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RESUMO

Phlebotominae (Dipetra: Psychodidae) € uma subfamilia de insetos de grande importancia
em Saude Publica por serem transmissores de espécies de Leishmania. O subgénero Lutzomyia
merece uma atencdo especial por conter a principal espécie vetora de Leishmania infantum,
causadora de Leishmaniose Visceral nas Américas: Lutzomyia longipalpis. Esse subgénero possui
um grupo de espécies cripticas que ndo podem ser diferenciadas por morfologia. No entanto, a
identificacdo correta dessas espécies tem relevantes implicacdes epidemioldgicas. Logo, a busca de
mais caracteres taxondmicos e métodos para identificacdo torna-se fundamental e, nesse sentido, a
morfometria geométrica de asas poderia auxiliar como uma técnica importante. O objetivo do
presente estudo foi analisar as variacdes de forma e tamanho de asas das espécies do subgénero
Lutzomyia que ocorrem no Brasil e avaliar se essas analises poderiam ser (teis para a separacdo
dessas espécies. Foram analisadas asas de 18 espécies de flebotomineos depositadas na Colecao da
Faculdade de Salde Publica da Universidade de Sdo Paulo e na Colecdo do Centro de Pesquisas
René Rachou, FIOCRUZ, Minas Gerais, pertencentes ao subgénero Lutzomyia. Outros géneros e
subgéneros foram utilizados como grupo externo. As asas foram fotografadas e seis marcos
anatdbmicos foram digitalizados para obtencdo das coordenadas cartesianas. Por meio da Analise
Generalizada de Procrustes foi possivel obter as varidveis de tamanho e forma. Analises de
Componentes Principais, de Fungbes Discriminantes e de Andlise de Variancia foram realizadas
para analisar as modificacdes na forma e tamanho das asas. Ainda foi utilizada uma analise baseada
nas distancias de Mahalanobis para verificar os agrupamentos formados por geometria alar. Os
resultados obtidos mostraram significativa variacdo de tamanho e forma das asas de Lutzomyia
(Lutzomyia) em comparacdo com outros subgéneros e géneros de flebotomineos. Considerando
somente o subgénero Lutzomyia a morfometria alar diferenciou dois grupos. Um deles formado por
Lu. ischnacantha, Lu. cavernicola, Lu. almerioi, Lu. forattinii, Lu. renei e Lu. battistinii no qual os
valores de reclassificacao correta das espécies foram muito altos (Kappa = 0,91) e o outro incluindo
Lu. alencari, Lu. ischyracantha, Lu. cruzi, Lu. longipalpis, Lu. gaminarai e Lu. lichyi em que esses
valores foram baixos (Kappa = 0,42), mesmo utilizando 10 marcos anatdmicos das asas. Os
agrupamentos gerados pela geometria das asas reforcaram a proposta de classificacdo de Galati
(2003). A morfometria geométrica de asas foi util para identificar padrées morfoldgicos de géneros
e subgéneros e auxiliar na identificacdo de algumas espécies de flebotomineos do subgénero

Lutzomyia, mas ndo permitiu a identificagdo de espécies cripticas como L. longipalpis and L.cruzi.

Palavras-Chave: Phlebotominae, geometria alar, complexo Lu. longipalpis, espécies cripticas.
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ABSTRACT

Phlebotominae (Diptera: Phlebotominae) is a subfamily of insects with great importance for
Public Health as transmitters of Leishmania species. The Lutzomyia subgenus deserves special
attention because contains the main vector species of Leishmania infantum, responsible for Visceral
Leishmaniasis in the Americas: Lutzomyia longipalpis. This subgenus includes a group of sibling
species that are not differentiated by morphology. However, the correct identification of these
species has important epidemiological implications. Thus, the search for more taxonomic characters
and methods for identification is fundamental and, in this sense, the wing geometry can help as an
important tool. The objective of this study was to analyze the variations in size and shape of wings
of Lutzomyia subgenus species occurring in Brazil and assess whether these analyzes can be useful
to identify these species. Wings of 18 sand fly species from two Brazilian collections (Collection of
the School of Public Health - University of Sdo Paulo and Collection of the Research Center René
Rachou - FIOCRUZ, MG) were analyzed. Other genera and subgenera were used as outgroups. The
wings were photographed and six landmarks were scanned to obtain the cartesian coordinates. A
Generalized Procrustes Analysis was performed to obtain variables of size and shape. Principal
Component Analysis, Discriminant Functions and Variance Analysis were performed to analyze the
changes in the shape and size of the wings. An analysis with the Mahalanobis distances was also
performed to check the groups formed by wing geometry. The results showed significant variation
in size and shape of species of Lutzomyia (Lutzomyia) wings when compared to other sandflies
subgenera and genera. Considering only the Lutzomyia subgenus, the wing morphometry
distinguished two groups. In the group 1 (Lu. ischnacantha, Lu. cavernicola, Lu. almerioi, Lu.
forattinii, Lu. renei and Lu. battistinii) correct reclassification scores were very high (Kappa =
0.91), but in the group 2 (Lu. alencari, Lu. ischyracantha, Lu. cruzi, Lu. longipalpis, Lu. gaminarai
and Lu. lichyi) lower reclassification scores were observed (Kappa = 0.42) even in analyses using
ten wing landmarks. The clusters generated by wing morphometry were similar of those proposed
by Galati (2003).The wing geometry proved to be useful to identify morphological patterns of
Phlebotominae genera and subgenera and assist in the identification of some species of the
Lutzomyia subgenus but the technique did not allow identification of sibling species such as L.

longipalpis and L.cruzi.

Keywords: Phlebotominae, wing geometry, Lu. longipalpis complex, sibling species.
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1.  INTRODUCAO

1.1. Flebotomineos, insetos vetores de patdgenos

Os flebotomineos sdo dipteros pertencentes a familia Psychodidae e a subfamilia
Phlebotominae. Popularmente, s&o conhecidos como “mosquito palha”, “asa dura” ou “birigui”
entre outros nomes comuns. Apresentam pequeno porte (medindo de 2 a 3 mm de comprimento) e
cor que pode variar de castanho claro a escuro com corpo coberto por um grande nimero de cerdas,
dando-lhes um aspecto “piloso” (Killick-Kendrick,1999) (Figura 1). Sdo holometabolos, passando
pelas fases de ovo, quatro estadios larvais, pupa e adulto. Cada estadio pode ter duracdo variavel de
acordo com a espécie, condi¢des climéticas e alimentacdo. Distinguem-se dos demais insetos de sua
familia por possuirem um corpo mais delgado, pernas mais longas e finas, além de suas fémeas
precisarem de uma dieta sanguinea. Possuem asas lanceoladas, estreitas, hialinas e densamente
revestidas de cerdas longas. Essas, quando em repouso, permanecem eretas e fletidas para cima
(Brazil & Brazil, 2003; Sherlock, 2003).

Figura 1. Fémea de Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis realizando repasto sanguineo (Crédito da imagem:

Ray Wilson, Liverpool School of Tropical Medicine).

A maior parte dos flebotomineos inicia suas atividades no periodo crepuscular e/ou noturno,

quando saem de seus abrigos para se alimentarem. A superficie corporal é bastante permeéavel, pois



16

apresenta um revestimento quitinoso delgado. Essa caracteristica exp0e esses dipteros, de maneira
sensivel, a grandes variagbes de temperatura e umidade sendo necessarias condicdes
microclimaticas estaveis semelhantes a de seus abrigos como, por exemplo, tocas ou ninhos de
animais, fendas de arvores e rochas, serrapilheira e outros locais protegidos da luz (Forattini, 1973;
Brazil & Brazil, 2003).

Em relacdo ao habito alimentar, ambos os sexos precisam de carboidratos como fonte de
energia. Esses sdo usualmente provenientes de seiva vegetal ou secre¢des acucaradas de afideos ou
outros hemipteros, entretanto as fémeas dos flebotomineos praticam a hematofagia, exceto raras
espécies autdgenas (ndo hemat6fagas), pois necessitam de sangue para maturacdo ovariana o que as
tornam vetoras de patogenos (Killick-Kendrick, 1999). Essa ingestdo de sangue pode variar entre as
espécies ocorrendo apenas uma vez entre as posturas ou multiplas vezes durante um dnico ciclo de
oviposicdo, tornando-as vetoras mais importantes. Por exemplo, espécies peridomiciliares como
Lutzomyia longipalpis e Phlebotomus papatasi podem realizar varios repastos sanguineos antes da
maturacgdo e postura dos ovos (Ready, 2013). Outra variacdo nos habitos alimentares dessas fémeas
é que algumas espécies realizam o repasto exclusivamente em determinados vertebrados e outras
apresentam habitos ecléticos picando indiferentemente diversas espécies de mamiferos (Sherlock,
2003; Ready, 2013).

A subfamilia Phlebotominae representa um dos grupos de insetos de grande importancia
médicoveterinaria, sendo algumas de suas fémeas vetoras naturais de agentes etioldgicos de
doengas, como os protozoarios do género Leishmania Ross, 1903 e outros tripanossomatideos
(Herpetomonas, Blastocrithidia, Trypanosoma e Endotrypanum), bactérias do género Bartonella e
varios arbovirus como Vesiculovirus, Phlebovirus e Orbivirus (Forattini, 1973; Sherlock, 2003;
Shaw et al., 2003; Rocha et al., 2010; Ready, 2013). As mais importantes e comuns dessas doencas
transmitidas pelos flebotomineos sdo resultantes da infeccdo por diferentes espécies de protozoarios
tripanossomatideos digenéticos do género Leishmania (Kinetoplastida, Trypanosomatidae),

parasitos obrigatorios de células do sistema monocitico fagocitario (Pimenta et al., 2003).

E importante destacar que esses flebotomineos s&o naturalmente silvestres, mas as mudangas
ambientais provocadas por fendmenos naturais ou pela intervencdo humana, como a destruicdo de
matas nativas, tém alterado os habitats naturais destes insetos e modificam a situacdo ecoldgica
entre vetores, parasitos e hospedeiros (Pessoa et al., 2007). A ocupa¢do humana desordenada e
invasdo de areas florestais propiciaram a aproximacédo desses vetores do peridomicilio e domicilio

permitindo que, cada vez mais, 0s ciclos das leishmanioses ocorram de forma extrasilvestre
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podendo aumentar a extensao e o numero de casos das doengas (Madeira et al., 2003; Queiroz et al.,
2012).

1.2. As Leishmanioses

As leishmanioses estdo incluidas na lista de Doengas Negligenciadas, sendo endémicas em
mais de 98 paises e territorios onde ha um total 350 milhGes de pessoas que se encontram em
situacdo de risco e 12 milhdes de casos de infeccdo, estando ausentes apenas na Nova Zelandia e no
sul do Pacifico (Akhoundi et al., 2016). Entre as regides endémicas de cinco continentes, estima-se
uma taxa de incidéncia variando de 900 mil a 1,6 milh&o de novos casos anualmente dos quais 200
a 400 mil sdo de Leishmaniose Visceral (LV) e 700 mil a 1,2 milhdo de Leishmaniose Tegumentar
(LT) (Alvar et al., 2012).

Ja foram descritas 53 espécies de Leishmania pertencentes a cinco subgéneros e complexos
(Leishmania, Viannia, Sauroleishmania, complexo L. enriettii e Paraleishmania). Desse total, 31
espécies parasitam mamiferos, sendo que pelo menos 20 delas infectam seres humanos. As
leishmanioses apresentam distintas manifestacdes clinicas que variam de acordo com a espécie que
esta parasitando, o hospedeiro mamifero e o tropismo da espécie quanto ao tecido (Akhoundi et al.,
2016). A LV acomete principalmente o bago, o figado e a medula do hospedeiro mamifero
enquanto que a LT acomete principalmente a pele e mucosas (Brasil, 2006, 2007; WHO, 2010a,
2010Db).

1.2.1 Leishmaniose Visceral

A LV ¢ considerada uma das doencas mais importantes da atualidade devido a sua
incidéncia e alta letalidade, quando ndo se institui o tratamento adequado e em criancas desnutridas,
sendo também considerada emergente em individuos portadores da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida - HIV (Gontijo & Melo, 2004). Clinicamente, a doenca é caracterizada
por acessos de febre prolongada, perda substancial de peso, hepatoesplenomegalia, linfodenopatia,
anemia com leucopenia, escurecimento da pele em algumas areas e mais raramente nédulos ou
Ulceras cutaneas (Figuras 2A e B) (Brasil, 2006; WHO, 2010a).
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Figura 2. Em “A” e “B” manifestagdes clinicas de Leishmaniose Visceral acometendo criancas. As areas

marcadas indicam figado e bago inflamados (Fonte: Brasil, 2006).

Aproximadamente 90% dos casos ocorrem em apenas seis paises: india, Bangladesh, Sudéo,
Sudéo do Sul, Etidpia e Brasil. A LV atinge principalmente as populacfes pobres e, embora existam
métodos de diagnostico e tratamento especificos, grande parte da populagdo ndo tem acesso a estes
procedimentos, o que eleva os indices de mortalidade (Gontijo & Melo, 2004; Akhoundi et al.,
2016).

No Brasil, era primariamente caracterizada como uma doenca de carater rural, mas
recentemente com expansado para areas urbanas se tornou um crescente problema de satde publica,
sendo uma endemia em processo de expansao geografica. Nos ultimos anos, casos da doenca vém
sendo registrados em centros urbanos como Rio de Janeiro (RJ), Corumba (MS), Belo Horizonte
(MG), Aracatuba (SP), Palmas (TO), Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS), entre outros. A LV
pode ser encontrada em todas as regiGes do pais tendo 78.433 casos registrados entre os anos de
1990 e 2014 (Sinan/SVS/MS), a maioria (70%) na Regido Nordeste (Brasil, 2006, 2016a; Alvar et
al., 2012). Entre 1990 e 2006, aproximadamente 50.060 casos de LV foram registrados no Brasil, 0

que corresponde a 90% de todos os casos de LV nas Américas (Romero & Boelaert, 2010).

O agente etioldgico da LV no Brasil é Leishmania (Leishmania) infantum [= Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi] tendo Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis como principal espécie
vetora (Tabela 1), sobretudo pela sua adaptacdo as areas urbanas e sua ampla distribuicdo que é
coincidente com os casos da doenca no pais. Nos estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul a
espécie Lutzomyia (Lutzomyia) cruzi e, secundariamente, Lutzomyia (Lutzomyia) forattinii também
foram associadas a transmissdo dessa doenca (Galati et al., 1997; Santos et al., 1998; Pita-Pereira,

2008). Em areas com ocorréncia de LV, onde ndo foram encontradas as espécies citadas, a alta
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incidéncia de Migonemyia migonei levou a hipdtese de que essa espécie poderia ser vetora como,

por exemplo, em Pernambuco (Carvalho et al., 2010).

Tabela 1. Provaveis ciclos de transmisséo das leishmanioses encontradas no Brasil. Adaptado de WHO, 2010a.

Leishmania spp.

Formaclinica Vetor comprovado ou suspeito

Reservatério animal comprovado

Ou suspeito

L. (L.) infantum

L. (L.) amazonensis

L. (V.) braziliensis

L. (V.) guyanensis

L. (V.) lainsoni

L. (V.) naiffi

L. (V.) shawi

L. (V.) lindenbergi

Lu. longipalpis, Lu. cruzi,

LV
Lu. forattinii, Lu.almerioi
Bichromomyia flaviscutellata,
LTA (LAD)! ) ] .
Bi. reducta, Bi. olmeca nociva
Ny. whitmani, Ny. intermedia,
Ny. neivai, Psychodopygus
LTA (LMC)? )
complexus, Ps. wellcomei, Mg.
migonei, Pintomyia fischeri
Nyssomyia umbratillis,
LTA (LMC)? ]
Ny. anduzei
LTA Trichophoromyia ubiquitalis
Ps. squamiventris, Ps.
LTA paraensis, Ps. amazonensis,
Ps. ayrozai
LTA Ny. whitmani
LTA Ny. antunesi

Canis lupus familiaris , Felis catus,
Lycalopex vetulus, Cedocyon thous,

Didelphis albiventris,

Proechimys spp., Oryzomys spp., Wiedomys spp.

Canis lupus familiaris , Rattus rattus, Akodon
arviculoides, Necromys spp., Nectomys

spp.,Thrichomys spp.

Choloepus spp., Tamandua spp., Didelphis spp.,

Proechimys spp.

Agouti paca

Dasypus novemcinctus

Cebus apella, Chiropotes satanus, Nasua nasua,

Bradypus tridactylus, Choloepus didactylus

Desconhecido

! Leishmaniose anérgica difusa e ? Leishmaniose mucocutanea

A eliminagdo da LV ainda ndo é uma meta realista considerando a complexidade das

caracteristicas epidemioldgicas e o conhecimento insuficiente sobre os varios elementos que

compdem a cadeia de transmissdo resultando em estratégias de controle pouco efetivas baseadas no

diagnédstico e tratamento precoce dos casos, diminuicdo da populagdo dos insetos vetores e

eliminacdo dos reservatorios (Brasil, 2006). No entanto, de acordo com Romero & Boelaert (2010),

para melhorar o controle da LV s&o necessarias medidas mais abrangentes: suporte governamental

como, fundos para o controle de LV, desenvolvimento de uma politica de controle regional coerente

e investimentos para a gestdo dos casos e sistemas de vigilancia epidemiolégica. Por fim, a

implementacdo de uma agenda de pesquisa focada é essencial para suportar qualquer iniciativa de

controle.
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1.2.2 Leishmaniose Tegumentar

A Leishmaniose Tegumentar (LT) tem ampla distribuicdo mundial, principalmente no
continente americano sendo considerada pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), como uma
das seis mais importantes doencas infecciosas, pelo elevado nimero de casos e capacidade de
produzir deformidades (Brasil, 2007). A forma cutanea é a mais comum dentre as formas clinicas
da doenca e 70 - 75% de sua taxa alta de incidéncia ocorre, principalmente, em 10 paises:
Afeganistdo, Argelia, Colémbia, Brasil, Ira, Siria, Etiopia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru
(Akhoundi et al., 2016).

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) estd presente em todas as
Unidades Federativas do pais onde foram registrados 655.695 casos entre 1990 e 2014, resultando
em uma média de aproximadamente 27 mil casos por ano (Sinan/SVS/MS). Diferentemente da LV,
onde a maior parte dos casos esta concentrada na regido Nordeste, na LTA, 0s casos estdo mais
distribuidos, a regido Norte com maior nimero de casos, seguida pela regido Nordeste, Centro-
Oeste, Sudeste e Sul (Brasil, 2007, 2016b).

A LTA é uma enfermidade polimorfica de pele caracterizada pela presenca de lesbes
ulceradas indolores (Figuras 3A e B), Unicas e de duracdo limitada (forma cutanea simples), lesGes
nodulares (tipo difusa) ou lesbes mucocutaneas que afetam a mucosa nasofaringeana (Murray et al.,
2005). A LTA possui uma diversidade de agentes etioldgicos, de reservatérios e de vetores
apresentando diferentes padrdes de transmissdo, 0 que torna o seu controle bastante complexo
(Brasil, 2007).

Figura 3. Manifestac@es clinicas de Leishmaniose Tegumentar. Em “A” lesdo cuténea localizada no punho e

em “B” lesio cutdnea multipla localizada no braco (Fonte: Brasil, 2007).
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Com relacdo ao agente etioldgico da LTA, no Brasil foram identificadas sete espécies de
Leishmania pertencentes aos subgéneros Viannia e Leishmania (Tabela 1). Dessas, as trés principais
sdo (Brasil, 2007, 2016b):

e Leishmania (Viannia) braziliensis: primeira espécie de Leishmania descrita e
incriminada como agente etiolégico da LTA. Do ponto de vista epidemioldgico, é a
espécie mais importante, pois possui ampla distribuicdo que vai da América Central até
o0 norte da Argentina. No Brasil, estd amplamente distribuida sendo encontrada em todas

as regides do pais.

e Leishmania (Leishmania) amazonensis: vem ocorrendo em florestas primarias e
secundarias na area da Amazonia legal que inclui o Maranhédo e o norte do Tocantins,
Amazonas, Pard e Rondbnia, mas também € reportada na Bahia, Minas Gerais, Sao

Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul e Parana.

e Leishmania (Viannia) guyanensis: registrada nos estados do Acre, Amapa, Roraima,
Amazonas e Para estendendo-se pelas Guianas. Ocorre em florestas primérias de terra

firme com a transmissdo podendo ocorrer durante todo ano.

Dentro do subgénero Viannia, existem outras espécies descritas mais recentemente:
Leishmania (Viannia) lainsoni que ocorre nos estados do Pard, Rond6nia e Acre; Leishmania
(Viannia) naiffi ocorrendo nos estados do Para e Amazonas; Leishmania (Viannia) shawi com casos

humanos registrados no Para e Maranhdo e Leishmania (Viannia) lindenbergi identificada no Para.

As principais espécies de flebotomineos envolvidas na transmissdo da LTA sao:
Bichromomyia flaviscutellata, Nyssomyia whitmani, Nyssomyia umbratilis, Nyssomyia intermedia,
Nyssomyia neivai, Psychodopygus wellcomei e Migonemyia migonei (Brasil, 2007). Cabe destacar
gue as espécies sdo consideradas importantes vetoras por atenderem aos critérios que atribuem a
capacidade vetorial: grau de antropofilia, distribuicdo espacial coincidente com a da doenga,
infeccdo natural pela mesma espécie de Leishmania que infecta 0 homem, atracdo por mamiferos
reservatorios de Leishmania, transmissdo experimental mantendo todas as etapas do
desenvolvimento parasitario e capacidade do flebotomineo infectar e transmitir experimentalmente
0 parasito e, mais recentemente, desenvolvimento de modelos matematicos demonstrando que o
vetor é essencial para manter a transmissdo com ou sem 0 envolvimento de outros vetores e,
demonstrando tambem, que a incidéncia da doenca cai na medida que diminui a densidade do vetor
especifico (Rangel & Lainson, 2003; Brasil, 2007; Ready, 2013).
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Diante dessas informacdes, evidencia-se a grande importancia médica dos flebotomineos
como transmissores de espécies de Leishmania, especialmente no Brasil, ja que nenhuma outra
nacdo no mundo detém tamanha diversidade de flebotomineos (Killick-Kendrick, 2003). Dessa
forma, estudos relacionados a biologia, distribuicdo, eco-epidemiologia e taxonomia desses insetos

sdo bastante relevantes e valorosos.

1.3. Classificacdo dos flebotomineos

Com relacdo a taxonomia desse grupo, estima-se que existam 988 espécies e subespécies
validas de flebotomineos em todos os continentes, exceto Antartica (Bates et al., 2015), onde cerca
de 98 delas sdo incriminadas como vetoras. Nas Ameéricas, as primeiras espécies de flebotomineos
foram descritas por Coquillett (1907), e até 1940, somente 33 espécies eram conhecidas. A partir da
descoberta de que algumas espécies estavam envolvidas com a transmissao de agentes patogénicos
ocorreu um grande aumento dos estudos relacionados a esses insetos. Entretanto, ainda ndo ha
consenso sobre a taxonomia geral desse grupo, especialmente com relacdo as espécies neotropicais
(Young & Duncan, 1994; Killick-Kendrick, 1999; Galati 2003, WHO, 2010a).

No Velho Mundo a classifica¢do das espécies € geralmente mais aceita e menos controversa
do que a das espécies do Novo Mundo. Sdo reconhecidos trés géneros: Phlebotomus Rondani &
Berté, 1840 (grupo que possui as espécies vetoras das leishmanias), Sergentomyia Franca & Parrot,
1920 e Chinius, Leng, 1987. Uma nova classificacdo foi proposta por Rispail & Léger (1998)
sugerindo a elevacdo de quatro subgéneros em géneros, sendo estes Australophlebotomus,
(Theodor, 1948), Idiophlebotomus (Quate & Fairchild, 1961), Spelaeophlebotomus (Theodor, 1948)
e Spelaeomyia (Theodor, 1948).

Para os flebotomineos do Novo Mundo, a classificacdo do grupo tem sido mais controversa.
Theodor (1948) propés a divisdo dos flebotomineos em dois géneros Brumptomyia Franca & Parrot,
1921 e Lutzomyia Franga & Parrot, 1924. Neste mesmo ano, foi descrito o género Warileya Hertig,
1948 e no ano seguinte, Hertigia Fairchild, 1949. Barretto (1962) adotou os trés primeiros géneros e
insere Hertigia em outra subfamilia, Bruchomyiinae Alexander, 1920. Theodor (1965) em sua nova
proposta de classificacdo adotou os quatro géneros, assim como Martins et al. (1978). Todavia
Lewis et al. (1977) e Young & Duncan (1994), reconheceram Lutzomyia (onde se encontram as

espécies vetoras) composto por 15 subgéneros e 11 grupos de espécies, Brumptomyia e Warileyia,
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tendo Hertigia como subgénero. Essa classificagdo é mais utilizada pela maior parte dos
pesquisadores, porém ela tem sido questionada por ndo determinar as relagdes evolutivas entre as
espeécies, particularmente do importante género Lutzomyia (Galati, 2003; Rangel & Lainson, 2009;
WHO, 2010a).

Uma segunda e mais atual fonte de consulta para a classificacdo de flebotomineos é o
trabalho publicado em 1995 por Galati, onde por meio de uma anéalise filogenética baseada em 88
caracteres morfologicos, as 464 espécies de flebotomineos neotropicais foram agrupadas em 22
géneros, 20 subgéneros, 3 grupos de espécies e 28 séries. E importante destacar que as espécies
vetoras que antes estavam contidas apenas no género Lutzomyia (sensu Young & Duncan, 1994),
nessa nova classificacdo, estdo distribuidas em trés subtribos: Sergentomyiina Artemiev, 1991,
Lutzomyiina Abonnenc & Leger, 1976 e Psychodopygina Galati, 1995 e em Vvarios géneros com
destaque para: Lutzomyia, Migonemyia, Pintomyia, Bichromomyia, Psychodopygus, Nyssomyia e
Trichophoromyia (Galati, 2003; Pinto et al., 2010; WHO, 2010a). De acordo com essa classificacdo
de Galati (1995, 2003), o género Lutzomyia estd subdividido em quatro subgéneros: Castromyia
Mangabeira, 1942, Helcocyrtomyia Barretto, 1962, Tricholateralis Galati, 1995 e Lutzomyia (sensu
stricto).

Em 2014, Galati propds uma nova classificagdo para os flebotomineos baseada na reviséo de
seu trabalho anterior. De acordo com essa classificacdo, a tribo Hertigiini contém 2 subtribos com
apenas 28 espécies ndo vetoras de leishmanioses em humanos classificadas em 5 géneros. Ja a tribo
Phlebotomini, inclui 931 espécies existentes classificadas em 30 géneros e em seis subtribos:
Phlebotomina,  Australophlebotomina, Brumptomyiina, Sergentomyiina, Lutzomyiina e
Psychodopygina (Bates et al., 2015; Akhoundi et al., 2016).

1.4. O subgénero Lutzomyia

Lutzomyia “sensu stricto” possui um total de 23 especies (20 espécies validas e trés com
status taxondmico incerto) das quais 14 ocorrem no Brasil (Galati, 2014). Esse subgénero merece
uma atencdo especial por conter a principal espéecie vetora de L. (L.) infantum, agente da LV na
América, Lu. longipalpis. Além desta, duas outras espécies contidas nesse subgénero também foram

associadas a transmissdo da LV nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul sendo elas Lu.
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cruzi e Lu. forattinii (Galati et al., 1997; Santos et al., 1998; Rangel & Lainson, 2003; Brasil, 2007;
Pita-Pereira, 2008).

Lutzomyia. longipalpis (Figura 1) possui grande importancia epidemioldgica e ampla
distribuicdo ocorrendo na maioria dos estados brasileiros incluindo Roraima, Para, Rondonia,
Tocantins, Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe,
Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Distrito Federal, Parana e Rio Grande do Sul. E uma espécie com habilidade de ocupar
diversos habitats. Adaptou-se facilmente ao peridomicilio, sendo encontrada nos abrigos dos
animais domesticos e também no intradomicilio. As fémeas possuem habitos ecléticos realizando o
repasto em varias espécies de mamiferos, incluindo o homem (Lainson & Rangel, 2005; Brasil,
2006).

Muitos estudos afirmam que Lu. longipalpis representa um complexo de espécies.
Mangabeira (1969) foi o primeiro a notar diferengas morfologicas em machos de diferentes
localidades do Brasil. Posteriormente, Ward et al. (1983) confirmaram os achados de Mangabeira;
machos coletados no Para tinham um par de manchas brancas no 4° tergito abdominal enquanto que
os machos coletados no Ceara tinham dois pares de manchas brancas no 3° e 4° tergitos. Em
seguida, os autores mostraram que as duas formas eram isoladas reprodutivamente sugerindo que
poderiam ser espécies cripticas (Ward et al.,, 1985). Vaérios trabalhos vém analisando essa
variabilidade entre populacbes de Lu. longipalpis sobre diversas perspectivas: genética,
morfoldgica, andlise de isoenzimas, molecular, bioquimica, estudos sobre acasalamento e também
analises morfométricas (Lanzaro et al., 1993; Dujardin et al., 1997b; Mukhopadhyay et al., 1998;
Mutebi et al., 1998; De la Riva et al., 2001; Arrivillaga et al., 2002; Bauzer et al., 2000; Maingon et
al., 2003; Souza et al., 2004; Hamilton et al., 2005; Balbino et al., 2006; Araki et al., 2009; Vigoder
et al., 2010; Lins et al., 2012; Santos et al., 2013; Santos et al., 2015).

No subgénero Lutzomyia existe um grupo de espécies que sdo muito préximas
morfologicamente (espécies cripticas) com suas fémeas consideradas indistinguiveis pela
morfologia classica. Esse grupo é formado por Lu. longipalpis, Lu. cruzi e Lu. gaminarai (Bauzer et
al., 2007). A identificacdo dessas fémeas tem importante implicacdo médica visto que Lu.
gaminarai ndo tem sido associada como vetora de Leishmania. Essas espécies tém sido
identificadas baseando-se somente na morfologia dos machos e associacdo dos sexos. Por exemplo,

no Mato Grosso do Sul nos municipios onde ha presenca de Lu. cruzi e Lu. longipalpis o encontro
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de uma fémea ndo permite saber de qual espécie se trata (Galati et al., 1997). O mesmo poderia
ocorrer com Lu. longipalpis e Lu. gaminarai no Parana (Silva et al., 2008).

Devido a esse papel como vetores de agentes causadores de doengas, a pesquisa de mais
caracteres taxondmicos e métodos para identificacdo e classificacdo de flebotomineos tém sido
realizados, principalmente em relacdo as espécies que sdo muito proximas morfologicamente, que,
em alguns casos, sdo indistinguiveis pela morfologia classica. Entre esses métodos alternativos,
podemos destacar a morfometria, pelo seu baixo custo e pela qualidade dos resultados alcancados
em estudos com flebotomineos (e.g. Dujardin, 1999a, 2008; De la Riva et al., 2001).

1.5. Morfometria

Inicialmente, esse termo se referia a qualquer estudo que analisasse quantitativamente a
variacdo morfologica. A morfometria era baseada na comparagdo dos valores médios de uma ou
mais medidas da estrutura analisada. No entanto, desde a década de 1990, novas técnicas surgiram,
permitindo a descri¢do da variacdo na forma das estruturas morfoldgicas entre grupos de individuos
e entre individuos de cada grupo, além das causas das diferencas de forma entre esses organismos,

sendo elas de origem ecoldgica ou filogenética (Monteiro & Reis, 1999; Dujardin, 2008).

A morfometria pode ser dividida em tradicional e geométrica. A primeira se baseia no
estudo da variacdo e covariacdo de medidas de distancia lineares entre pontos anatdémicos
(landmarks) homdlogos. Contudo, as andlises que utilizam essa técnica ndo capturam muita
informacdo do organismo. A morfometria geométrica se baseia na utilizacdo de coordenadas
cartesianas de marcos anatbmicos e métodos de superposicdo para obter a configuracdo consenso
desses pontos homologos. A vantagem da utilizacdo de coordenadas é poder analisar a forma das
estruturas, apresentar de maneira grafica suas diferencas e, inclusive, indicar com maior precisao
em quais regibes se concentram as variagOes, possibilitando a reconstrucdo da forma apds a

realizacdo das analises multivariadas (Rohlf & Marcus, 1993).

As andlises multivariadas, como Anélise de Componentes Principais (ACP) e Analise de
Fungbes Discriminantes (AFD), sdo utilizadas para verificar a formagdo ou ndo de grupos
homogéneos, envolvendo os espécimes em estudo. A ACP possui 0 objetivo de verificar se alguns
componentes podem explicar a maior parte da variacdo das caracteristicas (Monteiro & Reis, 1999).

Na AFD, cada funcdo discriminante representa um Unico padrdo de variacdo na forma e por meio
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dela é possivel plotar espécimes em um espaco discriminante de forma obtendo-se um mapa fatorial
onde os individuos sdo agrupados. A distancia entre os grupos formados esta relacionada com a
probabilidade de pertencer a um determinado grupo. Logo, em grupos bem definidos as chances de
reclassificacbes corretas sdo mais altas (Francoy & Imperatriz-Fonseca, 2010). Para verificar a
eficiéncia do modelo discriminante, as reclassificagdes podem ser testadas pela estatistica Kappa
(Landis & Koch, 1977), gerando um indice que avalia a eficiéncia do modelo discriminante.

A morfometria geométrica representa uma nova abordagem para estudar a variagdo
morfoldgica, cuja utilizacdo e importancia comecgaram a ser percebidas apenas nos Ultimos anos. Ja
é considerado um método importante em analises taxonémicas e sistematicas de insetos de interesse
em salde publica (Dujardin, 2008). As principais vantagens da utilizacdo dessa técnica sdo a
velocidade da coleta de material de teste, pois varias imagens podem ser digitalizadas e analisadas
de forma rapida, o baixo custo do processo e o fato de que o material pode ser obtido tanto de

exemplares secos quanto frescos (Lyra et al., 2010).

Sintetizando, essa técnica permite analisar a forma das estruturas, assim como apresentar de
maneira grafica e clara as diferencas de forma, além de indicar com maior precisdo em quais
regides se concentra a sua variagdo. Sendo dessa maneira, uma técnica complementar, ndo sé para
estudos de taxonomia alfa, bem como auxiliando na interpretacdo das analises moleculares (Calle et
al., 2008).

Segundo Monteiro & Reis (1999), para a realizacdo desses estudos morfométricos, as asas
dos insetos sdo consideradas estruturas muito apropriadas, pois possuem caracteristicas que
favorecem sua utilizacdo nesse tipo de trabalho como, por exemplo, sua forma predominantemente
bidimensional e o grande nimero de marcos anatdmicos do tipo | (encontro entre dois tecidos)

possiveis de serem inseridos nas veias alares.

As técnicas de morfometria tém sido muito aplicadas em diversos estudos envolvendo
insetos de interesse meédico como os triatomineos (Dujardin, 2008; Gurgel-Gongcalves et al., 2008),
mosquitos do género Anopheles (Calle et al., 2008; Lorenz et al., 2012), Aedes (Jirakanjanakit &
Dujardin, 2005; Vidal et al., 2012) e Culex (Demari-Silva et al., 2014) entre outros trabalhos. Com
relacdo aos flebotomineos, a utilizacdo dessa técnica pode ser vista na literatura em varios trabalhos
que a empregam para resolucdo de problemas taxonémicos, sistematicos e descri¢des de variacGes

morfoldgicas e populacionais.
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Estudos pioneiros que aplicaram a morfometria para identificacdo de flebotomineos foram
realizados por Lane e Ready (1985) para diferenciacao entre Ps. wellcomei e Ps. complexus; Lebbe
et al. (1991) para caracterizacdo e morfologia da asa de 32 espécies de flebotomineos; Gebre-
Michael e Lane (1993) com o objetivo de diferenciar Phlebotomus martini e Ph. celiae; Gebre-
Michael e Medhin (1997) para diferenciar Ph. duboscqi e Ph. bergeroti; Afiez et al. (1997)
utilizaram a morfometria para diferenciacdo de Pintomyia townsendi, Pi. spinicrassa e Pi. youngi.
Por fim, ainda na década de 1990, Dujardin et al. (1999a) mostraram que, com essa técnica, foi
possivel separar duas espécies cripticas de Psathyromyia runoides da Bolivia e também que essas

duas espécies eram diferentes de Pa. inflata.

Desde entdo, os estudos de flebotomineos envolvendo a utilizacdo de morfometria vem
sendo cada vez mais comuns na literatura destacando as varias aplicacGes dessa técnica. Por
exemplo, Dujardin & Le Pont (2000) demonstram claras diferencas entre subespécies de Ps.
carrerai indicando que a morfometria pode ser utilizada para analisar variacbes geogréficas e
divergéncias evolutivas. Cazorla & Acosta (2003) ressaltam a importancia dessa técnica para
grupos com problemas de identificacdo mostrando a diferenciacdo de espécies de Lutzomyia
(Micropygomyia) utilizando sete variaveis de diferentes estruturas (cabeca, asas e genitalia).
Dujardin et al. (2005), apresentaram evidéncias morfométricas de um processo de especiacdo em
Pa. aragaoi na Bolivia. Posteriormente, Cazorla (2009) mostrou a diferenciacao entre as fémeas de

duas espécies cripticas de Lutzomyia (Helcocyrtomyia) baseada em apenas trés caracteres das asas.

A morfometria também tem sido aplicada para analisar variacdo populacional
intraespecifica. Florin et al. (2011), realizaram anélises morfométricas e moleculares em espécimes
de Pa. shannoni coletados em sete areas geograficamente diferentes do sudeste dos Estados Unidos
para verificar o grau de divergéncia entre eles em cada localidade. Posteriormente, Zapata et al.
(2012) desenvolveram um amplo estudo da série Guyanensis da Bacia Amazo6nica Equatoriana
combinando dados morfol6gicos, morfométricos e moleculares e sugerindo a existéncia de uma
nova espécie. Um trabalho recente realizado por Santos et al. (2015), investigou por meio de
analises morfometricas populacGes do complexo Longipalpis no Mato Grosso do Sul, destacando

mais uma vez, o potencial da morfometria para diferenciar populagdes simpatricas.

Finalmente, alguns estudos utilizaram a morfometria para analisar a geometria alar de
flebotomineos. De la Riva et al. (2001) utilizaram essa técnica para estudar variacdo entre
populagbes de Lutzomyia longipalpis da Bolivia e Nicaragua coletadas em diferentes habitats

(silvestre e peridoméstico) e com diferentes caracteristicas fenotipicas (uma ou duas manchas nos
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tergitos abdominais). Neste trabalho foi possivel discriminar dois grupos de acordo com a geometria
da asa, porém um desses grupos foi formado por populagdes com uma ou duas manchas nos
tergitos, questionando essa caracteristica como critério para diferenciacdo de espécies do complexo
Longipalpis. Aytekin et al. (2007) investigaram a variacdo fenotipica entre espécies do género
Phlebotomus do sul da Turquia também utilizando a morfometria geométrica. Essa técnica também
foi empregada por Prudhomme et al. (2012) para estudar as variagdes fenotipicas entre as
populacdes de Ph. papatasi provenientes de diferentes regides do Marrocos. Um estudo mais
recente (Godoy et al. 2014) utilizando morfometria geométrica e considerando a classificacdo de
Galati (2003) mostrou claras diferencas na geometria alar de espécies vetoras de LTA no Brasil
pertencentes aos géneros Nyssomyia, Migonemyia e Bichromomyia. Finalmente, Shimabukuro et al.
(2016) na descricdo da fémea de Martinsmyia minasensis demonstraram que esta pode ser
diferenciada daquelas de Mt. oliveirai por morfometria de asas, as quais foram corroboradas por

analises de taxonomia alfa.
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1.6. Justificativa

O emprego da morfometria alar pode ajudar a resolver problemas taxonomicamente
complexos como a diferenciacdo de algumas espécies do subgénero Lutzomyia (sensu Galati, 2003).
Como mencionado anteriormente, apesar dos varios estudos utilizando diferentes abordagens, ainda

ndo ha consenso sobre o nimero de espécies cripticas do complexo Longipalpis.

Além disso, no Brasil pelo menos trés espécies desse subgénero estdo associadas com a
transmissao da LV: Lu. longipalpis, Lu. cruzi e Lu. forattinii. Elas fazem parte do grupo de espécies
que sdo muito préximas morfologicamente com suas fémeas consideradas indistinguiveis pela
morfologia classica. Essas espécies, apesar da grande semelhanca morfoldgica, podem desempenhar
papéis distintos quando a capacidade de atuar como vetoras. Logo, a identificacdo dessas fémeas

tem importante implicacdo médica.

A correta identificacdo taxonémica é um componente crucial para qualquer estudo
epidemioldgico, com implicacbes no desenvolvimento de estratégias para o controle da LV.
Portanto, métodos confiaveis de identificacdo taxondmica sdo extremamente necessarios e neste

sentido, a morfometria geométrica de asas pode auxiliar como uma técnica importante.

Ainda, a morfometria alar de diferentes géneros e subgéneros da subfamilia Phlebotominae
podera fornecer importantes parametros para contribuir com evidéncias que reforcam ou ndo os

agrupamentos filogenéticos desse importante grupo de vetores.

Futuramente, essa ferramenta também podera ser inserida nos laboratérios de entomologia

estaduais e municipais para identificacdo especifica e genérica de flebotomineos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a geometria alar de espécies do subgénero Lutzomyia “sensu stricto” gque ocorrem

no Brasil e avaliar se essas analises podem ser Uteis para identificacdo das espécies.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a variacdo na forma das asas de espécies de Lutzomyia do subgénero

Lutzomyia e comparar com outras espécies de diferentes subgéneros e géneros;
e Analisar variagdes intraespecificas de tamanho e forma entre 0s sexos;

e Verificar se é possivel separar as fémeas morfologicamente indistinguiveis inseridas no

subgénero Lutzomyia por geometria alar;

e Verificar se a quantidade de pontos usados na morfometria influencia a diferenciagéo

entre as espécies;

e |dentificar agrupamentos gerados a partir da geometria alar e verificar se estdo de

acordo com a chave de identificacdo de Galati (2003).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material de colecéo bioldgica

Foram utilizados flebotomineos de 18 espécies depositados na Colecdo Entomoldgica do
Laboratdrio de Entomologia em Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo (FSP-USP-LESP-
Phlebotominae) e na Colecdo de Flebotomineos do Centro de Pesquisas René Rachou, Minas Gerais
(FIOCRUZ-COLFLEB). Dessas, 12 pertencentes ao subgénero Lutzomyia “sensu stricto” ocorrendo
no Brasil: Lu. alencari, Lu. almerioi, Lu. cavernicola, Lu. cruzi, Lu. dispar, Lu. forattinii, Lu.
gaminarai, Lu. ischnacantha, Lu. lichyi, Lu. ischyracantha, Lu. longipalpis, Lu. renei. Além dessas,
Lu. battistinii do mesmo subgénero (ocorréncia no Peru), duas espécies do subgénero
Helcocyrtomyia sendo elas Lu. ayacuchensis e Lu. tejadai e espécies de outros géneros:
Micropygomyia quinquefer, Brumptomyia brumpti e Brumptomyia avellari foram utilizadas como

grupos externos na analise.

Os espécimes foram provenientes de varias localidades que estdo listadas na Tabela 2 (para
mais informacGes sobre as localidades consultar apéndice). Procurou-se utilizar 40 individuos de
cada espécie sendo 20 fémeas e 20 machos, mas isso ndo foi possivel em todos os casos, pois ou
ndo havia exemplares suficientes na colecdo ou as asas ndo estavam em bom estado de montagem
para andlise. Para Lu. longipalpis, Lu. cruzi e Lu. gaminarai as fémeas, que sdo indistinguiveis
morfologicamente, foram identificadas levando em conta suas procedéncias e a identificacdo do

macho coletado no mesmo local.

Os exemplares utilizados ja estavam previamente montados e preservados em laminas.
Inicialmente, foi feita uma triagem para selecionar os individuos com asas em melhor estado para
realizacdo das analises de morfometria geométrica. Priorizou-se utilizar a asa direita dos espécimes
analisados. Nos casos em que a asa direita estava danificada a asa esquerda foi utilizada apds um

giro de 180° da asa fotografada.

As asas dos flebotomineos (machos e fémeas) foram fotografadas com uma camera digital
(Sony® Cyber-shot 14.1 Mp) acoplada a um microscéopio (aumento: 100x). Essa mesma camera foi
utilizada para todas as fotografias, porém néo foi possivel utilizar o mesmo modelo de microscopio
visto que cada laboratorio possuia um equipamento diferente sendo o da Faculdade de Saude
Pablica - USP um microscopio Olympus BX51 e o da FIOCRUZ - MG um microscépio Axio
Scope.Al - Zeiss.
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Tabela 2. Lista das espécies analisadas no trabalho com nimero de fémeas e machos utilizados, localidade
de origem e a colecéo de procedéncia.

Espécies (individuos por sexo) Origem Colecéo
Lu. alencari (202 203) Minas Gerais / Espirito Santo FIOCRUZ-MG
Lu. almerioi 20220 ) Mato Grosso do Sul FSP-USP
Lu. cavernicola (192 103) Tocantins FSP-USP
Lu. cruzi (20 2 20 &) Mato Grosso do Sul FSP- USP
Lu. dispar (1992203) Mato Grosso do Sul / Piaui FSP- USP
Lu. forattinii (172203) Mato Grosso do Sul FSP- USP
Lu. gaminarai 20219 Parana FSP- USP
Lu. longipalpis (18 2203) Mato Grosso do Sul FSP- USP
Lu. ischnacantha (19 @ 18 &) Minas Gerais FIOCRUZ-MG
Lu. ischyracantha (20 @ 20 &) Minas Gerais FIOCRUZ-MG
Lu. renei (20 220 3) Minas Gerais FIOCRUZ-MG
Lu. lichyi 72 843 Venezuela / Peru FIOCRUZ-MG
Lu. battistinii 202 123) Peru FIOCRUZ-MG
Lu. ayacuchensis (20 ¢ 20 &) Peru FIOCRUZ-MG
Lu. tejadai (202203 Peru FIOCRUZ-MG
Mi. quinquefer (20 220 &) Minas Gerais / Piaui FIOCRUZ-MG
Br. brumpti 20220 Minas Gerais / Mato Grosso FIOCRUZ-MG
Br. avellari (20 220 3) Minas Gerais/ Mato Grosso do Sul / Maranhao FIOCRUZ-MG

FSP-USP: Colegdo Entomoldgica do Laboratorio de Entomologia em Salde Publica da Universidade de Sao Paulo.
FIOCRUZ-MG: Colec¢do de Flebotomineos do Centro de Pesquisas René Rachou, Minas Gerais.

3.2 Morfometria geométrica das asas

Na analise da morfometria geométrica foram utilizados 6 marcos anatbmicos (landmarks)
para determinar a conformagdo das asas, sendo esses do tipo 1 que se caracterizam por marcar
justaposicédo de tecidos (Monteiro & Reis, 1999). Esses marcos anatdmicos foram selecionados nas
seguintes posi¢des: marco 1 na bifurcacdo R2+3+4, marco 2 na bifurcacdo R2+3, marcos 3, 4 e 5
correspondendo, respectivamente, aos apices de R1, R5 e M4. Também foi utilizado o marco 6

localizado na bifurcagdo M1+2 (Figura 4).

A marcacgdo dos pontos foi realizada nas fotos das asas de cada uma das 18 espécies. Todas

as imagens foram identificadas com o nome da espécie, o sexo e 0 nimero do individuo. Os dados
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com as informacOes de cada exemplar foram catalogados em uma planilha para ajudar na analise

dos resultados da geometria alar.

Essas fotos foram armazenadas em uma mesma pasta e com o programa TpsUTtil, versdo
1.60 (Rohlf, 2013), foi criado um arquivo de texto, com a lista ordenada das fotos por espécie, sexo
e nimero, necessario para continuar a analise com o programa TpsDig2 versao 2.19 (Rohlf, 2015a).
Por meio desse programa foi possivel fazer a marcacdo dos 6 landmarks como representado na
Figura 4. Como resultado dessa etapa, 0 arquivo de texto passou a conter as coordenadas cartesianas

que foram utilizadas para analisar a geometria alar.

Figura 4. Marcos anatdmicos utilizados para analise da morfometria geométrica das asas das espécies de

flebotomineos. Asa de Lutzomyia longipalpis mostrando as veias (R1-5 e M1-4). O poligono vermelho
inclui os 6 marcos anatdmicos utilizados nas analises com todas as espécies e 0s pontos em azul indicam os

4 marcos adicionais utilizados nas analises com o grupo de espécies com fémeas indistinguiveis.

Com a Andlise Generalizada de Procrustes (AGP) foi possivel remover os efeitos de posi¢do
e tamanho. Com essa analise obteve-se uma varidvel de tamanho (tamanho do centroide) e variaveis

de forma (residuos de sobreposicao).

As variaveis de forma foram resultantes da sobreposicdo das configuracdes geométricas de
cada asa sendo derivada da matriz de coordenadas usando 0 método de minimos quadrados (Rohlf,

1996). Dessa forma, foi possivel obter uma configuracdo consenso representando a média de todos
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os individuos analisados. Deformagdes parciais (localizadas) e componentes uniformes
(deformac0es globais) foram posteriormente calculados com base nas deformacfes de cada asa em
relacdo a configuracdo consenso. Essas variaveis foram combinadas em uma matriz “W”,
compondo as variaveis de forma que descreveram a variacdo nas asas das espécies estudadas
(Monteiro & Reis, 1999). Essas varidveis de forma foram obtidas por meio do programa tpsRelw
versdo 1.59 (Rohlf, 2015b).

E importante destacar que primeiramente foi feita uma analise geral, onde os procedimentos
descritos acima foram aplicados para todas as espécies estudadas de forma conjunta.
Posteriormente, foram feitas analises mais especificas considerando apenas as espécies mais
proximas na primeira anélise. Foi realizada ainda, uma outra analise envolvendo o grupo das fémeas
indistinguiveis morfologicamente, na qual, foram utilizados mais quatro marcos anatémicos (em
azul na Figura 4) além dos seis (em vermelho na Figura 4) utilizados no primeiro momento para

verificar se seria possivel separa-las por geometria alar.

Para verificar a variacdo no tamanho das asas dos espécimes foi usado o tamanho do
centroide (TC), que também ¢é estimado a partir das coordenadas dos marcos anatdmicos. Os valores
de TC foram extraidos da matriz de coordenadas das asas de cada individuo por meio do tpsRelw
versdo 1.59 (Rohlf, 2015b) e depois transformados (Log).

3.3 Analises estatisticas

Apds a AGP, foi realizada a Analise de Componentes Principais (ACP) utilizando as
deformacdes parciais para explorar a variacdo na forma das asas entre 0os géneros e subgéneros. A
distribuicdo dos individuos de cada espécie no espaco de forma definido pelos dois primeiros
componentes principais (PC1 e PC2) foi mostrada graficamente.

Posteriormente, foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) para testar a diferenca de
tamanho do centrdide entre as espécies dos individuos fotografados em cada colecdo (USP e
FIOCRUZ). A analise de variacdo do tamanho foi realizada separadamente para os espécimes das
duas colecdes com intuito de evitar possiveis erros nas comparacgoes entre as espécies de cada uma
delas, ja que ndo houve como padronizar os equipamentos para o registro das fotos. A diferenca de
tamanho entre sexos foi avaliada pelo Teste t. Os resultados foram apresentados com diagramas de

caixa apresentando a média e variancia (desvios-padrao).
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Para testar as diferencas de forma foi utilizada uma ANOVA de procrustes (método para
avaliar as quantidades relativas de variacdo entre individuos). As diferencas de forma também
foram visualizadas nos grids de deformacdo gerados pelo programa tpsRelw. Para isso, as
deformacdes relativas associadas aos valores médios dos dois primeiros eixos foram extraidas.
Posteriormente, foram feitas Analises de Fungfes Discriminantes (AFD) para estudar as diferencas
de forma entre os grupos especificados “a priori”. Mapas fatoriais foram produzidos para mostrar a
distribuicdo dos espécimes no espaco de forma definido pelos dois primeiros fatores discriminantes.
Para melhorar a clareza dos graficos, poligonos convexos foram produzidos para delimitar os

agrupamentos formados.

A reclassificacdo dos espécimes nos grupos de origem foi verificada usando as tabelas de
contingéncia e as estatisticas Kappa (Landis & Koch, 1977). Em seguida, o sucesso de
reclassificacdo foi avaliado. A contribuicdo do tamanho para a variacdo de forma (alometria) foi
analisada usando regressdo simples dos componentes principais de forma contra os valores de TC

das asas analisadas.

Finalmente, foi realizada uma analise para verificar se os agrupamentos morfolégicos
obtidos por geometria alar neste trabalho estdo de acordo com aqueles sugeridos por Galati (2003):
1) machos: (Lu. dispar, (Lu. forattinii + Lu. almerioi), (Lu. cavernicola + Lu. renei), Lu. lichyi, Lu.
cruzi, Lu. ischnacantha, Lu. longipalpis, Lu. gaminarai, Lu. ischyracantha, Lu. alencari; ii)
fémeas: (Lu. dispar, Lu. lichyi, (Lu. ischnacantha + Lu. cavernicola), Lu. renei, (Lu. almerioi + Lu.
forattinii), Lu. ischyracantha, (Lu. cruzi + Lu. longipalpis + Lu. gaminarai, + Lu. alencari). Para
isso, foram gerados dendrogramas baseados nas distancias de mahalanobis (geradas apds a andlise
de discriminantes) utilizando o método de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Aritmetic Average) e a funcdo Cluster no programa Statistica. Esse dendrograma baseado em forma

de asas foi comparado com os agrupamentos acima propostos por Galati (2003).

A ANOVA, testes t, Analise Generalizada de Procrustes (AGP), de Componentes Principais
(ACP), Fungbes Discriminantes (AFD), Distancia de Mahalanobis e UPGMA foram realizadas
utilizando-se os programas Statistica (StatSoft Inc., 2011) e MorphoJ (Klingenberg, 2011).
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4. RESULTADOS

4.1 Variagdo de tamanho

A anélise do tamanho do centroide mostrou uma diferenca significativa entre as espécies
tanto para os espécimes da colecdo da FSP - USP (ANOVA F = 19,32; p < 0.001) quanto para os da
colecdo da FIOCRUZ (ANOVA F = 36,72; p < 0.001). Entre as espécies analisadas na colecdo da
USP, Lu. dispar foi significantemente menor que Lu. gaminarai, Lu. longipalpis, Lu. cavernicola e
Lu. almerioi para machos e fémeas (Figura 5). Ao analisar as espécies da cole¢do da FIOCRUZ
observou-se que as asas de Lu. renei, Lu. battistinii e Lu. ischnacantha foram claramente menores

que as demais espécies (Figura 6).
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Figura 5. Box-plot mostrando a variagdo no tamanho do centroide das asas das espécies fotografadas na
Universidade de Sao Paulo. A andlise foi feita para fémeas e machos mostrando a média e desvios-padrao
para cada espécie. LAM, Lu. almerioi; LCAV, Lu. cavernicola; LCRU, Lu. cruzi; LDIS, Lu. dispar; LFOR,
Lu. forattinii; LGAM, Lu. gaminarai; LLON, Lu. longipalpis.
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Figura 6. Box-plot mostrando a variagdo no tamanho do centroide das asas das especies fotografadas na
FIOCRUZ. A analise foi feita para fémeas e machos mostrando a média e desvios-padrdo para cada espécie.
BAVE, Br. avellari; BBRU, Br. brumpti; LALE, Lu. alencari; LAYA, Lu. ayacuchensis; LBAT, Lu. battistinii;
LCHN, Lu. ischnacantha; LCHY, Lu. ischyracantha; LLIC, Lu. lichyi; LREN, Lu. renei; LTEJ, Lu. tejadai;
MQUI, Mi. quinquefer.

Com relacdo a analise intraespecifica do tamanho do centréide, foi encontrado dimorfismo
sexual para quase todas as espécies estudadas exceto Lu. longipalpis, Lu. alencari, Lu.
ischyracantha, Lu. lichyi e Mi. quinquefer que ndo apresentaram diferenca significativa entre
machos e fémeas (Tabela 3). As asas das fémeas foram maiores que as dos machos para todas as

espécies em que foram encontradas diferencas significativas entre 0s sexos.

Tabela 3. Média do tamanho do centrdide para machos e fémeas de cada uma das espécies analisadas

separadas pela cole¢do de origem.

Espécies Colecao Média machos Média fémeas  Testet p
Lu. almerioi 1,39 1,60 -6,19 <0,01
Lu. cavernicola 1,35 1,58 -3,66 <0,01
Lu. cruzi 1,27 1,36 2,81 <0,01
Lu. dispar FSP - USP 1,07 1,32 -8,27 <0,01
Lu. forattinii 121 1,56 -9,76 <0,01
Lu. gaminarai 1,39 1,53 -3,73 <0,01
1,39 1,36 0,80 0,43

Lu. longipalpis
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Lu. alencari 1,70 1,80 -2,51 0,02
Lu. ischnacantha 1,45 1,77 -8,25 <0,01
Lu. ischyracantha 1,90 191 -0,45 0,65

Lu. lichyi 1,7 1,88 2,37 0,03
Lu. renei 1,50 1,96 -9,90 <0,01

Lu. battistinii FIOCRUZ - MG 1,46 159 -3,02 <0,01
Lu. ayacuchensis 1,70 1,99 -7,19 <0,01

Lu. tejadai 1,88 2,03 -3,04 <0,01

Mi. quinquefer 1,58 1,62 -1,25 0,22

Br. brumpti 2,06 2,22 -3,22 <0,01

Br. avellari 191 2,06 -3,62 <0,01

4.2 Variagdo de forma

A analise de Variancia de Procrustes mostrou diferenca significativa na forma das asas entre
os individuos de todas as espécies estudadas (F = 143,68; p < 0,0001). A Anélise de Componentes
Principais incluindo as 18 espécies mostrou diferencas de forma de asas dos géneros
Micropygomyia, Brumptomyia e Lutzomyia subgéneros Lutzomyia e Helcocyrtomyia (Figura 8).
Apenas nos trés primeiros componentes principais ja foi observada 91,44% da variacdo presente na
amostra sendo PC1 responsavel por 55,95%, PC2 por 29,38 % e PC3 por 6,11%.

Ao analisar as modificacfes na forma das asas nos componentes principais podemos
observar que em PC1 grande parte da variacdo ocorreu no marco anatdmico 3 (apice de R1) que
sofreu acentuado deslocamento para uma regido anterior, considerando dos valores negativos para
os Vvalores positivos, mostrando a importancia desse marco anatbmico para separar 0S géneros e
subgéneros. Tambem € possivel observar uma tendéncia (pontos negativos para os positivos) de
aproximacéo dos marcos 1 e 4 provocando o encurtamento da asa (Figuras 8A e 8B). Em PC2, ha
clara tendéncia de alargamento na parte mediana da asa para os valores positivos desse componente
principal. O marco 1 apresenta tendéncia ao encurtamento ficando mais proximo dos marcos 2 € 6.
Além disso, 0 marco 5 sofre acentuado deslocamento contribuindo também para o alargamento da
asa na parte positiva do eixo (Figuras 8C e 8D). O componente principal 3 ndo foi muito util para

separacdo dos individuos, pois apresentou baixa variabilidade.
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Figura 7. Andlise dos componentes principais que apresentaram maior variacdo. Grafico mostra a

distribuicdo dos géneros e dos subgéneros de Lutzomyia pesquisados quando analisados PC1 e PC2. A
contribuicdo percentual de cada componente para a variagdo total de forma é apresentada entre parénteses.

As modificacBes nas formas das asas estao representadas por A (valores positivos) e B (valores negativos)

Na Andlise de Funcdes Discriminantes com todas as espécies houve clara separacdo dos
géneros tanto para machos quanto para fémeas. Foi possivel observar também diferenca entre os
subgéneros Lutzomyia e Helcocyrtomyia. No subgénero Lutzomyia ficou evidente a separacao entre
dois grupos que foram identificados como 1 e 2 sendo o primeiro composto por Lu. ischnacantha,
Lu. cavernicola, Lu. almerioi, Lu. forattinii, Lu. renei e Lu. battistinii e o segundo por Lu. alencari,

Lu. ischyracantha, Lu. cruzi, Lu. longipalpis, Lu. gaminarai e Lu. lichyi (Figura 8).
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Figura 8. Mapas fatoriais baseados nos dois fatores discriminantes da variacdo de forma de asas (CV1 e CV2), mostrando os agrupamentos formados em “A” para as

fémeas e em “B” para os machos. Os poligonos foram tragados para facilitar a visualizagdo dos grupos.
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Foram realizadas analises especificas para machos e fémeas dos Grupos 1 e 2 formados no
subgénero Lutzomyia. Observou-se que no Grupo 1 foi possivel separar mais claramente as espécies
do subgénero, no entanto ocorreram sobreposicdes de espécies principalmente entre Lu. renei e Lu.
battistinii (Figura 9).
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L. forattinii, L. renei, L. battistinii
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Figura 9. Mapas fatoriais baseados nos dois fatores discriminantes da variacdo de forma de asas (CV1 e CV2),

mostrando os agrupamentos formados para as fémeas e machos do Grupo 1 do subgénero Lutzomyia. Os poligonos

foram tragados para facilitar a visualizagdo dos grupos.
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Na analise do Grupo 2, tanto para as fémeas quanto para os machos, nao foi possivel separar

as espécies (Figura 10). Mesmo utilizando 10 landmarks, ao invés de seis, em uma analise posterior

somente Lu. lichyi foi separada das demais (Figura 11).

Grupo 2 - Fémeas:

L. alencari, L. ischyracantha, L. cruzi
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"ﬁ"\ y
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L. alencari, L. ischyracantha, L. cruzi
L. longipalpis, L. gaminarai, L. lichyi

Figura 10. Mapas fatoriais baseados nos dois fatores discriminantes da variacdo de forma de asas (CV1 e CV2),

mostrando os agrupamentos formados para as fémeas e machos do Grupo 2 do subgénero Lutzomyia. Os poligonos

foram tragados para facilitar a visualizagéo dos grupos.
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Figura 11. Mapas fatoriais baseados nos dois fatores discriminantes da variagdo de forma de asas (CV1 e CV2),
mostrando os agrupamentos formados para as fémeas e machos do Grupo 2 do subgénero Lutzomyia, considerando

10 marcos anatdmicos. Os poligonos foram tracados para facilitar a visualizagdo dos grupos.
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As espécies Lu. tejadai e Lu. ayacuchensis do subgénero Helcocyrtomyia formaram

agrupamentos distintos apds uma andlise especifica incluindo Lu. forattinii, a espécie do subgénero

Lutzomyia que ficou mais proxima nas analises (Figura 12).

Ccv2

Fémeas L. ayacuchensis

L. forattinii L. tejadai

Ccv2

- 4 2 0 2 4 6
CV1

Machos

L. tejadai

L. ayacuchensis

L. forattinii

Ccv1

Figura 12. Mapas fatoriais baseados nos dois fatores discriminantes da variacdo de forma de asas (CV1 e CV2),

mostrando os agrupamentos formados pelas espécies do subgénero Helcocyrtomyia incluindo Lu. forattinii para

fémeas e machos. Os poligonos foram tracados para facilitar a visualizacdo dos grupos.



45

Os sucessos de reclassificacdo apos analise de discriminantes considerando as 18 espécies
foram de 79,65% para as fémeas e 78,53% para os machos. Foram feitas analises especificas de
reclassificacdo para os agrupamentos formados. Para o subgénero Lutzomyia foram feitas duas
analises sendo uma para o Grupo 1 representado por Lu. ischnacantha, Lu. cavernicola, Lu.
almerioi, Lu. forattinii, Lu. renei e Lu. battistinii onde a porcentagem de reclassificacfes corretas
para as fémeas foi de 89,57% e para 0os machos foi de 91,00% com o valor Kappa de concordancia
de 0,91 e 0,90 respectivamente, sendo considerados muito altos (Tabela 4). A outra analise foi feita
para o Grupo 2 desse mesmo subgénero representado por Lu. alencari, Lu. ischyracantha, Lu. cruzi,
Lu. longipalpis, Lu. gaminarai e Lu. lichyi onde a porcentagem de reclassificacdes corretas foi de
55,24% para fémeas e 58,88% para os machos com o valor Kappa de 0,42 e 0,48 respectivamente,

sendo considerados moderados (Tabela 5).

Além dessas, foram feitas duas outras analises sendo uma para as espécies do subgénero
Helcocyrtomyia incluindo Lu. forattinii, a espécie do subgénero Lutzomyia que ficou mais proxima
nas analises resultando em uma porcentagem de reclassificacdes corretas de 100% tanto para
machos quanto para as fémeas. Por fim, uma dltima analise incluindo o género Brumptomyia
mostrou porcentagem de reclassificagdes corretas de 87,50% e valor Kappa de 0,75 para as fémeas..
A porcentagem de reclassificacGes corretas para machos foi de 67,50% gerando um Kappa de 0,35,

considerado imparcial (Tabela 6).

Néo foram observados grandes efeitos alométricos nas analises de regressao entre as
variaveis de forma e o TC mostrando que houve uma pequena influéncia do tamanho na variacdo de
forma das asas para fémeas (R? = 0,022; p = 0,004) e para machos (R? = 0,128; p < 0,001). Logo,
12,8% da variagdo de forma das asas dos machos pode ser explicada pelo tamanho, evidenciando

gue o tamanho teve influéncia mais pronunciada nos machos do que nas fémeas.



Tabela 4. Porcentagem de reclassificacdes corretas das espécies do subgénero Lutzomyia do Grupo 1 ap6s a analise de discriminante com as variaveis de forma.

Fémeas Machos
% reclassificagdes % reclassificagdes
Espécies LALM LCAV LFOR LBAT LCHN LREN corretas LALM LCAV LFOR LBAT LCHN LREN corretas
LALM 17 2 1 0 0 0 85,00 19 1 0 0 0 0 95,00
LCAV 0 19 0 0 0 0 100,00 0 9 0 0 1 0 90,00
LFOR 1 0 16 0 0 0 94,11 0 0 20 0 0 0 100,00
LBAT 0 0 0 19 0 1 95,00 0 0 0 9 2 1 75,00
LCHN 0 1 0 2 16 0 84,21 1 0 0 0 17 0 94,44
LREN 0 0 0 4 0 16 80,00 0 1 0 2 0 17 85,00

Kappa = 0,91 Kappa = 0,90
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Tabela 5. Porcentagem de reclassificacdes corretas das espécies do subgénero Lutzomyia do Grupo 2 apds a andlise de discriminante com as variaveis de forma.

Fémeas

Machos

Espécies LCRU LGAM LLON LALE LCHY LLIC

% reclassificagdes

% reclassificagdes

LCRU LGAM LLON LALE LCHY LLIC

corretas corretas
LCRU 10 2 2 2 3 50,00 0 1 1 1 70,00
LGAM 2 16 0 1 1 80,00 14 1 2 0 73,68
LLON 5 2 7 0 4 38,89 2 4 1 2 35,00
LALE 1 1 0 15 3 75,00 2 14 4 0 70,00
LCHY 3 0 2 6 8 40,00 1 4 11 0 55,00
LLIC 3 1 1 0 0 28,57 2 0 0 3 37,50
Kappa = 0,42 Kappa = 0,48
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Tabela 6. Porcentagem de reclassificacdes corretas das espécies do género Brumptomyia apdés a analise de

discriminante com as variaveis de forma.

Fémeas Machos
Espécies BAVE  BBRU % reclassificagdes corretas BAVE  BBRU % reclassificagdes corretas
BAVE 18 2 90,00 13 7 65,0
BBRU 3 17 85,00 6 14 70,0
Kappa = 0,75 Kappa = 0,35

Foi realizada uma Andlise de Agrupamento para elaboracdo de dendrogramas derivados das
distancias de Mahalanobis que podem ser obtidas a partir da distancia entre as formas médias dos
grupos. Dessa forma foi possivel comparar os agrupamentos resultantes da morfometria geométrica

de asas com o0s propostos por Galati (2003).

Essa analise foi realizada para as espécies subgénero Lutzomyia resultando na formacéao de
dois grupos tanto para machos quanto para fémeas assim como na classificagcdo de Galati (2003).
De forma geral, houve concordancia na composicdo dos grupos ao comparar as caracteristicas de
forma das asas, com exce¢do de Lu. ischnacantha para os machos (Figura 13). Entretanto, essa
concordancia foi menor para as fémeas (Figura 14), em que Lu. almerioi, Lu. forattini, Lu. lichyi e

Lu. dispar foram posicionadas em grupos diferentes.
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Figura 13. Em “A” dendrograma baseado na proposta publicada por Galati (2003) e em “B” dendrograma baseado na morfometria geométrica de asas com as caracteristicas de

machos do subgénero Lutzomyia elaborado pelo método de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Aritmetic average) derivado das distancias de Mahalanobis calculadas a

partir das variaveis de forma.
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Figura 14. Em “A” dendrograma baseado na proposta publicada por Galati (2003) e em “B” dendrograma baseado na morfometria geométrica de asas com as caracteristicas de
fémeas do subgénero Lutzomyia elaborado pelo método de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Aritmetic average) derivado das distancias de Mahalanobis calculadas a

partir das variaveis de forma.
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5.  DISCUSSAO

O presente estudo mostrou significativa variacdo de tamanho e forma das asas de Lutzomyia
(Lutzomyia) (sensu Galati 2003) em comparagdo com outros subgéneros e géneros de flebotomineos
analisados. Considerando somente o subgénero Lutzomyia a morfometria alar diferenciou dois
grupos; os valores de reclassificacdo correta das espécies do Grupo 1 (Lu. ischnacantha, Lu.
cavernicola, Lu. almerioi, Lu. forattinii, Lu. renei e Lu. battistinii) foram muito altos. No entanto,
as espécies do Grupo 2, incluindo as fémeas indistinguiveis de Lu. cruzi, Lu. longipalpis e Lu.
gaminarai ndo puderam ser diferenciadas por morfometria alar, mesmo utilizado maior nimero de
marcos anatémicos. Finalmente, os agrupamentos gerados nas analises foram semelhantes aos

propostos por Galati (2003), principalmente para os machos.

A morfometria geométrica, apesar de ser uma técnica relativamente recente, tem sido
aplicada ao estudo de diversos grupos, incluindo insetos de importancia em Saude Publica
(Dujardin & Slice, 2007). Os flebotomineos representam um grupo de insetos com alguns
problemas taxondmicos como o caso do subgénero Lutzomyia e suas espécies cripticas (Bauzer et
al.,, 2007). Tendo em vista que a resolucdo desses problemas tem importantes implicacbes
epidemioldgicas, o presente estudo trouxe contribuicdes para diferenciacdo das espécies desse

subgénero.

Os caracteres morfométricos podem ser analisados quanto ao tamanho e quanto a forma.
Estes possuem duas fontes principais de variagdo, sendo uma de origem ambiental - principalmente
relacionada ao tamanho - e outra de origem genética - principalmente relacionada a forma (Baylac
et al., 2003; Dujardin, 2008; Gurgel-Goncalves et al., 2008).

A variacdo de tamanho da asa das espécies foi analisada sob duas perspectivas:
interespecifica e intraespecifica. Os resultados mostraram que houve diferenca significativa de
tamanho entre as espécies das duas cole¢des pesquisadas. Comparando o tamanho do centroide foi
constatado que Lu. dispar possui a asa menor e Br. brumpti a asa maior, 0 que parece indicar uma
correlagdo do tamanho da asa com o tamanho do corpo do inseto, sendo as asas de Brumptomyia

notoriamente maiores que as demais.

Vérios estudos tém mostrado influéncia de fatores ambientais no tamanho de insetos, como
por exemplo, temperatura (Smith & Mullens, 2003), dieta ou densidade larval (Jirakanjanakit et al.,
2007) e habitat de origem (Dujardin et al., 1997a, 1999c; Gurgel-Goncalves et al., 2011). Portanto,
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essa variacdo deve ser avaliada com cuidado, visto que o tamanho pode ser influenciado pela
heterogeneidade ambiental nem sempre podendo ser empregado como um caracter discriminante
(Calle et al., 2008). No entanto, modificacBes interespecificas de tamanho devem ter maior relagdo
com variacdo genotipica, considerando que existe uma base genética para explicar tamanho de uma
asa (Birdsall et al., 2000; Dujardin & Slice, 2007). Isso poderia explicar, por exemplo, as variacdes
de tamanho entre asas de flebotomineos dos géneros como Brumptomyia e Lutzomyia encontradas
no presente estudo.

Com relacdo a andlise intraespecifica de tamanho, foi encontrado dimorfismo sexual no qual
as asas das fémeas foram maiores que as dos machos para quase todas as espécies estudadas, exceto
Lu. longipalpis, Lu. alencari, Lu. ischyracantha, Lu. lichyi e Mi. quinquefer que ndo apresentaram
diferenga significativa entre os sexos. Esses resultados demonstram que as modificagdes nas asas de
machos e fémeas sdo influenciadas por diferentes fatores como ja evidenciado por outros estudos
envolvendo mosquitos (Devicari et al., 2011; Vidal et al., 2011; 2012) e triatomineos (Dujardin et
al., 1999¢). E provavel que asas de machos e fémeas do subgénero Lutzomyia sigam por diferentes
padrGes evolutivos jA que cada sexo assume um papel particular dentro da sua espécie.
Comportamentos diferenciados entre 0os sexos como 0s de corte e alimentacdo (as fémeas sao
hemato6fagas), por exemplo, poderiam resultar em pressdes seletivas diferenciadas para machos e
fémeas, 0 que explicaria o maior tamanho das asas das fémeas na maioria das espécies. Logo,
segundo Vidal e colaboradores (2012), ndo se pode descartar a acdo da selecdo sexual nesse

cenario.

A auséncia de dimorfismo sexual relacionado ao tamanho em algumas espécies como Lu.
longipalpis poderia ser resultante de processos adaptativos. Para alguns grupos de insetos vetores
como os triatomineos é evidente a diminuicdo do dimorfismo sexual durante a transicdo do
ambiente silvestre para o urbano - laboratorio ou casas (Dujardin et al., 1999c; Gurgel-Gongalves et
al., 2011). Esse fato poderia explicar porque machos e fémeas de Lu. longipalpis apresentaram
tamanho similar, porém merece um estudo mais detalhado comparando populagdes silvestres e

domiciliadas.

Como ja mencionado, os padrdes de forma estdo mais relacionados com as variagoes
genotipicas. Alguns estudos comparando morfometria alar com dados genéticos demonstram que ha
concordancia entre as filogenias (Moraes et al., 2004; Klingenberg & Gidaszewski, 2010; Mufioz-
Mufioz et al., 2011), evidenciando a existéncia de um sinal filogenético relacionado a forma das

asas. Logo, essa variacdo pode ser empregada com maior confianca para a distin¢ao entre espécies,
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principalmente, se elas forem cripticas. Nesse caso, muitas vezes as diferencas sdo tdo sutis que nao
podem ser detectadas pela morfologia ou morfometria tradicional. Portanto, quantificar essa
variacdo de forma pode ajudar na solucdo de problemas taxonémicos (Dujardin, 2008; Gurgel-
Gongcalves et al., 2008).

Todavia, é preciso observar que as modificacdes de forma (em menor grau que as de
tamanho) também podem ser influenciadas por variacdes ambientais como, por exemplo, a altitude
(Dujardin & Le Pont, 2004). Entdo, algumas mudangas ambientais também podem influenciar na
conformacdo desses insetos devendo ser levadas em conta quando se utiliza morfometria para

identificacdo de flebotomineos.

No presente estudo a morfometria de asas permitiu discriminar espécies de diferentes
géneros e subgéneros, concordando com estudos anteriores (e.g. Cazorla & Acosta 2003; Cazorla,
2009). Godoy et al. (2014) realizaram um trabalho analogo ao apresentado aqui e, para ambos 0s
estudos, as asas de Brumptomyia foram maiores e com formato mais curto quando comparadas com
as dos outros géneros. Por outro lado, as asas de Lutzomyia, Nyssomyia e Micropygomyia
apresentaram forma mais alongada o que pode estar relacionado com diferentes capacidades de voo.
Futuros estudos comparando resultados de atividade de voo medida por estudos bioquimicos
(Soares & Santoro, 2000) e de desempenho (Killick-Kendrick et al., 1986) com resultados de
morfometria geométrica de asas poderdo elucidar as diferencas observadas e ainda contribuir para

entender o comportamento de flebotomineos.

Além disso, ao analisar as modificacdes na forma das asas nos componentes principais foi
possivel detectar os pontos onde ocorreu maior variagdo sendo 0os mais importantes para separacdo
dos géneros e subgéneros. E importante destacar que esses pontos de maior variagio também foram
muito similares aos encontrados por Godoy et al. (2014) sendo eles, 0s marcos anatdmicos
encontrados nas seguintes posi¢des da asa: para PC1 marco localizado no apice de R1; para PC2
marcos localizados na bifurcagdo R2+3+4, apice de R5 e apice de M4. Esses sdo resultados
relevantes para futuros trabalhos desenvolvidos nessa area. Ainda ficou claro que os valores

negativos de ambos componentes principais estdo associados as formas mais alongadas das asas.

Posteriormente, a Anéalise de Funcdes Discriminantes reforcou a separacdo dos géneros e
subgéneros. Observando os mapas fatoriais gerados para machos e fémeas é possivel notar que as
modificagdes nas formas das asas seguem um padrdo similar para os dois sexos diferentemente do
que ocorreu para o tamanho. O que parece mais uma vez reforgcar a forma como resultante da

variacao genética e o tamanho com resultante da variagdo ambiental.
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No subgénero Lutzomyia houve a formacéo de dois grupos distintos. No Grupo 1 as espécies
Lu. ischnacantha, Lu. cavernicola, Lu. almerioi, Lu. forattinii, Lu. renei e Lu. battistinii foram
melhor diferenciadas ocorrendo sobreposi¢des mais evidentes apenas entre Lu. renei e Lu. battistinii
indicando que a forma da asa dessas duas espécies foi mais similar com relacdo as das outras
espécies. No entanto, para 0 Grupo 2 composto por Lu. alencari, Lu. ischyracantha, Lu. cruzi, Lu.
longipalpis, Lu. gaminarai e Lu. lichyi, diferente do observado em outros estudos (Dujardin et al.,
1999b; Dujardin & Le Ponte, 2000), ndo foi possivel separar as espécies nem mesmo aumentando

para 10 a quantidade de marcos anatdmicos.

O resultado obtido para o Grupo 2 muito provavelmente esta relacionado a existéncia do
“complexo Lutzomyia longipalpis” que vem sendo amplamente estudado desde o primeiro trabalho
abordando essa questdo publicado por Mangabeira (1969). Esse tema ainda é bastante discutido na
literatura em varias pesquisas com analises genéticas, morfoldgicas, de isoenzimas, moleculares,
bioquimicas e estudos sobre acasalamento. Sendo que, alguns apoiam a existéncia desse complexo
(e.g. Ward et al., 1983, 1985; Yin et al., 1999; Souza et al., 2004; Bauzer et al., 2002; Maingon et
al., 2003; Bottecchia et al., 2004; Hamilton et al., 2005; Pinto et al., 2015; Santos et al., 2015) e
outros ndo concordam com sua existéncia (e.g. Mukhopadhyay et al., 1998; Mutebi et al., 1999;
Azevedo et al., 2000; Arrivillaga et al., 2002; Balbino et al., 2006).

No entanto, Bauzer et al. (2007) em sua revisdo sobre o “complexo Lutzomyia longipalpis”
propuseram que as evidéncias levantadas até o momento ja sdo suficientes para comprovar a
existéncia do complexo e apontam ainda, possiveis razdes para as inconsisténcias entre marcadores
diferentes: especiagédo recente mantendo polimorfismos ancestrais; alguns marcadores poderiam ter
taxas de evolucdo mais lentas; ocorréncia de introgressédo relacionada com um isolamento
reprodutivo incompleto. Logo, a dificuldade para solucdo dessa questdo e, por sua vez a separagdo
das espécies do Grupo 2, podem ser explicadas por um processo de especiacdo ainda incipiente com
especies que divergiram apenas recentemente. Devido a isso, ainda ndo had um consenso relacionado

a quantas ou quais espécies pertenceriam ao “complexo Lutzomyia longipalpis”.

A morfometria também vem sendo utilizada por alguns autores com objetivo de elucidar
essa questdo. O primeiro estudo utilizando analises morfométricas para compreender a variacdo
dentro de Lu. longipalpis foi realizado por Dujardin et al. (1997b) que utilizaram a geometria alar
dos machos para comparar populacdes da Bolivia, Coldmbia, Brasil e Nicaragua. Como resultado
das analises multivariadas, foi possivel distinguir trés grupos relacionados com a geografia e padréo

das manchas nos tergitos. De la Riva et al. (2001) também analisaram a geometria alar de machos
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da Bolivia e Nicardgua. Os autores demonstraram a formacdo de dois grupos, entretanto essa
variacdo na geometria alar de Lu. longipalpis ndo mostrou grandes subdivisdes geograficas nem
separou caracteres ecologicos (peridomiciliar ou silvestre) ou fenotipicos (uma ou duas manchas).
No presente estudo, a morfometria geomeétrica de asas foi realizada para diferenciacdo das espécies
do subgénero Lutzomyia. Esse objetivo foi parcialmente atingido com as espécies do Grupo 1
porém, as fémeas cripticas do Grupo 2 ainda permaneceram indistinguiveis. Dessa forma, haveria
necessidade de quantificar a variagdo morfométrica de outras estruturas como espermatecas ou
palpos (Dujardin et al. 1999a, Carzola & Acosta 2003) e ainda analisar a variacdo genética entre
essas especies (Pinto et al. 2015). Adicionalmente, esses estudos deverdo incluir diferentes
populacbes de Lu. longipalpis considerando a grande variagdo fenotipica (De la Riva et al. 2001,
Hamilton et al., 2005, Santos et al. 2015), e genotipica (Arrivillaga et al. 2002) nessa espécie

Esse resultado foi reforcado por uma Anélise de Agrupamento utilizada para elaboracéo de
dendrogramas a partir das distancias de Mahalanobis na qual, também foi possivel observar a
formacdo de dois grupos para as espécies do subgénero Lutzomyia. Comparando os agrupamentos
formados com a proposta filogenética de Galati (2003) constatamos que, de forma geral, houve
concordancia na composicao e disposi¢cdo dos grupos indicando que as asas dos flebotomineos
apresenta valor taxondmico. Considerando esses resultados, é importante destacar que este trabalho

traz uma nova evidéncia confirmando a proposta de classificacdo de Galati (2003).

Analisando os agrupamentos mencionados acima, é possivel extrair algumas informacdes
importantes. As espécies que compdem os dois grupos sdo as mesmas dos grupos formados pela
Andlise de Funcdes Discriminantes, porém a Andlise de Agrupamento deixa mais evidente as
distancias entre as espécies do subgénero. Foi consenso tanto para machos quanto para fémeas que
Lu. longipalpis e Lu. cruzi sdo espécies muito préximas formando um grupo irmdo de Lu.

gaminarai. O que era esperado, pois elas sdo morfologicamente semelhantes.

Outros autores chegaram a essa mesma conclusdo por varios métodos. Santos et al. (2015)
ndo encontraram diferengas morfométricas significativas ao comparar populacdes de Lu.
longipalpis e Lu. cruzi do Mato Grosso do Sul indicando a ocorréncia de introgressao entre essas
duas espécies. No ambito da genética, Pinto et al. (2015) mostraram que estas espécies sao muito
relacionadas apresentando baixa divergéncia em suas sequéncias genéticas o que igualmente aponta
ser resultado de introgressdo. Ainda foi sugerido nesse trabalho que Lu. alencari também parece
fazer parte do complexo Lu. longipalpis. Estudos sobre acasalamento também confirmam a

proximidade entre Lu. longipalpis e Lu. cruzi. Brazil & Hamilton (2002) e Vigoder et al. (2010)
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evidenciaram, respectivamente, que feromonios sexuais e “lovesongs” de machos de Lu. cruzi sdo

similares aos produzidos por algumas populac6es de Lu. longipalpis.

Com relacdo as limitagdes apresentadas no presente estudo, podemos ressaltar uma
relacionada principalmente ao tamanho, que foi a utilizacdo de equipamentos diferentes para o
registro das fotos. Como foi utilizado material de colecdes de referéncia e cada laboratorio possui
equipamentos de modelos distintos, ndo foi possivel estabelecer uma padronizacdo precisa para
captura das imagens. Contudo, os resultados da alometria ndo evidenciaram influéncia significativa
do tamanho sobre a forma das asas ndo trazendo assim, prejuizo para as analises dessa variavel
desenvolvidas nesse trabalho. Uma segunda limitacdo relacionada também a padronizacéo é o fato
de que os exemplares pesquisados ja se encontravam previamente montados. No entanto,
Shimabukuro et al. (2016) ndo encontraram diferencas estatisticas significativas entre espécimes
montados em Bélsamo do Canada e Berlese indicando que o meio ndo estaria influenciando nas
analises. Mesmo assim, futuramente, seria interessante investigar se outros aspectos da montagem

de ldminas podem influenciar de alguma maneira os resultados obtidos.

Estudos de morfometria geométrica de insetos de interesse médico devem ser ampliados
devido a acessibilidade de cameras digitais com maior resolucdo, técnicas de tratamento de
imagem, softwares especializados na obtencdo de marcos anatémicos e analise de tamanho e forma
das asas (Dujardin & Slice, 2007). Isso se faz necessario ja que essa técnica tem contribuido para

apoiar estudos filogenéticos de flebotomineos.

Para esse grupo, futuros estudos poderdo avaliar a forma de cabecas, espermatecas,
parametros, asas e suas contribuicdes para a distincdo das espécies similares. Além disso, técnicas
de anélise de contornos dessas estruturas (Dujardin et al., 2014) poderdo ser aplicadas para ampliar
0 poder de discriminacdo das espécies cripticas de flebotomineos. Particularmente, com relacdo as
asas, 0 conjunto de imagens obtido para as analises pode ser o primeiro passo para montar uma
colecdo de referéncia de asas desses insetos, a qual poderia ser de acesso livre e utilizada por
diferentes grupos de pesquisa, assim como a colegdo “wingbank” em desenvolvimento para
mosquitos (Virgninio & Suesdek, 2016). Adicionalmente, essa colecdo poderia servir de base para
futuros estudos de identificagdo automatizada, os quais tém sido desenvolvidos para outros grupos
de insetos como borboletas e mariposas (Mayo & Watson, 2007; Kang et al., 2012a, b; Wang et al.,
2012), abelhas (Arbuckle et al., 2001; Arbuckle, 2002; Francoy & Imperatriz-Fonseca, 2010),

formigas-ledo (Yang et al., 2015) e mosquitos (Lorenz et al., 2015).
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6. CONCLUSOES

e A morfometria geométrica de asas foi util para identificar padrées morfolégicos de

géneros e subgéneros de flebotomineos;

e Ha significativa variacdo de tamanho e forma das asas de Lutzomyia (Lutzomyia), em

comparagdo com outros subgéneros e géneros;

e Ha dimorfismo sexual no tamanho das asas para a maioria das espécies pesquisadas;

e Notou-se dois grupos morfologicamente distintos de espécies dentro do subgénero
Lutzomyia. A discriminacdo entre espécies dentro de um dos grupos é possivel. No entanto,
para o0 outro grupo, que inclui as fémeas morfologicamente indistinguiveis, ndo foi possivel

identificar as espécies por geometria alar;

e As espécies vetoras de Leishmania (Leishmania) infantum, Lutzomyia longipalpis e

Lutzomyia cruzi foram muito préximas nos agrupamentos gerados pela geometria alar;

e A utilizacdo de mais marcos anatdbmicos ndo aumentou significativamente o poder de

discriminacao da andlise;

e Os agrupamentos gerados por morfometria alar reforcam a proposta de classificacdo de
Galati (2003).
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8. APENDICE
Espécies Localidade de Origem
Lu. alencari Minas Gerais: Itanhomi, Dom Joaquim, Barra Longa, Acaiaca e Jequitinhonha
' Espirito Santo: Mimoso, Sdo Francisco, Ecoporanga e Baixo Guandu
Lu. almerioi Mato Grosso do Sul: Guaicurus, Balsamo do Rio Perdido, Bodoquena, Lago
' azul (Bonito), Gruta dos Carneiros (Bonito) e Pitangueira
Lu. cavernicola Tocantins: Diandpolis e Januaria
Lu. cruzi Mato Grosso do Sul: Corumba
. Mato Grosso do Sul: Alcindpolis e Aquidauana
Lu. dispar T
Piaui: Cristovinho
Lu. forattinii Mato Grosso do Sul: Corumba
Lu. gaminarai Parané: Ribeirdo Claro
Lu. longipalpis Mato Grosso do Sul: Bodogquena
Lu. ischnacantha Minas Gerais: Januaria, Pirapora e Montes Claros
Lu. ischvracantha Minas Gerais: Santa Bérbara, Jaboticatubas, Santana do Riacho, Dom
‘ y Joaquim, Diamantina, Conceic¢do do Mato Dentro, Rio Acima e Itambé
Lu. renei Minas Gerais: Lagoa Santa e Lassance
Lu. lichvi Venezuela: Aragua (San Casimiro e Zamora) e Sucre (Montes)
- leny Peru: Huanuco (Provincia de Leoncio Prado)
Lu. battistinii Peru: Ayacucho, Cusco e Huancavelica
Lu. ayacuchensis Peru: Ayacucho e Cajamarca

Lu.

=

tejadai

. quinquefer

Peru: Huanoco

Minas Gerais: Peganha, Arinos, Acaiaca, Barra Longa, Itanhomi e Capara6

Piaui: Barro Duro



Br. brumpti

Br. avellari

Minas Gerais: Divinépolis
Mato Grosso: Denise, Poconé, Chapada dos Guimardes e Alta Floresta

Minas Gerais: Pato de Minas e Tupaciquara
Mato Grosso do Sul: Camapud e Rio Verde
Maranh&o: Cururupu
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