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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo determinar o ritmo circadiano de Nyssomyia
whitmani quanto a sua atividade antropofilica e relacdo com fatores abioticos em um
fragmento de mata em Dourados, MS, Brasil. As coletas foram realizadas com capturas
mensais de 25 horas ininterruptas em armadilha de Shannon preta modificada, com
auxilio de aspiradores elétricos manuais e dois individuos aspirando ao mesmo tempo.
Foram capturados 8.363 flebotomineos pertencentes a espécie Nyssomyia whitmani,
sendo 5.975 machos e 2.388 fémeas. A frequéncia de dias em que o nimero de machos
foi maior que o de fémeas ndo difere do esperado ao acaso (p > 0,05). Os dados foram
submetidos a analise de covariancia com dados de temperatura e umidade relativa
obtidos durante o periodo de captura e os resultados mostram que nenhum desses
fatores influenciou a captura de adultos, tanto de machos quanto de fémeas. A captura
de flebotomineos foi maior no periodo da escotofase, sendo que a maior densidade
ocorreu entre 17 e 02 horas, com pico entre 23 horas e 01 hora. No periodo da fotofase,
a densidade de flebotomineos foi baixa, totalizando apenas 5% dos insetos e, a maioria
capturada no periodo entre 10 horas e 11 horas. Nyssomyia whitmani compreende um
complexo de espécies cripticas, sendo uma das principais na cadeia de transmissdo de
agentes da leishmaniose tegumentar americana e estd amplamente distribuida no Brasil
e em varios paises do Cone Sul, 0 que demonstra a importancia de investigar as
populacdes dessa espécie para o conhecimento do seu comportamento nas diferentes
regides do pais.

Palavras-chave: Leishmanioses; ciclo circadiano; comportamento.
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ABSTRACT

This research had the main purpose of determining the Nyssomyia’s circadian rhythm
when it comes to its antropophilic activities and its relation to abiotic factors on a forest
fragment located near to Dourados, Mato Grosso do Sul, Brazil. The collecting of the
data was developed with monthly captures of 25 uninterrupted hours made with the
black, modified, Shannon trap, having the manual assistance of electric vacuums, with
two individuals aspirating at the same time. We captured a total of 8.3633 sandflies
belonging to the Nyssomyia whtmani specie, with 5.975 of them being male and 2.388
being female. The frequency of days in which the number of males was superior to the
number of females doesn’t differ from what was expected then (p > 0,05). The sandflies
were submitted to a covariance analysis with data about the temperature and air
humidity obtained during the capture period. Our results point out that none of these
factors influenced in the capturing of adults, for the male as much as for the females.
The capturing of sandflies was larger during the period of scotophase, and the largest
capture density occurred between 17 hours pm and 2 hours am, showing its peak
between 23 hours pm and 01 hour am. During the photophase period the density of
sandflies was low, totalizing only 5% of the insects, most of them having being
captured between 10 hours am and 11 hours am. Nyssomyia whitmani is a complex of
criptical species, being one of the main within the American cutaneous leishmaniosis
transmission chain and it is widely distributed in Brazil as well as in many countries of
the Southern Mato Grosso do Sul, which demonstrates the importance of investigating
the populations of this species in order to obtain the knowledge on its behavior in
different parts of the country.

Key-words: Leishmaniosis; circadian cycle; behavior.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo zooantroponoses causadas por mais de 20 espécies de
parasitos do género Leishmania transmitidos pela picada de fémeas infectadas de
flebotomineos (Diptera: Psychodidae). Sdo reconhecidas duas formas principais da
doenca com diferentes apresentacdes clinicas: a leishmaniose visceral (LV), que em
certas areas da Africa e da Asia também é denominada de calazar; leishmaniose dérmica
pos-calazar (LDPC); leishmaniose tegumentar americana (LTA) e leishmaniose
mucocutanea (LCM). A LTA é a forma mais comum da doenca, todavia a LV ¢é a mais
grave, podendo ser fatal se ndo tratada. Dependendo da natureza dos reservatorios
(humano ou outros animais) as leishmanioses podem ser classificadas como
antropozoonoses ou zoonoses. Sdo 102 os paises ou territérios com registros de
leishmaniose, com 90% dos casos de LV ocorrendo em seis paises: Bangladesh, Brasil,
Etiopia, India, Suddo e Suddo do Sul e 70% dos casos de LTA em 10 paises:
Afeganistdo, Argéria, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Etidpia, Ird, Peru, Suddo e Siria
(WHO, 2017).

Nas Américas, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) €& uma
antropozoonose de grande impacto, particularmente na populacdo rural de paises
pobres. Esta amplamente distribuida no territério brasileiro e apresenta transmissdo
essencialmente focal. A sua dindmica se diferencia entre os locais de ocorréncia em
funcdo das varidveis relacionadas aos parasitas, aos vetores, aos ecossistemas € aos
processos sociais de ocupagéo do solo e contato com a natureza (BRASIL, 2013).

Caracteriza-se por causar lesdes, Unicas ou multiplas, na pele e nas mucosas do
nariz, boca, faringe e laringe e também a forma difusa. Sdo 14 espécies de Leishmania
gue atuam na etiologia da doenca (LAINSON e SHAW, 2005; DESBOIS et al., 2014;
SHAW et al., 2015) e que circulam em animais silvestres (reservatdrios) como roedores,
marsupiais, edentados, dentre outros, afetando secundariamente o cdo e o homem.
Dentre as cerca de 500 espécies de flebotomineos descritas para as Américas (BATES
et al., 2015), aproximadamente 10% delas estdo implicadas, suspeitas ou comprovadas,
na veiculacdo de duas ou mais espécies de Leishmania (MAROLLI et al., 2013). Esses
dipteros sdo encontrados em ecotopos naturais, como troncos de arvores, tocas de
animais, folhas caidas no solo, frestas em rochas e cavernas (AGUIAR e MEDEIROS,
2003; GALATI et al, 2006), assim como, em ambientes rurais e urbanos, proximos a

abrigos de animais domésticos e habitacbes humanas, 0 que sugere que se encontram
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em processo de adaptacdo ao ambiente urbanizado (TOLEZANO et al., 2001;
BARATA et al., 2004). Isso vem ocorrendo devido a diminui¢do das matas nativas, com
alteracdo dos habitats e restricdo dos ambientes utilizados por esses vetores. Essas
alteracdes ambientais ocasionadas pelo homem também levam a dispersdo de animais
silvestres, reservatdrios desses protozoarios, que servem como fontes de alimentacao
aos flebotomineos e, consequentemente, contribuem para a ocupacdo de diferentes
ambientes, inclusive o antropico (MARZOCHI, 1989; TOLEZANO et al., 2001).

Desse modo, aquelas espécies que de alguma forma resistem as condicOes
adversas, conseguem explorar novos ambientes, aproximando-se cada vez mais dos
peridomicilios (FORATTINI et al., 1976; OLIVEIRA et al., 2006). Uma vez atraidos a
esses ambientes, podem se estabelecer e representam um risco constante como vetores
de agentes da LTA, podendo manter o ciclo de transmissdo entre animais domésticos e
humanos (BRASIL, 2013).

As atividades diarias de locomocdo, alimentagdo, cdpula, oviposicdo, eclosao,
entre outras, tém importancia fundamental na caracterizacdo da biologia das espécies de
flebotomineos e na dindmica de transmissdo das leishmanioses (SAUNDERS, 2002). A
atratividade de flebotomineos é influenciada pelo ritmo circadiano. Embora muitas
espécies tenham atividade diurna, a maioria tem habito noturno, com suas frequéncias
variando ao longo do dia ou da noite.

O encontro de diversas espécies de flebotomineos naturalmente infectadas por
Leishmania traz a tona a necessidade de se investigar representantes da fauna desses
insetos em areas de transmissdo das leishmanioses, assim como a atratividade humana
para as espécies, segundo ritmo horario e sexo.

Neste sentido, sdo de particular interesse espécies que possam atuar na cadeia de
transmissdo dos agentes da LTA.

Analisar o ritmo circadiano de Nyssomyia whitmani quanto a sua atividade
antropofilica e sua relacdo com alguns fatores abi6ticos € um dos principais objetivos
dessa pesquisa. Sendo assim, foram testadas as hipoteses nulas: 1- O periodo do dia ndo
interfere na abundancia de machos e fémeas; 2- Os fatores abidticos — temperatura e
umidade relativa — ndo influenciam na abundancia de machos e fémeas de Ny.
whitmani; 3- O periodo do dia — fotofase/escotofase — ndo influencia na captura de

machos e fémeas de Ny. whitmani.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A LTA apresenta ampla distribuicdo geogréfica no pais e, entender melhor a
epidemiologia da doenca é fundamental para que medidas eficazes sejam adotadas na
intencdo de minimizar a incidéncia dos casos e, como resultado, o sofrimento da
populagéo que convive com essa zoonose (SILVA e MUNIZ, 2009).

No Brasil, considera-se a existéncia de trés padrbes epidemioldgicos de
transmissdo da LTA: 1) Silvestre: a transmissdo ocorre em areas de vegetacdo primaria,
tratando-se de uma zoonose associada a animais silvestres e atingindo os seres humanos
quando adentram os ambientes de ocorréncia da doenca; 2) Ocupacional e Lazer: esta
diretamente ligado a exploracdo das florestas, quando ocorre desmatamento de areas
para construcdo de estradas, usinas hidrelétricas, extracdo de madeira e agricultura, e
atividades para treinamento militar e ecoturismo, que atualmente estd sendo muito
implementado; 3) Rural e Periurbano em areas de colonizacéo: este padrdo tem sido
o mais frequente na ocorréncia da doenca nos ultimos tempos, estando relacionado ao
processo migratorio, como também, pela ocupacdo de encostas e formacdo de
aglomerados em centros urbanos associados a matas secundarias ou residuais (BRASIL,
2013). Ainda que tais areas de transmissdo de LTA apresentem formas de ocupacao
diferentes, ambas apresentam caracteristicas epidemiol6gicas e paisagisticas
semelhantes (KAWA, OLIVEIRA e BARCELLOS, 2010).

2.1. Principais vetores e agentes das leishmanioses no Brasil

Na atualidade, sdo conhecidas aproximadamente 20 espécies de flebotomineos
ligadas a transmissdo das leishmanioses no Brasil (READY, 2013). Lutzomyia
longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) é apontado como o principal vetor da Leishmania
infantum, agente da leishmaniose visceral (LV) na América Latina, e é amplamente
distribuido no Brasil (AGUIAR e MEDEIROS, 2003). Lutzomyia cruzi (Mangabeira,
1938) foi incriminada como vetor deste agente nos estados do Mato Grosso do Sul
(GALATI et al., 1997) e Mato Grosso (MISSAWA et al., 2011). As espécies Lutzomyia
forattini Galati, Rego, Nunes & Teruya, 1985 e Lutzomyia almerioi Galati & Nunes,
1999 podem estar associadas a transmisséo da doenca no Mato Grosso do Sul (SAVANI
et al., 2009) e no estado do Para, Nyssomyia antunesi Coutinho, 1939 é suspeita de ser
vetor desta espécie de Leishmania (RANGEL e LAINSON, 2003). Migonemyia
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migonei Franca, 1920 e Nyssomyia neivai Pinto, 1926 sdo provaveis envolvidos na
veiculacdo de Leishmania infantum em algumas regides do Brasil (DIAS et al., 2013).

Assim como na LV, a LTA também conta com varias espécies de flebotomineos
vetores no pais. Dentre elas, Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939) é
destaque na cadeia de transmissdo da doenca por ser amplamente distribuida no Brasil e
alguns paises do Cone Sul (COSTA et al., 2007). Ny. neivai tem sido apontada como
vetor da leishmaniose tegumentar nas regides Sudeste e Sul do pais, Argentina e
Paraguai, e também tem sido encontrada na regido Centro-Oeste do Brasil (ALMEIDA
et al., 2013). Nas regides Nordeste e Sudeste do pais tém sido verificado que Nyssomyia
intermedia (Lutz & Neiva, 1912) vem assumindo esse papel (ANDRADE-FILHO,
GALATI e FALCAO, 2007). Em varias regides do Brasil, inclusive no Mato Grosso do
Sul, a espécie Bichromomyia flaviscutellata (Mangabeira, 1942) esta envolvida na
veiculacdo de Leishmania (L.) amazonensi (BRILHANTE et al., 2015).

Sete espécies de Leishmania pertencentes aos subgéneros Leishmania e Viannia,
sdo responsaveis por causar LTA no Brasil:

A espécie Leishmania Viannia braziliensis € a mais prevalente no homem,
causando lesdes cutaneas e mucosas. E encontrada em todas as areas endémicas do pais,
podendo ser associada & presenca de animais domésticos. E frequentemente encontrada
em areas de colonizacdo antiga, onde o ambiente se encontra bastante modificado, com
distintas espécies de vetores atuando em sua transmissao devido a sua larga distribuicéo
geografica (ANDRADE-FILHO, GALATI e FALCAO, 2007). Diferentes espécies de
flebotomineos estdo relacionadas a transmissao deste agente etiolégico, que segundo a
classificacdo de Galati (2003) compreendem: Ny. whitmani, Ny. neivai, Pintomyia
pessoai; Pintomyia fischeri, Mg. migonei, Psychodopygus wellcomei, Ny. intermedia,
entre outras (LAINSON e SHAW, 2005). Os principais reservatorios relacionados com
a infecgdo sdo os roedores Akodon sp., Proechimys sp., Rattus sp., Oryzomys sp.,
Rhipidomys sp. e o marsupial Didelphis sp. Além de animais silvestres, alguns animais
domeésticos podem estar envolvidos na transmissdo domiciliar, por exemplo: céo,
equinos, roedores e gatos (LAINSON e SHAW, 2005).

Leishmania V. guyanensis é causadora de leishmaniose cutanea caracterizada
por maltiplas lesdes cuténeas e raramente lesdes nas mucosas. Os seres humanos sdo 0s
maiores acometidos, principalmente profissionais que exercem atividades florestais.
Ocorre com frequéncia na regido norte do Rio Amazonas, também nas Guianas, Peru,

Equador, Venezuela e Coldmbia (DAVIES et al., 2000). As fontes de infeccdo estdo
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associadas com desdentados, como a preguica (Choloepus didactylus), o tamandud
(Tamandua tetradactyla), marsupiais (Didelphis sp.), e roedores, Proechimys sp. As
principais espéecies de flebotomineos envolvidas na transmissdo sdo: Nyssomyia
umbratilis, Ny. anduzei, e Ny. whitmani, sendo a primeira o principal vetor.

Leishmania V. naiffi ocorre nos Estados do Pard e Amazonas, e na Guiana
Francesa, tendo o tatu (Dasypus novemcinctus) como reservatorio natural. O parasita
causa LTA de evolucdo branda e seus principais vetores sdo Psychodopygus
squamiventris, Psychodopygus paraensis e Psychodopygus ayrozai, que apresentam
antropofilia e héabitos zoofilicos pouco conhecidos (LAINSON e SHAW, 2005).

Leishmania V. shawi é responséavel por casos esporadicos no Amazonas e Parg, e
tem como reservatorios varios animais silvestres como macacos (Cebus apella,
Chiropotes satanas), preguicas (Choloepus didactylus) e procionideos (Nasua nasua). O
principal vetor é a espécie Ny. whitmani (LAINSON e SHAW, 2005).

Leishmania V. lainsoni ocorre na Amazonia causando a leishmaniose cutéanea,
foi descrita no Pert e Bolivia. Como hospedeiro suspeito de reservatorio natural tem-se
a paca (Agouti paca) e como Unico vetor conhecido, Trichophoromyia ubiquitalis
(BASANO e CAMARGO, 2004; LAINSON e SHAW, 2005).

Leishmania V. lindenbergi esta presente em Belém (PA) e, até o momento, foi
isolada somente de casos humanos, sendo o provavel vetor Ny. antunesi (LAINSON e
SHAW, 2005).

Em relacdo a Leishmania Leishmania amazonensis, a infeccdo ocorre em
diferentes regiGes do Brasil, na regido Norte: Amazonia, Pard e Rond6nia; Nordeste:
Maranhdo e Bahia; Sudeste em Minas Gerais, no Centro-Oeste em Goias e Mato Grosso
do Sul (LAINSON e SHAW 2005; DORVAL et al., 2006) , e no Sul foi reportada no
Parana (SILVEIRA et al., 1999) e Santa Catarina (GRISARD et al., 2000). Também foi
encontrada em roedores e cdes no estado de Sdo Paulo (TOLEZANO, 2000). E
responsavel pela leishmaniose cutdnea e ocasionalmente pela forma cutaneo-difusa
anérgica, em individuos com deficiéncia imunoldgica inata, sendo considerada uma
forma sem tratamento que pode provocar mutilagdes e caracterizam-se por infiltragoes,
tubérculos e papulas em areas cutaneas extensas e com grande quantidade de parasitos
na lesdo. Geralmente a transmissdo esta associada a presenca de roedores silvestres
(Proechimys sp; Oryzomys sp.; Nectomys sp.; Neacomys sp. e Dasyprocta sp.);
marsupiais conhecidos como cuica, gamba e marmosa (Metachirus sp., Philander sp.,

Didelphis sp. e Marmosa sp.) e a raposa (Cerdocyon thous). Os principais vetores de
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acordo com a classificagdo de Galati (2003) pertencem ao género Bichromomyia; Bi.
flaviscutellata; Bichromomyia olmeca nociva; Bichromomyia reducta (BASANO e
CAMARGO, 2004).

2.2. Leishmanioses em Mato Grosso do Sul

Acredita-se que o primeiro caso humano autéctone de leishmaniose visceral, com
confirmacéo parasitolégica no continente americano, tenha sido registrado na regido de
Porto Esperanca, municipio de Corumba, MS, em 1911 (MIGONE, 1913). Tempos
depois, na década de 40, foram confirmados dois casos humanos dessa parasitose, em
uma crianga residente no municipio de Rio Brilhante e outro em um adulto que na época
trabalhava na ferrovia Bolivia-Brasil, também em Corumba (ARRUDA et al., 1949).
Na década de 80, a infeccdo canina atingiu 8,7% dos 481 cédes examinados no municipio
de Corumba. O parasito isolado foi identificado sendo Leishmania (L.) infantum
(NUNES et al., 1988). A fauna flebotominea urbana era de apenas oito espécies, e
suspeitou-se que Lu. cruzi e Lu. forattinii pudessem atuar como vetoras em virtude do
predominio de ambas, sobretudo da primeira (GALATI et al., 1997). Posteriormente,
Lu. cruzi foi incriminada como vetor do agente etioldgico da leishmaniose visceral em
Corumbé e Ladario (SANTOS et al., 1998).

Até meados de 1995, a LV era restrita apenas a essa area e lentamente passou a se
expandir para novas regifes. Em 1999, foram notificados 61 casos, com nove 0bitos,
sendo que 54% dos casos eram em menores de 10 anos. Nesse periodo a doenca
abrangia 11 municipios num raio de praticamente 300 km de Corumba (CORTADA et
al., 2004). Em Campo Grande, no mesmo ano, observou-se pela primeira vez a presenca
de Lu. longipalpis, espécie que ja havia sido comprovada como vetora de L. L. infantum
(OLIVEIRA et al., 2003). Na regido da Serra da Bodoguena, no municipio de Bonito,
em um assentamento rural, foco de leishmaniose visceral canina, Lu. longipalpis e Lu.
almerioi foram encontradas naturalmente infectadas por L. infantum (SAVANI et al.,
2009).

A doenca continuou seu processo de expansdo e urbanizacdo, atingindo até
dezembro de 2014, 58 dos 78 municipios de Mato Grosso do Sul. De 2000 até
dezembro de 2016, 3.092 casos de LV foram notificados com 266 obitos no Estado
(MATO GROSSO DO SUL, 2017).

No municipio de Dourados, MS, Ny. whitmani foi encontrada infectada por L. L.

infantum, em peridomicilios (VERLINDO et al., 2011), e em fragmentos de mata
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(FERNANDES et al., 2013, FERNANDES, 2014). Ainda merece atencdo o fato de que
Ny. whitmani ter sido encontrada infectada por L. L. amazonensis em area indigena no
municipio (SANTQOS, 2010).

Em se tratando da leishmaniose tegumentar, no periodo de 2000 a 2015 foram
registrados 415.780 casos humanos no Brasil. Entretanto, pouco se sabe a respeito das
varias caracteristicas clinicas e epidemiolégicas da doenca em MS, onde de 2000 a
2015, foram notificados 2.542 casos, distribuidos praticamente em todos os municipios,
demonstrando a importancia de se estudar melhor essa parasitose no Estado (BRASIL,
2016). Infecgdes por L. braziliensis tém sido registradas em humanos (NUNES et al.,
1995) assim como em morcegos (SHAPIRO et al., 2013), e por L. amazonensis, em
humanos (DORVAL et al., 2006) e em felinos (SOUZA et al., 2009). A infeccdo natural
por Leishmania (Viannia) sp. foi detectada em Lu. longipalpis e Lu. almerioi (SAVANI
et al.,, 2009) e L. (V.) braziliensis em Evandromyia lenti (Mangabeira, 1938), Lu.
longipalpis, Micropygomyia quinquefer (Dyar, 1929), Ny. whitmani, Psathyromyia
aragaoi (Costa Lima, 1932) e Psychodopygus claustrei (Abonnenc, Léger & Fauran,
1979) (PAIVA et al., 2010).

2.3. Biologia dos flebotomineos

Os flebotomineos séo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae e estdo distribuidos por todo o mundo. Atualmente, sdo
conhecidas quase 1000 espécies (BATES et al., 2015) e cerca de 10% delas séo vetores
(suspeitas ou confirmadas) de agentes das leishmanioses, varias delas de duas ou mais
espécies de Leishmania (MAROLI et al., 2013). Ainda que se tenha um ndmero
significativo de espécies descritas, até entdo, pouco se conhece a respeito da biologia
destes dipteros. Isso pode ser explicado pelas dificuldades para se estudar o ciclo
biolégico de uma determinada espécie de flebotomineo, sendo preciso estabelecer uma
coldnia em laboratorio (BRAZIL e BRAZIL, 2003).

Os flebotomineos, assim como todos os dipteros, sdo holometabolos, apresentam
metamorfose completa, com quatro estadios larvais e uma fase de pupa, que dara
origem ao adulto. A duracdo do ciclo de ovo a fase de adulto varia entre as espécies,
sendo influenciada por fatores abioticos, principalmente, temperatura e umidade e,
também, pela disponibilidade de alimento (VOLF e VOLFOVA, 2011).

As fases imaturas destes dipteros podem ser encontradas se desenvolvendo em

criadouros formados por solos imidos e ricos em matéria organica, em geral ao abrigo
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da luz direta. Os principais locais sdo troncos de arvores, raizes expostas, embaixo de
folhas e pedras, em gretas de rochas, tocas de animais e em ambientes antropicos, como
chiqueiros, galinheiros e canis ou outros ecOtopos que proporcionem condicdes
apropriadas para o seu desenvolvimento. As formas imaturas dos flebotomineos séo
altamente frageis a mudancas bruscas que possam ocorrer no meio ambiente, sendo
assim, os criadouros também funcionam como local de abrigo para os adultos
(AGUIAR e MEDEIROS, 2003).

Tanto o macho quanto a fémea necessitam ingerir agtcares como fonte energética.
Somente as fémeas praticam a hematofagia, tendo como hospedeiros varios mamiferos,
inclusive 0 homem, aves e alguns animais de sangue frio (BAUM et al., 2015; BRITO
et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2008). No entanto, Santos da Silva e Griinewald (1999),
relataram o encontro de machos com sangue no tubo digestivo.

Os flebotomineos praticam a atividade hematofagica principalmente no periodo
noturno, mas podem realiz4-la durante o dia em ambientes com pouca luminosidade,
como areas florestais e cavernas (INFRAN et al., 2014; GALATI et al., 2006).

Para os dipteros, a composicao de proteinas e aminoacidos presentes no sangue é
essencial para a maturacdo dos ovos e a quantidade de sangue ingerido esta ligada
diretamente ao nimero de ovos produzidos (BRAZIL e BRAZIL, 2003). Entretanto,
pode-se verificar a autogenia, capacidade de deixar descendente independente da
hematofagia. Esta pode ocorrer juntamente com a partenogénese (BRAZIL e
OLIVEIRA, 1999).

2.4. Ritmo Circadiano

O ritmo (ou ciclo) circadiano é uma propriedade inerente aos organismos Vivos e
é responsavel pelo controle de oscilacdes fisioldgicas ao longo das 24 horas diarias. A
duracdo de um ciclo é chamada de periodo e em cada um observam-se duas fases, que
sdo denominadas de fotofase, que é a fase clara (dia), e a escotofase, que é fase da noite
(SAUNDERS, 2002; TOMIOKA e MATSUMOTO, 2010).

Os flebotomineos, assim como a maioria dos organismos, apresentam variagdes
circadianas de comportamento e fisiologia que sdo de fato controladas por um relogio
bioldgico interno, que podem influenciar na dindmica de transmissao das leishmanioses.
A genética molecular tem mostrado que esse ciclo circadiano é constituido por um

conjunto de genes que interagem por meio de alcas de autorregulacdo e que

19



compreendem um ciclo proximo de um periodo de 24 horas, independente das
condigdes ambientais constantes (GENTILE, 2007).

Conhecer o ritmo circadiano de flebotomineos e como fatores climaticos, tais
como pluviosidade, temperatura e umidade relativa do ar, influenciam suas atividades,
pode orientar medidas profilaticas para o controle da transmissdo das leishmanioses.
Tais medidas entdo deveriam ser empregadas no dia-a-dia pelas populagdes em areas
endémicas das leishmanioses, especialmente por aquelas proximas a areas florestadas
onde a utilizacdo de inseticidas & desaconselhada em funcdo dos riscos ambientais
inerentes (ALEXANDER e MAROLL, 2003; DIAS et al., 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
e Conhecer o ritmo circadiano de Nyssomyia whitmani quanto a sua atividade

antropofilica e sua relagdo com alguns fatores abioticos.

3.2. Objetivos especificos
e Investigar as espécies de flebotomineos presentes em fragmento de mata na area
urbana de Dourados, MS;
e Determinar a abundéncia de flebotomineos segundo o sexo;
e Determinar o periodo de maior atividade dos espécimes capturados;
e Analisar fatores abidticos e sua relagdo com a abundancia de espécimes
capturados;

e Verificar diferengas no ritmo circadiano entre machos e fémeas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Area de estudo e coleta dos espécimes de flebotomineos

As coletas dos espécimes de Ny. whitmani foram realizadas em um fragmento de
mata remanescente do tipo floresta estacional semidecidual (22°11°57’S e
54°54°29”W), popularmente conhecida como Mata do Azuldo, uma reserva particular
de mata nativa com cerca de 54 ha, localizada na bacia do corrego Curral de Arame, no
municipio de Dourados, sudoeste do estado de Mato Grosso do Sul (MS).

Para as coletas dos espécimes foi utilizada armadilha de Shannon modificada, na
cor preta (GALATI et al., 2001), que proporciona a captura de espécies antropofilicas,
com dois individuos aspirando a0 mesmo tempo, com inicio as 18h até as 19h do dia
seguinte (25 horas de coleta), sem obedecer ao horario de verdo. As coletas foram
realizadas uma vez ao més, de outubro de 2015 a outubro de 2016 em um total de 13.
Os flebotomineos pousados na armadilha de Shannon foram coletados com auxilio de

aspiradores elétricos manuais (Figura 1).

Foto: Juliano R. Nascimento

Figura 1. Captura de flebotomineos em barraca de Shannon Preta com a utilizagdo do aspirador
elétrico manual.
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Os aspiradores eram acoplados em uma garrafa plastica com fundo substituido por
uma malha fina. A cada ciclo de uma (01) hora, a garrafa contendo os espécimes vivos
era substituida. Os insetos foram mantidos na propria garrafa separadamente, sendo
assim possivel obter o ritmo da espécie em periodo noturno e diurno. Durante a
substituicdo da garrafa a cada hora eram registrados os dados sobre temperatura e
umidade relativa do ar por meio de um termo-higrometro digital.

Os espécimes machos coletados foram clarificados e montados para a
identificacdo especifica segundo Protocolo de clarificacdo e coloracdo de flebotomineos
(Apéndice 1). As fémeas de flebotomineos foram dissecadas para confirmagdo da
espécie mediante aspecto morfoldgico das espermatecas. A nomenclatura adotada para
identificacdo das espécies de flebotomineos segue a padronizada por Galati (2003;

2014) e a abreviacdo dos géneros, a de Marcondes (2007).

4.2. Disseccao e identificacdo dos flebotomineos

A disseccao foi realizada em microscopio estereoscopico, com auxilio de estiletes,
em laminas esterilizadas, lavadas com detergente e mantidas em alcool a 70%. As
fémeas foram colocadas em uma gota de solucéo salina sobre laminas. Para a disseccao
fixou-se o térax com um micro estilete e com outro, fez-se 0 movimento de tracdo entre
0 7° e 0 8° tergitos abdominais de modo a expor o tubo digestorio, que vem preso ao 8°

tergito e as demais partes da terminalia (Figura 2).

ey
.

‘de Nyssomyia whitmani. A: Fémea (espermateca). B: Macho

N 2 \& o .:»-" L
Figura 2. Caracteres taxonémicos
(duto ejaculatdrio).
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Sob microscopio Optico e aumento de 400 vezes, fez-se a identificacdo das
espécies atraves das espermatecas, antenas e cibario. O conteddo do liquido coberto
com a laminula contendo o tubo digestorio dos espécimes foi armazenado em
microtubos contendo alcool isopropilico, em pools de, no méximo 10 fémeas da mesma

espécie, data e horario de captura.

4.3. Analise estatistica

A razdo sexual foi avaliada considerando-se a abundéncia total de machos e
fémeas em periodos de 25 horas de observacdo ao longo de 13 meses. Para verificar se
essa razéo diferiu significativamente de um macho para uma fémea foi usado teste t.

Os dados de abundancia dos flebotomineos em cada hora do ciclo circadiano
foram submetidos a uma reamostragem sorteando-se (sem reposicao) dias de coleta, a
fim de obter quatro amostras aleatorias independentes da varia¢do ao longo do ano (n=3
dias por amostra). Para as anélises considerou-se a abundancia total de flebotomineos e
as médias de temperatura e umidade relativa do ar nessas amostras aleatorias.

Para testar a hipdtese de efeitos do horéario, temperatura e umidade relativa sobre a
atividade de flebotomineos, utilizou-se a analise de covariancia (ancova) separadamente
para abundancia de machos e fémeas (considerando as probabilidades com correcédo de
Bonferroni, pela repeticdo de testes).

Todas as analises foram feitas com auxilio do software de livre acesso R (R
CORE TEAM 2016). Gréficos circulares da abundancia nos horarios do dia foram
construidos utilizando as funcbes dos pacotes “Circular” (AGOSTINELLI e LUND,
2013), “Plotrix” (LEMON, 2006). Por sua vez, graficos de residuos parciais da ancova
foram feitos com auxilio do pacote “Car” (FOX e WEISBERG, 2011).
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5. RESULTADOS

Durante as 325 horas de coleta, foram capturadas 8.452 espécimes de
flebotomineos, contabilizando 11 espécies. Dentre elas, a espécie Ny. whitmani somou
8.363 individuos (98,94%), sendo 5.975 machos e 2.388 fémeas. As demais espécies
foram registradas com menor abundancia (89 individuos) durante todo o periodo do
estudo (Tabela 1) (Apéndice II).

Tabela 1. Namero e porcentagem de individuos (machos e fémeas) de cada espécie.

Espécie o o o Ll
N° de & N° de @ N %

Brumptomyia brumpti - 1 1 0,01
Brumptomyia cunhai 1 1 2 0,02
Brumptomyia galindoi 3 - 3 0,03
Migonemyia migonei 3 - 3 0,03
Pintomyia christenseni - 2 2 0,02
Pintomyia pessoai 13 7 20 0,23
Pintomyia monticola - 1 1 0,01
Psathyromyia bigeniculata 29 20 49 0,57
Bichromomyia flaviscutellata - 1 1 0,01
Nyssomyia neivai 6 1 7 0,08
Nyssomyia whitmani 5975 2388 8363 98,94

Total N° 6030 2422 8452

% 7134 28,66 ——

A frequéncia nos dias de coleta das amostras em que 0 nimero de machos de Ny.
whitmani foi maior que o de fémeas nédo difere do esperado ao acaso (Figura 3), ou seja,
a razdo sexual ndo foi diferente de um ao longo dos meses de observacao (t= 0,95, gl=
12, p= 0,36). A maior parte dos espécimes foi coletada nos meses de agosto de 2016
com 50,91% dos individuos da espécie, seguido de outubro de 2015, com 20,99% e
marco de 2016 representando 13,67% dos insetos.
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Figura 3. A abundancia de Ny. whitmani machos e fémeas durante 13 meses consecutivos.
Os flebotomineos apresentam periodos de atividades diarias que ndo se

sobrepdem totalmente, tendo sua captura maior no periodo da escotofase. A maior
densidade de captura ocorreu entre 17 e duas horas, com pico entre as 23 e uma hora.
No periodo da fotofase, a densidade de flebotomineos foi baixa, totalizando apenas 5%
dos insetos, com a maioria capturada no periodo entre 10 e 11 horas. Temperatura e
umidade relativa do ar ndo influenciaram a abundancia de machos e fémeas
independentemente do horario em modelos de covariancia, que por sua vez teve efeitos
significantes (Tabela 2).

Tabela 2. Resumo estatistico de uma anélise de covariancia para os efeitos das variagdes em
horario do dia, temperatura e umidade relativa do ar sobre a abundancia de Nyssomyia
whitmani. A andlise foi feita separadamente para machos e fémeas.

Fonte de variagdo F ol p

Machos 3,085 96 0,031
horario 8,509 1 0,004
temperatura 0,745 1 0,390
umidade < 0,001 1 0,991

Fémeas 2,336 96 0,079
horério 6,197 1 0,015
temperatura 0,004 1 0,947
umidade 0,806 1 0,372

O ritmo circadiano diferiu entre machos e fémeas sendo que machos iniciaram
suas atividades aproximadamente as 11 horas, encerrando-as as trés horas do dia
seguinte, enquanto fémeas tiveram atividade quase que exclusivamente noturna (Figura
4).
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de covariancia do horario (n = 100) independentemente dos efeitos de temperatura e umidade relativa do ar. A linha horizontal (residuo parcial zero)
indica o limiar de abundancia entre os periodos de atividade (residuos parciais positivos) e inatividade (residuos parciais negativos).



6. DISCUSSAO

Estudos sobre aspectos bioecoldgicos em condi¢cbes de campo sdo muito
importantes para compreensdo sobre as populacdes de insetos, especialmente aquelas
que tém uma direta relagdo com o homem, tal como a de Nyssomyia whitmani que tem
aumentado sua abundancia gradualmente, principalmente em fragmentos de mata
proximos ao municipio de Dourados, MS.

A frequéncia de flebotomineos foi menor no intervalo entre oito e 16 horas,
inclusive nula em alguns periodos de captura. Provavelmente isto ocorra devido a alta
incidéncia de luz. Neste periodo, possivelmente os flebotomineos permanecam em
abrigos que servem como protecdo contra variagcBes climéticas bruscas e ataque de
predadores. Esse tipo de pressdo do ambiente pode influenciar no ciclo bioldgico desses
insetos, principalmente na copula e no repasto sanguineo (RIVAS et al., 2014).

Em estudos realizados com uma populacdo de Ny. whitmani no municipio de
Maringa, PR, e observacfes apenas diurnas, no periodo entre seis e 12 horas (fotofase),
0 pico de atividade ocorreu entre nove e 11 horas (SANTOS et al., 2009). Resultado
este muito parecido com o do presente estudo durante a fotofase, quando os
flebotomineos estiveram mais ativos entre 10 e 11 horas.

A populacdo de Ny. whitmani estudada, apresentou héabito preferencialmente
noturno, com pico de atividade entre as 23 e trés horas, comportamento este muito
préximo ao da populacdo do Planalto Paulista, que revelou pico da uma as duas horas
(GOMES et al., 1989). No norte do Parana, em observacdes apenas noturnas, a
populacdo apresentou maior abundancia das trés as seis horas, com pico de atividade
das quatro as cinco horas (TEODORO et al., 1993), comportamento este diferente do
encontrado neste trabalho onde a abundancia dos flebotomineos foi reduzida nesses
horérios. Diferiu também da populacdo de Corguinho, MS, que em 24 horas
ininterruptas de observacédo o pico de ocorréncia foi das 18 as 19 horas (GALATI et al.,
1996). No presente estudo, percebeu-se que neste horario, as fémeas de Ny. whitmani
iniciavam suas atividades, diferente dos machos que iniciam suas atividades proximo
das 12 horas. E provavel que as fémeas tenham periodos de atividades mais curtos em
funcdo da demanda energética. Alem disso, os machos iniciam suas atividades diarias
antes das fémeas, porque essas sdo atraidas pelos machos que localizaram sua fonte de

Sangue anteriormente.
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A atividade das fémeas de Ny. whitmani esta restrita & escotofase, crescente a
partir dos primeiros horarios da noite e com pico a partir do momento em que a
abundancia dos machos diminui, 0 que pode estar associado ao fenbmeno que, nos
flebotomineos é conhecido como “efeito leque” (JONES, 1997). Neste fendmeno tem
sido observado que inicialmente os machos s&o atraidos pela liberacdo de gés carbénico
e pelo odor do hospedeiro vertebrado, em seguida liberam feromdnios sexuais atraindo
as fémeas para o acasalamento e repasto sanguineo (WARD et al., 1993; KELLY e DIE,
1997; OLIVEIRA et al., 2010). Essas suposicdes sugerem pesquisas adicionais que sao
importantes para entender a atividade dos flebotomineos em seu habitat, uma vez que
dominando essa acdo do “efeito leque” seja possivel no futuro manipular populagdes em
areas endémicas com o uso de feromdnios sintéticos. Todavia, as observacdes do “efeito
leque” tém sido descritas para espécies que apresentam papilas em seus tergitos
abdominais. Nelas existem um poro através dos qual os feromonios sdo eliminados ao
meio ambiente. No entanto, nas espécies do género Nyssomyia essas papilas sdo
ausentes (GALATI, 2003). Portanto, este € um aspecto também a ser investigado em
relacdo a feromonios de atracdo sexual para esta espécie de inseto.

A populagdo de Ny. whitmani de Dourados, apresentou semelhangas e diferencas
quando comparadas a outras populaces da espécie encontradas no estado do Parand,
Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul, o que corrobora a suspeita de RANGEL, LAINSON e
SOUZA (1990) de que Ny. whitmani é um complexo de espécies cripticas. Reforcam
este ponto de vista, o fato de que anélises filogenéticas (baseada em caracteres
morfolégicos e morfométricos) mostraram que existiam duas linhagens de Ny. whitmani
no Brasil, uma no Amazonas e outra no Nordeste (RANGEL et al., 1996).
Posteriormente foi encontrada uma terceira linhagem denominada Norte-Sul (READY
et al., 1998). Com a consolidacdo das analises moleculares (Randon Amplification of
Polymorphic DNA — Polymerase Chain Reaction — RAPD-PCR), confirmou-se a
existéncia de populacbes biogeogréficas distintas de Ny. whitmani (MARGONARI,
FORTES-DIAS e DIAS, 2004). Tendo-se presente que Nyssomyia whitmani é uma das
principais vetoras na cadeia de transmissdo da LTA e estd amplamente distribuida no
Brasil e varios paises do Cone Sul (LAINSON e SHAW, 2005; COSTA et al., 2007;
SANTOS, 2010), os presentes dados reforcam uma vez mais a importancia de investigar
as populagdes da espécie para obter o conhecimento do seu comportamento nas

diferentes regides do pais.
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O numero de estudos presentes na literatura sobre ritmo horario de flebotomineos
ainda é pequena e um dos motivos é a dificuldade na execugdo, uma vez que é
necessario permanecer no local durante 24 horas ininterruptas. A maioria das pesquisas
é realizada a noite e em periodos entre seis e 12 horas de captura. No presente estudo, a
metodologia de aspiragdo em armadilha de Shannon, possibilitou atrair os
flebotomineos, e com predominio de espécies antropofilicas, tendo em vista o calor
emitido e cairomdnios (didxido de carbono, acido latico e amonia) exalados pelos seres
humanos, além da luz utilizada na armadilha, que de certa forma proporciona condicdes
muito semelhantes ao que ocorre no peri e intradomicilio podendo portanto, refletir os
periodos de atividade desses flebotomineos. Sabendo-se que os machos antecedem a
fémea e que estas sdo atraidas por eles, tanto pela frequéncia emitida pelo som em
virtude do batimento das asas ou talvez pela secrecdo de feroménios, pode-se pensar
que este fendmeno ocorra na natureza.

Durante décadas a leishmaniose tegumentar apresentou um padréo
epidemioldgico predominantemente silvestre. Essa zoonose atingia e ainda atinge o
homem quando adentra nos ambientes florestais, entretanto, com o desmatamento,
expansao de fronteiras agricolas e urbanizacéo das florestas, um processo de adaptacao
de vetores e reservatorios a esses novos ambientes, com uma domiciliacdo dos vetores,
alterando as condicdes de exposi¢cdo do homem ao parasito. Esse conjunto de fatores
induz a uma mudanca no perfil tradicional da doenca, haja vista o crescente numero de
casos e a ampla distribuicdo geografica da doenca confirmando esse processo de
transformacédo do meio (GOMES, 1992; DUNAISK, 2006).

A érea estudada vem apresentando um crescimento no numero de moradias e
consequentemente, aumento no numero de pessoas vivendo naquele local, o que gera
preocupacdo, pois durante o dia, quando a atividade dos flebotomineos € reduzida, a
populacdo local estd ocupada com suas atividades agropastoris e/ou domésticas, ndo
ficando em situagéo potencial para a infec¢do. No entanto, a abundéncia noturna desses
insetos, principalmente das fémeas, que sdo as responsaveis pela transmissdo do agente
da doenca, € alta, e é nesse momento, quando estdo em suas casas, que muitas vezes sdo
proximas de galinheiros e chiqueiros, que ficam expostos a picado do vetor e sujeitos a
possivel infeccdo por Leishmania spp.

Embora néo se tenha comprovado a infecgdo natural de Nyssomyia whitmani por
alguma espécie de Leishmania na populagdo estudada, os resultados apresentados

ampliam o conhecimento das areas em que essa espécie possa estar atuando como
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vetora da LTA. Sendo assim, os estudos sobre ritmo horario sdo imprescindiveis para a
articulacdo das estratégias de monitoramento de vetores pelos 6rgdos competentes, para
que sejam capazes de propor acdes de educacdo em saude, que ao menos recomendem o
uso de repelentes ao adentrarem a mata, uso de mosquiteiros e telas de protecdo nas
janelas e portas das residéncias, bem como a limpeza dos peridomicilios e construcdo de
galinheiros e pocilgas distantes das residéncias, uma vez que em areas de mata o uso de

inseticidas quimicos deve ser limitado.
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APENDICES

Apéndice I. Protocolo de Clarificagdo e Coloracao dos Flebotomineos (adaptado)
1. Deixar em Potassa a 10% (amolecimento da quitina), por 12 horas;

2. Realizar uma lavagem répida em acido acético a 10% para neutralizar a ac¢do da
potassa e retirar o excesso de gordura (15 minutos);

3. Deixar em fucsina acida (diluicdo preparada) durante 10 minutos;
4. Passar 0s insetos por uma bateria de alcoois:

- Alcool 70° durante 10 minutos

- Alcool absoluto durante 10 minutos

5. Retirar o alcool e colocar os insetos em Eugenol;

6. Proceder a montagem dos insetos em meio Enecé.

OBS.: ndo se deve comprimir a laminula.

MATERIAIS UTILIZADOS:

ACIDO ACETICO 10%

Agua destilada..............cc.ccoerrrrnnnes 900 mL

Acido acttico...........ccvveevreeerceane, 100 mL
HIDROXIDO DE POTASSA

150 gramas de hidroxido de potassa para 850 mL de dgua

FUCSINA ACIDA

Fucsina &cida de Gruber em po..........coccoovevveiiecieennnns 1,09r
ACIHO ACELICO P.A ..ot 1,0 mL
Agua destilada.............cccooovveevireireeeireeeeeeen e, 200,0 mL
MEIO ENECE

Colofnia branca pura............ccceeveieeieere e 22 gr
Goma copal soltvel em alcool.............cocoveiiiiiiccne, 12 gr
AICOOI ADSOIULO. ... 20 mL
(OF: 0] {0 ¢ WSSOSO 10 gr
Esséncia de terebentina..........ccccovvevveieiieie s 10 mL
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BUCAlIPLOL.. .o 26 mL

Modo de preparo: em um recipiente que deve ser de preferéncia baldo Erlenmeyer,
coloca-se o alcool absoluto e a canfora. A seguir adiciona-se a colofonia e a goma copal
no baldo arrolhado para s6 entdo ser levado ao fogo em banho-maria. Uma vez
conseguida a liquidificacdo do contetdo, adiciona a esséncia de terebintina; filtra-se em

seguida com a mistura ainda quente e finalmente adiciona-se o eucaliptol.

SOLVENTE PARA O MEIO ENECE

AICO0l ADSOIULO........c..ceveeeecveee e 30 mL
(OF: 0] 0] - WSS 17 gr

Esséncia de terebenting..........cocoovvieieineicinccceee 15 mL
Eucaliptol........ccveiieie e 38 mL

Modo de preparo: em um recipiente colocar todas as substancias e deixar descansar por

um dia.
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Apéndice I1. Nimero absoluto de individuos de cada espécie capturados (machos e fémeas) durante todos os meses de coleta.

Espécies Elut_,‘:li Tcw,’:li Eiez_,‘:li i’an,f:lE:\ Eevlli Tﬂar{if fhr,‘:lti T‘lai,f:lti iunjii Jjul_l:lE-A fgo,‘:lti fetj:lE:\ ?ut/:lti TOTAL
Brumptonia brumpti 1 1
Brumptomyia cunhai 1 1 2
Brumptomyia galindoi 2 1 3
Migonemyia migonesi 2 1 3
Pintomyia christenseni 1 1 2
Pintomyia pessoai 1 2 2 2 5 2 4 1 1 20
Pinfomyia monticola 1 1
Psathyromyia bigeniculata 2 4 7 9 1 1 18 6 1 49
Bichromomyia flaviscutellata 1 1
Nyssomyia neivai 2 4 1 7

Nyssomyia whitmani 908 848 | 101 108 5 11 1 4 1 2 849 285 | 263 117 1 3 27 85 7 15 | 3577 681 | 168 191 | &7 28 B363

TOTAL GERAL 8452
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