo entre as
populacbes estudadas (Sobral/CE, Estrela de Alagoas/AL, Sol da Costa/AL,
Santarém/PA, Gruta da Lapinha/MG e Montes Claros/MG).

De Queiroz Balbino et al. (2006), estudaram sete populagfes oriundas do
nordeste brasileiro (Sdo Luis/MA, Teresina/Pl, Patos/PB, Jodo Pessoa/PB,
Itamaracad/PE, Calumbim/PE e Camacari/BA), através da técnica de RAPD-PCR, e
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concluiram que tais populacbes apresentavam distancias genéticas compativeis com
populacdes de uma mesma espécie.

Bauzer et al. (2007) apresentaram uma revisdo sobre este tema, discutindo
evidéncias favoraveis e contrérias ao complexo “longipalpis” e admitem que as
populacdes até o momento estudadas estariam passando por um processo de especiagdo
recente. Posteriormente, Maingon et al. (2008), ainda dentro dessa abordagem, citaram
sobre a existéncia de barreiras reprodutivas e hibridizacGes entre as diferentes

populacdes deste flebotomineo.

Relevancia

O Brasil enfrenta a expansao e a urbanizacdo da LVA e, diante deste cenario,
cresce a necessidade de producdo de conhecimentos mais precisos sobre o vetor.

Permanece, ainda, em relacdo as populaces brasileiras, uma discrepancia
quanto a hipdtese de L. (L.) longipalpis ser ou ndo um complexo de espécies, com duas
possibilidades: L. (L.) longipalpis representaria um complexo de espécies na América
do Sul, havendo uma espécie altamente polimérfica no Brasil ou a espécie, na verdade,
seria um complexo, também no territorio brasileiro, com pelo menos quatro
subespécies, possivelmente ainda em processo de especiacdo. Considerando que as
variagbes morfoldgicas observadas em machos foram o marco para a discussédo da
identidade taxondmica de L. (L.) longipalpis e que pouco se conhece sobre a
morfometria desse flebotomineo, tais ferramentas séo utilizadas no presente estudo, na
analise comparativa entre diferentes populacdes, na busca de novas evidéncias que
auxiliem na elucidacéo taxonémica deste vetor.

Dentre as a¢des preconizadas na estratégia de controle de LVA, destacam-se as
medidas de vigilancia e combate ao vetor. Sob esta Otica, pouco se conhece sobre 0s
habitos alimentares de L. (L.) longipalpis. Assim, estudar o padrdo alimentar desse
flebotomineo, como propBe o presente estudo, poderd contribuir com conhecimentos
sobre a relagcdo hospedeiro-vetor e, consequentemente, no melhor entendimento da eco-

epidemiologia da LVA.
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Objetivos

Objetivo Geral

Contribuir com o conhecimento sobre populagdes brasileiras de Lutzomyia (Lutzomyia)
longipalpis, o0 mais importante vetor do agente da Leishmaniose Visceral Americana, no
Brasil.

Objetivos especificos

Comparar a morfologia e a morfometria de espécimes adultos (machos) de algumas
populacdes de Lutzomyia (L.) longipalpis, procedentes dos Estados do Ceard, Piaui e
Bahia.

Avaliar o grau de polimorfismo inter e/ou intrapopulacional das populacGes estudadas,
promovendo a aplicagdo de testes estatisticos, nos dados obtidos na andlise

morfomeétrica.

Estudar os habitos alimentares das populacBes supracitadas, aplicando a técnica

imunoenzimatica (ELISA).

Avaliar a associacdo de Lutzomyia (L.) longipalpis com os reservatorios de Leishmania

(L.) infantum chagasi.
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CAPITULO |

ESTUDOS MORFOLOGICOS E MORFOMETRICOS DE ALGUMAS POPULACOES
DE Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (LUTZ & NEIVA, 1912) (DIPTERA:
PSYCHODIDADE: PHLEBOTOMINAE), PROCEDENTES DE AREAS ENDEMICAS
DE LEISHMANIOSE VISCERAL NO NORDESTE DO BRASIL
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Introducéo

Lutzomyia (L.) longipalpis (Lutz & Neiva 1912) é considerado o principal
transmissor do agente etioldogico da leishmaniose visceral americana (LVA),
Leishmania (L.) infantum chagasi (Cunha & Chagas 1937), no Continente Americano
(Deane, 1956, Lainson & Shaw 1998, Lainson & Rangel 2005). Esta espécie possuli
ampla distribuicdo no territério brasileiro estendendo-se, também, a outros paises da
América do Sul, Central e do Norte (Young & Duncan 1994).

Considerando sua ocorréncia em diferentes regides do Brasil, Mangabeira
(1969) comentou sobre a existéncia de barreiras geograficas que poderiam impedir a
migracdo de populacdes desse flebotomineo. Este autor levantou a hipotese de L. (L.)
longipalpis ser um complexo de espécies cripticas com base em diferencas morfologicas
observadas nos machos, ao comparar espécimes oriundos dos Estados do Para (PA) e do
Ceara (CE). Segundo este autor, espécimes do Parad apresentavam um par de manchas
brancas no quarto tergito abdominal, enquanto que os do Ceara possuiam um par
adicional no terceiro tergito. Mangabeira (1969) sugeriu que estas duas formas, por
apresentarem diferencas morfoldgicas e ocuparem diferentes condi¢des fisiogeogréaficas
poderiam representar duas diferentes espécies. Estudos posteriores revelaram que a
forma *“duas-manchas” estaria concentrada no Nordeste, inclusive ocorrendo em
simpatria em alguns estados, tais como Maranhdo, Piaui, Ceara e Rio Grande do Norte
(Ward et al. 1985, Ward et al. 1988, Young & Duncan 1994, Mukhopadhyay et al.
1998a).

Na tentativa de elucidar o verdadeiro status taxondmico de L. (L.) longipalpis,
varios estudos vém sendo desenvolvidos utilizando diferentes ferramentas, como genes
mitocondriais, gene period, gene cacophony, isoenzimas, morfologia, morfometria,
feromonios, som de corte, microsatélites, PCR-RAPD (Ribeiro et al. 1989, Lanzaro et
al. 1993, Mukhopadyay et al. 1998b, Azevedo et al. 2000, Oliveira 2001, Bauzer et al.
2002, Arrivillaga et al. 2003, Hodgikinson et al. 2003, Maingon et al. 2003, Souza et al.
2004, Bottecchia et al. 2004, Hamilton et al. 2005, De Queiroz Balbino et al. 2006).

Alguns trabalhos demonstram claramente que, no Continente Americano, L. (L.)
longipalpis é de fato um complexo de espécies, com a existéncia de quatro distintas
populacdes, incluindo a primeira espécie descrita para o complexo “longipalpis”,

Lutzomyia pseudolongipalpis (Arrivillaga e Feliciangeli 2001), com base na analise de
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exemplares de Curarigua, na Venezuela. No Brasil, véarias pesquisas sustentam a
existéncia de uma Unica espécie, a espécie-tipo (conjunto de populacdes dos diferentes
Estados) (Mutebi et al. 1999, 2002, Arrivilaga & Feliciangeli 2001, Arrivilaga et al.
2002, 2003, Azevedo et al. 2000, Hodgkinson et al. 2004, De Queiroz Balbino et al.
2006) .

Contudo, em relacdo as populacbes brasileiras existem, ainda, posicdes
conflitantes, ja que alguns autores trabalham com a hipotese de haver, no Brasil, pelo
menos, quatro diferentes espécies, especialmente no nordeste (Natal/RN, Jacobina/BA,
Sobral/CE, populacdo 1-par de manchas e populacéo 2-pares de manchas) (Bauzer et al.
2002, Maingon et al. 2003, Souza et al. 2004).

A definicdo da posicdo taxonémica de L. (L.) longipalpis, no Brasil, tem
merecido algumas consideracOes: as diferentes populacbes estudadas poderiam
representar um inicio do processo de especiacdo, ao inves de espécies validas para o
complexo “longipalpis™ (Bottecchia et al. 2004, Bauzer et al. 2007), ou, talvez, esta
seria uma espécie altamente polimérfica e variavel geograficamente, onde
possivelmente ndo caberia a definicdo de complexo de espécies (Bauzer et al. 2002).

Mesmo sendo a morfologia classica, a mais tradicional e uma das mais
importantes ferramentas taxondmicas, tem sido pouco utilizada nos estudos relativos a
L. (L.) longipalpis (Azevedo et al. 2000, Arrivillaga & Feliciangeli 2001).

Com o intuito de contribuir com a definicdo do status taxonémico de L. (L.)
longipalpis, este artigo apresenta dados sobre a morfologia e a morfometria de algumas
populacbes de algumas cidades do nordeste do Brasil; Teresina (PI), Jequié (BA),
Sobral (CE) e Massapé (CE).

Materiais e Métodos

Procedéncia dos espécimes

Os flebotomineos foram coletados, em area rural, nos municipios de Jequié
(BA), Sobral e Massapé (CE), e na periferia de Teresina (PI) (Figura 1). A escolha
destes municipios levou em conta a classificacdo em relacdo a transmissdo de LVA,
sendo escolhidos dois municipios com transmissdo intensa alta (aqueles que apresentam
a média de casos humanos dos ultimos trés anos superior a 55), Teresina e Sobral, um

municipio com transmissdo intensa media (média de casos humanos nos ultimos trés
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anos entre 18 e 55), Jequié, e um municipio de transmissdo esporadica, Massapé
(classificacdo segundo a nova proposta do Programa Nacional de Leishmanioses, de
categorizacdo dos municipios priorizando areas onde as agdes de controle devem ser
intensificadas).

As coletas foram realizadas em mar¢o de 2006, no municipio de Teresina, em
julho e setembro de 2007, no municipio de Jequié, e em setembro de 2007, nos

municipios de Sobral e Massapé.

Descricdo das areas de coletas

Jequié (BA): localiza-se a 360 km da cidade de Salvador, ao sudoeste da Bahia. Possui
como coordenadas 13°51°50”de latitude sul e 40°04°54” de longitude oeste, altitude de
216m e area em torno de 3.313km?. Sua temperatura varia entre 13°C e 36°C, possuindo
clima semi-arido. Situa-se numa area de transi¢do entre mata e caatinga arida, apresenta
paisagens contrastantes em sua vegetacdo: caatinga, mata de cip6 e mata tropical

(http://www.jequie.ba.gov.br/index.php).

Teresina (PI): localiza-se no nordeste do Estado do Piaui e possui coordenadas entre
2°44°49”e 10°55°05” de latitude sul e 40°22°12” e 45°59°42” de longitude oeste, altitude
de 880m e 4rea em torno de 252.378km?. Sua temperatura varia entre 18°C e 39°C,
possui clima tropical. A cobertura vegetal se apresenta como caatinga e cerrado

(http://www.pi.gov.br/index.php).

Sobral (CE): localiza-se na regido norte do Estado do Ceara, a 235km da cidade de
Fortaleza, entre as &guas do Rio Acaral e a Serra da Meruoca. Possui como
coordenadas 3°42’47de latitude sul e 40°20°10” de longitude oeste, altitude de 70m e
area aproximada de 2.129km? Apresenta temperatura média, em torno de 30°C, clima
semi-arido; a vegetacdo é do tipo caatinga
(http://www.sobral.ce.gov.br/cidade/sobral.htm).

Massapé (CE): localiza-se na regido norte do Estado do Ceara, vizinho ao municipio de

Sobral. Possui como coordenadas 3°42°44” de latitude sul e 40°23’56” de longitude

oeste e cobre uma area em torno de 571,531km?. Sua temperatura varia entre 26°C e
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28°C, possui clima semi-arido quente, mantendo a vegetacao tipica da regido, a caatinga
(http://pt.wikipedia.org/wiki/Massap%C3%AA).

Coletas e processamento

Os flebotomineos foram capturados com o uso de armadilhas luminosas do tipo
CDC (Sudia & Chamberlain 1962), modificada (modelo HP, HP Biomedical, Pugedo et
al. 2005), e armadilha de Shannon (Shannon 1939). Nesta os flebotomineos foram
coletados com o auxilio do aspirador manual de Castro (Castro 1939). As armadilhas
luminosas foram instaladas no periodo das 18:00h as 06:00h e as coletas com a
armadilha de Shannon ocorreram entre 18:00h e 22:00h. Em cada localidade escolhida
foram selecionados pelo menos trés diferentes pontos de coleta, que possuiam no
minimo 300 metros de distancia entre si. As coletas foram realizadas no domicilio e no
peridomicilio, proximo aos abrigos de animais domésticos, até uma distancia maxima
de 50m.

Os flebotomineos foram transportados vivos até o laboratério (Ndcleos de
Entomologia dos municipios), em gaiolas de nailon presas a armagdes de ferro, envoltas
por sacos plasticos, acondicionadas em caixas térmicas, e uma vez contidos no aspirador
manual de Castro, foram mortos por congelamento, sendo os machos fixados em alcool
70% e enviados para o Laboratério de Transmissores de Leishmanioses, do Instituto
Oswaldo Cruz. A seguir, passaram por uma bateria de substancias para que suas
estruturas fossem diafanizadas (clarificacdo), permitindo posterior observacao. Durante
o processo de clarificacdo, os espécimes foram transferidos para uma placa contendo
fenol, durante vinte e quatro horas; hidréxido de potassio (KOH) a 15%, durante doze
horas; &cido acético a 10%, durante dez minutos, e uma série de alcool a 70%, 80%,
95% e absoluto, durante dez minutos cada. Apds a diafanizacdo, os exemplares foram
imersos em eugenol e, em seguida, montados entre lamina e laminula, em Balsamo do
Canada (Galati 1990) com modificagcfes: ndo foi acrescentada fuccina acida ao &cido
aceético, e o creosoto de Faya foi substituido por Eugenol. A montagem dos exemplares
foi realizada em microscopio estereoscopico (Carl Zeiss) da seguinte forma: cabeca
dissecada e colocada na posicao dorsal, torax e abdémen mantidos lateralmente.

ApoOs a montagem, os caracteres a serem analisados foram observados em
microscopio de luz (Zeizz Germany Axioskop), com o auxilio de reticulo micrométrico
(referéncia 474066-9901-000 modelo Crossline micrometer 10:100, d=26 mm, Carl
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Zeiss). O modelo padrdo para medir os caracteres foi 0 adotado pela Lista analitica de

las variables y sus modalidaes (Dedet & Torrez1992).

Caracteres analisados

Foram analisados os caracteres morfoldgicos e morfométricos de cinquenta

machos, de cada populacdo estudada. Nas populacBes provenientes do Ceara (Sobral e

Massapé) foram analisados 100 exemplares, de cada, sendo 50 machos que

apresentavam um par de manchas abdominais e 50 machos com dois pares de manchas

abdominais. A terminologia utilizada foi a proposta por Young & Duncan (1994).

Foram analisados os caracteres morfologicos e morfométricos, num total de 21,

previamente apontados na distingdo entre populagdes brasileiras de L. (L.) longipalpis
(Azevedo et al. 2000) (Figuras 2 a 6):

comprimento da cabeca;

comprimento do labroepifaringe;
comprimento do segmento F1 da antena;
comprimento do segmento F2 da antena;
comprimento do segmento F13 da antena;
comprimento do segmento F14 da antena;
comprimento do primeiro segmento do palpo;
comprimento do segundo segmento do palpo;
comprimento do terceiro segmento do palpo;
comprimento do quarto segmento do palpo;
comprimento do quinto segmento do palpo;
férmula dos palpos;

comprimento da quinta veia radial da asa;
comprimento da veia gama da asa;
comprimento do fémur anterior;
comprimento da tibia anterior;

comprimento do tarsdmero anterior;
comprimento do lobo lateral,

comprimento do dististilo;

comprimento do filamento genital,

ndmero de manchas abdominais.
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Analise dos dados

Foram aplicados dois testes paramétricos, o Student—-Newman-Keuls (SNK), que
permite discriminar qual (ou quais) amostra (s) € (sdo) considerada(s) diferente(s), e o
teste ANOVA, que agrupa populacBes a partir da sua similaridade. Os testes foram
realizados utilizando-se o programa “SPSS for Windonws” versdo 10,0, a um nivel de
significancia de 5%.

Os resultados obtidos no teste SNK foram representados através de graficos,
similares aos diagramas de Euler-Venn. Os diagramas de Euler-Venn podem representar
conjuntos finitos através de um recinto plano delimitado por uma linha fechada néo
entrelacada, inscrito num quadrado ou retangulo. Nesses diagramas, os elementos do
conjunto sdo representados por pontos internos ao recinto, e elementos que nédo
pertencem ao conjunto sao representados por pontos externos ao mesmo recinto (Abe &
Papavero 1991).

A partir das médias dos caracteres, foi produzida uma matriz de dados binarios,
utilizada na andlise computadorizada; a partir de entdo, foi empregado o método
UPGMA (Sokal & Sneath 1963). Os agrupamentos foram feitos pelo programa
computacional Tools for Population Genetic Analyses-TFPGA versdao 1.3 (Miller
1997); o método Taylor Expansion (Lynch & Milligan 1994) foi utilizado para o calculo
de variagdo interpopulacional e da distancia genética, segundo Roger (1972) modificado
por Wright (1978). O dendograma foi gerado considerando os resultados por bootstrap

com 10.000 permutacdes conduzidas.
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TERESINA (PI)

SOBRAL (CE)

MASSAPE (CE)

JEQUIE (BA)

Figura. 1. Locais de coletas das populagdes de Lutzomyia (L.) longipalpis estudadas.
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Figura 2. Desenho esquematico dos caracteres morfologicos da cabeca do macho de
Lutzomyia (L.) longipalpis (Young & Duncan 1994, com modificacGes).

C.CB - comprimento da cabeca, C. F1 — comprimento do segmento F1 da antena, C. F2
— comprimento do segmento F2 da antena, C. F13 — comprimento do segmento F13 da
antena, C. F14 — comprimento do segmento F14 da antena.

C.PLi
C.P2i

C. P4

Figura 3. Desenho esquematico dos caracteres morfolégicos da cabeca do macho de
Lutzomyia (L.) longipalpis (Young & Duncan 1994, com modificacGes).

C. LBE - comprimento do labroepifaringe, C. P1 — comprimento do primeiro segmento
do palpo, C. P2 — comprimento do segundo segmento do palpo, C P3 — comprimento do
terceiro segmento do palpo, C. P4 — comprimento do quarto segmento do palpo, C. P5 —
comprimento do quinto segmento do palpo.
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Figura 4. Desenho esquematico dos caracteres morfologicos da asa do macho de
Lutzomyia (L.) longipalpis (Young & Duncan 1994).
C. R5 — comprimento da quinta veia radial, C. GAMA — comprimento da veia gama.

Figura 5. Desenho esquematico dos caracteres morfologicos da pata do macho de
Lutzomyia (L.) longipalpis (Dedet & Torrez 1992).

C. FA — comprimento do fémur anterior, C. TA — comprimento da tibia anterior, C.
TSA — comprimento do tarsdmero anterior.

Figura 6. Desenho esquematico dos caracteres morfoldgicos da genitalia do macho de
Lutzomyia (L.) longipalpis (Young & Duncan 1994).

C. FLG - comprimento do filamento genital, C. STL — comprimento do dististilo, C.
LBL — comprimento do lobo lateral.
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Resultados

Morfologia

Nas seis populacbes analisadas foram encontrados exemplares com 1 par e 2
pares de manchas abdominais, havendo sempre a predominancia de machos da forma
“um-par”. Na populacdo de Jequié, foram encontrados apenas 3 machos com dois pares
de manchas, enquanto que na de Teresina foram encontrados 6 machos com tal
caracteristica. As populacGes provenientes do Ceara, Sobral e Massapé, foram
previamente separadas segundo a caracteristica das manchas (Sobral 1P, Sobral 2P,
Massapé 1P, Massapé 2P), uma vez que existem evidéncias associando o padrdo de
manchas com possiveis espécies do complexo “longipalpis”. Foi observado, durante o
processo de triagem dos exemplares, tal como nas outras populagdes, o predominio da
forma “um-par”.

Em relacdo a formula palpal, a propor¢do mais frequente foi 1.2.4.3.5; outras
duas formulas, também, foram observadas, ainda que em poucos exemplares, 1.4.2.3.5 e
1.(2.4).3.5. Excetuando-se as populacdes de Massapé, as demais apresentaram as trés

variacgoes palpais.(Tabela 1).

Morfometria

As Tabelas de 2 a 7 apresentam os valores obtidos nas diferentes populacées,
apo6s medicdo dos caracteres, ilustrados na Figura 7. Alguns deles ndo foram possiveis
de serem medidos em todos os exemplares analisados, pela perda ao longo do processo
de clarificacao/diafanizacdo e montagem.

A aplicacdo do teste ANOVA, comparando as seis populacGes, mostrou
diferenca significativa para todos os caracteres (Tabela 8). A analise da variancia de
cada carater indicou que as populacdes de Massapé (1P e 2P) sdo mais homogéneas
enguanto que a populacéo de Teresina seguida de Jequié sdao mais heterogéneas.

Quando o teste ANOVA foi aplicado, a fim de comparar as populac@es duas a
duas, num total de 15 combinagbes (Tabela 9), os dados evidenciaram que nas
populacbes de Massapé, com 1 e 2 pares de manchas abdominais, ndo foi encontrada

diferenca significativa para nenhum carater, indicando que as médias dos caracteres
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analisados séo estatisticamente iguais. Quando comparadas as populacdes de Sobral,
S1P e S2P, foram observadas diferencas significativas em apenas seis caracteres
(comprimento da cabeca, comprimento do segmento F13 da antena, comprimento da
veia gama da asa, comprimento do fémur anterior, comprimento da tibia anterior e
comprimento do dististilo). Ainda, no cruzamento apenas entre as populacdes do Ceara
(S1P, S2P, M1P e M2P) foram detectadas poucas diferencas significativas,
contrariamente quando tais populac6es foram comparadas as de Teresina e Jequié.

Na comparacdo entre a populacdo de Jequié e Teresina, 32% dos caracteres
mostraram-se estatisticamente diferentes, ja entre a populacdo de Jequié e as populagdes
do Ceara (Massapé e Sobral), pode-se observar que 79 a 95% dos caracteres revelavam
diferencas significativas separando a populacdo de Jequié das demais.

A aplicacdo do teste de Student-Newman-Keuls (SNK) para os caracteres, foi
com a finalidade de detectar possivel heterogeneidade inter-populacional. Os resultados
obtidos neste teste estdo representados graficamente pelos diagramas de Euler-Venn
(Figuras 8 a 10).

Através do teste de Student-Newman-Keuls foram encontradas unides,
disjuncdes e intersecgdes entre as populacbes analisadas.

Os espéecimes procedentes do municipio de Jequié e Masssapé, M1P foram os
que apresentaram valores extremos com as maiores e menores médias, respectivamente.

Foi possivel observar que as populacdes de Jequié e Teresina formavam um
conjunto disjunto daqueles formados pelas popula¢des do Ceara, com base na anélise de
6 caracteres (32%) (comprimento do segmento F1 da antena, comprimento do segmento
F2 da antena, comprimento do primeiro segmento do palpo, comprimento da veia gama
da asa, comprimento do fémur anterior e comprimento do tarsdmero anterior).

Também foi observada disjunc¢do, em relacdo a populacdo de Jequié e as demais,
considerando 7 caracteres (37%) (comprimento do labroepigaringe, comprimento do
segundo segmento do palpo, comprimento do terceiro segmento do palpo, comprimento
do quarto segmento do palpo, comprimento do quinto segmento do palpo, comprimento
da quinta veia radial da asa e comprimento da tibia anterior).

Quanto as populacdes do Ceara, observou-se unido entre as populaces de
Sobral (SIP e S2P) ficando agrupadas em 16 dos 19 caracteres, com excecdo de:
comprimento do segmento F3 da antena, comprimento do fémur anterior e comprimento
da tibia anterior. Nas populacdes de Massapé (M1P e M2P) observou-se unido para

todos os caracteres.
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O dendograma demonstrou que as populacfes do Ceara (S1P, S2P, M1P e M2P)
constituem um ramo isolado, separado das demais populacdes (Teresina, Jequié), com
um nivel de confianca de 100% (bootstrap), que apresentam uma menor distancia
genética entre si e formou conseqlientemente um Gnico grupo, contudo com um valor de
bootstrap de 53%, entre Teresina e Jequie. Considerando apenas as populagdes de
Sobral, observa-se que S1P e S2P se apresentam como ramos isolados, com bootstrap
de 53%. As populacdes de Massapé (M1P e M2P) ndo apresentaram diferenca
significativa, sustentada por 100% de bootstrap (Figura 11).
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Tabela 1: Variacdo na formula palpal dos machos das populacdes de Lutzomyia (L.)
longipalpis estudadas.

Férmula . ) Sobral Sobral Massapé  Massapé
Jequie Teresina
Palpal 1P 2P 1P 2P
12435 44 40 42 45 50 48
14235 4 2 4 1 - -
1.(2.4).35 2 8 4 4 - 2

SobrallP — Sobral (CE) com 1 par de manchas abdominais, Sobral2P — Sobral (CE)
com 2 pares de manchas abdominais, MassapélP — Massapé (CE) com 1 par de
manchas abdominais, Massapé2P — Massapé (CE) com 2 pares de manchas abdominais.
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Tabela 2. Medidas, em um, dos caracteres da cabeca, torax e abdome dos machos de Lutzomyia (L.) longipalpis provenientes do municipio de
Jequié (BA).

C.CB C.LBE C.F1 C.F2 C.F13 C.F14 cC.P1 C.P2 C.P3 c.P4 C.P5 F.P C.R5 C.GAMA C.FA C. TA C.TSA C.LBL C.STL C.FLGP.MCH
1 420 250 275 125 50 70 50 110 175 150 450 1.2.4.3.5 1300 400 760 850 450 400 200 350 1
2 390 250 250 120 50 65 40 125 150 150 425 1.2.4.3.5 1200 370 700 840 400 350 200 400 1
3 400 275 250 125 55 60 50 140 160 150 460 1.2.4.3.5 1300 400 740 790 450 350 190 430 1
4 400 260 250 120 50 60 50 200 250 225 500 1.2.4.3.5 1200 400 700 750 450 400 175 375 1
5 425 300 272 125 - - 50 145 160 150 450 1.2.4.3.5 1350 400 800 850 450 400 160 400 2
6 425 285 300 135 50 65 50 135 175 150 425 1.2.4.3.5 1400 400 800 900 500 400 160 400 1
7 425 300 300 250 50 70 45 150 175 150 450 1.4.2.3.5 1420 420 800 880 460 400 210 500 1
8 400 275 280 225 50 60 50 200 225 200 450 1.(2.4).3.5 1350 450 750 800 450 360 200 450 1
9 375 250 265 150 50 60 50 100 150 135 375 1.2.4.3.5 1180 410 690 730 420 400 185 375 2
10 400 285 250 125 50 65 50 125 150 140 400 1.2.4.3.5 1190 400 700 750 440 350 180 350 1
11 400 260 250 135 40 65 40 100 150 135 350 1.2.4.3.5 1250 350 720 800 400 400 150 350 1
12 350 250 250 125 65 50 50 125 150 125 400 1.(2.4).3.5 1230 410 700 750 410 350 170 350 1
13 425 275 275 125 50 65 40 125 150 140 375 1.2.4.3.5 1340 390 800 840 440 400 190 325 1
14 400 275 275 125 40 55 40 125 150 140 - 1.2.4.3.5 1290 390 750 800 450 350 150 325 1
15 400 275 275 115 40 65 40 115 150 140 375 1.2.4.3.5 1240 350 750 790 440 375 175 375 2
16 400 275 250 125 40 65 40 125 150 135 400 1.2.4.3.5 1220 350 700 760 430 375 175 325 1
17 435 300 300 135 50 75 40 150 175 135 475 1.4.2.3.5 1400 380 750 900 490 385 195 350 1
18 425 300 275 125 50 75 50 150 185 160 465 1.2.4.3.5 1450 450 800 850 450 375 185 400 1
19 385 260 180 125 50 65 40 125 150 140 400 1.2.4.3.5 1250 350 700 790 400 375 175 350 1
20 415 275 300 125 50 65 40 125 175 150 450 1.2.4.3.5 1200 350 750 840 440 375 175 325 1
21 415 300 285 130 50 65 35 135 175 125 425 1.4.2.3.5 1360 500 790 890 470 415 200 350 1
22 340 255 275 130 50 65 50 115 160 135 365 1.2.4.3.5 1300 390 690 800 440 400 175 325 1
23 445 310 325 150 50 75 50 160 190 150 500 1.4.2.3.5 1500 400 840 850 500 400 200 350 1
24 390 275 275 125 50 65 40 130 140 125 450 1.2.4.3.5 1250 350 700 810 450 350 185 350 1
25 400 275 275 125 40 65 50 115 150 140 375 1.2.4.3.5 1310 390 700 800 440 390 200 425 1
26 435 300 285 130 50 65 40 135 165 145 450 1.2.4.3.5 1450 500 760 850 460 400 185 450 1
27 385 275 275 125 50 65 50 125 160 150 425 1.2.4.3.5 1250 350 720 800 440 360 175 400 1
28 415 275 275 135 50 65 50 115 175 160 460 1.2.4.3.5 1430 400 800 850 450 400 185 425 1
29 420 275 275 125 - - 40 150 175 160 400 1.2.4.3.5 1350 400 800 860 460 375 190 425 1
30 365 250 260 115 40 65 50 115 150 140 400 1.2.4.3.5 1200 350 700 760 450 350 175 400 1
31 415 285 275 140 50 60 50 125 150 135 400 1.2.4.3.5 1300 350 740 800 440 375 190 425 1
32 400 250 250 125 50 65 40 125 160 140 400 1.2.4.3.5 1320 390 700 800 450 375 175 350 1
33 350 275 290 125 - - 40 110 160 150 385 1.2.4.3.5 1230 350 700 730 430 425 185 400 1
34 450 275 275 125 50 65 50 115 150 140 375 1.2.4.3.5 1200 450 680 700 400 350 175 400 1
35 385 275 235 115 50 65 50 125 160 140 385 1.2.4.3.5 1180 460 680 760 440 375 175 425 1
36 365 250 275 125 50 65 40 125 150 140 425 1.2.4.3.5 1290 350 650 760 410 350 140 325 1
37 400 275 280 135 50 60 40 125 165 150 425 1.2.4.3.5 1300 400 750 850 450 400 185 400 1
38 415 275 275 135 50 65 40 135 175 150 500 1.2.4.3.5 1420 400 750 850 450 425 175 350 1
39 425 285 290 140 50 75 40 125 175 150 475 1.2.4.3.5 1380 380 800 880 480 375 160 375 1
40 390 275 315 125 50 65 40 135 150 140 400 1.2.4.3.5 1270 360 710 810 450 350 175 375 1
41 450 285 290 140 50 65 50 130 175 165 425 1.2.4.3.5 1310 400 810 900 450 400 200 425 1
42 375 275 250 115 50 65 40 115 150 125 390 1.2.4.3.5 1230 330 700 800 440 385 175 400 1
43 410 275 300 125 50 65 50 125 160 150 425 1.2.4.3.5 1320 390 740 800 440 335 125 350 1
44 390 250 250 115 50 65 35 125 150 135 350 1.2.4.3.5 1170 320 650 740 420 350 160 375 1
45 400 275 250 125 50 75 50 140 165 150 475 1.2.4.3.5 1400 450 750 800 440 375 165 400 1
46 400 250 300 150 50 80 35 140 160 150 425 1.2.4.3.5 1300 350 740 840 460 385 200 350 1
47 425 300 285 135 50 65 50 125 165 150 425 1.2.4.3.5 1340 390 790 900 490 425 175 450 1
48 415 300 285 135 50 75 40 125 160 150 400 1.2.4.3.5 1350 400 800 850 490 425 175 400 1
49 410 250 225 100 - - 40 100 150 140 350 1.2.4.3.5 1150 300 650 700 400 350 165 350 1
50 385 250 260 115 50 65 40 125 150 135 385 1.2.4.3.5 1250 390 700 840 450 350 185 425 1
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Tabela 3. Medidas, em um, dos caracteres da cabeca, torax e abdome dos machos de Lutzomyia (L.) longipalpis provenientes do municipio de
Teresina (PI).

C.CB C.LBE C.F1 C.F2 C.F13 C.F14 C.P1 C.P2 C.P3 C.P4 C.P5 F.P C.R5 C.GAMA C.FA C.TA C.TSA C.LBL C.STL C.FLGP.MCH
1 375 225 275 125 35 50 40 125 150 115 325 1.2.4.3.5 1200 400 - - - 400 175 375 1
2 420 275 275 225 50 60 40 100 135 125 400 1.2.4.3.5 1250 400 - - - 400 200 350 1
3 420 225 295 125 50 65 50 125 170 150 350 1.2.4.3.5 1300 400 750 820 450 400 170 450 1
4 400 280 275 125 50 60 40 125 150 140 375 1.2.4.3.5 1200 300 750 800 450 400 190 500 2
5 425 275 300 140 50 60 50 160 180 150 425 1.4.2.3.5 1300 400 750 800 450 400 200 450 2
6 375 275 260 125 40 60 60 100 150 125 400 1.2.4.3.5 1250 400 700 800 420 400 200 350 2
7 390 225 250 135 50 75 50 100 150 125 375 1.2.4.3.5 1150 350 700 780 430 350 200 300 2
8 380 250 260 125 40 60 40 125 150 140 375 1.2.4.3.5 1150 450 690 780 440 400 170 350 1
9 400 260 280 250 50 70 40 125 150 135 400 1.2.4.3.5 1250 350 690 740 450 400 200 400 1
10 390 260 275 125 50 50 50 125 150 125 350 1.(2.4).3.5 1225 425 700 790 450 400 190 400 1
11 380 250 250 120 50 50 40 110 175 150 375 1.2.4.3.5 1230 330 700 750 450 350 180 390 1
12 425 225 220 120 50 60 30 125 175 150 425 1.2.4.3.5 1240 350 700 775 450 400 180 350 2
13 415 275 275 125 50 65 40 125 175 175 375 1.2.4.3.5 1300 350 750 840 450 350 190 425 1
14 390 300 280 115 50 65 50 135 165 140 450 1.2.4.3.5 1440 370 750 890 440 375 180 325 1
15 425 300 275 135 50 65 50 140 175 150 475 1.2.4.3.5 1350 440 790 840 470 350 175 400 1
16 400 250 265 185 50 65 50 125 150 160 465 1.2.4.3.5 1290 390 700 840 450 375 185 375 1
17 390 300 265 125 50 75 50 125 165 135 400 1.2.4.3.5 1240 350 700 800 450 400 175 325 1
18 425 300 300 150 60 65 50 150 175 160 500 1.2.4.3.5 1450 350 850 900 500 425 200 450 1
19 410 275 285 125 50 65 50 125 165 175 425 1.2.4.3.5 1350 400 750 800 450 375 175 350 1
20 350 250 260 115 50 65 40 135 150 135 425 1.(2.4).3.5 1210 410 740 790 440 375 175 450 1
21 400 250 300 125 50 65 50 135 150 140 400 1.2.4.3.5 1250 350 700 720 450 375 175 415 1
22 380 250 265 125 40 65 40 125 150 135 425 1.2.4.3.5 1250 400 710 780 420 375 175 400 1
23 450 300 300 135 40 65 50 115 150 135 425 1.2.4.3.5 1350 350 790 850 480 400 190 385 1
24 400 300 275 115 50 65 40 125 175 125 325 1.(2.4).3.5 1250 450 750 800 450 450 175 425 1
25 415 225 275 125 50 65 50 125 150 125 400 1.(2.4).3.5 1280 380 750 800 450 375 160 375 1
26 385 260 260 125 50 65 50 115 150 140 400 1.2.4.3.5 1200 350 680 740 440 350 175 375 1
27 400 260 250 140 50 65 50 125 160 175 400 1.2.4.3.5 1250 450 700 780 390 375 200 415 1
28 375 250 250 125 50 65 50 115 160 140 375 1.2.4.3.5 1200 450 690 730 420 375 175 375 1
29 385 275 275 125 - - 50 110 150 150 350 1.2.4.3.5 1240 350 750 810 450 400 175 375 1
30 400 275 265 100 50 65 50 125 150 125 400 1.(2.4).3.5 1200 350 700 750 450 375 175 375 1
31 425 275 285 125 - - 50 125 160 140 415 1.2.4.3.5 1300 400 780 850 410 400 180 375 1
32 415 275 275 125 50 65 50 115 150 150 350 1.2.4.3.5 1310 400 800 850 430 375 185 350 1
33 390 250 250 125 - - 40 115 150 125 325 1.2.4.3.5 1310 460 700 740 400 350 175 350 1
34 400 275 265 125 50 75 35 125 175 135 375 1.2.4.3.5 1210 300 740 790 410 360 175 335 1
35 375 250 250 115 50 65 40 115 150 135 400 1.2.4.3.5 1175 425 750 800 450 350 190 300 1
36 410 275 275 125 50 60 50 135 165 150 425 1.2.4.3.5 1250 350 750 800 440 400 185 400 1
37 425 300 275 125 50 65 50 125 165 125 425 1.2.4.3.5 1320 350 790 850 450 375 175 400 1
38 415 250 260 135 50 75 50 125 135 125 375 1.(2.4).3.5 1200 350 700 760 400 375 175 400 1
39 400 260 275 125 40 65 40 125 175 125 375 1.(2.4).3.5 1240 400 700 800 450 375 165 325 1
40 415 300 300 125 40 50 40 140 150 125 325 1.4.2.3.5 1320 410 760 800 500 400 190 375 1
41 400 275 225 110 40 50 60 125 160 150 375 1.2.4.3.5 1200 300 700 700 420 375 185 350 1
42 400 275 285 125 40 50 40 115 175 140 375 1.2.4.3.5 1200 350 720 800 450 375 175 350 1
43 385 250 275 125 40 65 50 125 150 135 300 1.2.4.3.5 1200 350 690 790 450 375 175 325 1
44 325 250 250 115 40 50 40 125 140 125 350 1.(2.4).3.5 1200 350 650 700 400 350 175 350 1
45 350 250 275 125 35 50 35 115 150 140 375 1.2.4.3.5 1240 340 700 750 420 375 175 325 2
46 390 275 250 125 50 65 50 125 150 135 365 1.2.4.3.5 1380 400 690 780 410 375 175 300 1
47 390 250 250 125 50 60 30 115 175 125 300 1.2.4.3.5 1200 350 750 790 430 375 185 350 1
48 425 275 275 135 50 65 50 125 140 135 400 1.2.4.3.5 1250 350 750 790 450 375 175 400 1
49 410 250 250 125 50 65 40 115 150 140 400 1.2.4.3.5 1200 300 700 720 450 375 175 325 1
50 400 275 275 135 40 65 40 125 150 140 400 1.2.4.3.5 1300 400 750 880 480 400 175 425 1
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Tabela 4. Medidas, em um, dos caracteres da cabeca, torax e abdome dos machos de Lutzomyia (L.) longipalpis provenientes do municipio de
Sobral (CE), populacdo com 1 par de manchas abdominais.

C.CB C.LBE C.F1 C.F2 C.F13 C.F14 cC.P1 C.P2 C.P3 C.P4 C.P5 F.P C.R5 C.GAMA C.FA C.TA C.TSA C.LBL C.STL C.FLGP.MCH
1 425 275 275 125 60 65 35 125 165 165 400 1.2.4.3.5 1200 400 800 900 500 375 190 425 1
2 360 250 255 115 40 65 35 125 150 140 425 1.2.4.3.5 1150 350 750 800 400 400 175 350 1
3 425 275 275 125 50 65 40 125 160 145 425 1.2.4.3.5 1400 500 700 850 450 375 200 375 1
4 400 250 275 135 50 65 35 125 160 150 400 1.2.4.3.5 1200 300 800 850 450 355 150 360 1
5 410 250 260 130 50 75 50 140 150 100 400 1.4.2.3.5 1150 350 850 900 500 400 200 400 1
6 400 250 280 125 50 60 50 125 150 140 - 1.2.4.3.5 1200 300 740 800 440 400 200 400 1
7 365 250 250 115 50 65 35 115 140 135 350 1.2.4.3.5 1150 350 650 720 410 400 175 450 1
8 400 280 300 125 50 60 50 115 150 140 425 1.2.4.3.5 1250 350 750 840 450 390 210 325 1
9 420 280 300 125 55 - 50 120 160 150 430 1.2.4.3.5 1300 400 650 850 420 400 200 410 1
10 380 225 260 120 - 70 40 125 150 180 350 1.2.4.3.5 1100 300 650 710 400 300 175 325 1
11 425 300 325 200 55 60 50 150 175 150 475 1.(2.4).3.5 1350 400 780 880 470 375 200 450 1
12 385 250 250 145 50 60 35 115 150 125 425 1.2.4.3.5 1410 360 700 790 420 410 180 350 1
13 400 275 275 125 - 70 40 125 150 125 300 1.4.2.3.5 1270 320 750 750 450 400 175 425 1
14 360 250 260 125 50 - 35 125 125 125 375 1.(2.4).3.5 1225 425 670 750 400 375 175 350 1
15 360 225 225 100 50 70 40 125 150 150 375 1.2.4.3.5 1230 350 620 640 400 375 175 300 1
16 410 260 275 125 - 60 60 125 150 125 420 1.(2.4).3.5 1200 350 670 750 410 375 185 400 1
17 420 275 275 125 50 70 40 125 175 150 450 1.2.4.3.5 1250 400 720 810 400 400 175 425 1
18 425 275 280 125 50 65 40 125 175 140 440 1.2.4.3.5 1230 350 710 930 500 365 175 375 1
19 400 250 275 115 50 65 40 125 150 125 - 1.(2.4).3.5 1260 310 720 800 400 375 175 375 1
20 425 275 275 125 50 65 40 135 175 150 450 1.2.4.3.5 1310 410 800 850 460 400 175 375 1
21 380 250 275 125 50 75 35 150 160 125 350 1.4.2.3.5 1250 350 700 750 420 400 150 325 1
22 425 255 255 125 - - 50 125 150 140 425 1.2.4.3.5 1330 380 690 790 430 400 190 350 1
23 400 250 250 125 50 60 40 125 140 135 450 1.2.4.3.5 1250 350 700 800 450 350 165 400 1
24 360 250 250 135 - - 40 135 150 140 - 1.2.4.3.5 1190 340 680 700 400 400 145 400 1
25 350 250 225 135 40 65 35 115 150 135 360 1.2.4.3.5 1100 300 700 740 390 400 125 400 1
26 350 225 235 115 50 65 25 115 150 125 390 1.2.4.3.5 1050 300 650 700 400 350 175 350 1
27 390 250 250 125 50 65 25 115 150 125 360 1.2.4.3.5 1210 360 700 760 400 390 185 400 1
28 400 275 275 125 50 70 40 115 160 100 400 1.4.2.3.5 1290 390 750 790 410 375 185 425 1
29 375 255 250 115 50 65 40 115 150 125 400 1.2.4.3.5 1190 390 700 750 400 400 175 350 1
30 400 275 255 115 50 65 40 125 150 140 400 1.2.4.3.5 1270 320 700 740 400 365 185 450 1
31 400 275 265 115 40 60 50 140 160 125 425 1.4.2.3.5 1260 360 740 790 440 385 175 425 1
32 375 250 245 115 80 60 40 125 150 135 400 1.2.4.3.5 1130 330 700 760 400 390 175 375 1
33 400 250 250 125 50 65 40 115 140 130 360 1.2.4.3.5 1120 400 700 720 400 400 175 375 1
34 400 250 265 115 50 65 40 125 165 150 400 1.2.4.3.5 1280 350 680 750 400 400 175 425 1
35 400 275 250 115 50 65 50 120 140 125 415 1.2.4.3.5 1210 350 700 720 400 450 185 450 1
36 390 275 225 125 50 60 40 125 150 135 415 1.2.4.3.5 1150 350 600 730 420 350 175 400 1
37 340 245 235 100 50 60 25 125 175 135 350 1.2.4.3.5 1140 320 640 700 390 400 175 425 1
38 365 275 260 115 50 65 35 115 150 135 400 1.2.4.3.5 1180 350 680 750 400 400 175 375 1
39 350 250 260 115 50 65 40 115 150 125 400 1.2.4.3.5 1200 350 680 750 410 400 175 425 1
40 385 240 265 125 50 65 40 125 150 135 375 1.2.4.3.5 1230 350 700 740 400 425 175 425 1
41 350 250 225 125 40 60 40 115 150 125 350 1.2.4.3.5 1230 340 640 740 400 350 160 400 1
42 400 275 265 115 50 60 50 125 150 140 - 1.2.4.3.5 1300 450 740 750 400 400 175 450 1
43 435 275 275 125 - - 40 125 175 150 460 1.2.4.3.5 1320 400 760 780 430 400 185 500 1
44 350 260 245 115 40 65 35 125 145 130 350 1.2.4.3.5 1100 340 650 740 390 425 175 400 1
45 385 250 250 115 50 65 25 115 150 135 350 1.2.4.3.5 1140 340 660 740 390 400 175 425 1
46 385 250 265 115 50 65 40 115 150 135 415 1.2.4.3.5 1150 300 650 750 400 410 175 425 1
47 400 275 250 115 40 65 35 125 175 150 425 1.2.4.3.5 1240 350 740 790 440 400 175 425 1
48 375 250 215 100 40 60 35 115 140 125 350 1.2.4.3.5 1140 340 650 700 390 425 175 400 1
49 360 260 275 125 40 65 40 115 150 135 360 1.2.4.3.5 1220 340 660 700 400 425 175 425 1
50 410 265 280 125 50 60 40 125 150 140 400 1.2.4.3.5 1310 450 740 780 420 450 175 450 1
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Tabela 5. Medidas, em um, dos caracteres da cabeca, torax e abdome dos machos de Lutzomyia (L.) longipalpis provenientes do municipio de
Sobral (CE), populacdo com 2 pares de manchas abdominais.

C.CB C.LBE C.F1 C.F2 C.F13 C.F14 cC.P1 CcC.P2 C.P3 C.P4 C.P5 F.P C.R5 C.GAMA C.FA C.TA C.TSA C.LBL C.STL C.FLGP.MCH
1 380 250 250 120 - - 40 120 150 125 375 1.2.4.3.5 1200 400 770 750 400 400 175 375 2
2 390 275 275 115 50 60 40 125 130 140 410 1.2.4.3.5 1300 400 720 790 400 375 175 350 2
3 400 250 260 125 50 60 40 115 150 125 400 1.2.4.3.5 1200 300 720 750 400 375 175 400 2
4 415 275 280 125 40 50 35 125 175 150 400 1.2.4.3.5 1200 350 740 780 440 415 125 375 2
5 390 275 250 125 40 50 50 125 165 175 385 1.2.4.3.5 1280 330 750 850 550 375 175 325 2
6 385 275 255 115 50 65 50 125 160 125 400 1.(2.4).3.5 1240 350 720 750 450 375 150 350 2
7 350 255 250 115 50 65 50 100 140 125 375 1.2.4.3.5 1140 340 640 730 400 350 175 300 2
8 400 275 275 125 50 65 40 140 175 150 365 1.2.4.3.5 1270 320 710 770 450 375 175 350 2
9 410 275 275 125 50 65 40 125 150 150 400 1.2.4.3.5 1250 350 700 770 440 375 175 350 2
10 390 275 300 125 50 60 40 125 150 125 375 1.(2.4).3.5 1220 320 720 750 420 365 175 450 2
11 385 275 265 125 40 65 50 125 175 150 400 1.2.4.3.5 1200 350 700 750 400 350 200 375 2
12 410 250 250 125 50 70 40 125 150 135 400 1.2.4.3.5 1200 300 700 730 400 375 175 325 2
13 425 250 275 175 50 60 50 125 165 150 - 1.2.4.3.5 1230 340 700 800 450 390 185 400 2
14 350 225 225 115 50 60 40 115 125 115 350 1.(2.4).3.5 1250 350 600 600 370 350 175 375 2
15 360 265 350 100 45 65 40 115 150 135 400 1.2.4.3.5 1200 340 700 740 400 425 200 375 2
16 350 225 255 135 50 60 40 115 150 135 350 1.2.4.3.5 1130 320 720 740 410 400 150 350 2
17 350 250 240 100 40 75 25 100 140 125 350 1.2.4.3.5 1090 340 640 700 400 400 150 350 2
18 410 265 275 125 50 65 40 175 150 140 425 1.2.4.3.5 1250 350 750 800 440 400 175 425 2
19 360 250 260 125 50 65 40 125 150 135 375 1.4.2.3.5 1210 360 740 750 440 400 175 400 2
20 385 225 235 125 50 65 40 125 150 140 350 1.2.4.3.5 1200 390 690 740 450 400 175 425 2
21 400 275 250 125 - - 40 125 150 135 360 1.2.4.3.5 1100 300 700 750 400 425 175 425 2
22 350 275 260 115 40 65 35 115 150 125 400 1.2.4.3.5 1150 350 650 700 410 425 185 450 2
23 330 225 240 110 50 60 35 115 150 125 375 1.2.4.3.5 1110 310 620 750 400 400 170 475 2
24 365 275 250 125 50 65 45 115 140 135 480 1.2.4.3.5 1210 320 680 740 390 350 150 425 2
25 400 255 250 115 50 65 40 115 150 135 350 1.2.4.3.5 1200 350 680 740 400 400 175 400 2
26 400 275 275 125 50 70 40 125 150 140 425 1.2.4.3.5 1250 350 690 750 400 450 160 400 2
27 360 240 275 125 50 65 40 125 150 135 - 1.2.4.3.5 1210 300 660 700 400 400 175 450 2
28 350 250 255 100 40 60 50 125 140 135 - 1.2.4.3.5 1120 360 660 740 390 400 175 450 2
29 340 225 225 110 40 60 40 115 150 125 385 1.2.4.3.5 1250 300 610 650 360 425 175 400 2
30 400 275 265 115 50 65 50 130 150 140 425 1.2.4.3.5 1300 360 650 800 450 440 160 450 2
31 350 250 225 100 50 65 50 125 145 130 375 1.2.4.3.5 1220 310 620 700 400 450 175 425 2
32 350 225 250 115 50 65 40 115 150 125 350 1.2.4.3.5 1110 310 650 750 400 350 150 400 2
33 350 250 250 115 40 60 30 110 135 125 350 1.2.4.3.5 1110 310 650 680 370 350 175 425 2
34 350 250 260 125 40 65 40 120 150 125 350 1.2.4.3.5 1190 340 680 770 420 430 175 425 2
35 350 240 240 110 50 65 40 100 135 125 325 1.2.4.3.5 1070 320 600 700 400 450 160 400 2
36 390 250 225 115 40 65 50 125 150 125 350 1.(2.4).3.5 1210 410 720 800 450 350 160 390 2
37 390 250 225 115 50 65 50 100 150 125 350 1.2.4.3.5 1100 350 650 700 400 425 175 400 2
38 400 255 275 115 50 65 50 125 150 140 400 1.2.4.3.5 1250 350 690 740 420 400 175 400 2
39 390 265 265 125 40 60 40 135 150 140 425 1.2.4.3.5 1250 350 700 800 400 425 175 400 2
40 350 250 250 125 40 65 40 115 150 125 400 1.2.4.3.5 1170 350 640 720 400 400 175 375 2
41 390 275 250 115 - - 40 115 150 125 350 1.2.4.3.5 1140 340 690 740 410 375 150 450 2
42 350 250 255 115 50 65 40 115 140 125 350 1.2.4.3.5 1180 360 650 700 390 425 185 400 2
43 410 265 275 125 50 65 40 135 185 145 450 1.2.4.3.5 1250 390 740 790 430 475 185 475 2
44 365 245 245 115 - - 45 110 145 125 375 1.2.4.3.5 1100 310 650 700 390 450 175 375 2
45 365 265 255 115 40 65 40 120 150 135 400 1.2.4.3.5 1170 290 650 770 430 425 165 475 2
46 365 245 250 110 - - 25 115 145 125 375 1.2.4.3.5 1120 330 660 830 420 350 165 400 2
47 410 250 265 115 40 65 40 125 155 135 375 1.2.4.3.5 1150 390 690 750 440 450 175 375 2
48 400 250 250 115 40 60 40 115 150 130 400 1.2.4.3.5 1250 350 700 750 400 400 175 400 2
49 410 250 250 115 40 60 40 125 155 140 350 1.2.4.3.5 1200 360 710 760 400 400 175 425 2
50 420 250 260 115 40 60 40 115 140 125 425 1.2.4.3.5 1250 370 750 800 450 420 175 425 2
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Tabela 6. Medidas, em pum, dos caracteres da cabeca, torax e abdome dos machos de Lutzomyia (L.) longipalpis provenientes do municipio de
Massapé (CE), popula¢do com 1 par de manchas abdominais.

C.CB C.LBE C.F1 C.F2 C.F13 C.F14 cC.P1 CcC.P2 C.P3 C.P4 C.P5 F.P C.R5 C.GAMA C.FA C.TA C.TSA C.LBL C.STL C.FLGP.MCH
1 400 275 280 120 50 60 55 125 160 150 400 1.2.4.3.5 1250 450 750 800 400 400 180 300 1
2 410 300 290 125 50 60 50 125 175 150 425 1.2.4.3.5 1290 340 760 850 450 375 200 350 1
3 415 250 270 125 40 60 40 125 150 135 400 1.2.4.3.5 1250 350 700 800 440 425 175 425 1
4 410 275 255 125 40 60 35 125 155 135 325 1.2.4.3.5 1130 330 700 750 400 425 185 450 1
5 425 250 250 115 40 60 35 125 155 130 350 1.2.4.3.5 1210 360 700 790 420 350 175 425 1
6 400 280 250 125 50 60 40 115 150 125 350 1.2.4.3.5 1180 350 690 790 400 365 180 450 1
7 385 255 250 120 40 65 40 115 150 125 1.2.4.3.5 1200 350 650 750 430 350 175 435 1
8 400 250 250 125 40 60 40 115 150 125 325 1.2.4.3.5 1220 360 700 790 400 400 160 400 1
9 425 250 250 115 40 60 40 125 150 140 325 1.2.4.3.5 1240 320 740 780 440 375 175 400 1
10 400 260 250 120 40 60 40 115 150 125 400 1.2.4.3.5 1180 360 690 750 390 400 175 375 1
11 350 250 235 120 40 60 50 120 160 125 350 1.2.4.3.5 1110 310 650 700 390 360 160 425 1
12 425 275 300 140 50 65 40 135 175 145 400 1.2.4.3.5 1300 400 750 850 500 425 200 375 1
13 410 275 290 130 - - 40 125 155 140 400 1.2.4.3.5 1200 350 720 740 400 425 175 390 1
14 380 250 250 110 40 60 40 125 150 135 425 1.2.4.3.5 1190 390 700 750 400 375 175 400 1
15 350 250 235 110 40 60 40 125 140 130 350 1.2.4.3.5 1080 300 600 650 380 340 160 375 1
16 360 240 250 135 40 75 50 125 150 140 425 1.2.4.3.5 1140 340 660 720 400 400 185 450 1
17 385 250 275 125 - - 40 125 160 135 375 1.2.4.3.5 1190 350 700 720 390 400 175 425 1
18 380 240 250 110 50 60 40 115 140 125 325 1.2.4.3.5 1080 350 650 670 370 350 165 390 1
19 410 260 255 120 50 60 40 115 150 135 435 1.2.4.3.5 1190 340 650 740 390 385 185 425 1
20 365 225 250 110 40 60 40 110 150 130 375 1.2.4.3.5 1140 350 640 660 390 350 175 350 1
21 400 250 260 125 40 60 40 110 150 130 425 1.2.4.3.5 1180 330 660 740 400 375 165 400 1
22 360 235 225 110 40 50 40 100 135 125 400 1.2.4.3.5 1100 300 660 690 390 375 175 375 1
23 350 250 240 115 40 60 35 100 135 125 360 1.2.4.3.5 1150 350 650 740 400 350 150 360 1
24 360 225 200 100 40 60 40 110 125 120 350 1.2.4.3.5 1090 330 600 690 360 350 175 430 1
25 390 265 250 115 - - 30 100 150 125 350 1.2.4.3.5 1220 330 - - - 400 175 425 1
26 340 250 250 110 50 60 40 110 150 125 325 1.2.4.3.5 1090 340 660 720 360 350 150 390 1
27 390 275 260 115 - - 40 125 160 130 350 1.2.4.3.5 1240 340 700 740 450 360 140 400 1
28 400 255 250 120 40 50 40 110 150 125 375 1.2.4.3.5 1180 330 650 750 400 350 175 450 1
29 360 240 230 100 - - 40 110 135 125 325 1.2.4.3.5 1110 360 660 690 390 375 175 450 1
30 400 260 250 110 50 60 40 110 160 125 410 1.2.4.3.5 1160 350 720 750 400 375 175 425 1
31 360 230 225 100 40 65 40 115 140 130 400 1.2.4.3.5 1080 360 590 690 360 350 160 425 1
32 375 250 - - - - 30 110 150 125 350 1.2.4.3.5 1190 390 650 730 400 350 175 375 1
33 370 255 240 115 50 60 40 125 140 130 340 1.2.4.3.5 1310 360 700 740 360 375 190 425 1
34 350 250 250 115 50 65 40 115 150 135 325 1.2.4.3.5 1200 310 640 740 400 350 190 450 1
35 400 275 275 115 50 65 40 125 160 150 425 1.2.4.3.5 1240 360 740 800 450 360 175 375 1
36 350 230 240 115 50 60 40 115 150 125 325 1.2.4.3.5 930 290 600 700 390 425 170 360 1
37 400 250 275 115 40 50 40 125 150 130 350 1.2.4.3.5 1200 350 710 790 430 350 180 375 1
38 385 250 215 100 - - 40 125 150 130 375 1.2.4.3.5 - - 600 750 360 350 175 400 1
39 385 225 260 125 40 50 40 115 150 140 360 1.2.4.3.5 1150 350 700 720 330 350 140 425 1
40 340 225 225 110 50 60 40 115 140 130 325 1.2.4.3.5 1040 290 550 650 360 350 160 400 1
41 400 280 290 125 - - 40 130 160 140 400 1.2.4.3.5 1350 400 740 760 440 400 180 500 1
42 375 250 260 115 - : 40 125 140 130 400 1.2.4.3.5 1240 390 680 720 420 350 185 410 1
43 380 250 250 125 40 60 50 110 135 125 400 1.2.4.3.5 1160 310 640 710 410 350 180 425 1
44 400 250 260 125 50 60 40 125 160 150 400 1.2.4.3.5 1220 390 700 790 400 400 180 410 1
45 350 240 250 110 40 60 40 110 140 125 400 1.2.4.3.5 1060 310 640 720 390 350 175 350 1
46 390 250 255 115 40 60 50 115 140 135 375 1.2.4.3.5 1270 350 690 740 420 375 175 385 1
47 385 250 255 125 40 60 40 110 150 125 350 1.2.4.3.5 1200 300 630 700 390 350 175 425 1
48 400 250 250 125 - - 40 115 150 140 400 1.2.4.3.5 1240 340 700 740 410 350 150 350 1
49 400 260 270 125 50 65 40 125 150 135 425 1.2.4.3.5 1300 390 690 790 410 350 185 450 1
50 390 260 235 110 50 65 40 125 150 135 355 1.2.4.3.5 1180 330 690 720 390 350 175 375 1
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Tabela 7. Medidas, em um, dos caracteres da cabeca, torax e abdome dos machos de Lutzomyia (L.) longipalpis provenientes do municipio de
Massapé (CE), populacdo com 2 pares de manchas abdominais.

C.CB C.LBE C.F1 C.F2 C.F13 C.F14 cC.P1 CcC.P2 C.P3 c.P4 C.P5 F.P C.R5 C.GAMA C.FA C.TA C.TSA C.LBL C.STL C.FLGP.MCH
1 400 275 275 140 50 65 50 125 170 180 425 1.2.4.3.5 1250 350 710 850 450 375 200 400 2
2 420 300 300 125 - - 50 125 150 140 400 1.2.4.3.5 1340 350 750 800 450 400 200 410 2
3 375 275 250 115 40 60 40 125 160 150 400 1.2.4.3.5 1200 350 650 680 390 375 185 400 2
4 400 250 275 100 40 60 35 125 125 135 - 1.2.4.3.5 1040 260 600 700 390 425 165 400 2
5 390 275 255 125 40 60 40 115 140 130 350 1.2.4.3.5 1230 330 690 740 425 360 175 425 2
6 400 250 260 115 50 60 50 125 150 140 400 1.2.4.3.5 1250 350 720 760 410 425 175 400 2
7 410 275 290 125 - - 50 130 160 150 390 1.2.4.3.5 1300 350 790 840 450 350 190 450 2
8 410 260 265 115 40 60 40 125 160 150 400 1.2.4.3.5 1270 400 740 760 430 425 180 425 2
9 360 240 250 105 40 60 40 110 150 135 360 1.2.4.3.5 1120 320 680 700 420 350 160 350 2
10 360 275 250 120 40 60 40 125 150 140 375 1.2.4.3.5 1210 290 690 750 420 350 175 400 2
11 375 250 235 115 50 65 40 115 140 125 375 1.2.4.3.5 1150 300 660 700 400 400 175 425 2
12 350 235 200 110 50 65 35 110 135 - - 1.2.4.3.5 1070 270 600 750 390 325 135 350 2
13 410 275 260 115 50 60 40 130 160 140 350 1.2.4.3.5 1220 360 720 800 420 390 175 400 2
14 360 250 230 115 40 50 40 115 150 125 350 1.2.4.3.5 1200 340 650 750 400 350 175 350 2
15 350 275 250 115 40 60 40 125 150 135 360 1.2.4.3.5 1200 410 700 720 400 400 150 400 2
16 350 225 240 115 40 60 40 115 135 125 335 1.2.4.3.5 1050 300 590 650 370 350 160 360 2
17 410 260 250 125 40 60 40 125 150 135 425 1.2.4.3.5 1340 390 720 760 420 400 180 450 2
18 380 250 240 115 50 65 40 110 150 125 325 1.2.4.3.5 1170 320 680 740 400 350 175 375 2
19 350 250 250 115 40 60 40 110 140 125 300 1.2.4.3.5 1150 350 650 700 400 360 175 425 2
20 400 275 260 120 40 60 50 125 160 150 350 1.2.4.3.5 1230 350 700 750 420 425 180 450 2
21 350 225 240 110 40 55 40 115 150 125 325 1.2.4.3.5 1180 380 610 680 370 350 175 425 2
22 400 275 265 125 40 65 50 125 150 135 360 1.2.4.3.5 1200 350 720 790 420 400 185 400 2
23 425 260 275 125 50 60 40 135 160 150 425 1.2.4.3.5 1250 400 - - - 400 200 450 2
24 400 250 260 125 50 75 40 135 150 140 400 1.2.4.3.5 1220 360 700 900 460 400 160 400 2
25 390 275 - - - - 40 125 150 135 350 1.2.4.3.5 1200 350 660 750 400 350 155 355 2
26 380 275 265 125 50 65 40 135 160 150 360 1.2.4.3.5 1280 290 690 790 410 350 180 350 2
27 355 250 255 120 50 65 40 115 150 125 350 1.2.4.3.5 1160 310 660 690 390 340 175 425 2
28 390 275 275 125 - - 50 125 160 150 425 1.2.4.3.5 1260 410 - - - 350 175 425 2
29 410 275 275 125 40 65 40 125 160 135 350 1.2.4.3.5 1310 410 700 790 400 400 175 400 2
30 360 250 250 115 40 60 40 110 140 115 350 1.2.4.3.5 1110 360 640 700 390 450 185 400 2
31 400 275 275 125 0 60 40 125 160 135 340 1.2.4.3.5 1270 350 750 800 400 425 175 425 2
32 340 250 255 115 35 50 40 115 150 125 340 1.2.4.3.5 1110 320 700 650 300 340 175 325 2
33 350 260 255 115 40 60 40 115 150 125 350 1.2.4.3.5 1200 310 650 700 400 350 180 400 2
34 350 250 240 110 - - 40 110 135 125 340 1.2.4.3.5 1240 340 640 720 390 340 175 375 2
35 390 275 255 125 40 60 40 125 160 150 325 1.2.4.3.5 1180 330 690 710 400 350 175 400 2
36 350 250 260 125 50 60 40 110 150 125 325 1.2.4.3.5 1160 260 650 700 400 350 175 375 2
37 360 250 275 125 40 60 40 115 140 125 400 1.2.4.3.5 1220 310 640 700 340 350 175 400 2
38 425 260 270 125 50 60 50 125 160 125 400 1.(2.4).3.5 1200 340 620 750 400 350 175 400 2
39 350 250 250 115 - - 40 110 150 115 325 1.2.4.3.5 1200 350 - - - 350 185 425 2
40 350 240 260 110 40 60 40 125 150 140 400 1.2.4.3.5 1200 360 700 660 300 375 175 400 2
41 350 235 225 100 40 60 40 100 145 115 - 1.2.4.3.5 1060 310 600 660 360 350 155 375 2
42 390 275 265 125 40 60 40 125 140 125 375 1.(2.4).3.5 1200 360 700 760 410 350 160 375 2
43 400 250 275 125 40 50 40 110 160 125 350 1.2.4.3.5 1300 410 700 750 410 350 150 350 2
44 365 250 250 115 40 60 40 115 150 125 350 1.2.4.3.5 1150 300 640 790 400 350 150 400 2
45 375 250 250 110 40 60 40 110 150 125 350 1.2.4.3.5 1130 330 660 800 400 400 175 375 2
46 390 275 275 125 50 60 40 130 160 140 360 1.2.4.3.5 1200 360 - - - 375 175 425 2
47 400 260 265 125 50 60 35 125 150 140 380 1.2.4.3.5 1210 360 700 760 390 425 175 375 2
48 385 250 250 115 40 60 25 110 140 130 340 1.2.4.3.5 1120 310 640 660 360 390 175 410 2
49 410 265 260 125 50 60 50 125 175 150 350 1.2.4.3.5 1300 350 690 740 400 350 180 440 2
50 360 240 225 110 40 50 40 110 140 125 325 1.2.4.3.5 1180 320 700 750 400 350 175 375 2




Legenda referente as tabelas 2 a 7.

C.CB—comprimento da cabeca, C.LBE—comprimento do labroepifaringe, C.F1-
comprimento do segmento F1 da antena, C.F2-comprimento do segmento F2 da
antena, C.F13-comprimento do segmento F13 da antena, C.F14—comprimento do
segmento F14 da antena, C.P1-comprimento do primeiro segmento do palpo,
C.P2—comprimento do segundo segmento do palpo, C.P3-comprimento do
terceiro segmento do palpo, C.P4—comprimento do quarto segmento do palpo,
C.P5—comprimento do quinto segmento do palpo, F.P—férmula palpal, C.R5-
comprimento da quinta veia radial da asa, C.GAMA-comprimento da veia gama
da asa, C.FA-comprimento do fémur anterior, C.TA-comprimento da tibia
anterior, C.TSA—comprimento do tarsomero anterior, C.LBL—comprimento do
lobo lateral, C.STL—comprimento do dististilo, C.FLG—comprimento do filamento

genital, MCH-nUmero de manchas dos tergitos abdominais.
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Figura 7. Alguns caracteres morfoldgicos de Lutzomyia (L.) longipalpis.

A - CB-cabeca, LBE-labroepifaringe, ANT-antena, PP-palpo. B — FA-fémur
anterior, TA-tibia anterior, TSA-tarsomero anterior. C - setas-manchas
abdominais (2 pares). D — seta-mancha abdominal (1 par). E — V. GAMA-veia
gama da asa, V. R5-quinta veia radial da asa. F — FLG-filamento genital, DSTL-
dististilo, LBL-lobo lateral.
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Tabela 8. Numero de individuos analisados (N), e respectivos valores minimos,
maximos, médias, desvio padrdo e valores de significancia (p) dos machos das
populagdes de Lutzomyia (L.) longipalpis estudadas.

Caracteres N Minimo-  Média — desvio ANOVA
maximo padréo p
(um) (um)
c.da cabeca 300  325-450  389,12+25,75 0,000
¢.do labroepifaringe 300 225310  260,82+18,43 0,000
¢.dosegmento Fldaantena  ,q95 180350  261,38+21,23 0,000
c. do segmento F2 da antena 298 100-250 123,42+17,52 0,000
c. do segmento F13 da antena 266 35-80 46,58+5,63 0,000
c. do segmento F14 da antena 267 50-80 62,79+5,36 0,000
;élgg primeiro segmento do 300 2560 42.12+6,12 0,000
gélgg segundo segmento do 300 100-200 122,52+12,33 0,000
;-al gg terceiro segmento do 55y 15550 154,15+13,35 0,000
gélgg quarto segmento do 599 100-225  136,86+13,54 0,000
gél gg quinto segmento o gg 300500  387,50+40,22 0,000
C.daquintaveiaradial daasa g9 9301500  1224,83+83.40 0,000
c. da veia gama da asa 299 250-500 358,58+42,10 0,000
c. do fémur anterior 293 550-850 700,89+51,19 0,000
c. da tibia anterior 293 600-930 767,46+57,40 0,000
c. do tarsdmero anterior 203 300-550 420,26233,27 0,000
c. do lobo lateral 300  300-475  382,78+28,76 0,000
c. do dististilo 300  125-210  175,78+13,73 0,002
c. do filamento genital 300 300500  393,13+39,89 0,001

c. — comprimento. Valores significativos estdo em negrito (p<0,05)

45



oF

Comprimento da cabega Comprimento do primeiro segmento do palpo

S1P T
389,6 398,4

Comprimento do labroepifaringe

J T
444 454

S2P
41,3

M2pP
41,2

M1P
40,6

S1P
39,8

S2P M2P M1P
378,3 3802 3844

Comprimento do segundo segmento do palpo

S2pP T S1P
120,7 1235 1236

M2pP
119,8

M1P
117,8

M2pP S1P
258,8 259

S2pP
2552

M1P
2529

265,1

Comprimento do segmento F1 da antena Comprimento do terceiro segmento do palpo

S2pP M2pP

S1P
260,6

S2pP
257,3

M2P

252,7 150,2  150,6

Comprimento do quarto segmento do palpo

S2P M2P S1P
1335 1344 1359

Comprimento do quinto segmento do palpo

Comprimento do segmento F2 da antena

M2pP S2P  S1P

1185 1189 1226

Comprimento do segmento F13 da antena

EOO0D

Comprimento do segmento F14 da antena

M2P  M1P S2P S1P
60,2 60,3 63,2 64,4

Figura 8. Estudo da homogeneidade de alguns caracteres da cabeca dos machos das populagdes Lutzomyia (L.) longipalpis estudadas.
J — Jequié (BA), T — Teresina (Pl), S1IP — Sobral (CE) com 1 par de manchas abdominais, S2P — Sobral (CE) com 2 pares de manchas

abdominais, M1P — Massapé (CE) com 1 par de manchas abdominais, M2P — Massapé (CE) com 2 pares de manchas abdominais.
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S2pP
3418

M2P
676,4

Comprimento da quinta veia radial da asa

Comprimento da veia gama da asa

M1P
346,5

S1P

358,3 374,6 389,2

Comprimento do fémur anterior

S2P
684,4

Comprimento da tibia anterior

M1P M2pP S2P

740 740,2 746,2

Comprimento do tarsdremo anterior

M2pP M1P S2P S1P
399 401 4146 419

J
812,8
T J
4415 4452

Figura 9. Estudo da homogeneidade de alguns caracteres do térax dos machos das popula¢6es Lutzomyia (L.) longipalpis estudadas.
J — Jequié (BA), T — Teresina (PI), SIP — Sobral (CE) com 1 par de manchas abdominais, S2P — Sobral (CE) com 2 pares de manchas
abdominais, M1P — Massapé (CE) com 1 par de manchas abdominais, M2P — Massapé (CE) com 2 pares de manchas abdominais.

Comprimento do lobo lateral

1P M2p J

Comprimento do dististilo

S@RGerD

T I
3714 3729\ 3798 3817 %

Comprimento do filamento

S1P M2pP S2P
397,9 398 399,8

M1P
404,2

Figura 10. Estudo da homogeneidade de alguns caracteres do abdome dos machos das populagdes Lutzomyia (L.) longipalpis estudadas.
J — Jequié (BA), T — Teresina (Pl), SIP — Sobral (CE) com 1 par de manchas abdominais, S2P — Sobral (CE) com 2 pares de manchas
abdominais, M1P — Massapé (CE) com 1 par de manchas abdominais, M2P — Massapé (CE) com 2 pares de manchas abdominais.
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Tabela 9. Teste ANOVA aplicado as populacgdes de Lutzomyia (L.) longipalpis estudadas.

Caracteres J- J- J- J- J- T T- T- T- S1P- S1P- S1P- S2P- S2P- ML1P-

T SIP S2P MI1P M2P S1P S2P MIP M2P S2P MI1P M2P MI1P M2P MZ2P

c.da cabeca 0,309 0,007 0,000 0,000 0,000 0,068 0,000 0,003 0,000 0,037 0,286 0,063 0,264 0,797 0,385
c.da labroepifaringe 0,027 0,000 0,000 0,000 0,000 0,111 0,013 0,002 0,100 0,235 0,057 0,949 0,473 0,259 0,065
c. do segmento F1 da antena 0,553 0,016 0,002 0,000 0,001 0,030 0,004 0,000 0,001 0,431 0,052 0,319 0,256 0,885 0,277
c. do segmento F2 da antena 0,854 0,020 0,001 0,000 0,000 0,041 0,003 0,001 0,001 0,149 0,031 0,073 0,475 0,824 0,540
c. do segmento F13 da antena 0,060 0,871 0,002 0,000 0,000 0,097 0,293 0,004 0,000 0,010 0,000 0,000 0,051 0,008 0,516
c. do segmento F14 da antena 0,018 0,227 0,020 0,000 0,000 0,108 0,577 0,072 0,059 0,159 0,000 0,000 0,003 0,002 0,982
c. do primeiro segmento do palpo 0,413 0,000 0,007 0,000 0,002 0,000 0,002 0,000 0,000 0,254 0,504 0,253 0,504 0,926 0,519
c. do segundo segmento do palpo 0,052 0,044 0,006 0,000 0,001 0,959 0,226 0,004 0,060 0,156 0,001 0,025 0,151 0,657 0,224
c. do terceiro segmento do palpo 0,056 0,002 0,000 0,000 0,000 0,121 0,003 0,001 0,003 0,113 0,049 0,136 0,770 0,846 0,602
c. do quarto segmento do palpo 0,019 0,001 0,000 0,000 0,000 0,262 0,034 0,002 0,083 0,328 0,083 0,564 0,422 0,701 0,251
c. do quinto segmento do palpo 0,000 0,006 0,000 0,000 0,000 0,305 0,510 0,060 0,001 0,062 0,002 0,000 0,165 0,003 0,142
c. da quinta veia radial da asa 0,009 0,000 0,000 0,000 0,000 0,013 0,000 0,000 0,000 0,052 0,013 0,171 0,379 0,604 0,205
c. da veia gama da asa 0,097 0,000 0,000 0,000 0,000 0,067 0,000 0,001 0,000 0,025 0,121 0,031 0,439 0,882 0,414
c. do fémur anterior 0,317 0,001 0,000 0,000 0,000 0,008 0,000 0,000 0,000 0,047 0,004 0,008 0,256 0,370 0,818
c. da tibia anterior 0,043 0,000 0,000 0,000 0,000 0,053 0,000 0,000 0,000 0,018 0,004 0,009 0,493 0,556 0,983
c. do tarsdbmero anterior 0,444 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,463 0,003 0,002 0,027 0,015 0,751
c. do lobo lateral 0,680 0,028 0,001 0,100 0,221 0,049 0,002 0,031 0,099 0,156 0,000 0,002 0,000 0,000 0,793
c. do dististilo 0,387 0,610 0,014 0,078 0,102 0,110 0,000 0,001 0,002 0,034 0,176 0,227 0,394 0,313 0,875
c. do filamento genital 0,390 0,072 0,041 0,007 0,040 0,010 0,005 0,001 0,004 0,814 0,416 0,989 0,567 0,800 0,357

C.- comprimento

J - Jequie, T - Teresina, S1P — Sobral com 1 par de mancha abdominal, S2P — Sobral com 2 pares de manchas abdominais, M1P- Massapé
com 1 par de mancha abdominal, M2P — Massapé com 2 pares de manchas abdominais.
Valores significativos estdo em negrito (p<0,05).



| Massapé 1P

100%
| Massapé 2P
90%
53% Sobral 2P
Sobral 1P
—1 100%
Jequié
53% )
Teresina
1.00 0,92 0|.66 0,32 0,23 0.00

Figura 11. Dendograma construido pelo método de UPGMA, baseado nos valores de
distancia genética (Roger 1972 modificado por Wright 1978), entre as seis populagdes
de Lutzomyia (L.) longipalpis analisadas, com os valores de bootstrap.
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Discussao

A partir de variacbes morfoldgicas, observadas em machos oriundos do Paré e
Ceard, foi levantada a hipotese de que L. (L.) longipalpis poderia ser um complexo de
espécies (Mangabeira, 1969), inclusive, o autor comentou que ndo tinha conhecimento
de algum outro flebotomineo, a ndo ser este, com capacidade de ocupar diferentes
habitats. De fato, estudos posteriores demonstraram que L. (L.) longipalpis no Brasil
poderia ocupar diferentes ecétopos, em quatro das cinco regides geograficas (Nordeste,
Norte, Sudeste e Centro-Oeste), demonstrando capacidade para se adaptar a variados
habitats, que vao desde o ambiente silvestre até o urbano (Lainson & Rangel 2005,
Brasil-SVS/MS, 2006).

Warburg et al. (1994) sugeriram que as manifesta¢des clinicas, determinadas por
L. (L.) infantum chagasi, que ocorriam na Costa Rica (lesdes cutaneas) diferente do que
se observa na Colémbia e no Brasil (comprometimento do figado, do bago e da medula
0ssea) poderiam estar associadas as variacdes na composicdo e concentracdo de
maxadilan (vasodilatador presente na saliva) das distintas populacdes de L. (L.)
longipalpis, levantando a hipotese de que a variabilidade genética do vetor modularia a
patogenia do agente etioldgico por ele transmitido.

Estudos com populagbes da Costa Rica, Colémbia, Venezuela e Brasil
demonstram, com fortes evidéncias (eletroforese de isoenzimas, SSCP, citocromo
mitocondrial, genes mitocondriais COIl, 12S e 16S), que L. longipalpis é um complexo
de espécies, no Continente Americano, e que este seria formado por quatro espécies:
Lutzomyia pseudolongipalis, da Venezuela, L. (L.) longipalpis, a espécie-tipo,
constituida pelas diferentes populacdes brasileiras, uma espécie Cis-Andina e outra
Trans-Andina (Lanzaro et al 1993, Mutebi et al 2002, Arrivilaga et al 2002, 2003).

Embora a discussdo taxonémica de L. (L.) longipalpis tenha sido iniciada a partir
da observacdo de diferencas morfologicas, comuns apenas nas populacdes brasileiras
(Young & Duncan, 1994), estudos morfoldgicos ainda sdo escassos no sentido de
avaliar o status taxondémico deste flebotomineo (Azevedo et al 2000, Arrivilaga &
Feliciangeli 2001).

Para o presente trabalho, a analise foi feita apenas com exemplares machos,
considerando as observacdes de Mangabeira (1969) e de Azevedo et al. (2000), onde as
diferengas morfologicas eram mais nitidas. Com relacdo as popula¢Bes de Sobral e
Massapé, buscou-se comparar as duas formas entre si (um par e dois pares de manchas),
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como duas populacfes, pois existem alguns estudos que sugerem que Sobral 1P e
Sobral 2P seriam espécies distintas do complexo ““longipalpis™ vivendo em simpatria
(Ward et al. 1983, 1988, Bauzer et al. 2002, Maingon et al. 2003, Bottecchia et al. 2004,
Souza et al. 2004); analise semelhante foi aplicada para Massapé, por ser contiguo a
Sobral.

Através da andlise morfolégica das populacdes de L. (L.) longipalpis
procedentes de Jequié (BA), Teresina (PI), Sobral (CE) e Ceara (CE), o padrdo de
manchas nos tergitos abdominais ndo permitiu separar as diferentes populacbes. A
férmula palpal apresentou variacfes que ocorreram apenas a nivel intra-populacional
nos exemplares de Jequié, Teresina e Sobral, sendo 1.2.4.3.5 a mais freqiiente, o que foi
também relatada para as populacdes de Canindé (CE), llha de Maraj6 (PA), Sdo Luiz
(MA), Natal (RN) e Lagoa Santa (MG) (Azevedo et al. 2000). Tais aspectos da
morfologia sugerem uma homogeneidade nas populagdes.

Nos estudos de morfometria, a populacéo de Jequié mostrou-se diferenciada das
demais, tanto pelo teste ANOVA, com diferencas significativas em mais de 80% dos
caracteres, quanto pelo teste SNK, separando-a das demais com base em 37% dos
caracteres analisados. Entretanto, h4 que se considerar que tais resultados ndo sustentam
a separacao total, uma vez que se podem observar intersecdes e unides que envolviam a
populacdo de Jequié e as outras, com base em caracteres da cabeca (6), do torax (3) e
abdome (3). O valor de bootstrap obtido, 53%, inferior a 70%, 0 minimo a ser
considerado como confiavel na separagdo de clados (Hillis & Bull 1993), sugere que as
populacdes de Jequié e Teresina sdo mais homogéneas entre si, porém seriam mais
heterogéneas quando comparadas as do Ceara. Vale recordar que uma populacdo da
Bahia, do municipio de Jacobina, ao ser comparada com popula¢cbes do Rio Grande do
Norte e Minas Gerais, através de analises de som de corte e gene period, foi considerada
como uma espécie do complexo ““longipalpis™ (Souza et al 2002, Bauzer et al 2002).

Considerando as quatro populacdes do Ceara (S1P, S2P, M1P e M2P), verificou-
se um alto grau de homogeneidade, revelado pela intersecdo dos conjuntos associados a
18 dos 19 caracteres analisados. Tais populagdes mostraram-se muito semelhantes
quando submetidas ao teste ANOVA, principalmente a populacdo de Massapé que néo
apresentou nenhuma distincdo entre suas formas simpatricas (M1P e M2P), com valor
de bootstrap de 100%. Todavia, 0 dendograma revelou um ramo isolado para S1P.

Alguns estudos (anélise de feromdnios sexuais, gene period, gene cacophany),
realizados com as populacfes simpétricas provenientes de Sobral (S1P e S2P),
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demonstraram que tais sub-populacdes seriam na verdade duas espécies do complexo
“longipalpis” (Ward et al. 1988, Bauzer et al. 2002, Bottechia et al. 2004 Souza et al.
2004, Hamilton et al. 2005). Entretanto, estudos utilizando eletroforese de isoenzimas e
genes mitocontriais, que compararam Sobral com outras populagdes concluiram que
Sobral teria um grau de heterogeneidade compativel a uma Unica espécie
(Mukhopadhyay et al. 1997, Mutebi et al. 1999, Arrivillaga et al. 2003).

Neste estudo, as populacdes de Sobral (S1P e S2P) encontram-se disjuntas em
apenas 3 dos 19 caracteres analisados. Deve-se ressaltar, as interse¢des comumente
encontradas, para os demais caracteres, sugerindo que S1P e S2P ndo se separam
completamente, pela logica da Teoria Intuitiva dos Conjuntos. E, ainda, o dendograma,
que trabalhou com as médias dos comprimentos dos caracteres, revelou um ramo
isolado para S1P, com um valor de confianga de apenas 53%. Esta informacdo é
relevante, pois, segundo Hillis & Bull (1993), apenas os valores de bootstrap acima de
70% séo confidveis para sustentar clados de um dendograma.

Mesmo sendo a andlise morfologica de caracteres importante e a base da
taxonomia classica, em determinados casos os dados de morfologia, devem ser
complementados com outro tipo de analise, para avaliacdo de heterogeneidade inter-
populacional, tal como ocorreu nos estudos com populagbes de L. (L.) longipalpis,
(Azevedo et al. 2000) e com populac6es de Lutzomyia (N.) whitmani, do Nordeste (CE e
BA) e Norte (PA), (Rangel et al. 1996) cujos estudos morfolégicos foram
complementados por andlise de DNA. No entanto, as andalises morfoldgica e
morfométrica, por si s6, podem ser consideradas evidéncias mais consistentes, quando
se observa um percentual elevado de diferencas significativas entre as populagdes.
Azevedo et al. (2002), por exemplo, ao avaliarem a hipotese de Lutzomyia umbratilis
ser um complexo de espécies, obtiveram 77% dos caracteres morfométricos avaliados
revelando uma disjuncdo que separava a populacdo venezuelana do conjunto formado
pelas brasileiras. Dados como estes, entretanto, nunca foram observados nos estudos
com populacgdes de L. (L.) longipalpis.

Para alguns autores é provavel que a inconsisténcia de informagGes, com 0 uso
de diferentes ferramentas, poderia ser atribuida a alguns fatores tais como a manutencao
de um polimorfismo ancestral num processo de especiacao recente, e que determinados
marcadores como, por exemplo, isoenzimas, ndo seriam capazes de detectar populacdes
em processo de especiacdo (Bauzer et al.2007). Por conseguinte, como j& discutido por
Amorim (1997) levando em consideragdo a caracteristica morfologica analisada, tanto
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dados morfolégicos como dados moleculares, podem representar com fidelidade a
historia evolutiva que se pretende discutir.

Considerando o conjunto de informacdes obtidas neste estudo, pode-se supor
que as populagdes S1P e S2P estariam ainda em processo de especiacdo. De acordo com
Futuyma (1992), como a maioria dos modelos existentes para especiacdo simpatrica é
muito controvertida, um modelo “gradual” tem sido proposto na ldgica de que as
barreiras para o fluxo génico vdo progressivamente se tornando eficientes.
Possivelmente, estudos de cruzamentos entre populagdes e analise dos hibridos (vidveis
ou ndo), seriam ferramentas que associadas as informagdes disponiveis, poderiam trazer
evidéncias mais consistentes.

Apesar dos inumeros estudos, a questdo que discute a identidade taxonémica de
L. (L.) longipalpis ainda parece ndo totalmente esclarecida, uma vez que ndo se
descreveu nenhuma espécie brasileira do complexo “longipalpis”.

Considerando os caracteres aqui analisados, através da morfometria, pode-se
observar diferencas significativas, compativeis com polimorfismo inter e intra-
populacional nas populacdes estudadas, o que poderia sugerir, mais uma vez, L. (L.)
longipalpis como uma espécie polimorfica, indicando que tais diferencas morfoldgicas
seriam co-especificas.

Independente de serem ou nao espécies de um complexo, as populacbes de
Teresina e Sobral, bem como a de Jequié, tém se mostrado competentes na transmissdo
de LVA, uma vez que tais municipios sdo endémicos e de transmissao intensa alta, os

dois primeiros, e de transmissdo intensa moderada, o terceiro.
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CAPITULO 1

ESTUDO SOBRE OS HABITOS ALIMENTARES DE ALGUMAS POPULACOES
DE Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (LUTZ & NEIVA, 1912), (DIPTERA:
PSYCHODIDADE: PHLEBOTOMINAE), PROCEDENTES DE AREAS
ENDEMICAS DE LEISHMANIOSE VISCERAL NO NORDESTE DO BRASIL
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Introducéo

No Brasil, as leishmanioses sdo consideradas doencas emergentes em franca
expansao territorial, presentes em todas as regides geograficas fazendo parte da lista de
doencas que compdem o Sistema de Informacdo de Notificagdo Compulséria (Brasil-
SVS/MS 2006, 2007).

A leishmaniose visceral americana (LVA) dada a sua incidéncia e alta letalidade,
particularmente em individuos ndo tratados e em criangas desnutridas, bem como
quando associada a outras enfermidades, tais como na co-infeccdo por HIV, esta se
tornando uma das doencgas mais importantes no pais (Brasil-SVS/MS 2006). No Brasil,
até o final da década de 80, aproximadamente 90% dos casos notificados de LVA
encontravam-se na regido Nordeste. Contudo, a partir da década de 90, a doenca se
expandiu para as demais regiGes brasileiras, tais como Centro-Oeste e Sudeste,
claramente num processo de urbanizagéo (Brasil-SVS/MS 2006).

Lutzomyia (L.) longipalpis € o mais importante transmissor da LVA no
Continente Americano (Lainson & Shaw 1998, Lainson & Rangel 2005); no Brasil é
uma espécie que vem se adaptando ao ambiente antrépico, sendo encontrada em
diferentes habitats, incluindo o domicilio em é&reas urbanas (Brasil-SVS/MS 2006,
Lainson & Rangel 2005).

Esta espécie possui ampla distribuicdo no Brasil, mas ainda é pouco estudada
quanto aos aspectos relativos a sua biologia. A avaliagdo dos habitos alimentares de L.
(L.) longipalpis poderé trazer informag@es importantes, ndo apenas quanto a sua atracao
por potenciais reservatérios da Leishmania (L.) infantum chagasi, mas também com
relacdo a sua capacidade de ocupar e se estabelecer em novos espacos.

Atualmente a regido Nordeste concentra cerca de 52% dos casos humanos de
LVA, onde os Municipios de Teresina (PI), Sobral (CE) e Jequié (BA) encontram-se
dentre aqueles com maior incidéncia da doenca, no processo de analise de risco
epidemioldgico realizado pelo Programa Nacional de Leishmaniose, da Secretaria de
Vigilancia e Saude (Brasil-SVS/MS 2006).

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi identificar as possiveis fontes
alimentares de L. (L.) longipalpis coletados em quatro municipios nordestinos: Jequié
(BA), Teresina (PI), Sobral e Massapé (CE), com os trés primeiros caracterizados como

areas de transmissdo intensa de LVA.
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Materiais e Métodos

Procedéncias dos espécimes

Bem como descritos no capitulo I.

Descricao as areas de coletas

Bem como descritos no capitulo 1.

Coletas e processamento

Os flebotomineos foram capturados com o uso de armadilhas luminosas do tipo
CDC (Sudia & Chamberlain 1962), modificada (modelo HP, HP Biomedical, Pugedo et
al. 2005), e armadilha de Shannon (Shannon 1939). Nesta os flebotomineos foram
coletados com o auxilio do aspirador manual de Castro (Castro 1939). As armadilhas
luminosas foram fixadas no periodo das 18:00h as 06:00h e as coletas com a armadilha
de Shannon ocorreram entre 18:00h e 22:00h. Em cada localidade escolhida, foram
selecionados pelo menos trés diferentes pontos de coleta, que possuiam no minimo 300
metros de distdncia entre si. As coletas foram realizadas no domicilio e no
peridomicilio, proximo aos abrigos de animais domésticos, até uma distancia maxima
de 50m.

Ap0s a captura, os flebotomineos foram transportados vivos até o laboratorio
(Nucleo de Entomologia dos Municipios), em gaiolas de nailon presas a armactes de
ferro, envoltas em sacos plasticos e acondicionadas em caixas térmicas; uma vez
contidos no aspirador manual de Castro, foram mortos por congelamento. Os
exemplares foram transportados para o Laboratério de Transmissores de Leishmanioses,
do Instituto Oswaldo Cruz, em caixa de transporte para embarque congelado 650,
categoria B (Imer do Brasil). Os flebotomineos foram triados em cémara fria
(criolizador) e as fémeas transportadas para microtubos de plastico e armazenadas em
freezer a -20°C, até 0 momento da analise.

Os flebotomineos foram coletados com o apoio técnico e logistico dos Nucleos

de Entomologia das Secretarias de Saude dos Estados da Bahia, Piaui e Ceara.
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Descricdo da técnica

Para a realizacdo do teste imunoenzimatico (ELISA) foram testadas fémeas de L.
(L.) longipalpis ingurgitadas ou que apresentavam algum residuo de alimentagdo
sanguinea. Foram analisados em torno de 100 exemplares de cada populacéo.

A técnica de ELISA foi realizada segundo o protocolo descrito por Burkot et al.
(1981), modificado por Duarte (1997). Em microscopio esterioscopico (Carl Zeiss),
com o auxilio de pincas, foram separados a cabeca, torax e abdome de cada fémea, a
cabeca juntamente com os trés Ultimos segmentos abdominais foram diafanizados, com
0 uso de potédssio a 20%. Os espécimes foram identificados com o auxilio de
microscopio 6ptico de luz (Zeizz Germany Axioskop), segundo caracteristicas

diagndsticas morfoldgicas (cibario e espermatecas) (Young e Duncan 1994).

O abdome de cada fémea foi dissecado e macerado em solucéo salina tamponada
com fosfatos (PBS) pH7,2; 0,01M. As amostras foram armazenadas em freezer a —20°C
até o momento da analise. Em placas de micro dilui¢do de poliestireno de 96 cavidades
(NuncC, 442404, maxisorp, Dermark), foram colocados 50ul das amostras diluidas a
1:20 em tampdo carbonato bicarbonato (pH9,6; 0,05M, Sigma). Em seguida, foram
incubadas, por um periodo de 2 horas a 37°C sob condi¢des de umidade. Apos esta
etapa de sensibilizacdo, as microplacas foram lavadas com tampdo de lavagem
PBS/Tween 20 — 0,05% (Sigma Chemicals Co-St. Louis, USA) utilizando-se lavadora
de microplacas semi-automética (Microplate Washer DNX — 9620, Perlong). Apés a
lavagem, anti-soros homdélogos diluidos em tampdo de diluicdo (PBS/Tween 20 —
0,05%l/leite desnatado 1%- Molico-Nestlé, Brasil) foram adicionados as microplacas.
Seguiu-se um periodo de incubagéo de 30 minutos, em estufa a 37°C em camara Gimida.
Cada placa foi, retirada da estufa e lavada com o mesmo procedimento de lavagem

anterior.

Em seguida, foram colocados 100ul de solugdo contendo conjugado (goat anti-
rabbit serum peroxidase conjugate - Sigma Chemical USA) diluido 20.000 vezes em
tampdo de diluicdo. Foi realizado novo periodo de incubagdo como descrito na etapa
anterior. Decorrido o tempo determinado, cada placa foi retirada da estufa, lavada com o
mesmo procedimento anterior e em seguida foi acrescentada a solucdo reveladora,

constituida de peréxido de hidrogénio (H,O;) 30 volumes (Merck Diagnostica-RJ,
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Brasil) e 10 mg O-Phenylenediamine (OPD, Sigma Immunochemicals Co. USA)
diluidos em tampao citrato/fosfato (pH 5,0; 0,05M, Sigma).

Cada placa, permaneceu em camara escura por 15 minutos a temperatura
ambiente. A reacdo foi bloqueada acrescentando-se 50uL de solucéo de acido sulfirico
IN. Em seguida foi realizada a leitura em absorbancia utilizando-se leitora de
microplacas (Test Line ELx 800), com filtro de leitura de 490nm e filtro de referéncia
de 630nm.

Em todas as placas foram utilizados controles positivos, para cada reacdo. Este
consiste de soro homologo total diluido em tampéo carbonato bicarbonato (pH 9,6;
0,05M, Sigma) 2000 vezes. Para sua validacdo foram esperados, para os controles
positivos, valores de absorbancia acima de 1,0.

Os anti-soros utilizados foram obtidos a partir da imunizacdo de coelhos Nova
Zelandia imunizados com antigenos do soro de galinha (Gallus gallus Linneous, 1758),
cdo (Canis familiaris Linnaeus, 1758), humano (Homo sapiens sapiens Linnaeus,
1758), gamba (Didelphis Marsupialis Linnaeus, 1758) e roedor (Rattus norvegicus
Berkenhout, 1769). Os soros imunes foram produzidos no Laboratorio de
Imunodiagndstico / Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Escola Nacional de Saude
Publica Sérgio Arouca, FIOCRUZ (Protocolo CEUA/FIOCRUZ: 0068/00), onde
permanecem aliquotados e armazenados a -20° C.

Para que fosse estimada a positividade das amostras, foi feito o calculo baseado
na média das absorbancias obtidas a partir das reacdes observadas com 0s soros
heter6logos somado a dois desvios padrdo (cut off point). Este procedimento é adotado
para excluir dos resultados as possiveis rea¢fes cruzadas e aumentar a especificidade do

teste, obtendo consequientemente resultados mais confiaveis.
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MASSAPE (CE)

IE (BA)

Figura 1. Locais de coletas das populag6es de Lutzomyia (L.) longipalpis estudadas.
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Resultados

Foram testadas 609 fémeas, obtendo-se um indice geral de positividade de
40,72%. Do total de amostras, 37,27% reagiram com 0s anti-soros testados e 62,72%
nédo reagiram (Tabela 1 e 2).

No municipio de Jequié as amostras revelaram maior positividade para o anti-
soro de ave, seguido de humano, cdo e de gamba. Foi encontrada dupla fonte alimentar
(positividade para cdo e humano). Nenhuma fémea apresentou positividade para o anti-
soro de roedor (Tabela 3, Figura 2).

O municipio de Teresina foi a localidade cujos flebotomineos analisados
revelaram o mais alto indice de positividade, embora reagindo apenas com dois anti-
soros. As fémeas apresentaram maior positividade para o anti-soro de ave, seguido do
anti-soro de cdo. Foram identificados espécimes positivos, concomitantemente, para o
anti-soro de ave e céo (Tabela 3, Figura 3).

Nos flebotomineos procedentes de Sobral, mais uma vez, o anti-soro de ave
revelou maior percentual de positividade, sequido de cdo, gambd, além de reatividade
para ambos 0s anti-soros, cdo e gamba (Tabela 3, Figura 4).

Nos espécimes provenientes de Massapé foi encontrada a maior diversidade de
combinagOes de fémeas positivas, sendo esta, a Unica populacdo que obteve reatividade
para todos os anti-soros. Reagiram para anti-soro de ave (maior percentual), cdo, gamba,
humano, roedor, além de duplicidade para cdo/humano, ave/gamba, ave/cdo, cdo/gamba

e, ainda, ave/cdo/gambé (Tabela 3, Figura 5).
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Tabela 1. Distribuicdo do nimero de fémeas de Lutzomyia (L.) longipalpis testadas e
reagentes para cada municipio, pela técnica de ELISA.

NuUmero de fémeas

Municipio Ingurgitadas Reagentes N&o reagentes

N (%) N (%)
Jequié (BA) 98 21 (21,43) 77 (78,57)
Teresina (PI) 92 70 (76,09) 22 (23,91)
Sobral (CE) 159 45 (28,30) 114 (71,70)
Massapé (CE) 260 91 (35,00) 169 (65,00)

Total 609 227 382
% 37,27 62,72

Tabela 2. Distribuicdo do numero de fémeas de Lutzomyia (L.) longipalpis testadas e

reagentes para cada um dos anti-soros, pela técnica de ELISA.

Fonte Alimentar N %
Ave 155 25,45
Céo 37 6,06
Gamba 8 1,31
Humano 6 0,98
Roedor 1 0,16
Ave + Céo 10 1,64
Cao + humano 4 0,66
Ave +gamba 3 0,50
Céo + gamba 2 0,33
Ave + cdo + gamba 1 0,16
NR 382 62,73
Total 609 100

NR- ndo reativo
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Tabela 3. Distribuicdo de numero e percentual das fémeas reagentes pela técnica de
ELISA, para identificagdo de fontes alimentares, nas areas estudadas.

Reagentes A C G H R C/lH A/IG A/IC CIG AICIG

Jequié
Total 9 4 2 5 NR 1 - - - -
% 42,86 19,05 9,52 2381 NR 4,76 - - - -
Teresina
Total 50 13 NR NR NR - - 7 - -
% 71,42 1857 NR NR NR - - 10,00 - -
Sobral
Total 24 17 3 NR NR - - - 1 -
% 53,33 37,78 6,67 NR NR - - - 2,22 -
Massapé
Total 72 3 3 1 1 3 3 3 1 1

% 7912 330 330 1,10 110 330 330 330 1,10 1,10

A-ave, C-cdo, G-gamba, H-humano, R-roedor, C/H-cdo/humano, A/G-ave/gamba, A/C-

ave/cdo, C/G-cdo/gambd, A/C/G-ave/cdo/gamba, NR-ndo reativo.
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4,76%

23,81%

42,86%

9,52%

19,05%

W ave W cdo 00 gamba M humano M cdo/humano

Figura 2. Distribuicdo do percentual das fontes alimentares observadas nas fémeas de
Lutzomyia (L.) longipalpis, analisadas através do teste ELISA, capturadas no Municipio
de Jequié (BA).

10,00%

18,57%

71,43%

B ave W cdo O ave/cao

Figura 3. Distribuicdo do percentual das fontes alimentares observadas nas fémeas de
Lutzomyia (L.) longipalpis, analisadas através do teste ELISA, capturadas no Municipio
de Teresina (PI).

69



6,67% 2,22%

37,78% 53,33%

Bl ave B cdo O gamba O cdo/gamba

Figura 4. Distribuicdo do percentual das fontes alimentares observadas nas fémeas de
Lutzomyia (L.) longipalpis, analisadas através do teste ELISA, capturadas no Municipio

de Sobral (CE).

3,3%

3,3%
1,1%
1,1%
3,3%
1,1%
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1,1 % [—

33%

W ave W céo O gamba

B humano O roedor B cdo/humano
Ocdo/gambda  Oave/gamba M ave/cdo/gamba
O ave/céo

Figrua 5. Distribuicdo do percentual das fontes alimentares observadas nas fémeas de
Lutzomyia (L.) longipalpis, analisadas através do teste ELISA, capturadas no Municipio
de Massapé (CE).
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Discussao

O teste imunoenzimatico (ELISA) vem sendo empregado para identificacdo do
habito alimentar de mosquitos (Burkot et al. 1981), triatomineos (Fuente 2007) e
flebotomos (Quinell et al. 1992, Colmenares et al. 1995, Oliveira 2006, Marassa et al.
2006). Esta tecnica tem se mostrado eficiente, por apresentar elevada especificidade e
sensibilidade, quando comparada a outras técnicas de avaliacdo de conteudo alimentar
(Duarte 1997, Gomes et al. 2001).

A literatura tem registrado, com base em trabalhos de campo, o ecletismo de L.
(L) longipalpis para se alimentar em uma variada gama de mamiferos e aves, que
incluem cées, porcos, eqliinos, gado e galinhas, (Deane 1956, Rosabal & Trejos 1965,
Zeledon et al. 1984, Lainson & Rangel 2005). Aliada as condi¢Ges ambientais
favoraveis, a abundancia de fontes alimentares é fator determinante no crescimento
populacional deste vetor, especialmente em areas rurais, 0 que propicia sua
aproximacdo das habitacdes humanas.

Os dados do presente estudo revelaram que os exemplares das quatro populacdes
examinadas alimentam-se em aves principalmente, sendo obtidos expressivos
percentuais de positividade, em comparagdo com as demais fontes alimentares. No
nordeste, estudos realizados no Maranh&o, nos municipios de Raposo (Araujo et al.
2000) e na llha de S&o Luis (Carvalho et al. 2000) mostraram sucesso na utilizacdo de
galinhas, como iscas, durante coletas de flebotomineos. Dos exemplares coletados no
municipio de Raposo, foi determinado, através da técnica de precipitina, que o grupo de
animais mais reativo para fémeas de L. (L.) longipalpis foi ave (galinhas), animal
doméstico mais comum na regido (Dias et al. 2003). E sabido que galinheiros proximos
as casas, atuam como atrativos para flebotomineos, bem como funcionam como
criadouros, uma vez que as formas imaturas se desenvolvem no solo rico em matéria
organica, aumentando o contato entre os vetores e 0s humanos, associacdo que possui
grande importancia epidemiolégica, pois facilita a domiciliacdo do vetor. Alexander et
al. (2002) descreveram a atratividade que as aves exercem sobre machos e fémeas de L.
(L.) longipalpis. Embora as aves sejam refratarias a Leishmania, servem como fonte de
alimentacdo para flebotomineos e atraem potenciais reservatorios da L. (L.) infantum
chagasi para proximo das habitacdes, possibilitando a instalacdo e manutencéo do ciclo
de transmissdo (Lainson & Rangel 2003). Em investigacdes epidemiolégicas sobre
LVA realizadas durante a construcdo da estrada Iguarapémiri-Tucurui, no Para, foi
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possivel constatar a alta densidade de L. (L.) longipalpis nos galinheiros das casas, que
eram construidas ao longo da estrada, em apenas 18 meses ap0s 0 inicio das obras
(Lainson & Rangel 2005).

Com base nos dados aqui obtidos, pode-se identificar reatividade para sangue de
caes em flebotomineos procedentes dos quatro municipios trabalhados, sendo Sobral o
que revelou maior positividade. E importante destacar que Sobral, onde a densidade de
caes é alta, é considerado como area de transmisséo intensa de LVA.

Deane (1956) realizando xenodiagndsticos em cdes doentes que infectaram
flebotomineos sugeriu o cdo doméstico como importante reservatério da L. (L.)
infantum chagasi e fonte de infeccdo para L. (L.) longipalpis. Em varias areas de
transmissdo de LVA, evidéncias epidemioldgicas incriminam o0s cdes como
reservatorios domesticos (Lainson & Rangel 2005). Recentemente, Silva et al. (2007),
realizando estudos sobre a competéncia vetorial de L. (L.) longipalpis, na regido de Bela
Vista, em Teresina, encontraram 1,1% de fémeas infectadas, relacionando estes dados
com a existéncia de cdes com LVA nas imediagfes. Dados recém divulgados de
pesquisas em Aracatuba, Sdo Paulo, sobre as fontes alimentares de L. (L.) longipalpis,
analisadas através da técnica de precipitina, revelaram que das amostras reagentes,
91,4% reagiram para sangue canino. Tal fato foi correlacionado com a abundancia do
flebotomineo e a permanéncia de caes no peridomicilio. O papel epidemioldgico de cées
na cadeia de transmissdo de LVA em Aracatuba ja era levantado, tendo em vista que a
enzootia canina precedeu a transmissao para humanos (Camargo-Neves et al. 2007).

Na anéalise, ainda que revelando baixos indices de positividade, foi possivel
detectar sangue de gambd, em espécimes de trés populacdes: Sobral, Massapé e Jequié,
revelando pela primeira vez, no Brasil, a associacdo L. (L.) longipalpis — gambas. Na
Colémbia, Morrison et al. (1993) também obtiveram reatividade baixa para gambas, em
exemplares de L. (L.) longipalpis analisados pelo teste de precipitina.

Este dado deve ser analisado com atencéo, pois 0 gamba, Didelphis marsupialis
foi sugerido como possivel reservatério de Leishmania (L.) infantum chagasi, a partir de
isolados obtidos em Jacobina/BA, onde apenas 2 animais, em 84, estavam positivos,
fato que para alguns autores seria aparentemente sem maior importancia epidemioldgica
(Sherlock et al. 1984, 1988). Posteriormente, outros estudos relataram a infec¢ao natural
de D. marsupialis, por Leishmania spp., possivelmente Leishmania (L.) infantum
chagasi, discutindo o papel destes mamiferos como potenciais reservatorios para a LVA
(Schallig et al. 2007, Cabrera et al. 2003). Oliveira (2006), em Campo Grande, ao
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verificar que apenas 8,9% das fémeas de L. (L.) longipalpis apresentavam sangue
ingerido de cées, admite que questionamentos devem ser feitos sobre o papel dos cées
na cadeia epidemioldgica de LVA em determinadas situacdes, suscitando a hipotese de
outro reservatorio na regiao.

Considerando as evidéncias da infeccdo natural em gambas e que estes animais
sdo fontes alimentares para L. (L.) longipalpis, deve-se levar em conta a possibilidade
deste mamifero sinantrépico participar da cadeia de transmissdo de LVA em algumas
regides, especialmente aquelas que estdo sofrendo alteragcbes ambientais, o que facilita o
contato destes animais com 0 homem.

SituacOes relatadas por técnicos do Programa de Leishmanioses de alguns
municipios fazem uma correlacdo do aumento do nimero de casos humanos de LVA
com a invasdo de gambas em ambiente peri-urbano e, até mesmo, urbano. Tal fato
ocorreu em Barbalho (CE), onde ha pouco mais de trés anos, apds a construcdo de um
parque aquatico, houve uma invasdo de gambas na zona urbana e, coincidentemente,
nos trés anos que se seguiram conbabilizou-se um aumento do numero de casos
humanos (comunicacdo pessoal, Secretaria Municipal de Saude de Barbalho).

Conforme observado no presente estudo, em apenas duas populacfes (Jequié e
Massapé) haviam flebotomineos ingurgitados com sangue humano. A antropofilia de L.
(L.) longipalpis tem sido assunto de diversos estudos, com base em trabalhos de campo
(Deane 1956, Lainson & Rangel 2003), sendo este um dos critérios essenciais para que
a especie seja incriminada como importante vetor. Tal associacdo ja havia sido
observada por Deane (1956), que verificou que L. (L.) longipalpis picava o homem
avidamente. Em Aracatuba, segundo os relatos de Camargo-Neves et al. (2007), a
analise de exemplares de L. (L.) longipalpis sugeriu baixa antropofilia, 0 que também
foi observado em estudos na Colombia (Morrison et al. 1993). Contrariamente,
investigagdes realizadas na Ilha de Marajo, no Parg, e em Campo Grande, Mato Grosso
revelaram alta antropofilia das populacGes de L. (L.) longipalpis (Quinnel et al. 1992,
Oliveira 2006). A auséncia de positividade para sangue humano nos flebotomineos de
Teresina e Sobral, bem como o baixo indice verificado naqueles de Massapé nao sdo
elementos que permitem contestar a antropofilia destas populagbes de L. (L.)
longipalpis, ja demonstradas anteriormente. Ha que se considerar que a oferta de fontes
alimentares (aves e cdes) em abundancia no peridomicilio, como o observado nos sitios
de coletas em Teresina e Sobral, pode ser um fator determinante na escolha da fonte

alimentar, devido & proximidade com a fonte de alimento e criadouros de
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flebotomineos, 0 que nestas circunstancias tornaria a alimentagdo em humanos
oportunista.

Embora os roedores ndo representem elos da cadeia de transmissdo da LVA, o
anti-soro para roedor mostrou-se reativo (1,1%) para os espécimes oriundos de
Massapé. Dias et al. (2003), estudando L. (L.) longipalpis proveniente de Raposo (MA),
encontraram 0s roedores compondo o0 grupo de animais sinantrépicos mais procurados
pelos flebotomineos.

A ndo positividade, no contexto geral deste estudo, possivelmente tem uma
relacdo direta com os anti-soros utilizados. Como este e outros estudos ja puderam
demonstrar L. (L.) longipalpis, assim como outras espécies de flebotomineos, € eclético
e oportunista na busca da fonte alimentar (Lainson & Rangel 2003) e os ensaios foram
feitos, apenas, com anti-soros dos animais mais comumente encontrados nas areas
investigadas.

Foi possivel a deteccdo de espécimes alimentados em mais de uma fonte
sanguinea, principalmente em Massapé. Tal fato, além de evidenciar o ecletismo de L.
(L.) longipalpis, ilustra um comportamento observado em flebotomineos, o de “provar”
seus hospedeiros, até que realize o repasto sanguineo por completo. Este é, sem davida,
um aspecto relevante no mecanismo de transmissao das leishmanioses.

Claramente, os resultados do presente estudo, com algumas populactes
nordestinas de L. (L.) longipalpis, corroboram com o ecletismo deste flebotomineo em
relacdo a fonte alimentar, aspecto ja& observado em espécimes oriundos de diferentes
regides brasileiras (Quinnell et al. 1992, Dias et al. 2003, Oliveira 2006, Camargo-
Neves et al. 2007) e até mesmo na Colémbia (Morrison et al. 1993).

Nas ac¢des de vigilancia entomoldgica, as informacdes obtidas acerca da biologia
dos vetores, especialmente na sua interacdo com 0s animais reservatorios, em
associacdo com fatores ambientais, sdo aspectos que podem apontar para as alteragdes
no perfil de transmissdo de doencas (Gomes 2002). Nesse contexto, a aptiddo para se
alimentar frequentemente em animais domésticos, tais como aves e cdes e ainda,
eventualmente, em mamiferos sinantropicos (gambas) € um atributo importante que
favorece L. (L.) longipalpis no processo de adaptacdo a ambientes modificados,
tendendo a domiciliacdo. Este fato possibilita a manutencéo do ciclo de transmissao da
LVA no ambiente rural e a expansao da doenca para areas urbanizadas, determinando os

dois perfis de transmissdo encontrados no Brasil.
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Conclusbes gerais

= As populagBes de Lutzomyia (L.) longipalpis, de Jequié, Teresina, Sobral e
Massapé, sdo homogéneas, com base nos caracteres morfoldgicos considerados

no estudo, padrdo morfologico das manchas abdominais e férmula palpal.

= As analises de dados morfométricos, comparando as populagdes supracitadas
entre si, revelam polimorfismo inter e intra-populacional, sugerindo, mais uma
vez, L. (L.) longipalpis como uma espécie polimdrfica, assumindo que tais

diferencas seriam co-especificas.

= Considerando o processo de especiacdo simpatrica, as diferencas significativas
encontradas na morfometria, sustentariam a hipétese de que em Sobral existem

duas populaces de L. (L.) longipalpis em processo de especiacao.

= (Os expressivos percentuais de positividade para o anti-soro de ave, em
comparagdo com as demais fontes alimentares, sugerem o papel importante

deste animal no processo de domiciliacdo de L. (L.) longipalpis.

» As analises confirmam a freqiiéncia da alimentacdo de L. (L.) longipalpis em
caes, reservatorios domésticos na transmissao de LVVA.

= A auséncia de positividade para anti-soro de humanos e a acentuada atracao por
animais domesticos, observado em Teresina e Sobral, reforca o comportamento

oportunista de L. (L.) longipalpis.

= A reatividade para mais de uma fonte sanguinea, encontrada em Vvarios
exemplares, confirma o ecletismo da espécie e é sugerida como fator de

adaptacéo de L. (L.) longipalpis a diferentes habitats.

= A associacdo L. (L.) longipalpis — gambas, revelada pela primeira vez no Brasil,
sugere uma avaliacdo mais aprofundada do papel deste mamifero sinantrépico
na cadeia de transmissao da LVA.
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