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COSTA, Pietra Lemos Aspectos biolégicos, morfolégicos e genéticos déereintes
populacdes dd utzomyia migonei(Franca, 1920) do Brasik016. Tese (Doutorado em
Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Centro egfisas Aggeu Magalhaes, Fundacao
Oswaldo Cruz, Recife, 2016.

RESUMO

Lutzomyia migone{Franca 1920) é um vetor conhecidolagshmania braziliensjsagente
causador da leishmaniose cutanea na América doRBakntemente, foi sugerido que esta
espécie também pode transmitieishmania infantum contribuindo nas infec¢des por
leishmaniose visceral. Neste estudo avaliamos petaeira vez os aspectos biologicos,
morfolégicos e genéticos de diferentes popula¢@sud migoneino Brasil Ndo foram
observadas diferencas morfologicas ou morfométrigigaificativas entre as populacdes
estudadas. No entanto, ao analisar a variabilidgteética verifiou-se a existéncia de dois
clados monofiléticos irmdos. Ao analisar a ultraggta delu. migoneiverificou-se a
presenca de estruturas disseminadoras de ferondistidbuidas em diferentes segmentos
abdominais dos machos e que a producdo de feromsmutenta gradualmente com a
maturacdo das células glandulares, os quais parestbilizar em insetos adultos mais
maduros em torno de trés a sete dias pods-emergénai@idindo com o periodo em que 0s
machos sdo mais capazes de atrair as fémeas. Enteadmportamento bioldgico e observar
as evidéncias para comunicacdo de feromoénio poajedar a compreender o papel dos
feromonios sexuais neste importante vetor. Adensaiso de marcadores moleculares (p.ex.:
citocromo oxidase subunidade 1) podera fornecesrindcdes valiosas sobre a genética de
diferentes populacdes dal. migoneie sobre uma possivel relagdo entre a variabilidade
genética e a competéncia vetorial e/ou producabfeieentes tipos de feromaonios.

Palavras-chave: Lutzomyia migonei Ultraestrutura. Feromdnios sexuais. Variabilidade

genética.



COSTA, Pietra Lemos Biological, morphological and genetic _aspects oflifferent
Lutzomyia migonei (Franca, 1920) populations of Brazil2016. (Doctorate in Biosciences
and Biotecnology in Health — Aggeu Magalhaes Rese@entre, Oswaldo Cruz Fundation,
Recife, 2016.

ABSTRACT

The sand flyLutzomyia migonefFranca 1920) is a known vectorlafishmania braziliensjs
the causative agent of cutaneous leishmaniasisouthSAmerica. Recently it has been
suggested that this specie can also trankmitinfantumthus contributing to the burden of
visceral leishmaniasis infection. This study ddsesi for the first time the biological,
morphological and genetic aspects of differeatzomyia migongpopulations of Brazil. No
significant morphological or morphometric differesc between all populations were
observed. However, when analyzing the genetic baitiawe found the stocks of two close
monophyletic clades. Analyzing the ultrastructufeLa. migoneiverified the presence of
disseminating pheromone structures distributedifierdnt abdominal segments of the male
and the pheromone production gradually increas#s mvaturation of glandular cells, which
appeared to stabilize in mature adult insects afaimnee to seven days post emergence,
coinciding with the period in which males are abdeattract females. Understanding the
biological behavior and observe the evidence foergmone communication can help to
understand the role of sex pheromones in this itapbrvector. Furthermore, the use of
molecular markers (i.e.: cytochrome oxidase subinitan provide valuable information
about the genetics of different populations Laf. migoneiand the possible relationship
between genetic variability and vector competenu /aor production of different types of
pheromones.

Keywords: Lutzomyia migonelUltrastructure. Sexual pheromone. Genetic vditgbi
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1 INTRODUCAO

Flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebtomohisae hospedeiros naturais de
varios microorganismos incluindo agentes etiologide doencas de importancia médica e
veterinaria como virus, bactérias e protozoariosuatfd géneros de protozoarios
tripanossomatideos sédo encontrados parasitando gegp® de insetosEndotrypanum
Trypanosoma Sauroleishmaniae Leishmania(BRAZIL et al., 2015). Apenas 0 género
Leishmaniaé patogénico ao homem, tendo os flebotomineos c@tures. Diversos paises
no mundo apresentam uma alta incidéncia de leisios@cutanea e visceral (ALVAR et al.,
2012).

De acordo com Maroli et al. (2013), estima-se Rie$pécies, sendo £hlebotomus
e 56 Lutzomyiasdo capazes de transmitir o parasito no mundoV@&bo Mundo, das 42
espécies de flebotomineos vetores comprovados ouayeis de leishmaniose, 20 sao
implicados na transmissao daeishmania infantumseis na transmissdo daishmania
donovanj sete na transmissdo da&ishmania majqr sete na transmissao daishmania
tropica e trés na transmissao kdeishmania aethiopica

Dos géneros de flebotomineos do Novo Mundatzomyiaé o maior e de mais
ampla distribuicio geografica. E também o Unicdnaigortancia médica, pois inclui varias
espécies envolvidas na transmissdo de 15 espéeiegishmania Leishmania infantum
Leishmania braziliensjs Leishmania guyanensisLeishmania mexicana Leishmania
amazonensjs Leishmania panamensisLeishmania peruviana Leishmania lainsoni
Leishmania shawieishmania naiffiLeishmania garnhamlLeishmania pifangiLeishmania
lindenbergj Leishmania venezuelensesLeishmania colombiensi@RAZIL et al., 2015;
MAROLI et al., 2013).

As leishmanioses sdo um problema de salde pubbgadal a sua magnitude,
distribuicdo geogréfica e por produzir formas clasi que podem causar mortes,
incapacidades ou mutilagBes. Encontram-se distiibein mais de 98 paises e territorios,
com mais de 350 milhdes de pessoas sob risco @ead@LVAR et al., 2012).

Dependendo da espécie infectante e da respost& idauhospedeiro, a doenca pode
se manifestar de trés formas principais. A leishosn cutanea (LC) se caracteriza pela
presenca de Ulceras (Unica ou multiplas) na pes¢éek satélites ou linfangites nodulares. A
leishmaniose mucocutanea (LMC), com envolvimentond@&osa, e a leishmaniose visceral
(LV), com envolvimento de 6rgaos internos (figaolmco e medula 6ssea), sao formas graves,

sendo a LV potencialmente fatal se nao tratadapesoente (DE VRIES et al., 2015).
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Nas Américas, casos de leishmaniose humana ténregiotados desde o sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina, com excegé ilhas Caribenhas, Chile e Uruguai.
Dados recentes mostram que uma média de 60.00¢ acesdeishmaniose cutanea e
mucocutanea e 4.000 casos de leishmaniose viséeraliagnosticados anualmente, com uma
taxa de mortalidade de 7% (ORGANIZACAO MUNDIAL DRABDE, 2015).

Estima-se que em torno de 75% do total de casoertaelps de LC estéo
concentrados em dez paises, quatro dos quais s&gida das Américas (Brasil, Coldmbia,
Peru e Nicaragua) (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 26). A LC apresenta ampla
distribuicdo geografica no Brasil com registro dsas em todas as regifes do pais. A partir
da década de 80, consolida-se a expansdo geogiafdeenca e, em 2003, foi confirmada a
autoctonia em todos os estados federados (BRASNY)2

As principais espécies de flebotomineos envolvigagansmisséao da LC, no Brasil,
sdo: Lutzomyia flaviscutellata Lutzomyia whitmani Lutzomyia umbratilis Lutzomyia
intermedia Lutzomyia wellcomeilLutzomyia migonei Lutzomyia complexalutzomyia
neivai Lutzomyia shawie Lutzomyia ayrozai(BRAZIL et al., 2015). Estas espécies de
flebotomineos foram definidas como vetoras pordeesm aos critérios que atribuem a uma
espécie a competéncia vetorial. E importante ressglie o papel vetorial de cada uma dessas
espécies dependera da espécieashmaniapresente no intestino do inseto. Embora ainda
ndo tenha sido comprovada a importancia epidemadode Lutzomyia neivai(PITA-
PEREIRA et al., 2009) eutzomyia fisher(MARCONDES et al., 2005, PITA-PEREIRA et
al., 2011) como vetores da LC, estas espécies atmtimineos tém sido encontradas
naturalmente infectadas pbeishmania(BRAZIL et al., 2015; RANGEL; LAINSON, 2009;
REGO et al., 2015; SARAIVA et al., 2008).

A LV possui uma ampla distribuicdo mundial, sendaomtrada nas Ameéricas,
Africa, Sul da Europa, Asia e Oriente Médio. Nas ékitas, ocorre desde o México até a
Argentina, com o Brasil contribuindo com 90% dosasa do continente (LAINSON;
RANGEL, 2005; MISSAWA et al., 2008).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (G¥&)egistrados anualmente
500 mil novos casos, com 59 mil obitos. No Braaill.lV vem apresentando um elevado
namero de casos em periodos médios a cada cinspotendo ser observado diferencas no
comportamento epidemiolégico da doenca de acordn eopresenca da mesma nas
localidades de origem, por exemplo, entre estadwosi@cipios (BOLETIM ELETRONICO
EPIDEMIOLOGICO, 20009).
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No Brasil, o agente etiolégico da LV € la infantum sendo transmitida
principalmente por flebotomineos da espdagzomyia longipalpiSCARVALHO et al.,
2007; LAINSON; RANGEL, 2005)Lutzomyia cruztambém € vetor da LV, participando da
transmissdo da doenca nos municipios de Corumbkadarib, Mato Grosso do Sul (PITA-
PEREIRA et al.,, 2008; SANTOS et al., 1998), e nonitipio de Jaciara, Mato Grosso
(MISSAWA et al.,, 2011). Recentemente, evidénciagimmnaram Lutzomyia forattinie
Lutzomyia migonetomo novos potenciais vetores da LV no Novo Muf@dIMARAES et
al., 2016; MAROLI et al., 2013). Adicionalmentejtzomyia cortelezzino Estado de Minas
Gerais elLutzomyia evansna Colémbia e Venezuela também sdo espécies qglsmpestar
envolvidas no ciclo de transmissédoldenfantum(ROMERO; BOELAERT, 2010).

Lutzomyia migoneé uma espécie amplamente distribuida no Brasilemada ser
encontrada nos domicilios e abrigos de animaisesaptando elevada capacidade de
adaptacdo a ambientes antropicamente modificadd$MBRAES et al., 2012; RANGEL;
LAINSON, 2009). Esta ampla distribuicdo pode cdmini para uma diferenciacdo e
especiacdo devido ao isolamento geografico e aghptdocal, especialmente quando
associado a uma selecao sexual (HAMILTON, 2008).

A ecologia quimica dos flebotomineos tem recebigidiqular atengdo por conta da
producdo de feromonio sexual pelos machos e, isto sendo bem estudado quanto ao
principal vetor da LV,Lu. longipalpis parecendo ser um excelente marcador para 0s
membros desta espécie, que por sua vez pertenoecaraplexo de espécies. (HAMILTON,
2008; WATTS et al., 2005). Além disso, o0 uso de gadores moleculares em estudos
genéticos vem contribuindo para a elucidacdo de bresnde espécies cripticas de vetores,
incluindo os flebotomineos. Diante do exposto, prmo destes tipos de ferramentas podera
fornecer informacdes valiosas sobre a genéticaifdeedtes populacbes das. migoneie
sobre uma possivel relacdo entre a variabilidadetga e a competéncia vetorial e/ou
producdo de diferentes tipos de feromonios, viste genhum estudo desta magnitude foi
realizado utilizando esta espécie como modelo. eNeshtido, o presente estudo visou
descrever os aspectos biologicos, morfologicosreétgms de diferentes populacdeslde

migoneido Brasil.
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2 MARCO TEORICO CONCEITUAL

2.1 Flebotomineos

Os dipteros sédo o segundo grupo mais diverso desomy depois dos coledpteros.
Mais de 125.000 espécies de dipteros tem sido itdsscsendo estimado em 1.000.000 o
namero total de espécies existentes atualmente KBIRETHOMAS, 2007). Estas espécies
estdo classificadas em 188 familias, podendo sem@nadas por todo o mundo, incluindo a
Antartica (WICKER-THOMAS, 2007). A importancia edanica desta ordem é imensa, visto
que muitas espécies sdo pragas agricolas ou vesueadores de doengas em animais e no
homem.

Os flebotomineos sao pequenos dipteros hematofkeggsande importancia médica
e veterinaria (DANTAS-TORRES et al.,, 2010). Ele® s@&tores de parasitos do género
Leishmania agentes causadores das leishmanioses, os qu&smceen a um grupo de
doencas que afetam milhares de pessoas em todondomMo Brasil, as leishmanioses
representam um grande problema de saude publicaseuocontrole estd longe de ser
alcancado em um futuro proximo. Estes insetos amgiprovavelmente durante o periodo
Cretaceo inferior (LEWIS, 1982). A subfamilia Phidaiminae pertence a familia
Psychodidae, subordem Nematocera, sendo compostasg® génerosPhlebotomus
Sergentomyiae Chinius no Velho Mundo d.utzomyia Brumptomyiae Warileya no Novo
Mundo (YOUNG; DUNCAN, 1994). O génerGhinius € um taxon distinto usado para
algumas espécies de flebotomineos chineses cogtar@smprimitivos (LENG, 1987).

Atualmente, diversos entomologistas seguem esssifitacdo. Dos géneros de
flebotomineos no Novo Mundd,utzomyiaé o maior e com uma ampla distribuicdo
geografica, com presenca desde os Estados Uniélas mbrte da Argentina. Cerca de 988
espécies destes insetos sdo conhecidas no mumdim, S29 espécies nas Américas e 269
registradas no Brasil (GALATI, 2014).

O géneroLutzomyiaé formado por 15 subgéneros, 11 grupos de espécikms
espécies com descricdo deficiente (YOUNG; DUNCA®84). Noventa e oito espécies deste
género e do génerBhlebotomussdo vetores comprovados ou suspeitos de leisheemio
embora este niUmero esteja em ascensdo, seja gelic@le de novas espécies ou, apenas,
pela incriminacdo de novos vetores (MAROLI et &013). Na regido Neotropical, 20

espécies sao consideradas vetores comprovados (BRAZI., 2015).
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A fauna de flebotomineos no Brasil € composta pais e 260 espécies (GALATI,
2014), representando uma das faunas mais bem datuéan todo o mundo, tornando-se
importante para o subsidio de informacdes basedemenvolvimento de politicas publicas de
saude voltadas para os programas de controle dasnknioses (DANTAS-TORRES et al.,
2010).

2.1.1 Complexos de espécies

Os flebotomineos apresentam uma importancia méditiscutivel na transmissao
das leishmanioses e sua correta identificagcdo fmma é um componente crucial em
qualquer estudo epidemiolégico (LANZARO; WARBURGQ95). A identificacdo e
classificacdo de espécies de flebotomineos dependamcomparacdo de caracteres
morfolégicos externos e internos. Entretanto, esbasdagens tém frequentemente levado a
um erro na identificagcdo de individuos dentro deeeies “irmas” ou em torno de espécies
que sao morfologicamente proximas (DUJARDIN, 2008).

A morfometria € uma ferramenta taxondémica poderpaea identificar novas
espécies, além de poder ajudar em investigacdes eshimites taxondmicos de uma espécie
(DUJARDIN, 2008). Os caracteres morfométricos sdwtiouos caracteres relacionados ao
crescimento e desenvolvimento, visto que frequeeméen sdo utilizados para estimar
distancias entre pontos anatébmicos chamados pdetaferéncia.

Diferencas métricas consistentes entre grupos @ivem contato uns com 0s outros
sugerem isolamento reprodutivo e, portanto, esp@oi@©OUJARDIN et al., 1999a). Como as
propriedades métricas ndo sdo apenas o produtfeitss ambientais, mas também o reflexo
da composicéo genética dos insetos (DUJARDIN ei1889b, DUJARDIN, 2008), comparar
propriedades morfométricas entre espécies podearapdlassifica-los de acordo com as
semelhancas gerais como estimado pelas distanéigicas. Sendo assim, espécies cripticas
guando analisadas morfometricamente tém sido dif&adas com acuracia em triatomineos
(DUJARDIN et al., 1999b), flebotomineos (DE LA RIVét al., 2001; LANE; READY,
1985) e mosquitos (DUJARDIN, 2008). Ademais, infages nas variagcbes morfologicas
sdo importantes para compreender o potencial dessds espécies de flebotomineos na
transmissao de doencas.

Nas ultimas trés décadas, marcadores molecularesitlth amplamente utilizados
para elucidar a genética evolucionaria e estrutpogmilacionais em insetos vetores, tendo

estes estudos contribuido para diferenciar memtbeosomplexos de espécies cripticas de
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vetores da maléria (LOAIZA et al., 2012; SCARPAS®A al., 2011), leishmanioses
(BAUZER et al., 2007) e da doenca de Chagas (MORTEEt al., 2004). Espécies cripticas
sdo especies discretas que sao dificeis e muitass vanpossiveis de se distinguir
morfologicamente, embora 0s aspectos genéticos, padamentais, ecoldgicos,
susceptibilidade a infeccao e hébitos alimentaezsiEntemente variam, definindo seu status
para vetor ou ndo vetor. Além disso, as espécies djuergiram muito recentemente
dificultam a compreensdo do isolamento reprodutivelacionamentos evolutivos e
distribuicdo geografica, pois o fluxo de genes eemispécies ou entre diferentes unidades
evolucionarias podem ter consequéncias epidemadégelevantes, bem como pode facilitar
a transferéncia inter-especifica de genes epidegi@@mente importantes ou alelos e alterar
os padrdes de transmissao de doencas (MAZZONI, &04l8).

Para superar a classificacdo morfologica classioa € baseada em caracteres
morfoldgicos, principalmente estruturas internasn@p cibario, faringe, espermateca em
fémeas e genitalia terminal em machos e sobrepempo gasto durante este processo, além
da necessidade de um profissional com expertissnfemica, abordagens moleculares tem
sido cada vez mais empregada para explorar a taManestruturas populacionais e filogenia
dos insetos vetores incluindo flebotomineos (GOM#EZal., 2014; KATO et al., 2015;
NZELU et al., 2015).

Seguindo a proposta do uso de sequéncia de DNA demamenta de apoio para
estudos de diversidade biologica e classificac&rpétt et al. (2003) sugeriram 0 uso e
analise do fragmento 5 do gene mitocondrial ctoop C oxidase subunidade | (COI),
chamado de DNA barcode. Esta regido é importante gacilitar inventarios de
biodiversidade e realizar identificacdo de espédefragmento 5’ do COIl parece ser uma
excelente ferramenta para estudos de insetos dwtémpia médica, bem como estudos que
requerem a rapida e acurada identificacdo de espoie estdo presentes na transmissao da
area, além de revelar espécies cripticas em estawe flebotomineos (AZPURUA et al.,
2010; GUTIERREZ et al., 2014).

Apesar de muitas demonstracdes da efetividade dé Bd¥icoding em outros taxa,
poucos estudos em flebotomineos, no Brasil, teizadb esta metodologia como uma
ferramenta molecular valida para identificacdo sigéeies e para revelar espécies cripticas
(GUTIERREZ et al., 2014).

Recentemente, um estudo usando a regido Barcod€Qiofoi realizado em
populacdes delLutzomyia anduzeie Lutzomyia umbratilisda Amazobnia Brasileira
(SCARPASSA; ALENCAR, 2013). O resultado demonstque esta regido constitui uma
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ferramenta valiosa na identificacdo destas espégiessdo consideradas muito proximas e
sugeriu queLu. anduzeiapresentou uma alta diversidade de haplétiposidémsias na
estrutura genética, demonstrando a necessidadaideestudos de genética de populacdes em
torno desta espécie. Para confirmar os achadosvaldes em 2013, Scarpassa et al. (2015)
observaram em estudos de diversidade genéticautueatde populactes dei. anduzegque
esta, de fato, apresenta altos niveis de diversidadética, sendo maior que os observados
emLu.umbratilis sugerindo quéu. anduzeé geneticamante mais diversificado.

Em analises taxondémicas do compleko. umbratilis analises filogenéticas
mostraram que o marcador molecular COI utilizadoestudo apresenta alta capacidade
discriminatoria, demonstrando a presenca de daiosl dentro de populacdes da regido da
Amazonia Central e do Nordeste do Brasil (DE SOWFREITAS et al., 2015, 2016).

A existéncia de espécies cripticas no complexo longipalpisfoi observada em
estudos utilizando marcadores moleculares e m@ifé em populacdes da América Central
e do Sul, levando a identificacdo dbau. pseudolongipalpis (ARRIVILLAGA;
FELICIANGELI, 2001), formalmente reconhecido com@mmeiro taxon do complexbu.
longipalpis (SOARES; TURCO, 2003). Um pouco mais tarde, fajesilo queLu. cruzi
deveria ser considerado uma espécie criptica ddotcmmplexd_u. longipalpis(VIGODER
et al., 2010).

No Brasil, a presenca do complexo. longipalpisfoi proposta pela primeira vez por
Mangabeira (1969), baseado no nimero de manchiasagpalo abdomen, uma mancha (1S)
ou duas manchas (2S), visiveis nos tergitos abdosidnalises de feromdnio sexual de
machos e dos sons liberados durante a cépula, ber marcadores microssatélites e genes
de especiacdo, forneceram mais uma evidéncia dplermnde espécies dai. longipalpis
(BAUZER et al., 2010). Qperiod gene(per) controla o ritmo bioldgico e inicia o papel
central na atividade de eclosédo e de locomocaondesos (HARDIN et al., 1990Rer tem
sido utilizado em estudos de moscas de frutas eomlginado ser um marcador eficiente,
especialmente quando se trata de identificacaspukcees cripticas (SAWYER et al., 2006).

Em flebotomienogper tem sido utlizado em estudos de genética de pofesapara
identificar possiveis membros do compléxo longipalpis no Brasil. Combinado com outros
marcadores como, marcadores comportamentais (gmrados durante a cépula e tipo de
feroménio sexual produzido), andlises de variahiel deper sugeriram a existéncia de dois
grupos de populacdes de. longipalpis no Brasil. Um grupo apresenta uma mancha (1S)
nos tergitos abdominais, porém com diferentes m@ekide feromonio e padrdes de pulsacéo

dos sons e, o segundo grupo, com duas manchasé(Bresentado por uma Unica espécie
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no Norte, Nordeste e Sudeste do Brasil. Machosdgsipo produzem sons tipo Burst e o
feromonio cembreno-1 (ARAKI et al., 2009).

A regido Nordeste do Brasil é a regido com maiaidéncia de casos de
leishmaniose visceral (BRASIL, 2016). Sendo as@stydos demonstraram a presenca de
pelo menos duas espécies irmas dentro do complextongipalpis(ARAKI et al., 2009;
LINS et al., 2012; SILVA et al., 2011).

Assim, marcadores genéticos relacionados com aschamsnabdominais pode
realmente ser uma ferramenta importante para anéaxi@a molecular do complexbu.
longipalpis especialmente relacionadas aos estudos eco-apldgimos para avaliar a
capacidade potencial do vetor entre populacoesidist

A anadlise genética utilizando o geper revelou pela primeira vez uma estruturacéo
geografica moderada entre populacbed uelongipalpis e uma variabilidade significativa
entre os fendtipos 1S e 2S. Este resultado ressatt@ortancia dper como um importante
marcador Barcode para as populac¢delsudéongipalpis(LIMA COSTA et al., 2015).

Diante do exposto acima observa-se que algumadgudims de flebotomineos vém
sendo exaustivamente estudadas para elucidar ssi@nexa como espécies cripticas. No
entanto, poucos estudos especificos utilizando lpopes dd_u. migoneiforam realizados,
no intuito de esclarecer a existéncia de mais usmae criptica dentro da subfamilia
Phebotominae. Ao observar a ampla distribuicdo igdicg desta espécie, Vigoder et al.
(2010) sugeriram que este fato poderia contribw@rapdiferenciacdo da populagdo e
especiacao devido ao isolamento geografico e aghaptacal e, utilizaram os sons liberados
durante a cépula como importante marcador parficara possibilidade de um complexo de
espécies envolvendas. migonei Neste mesmo estudo observaram que machos dpétaees
também produziam sons durante a cOpula, similaspgagelLu. longipalpis Estes sons
apresentam pequenos pulsos (6-8 pulsos) com umvatdeinter-pulso em torno de 26 ms.
Diante do resultado, os autores sugeriram a ptidsiidé delLu. migoneipertencer a um
complexo de espécies, bem como a necessidade de esfarcos incluindo andlise de
exemplares de areas com transmissao de leishmangzsgal para elucidar se de fato esta

espécie pertence ou ndo a um complexo.

2.1.2 Morfologia, biologia e ecologia

Os flebotomineos sao insetos holometabolos, apeewtm as fases de ovo, quatro

estagios larvais pupa e adulto. As larvas vivenmlaais Umidos, ricos em matéria organica
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em decomposicao e ao abrigo de luz. Os locaisidedor das larvas sao pouco conhecidos e
de dificil acesso. Desta forma a maioria das fordesontrole deste inseto esta focada nas
formas adultas. Os ovos séo elipticos, escuros resemam protuberancias formando
desenhos que sao importantes do ponto de vistad@exoo. As larvas sdo vermiformes com
cerdas em todo o corpo e longas cerdas caudaissempando a capsula cefélica bem
desenvolvida. As larvas apresentam quatro estéeiagsenvolvimento (larva 1-4) e ao final
do ultimo estadio, elas abandonam o ambiente Uondie se desenvolvem, buscando locais
mais secos para pupar (FORATINI, 1973).

Os adultos medem em geral de 2 a 4 mm de componme@ipresentam o corpo
densamente coberto por pélos finos e algumas EEEsiem escamas intermescladas sobre
as asas e esternitos abdominais. Estes diptereseapam o abddmen composto por 10
segmentos, com os trés ultimos modificados pamadorla genitalia externa. Nas fémeas os
segmentos abdominais 8-10 acham-se telescopadasdeairo do segmento 7. A genitalia
masculina externa deriva do nono segmento abdoménahmbém é importante para
identificacdo das espécies (WILLIAMS, 2002).

As fases larvais dos flebotomineos alimentam-smalkg€ria organica depositada no
solo, enquanto os adultos de ambos os sexos,nsensédim de aclUcares de plantas. Somente
as fémeas adultas sdo hematéfagas, sendo o alimgmaante para a maturacdo dos ovos
(FORATTINI, 1973). Embora os habitos alimentares ftamas imaturas de flebotomineos
sejam conhecidos, pouco se sabe sobre os seumwdadnaturais. Larvas tém sido
encontradas em ambientes domeésticos (fendas de ehparedes, porfes de casas e
construcbes abandonadas), peridomésticos (tocamidmis, latrinas, debaixo de pedras,
aterros) e silvestre (cavernas, formigueiros, gizebulares, toca de roedores). O
conhecimento mais especifico desses sitios dedorjagde facilitar o controle desses insetos
(FELICIANGELI, 2004).

Os adultos apresentam dimorfismo sexual e possuegdieta rica em carboidratos.
Os acucares séo as fontes de energia destes in3dtébito de hematofagia é exclusivo das
fémeas, que utilizam o sangue dos vertebrados ¢onte protéica para maturacdo dos ovos.
A postura ocorre alguns dias apdés o0 repasto sagmuén varios fatores podem estar
envolvidos na oviposicdo, entre eles um complexoirderacbes ambientais, fisicas e
quimicas (NIEVES et al., 1997). Estudos sobre éstdisicos revelaram que a temperatura e
umidade relativa sdo importantes na regulacédo dgpodamento de oviposicdo. Além disso,
observou-se que o0 substrato de oviposicao estiomka resposta tigmotropica em fémeas
gravidas de flebotomineos (EL NAIEM; WARD, 1992).Nlmiem e Ward (1990, 1991), ao
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pesquisar a existéncia de feromonio de ovipositderwaram a existéncia destes em ovos de
Lu. longipalpis Este feromonio foi isolado das glandulas de fénoim de fémeas e é
secretado nos ovos durante a oviposicdo (NIEVES,1997).

2.1.3 Comunicacédo quimica

Os sentidos quimicos séo, provavelmente, um dogepos sentidos a ter evoluido e
todas as formas de vida celular das bactériasraomi sdo sensiveis a informacao quimica.
As substancias quimicas envolvidas na comunicagéie dois organismos sao denominadas
semioquimicos. Este termo engloba ndo somentelm$ésicias quimicas responsaveis pelo
fornecimento de informacdes (infoquimicos), mash@m as toxinas e nutrientes. Se a
comunicacéo for intraespecifica, as substanciamigas sdo chamadas de feroménios. No
entanto, se a comunicagdo ocorrer em espéciemidsr (interespecificas), as substancias
quimicas empregadas sdo chamadas de aleloquimitbELA; DELLA-LUCIA, 2001)
(Figura 1).

Figura 1- Representacao esquematica dos semioquimicos.

Semioquimicos

Entre membros da Entre membros de
mesma espécie espécies diferentes

Feromonio Aleloquimicos

Alomonio Cairomonio

Fonte: Elaborado pela autora

Os aleloquimicos podem ser dividos em:

a) Aloménio: substancia ou mistura quimica de substancias, ausam
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comunicacdes interespecificas. Evoca uma respastaécadaptativa favoravel ao
emissor, porém ndo para o receptor. Geralmentecsawpostos utilizados para
defesa da espécie;

b) Cairoménio: usada na comunicac¢ao interespecifica. Evoca uspasta que é
adaptativa, favoravel tanto para o emissor quaata p receptor. Ex: substancias
produzidas por uma presa e que sado percebidasguoelotor;

c) Sinomonios: usada em comunicacdes interespecificas. Evoca raspmosta
adaptativa, favoravel para o emissor e receptor.odgrres florais, associados aos
seus polinizadores;

d) Antimbnio: substancia adquirida ou produzida por um organigoequando
em contato com outro individuo de outra espéciggvgra uma resposta
comportamental ou fisiologica mal adaptativa a asnbamissor e receptor. Ex:
substancias presentes no polen ou néctar de algqlardas;

e) Apneumdnio: substancia quimica emitida por material inerte gueca uma
resposta comportamental ou fisiolégica adaptativaendavoravel ao receptor,
porém deletéria ao organismo de outra espécie agsaser encontrado em ou sobre
o material inerte. Ex: atragdo do parasitoide melor da farinha de aveia onde se
encontra seu hospedeiro.

2.1.3.1Ferombnios

O termo feromonio foi proposto por Karlson e Butedta(1959) para desighar a
classe de compostos quimicos que permitem a coagfiuicentre membros da mesma
espécie. O termo deriva do Gregjeerein(carregar, transferir) lBorman(excitar, estimular)
(TILLMAN et al., 1999).

Os insetos sdo eximios usuarios de sinais quimasoguais desempenham papéis
diversos e fundamentais na transferéncia de infpesentre individuos da mesma espécie
ou de espécie diferente. De fato, € provavel qudauma outro grupo de animais tenha feito
uso de forma tdo sofisticada de compostos quimo®ssinalizacdo na sua biologia
(MACNEIL; MILLAR, 2012).

Feromoénios e hormdnios sao distintamente difere@ishormonios sao produzidos
nas glandulas endocrinas e lancados internamerdaeaga sobre um tecido alvo no interior
do organismo, e os feromonios sédo produzidos rédulgls e sdo descarregados em dutos
externos (REGNIER; LAW, 1968).
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Os feromonios afetam o sistema nervoso central eis diferentes mecanismos.
Uma classe dos compostos causa uma resposta campatal imediata e o outro tem um
efeito retardado no comportamento, sendo esta sespetardada uma mudanca fisioldgica
induzida pelos feromonios. Estimulos quimicos gmieidm respostas comportamentais
imediatas sdo chamados de desencadeadores encqauetes que induzem respostas
atrasadas séo referidos como preparadores (REGNHKSR; 1968).

A natureza da comunicacao quimica entre animaliadee requer que os feromoénios
sejam volateis e, portanto, sujeitos as leis dasdd gasosa. Os ferombnios sdo na maioria
dos casos liberados das glandulas exdcrinas cajnalds que se evaporam para 0 ar e
formam uma nuvem de vapor sobre o animal como fodmasinalizacdo (BOSSERT,
WILSON, 1963). A distancia através da qual um fénim pode transmitir uma mensagem
esta relacionada com a funcéo da volatilidade daposto, estabilidade no ar, velocidade de
difusdo, eficiéncia olfativa do receptor, e, claas, correntes de vento. Estes compostos
causam reacfes comportamentais ou fisiologicaiéisps em um ou mais individuos da
mesma espeécie e apresentam um papel importantedlador de comunicacdo em bactérias,
protozoarios, plantas e animais em seus ambiemteEMIAN et al., 1999). O sistema de
feromoénios de insetos tem provado ser uma das noas fontes intelectuais para a ecologia
quimica.

Ao longo das ultimas quatro décadas, uma extensqu@a sobre feromonios de
insetos resultou na quimica e/ou elucidacdo do odiamento dos componentes de
feromo6nio de mais de 1.500 das cerca de 875.0Giespdescritas de insetos (DALY et al.,
1998). Os sistemas de feromodnios de insetos cawastese por misturas de componentes
multiplos com frequéncia de isbmeros geométricospiicos que podem em certos sistemas,
funcionar de forma sinérgica (BORDEN et al., 1976).

Embora as estruturas de feroménios de insetos sesem uma mistura de
funcionalidades quimicas, os compostos de feroms6pmdem ser classificados em seis
grupos comportamentalmente funcionais: sexuais,ageegacdo, de dispersao, alarme,
recrutamento (trilha), e maturacédo. No entant@ tabalho ira focar nos feromoénios sexuais
(TILLMAN et al., 1999).

2.1.3.1.16Feromdbnios sexuais

Os feromodnios de atracdo sexual sdo utilizadosuporgrande nimero de insetos

para atrair 0S sexos opostos para 0 acasalamerttengo ser produzidos pelo macho, pela
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fémea ou por ambos. Estes ferombnios normalmentdilsgrados apenas quando o inseto
esta pronto para o acasalamento. Em alguns casdsramoénios de atracdo sexual ja sdo
suficientes para produzir o acasalamento, mas dregmente a visdo, 0s sons e os odores
também sdo importantes. Em geral este tipo de fammmé constituido de mais de um
componente quimico. A interferéncia quimica é ehitavisto que espécies diferentes
usualmente utilizam codigos diferentes para se o@ay ou seja, utilizam componentes
diferentes em proporcdes especificas para forrtlaadrde odor especificas (BAKER, 1990;
UNBEHEND et al., 2014).

Este tipo de ferombnio pode ser efetivo a partircdatenas de metros ou até
quildbmetros. Ferombnios volateis que carregam ngemsapara longas distancias sao
liberados por diferentes mecanismos e estruturasdgu comparados aos feromdnios de
contato de curta distancia. O método simples qualizado para liberacdo dos feroménios
volateis € através da evaporacao passiva do feiomaguartir de uma glandula de superficie
exposta, porém mesmo assim adaptacées comportasnemrfologicas especificas tornam
0 processo ainda mais eficiente (AYASSE et al. 1200HANSSON; JONES, 2007).

O uso de feromodnios volateis para atracdo em lordjagincias tem sido
extensivamente estudado em Lepidopteras. Glandelésromonio de fémeas sdo de origem
ectodermal e sdo encontradas em associacao prégimmas cuticulas. Como visto em muitas
espécies de mariposas podem estar escondidas ais tlie como as dobras das membranas
intersegmentares de segmentos abdominais, no entafdcalizacdo varia de acordo com a
espécie. Glandulas de feroménio de fémeas da espBgidopteryx ephemeraefirmisao
encontradas no térax ao invés das membranas igteesgares do abdéomen (ROELOFS;
WOLF, 1988).

Em fémeas de afideos, os feromonios sexuais s@lnpdms nas glandulas da tibia
das pernas metatoracicas, ao passo que o ferosgxual de fémeas de moscas domésticas é
produzido por células oendcitas associadas contieutaiabdominal, e transportadas para a
superficie cuticular, local da liberagdo. A maiaties glandulas de feromdnio € enddcrina e
faltam distintos reservatoérios, sendo assim osytozddos feromoénios séo liberados a medida
que séao sintetizados (MCCLURE et al., 2007).

Feromonios sexuais sdo usualmente emitidos em mmotespecifico do dia ou da
noite, sendo um dos mecanismos utilizados pargaliras respostas pelos machos de espécies
congéneres. Pode-se dizer que este mecanismo éngdwepor um ritmo circadiano
endogeno que pode persistir por diversos dias aotintia escuriddo. No entanto, a respeito

do ritmo circadiano enddgeno o tempo para as féwiegens sinalizarem sua aptiddo para o
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acasalamento pode ser modificado pela prevaléneiaxamdicbes abidticas (TILLMAN,
1999).

Feromonios sexuais nao volateis também iniciam uapelp importante no
acasalamento em curtas distancias. Estes comg@Eiosubconjuntos de lipideos cuticulares
que protegem os insetos da dessecacdo. Eles s@avgrente sintetizados nas células
oendcitas juntamente com outros hidrocarbonos dates e, se espalham pela superficie
corporal. Assim, quando as antenas dos machos tqoaiquer parte da fémea, os machos
podem imediatamente reconhecé-la como fémea da anesspécie (MAHAMAT,;
HASSANALLI, 1998).

Fémeas d®rosophilaestimulam o comportamento da copula de machosedenan
espécie com um feromoénio composto de hidrocarbontsulares. Estes feromo6nios apenas
sdo detectados pelas antenas, tarso ou partess medo os machos se aproximam ou
entram em contato direto com a fémea. Uma vezaigiéich copula, a fémea receptiva expulsa
o oviduto e produz um liquido que estimula aindésranacho (REGNIER; LAW, 1968).

Machos de afideos parasitéidégqhidius ervie Aphidius nigripesiniciam um véo
contra o vento em direcdo a fémeas virgens a vanesos de distancia, porém uma vez
muito proximo os machos exibem um ritual de acasafo que inclui batida das asas. O
primeiro passo envolve um ferom6nio de longa d@trenquanto que o segundo € iniciado
por um feromdnio de curto alcance na cuticula dee& sendo que este s6 atua em pequenas
distancias (GLINWOOD et al., 1999; MCNEIL; BRODEUR)95).

Em flebotomineos, a espédie. longipalpisforma um leque sobre ou proximo a
hospedeiros vertebrados, no qual machos adultolsipean tanto feromonio sexual quanto de
agregacédo (SPIEGEL et al., 2011). BEthlebotomus papatasy contato entre machos e
fémeas durante a coOpula é feito frequentemente &@unta das patas ou das antenas. A
funcdo deste comportamento é desconhecida, massittmimplicada na transferéncia e
recepcdo de hidrocarbonetos cuticulares (BRAY; HAMIN, 2007), sinais quimicos
importantes no comportamento de acasalamento dermdeados insetos (HOWARD;
BLOMQUIST, 2005). A presenca de hidrocarbonetoscualdres foi relatada ef. papatasi
com diferencas nos perfis de hidrocarbonetos eramae entre espécies, populacdes e sexos
(PHILLIPS et al., 1990). Por isso, é perfeitameartacebivel qu®. papataspossa usar essa
informacé&o para reconhecer e, talvez, discrimiaacgiros potenciais.

Ao observar machos e fémeas Rlepapatasidurante o comportamento de coOpula
verificou-se que as patas dianteiras de ambosxos g&rmaneciam em contato, sugerindo-se

a possibilidade do contato com partes bucais enasteEste mecanismo utilizado pode
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sinalizar a transferéncia de feromonio de agregaf@oseu local de producéo, o que
sinalizaria aos machos a intencao de alimentac#ovée de acasalamento (CHELBI; BRAY,
HAMILTON, 2012).

Outro mecanismo durante a cépulaRigapatasié o toque das genitalias de ambos
0S sexos. A batida das asas é um comportamenembasbmum durante o acasalamento em
flebotomineos, sendo observadas em espécies dodNgetho Mundo (BRAY et al., 2010).
Tanto emP. papatasi quanto eniu. longipalpis a batida das asas € realizada por ambos 0s
sexos: 0s machos batem as asas quando se aproxiazsaf@meas, desencadeando breves
batidas de asas exibida pela fémea, o que praviéio da cépula. Na espédie. longipalpis
a batida das asas pelos machos tem fungcdo na sfispdo feroménio sexual, além de
produzir sinais auditivos que podem funcionar ncomdecimento do companheiro. Estes
sinais copulatérios ndo se restringefnua longipalpis e recentemente foram observados em
Lu. cruzi Lu. migoneie Lu. intermediaCHELBI; BRAY; HAMILTON et al., 2012).

Por estas caracteristicas observadas no compottamerflebotimenos, a ecologia
quimica de algumas espécies, em espéciallongipalpis,tem recebido atencdo particular
porque os feroménios sexuais produzidos pelos nsaphoecem ser bons marcadores de
membros do complexo de espécies (HAMILTON et &052 WARD et al., 1983; WATTS et
al., 2005) e devido a possibilidade destes tipofeenodnios poderem ser utilizados em um
monitoramento mais seletivo e eficiente e/ou emadilhas de controle (HAMILTON;
KRISHNAKUMARI, 2004).

Mangabeira (1969) foi um dos primeiros a discutistatus taxonémico déeu.
longipalpis no Brasil. Ele observou que machos coletadostamle do Ceara e Para diferiam
guanto ao numero de manchas presentes nos teafjittusninais. Machos provenientes do
Ceara apresentavam dois pares de manchas claresceoo e quarto tergito (Figura 2),
enquanto que machos capturados do Para possuiapamude manchas claras no terceiro
tergito. Esta variabilidade morfol6gica tambémifniestigada por Ward et al. (1983), no qual
demonstraram um isolamento reprodutivo entre iddie$ com um par e dois pares de
manchas. Estes achados foram base para supoifateske de queu. longipalpispertencia
a um complexo de espécies. A partir de entdo, waria de estudos para clarear o status

taxondmico desta espécie foram empregados (LINE 2012; SANTOS et al, 2013).
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Figura 2- Mancha palida no IV tergito abdominal de machdtadieLu. longipalpis

Fonte: Spiegel et al. (2002)

Lane e Ward (1984) observaram por microscopia Geleta de varredura que a
superficie dos tergitos nas areas com manchasapadith caracterizada pela auséncia de
macrotriquias e presenca de pequenas papulas. &@ise histolégica por microscopia
Optica constatou-se que as manchas palidas congigpoa um tecido esponjoso subcuticular
(LANE; BERNARDES, 1990). A partir de entdo, sugesaique estas manchas seriam o local
de secrecao de feromonios, muito provavelmentemfénio de atracdo sexual. As pequenas
papulas na cuticula correspondiam ao local dedgasr de feromonio, visto que as glandulas
de ferombnio em insetos estdo associadas a poticslates que permitem o transporte do
feromb6nio da glandula a superficie cuticular (PERCYNNINGHAM; MACDONALD,
1987). A confirmacgéo de que seria um local de sdéBeromonio veio com observagfes de
gue os machos vibram suas asas rapidamente daraotée e a copulacéo, o que poderia ser

um comportamento que aumentaria a dispersao dmderio.

2.1.3.2Biosintese de feromonio em insetos

Embora exista muito conhecimento no que se refeaem atributos quimicos e
comportamentais dos sistemas de feroménios deos)s&t investigacdes sobre a biossintese
de feromonios, a regulacdo enddcrina da biossineess eventos moleculares envolvidos
foram mais recentes e de ambito limitado. Estasstiyacdes vém ocorrendo nas ultimas
duas décadas, com énfase nos feromoénios sexuaigagregacdo nos modelos de blatddeos,
coledpteros, dipteros e lepdopteros. Diversas [gsjinas espécies mais representativas
dessas ordens foram conduzidas por conta de syasrtémcias econdmicas e grande

quantidade de feromdnio produzidas pelas mesmaRDPEAMINKS, 1997).
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Enquanto que a extrema abundancia e diversidaédspixies nessas quatro ordens
(Blattodea, 4.000 espécies; Coleoptera, 300.00@cesgp Diptera, 150.000; Lepidoptera,
150.000), necessariamente impedem generalizacOes, canhecimento do controle
bioquimico e enddcrino da producéo de feromoénités asmecando a surgir para modelos de
espécies de cada uma dessas ordens supracitagtasdbese em consideracdo o local do
tecido produtor de feroménio nos insetos, a biesatde feromonios, ultimamente, depende
de certa regulacédo da atividade biosintética erntmmaesses tecidos e/ou de uma regulacéo
na expressao do gene da biosintese enzimaticacomwg ja referidos (TILLMAN et al.,
1999). Neste tdpico o foco sera na ordem Diptera.

Os dipteros utilizam feroménios de curto alcanefasomoénios sexuais de contato
gue consistem em uma longa cadeia de hirdrocar®eetompostos relacionados que fazem
parte da camada de cera da cuticula. Os comporamfesomonios, 0s quais sao sintetizados
pelos mesmos mecanismos gerais que sao usadqeauair a longa cadeia e ramificada de
metil hidrocarbonetos cuticulares, sao importamesequilibrio da agua. O feroménio da
mosca domeéstica, (Z)-9-tricoseno e homologos sadugidos por sucessivas adicoes de
malonil CoA (derivado do aminoéacido valina) ao ac@bA por uma sintese de acido gordo
para dar o octadecanoil CoA de 18 carbonos (MCNHIILLAR, 2012).

Hidrocarbonetos saturados metil ramificados també&o encontrados como
componentes de feromdnio de flebotomineos, coraragicacdes metil a serem introduzidas
por reacdo da cadeia de crescimento com metiima®o® ao invés de malonil CoA
(MCNEIL; MILLAR, 2012).

Em flebotdmineos da espédiel. longipalpis sabe-se que o principal componente
guimico de feroménio pertence a classe dos terpeéando quatro terpenos distintos sendo
idenficados, dois dos quais ja completamente canaatos a ter 16 carbonos
(homosesquiterpenos) e dois compostos com 20 aasb@literpenos) (HAMILTON et al.,
2005, 2008).

Compostos terpeno sdo um dos amplos grupos detpsodaturais que possuem um
papel significante como repelentes ou atraentes paitos organismos (LANGENHEIM,
1994). Séo derivados do precursor isopropenil tiifosde 5 carbonos (IPP) e seu isbmero
dimetillalil difosfato (DMAPP) (CANE, 1999). Este®mpostos sao produzidos por uma rota
metabdlica celular, a rota mevalonato ou a rota aboeato dependente (MAD)
(GOLDSTEIN, 1990), os quais estdo presentes em oswugucariotos e bactérias.
Alternativamente, IPP e DMAPP também podem ser ymiods através de uma rota

diferente, a rota metileritritol fosfato (MEP), teém conhecida como rota deoxisilulose
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fosfato (DOXP), o qual opera em muitas bactériémntps clorosplastos e alguns parasitas
eucarioticos (EISENREICH et al., 2004; GONZALEZ-CABLERO et al., 2013). Em
insetos, diversos estudos da rota mevalonato tdmrsializados devido ao seu importante
papel em bioativar moléculas como horménios juverferoménio de agregacéo (BELLES et
al., 2005).

2.1.3.3Glandulas produtoras de feromdnios em insetos

Feromoénios sexuais sdo frequentes nos insetoseeguarser uma alternativa para o
controle dos vetores que transmitem doengas a hasr@animais, além de pestes agricolas.
Estes quimicos sdo produzidos por células glarnekilaos tecidos epidérmicos, estando
usualmente concentrado em discretas areas soledisigpcuticular (SPIEGEL et al., 2002).
A cuticula pode ser ornamentada com uma variedadeatlificacdes estruturais, permitindo
assim um aumento na area de superficie para eva@jpodos feroménios (WARD et al.,
1993).

A distribuicdo das glandulas no corpo e as substiproduzidas apresentam grande
diversidade. Essas glandulas sdo formadas porasébdgcretoras epidérmicas concentradas
em areas discretas abaixo da cuticula, localizagt#se ou nos préprios segmentos
abdominais. Entretanto, em algumas espécies das@landulares encontram-se espalhadas
pela epiderme em diferentes partes do corpo, coososegmentos tarsais, associados as
mandibulas ou em segmentos toracicos. De acordo Moot e Quennedey (1974), as

células secretoras em insetos sao divididas enclagses:

a) Classe 1:A célula esta em contato direto com a cuticula pelal a secrecéo
deve atravessar. A cuticula pode estar modificaaabrdo com a liberacdo e o
armazenamento da secrecdo. Estas células ndo posswme reservatorio e o
feromonio é liberado diretamente apds sua sinERealguns casos, a glandula pode
se abrir em uma invaginacdo da epiderme que pas@ semo um reservatorio
onde o feromdnio se acumula;

b) Classe 2:As células desta classe ndo estdo em contato doat a cuticula e a
secrecdo deve passar através das células da tlasdges de atravessar a cuticula.
Este tipo de glandula ndo é muito comum;

c) Classe 3:As células sdo compostas por varias células emmoduto cuticular

gue conecta a célula glandular & cuticula. A sé@org@ssa através deste duto para
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ser liberada ao exterior.

As glandulas de feromoénio em insetos geralmentempegm as classes 1 ou 3. O
controle da liberacdo dos feroménios para o meibieme envolve a regulacdo de dois
fatores: sintese e dispersao. Quando a glandulastd@ssociada a um reservatério, a sintese
€ seguida diretamente pela dispersdo. Entretantmdp um reservatorio esta presente o
ferombnio pode ser estocado e a sintese e dispgrsdem ser temporariamente
independentes (NOIROT; QUENNEDEY, 1974). De acotdm Tillman et al. (1999), os
fatores enddcrinos usualmente regulam a sintefera@l@onios em insetos.

Todos os precursores para a biossintese de feronpinem ser atribuidos ao
carbono proveniente da ingestao dietética. Seralmaes feromonios podem ser sintetizados
de novonas células glandulares ou podem ser derivadopreeursores presentes na
alimentacdo. Em alguns casos, os microrganismdsi@ntes podem contribuir para a sintese
(TILLMAN et al., 1999).

As estruturas disseminadoras de feromonios sei@raisido observadas em machos
adultos de diversas espécies de flebotomineos gfaipfPsychodidae), com aspectos de
cratera, com emersdo de espinhos ou papulas mam#go(WARD et al., 1993). Essas
estruturas estdo normalmente localizadas em manudladas encontradas em diferentes
tergitos abdominais de acordo com cada espécieNH,ASOUZA BERNARDES, 1990;
SPIEGEL et al., 2002; WARD et al., 1993).

Em torno de 740-1200 estruturas disseminadoragmenbnio estdo presentes em
machos dd_u. pessoaidistribuidos entre o Il e VIl tergito abdomin&dma das funcdes
deste feroménio é atrair as fémeas para o locacdsalamento. Erhu. longipalpis os
machos apresentam manchas palidas no IV segmesibonaial ou no IlI/IV, dependendo da
populacdo deste complexo e da area estudada.

Em meados da década de 80, Lane e Ward (1984)vabser por microscopia
eletrdnica de varredura que a superficie dos tergias areas com manchas palidas na espécie
Lu. longipalpis era caracterizada pela auséncia de macrotrigyiata presenca de pequenas
papulas de 3-3,5 um de didametro com um poro cesdr@l25 um de didmetro. Estas papulas,
na época, foram sugeridas como os locais de secrecdiberacdo dos feromonios,
provavelmente os de atracdo sexual, visto que &awlglas de feromodnio em insetos estédo
invariavelmente associadas a poros cuticularegpgtraitem o transporte destes a superficie
cuticular (PERCY-CUNNIGHAM; MACDONALD, 1987). Extg@des dos tecidos em hexano

e subsequente andlise dos componentes em espddtomeemassa e cromatografia liquida



35
COSTA, P. L. Aspectos bioldgicos, morfoldgicos e genéticos...

identificaram dois compostos distintos: um homos#speno e um diterpeno (LANE et al.,
1985; LANE; SOUZA BERNARDES, 1990; PHILLIPS et d986;):
a) Homosesquiterpenos {§1,s) PM 218:
- 3-metil-a-himacaleno: encontrado nas populacdes de JacBRNE#HAMILTON
et al., 1999a);
- 9-metilgermacreno-B: encontrado nas populacbegrdéa da Lapinha e de
Montes Claros-MG e em Sobral- CE (HAMILTON et 40999h).
b) Diterpeno (C20H32) PM 272: caracterizado como ummlkreno, sendo apenas
encontrado em populacfes do Nordeste do Brasilrés@lE, Santarém e Ilha do
Marajo-PA, Natal-RN e Macei6-AL). Outro diterpempmrém com diferente tempo de
retencdo na cromatografia e espectrometria de ni@isskentificado na populacéo de
Jaibas-MG (HAMILTON et al., 2004).

Ambos os compostos sdo similares a feromoniozadis por outros insetos. Sendo
assim, ao analisar o extrato das glandulas enestttaura verificou-se que as mesmas eram
biologicamente ativas (MORTON; WARD, 1989), confangdo que os feroménios sdo um
componente importante no comportamento da cépuia @spécie em conjunto com 0s sons
liberados durante o acasalamento (WARD et al., 1988steriormente observou-se que as
relacbes de cruzamento estdo associadas aos sémizmpiindependente da morfologia e
que sao produzidos por glandulas tergais abaixo mdaschas palidas (glandulas de
ferom6nio). A comunicacdo quimica em conjunto cansons liberados durante a copula
representa uma barreira pré-zigética ndo geogréfesedo um papel importantissimo no
mecanismo de isolamento de espécies de flebotominesiritamente relacionadas
(HAMILTON et al., 2004).

Fémeas déu. cruzieLu. longipalpissdo indistinguiveis morfologicamente e ambas
as espécies de machos apresentam manchas palisdasea® tergitos abdominais com
estruturas de disseminagdo de feroménio similapexjaenas papulas, quando observado em
microscopio eletrénico de varredura (SPIEGEL et 2002). Machos dé.u. cruzi tem
produzido feroménio, o 9-metilgermacreno-B (BRAZHAMILTON, 2002) o qual também
€ o feromdnio de uma das populac¢des de espécimmmuexolLu. longipalpis

Estudo utilizando microscopio eletronico de trarss&o revelou que as glandulas de
feromonio Lu. cruzi estdo agrupadas no IV tergito abdominal, como rdesem Lu.
longipalpis (LANE; SOUZA BERNARDES, 1990). As células das glatas secretoras de

feromOnios apresentam caracteristicas tipicascéam um grande namero de mitocondrias e
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a formacdo de microvilos na membrana plasmaticaagpiormando assim um pequeno
reservatorio secretor. Este reservatorio esta tadecom o exterior através de um curto
ducto cuticular (SPIEGEL et al., 2004).

Por outro lado, em machos adultoslde lenti e Lu. carmelinoj as estruturas de
disseminacéo de feromodnio estdo presentes no Vsedfhento tergal. Embora as manchas
palidas ndo possam ser observadas pelo esterontipiosos tergitos abdominais onde as
glandulas estdo localizadas parecem ser opacasd@uaomparadas com outros tergitos
abdominais. As estruturas disseminadoras de fermm@wssuem o formato de uma maca
contendo um poro central (SPIEGEL et al., 2002).

Em Lu. renej apenas uma simples estrutura disseminadora demdaio pode ser
observada, na regiao anterior do VI seguimentatepgrecendo com uma pequena elevacao
rodada com um poro central (SPIEGEL et al., 20@2)espécieLu. ovallesiparece ter
saliéncias com formas irregulares em torno do ppical da papula. Embora nédo se saiba se
estas protuberancias fazem parte da estrutura oo quo da sua morfologia irregular, é
possivel que elas sejam uma secrecdo de ceralautido génerd&sergentomyias papulas se
projetam a partir de um poro central e que, 8mminutasdo bifurcadas. Curiosamente,
papulas de5S. minutaestdo associados com poros cuticulares que paresemem crateras
delineadas. Crateras cada um com um poro cential clemamente definidos s&o vistos em
Lu. quinqueferLu. sallesie Lu. peruensisAs papulas espinhadas 8ergentomyiapp. sao
invertidas como crateras com poros espinhadoklemmigoneie Lu. furcataem que o poro é
uma abertura estrelada irradiando a partir de whana central (WARD et al., 1993).

Nos ultimos anos, os estudos sobre ecologia quiddadéebotomineos tém recebido
uma atencdo especial, principalmente em torno daplxo Lu. longipalpis devido a sua
diversidade populacional tornando-o um modelo @gsante para pesquisas com relacdo a
componentes enzimaticos e mecanismos de produd@&ootiednio, no entanto nada se sabe a
respeito dos componentes quimicos da espégiemigonei Por ser um vetor de ampla
distribuicdo geografica nas Américas, e por terpapel importante na transmissao da LTA
por L. (V. braziliensis além de sua provavel participacdo na transmidsakeishmaniose
visceral, estudos direcionados para esta espézigngdentes e podem contribuir ndo apenas
para o controle vetorial em areas de transmissdovdaeduzindo a infecgédo e transmissao
aos hospedeiros, mas também para melhor entensi@amento reprodutivo em torno destes

insetos.
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2.1.3.4Uso do feromonio para monitoramento e controle esetos

Nos ultimos anos, apesar das pesquisas voltadafggamonios ter se voltado para
o controle de insetos praga (WRIGHT, 1964a, 1964byolume de informacdes obtidas
permitiu um melhor entendimento da evolucdo dagmsias de acasalamento, comunicacéo,
isolamento reprodutivo e especiacdo em insetosezat. g

Um dos tipos de feroménio que vem sendo massivaresitidado € o de atracéo
sexual. Este vem sendo muito utilizado na agricaldentro de programas integrados de
manejo de pragas. Para utilizar este tipo de cden&rdamportante conhecer a composi¢ao
quimica do feromdnio natural emitido, como sua @etp € modulada e quando e onde a
comunicacao quimica ocorre no habitat natural getas. Sendo assim, alguns métodos
pelos quais os feroménios sao utilizados no mamkgoinsetos compreendem quatro

categorias:

2.1.3.4.1Monitoramento com armadilhas

Nas décadas de 1950 e 1960, principalmente nos EWA Europa, os focos de
infestacdo e a densidade populacional de pragasokg e florestais eram estimados por
meio de armadilhas contendo fémeas virgens. Asdilimas eram instaladas uma semana
antes da emergéncia da fase adulta dos insetostaiadlas a cada dois dias. Os machos
capturados eram contados e eliminados, enquanténssas virgens eram substituidas por
outras recentemente emergidas.

No Brasil, essa mesma metodologia foi inicialmeniizada na fruticultura de clima
temperado para 0 monitoramento da lagarta-enrobadda macaBonagota salubricola
(Meyrick) (Lepidoptera: Tortricidae), da mariposé@eatal Grapholita molesta(Busch)
(Lepidoptera: Tortricidae) (KOVALESKI, 1992, 200%) da traca-dos-cachos da videira
Cryptoblabes gnidiella(Milliere) (Lepidoptera: Pyralidae) (RINGENBERGO®4), sendo
posteriormente substituida pelo emprego de armaslde feromonios sexuais sintéticos.

As armadilhas de feroménio sexual sintético parananitoramento de insetos
geralmente s&o utilizadas para trés finalidades I(WAL990): a) detectar a presenca de
insetos; b) conhecer as suas flutuacdes populasjana) conferir se existe a necessidade de
aplicar medidas de controle (BOTTON et al.,, 200IQMALESKI; RIBEIRO, 2002;
RINGENBERG, 2004).
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As armadilhas de feromdnio sexual promovem captebivas, sdo de baixo custo
e capazes de detectar a espécie-praga, mesmo qunid® em baixa infestacdo. Essas
armadilhas tém vantagens quando comparadas asibyasadminosas e aquelas que usam
atrativos, as quais apresentam inconvenientes alser@m seletivas e de terem necessidade
de agua, energia ou de outros complementos pargpeseito funcionamento (BENTO,
2001).

2.1.3.4.2Captura em massa

Este tipo de captura € uma forma de controle dgagr@m que se utiliza grande
namero de armadilhas de feroménio sexual sintétoo finalidade de atrair e capturar os
individuos para manter a sua populacao abaixo k& dé dano econémico (BENTO, 2001;
HOWSE et al., 1998). Essas armadilnas devem séaladss assim que for detectada a
presenca da espécie-praga. Uma das vantagensvtisto em relagdo aos outros que usam

feromonio sexual sintético esta na necessidadesiesdnenores dessas substancias.

2.1.3.4.3nterrupcao de acasalamento

Este método tem por objetivo interferir nos proosssu N0s mecanismos que atuam
sobre a capacidade dos machos localizarem as f@aea® acasalamento, desorientando-os
pela liberacdo de feroménio sexual sintético noianie.

Os insetos necessitam de pequenas quantidadesodefeo sexual para localizar o
seu parceiro. Assim, a liberacdo de maior quangidlebssas substancias no habitat do inseto
pode dificultar e até impedir a localizagdo do pai; causando supressao dos acasalamentos
(AGOSTA, 1990).

Todos os métodos supracitados vém obtendo sucessantrole de varias pragas na
agricultura e oferece enumeras vantagens sobreoodesinseticidas, uma vez que 0s
inseticidas causam danos ecoldgicos, sdo toxiaasspecificos. O uso dos feromdnios no
manejo de pragas possui varias vantagens: 1) dewsgdderomOnios serem espécie-
especificos, seu uso faz com que as medidas delkoafetem somente a espécie alvo; 2)
ferombnios ndo sdo toxicos, ndo prejudicam a saddemanipuladores e nao interfere na
dindmica populacional de outros organismos naosal@d feromdnios séo utilizados para
controlar ou para levantamento de pragas, mesmudqua densidade populacional € baixa;

4) feromoénios sdo utilizados em doses bem menoues ag maioria dos inseticidas; 5)
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feroménios ndo sdo aplicados diretamente, cont@docenfinados a dispositivos para sua
liberacdo (PLETTNER, 2002).

No entanto, algumas desvantagens podem ser obasreadusar feromoénios para
controle de populacfes. Uma delas é que essasasaidst ndo protegem contra invasao de
novos insetos de campo adjacentes. O uso de ferornéquer que a area destinada ao
controle seja isolada de outras &reas com popudat@@raga. Outra problematica detectada
diz respeito a eficiéncia da técnica de interrupd@@casalamento, sendo esta dependente da
densidade populacional; caso esta seja muito grangento que machos e fémeas se
encontrem com frequéncia, provavelmente este tgadnterrupcdo ndo sera efetivo para
suprimir e manter a praga abaixo dos niveis de.dantyo problema ocorre em insetos praga
onde o sistema de comunicacao sexual € duplo,jaursachos e fémeas sdo responsaveis
pela comunicacdo. Se a interrup¢do da comunicag@aap for promovida somente para um
canal (machos atraidos por fémeas), o outro caode per suficiente para promover niveis
normais de acasalamento e tornar infrutiferos ésr@s de controle. Mais desvantagens
podem ser observadas em espécies nativas que tef@mamonio similar ao sintético
utilizado para controle da espécie alvo. Caso oesf@ecie responda ao feromonio, sera
necessario determinar se as espécies nao alvosrs&oou ecoldgica ou economicamente
importante, a fim de decidir se o controle com rig@aio pode ser utilizado (PLETTNER,
2002).

O monitoramento e controle de insetos utilizandorf®nio sexual sdo métodos
seguros, freqlientemente eficientes e economicamives. Diversos programas de manejo
iniciaram o uso de armadilhas de controle contefeomonios como uma ferramenta
indispensavel para o monitoramento de populacdesnsietos de importancia agricola
(BENTO et al., 2001). Entretanto, no que concerr@sninsetos vetores de doencas de
importancia meédico-veterinaria, os feromonios tddo Lusados com sucesso apenas em
alguns insetogVlusca domesticéferomonio sexual) eriplaneta americané&feromoénio de
agregacao) (ERIAS, 2001).

No caso dos insetos vetores que transmitem asmaisbses, pesquisadores
demonstraram, recentemente, que é possivel melbha@ntrole de flebotomineos através do
uso de uma versao sintética do feromoénio sexubldéngipalpis (S)-9-methilgermacreno-

B. Este feromdnio sintético atrai tanto machos tué#meas dé.u. longipalpis prevenindo
que estes vetores se desloquem para outros anmi¢BRAY et al.,, 2010, 2014).
Devidamente formulado, este feromonio pode atéairelas alimentandas de. longipalpis

para longe de pessoas e caes e para abrigos sraaahoinseticida, onde podem ser mortos.



40
COSTA, P. L. Aspectos bioldgicos, morfoldgicos e genéticos...

Esta tecnologia pode, portanto, aumentar muitoica@é de inseticidas em abrigos de
animais, reduzindo assim a transmissao da doeriRaYRt al., 2014).

Além do génerd.utzomyia existe progresso em estudos de comunicagao queic
outros géneros de flebotomineos co®ergentomyiae Phlebotomus Ainda que terpenos
similares aqueles encontrados no complaexdongipalpistenham sido observados em outras
espécies com&. minutae S. fallax seu papel na comunicagdo de ferémonio ou outras
funcdes biolégicas ndo sdo claras. Por outro ladtydos tém demonstrado evidéncias
comportamentais para presenca de feromoénio sexud®.egpapatasi sem identificacdo de
estruturas de feroménio (CHELBI; BRAY; HAMILTON, 2Q; GONZALEZ-CABALLERO
et al., 2013; WARD et al., 1991).
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3 JUSTIFICATIVA

As leishmanioses permanecem como doencas neghgkrscem todo o mundo, com
mais de 350 milhdes de pessoas vivendo sob risdnfelecdo. Como ndo existem vacinas
para humanos, os esforcos para reduzir o numercasies da doenca se concentram no
tratamento dos pacientes, na eliminacédo de reseingatinfectados e no controle do vetor
através do uso de inseticidas. Embora estes tpabardagens tenham alcancado um sucesso
parcial, existem dificuldades significativas cond&auma dessas técnicas. O uso destas
praticas ndo impediu a expansdo da doenca pars @eanas, fortalecendo a ideia de que o
controle efetivo do inseto vetor € importante par@ducdo da carga mundial desse agravo.
Recentes avancos nas estratégias de controle alesyém ajudado a reduzir o impacto em
alguns focos da doenca. O uso de mosquiteiros gnpoos com inseticidas, coleiras
repelentes para cées e armadilhas com feroméeimssido estratégias eficazes no controle
da doenca, além de reduzirem o risco de potendai®s a salude humana e ao meio
ambiente.

Apesar de varias armadilhas com feroménio ja estaendo usadas no manejo de
pragas agricolas, ainda € insipiente o uso parantrale de vetores transmissores de
patbgenos para 0 homem e animais, visto que pos@o0s estudos no que se refere a
ecologia quimica desses vetores. Recentementedidtiasacontendo sachés com feromonio
sexual sintético foram testadas para o controld.wolongipalpise obtiveram resultados
promissores, no qual o feromoénio sexual atraiu ahdsosexos para o local do experimento
tratado com inseticida (lambdacialotrina), reduairesim a populacdo desse vetor. No
entanto, ndo se tem estudos voltados para a eaajagnica de muitos outros vetores, como
Lu. migonej 0 que enfatiza a importancia dessas pesquisdsibeton ndo apenas para o
controle vetorial em areas de transmissédo da dpengs também para melhor entender o
isolamento reprodutivo de diferentes populagcbesadespécie. Ademais, 0 uso de marcadores
moleculares (p.ex.: citocromo oxidase subunidadeotjeria fornecer informagdes valiosas
sobre a genética de diferentes populacédsudenigoneie sobre uma possivel relacdo entre a
variabilidade genética e a competéncia vetorialu gpomoducédo de diferentes tipos de

feromonios.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Descrever os aspectos bioldgicos, morfologicosnétimns de diferentes populacdes
delLu. migoneido Brasil.

4.2 Objetivos especificos

a) Analisar aspectos morfolégicos e morfométricos s populacbes deu.
migoneiprovenientes de diferentes regides do Brasil,

b) Analisar a variabilidade genética dessas trés pgpebk dé.u. migonei

c) Caracterizar a estrutura disseminadora e a glandeaaferomonio de
Lu.migonej

d) Avaliar a atracdo de fémeas d&. migoneia machos coespecificos na

presenca de hospedeiros vertebrados.
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5 METODOLOGIA

5.1 Area de estudo

O estudo foi desenvolvido em trés municipios derdiftes Estados: Machados (PE),
Baturité (CE) e Niterdi (RJ). O municipio de Macbadsta situado na Zona da Mata Norte,
Pernambuco, limita-se ao norte e a oeste com Oeola® sul com S&o Vicente Férrer, ao
sudeste com Bom Jardim e a leste com Vicénciaabista 105 km da capital, Recife. O
municipio possui 50.957 km2 e esta localizado rawdenadas geograficas 07°40'56"S;
35°31'22"0, a uma altitude de 416 m do nivel do. Aarvias de acesso sdo atravées da BR-
232/408; PE-90/089 (AGENCIA ESTADUAL DE PLANEJAMENY E PESQUISAS DE
PERNAMBUCO, 20186).

O municipio de Baturité esta situado no Estado dar& a 100 km da capital
Fortaleza. Limita-se ao norte com Pacoti, Rederg&uaramiranga, ao sul com Itapiuna,
leste com Aracoiaba e oeste com Mulungu e Capatidossui uma area de 308,780 kmz2 e
clima tropical umido, com média de temperaturaarato entre 24° a 30° C (IBGE, 2016).

O municipio de Niterdi esta situado no Estado dod&i Janeiro a 13 km da capital
com uma area de 129,375 km? e clima tropical um8l@ temperatura média é de 22,6°C,
sendo 20,2°C a temperatura média do més maisjfiioo} e 25,6°C do més mais quente
(fevereiro). A pluviosidade tem média de 1.093 mmaas (IBGE, 2016).

5.2 Populagdes de flebotomineos

Os flebotomineos utilizados da espéktie migonej foram provenientes de duas
fontes: coletados em trabalho de campo utilizarmleadilhas luminosas do tipo CDC ou
entdo obtidos de col6nia mantida em laboratéricol@nia foi mantida a uma temperatura de
25-26°C, com a umidade relativa em torno de 80%uyisdo procedimentos de Brazil et al.
(1997). As coletas de campo foram realizadas pegl#pe do Laboratério de Taxonomia e
Sistematica de Flebotomineos do Centro Pesquisgsudgagalhdes, FIOCRUZ, Recife, PE.
Os exemplares coletados foram identificados peldategia externa conforme classificagéo
taxondmica proposta por Young e Duncan (1994)izdtidm-se machos dai. migoneiem
colénia de laboratdrio com diferentes idades posrgéncia (24, 72, 120 e 168 horas), além

de exemplares da mesma espécie provenientes docamp
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5.3 Morfometria de Lu. migonel

Foi analisado um total de 15 exemplares de cada sks trés populacdes
provenientes de amostras de campo. As fotos fonauat utilizando estereomicroscopio
com camera digital conectada em um computador. agens foram processadas e as
medidas retiradas usando Leica Application Suitsigre 4.1 software (Leica Microsystems).

Todos os flebotomineos foram observados sob estersxscépio de luz e o
comprimento e/ou a largura das principais estratdos machos e das fémeas foram medidas
de acordo com Hamilton et al. (2005): comprimerdas dsas (CA) e largura das asas (LA),
bem como comprimento do labrum (CL), terceiro sagme&la antena (A3), bomba genital
(BG), basistilo (B), estilo (S). Estes caracter@s sonsiderados taxonomicamente relevantes

para diferenciacdo deutzomyiaspp.

5.4 Andlise genética das populactes te. migonei

Apos andlise morfolégica, 46 exemplaresLde migoneiprovenientes do campo
foram submetidos a estudos genéticos. DNA gendfoicextraido utilizando um método-
house De forma breve, exemplares foram individualmemseridos em um microtubo de 1,5
mL e homogeneizado usando micropistilo estérilagn00ug de proteinase K (20 mg/ml in
10 mM Tris-HCI, pH 7,5) foi adicionado em cada tube quais foram agitados em vortex e
incubados por 16 h a 37°C. Depois, B@e solucdo do precipitado protéico foi adicionado
0s tubos foram invertidos diversas vezes e deiedaepouso por 10 min a 4°C. Os tubos
foram centrifugados a 13.000 x g por 5 min parass sobrenadante (contém DNA) o qual
foi transferido para um microtubo limpo. Em segui@80 ul de isopropenil a 100% foi
adicionado, sendo homogeneizado por inversdo dobgstyor diversas vezes. Apés a
centrifugacdo (at 13.000 x g for 5 min), o sobremae foi descartado e o pellet deixado a
temperatura ambiente (TA) para secar até, postesime, ser lavado com 3@0 de etanol
70%. Os tubos foram centrifugados a 13.000 x glpoin e o pellet novamente deixado para
secar em T.A por 30 min até ressuspensdo comil3@e tampao TE. Finalmente, os
microtubos foram encubados a 56°C por 15 min pacdithr a homogeinizacdo do DNA e
entdo estocados a —20°C até serem testados paore@ccadeia de polymerase (PCR).

Regido parcial do germxl (710 bp) foram amplificadas usando primers LC@149
e HCO2198 (FOLMER et al., 1994). Cada reacdo de ROmSistiu de 4ul de DNA
gendmico (~100 ng) e 48 do mix de PCR contendo 2,5 mM MgCI2, 10 mM Tri&&iHpH
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8,3) e 50 mM KCI, 25QuM de cada dNTP, 100 pmol de cada primer e 1,25 BngbliTaq
Gold (Applied Biosystems). O gersoxl foi amplificado usando as seguintes condic¢des:
95°C porl0 min (primeira ativacao da polimerasematuracdo), seguido de 40 ciclos a 95°C
por 1 min (denaturacdo); 56°C por 1 min (anelamem®°C por 1 min (extenséo); e uma
extensao final de 72 °C por 7 min.

Produtos de PCR foram examinados em gel de agar@8é fixado com GelRed
(VWR International PBI, Milano, Italy) visualizadem sistema de documentacdo de gel,
GellLogic 100 (Kodak, New York, USA). Os amplicomsdm purificados e sequenciados, em
ambas as direcées usando os mesmos primers corda BER, empregando a Taq Dye
Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (v.2, AppliBibsystems) em um sequenciador
automatico (ABI-PRISM 377). Todos os haplétiposrespntativos déu. migoneiobtidos

serdo depositados no GenBank.

5.5 Microscopia eletrbnica de varredura

Machos delLu. migonei foram sedados por 5 min a -10°C e fixados com
glutaraldeido 2,5% (pH=7,4). Ap6s fixacdo, os iosdbram lavados em tampao cacodilado
0,1M (pH=7,2) e, entdo fixados com tetréxido de idsmpor 1 h. As amostras foram
desidratadas por um aumento de concentracdo antiizaolucdo de etanol e, em seguida
introduzidas no ponto critico para reducdo ao méxda temperatura e retirada de todo
etanol. Ao finalizar esta etapa, as amostras foremtadas em stubs para, finalmente, serem
metalizadas com ouro. O material foi examinado aanauopio eletrénico de varredura EVO

LS15 ZEISS (Carl Zeiss Microscopy - Jena, Germany).

5.6 Microscopia eletrénica de transmisséo

Insetos provenientes de col6nia mantida em labaoagddo campo foram sedados
por 5 min a -10°C e, entéo fixados por imersdo &radadeido 2,5% diluidos em tampao
cacodilato 0,1M (pH=7,2). Para permitir uma melfiwacdo do tecido, o abdomén de cada
exemplar foi dissecado imediatamente apos fixagdtes segmentos foram fixados por 2h
em glutaraldeido 2,5% diluido em tampéao cacodatd (pH=7,2), lavados duas vezes com
0 mesmo tampédo e pos fixado por 1 h em tetroxidadsiaio 1%/0.8% ferricianida de
potassio/5 mM CagG| diluido em tampéo cacodilato 0,1 M (pH 7,2). Amgsta etapa as

amostras foram lavadas em tampao, desidratadaérea graduadas de acetona e embebidas
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em Epon. Sec6es ultrafinas foram fixadas em acd&atoanila e observadas em microscopio
eletronico de transmissao, FEI Tecnai G2 SpiriffBim (FEI Company, OR, USA).

5.7 Bioensaio em laboratoério

Bioensaios foram realizados com machos e fémea44-+oras apds emergéncia) de
Lu. migoneiprovenientes de colonia de laboratorio, com fadwle de observar a atratividade
das fémeas as atividades biologicas do feromoOnkuastenatural dos machos. Este
experimento foi realizado utilizando um olfatdmediotubo em Y.

Este aparato consite em um tubo de vidro em forma d10 mm de diametro
interno (ID)), composto por uma haste ramificadenc®d® cm de comprimento, sendo cada
uma separadas por um angulo de 65°. O olfatbmeitrdidposto horizontalmente sobre uma
bancada que amortecia as vibragées, com uma realgaltfio disposta em torno da abertura
de cada haste para evitar o escape dos exempdareiias hastes foram conectadas a dois
tubos compridos de Teflon (40 cm x 3 mm ID; Supetidlingham, Reino Unido), utilizando
conectores de bronze (Swagelok Company, Solon, @t#Hde de ar zero (gases BOC,
Guildford, UK) foi limpo utilizando um filtro de ¢&do ativado (Supelpure HC, Gillingham,
Reino Unido) e passado para cada haste do olfatdragtivés da juncdo T nos tubos de
Teflon. A velocidade do ar na extremidade de sai@ehaste do olfatbmetro foi medida
utilizando um medidor de fluxo de bolhas, mantendo5 ml de s-1.

Para realizar o bioensaio um camundongo foi ineeath um frasco de vidro
transparente (recipiente de vidro de reagdo) dedblectado através de um tubo de Teflon a
haste controle do tubo em Y e um outro camundoagm$erido em um recipiente de vidro
de reacdo de 5L separado e conectado através tighonde Teflon a haste teste do tubo em
Y do olfatbmetro. Um frasco de 50 mL r/b contendd 32 machos deu. migoneifoi
inserido no recipiente de reacdo com o camundosgjo este conectado a haste teste do
olfatdmetro. Um pedaco de tela esterelizada cobradbertura do frasco r/b para prevenir o
escape dos machos foi utilizado. Um frasco simd&ib0 ml r/b sem machos Ha. migonei
com uma tela cobrindo a abertura foi inserido miprente de reacédo de 5L contendo apenas
camundongo. A resposta individual de 49 fémeakudenigoneipara 32 machos da mesma
espécie + odor do camundongo e, 30 fémeas paraa@Bas deLu. migonei+ odor do
camundongo foi determinada. As fémeas foram renagvite uma gaiola uma de cada vez
utilizando aspirador manual e inseridas em um pemjuecipiente de Teflon. A extremidade

aberta do recipiente foi inserido na saida da Hdstieibo em Y. As fémeas moveram-se do



47
COSTA, P. L. Aspectos bioldgicos, morfoldgicos e genéticos...

pequeno recipiente de Teflon e entraram na hasttulsm em Y. Maximo de 2 min foi
determinado para cada fémea escolher para qual thastibo em Y iria, lado teste (machos +
camundongos) ou lado controle (apenas camundoR§n)eas que se moveram até a metade
da haste foram consideradas com resposta poswug@anto as que ndo escolheram nenhuma
das hastes do tubo em Y foram consideradas corostaspegativa. Para controlar qualquer
efeito de erro de posicionamento, uma rotacdo @8 $8bre o eixo horizontal a cada 10
replicatas foi realizada no olfatdmetro.

Todo aparato de vidro foi limpo com solucéo de meete Teepol a 5% (VWR
International, Lutterworth, UK), agua destiladacetana, e esterelizado a 200°C overnight.
Todo o experimento foi realizado em luz fluoresetea 26-27°C entre 09:00-13:00 horas.

Figura 3- Teste de bioensaio com exemplaresalemigonei

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: (A) Vis@ogeral do olfatdbmetro de tubo em B) Recipientes de vidro de reacéo de 5L contendo edango +
frasco de 50 mL r/b contendo flebotomineos maclaai (teste) e sem flebotomineos machos (lado dehtro

5.8 Analises de dados

Todas as medidas morfométricas sdo apresentadasilenetros e estdo expressas
em média mais ou menos desvio padrdo. Os dadaw fioreialmente avaliados através do
teste de Lilliefors para normalidade e, em segudaparados usando analise de variancia
(ANOVA) e teste de Kruskal-Wallis, para dados nagr@anéo-normais, respectivamente. As
diferencas foram consideradas significativas qugmd©.05. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando BioEstat 5.0.

Teste binominal (SOKAL; ROHLF, 1995) foi utilizadmara determinar se mais
fémeas dd_u. migoneiforam atraidas pelo grupo teste (camundongo + asaadomparados
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com o grupo controle (apenas camundongo) do gieesperado pela chance de 50/50.
Sequéncias do gem®xl foram alinhadas usando o program ClustalW (LARIEIN
al., 2007) e comparadas com outras disponiveis nenBénk (BLAST-

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.ggiO percentual de variacdo nucleotidica (Pwc, Atijee

os haplétipos identificados foi calculado usandomodelo de substituicdo Kimura 2-
parametros (K2P) com taxa Gamma Distribuida (G)eemontos (KIMURA, 1980)
implementado no software MEGA 6 (TAMURA et al., 3)1Para analise filogenética,
sequéncias deutzomyiaspp. disponiveis do GenBank foram também incluidaselacéo
filogenética foi inferida por analise Maximum Likedod (ML) (KIMURA, 1980), conduzida
utilizando o modelo General Time Reversible (GTRando o MEGA 6 (TAMURA et al.,
2013). Uma sequéncia @hlebotomus perniciosysumero de acesso: AB985709) foi usada

comooutgroup
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6 RESULTADOS

6.1 Morfometria de Lu. migonei

Os dados morfométricos dos machos e fémedsudenigoneidas trés populagcdes
estudadas s@o apresentados nas Tabelas 1 e 2.oM&erdm diferencas morfologicas ou
morfométricas significativas entre as populacoésdeslas, poréem os machos e as fémeas de
Machado e de Baturité apresentaram, de modo geaglicGes mais parecidas e em alguns

casos (p.ex.: comprimeto da asa e segmento a®esapberiores aos de Niteroi.

Tabela 1-Dados morfométricos dos machoslde migonei

Estruturas Machos

Machados-PE Baturite-CE Niter6i-RJ
Comprimento da asa 1440,05 (x23,67) 1469,13 (+34,5837,48 (+37,64)
Largura da asa 436,21 (#7,68) 444,43 (x14,30) 431,51 (x14,59)
Comprimento do labrum 161,71 (£6,92) 166,58 (+7,54)158,59 (+7,53)
Segmento antenal 3 150,74 (x7,87) 148,75 (+4,05) 7,3B3(+8,88)
Filamento genital 113,20 (+4,87) 114,29 (+6,26) ,989+6,97)
Coxito 248,33 (£8,72) 248,66 (¥6,55) 225,70 (x7,30)
Estilo 117,65 (+5,15) 118,60 (+5,13) 114,34 (+3,45)

Fonte: Elaborado pelautora

Tabela 2-Dados morfométricos das fémead.de migonei

Estruturas Fémeas

Machados-PE Baturité-CE Niter6i-RJ
Comprimento da asa 1794,43 (x23,20) 1729,93 (x391K11,37 (£27,53)
Largura da asa 555,40 (£35,35) 532,80 (x24,69) &BE;27,58)
Comprimento do labrum 241,98 (+9,24) 241,14 (£7,56R41,39 (+5,68)
Segmento antenal 3 182,50 (+7,54) 175,39 (+8,49) 5,585(+8,68)

Fonte:Elaborado pelautora

6.2 Andlise genética das populacdes te. migonei

A andlise do BLAST de todas as sequéncias.ulemigoneiobtidas nesse estudo
revelaram uma alta identidade nucleotidica (até)988m uma sequéncia del. migonei
disponivel no GenBank (GU909508). No geral, 30 digpds cox 1 (alinhado mais de 658
locais, 69% AT) foram identificados, dos quais apltipos | e Il foram as sequéncias tipos

mais prevalentes recuperadas (25,6%) entre todasiastras examinadas (Tabela 3). Exceto
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para trés substituicdes nucleotidicas nao-sinonifigs-Asp; lle-Val; Met-GIn) todas as
outras eram mutacdes silenciosas. Em geral, vasaipiraespecificas calculadas entre todos
os haplotipos foi de até 3,15%, revelando a extséde dois genogrupos distintos (A e B)
entre todos o&u. migoneiexaminados. A variacao intra-genogrupo meédia ®05% e

0,6% para os grupos A e B, respectivamente (Tél)ela

Tabela 3- NUmero de exemplares, haplotipos representatidestificados e variacdo nucleotidica intra-
genogrupo (média, min—max) recuperado para hapkxipxl.

Origem No. de . Variagéao intra-
Genogrupos o Haplétipos (no. de exemplares)
geografica exemplares genogrupo (%)

1(6); 11 (5); NI (2); IV (2); V (2); VI (1)
Baturite o 65 (15F; VI (1); VI (2); 1X (1); X (1); XI (1);
A X1 (1); XIE(2); XIV (1); XV (1) XVI 0,75 (2,35-0,15)
Machados 19M)
(1); XVII (1); XVIII (2); XIX (1); XX (1)
XXI (1); XX (1)
XXIIE(2); XXIV (1); XXV (1); XXVI
B Niteroi 27 (5F; 4M) (1); XXVII (1); XXVIHI (1); XXIX (1); 0,6 (1,4-0,3)
XXX (2)

Fonte: Elaborado pela autora

As arvores ML inferidas a partir de sequéncias coibalriais decoxl revelaram uma
estrutura genética populacional semelhante a fa=uta pela andlise de variacéao
nucleotidica, exibindo dois clados monofiléticardios com altos valores de bootstrap (99%)

em seus ramos principais, distinto de outrazomyiaspp. (Figura 4).
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Figura 4 - Avore filogenética baseada em regiées do mDNA JCOI

Lutzemyia migonei Haplotype 3
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Lutzomyia migonei Haplotype 13
Lutzomyia migonei Haplotype 11
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Lutzomyia migonei Haplotype 21 Genogroup A
Lurzomyia migonei Haplotype 22
Lutzomyia migonei Haplotype 14
Lutzomyia migonei Haplotype 17
53 Lutzomyia migonei Haplotype 4
Lutzomyia migonei Haplotype 10
Lutzomyia migonei Haplotype 15
Lutzomyia migonei Haplotype 6
Lutzomyia migonei Haplotype 7
Lutzomyia migonei Haplotype 8
Lutzomyia migonei Haplotype 18
Lutzomyia migonei Haplotype 19
Lutzomyia migonei Haplotype 20
Lutzomyia migenei Haplotype h9
99|~ Lutzomyia migonei Haplotype hl
Lutzomyia migonei Haplotype 30
Lurzomyia migonei Haplotype 23
Lm:amJy!a m;ggoilé! Haixln?yp;e 25 Genogroup B
Lutzomyia migonei Haplotype 28
Lutzomyia migonei Haplotype 24 Niteroi
Lutzomyia migonei Haplotype 27
Lutzomyia migonei Haplotype 26
Lutzomyia migonei Haplotype 29

Lutzomyia ovallesi GUO001746
Lutzomyia trivamula KC921316
Lutzomyia triramula  GU001767
Lutzomyia walker KC921318

Lutzomyia evansi JN845336
9 Lutzomyia robusta  FI437280
Lutzemyia serrana FJ437274

Lutzomyia ayacuchensis AB921431
Lutzomyia youngi KC921327

Lutzomyia spinicrassa  JTN845531
Lutzomyia sauroida FJ437284
Lutzomyia longiflocosa JN843533
96l | Lutzomyia torvida FI437281

Lutzomyia quasirownsendi FI437279

Lutzonyia aclydifera GU001724
E Lutzomyia winidadensis KC921309
Lutzomyia olmeca GU001743
Lutzomyia sordellii KC921298
—%mkncnrﬂ' KP112570
Lutzomyia longipalpis JN897355
99 Lutzomyia carrerai thula KC921241
Lutzomyia carrerai GU001753
Lutzomyia guyanensis GU001736
Lutzomyia panamensis GU0D1747
Lutzanyia renei KP112605
Lutzomyia dispar KP112579
Lutzomyia reburra KC921284
Lutzomyia anduzei KF467597
Lurzomyia umbratilis KF467562
Lutzomyia yuilli yuilli KC921325
Lutzomyia antunesi TN845549
Lutzomyia dvsponeta GUO001732
Lutzomyia camposi GU001728
Lutzomyia vespertilionis GU001772
Lutzomyia trapidei KC921303
Lutzomyia edentula  TN845547
Lutzomyia gomezi KC921254
Lutzomyia cruciata  TN845546
Lutzomyia scorzai KC921293
Lutzemyia (Helcocyrtomyia) sp. 1 MAC-2013 K(C921294
Lutzomyia hartmanni KC921258
Lutzomyia sanguinaria GU001757
99r Lutzomyia sharmoni KC921296
Lutzomyia shannoni KC753397
Lutzomyia aragaoi KC921231
Lutzomyia runoides JN845350
Lutzemyia carpenteri GUO01730
Lutzomyia carpenteri KC921236
Lutzomyia barrettol majuscula KC921228
Lutzomyia Tlichyi KC921259
Lurzomyia bifoliata KC921233
Lutzomyia munez-tovari KC921261
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Baturite-Machado

Fonte: Elaborado pela autora
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6.3 Microscopia eletrbnica de varredura

Para este trabalho foram utilizados exemplares asadbLu. migoneiprovenientes
de colonia de diferentes idades apds emergéncialaboratorio, além de exemplares
capturados de campo para andlise em ambos os atdipios eletrénicos: varredura (MEV) e
transmissao (MET).

As estruturas disseminadoras de feromoénio podenolsservadas distribuidas em
diferentes segmentos abdominais dos machos, coafoloservado na Figura 5.

Nos machos déu. migonej as estruturas disseminadoras de feromonio deaatra
sexual sdo encontradas distribuidas pelos terditat® o VI (Figura 5 A). Nesta espécie nao
€ possivel observar ao microscopio estereoscopaminas palidas nos tergitos abdominais
tanto em insetos vivos quanto fixados.

As estruturas disseminadoras de feromoOnio sdo peque apresentam elevacoes
cuticulares (papulas) em forma de cratera contemd@oro central onde esta inserido um
espinho (Figura 5 D), sendo visiveis em grande marapenas por microscopia eletrénica de
varredura. Embora as microtriquias ocorram em ursiillicdo regular nas regides que
contém as estruturas disseminadoras de feromésimagrotriquias estdo ausentes nestes
locais, ocorrendo apenas em alguns pontos especas tergitos (Figura 5 B-C).

As macrotriquias dificultam a observacdo das estmst disseminadoras de
feromdnio, contudo podem ser eliminadas atravésndesao dos insetos em agua destilada,
PBS, etanol ou glutaraldeido, o que facilita a aligacdo da superficie dos tergitos e das
estruturas disseminadoras de feromonio. Assim, re@se apenas a base na qual as
macrotriquias estdo inseridas, que por sua vez cémémte distinta das estruturas
disseminadoras de feroménio, visto 0 seu grandartam Em alguns pontos, macrotriquias

podem ser observadas ainda inseridas em suas(bapes 5 B).
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Figur - Eletromicrografi L

Fonte: Elaborado pela autara

Legenda: (A) Detalhe do segmento tergal Ill ao VIB)( Detalhe dos tergitos, mostrando as
microtriquias com distribuicdo regular em toda sfipie dos tergitos abdominaisC) Estruturas
disseminadoras de feromdnio estdo localizadas esrenicrotriquias e podem ser facilmentes
distinguiveis da base das macrotriquimg.((D) Detalhe da estrutura disseminadora de feromémio n
tergito abdominal 1V, parecendo uma elevagcdo de petpena cratera com poro por onde sai um
espinho quadrado).
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6.4 Microscopia eletrbnica de transmisséo

Machos dd_u. migoneicom diferentes idades (24, 72, 120 2 168 h) fortilizados
para estudar a ultra-estrutura das glandulas ppoakite feromonio. Apos observar por MEV
a presenca das estruturas disseminadoras entheeo¥Iltergitos abdominais, estes tergitos
foram dissecados e processados para observacaddm M

Andlises de machos adultos Ha. migoneidepois de 24 h apds emergéncia em
coloénia revelaram uma Unica camada de epitélio ddanpor células glandulares de
feroménio localizadas logo abaixo da cuticula. Aco apical da célula esta modificada para
formar um aparato tipico contendo pequeno resatgatdOm diversos ductos esclerotizados
no interior desta estrutura (Figura 6 A-C). E enidea presenca de pequenas vesiculas na
regido do lumen no citoplasma da célula, espac® @gubstancia que sera excretada é
estocada (Figura 6C). A producdo da substancia®xer (aqui sera referenciado pelo termo
feroménio) é baixa ou ndo existente neste perieddiférenciacdo da glandula, como pode
ser evidenciado por sua auséncia no limen. Peoomasndo sao observados, porém diversas

mitocondrias podem ser vistas (Figura 6A).
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Figure 6 - Eletromicrografia de transmissao de céla glandular de feroménio de machos adultos deu.
migonei com 24 h p6s-emergéncia.

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: (A) Células glandulares estdo localizadas abaixo dEutait(indicada com um “C” branco),
formando uma camada de epitelio Unico. A porcdocaqpia célula é modificada para formar um apaifgioa
com pequenos reservatérios contendo diversos destclerotizadogasteristicos) em sua estrututa interna.
Diversas mitocondriaém) podem ser vistagB) Detalhes dos pequenos reservatérios contendod(®foem
sua estrutura internéC) Detalhes dos reservatorios, ductos e das pequesé&ulagv) na regiao do lumen e
presenca de mitocdndrié@®) na base dos reservatorios.
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Sec¢Bes em amostras contendo machos adultas.dmigoneidepois de 72 h apés
emergéncia em colbnia expuseram detalhes de algages de estadgios de maturacdo da
biosintese de feroménio (Figura 7 A-C). Pode-seefas a dissociacao dos reservatorios
apos a liberacdo de feromdnio no lumen e a presdnpaucas vesiculas na base da estrutura

glandular (Figura 7 A-B). Verifica-se uma conexétre as vesiculas (Figura 7 C).

Figura 7 (A-C). Eletromicrografia de transmisséo decélula glandular de feroménio de machos adultos de
Lu. migonei com 72 h pés-emergéncia.

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: (A) Detalhe do formato da glandula de feroménio. Olserlimen(L) preenchido com feromdnio.
Note a dissociacao dos reservatérios apoés a liderdg ferombnio dentro do lumen e a presenca deulas na
base da estrutura, além de fibras muscul@gs (B-C) Detalhes da conformacao intermediaria da glandela d
feroménio. Note a dissociacdo de todos os resefwat@oucas vesiculds) e o lumen(L) completamente
cheio de feromdnio.
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A partir de 120 h que os machos adultosLde migoneiemergiram, observa-se a
glandula de feroménio quase que em estagio madumoferomoénio no limen e dissociacao
de reservatorios apos liberacao da mesma (Figd+&8 Dupla membrana pode ser vista ao
redor dos reservatérios, além das vesiculas catect&ntre si. A conformacdo dos
reservatorios dissociados e 0 estigio de maturdgaglandula sdo similares em machos
adultos com 72 h apos ter emergido. Diferencasposly detectadas exatamente no tempo

de maturacao da glandula.

Figura 8 - Eletromicrografia de transmisséo de célias da glandula de feroménio de machos adultos de
Lu. migonei com 120h pds emergéncia

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: (A) Detalhes da dissociacdo dos reservatérios apderad¢do de feromdnio no lumen. Glandula de
feroménio quase madur@A e B) Detalhes das vesiculas que produzem ferom@f)ovesicula murcha apés
producdo e liberacdo de feromdnio para os reseiwatd2) vesiculas completamente preenchidas com
feromdnio antes da liberagéo para os reservatdfsNote a presenca de ductos dentro dos reserva®ros
membrana dupla no entorno dos mesmos. Lumngrfgixes musculared|) e mitocondriar)
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Ao observar machos adultos dei. migoneicom 168 h apdés emergéncia, o
feroménio est4 relacionado a maturacédo e/ou dide@eao da glandula, pelo fato das células
glandulares de ferom6nio apresentarem caractesstipicas de uma glandula de feroménio
madura e, ja existir tracos confirmatorios de tdv@sintese de feromdnio, além da
dissociacao dos reservatorios e o espacgo do lustanampletamente cheio de feromdnio e,
das vesiculas na base do lumen estarem coneckigasa(9A-C).

Figura 9 - Eletromicrografia de transmissédo de célias da glandula de feroménio de machos adultos de
Lu. migonei com 168h pGs emergéncia.

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: (A) Glandulas de feroménio em diferentes tempos deretifécdo/maturacdo e producdo de
feroménio. (B) Detalhe da glandula de feroménio totalmente difeima/maturada. Note a completa
dissociacdo dos reservatérios e o lumen complet@m@Eeenchido por feromdénigC) Detalhe da glandula
durante a producéo e liberacdo de feromdnio pdtemen (L). Note a presenca de vesiculas (v) ao redor do
tecido segmentado. M = fibras musculares.
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Com relacado aos exemplares lde migoneiprovenientes do campo, as mesmas
estruturas observadas em amostras da mesma espicdiferentes idades e procedentes do
laboratério podem ser relacionadas, no entanton@gudiferencas podem ser verificadas
devido a impossibilidade de conhecer a idade dempbares. N&do obstante, acredita-se que
este exemplar revele ter em torno de 120 a 1683ds amergéncia em habitat natural.
Detalhes dos reservatorios com grupos de ductositanor dos mesmos e a presenca de
vesiculas em torno do citoplasma da célula glandptale ser observado, assim como
vesiculas internalizadas por reservatorios emalém preservadas (Figura 10).

Figura 10 — Eletromicrografia de transmisséo de célas da glandula de feroménio de machos adultos de
Lu. migonei provenientes do campo.

Fonte: Elaborado pela autora

(A-B) Detalhe das vesiculas internalizadas pelos reggiwaino tecido segmentado préximo a regido do fume
(C) Detalhe dos reservatérios com os ductos por onderamdnio é transportado apds sua producdo na
vesicularpara o lumen.
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Acredita-se que as vesiculas sdo estruturas quicipam da producdo dos
ferombnios e que estdo interligadas umas com aasoat estas, com 0s reservatorios por
onde o feromoénio apds produzido é transportadaekeEvatorios pelos ductos esclerotizados
em seu interior, liberando-os para o centro do hjnag@resentando-se como uma mancha
acizentada, que ali fica concentrado antes dexgelido para o meio externo. E possivel que
todo este aparato esteja conectado ao exterioumopequeno ducto cuticular através de
pequenas papulas observadas em microscopia etetrdaivarredura.

Podem-se observar, pela primeira vez, que vesieutaservatorios estdo presentes
em secoes ultrafinas de exemplared.demigoneitanto em amostras de campo quanto em
exemplares de colbnia e que 0 numero e tamanhgdélidas glandulares aumentam com a

maturidade dos insetos.

6.5 Bioensaio de laboratério

Em olfatbmetro, fémeas demonstraram uma prefergracia o grupo teste contendo
odor de camundongo + machos lde. migoneicomparados ao grupo controle, contendo
apenas odor de camundongo. No experimento 1 coma&hos, 33 fémeas apresentaram
preferéncia para o grupo teste e 16 fémeas apaeaenpreferéncia para o grupo controle
(Teste binominalP<0,0114). No experimento 2 com oito machos, 21 &rapresentaram
preferéncia para o grupo teste e nove fémeas apaesm preferéncia para o grupo controle
(Teste binomialP<0,0428).
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7 DISCUSSAO

Flebotomineos séo continuamente submetidos a amasdes de controle, devido
as mudancas no ambiente doméstico e peridomésiariacbes fenotipicas séo
frequentemente observadas quando se estudam tifempulacdes de flebotomineos, como
podem ser analisadas dm. longipalpis exceto para o padrdo das manchas palidas nos
tergitos de machos porque sao raramente medido®(HFON et al., 2005; LINS et al.,
2012; WARD et al., 1983).

A identificacdo de flebotomineos, no nivel de espéé baseada em analises
morfolégicas e morfométricas de um grande numercesteuturas, sendo a cabeca e a
genitalia as mais importantes. Entretanto, idex@goes morfologicas requerem habilidade e
expertise taxonémica. Além disso, podem apresdéinidacoes de integridade dos espécimes
ou mesmo montagens incorretas. (GUTIERREZ et @142LATROFA et al, 2012).

Diversos estudos relacionados a morfometria emoftebineos vem sendo
empregados, sendo a espdaie longipalpismais estudada. O primeiro estudo desta espécie
baseado em analises morfométricas ocorreu em mdmdada Coldombia, Bolivia, Brasil e
Nicaragua, ficando restrita a geometria das asasmahos. Dados da analise morfométrica
nao apresentaram resultados signifiativos (DUJARBAIMEI., 1997). Em seguida, De La Riva
et al. (2001) estudaram a geometria das asas deomdesta mesma espécie provenientes da
Bolivia e Nicaragua, no qual as varicbes geométritaéio revelaram grandes subdivisbes
geograficas, nem caracteres ecoldgicos ou fenot@eparados.

Este € o primeiro estudo morfolégico e morfométgomparativo entre diferentes
populacdes déu. migoneiocorrendo em areas endémicas de leishmaniose a®il.BYao
houveram diferencas morfologicas ou morfométricagificativas entre as populacdes
estudadas, porém machos e fémeas de Machado duwé@éBapresentaram, de modo geral,
medidas parecidas e em alguns casos (p.ex.. coetprida asa e segmento antenal 3)
superiores aos de Niter6i. Resultados similareanfoobservados em estudo com diferentes
populacdes deu. longipalpise Lu. cruzide Mato Grosso do Sul (SANTOS et al., 2015).

Metodologias moleculares sdo interessantes e vewhosetilizadas para explorar
questdes taxonbmicas de diferentes niveis hiedgu{DE LA HERRAN et al., 2001;
GUTIERREZ et al., 2014; HANEL; STURMBAUER, 2000).st&s constituem uma
ferramenta poderosa para elucidar estrutura papuokce genética evolutiva em insetos

vetores, aléem de enfatizar espécies cripticas, gassaciar os machos com as fémeas da
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mesma espécie ou propor uma sistematica evoluidMaPAQUIT, 2014; SCARPASSA,
ALENCAR, 2012).

Atualmente, estudos utilizando gene que codificBMA mitocondrial tém sido
amplamente empregados como observados em estugopuacdes, taxonomia molecular e
relacdo filogenética de muitos organismos (AVISE)4). O citocromo oxidase subunidade |
€ um dos maiores genes codificadores de protejoasfunciona no transporte de eletrons e
na sintese de ATP e apresentam a sequéncia deédandio® mais conservada (PRAMUAL et
al., 2005; SCARPASSA et al., 2008, 2012).

Neste estudo, as analises filogenéticas revelaram alta identidade nucleotidica
(até 98%) com uma sequéncia lde. migoneidisponivel no GenBank (GU909508), e a
presenca de dois genogrupos distintos (A e B) dadies osLu. migonei examinados
(genogrupo A — Machado e Baturité e genogrupo Bter®l). Além disso, observou-se uma
estrutura genética populacional semelhante a faetta pela andlise de variagdo nucletidica,
exibindo dois clados monofiléticos irmaos, o qudgeugerir que a barreira ecoldgica entre
essas populacbes pode contribuir para a segregagéstas, principalmente devido as
mudancas climaticas e geograficas.

Resultados similares puderam ser observados cpuigudes dé.u. umbratilisda
regido Amazonica e do Recife, no qual observarama-peesenca de dois clados distintos
desta espécie utilizando citocromo oxidase e mafoendas asas. A presenca dos clados
sugere a existéncia de um continuo intercruzamentee as populacdes analisadas (DE
SOUZA FREITAS et al., 2016). Estudo analisando ngepulacées do complexbu.
longipalpis da regido Nordeste e de Minas Gerais também dedgcta presenca de dois
grupos, no entanto para esta espécie baixa difagdiuc genética foi observada quando
comparada aos observados lamumbratilis(COUTINHO-ABREU et al., 2008).

Estruturas disseminadoras de feroménio foram ifieatias nos tergitos abdominais
de machos adultos da espédaie migoneiatravés de microscopia eletrbnica de varredura. Em
todas as imagens observadas em ambos 0s tipos alesoopia eletronica, varredura e
transmissdo, a cuticula apresentou-se modificaddoocal da abertura da glandula de
feromonio, formando, assim, uma elevacéo da catique enmiu. migoneiparece com uma
pequena elevacdo com um poro central por onde rmaespinho. Acredita-se que estas
modificacdes proporcionam uma maior area de swperfiara a evaporagdo do feromdnio
(PERCY-CUNNINGHAM; MACDONALD, 1987). Ward et al. €03) ao analisarem
estruturas disseminadoras de feroménio, tambéniica@am que machos deu. migonei

apresentavam esta estrutura e com as mesmas raQode
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Existe uma discussdo sobre o papel das microtsqaiaacredita-se que estas
estruturas, que sdo pélos acelulares fixados neutatdos insetos, tenham algum papel na
dispersao de feromdnios volateis na superficieutiauda (CHAPMAN, 2012). Microtriquias
estdo presentes em grande numero, em todos otsesgidominais déu. migonei As
macrotriquias estdo ausentes nas regifes dosoteitle as estruturas disseminadoras de
feromonio estdo localizadas, conforme também ohderem analises de outras espécies de
flebotomineos (SPIEGEL et al., 2002).

Ao analisar machos deu. migoneiem estereomicroscopio verificou-se que estes
insetos apresentam uma coloragdo marrom-claraquor & corpo e que manchas palidas
(spotg ndo sédo observadas nos tergitos abdominais stéle calizadas as glandulas de
feromonio, conforme também pode ser observado élisas de amostras dle. longipalpis
(MANGABEIRA, 1969, SPIEGEL et al., 2002). Por outemlo, estudos realizados em duas
espécies proximas do grupagonei(sensuYOUNG; DUNCAN, 1994)Lu. carmelinoie Lu.
lenti demonstraram que estes insetos apresentam unragéaosimilar a observada dm.
migonej também ndo sendo visivespots nos tergitos abdominais onde as glandulas de
feromonio estéo localizadas (SPIEGEL et al., 2002).

As estruturas disseminadoras de feromonio lam migoneiestdo presentes nos
tergitos abdominais 1ll ao VI. No entanto, em egg@q@roximas comd.u. lenti e Lu.
carmelinoi estas se encontram nos tergitos abdomnais V eeSjpectivamente, parecendo
uma estrutura em forma de macga com um poro cRRAEGEL et al., 2002; WARD et al.,
1993). Apesar de essas duas Ultimas espécies qenden ao grupanigonej verificam-se
pequenas diferencas tanto na localizacdo das dééndie feromonio quanto no formato
destas estruturas quando comparadis. anigonej sendo assim mais estudos precisam ser
realizados para verificar se a morfologia destasitesas poderia ser outro critério para o
estabelecimento de relacionamentos sistematicos pnecisos entre membros da subfamilia
Phlebotominae.

Mesmo com a presenca de diversas estruturas dissgonas de feromonio em
machos adultos deu. migonej estudos comportamentais quimicos Sao0 necesS3aliEs
verificar o comportamento de copula desta espéeim sido observado que antes da copula,
machos desta espécie batem as asas e produzerdusante a copulacdo (ARAKI et al.,
2009; SOUZA et al., 2004; VIGODER et al., 2010)s&somportamento pode ser associado
a dispersdo de feromonio sexual atraves da batislashs e esta provavelmente envolvido na

atracao de fémeas conespecificas.
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Nossos dados demonstraram pela primeira vez atdavésicroscopia eletronica de
transmissao as células da glandula de feroménibudemigoneiconforme ja descrito em
outras espécies comby. longipalpise Lu. cruzi (LANE; SOUZA BERNARDES, 1990;
SPIEGEL et al., 2002, 2004, 2011). A glandula derfénio deLu. migoneiapresenta
vesiculas e mitocéndrias, o que lhe confere caiatites secretdria. Pequenos reservatorios
com grande numero de ductos esclerotizados inseride mesmos podem ser observados.
Acredita-se que esta estrutura possa facilitarsargho da secrecdo, como descrito em outras
espécies de flebotomineos (SPIEGEL et al., 2008mebesouros (NARDI et al., 1996;
PIERRE et al., 1997), para a liberacdo de sushatéexcretoria, sugerindo-se conter
feroménio, no espaco do lumen. A grande quantidadeaitocondrias observadas no entorno
dos reservatorios atraves do citoplasma da célaralglar sugere uma alta atividade sintética
nas glandulas. Fibras musculares proximas ao agogd da célula glandular também podem
ser observadas.

Ao analisar as micrografias, p6de-se observar guesiculas estdo conectadas entre
si e com os reservatorios no citoplasma da célaladglar, podendo, assim estar relacionada
a biosintese de feromoénio. Estes achados podenvesdicados em outras espécies de
flebotomineos conforme descrito por Spiegel et24l02). A reacdo eletrodensa com osmium
no espaco do lumen, possivel local de estocagefardmonio, sugere que esta substancia
pode ser um lipidio, mas ndo podemos inferir conteza visto que nao foram realizadas
analises quimicas dessa susbtancia, conforme docoern machos adultos da espécie
longipalpis(HAMILTON et al., 1996).

A organizacdo das células glandulares de feromémio pequenos reservatorios e
ductos parece corresponder com células glanduldcestipo Ill, de acordo com a
nomenclatura de Noirot e Quennedey (1974, 1991)dmmo observado eiru. longipalpise
outras espécies de flebotomineos por Lane e Scerraigles (1990).

Para comparar a evolugdo da maturacao/diferencidgdpandula de feromonio de
Lu. migoneiforam analizados machos adultos de diferentesesdagpos emergéncia em
laboratorio com machos adultos provenientes do oampssos dados revelaram um Unico
epitélio formado por células glandulares de feramolocalizados abaixo da cuticula.
Acredita-se que a producédo de feromonio dependelatte do vetor, visto que leva certo
tempo para que ocorra a diferenciacdo das céltaanalisar machos adultos de. migonei
com 24 h apGs emergéncia, observou-se que a papiéa da célula estava modificada para
formar um aparato tipico com pequenos reservatéaotendo diversos ductos esclerotizados

em sua estrutura interna. A producédo de feroméracbaixa ou inexistente neste periodo,



65
COSTA, P. L. Aspectos bioldgicos, morfoldgicos e genéticos...

sendo evidenciado pela auséncia da regido do IUN@&nfoi observado peroxissomo, porém
diversas mitocondrias puderam ser vistas. Nossadtados corroboram com outros estudos
utilizando o modeld.u. longipalpis os quais indicam que as células glandulares aatio
indiferenciadas em adultos jovens ap0s emergépoiganto impossibilitando a producéo de
feromonio (BOUFANA et al., 1986; SPIEGEL et al. 120.

Quando analisamos machos adultosLde migoneicom 72 h apds emergéncia
observamos alguns tracos do estagio de diferemciat® biosintese de feromonio.
Dissociacdo de reservatorios apoés liberacdo denfisrm dentro do limen e a presenca de
poucas vesiculas na base da estrutura glandulanpedr observados. Estas vesiculas estao
conectadas entre si através do citoplasma da cgllt@ular como observados previamente
por MET em algumas espécies de flebotomineos (BOWAKAt al., 1996; LANE; SOUZA
BERNARDES, 1990; SPIEGEL et al., 2011). Sugerese gs ferombnios sdo secretados
dentro das vesiculas, migrando para os reservattogn em seguida e, finalmente sendo
liberados para o lumen através dos ductos esdadats localizados no interior destes
reservatorios, porém mais analises de imuncitogairdeverao ser realizadas para confirmar
esta hipotese.

Os mecanismos de controle e liberacdo final denféreos para o meio ambiente
envolvem principalmente o controle de dois fatos#stese e dispersdo. Na auséncia de uma
estrutura de reserva diferenciada ou um espacogparazenamento do feromonio sugere-se
que o inseto € capaz de armazenar apenas uma dagEntimitada de feroménio nas
glandulas. Quando a glandulas ndo estdo assoaadas reservatorio, a sintese € seguida
diretamente pela disperdo. O controle da sintedeité por estimulo neuronal ou por
regulacdo enddcrina de peptideos que circulam Ipetaolinfa. Diante do exposto, para
espécies combu. migonej ainda ndo se sabe ao certo como ocorre esse isracamesmo
tendo a presenca de reservatorios em sua estglundular e, que, de fato, mais estudos sdo
necessarios para esclarecer as evidéncias obseresmdaMET. Ja enlu. longipalpis
acredita-se que a sintese de feroménio é seguigtamiente pela dispersao, visto a auséncia
de reservatorios diferenciados ou espacos de anaasntos de feromonio.

Entre 120 e 168 h apos emergéncia de machos adeltas migoneiverifica-se que
a glandula de feromoénio encontra-se em alta pradde&eromonio ao observar o espaco do
limen completamente cheio de secrecdo. A conformneQ8 reservatérios dissociados e o
estagio de diferenciacdo/maturacéo da glandulaito parecido em ambas as idades. Entéo,

células glandulares ja apresentam todas as cdsdici&s tipicas de diferenciacdo/maturacao,
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e ja existem tracos da biosintese de feromonioer&iicas entre as idades podem ser
observadas apenas no tempo de diferenciacao/mabulag glandulas.

Machos adultos deu. migoneisdo sexualmente receptivos e férteis algumas horas
apos a emergéncia (observacbes de colbnia em téboradados ndo publicados). Por
conseguinte, andlises do desenvolvimento da glandel feroménio de machos dei.
migonei em MET mostraram que com 24 h apds emergénciaélagas produtoras de
feromonio ja iniciam sua diferenciacao, estanda est seu ciclo final em torno de 72 a 168 h
apos a emergéncia, coincidindo com os dados degjt@meas sdo mais atraidas por machos
a partir de 120 horas ap6s emergéncia. Este rdeudtbastante interassante quando analisado
em conjunto com bioensaios em laboratério que aprasentado mais adiante. Ademais,
estes achados também podem ser observadosuenongipalpiscom algumas ressalvas:
nesta espécie a receptividade e fertilidade do$osasdo em torno de 12 h e, a atracdo das
fémeas pelos machos entre 72 e 96 horas apos gé&mer (JONES; HAMILTON, 1998,
SPIEGEL et al., 2002).

Praticamente nada se sabe sobre a producédo dedfémemLu. migoneie se este é
um pré-requisito para o acasalamento. Pesquisadisestem a possibilidade de fémeas
escolherem machos que ndo produzem feroménio oedsionte apds a emergéncia em
relacdo dos machos mais velhos, produtores de @somE, que, provavelmente, os sons
produzidos pelo batimento das asas funcionariamocom novo parametro na escolha do
parceiro (JONES; HAMILTON, 1998).u. migonej por exemplo, produz mais de um tipo de
som ao bater as asas e, acredita-se que este ¢cameoro possa ser também um padréo de
copula desta espécie (VIGODER et al., 2010). Nardgnt o papel do som na escolha do
parceiro ainda é pouco conhecido e, mais estudopatdamentais precisam ser realizados a
fim de elucidar esta questéao.

Ao avaliar a atracdo de fémeas lde migoneia pequenos e grandes grupos de
machos desta espécie na presenca de odor do hiogpém@enundongo) em laboratorio,
verificou-se que fémeas deste vetor demonstraraacdat siginificativa aos machos da
mesma espeécie e, esta atracao ocorria em maclapsaleémadamente 120 a 144 horas apoés a
emergéncia. A escolha em usar odor de hospedeidiaiote observacbes comportamentais
desta espécie em campo, no qual a agregacdo duraattasalamento foi frequentemente
observada préximo ou no hospedeiro, indicando qagon do hospedeiro € um componente
importante para atracdo de semioquimicos de maéisias observacdoes também puderam
ser verificadas por Bray et al. (2009) porém cogué$ ajustes, ao realizarem estudos de

atracdo de feroménio sexual sintéticolde longipalpis Pesquisadores acreditam que este
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feromOnio apresenta duas funcdes: feromonio sexdatomoénio de agregacdo de machos
(BRAY et al., 2010; MORTON; SPIEGEL et al., 2005ARD, 1989).

No entanto, se tal substancia quimica de fatoiex@st Lu. migonej ha talvez um
consideravel fator em potencial para seu desemaelvio e exploracdo em programas de
controle. Experimentos comportamentais podem detrasnatracdo de parceiros em
potencial na auséncia de acuidades visuais, podéndecer fortes evidéncias para a
existéncia de ferombnio sexual em uma espécie aatesia caracterizacdo quimica. Além
disso, esses estudos sdo necessarios para confirnagividade biologica de qualquer
substancia quimica para admissdo da hip6tese dengesho de um papel no comportamento
de acasalamento.

Consideraveis esforcos ainda se fazem necessaias determinar qual tipo de
quimico Lu. migoneiproduz e, assim, determinar a forma mais eficielgeaplicar este
feroménio em medidas de controle contra leishmasioSspera-se que o uso de feroménios
como ferramenta de controle de flebtomineos pgssta@na reducdo ao uso de inseticidas,

como observados em programas de controle de @egieslas.
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8 CONCLUSOES

a) Diferencas morfolégicas e morfométricas néao fordoseovadas nas populacded. de

migoneido Brasil;

b) Dois clados monofiléticos irméos foram observadogeeas populacdes estudadas

(genogrupo A: Machado e Baturite, genogrupo B: iije

c) A estrutura disseminadora de feromOnio &m migoneisdo pequenas elevacoes
cuticulares em forma de cratera com um poro cerdrale esta inserido um espinho,

estando disribuidas pelo tergitos 11l ao VI dos huscdesta espécie;

d) A producdo de ferombnio aumenta gradualmente commaturacdo das células
glandulares de acordo com a evolucdo da glandulardeonio;

e) Fémeas deLu. migonei sdo atraidas a pequenos e grandes grupos de machos

conespecificos na presenca de odor do hospedamu(aongo) em laboratorio.
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