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RESUMO

Os flebotomineos compreendem um grupo de insetos de grande interesse médico-
veterininario, sobretudo com sua associacao vetorial com as leishmanioses. A identificacdo
correta destas espécies no campo é pratica imprescindivel na pesquisa entomolédgica e
controle de vetores de Leishmania, sobretudo no estado do Para, onde a fauna de
flebotomineos é bastante diversificada em relagdo ao montante brasileiro. No entanto, esta
prética tem sido realizada por técnicos treinados com base na “chave” atualizada em 2003,
apoiada por desenhos manuais de varios pesquisadores, que muitas vezes sdo de dificil
entendimento. Assim, este estudo objevitou apresentar a relevancia do uso da fotomicrografia
digital como instrumento de apoio para a identificacdo e registro de flebotomineos do
subgénero Psychodopygus. Utilizou-se como abordagem metodoldgica a captura de imagens
de laminas da colecdo do Insetéario de Flebotomineos do Laboratério de Leishmanioses do
Instituto Evandro Chagas, das diversas areas de estudos epidemiolégicos de leishmanioses do
estado do Pard, no periodo de 1970 até a atualidade, por meio dos sistemas de: Axiostar,
Canon via Phototube e camera convencional sobreposta a ocular do microscopio. A partir das
imagens capturadas, construiu-se uma base de dados organizada de acordo com a hierarquia
taxondmica de Phlebotominae que posteriormente foram comparadas com as ilustracdes
tradicionais de chaves de identificagdo. Do total de 2105 laminas, foram obtidas 222 imagens
de flebotomineos. Um banco de dados contendo 344 imagens referentes as 17 espécies de
Psychodopygus foi preparado no decorrer do estudo. Conclui-se que as imagens das estruturas
desenhadas por diferentes pesquisadores ao longo dos anos apresentavam diferencas,
traduzindo a subjetividade da interpretacdo para a mesma espécie dentro do subgénero
Psychodopygus; assim a fotomicrografia digital demonstra ser um recurso de grande utilidade
e importéncia, devido apresentar vantagens, como: melhor qualidade de imagens,
durabilidade, fidedignidade com o real observado e praticidade tecnoldgica, proporcionando
maior seguranca e ou confiabilidade ao profissional durante a investigagdo epidemioldgica.

Palavras-chave: Flebotomineos. Fotomicrografia. Taxonomia.
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ABSTRACT

Sandflies are a group of insects of great medical interest, added by its vectorial association
with the leishmaniasis. The correct identification of these species in the field is essential in the
entomological research and control of vectors of Leishmania, principally in the state of Par3,
where the Phlebotomine fauna is so diversified when we comparing to the Brazilian sum.
However, this practical has been carried through for technician trained on the basis of the
brought up to date “key” in 2003, supported for manual drawings of some researchers, that
many times are of difficult agreement. Thus, this study it aimed to present the relevance of the
use of the digital fotomicrography as an instrument of support for the identification and
register of sandflies of the Psychodopygus subgenus. It was used as metodological boarding,
the capture of images of blades of the collection of the Sandflies Insectary, Leishmaniais
Laboratory, Evandro Chagas Institute, of several areas of epidemiological studies in Pard, in
the period of 1970 until the present time, by the systems: Axiostar, Canon via Phototube and
overlapping conventional camera over ocular the microscope. From the captured images, a
database was constructed in accordance with the taxonomical hierarchy of Phlebotominae that
had been later compared with traditional illustrations of identification keys. In the total of
2105 blades, 222 images of sandflies had been gotten. A data base contend 344 images
referring to the 17 species of Psychodopygus was prepared diring the study. We conclude that
the images of the structures drawn for different researchers throughout the years inside
presented differences translating subjectiveness of interpretation for the same species of the
Psychodopygus subgenus; thus the digital fotomicrography demonstrates to be a resource of
great utility and importance, which had to present advantages, as: better quality of images,
durability, fidedignity with the real observed and technological pratice, providing bigger
security and or trustworthiness to the professional during the epidemiological inquiry.

Keywords: Sandflies. Photomicrography. Taxonomy.
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1- INTRODUCAO

A fotografia digital é considerada uma das grandes inovagdes dos Ultimos 20 anos,
tendo sido muito popularizada tanto no nivel profissional ou amador. Ao longo dos anos
2000, o uso da fotomicrografia digital tem sido documentado em varios campos da area das
ciéncias bioldgicas e da saude, tal como na odontologia, dermatologia, biologia geral e, ndo

menos importante para nés, na entomologia médica.

O registro de flebotomineos tem sido realizado tradicionalmente por desenhos feitos a
mado a partir da observacdo do microscopista-desenhista, atualmente facilitados por
equipamentos como camara clara e sistemas de acoplamento a computadores e mesas

digitalizadoras, sendo hoje ferramenta imprescindivel na documentagdo desses achados.

Hoje sabe-se que existem mais de 800 espécies de flebotomineos no planeta, sendo
mais de 300 no Novo Mundo, mais de 200 no Brasil e pelo menos 120 catalogadas no estado
do Pard, cuja identificacdo nem sempre é facil, devido a diversos fatores, como diferencas
sutis entre espécies cripticas, espécies muito semelhantes encontradas num mesmo ecétopo,
estruturas fundamentais na diferenciacdo de um grupo taxonémico as vezes ocultadas no
processo de montagem, tamanho reduzido de determinados flebotomineos, estruturas

demasiadamente hialinas, como algumas espermatecas.

Nesse ambito, o registro da fauna de flebotomineos podera ser facilitado com novos
equipamentos e recursos de fotodocumentacgdo, como a fotomicrografia digital, que ajudara na
descricdo de espécies cripticas, na preservacdo de imagens de laminas sob risco de
deterioracdo, na comparacdo de espécimes de diferentes origens, variacdes intraespecificas,

enfim na criagdo de um banco de dados de imagens sobre taxonomia de flebotomineos.
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2 - JUSTIFICATIVA

A identificacdo de espécies de flebotomineos no campo é préatica imprescindivel na
pesquisa entomoldgica e controle de vetores de Leishmania. E executada por técnicos
treinados baseados em “chaves” para identificacdo que sdo de entendimento facil, préaticas e
confiaveis. No estado do Para, onde a fauna de flebotomineos € bastante diversificada em
relacdo ao montante brasileiro, que é de 229 espécies, ja foram catalogadas 126 espécies,

sendo 117 do género Lutzomyia e 9 do género Brumptomyia (AGUIAR e MEDEIROS, 2003).

A fotografia convencional tem sido utilizada ha bastante tempo na descri¢do de espécies
de flebotomineos (DAMASCENO & CAUSEY, 1944; CAUSEY e DAMASCENO, 1945).
Recentemente, alguns pesquisadores vém utilizando a fotomicrografia digital para ilustragdo
de publicacBes da area com intuito de mostrar aspectos morfoldgicos de diferenciacdo de
espécies cripticas em revisdes taxondmicas (CARVALHO et al., 2006, ANDRADE FILHO et
al., 2003). No entanto, a utilizacdo destas imagens na constru¢do de uma chave ilustrada é
uma pratica ainda inexistente, exceto em se tratando de culicideos (SEGURA e CASTRO,
2007). As chaves atuais vém, quando muito, acompanhadas de desenhos que em geral
traduzem a interpretacdo do proprio ilustrador, sobretudo no que se refere a detalhes de cor e

sombra ou até mesmo o estado de conservacgao do especime.

O subgénero Psychodopygus sempre foi considerado intrigante por entomologistas, ndo s6
pela dificuldade da distin¢do entre as espécies e oscilacdo taxondmica desta categoria, mas
principalmente pela incriminagdo de algumas espécies como vetoras de Leishmania. Estes
fatos reforcam ainda mais a necessidade de se criar meios para facilitar a identificacdo destas

espécies (FRAIHA e RYAN, 1986).

Neste ambito, acreditamos que o registro fotografico de espécimes locais seja um recurso

importante, por reproduzir de forma fidedigna a imagem da preparacdo, inclusive nos
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aspectos de luz, sombra e intensidade de pigmentacdo, dentre outros aspectos, evitando
davidas quanto ao processo de interpretacdo de imagens, quando observadas por entomélogos

diferentes.

3 - OBJETIVOS

3.1 - GERAL

Demonstrar a relevancia do uso da fotomicrografia digital como instrumento de

identificacdo e registro de flebotomineos do subgénero Psychodopygus.

3.2- ESPECIFICOS

- Fazer a identificacdo de Lutzomyia (Psychodopygus) spp. com imagens fotograficas

digitais contendo informagdes fundamentais sobre estruturas de interesse taxondmico;

- Comparar as imagens fotomicrografadas com as ilustragdes desenhadas da literatura

taxondmica, para identificacdo de espécies;

- Preparar um acervo digital das espécies capturadas pela equipe de entomologia do

IEC no periodo de 1970 a 2009;
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4 - REFERENCIAL TEORICO
4.1- ASPECTOS HISTORICOS

Os insetos sdo artropodes relativamente antigos, sendo que o0s primeiros registros desta
classe datam do periodo carbonifero (360 milhdes de anos atrads). A diversificacdo desse
grupo continuou a ocorrer no periodo permiano (286 milhdes de anos atras), em que 0S

dipteros surgiram (HARLAND et al., 1982).

Alguns registros de flebotomineos em ambar baltico e libanés indicam sua existéncia no
periodo cretaceo inferior (120 a 135 milhdes de anos atras), reconhecendo-se seis géneros do
Velho Mundo atualmente extintos: Phlebotomiella Meunier 1906, Phlebotomites Henning
1972, Mesophlebotomites Azar et al. 1999 e Libanophlebotomus Azar et al. 1999,
Eophlebotomus Cockerell 1920 emend Duckhouse 2000. e Phlebotoiella Solérzano Kraemer
& Wagner 2009 (MEUNIER, 1905 apud ANDRADE FILHO e BRAZIL, 2003;

SOLORZANO KRAEMER e WAGNER, 2009).

Havia apenas um registro do Novo Mundo datado do periodo oligoceno, de espécime
encontrado em ambar mexicano (QUATE, 1963). Recentemente, BRAZIL e ANDRADE
FILHO (2002), ANDRADE FILHO et al. (2007, 2008, 2009) encontraram registros fosseis na
Republica Dominicana, enriquecendo os achados histéricos de novas espécies, ja que achados
anteriores haviam descrito fosseis de flebotomineos apenas até o nivel de subfamilia

(YOUNG e LAWYER, 1987).
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4.2 - ASPECTOS GERAIS

Os flebotomineos sdo insetos holometabolos, passando pelas fases de ovo, quatro estadios
larvérios, pupa e adulto; a duracdo de cada estadio varia de acordo com as espécies, as

condicBes climéticas e o tipo de alimentacéo de que dispdem (BARRETTO,1941).

Apresentam ampla distribuicdo geogréafica, ocorrendo sob as mais diversas condicdes
climaticas e de altitude e em ambientes silvestres, rurais e até urbanos. No Brasil sdo
popularmente conhecidos por varios nomes que variam de acordo com a Regido e o Estado.
Sdo chamados de: arrupiado, asa branca, bereré, birigui, cangalha, cangalhinha, flebdtomos,
freboti, furrupa, ligeirinho, mosquito palha, orelha-de-veado, péla-égua, tatuira e tatuquira,
evidenciando-se claramente que a populacdo distingue estes insetos de outros hemat6fagos

(WILLIAMS, 2004).

Quanto ao comportamento, os flebototomineos podem ser divididos em trés categorias: 1)
silvestres, que vivem nas florestas, encontradas associadas ao homem e animais domésticos
acidentalmente; 2) semidomésticos, que vivem fora das habitaces humanas e de animais
domésticos; 3) domésticos, que vivem associados ao homem e animais domésticos no

intradomicilio ou peridomicilio (BARRETTO, 1941 apud AGUIAR e MEDEIROS, 2003).

As formas imaturas (figura 1) tém sido encontradas nos detritos das fendas das rochas, no
chdo de cavernas, no solo entre as raizes das arvores, por debaixo de folhas mortas e tmidas
no chdo das florestas, nos detritos acumulados nas forquilhas de arvores das florestas tropicais

e em tocas de animais (FORATTINI, 1973).

Em seus estadios larvais desenvolvem-se e alimentam-se de matéria organica depositada
no solo, enquanto os adultos de ambos 0s sexos se alimentam de néctares de flores, seiva e

outros acucares de plantas, mel de afideos e outros homopteros, fonte de energia para
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exercerem suas atividades de vbdo, acasalamento, enfim sua sobrevida até a morte

(WILLIAMS, 1970).

Somente as fémeas adultas realizam hematofagia, elemento importante na maturacéo de
seus ovos (FORATTINI, 1973). O estudo do conteudo estomacal de flebotomineos é de
grande interesse ecoldgico e epidemioldgico, permitindo descobrir a identidade das fontes de
alimentacdo, e também servindo como subsidio para a identificacdo de reservatorios
potenciais de Leishmania e o papel protetor que certos animais poderiam desempenhar, em
relacdo ao homem, em é&rea de transmissdo desses parasitos (OLIVEIRA-PEREIRA et al,

2008).

Flebotomineos adultos possuem atividade crepuscular e noturna, movimentando-se em
vOo saltitante em torno de seus hospedeiros, com capacidade de dispersdo em area de até 200
metros em uma Unica noite. Sdo particularmente ativos nas tardes e noites quentes e calmas,

com temperatura superior a 20°C (FORATTINI, 1973).

(@) 1mm P 1mm

Figura 1- Formas imaturas de flebotomineos. (O) ovo, (L) larva e (P) pupa (fotos: Thiago V. Santos).
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O macho possui 0s trés Gltimos segmentos abdominais modificados em uma genitélia
externa proeminente e invertida, com apéndices articulados desenvolvidos, estrutura peculiar
a cada espécie. O aparelho bucal é curto e as mandibulas sdo atrofiadas. Ja a fémea tem o
corpo robusto, com os trés Gltimos segmentos abdominais telescopados e sem apéndices,
permitindo a execucao de determinadas funcbes, como a oviposicao e a copula. Possui um par
de espermatecas (estrutura em forma de saco utilizado para armazenagem de
espermatozdéides), que sdo de grande interesse taxondmico e pecgas bucais vulnerantes, de

igual ou maior tamanho que a cabeca (figura 2) (YOUNG e DUNCAN, 1994).

Figura 2- Fémea (A) e macho (B) de flebotomineo (fotos: Thiago V. Santos).

4.3 - IMPORTANCIA MEDICO-SANITARIA DOS FLEBOTOMINEOS

No Oriente Médio, a picada de Phlebotomus papatasi Scopoli 1786 representa uma praga,
causando uma reacdo alérgica conhecida em Israel como “harara”. Tais reacfes severas ndo
foram registradas no Novo Mundo, mas as picadas de muitos flebotomineos americanos

podem ser particularmente dolorosas (ADLER e THEODOR, 1957).

Diversos agentes etioldgicos de doencas humanas e de animais podem ser carreados por

vetores flebotomineos, dentre eles, protozoarios dos géneros Leishmania Ross, 1903 (WARD,
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1977) e Trypanosoma Gruby, 1843 (ARIAS e FREITAS 1982), bactérias do género

Bartonella Barton, 1909 (SCHULTZ, 1968) e alguns arbovirus (TESH et al., 1974).

As leishmanioses constituem as mais importantes doencas transmitidas por flebotomineos.
Os sintomas podem variar de acordo com a espécie de Leishmania infectante e com o perfil
imunolégico do hospedeiro. Basicamente se diferenciam em dois tipos patoldgicos principais:
um predominantemente viscerotropico e outro tegumentar. Aproximadamente 350 milhdes de

pessoas em 88 paises estdo ameacgadas por essas doencas (OMS, 2006).

Na natureza, todas as espécies de Leishmania sdo transmitidas pela picada de
flebotomineos. Os hospedeiros incluem uma grande variedade de mamiferos, tais como
roedores, canideos e primatas, entre outros (LAINSON e SHAW, 1979; LAINSON et al.,

1994).

No Novo Mundo sdo reconhecidas 22 espécies pertencentes ao género Leishmania,
sendo 15 patogénicas para 0 homem (tabela 1). O género Leishmania pertence a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, e estd dividido em dois subgéneros, Viannia e
Leishmania, de acordo com o tipo de desenvolvimento no trato digestivo do vetor (LAINSON

et al., 1979; LAINSON e SHAW, 1987).



23

Tabela 1: Espécies do género Leishmania Ross, 1903 reconhecidas no Novo Mundo.

Subgénero Leishmania Ross, 1903 Subgénero Viannia Lainson & Shaw, 1987

L.(L.) enriettii Muniz & Medina, 1948 L.(V.) braziliensis Vianna, 1911 emend. Matta,
19161
L.(V.) peruviana Vélez, 19131

L.(L.) mexicana Biagi emend Garnham, 1962 *

L.(L.) pifanoi Medina & Romero, 1959 emend. L.(V.) guyanensis Floch, 19541
Medina & Romero, 1962 1

L.(L.) hertigi Herrer, 1971 L.(V.) panamensis Lainson & Shaw, 19721
L.(L.) amazonensis Lainson & Shaw, 19721 L.(V.) lainsoni Silveira et al., 1987 *

L (L.) deanei Lainson & Shaw, 1977 L.(V.) naiffi Lainson & Shaw, 1989 *

L.(L.) garnhami Scorza et al., 1979 * L.(V.) shawi Lainson etal., 19891

L.(L.) forattinii Yoshida et al., 1993 L.(V.) equatoriensis Grimaldi et al., 1992

L.(L.) aristidesi Lainson & Shaw, 1979 emend. L.(V.) colombiensis Kreutzer et al., 1991*
Lainson & Shaw, 1987

L.(L.) venezuelensis Bonfante-Garrido, 1980 * L.(V.) lindenbergi Silveira etal., 2002 *

L.(L.) infantum chagasi Cunha e Chagas 1937 * emend L.(V.) utingensis Braga et al., 2003
Shaw 2002

1 -Espécies patogénicas para 0 homem

Atualmente no Brasil sdo reconhecidas oito espécies causadores de doenca humana.
Leishmania (Viannia) braziliensis Vianna, 1911, L (V.) guyanensis Floch, 1954, L. (V).
lainsoni Silveira, 1987, L. (V.) naiffi Lainson e Shaw, 1989, L. (V.) shawi Lainson et al. 1989
e L. (V.) lindenbergi Silveira et al. 2002, pertencentes ao subgénero Viannia; L. (Leishmania)
amazonensis Lainson e Shaw, 1972, L. (L.) infantum chagasi Cunha e Chagas 1937 emend
Shaw 2002, pertencentes ao subgénero Leishmania, sendo esta Ultima causadora da
Leishmaniose Visceral Americana (LVA) e recentemente modificada para esta nomenclatura
zoologica, por se encontrar em processo de subspeciacdo do complexo L. infantum

(LAINSON e SHAW, 1987, SILVEIRA et al., 2002; SHAW 2006).



24

Algumas espécies de flebotomineos tém sido consideradas como importantes vetoras de
Leishmania com base em evidéncias como grau de antropofilia, infeccdo natural por

Leishmania e distribuicdo espacial coincidente com a doenga (RANGEL e LAINSON, 2003).

Do total de 386 flebotomineos do Novo Mundo (CIPA GROUP, 1993), mais de 20
espécies de flebotomineos sdo vetores comprovados de Leishmania (tabela 2). Estes parasitos
apresentam uma ampla variacdo topogeografica em sua ocorréncia, apresentando uma
distribuicdo geralmente focal. Em relacdo ao seu envolvimento com humanos ocorrem em
mais de 100 paises do mundo, de clima subtropical ou tropical, em ciclos antroponéticos e
zoondticos (LAINSON e SHAW, 1987). De acordo com consideracbes de MARCONDES

(2007), costuma-se adotar a sigla “Lu.” para Lutzomyia e “L.”” a Leishmania.
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Tabela 2 - Espécies de Leishmania causadoras de Leishmanioses no Brasil e seus respectivos vetores

incriminados.

Parasito

Vetor

Leishmania (Viannia)

braziliensist

Leishmania (Viannia)

guyanensist

Leishmania (Viannia) lainsonit
Leishmania (Viannia) shawi!

Leishmania (Viannia) naiffit

Leishmania (Viannia)
lindenbergit
Leishmania (Leishmania)

amazonensist

Leishmania (Leishmania)

infantum chagasi?

Lutzomyia (Psychodopygus) wellcomei Fraiha, Shaw &Lainson, 1971
Lutzomyia. (Psychodopygus) complexa Mangabeira Filho, 1941 ?*
Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani Antunes & Coutinho, 1939
Lutzomyia (migonei) migonei Franga, 1920

Lutzomyia(Pintomyia) fischeri Pinto, 1926

Lutzomyia (Nyssomia) intermedia Lutz & Neiva,1912

Lutzomyia (Nyssomia) neivai Pinto, 1926

Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis Ward & Fraiha, 1977

Lutzomyia (Nyssomyia) anduzei Rozeboom, 1942

Lutzomyia (Nyssomyia)whitmani

Lutzomyia (Trichophoromyia) ubiquitalis Mangabeira Filho, 1942
Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani

Lutzomyia (Psychodopygus) paraensis Costa Lima, 1941

Lutzomyia (Psychodopygus) ayrozai Barreto & Coutinho, 1940
Lutzomyia (Psychodopygus) squamiventris squamiventris Lutz & Neiva,
1912

Lutzomyia (Nyssomyia) antunesi (?) Coutinho, 1939

Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata Mangabeira Filho, 1942
Lutzomyia(Nyssomyia) olmeca nociva Young & Arias, 1982
Lutzomyia (Nyssomyia) olmeca reducta Feliciangeli, Ramirez Pérez &
Ramirez, 1988

Lutzomyia(Lutzomyia) longipalpis Lutz e Neiva, 1912

Lutzomyia (Lutzomyia) cruzi Mangabeira Filho, 1938 ?*

Lutzomyia ( série migonei) migonei (?)

Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia (?)

(?) Vetores suspeitos;

(1) Parasito causador de Leishmaniose Tegumentar Americana;
(2) Parasito causador de Leishmaniose Visceral Americana;
(*) identificagbes baseadas na auséncia de machos na area de captura.

Até meados da década de 60 acreditava-se que todas as formas promastigotas encontradas

nos flebotomineos capturados no campo pertenciam ao género Leishmania e que todas eram

infectantes para 0 homem. No entanto, alguns parasitos passam por um estadio de
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promastigota no qual sdo morfologicamente indistinguiveis das leishméanias (SIQUEIRA,

2004).

Hoje sabe-se que os flebotomineos sdo hospedeiros de mais de 150 microorganismos nao-
Leishmania. Isto se deve, principalmente, ao encontro de numerosos arbovirus que foram
estudados por mais de 30 anos, cuja diversidade pode ser explicada pela transmissao
transovariana. Entretanto, a importancia vetorial e sanitaria desses flebotomineos ainda nédo

foi claramente definida (SHAW et al., 2003; WHO, 1967).

O encontro de flagelados em dissec¢des de flebotomineos é fato comumente documentado
como subproduto de estudos epidemioldgicos sobre as leishmanioses (LAINSON et al.,
1979). Entretanto, poucos parasitos tém sido isolados e caracterizados. Embora alguns deles
tenham sido listados como pertencentes ao género Trypanosoma, essa caracterizagao deve ser

vista com cautela, bem como a competéncia vetorial desses insetos para referidos parasitos.

E possivel que algumas infeccdes atribuidas a Leishmania sejam em verdade causadas por
flagelados do género Endotrypanum, pois seus reservatorios, as preguicas, S0 0s mesmos de
inimeras espécies de Leishmania nas Américas (SHAW et al., 2003). Entre os parasitas do
género Trypanosoma encontrados em flebotomineos na Amaz6nia, podemos citar
Trypanosoma rangeli Tejera, 1920 em Lu. shannoni Dyar, 1929 (ARIAS et al., 1985),
Trypanosoma sp. em Lu. rorotaensis Floch & Abonnenc, 1944 (LAINSON e SHAW, 1979) e
em Lu. micropyga (SHERLOCK e PESSOA, 1966) além de Trypanosoma freitasi Régo,
Magalhdes & Siqueira, 1957 em Lu. (Ps.) claustrei Abonnenc, Léger e Fauran, 1979 (NAIFF

et al., 1989).

Tripanossomatideos monoxénicos sdo extremamente raros em flebotomineos, visto que
existe apenas um achado bem documentado de coanomastigotas, células em forma de péra ou

grdo de cevada; cinetoplasto anterior ao nucleo, flagelo emergindo anteriormente de um



27

reservatério (ALMEIDA VITOR, 2004), encontradas em Lutzomyia (Psychodopygus)

wellcomei Fraiha, Shaw & Lainson, 1971 (RYAN et al. 1987).

O género Ascogregarina Ward, Levine & Craig, 1982 (sinonimia: Monocystis VVon Stein,
1848, Lankesteria Mingazzini, 1891 e Ascocystis Grasse, 1953 os quais incluem diversos
parasitas de dipteros, tem sido encontrado parasitando flebotomineos de varias espécies,
sendo os achados mais representativos, Ascogregarina chagasi Adler & Mayrink, 1961 em
Lu. longipalpis (ADLER e MAYRINK, 1961) e em Lu. evandroi Costa Lima & Antunes,
1936 (BRAZIL e RYAN, 1984) além de Ascogregarina sp. em Lu. flaviscutellata
Mangabeira Filho, 1942 (LEWIS et al., 1970). Mais recentemente por meio de caracterizagdo
molecular, destacando sequéncias nucleotidicas distintivas na subunidade menor do rDNA,
além da localizacdo caracteristica dos oocistos nas glandulas acessorias, alguns autores
elevaram as Gregarinas de flebotomineos a criagdo de um novo género, Psychodiella

(VOTYPKA et al, 2009).

Quanto a microsporideos, infeccdes sem identicacdo espécifica no intestino médio de Lu.
(Ps.) lainsoni (WARD e KILLICK-KENDRICK, 1974), nos tubulos de Malpighi de Lu. (Ps.)
complexa (LAINSON et al., 1977), estagios evolutivos de parasita semelhante a Thelohania
em Lu. (Ps.) maripaensis (CANNING, 1977) foram relatadas. Entretanto, espécies
identificadas foram relatadas apenas na infeccdo de Phlebotomus ariasi por Flabeliforma
montana (CANNING et al., 1991) e mais recentemente na infec¢do de Lu. (Lu.) longipalpis

por Vavraia lutzomyiae (MATOS et al., 2006).

O encontro de nematédeos em flebotomineos brasileiros tem sido ocasional, sugerindo
que sdo acidentais ingestGes de parasitos do sangue periférico de hospedeiros (BRAZIL e

RYAN, 1984). Mais recentemente foi evidenciado no sul do estado do Para o encontro de
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microfilarias no intestino de Lutzomyia sordellii. Entretanto o papel vetorial na transmissdo

desses nemat6deos na regido estudada ndo foi comprovado (SOUZA et al., 2007).

4.4 - METODOS DE CAPTURA

Os métodos de captura visando o trabalho de investigacdo epidemioldgica oferecem
possibilidades de escolha de acordo com a estratégia de trabalho, local de captura e
disponibilidade de equipamento. Os mais utilizados sdo CDC, armadilha de caixa, armadilha

de Disney, armadilha de Shannon, e captura de tronco (FORATINNI, 1973).

Armadilha de luz tipo CDC e suas variagdes — consistem, basicamente, em um foco
luminoso associado a uma ventoinha colocada dentro de um tubo de polietileno e mantida em
movimento rotatério por um motor de 6 volts alimentado por 4 pilhas de 1,5 V ou por uma
bateria de motocicleta. Acima da lampada, ligada a um tubo, encontra-se uma bandeja de
aluminio cuja funcéo é refletir a luz da ldmpada e proteger da chuva, confundindo o inseto e 0
atraindo. Abaixo do tubo, é colocado um saco de tecido ou outro dispositivo destinado a
retencdo dos insetos sugados pela ventoinha (CHANIOTIS e ANDERSON, 1968; FALCAO,

1981; PUGEDO et al., 2005).

A armadilha de caixa é constituida por uma armacdo de madeira coberta com tela de
nylon, medindo 82 x 30 x 30 cm. Possui 2 cones laterais para entrada dos fleb6tomos e uma

porta lateral. Dentro sdo colocados dois roedores como isca (FORATINNI, 1973).

Armadilha de Disney - utilizada com auxilio de roedores como isca, consta de uma
bandeja de aluminio para contengdo do 6leo de ricino, nujol ou castrol, colocando-se na parte

central uma pequena gaiola contendo o animal que servira de isca. Os insetos aderidos ao 6leo
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sdo facilmente coletados com um pincel. Tudo deve ser protegido por uma cupula de plastico

ou aluminio, para evitar a exposicdo excessiva a luz e a chuva (DISNEY, 1966).

Shannon, em estudos sobre a transmisséo da febre amarela, elaborou uma armadilha que
consiste em uma armacao central de pano em forma retangular, com duas superficies externas
igualmente de pano. No campo, a armadilha deve permanecer suspensa e fixada por meio de
cordas em quatro pontos amarrados. A luz refletida no pano ou animais servem de atrativos
para captura com auxilio de um capturador de Castro, que consiste em um pequeno filtro de
combustivel de motocicleta, acoplado a um tubo de borracha e a um cilindro de acrilico

(SHANNON, 1939; VILELA et al., 2003).

Também podem ser realizadas capturas diretamente em troncos de arvores em varias
alturas, podendo o capturador coletar flebotomineos com o auxilio de um aspirador manual e
lanterna. ou com a ventoinha de uma armadilha CDC sem a bandeja de aluminio

(FORATTINI, 1973).

4.5 - SISTEMATICA

Os flebotomineos pertencem a subordem Nematocera, familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae (tabela 3), No Velho Mundo, esta subfamilia é composta por trés géneros:
Phlebotomus Rondani & Berte, 1840, Sergentomyia Franga e Parrot, 1920 e Chinius Leng,

1987.
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Tabela 3 - Classificacdo geral de flebotomineos ao nivel de subfamilia,

segundo Young e Duncan, 1994,

Posi¢do Taxonbmica  Classificacédo

Dominio Eukaryota Whittaker & Margulis, 1978
Reino Animalia Linnaeus, 1758

Filo Arthropoda Latreille, 1829

Classe Insecta Linnaeus, 1758

Ordem Diptera Linnaeus, 1758

Sub-ordem Nematocera Scopoli, 1786

Familia Psychodidae Newman, 1834
Subfamilia Phlebotominae Rondani, 1840

Com relagdo aos flebotomineos do Novo Mundo, estudos taxondmicos classicos
reconhecem trés outros géneros: Lutzomyia Franca e Parrot, 1920, Brumptomyia (Franca e
Parrot, 1921 e Warileyia Hertig, 1948 (LEWIS et al., 1977). Pschodopygus Mangabeira, 1941
tem sido elevado a nivel de género por alguns autores. (FRAIHA et al., 1971; FORATTINI,
1973; RYAN, 1986; READY et al., 1980), contudo, sua posi¢do taxondémica foi mantida neste
trabalho como um subgénero de Lutzomyia de acordo com as consideracdes de Lewis et al.,

1977; Young e Duncan, 1994; Rangel e Lainson, 2009.

Uma nova classificacdo proposta por GALATI (1995), com abordagem filogenética,
revisou a taxonomia dos flebotomineos do Novo Mundo em funcdo de caracteristicas
compartilhadas que sdo novidades evolutivas, separando-os em 31 géneros e 35 subgéneros.
Isto incluiu uma completa revisao e reorganizacdo das espécies da subfamilia Phlebotominae
em duas tribos (Hertigiini e Phlebotomini). A primeira foi dividida em duas subtribos
Hertigina e Idiophlebotomina, e a segunda em Phlebotomina, Australophlebotomina,
Brumptomiina, Sergentomiina, Lutzomiina e Psygodopygina. Tal classificacdo é uma
proposta recente que tem sido incorporada pelos pesquisadores, sendo nitidamente observada

pela nomenclatura zool6gica adotada em recentes publicacdes da area.
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Em 2003, GALATI et al. encontraram em uma caverna do Piaui um novo exemplar de
flebotomineo, o qual ndo se enquadrou em nenhum dos grupos taxondmicos atuais, visto ser
uma espécie com caracteristicas primitivas, a que foi proposto um novo género, Edentomia,
no qual se insere a nova espécie descoberta, E. piauiensis. Na América, pela classificacdo
classica, representa o quarto género de flebotomineos encontrado e 0 32° género desse grupo

pela classificacao filogenética.

4.6 — CARACTERES TAXONOMICOS

Os caracteres utilizados para a descricdo e identificacdo de flebotomineos tém sido
predominantemente morfologicos, referindo-se & morfologia externa e eventualmente a
morfologia interna. Para machos e fémeas de flebotomineos séo descritas estruturas externas e
internas que resistem ao processo de clarificacdo, método em que se utilizam substancias para
facilitar a visualizacdo destas estruturas, tais como o balsamo do Canada e o berlese (G.B.I.

Laboratories, Manchester, England).

A identificacdo de flebotomineos evoluiu nos Gltimos 25 anos, gracas ao emprego de uma
variedade de técnicas, 0 que concorreu para definir, de maneira mais clara, os ciclos de
transmissdo. Torna-se importante ressaltar que nem sempre é possivel fazer a identificacdo de
espécies muito proximas, ja que as fémeas antropdfilas, as que transmitem 0s parasitos ao
homem, podem ser morfologicamente muito similares. A importancia da correta identificacdo
dos flebotomineos esta diretamente associada as medidas de controle a serem implantadas,
bem como ao conhecimento do ciclo de transmissdo envolvendo sorodemas de Leishmania

que provocam diferentes respostas imunes. (RYAN, 1986).



32

Atualmente, a identificacdo e caracterizacdo de flebotomineos pode ocorrer mediante as
seguintes técnicas: morfometria (MARCONDES et al., 1998), analise dos perfis bioquimicos
por eletroforese de isoenzimas (MILES e WARD, 1978), andlise dos hidrocarbonetos da
cuticula e hibridizacdo de DNA com sondas especificas que reconhecem diferentes espécies
de flebotomineos morfologicamente semelhantes (READY et al., 1991). O sequenciamento
genético, analises de DNA recombinante de determinadas populacGes e/ou espécies cripticas
também tem sido documentado. Na pesquisa de polimorfismos em Lu. (Nyssomyia) withmani
sensu lato Antunes & Coutinho, 1939, varios trabalhos ja identificaram populagdes distintas,
isoladas geograficamente (RANGEL et al., 1996; READY, et al., 1998; ISHIKAWA et al.,

1999; COSTA, 2005).

A descricdo morfolégica das espécies é ainda o método primario de identificacdo de
flebotomineos. Ao longo do século XX este método de descricdo proporcionou o
conhecimento de praticamente todas as espécies conhecidas até hoje, sobretudo na década de
40 (figura 3). Os estudos de flebotomineos no estado do Para tem sido expressivos hd muitos
anos pelos trabalhos de diversos pesquisadores com atencdo dirigida a grupos de interesse
epidemioldgico, rendendo assim a descri¢do de pelo menos 50 espécies pelo Instituto Evandro
Chagas desde a década de 30 até 1986, quando a ultima espécie foi descrita (FRAIHA e

RYAN, 1986).
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Figura 3 — Numero de descri¢des de flebotomineos ao longo da linha do tempo, no século XX.
(CIPA GROUP, 1993).

A proposta do Computer- aided Identification of Phlebotomine sandfies of America
(CIPA) GROUP (1991), de padronizar as descri¢cdes dos flebotomineos americanos, indica
que a morfologia permanecerd ainda por muitos anos como o principal método no
reconhecimento e descri¢do das espécies. Entretanto, ndo se colocam em descarte os métodos
moleculares e bioquimicos mencionados, extremamente Uteis na diferenciacdo de espécies
cripticas, grupos ndo taxondmicos e complexos de espécies, pois apesar da boa conservacao
morfolégica dos flebotomineos ap6s montagem a identificacdo de algumas espécies e a
visualizacdo de certas estruturas tornam-se dificeis devido ao tamanho reduzido destes
insetos. Diferencas morfologicas extremamente sutis dificultam também o processo de

identificacdo (LANE, 1988).

Quanto a ascensdo de métodos moleculares na protozoologia e na entomologia de
flebotomineos, sabe-se que estudos de diversidade genética sdo fundamentais e auxiliam na
compreensdo de mdltiplos padrdes clinicos que as leishmanioses podem assumir.

Variabilidades genéticas encontradas em parasitos isolados de localidades diferentes podem
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apresentar diferencas moleculares significantes, coincidentes com diferentes formas clinicas
apresentadas. Isto também pode ser entendido na questdo dos vetores. Por exemplo, o fato de
Lu. longipalpis ser, atualmente, considerada um complexo de espécies (BAUZER et al, 2007),
poderia talvez ajudar a explicar as diferentes manifestac@es clinicas da leishmaniose visceral

nas Ameéricas, até hoje nao totalmente aclaradas (LAINSON e RANGEL, 2005).

4.6.1 - Aspectos Morfolégicos

A cabeca dos flebotomineos € larga e achatada no sentido dorso-ventral, sendo o didmetro
transverso ao nivel dos olhos geralmente um pouco maior que o diametro longitudinal. Os
olhos sdo formados por um nimero variavel de omatideos, negros e muito grandes, ocupando

parte das faces antero-laterais (GALATI, 2003").

As pecas bucais sdo do tipo sugador pungitivo, formadas pelo labro, um par de

mandibulas, hipofaringe, um par de maxilas e labio (YOUNG e DUNCAN, 1994).

O cibario (figura 4) é uma cavidade formada por placas de escleritos dorsoventrais que se
unem nas laterais, onde sdo mais esclerosadas e constituem os escleritos laterais. Na margem
posterior da face ventral podem estar presentes varios conjuntos de dentes, ocupando areas e
diferentes posicdes em relacdo ao lumen e que constituem a armadura bucal (GALATI,

2003).
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DENTES LATERAIS

AREA PIGMENTADA

Figura 4 — Cibario de Lutzomyia longipalpis. Estruturas observadas nos estudos
morfolégicos acompanhadas de setas indicadoras (Foto: Thiago V. Santos).

O tdrax é constituido pelo protérax, muito reduzido e pouco visivel, 0 mesotorax, bem
desenvolvido e que forma a maior parte do torax, e 0 metatdrax, também relativamente pouco
desenvolvido. O pronoto é pequeno e se encontra recoberto pelo mesonoto, que é muito

desenvolvido (FORATTINI, 1973).

Quanto as asas (figura 5), as nervuras transversais sdo em nimero de 6 e se acham
situadas todas na metade basal das asas. Sdo intensamente pilosas, em repouso sua posicao é
ereta e divergente, de onde vem a terminologia popular “orelha de veado”. O sistema proposto
por REDTENBATCHER (1886) apud MCALPINE (1981) reconhece estas seis veias

primarias: costa (C), subcosta (Sc), radial (R), média (M), cubital (Cu) e anal (A).
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Figura 5- Asa de Phlebotominae com parametros de calculos de morfometria alar. Lutzomyia antunesi
(foto: Thiago V. Santos).

Tém sido mencionadas varias medidas de veias alares, desde o inicio dos estudos
sistematicos. As mais empregadas sdo: largura da asa, obtida em seu ponto mais largo;
comprimento da asa, comprimento de Rs comprimento do ramo R; (a), comprimento do ramo
R2:+3 (B), comprimento do ramo Rp:z+a (y), comprimento da distdncia entre o ponto de
bifurcacdo de R;R; e a extremidade de R; (), comprimento da disténcia entre os pontos de
bifurcacdo de R2:3R4 € a M1M; (1) (McALPINE, 1981). As raz0es alares propostas por Franca
(1919) também podem ser utilizadas, e dentre as mais importantes, destaca-se o indice alar,

que é a razdo a./ P.

As patas sdo longas, delgadas e recobertas de escamas curtas e largas, com algumas
cerdas finas e longas entremeadas. Compdem-se de coxa, trocanter, fémur, tibia e tarso
pentarticulado. A razdo entre os comprimentos de alguns segmentos das pernas tem sido util
na separacao de espécies ou de grupos, tais como: fémur/tibia, tarsbmero I, tarsémero

+11+IV+V (MCALPINE, 1981).
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O abddémen consta de 10 segmentos, sendo os dois Ultimos modificados para
constituir o aparelho genital externo, terminalia, genitalia, ou hipopigio. Os segmentos
abdominais propriamente ditos ndo apresentam caracteres de importancia, salvo a existéncia
de cerdas sobre alguns tergitos (superficie dorsal). Nas fémeas, a porcdo final do abdome é
ligeiramente arredondada, sendo os Ultimos segmentos telescopados. Nos machos, 0 9° e o
10° segmentos sdo bifurcados e compdem, juntamente com outros elementos, a genitalia

masculina (YOUNG e DUNCAN, 1994).

O aparelho genital masculino externo constitui, no macho, a armadura genital que se
compde de basistilos, dististilos, edeago, parameros e lobos laterais (figura 6). O aparelho
genital feminino externo compde-se se de 2 pares de apéndices curtos e de aspecto foliaceo;

um superior ou dorsal, maior, e outro inferior ou ventral, menor (FORATTINI, 1973).

' MCULADORA

ESPINHOS

PARAMEROS

LOBOS LATERAIS

N\ 50pm
FILAMENTO EJACULADOR ——p | -

Figura 6 - Genitdlia externa de macho de flebotomineo Luzomyia antunesi. Estruturas
observadas nos estudos morfolégicos acompanhadas de setas indicadoras (Foto: Thiago V.
Santos).
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Quanto a morfologia interna, o aparelho digestivo consta da cavidade bucal, esdfago,
estdmago e intestino (figura 7). O intestino pode ser subdividido em intestino anterior, médio
e posterior (CHAPMAN, 1998). Como glandulas anexas do tubo digestivo temos: as
glandulas salivares (ndo apreciadas na figura) e os tubos de Malpighi. As glandulas salivares
sdo em numero de duas. Acham-se situadas ventralmente, de cada lado da parte anterior do
torax; sdo esféricas e revestidas por uma s6 camada de epitélio cubico. Os tubos de Malpighi
sdo em numero de quatro, que se unem dois a dois imediatamente antes de se abrirem no

intestino, logo apds a unido deste com o estdbmago (JOBLING, 1987).

Intestino Intestino Intestino
anterior médio posterior

—r

Piloro 180 Tapulos de
Diverticulo Malpighi

Figura 7 - llustracdo do aparelho digestivo de flebotomineo. Phleobotomus papatasi (JOBLING,
1987).

A morfologia do aparelho genital masculino consiste em 2 testiculos ovalares, com a
extremidade distal ou anterior afilada, que lancam os espermatozdides; 2 canais deferentes

curtos e relativamente grossos; 1 vesicula seminal fusiforme. Associados ao edeago seguem



39

as estruturas internas: dutos ejaculadores, bomba ejaculadora, e esta Gltima se subdivide em

pavilhdo, pistdo, haste esclerosada e cadmara ejaculadora.

Na fémea, as estruturas internas constam das seguintes partes: dois ovarios, ovoides;
dois ovidutos curtos, que logo se fundem logo em um canal ovariano; a vagina que se abre
externamente pelo orificio genital. As espermatecas (flgura 8) constam de trés partes: uma
porcdo distal ou cabeca, revestida de cerdas ou pelos e provida ou ndo de colo adelgacgado;
uma porcdo mais volumosa, 0 corpo; outra porcdo terminal, ou duto, mais delgada que o

corpo.

Figura 8 - Principais estruturas a serem observadas na caracterizacdo de fémeas de flebotomineos.
genitalia feminina interna de Lutzomyia monstruosa. (Fotos: Thiago V. Santos).
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A partir deste conhecimento, podem-se distinguir determinadas espécies com base em
sutis e notaveis diferencas nas estruturas de maior interesse taxondémico, sendo que nas
fémeas estas estruturas sdo representadas pelas espermatecas e pelo cibario, e no caso dos
machos, pela genitalia ou terminalia. Nas espermatecas, observa-se o formato das estruturas,
comprimento dos dutos, consisténcia, esclerotinizacao, cabeca, quantidade de anéis, tamanho,
presenca de dutos individuais, aspecto da forquilha genital. No cibario, observa-se sua
esclerotinizacdo, forma do arco, e principalmente a quantidade, tamanho e conformacgéo dos
dentes, caracteres imprescindiveis na confirmacdo em caso de duvida na identificacdo pelas
espermatecas. A terminalia dos machos é estrutura bastante variavel de espécie para espécie,
sendo os caracteres mais utilizados na identificacdo a quantidade de espinhos e sua
distribuicdo, pilosidade das estruturas, presenca de tufos, tamanho das pecas, formato, com
énfase a estruturas especiais como o paramero e o edeago, compreendendo a taxonomia falica

(FORATTINI, 1973; RYAN, 1986).

4.7 - SUBGENERO Psychodopygus

Octavio Mangabeira Filho, ao estudar os flebotomineos do Parad fornecidos ao mesmo
pelo Servico de Estudo das Grandes Endemias, érgdo responsavel pelo controle das doencas
enémicas da regido, encontrou 3 espécies que, quando observou os aspectos da genitalia,
principalmente o segmento distal da gonapéfise superior, muito se assemelhavam com as do
género Psychoda, fazendo-o supor tratar-se de um grupo primitivo de Phlebotomus. Deste
modo, as espécies descritas, foi sugerida e inteiramente justificada a separacdo em um novo

subgénero (MANGABEIRA FILHO, 1941).

Sdo flebotomineos de coloracdo variada, completamente palido ao marrom escuro,

possuem ascoides antenais simples, palpdmero 5 muito pequeno, menor que o comprimento
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do palpébmero 3. Olhos grandes, cibario com 4 a 8 dentes horizontais e dentes verticais com
intensa variabilidade em numero. Faringe inerme, fémeas com espermatecas imbricadas de
aspecto telescopado. Nos machos séo encontrados de 1 a 6 grandes ou pequenos espinhos do

dististilo, paramero simples ou altamente modificado (YOUNG e DUNCAN, 1994).

As espécies de Psychodopygus (abreviada como Ps.) eram agrupadas na primeira
revisdo taxondmica informalmente em 3 ou mais séries ou complexos, baseados em caracteres
masculinos e usualmente femininos (MARTINS et al., 1978). A partir destas considerac¢des 0s
mesmos autores e YOUNG e DUNCAN (1994) classificaram este subgénero nas seguintes
séries: 1-squamiventris, machos com dististilo apresentando um espinho terminal e trés cerdas
menores sub-apicais, paramero com uma fila de cerdas sub-transversas, basistilo bilobado ou
ndo; 2- guyanensis: machos apresentando dististilo como grande espinho terminal e trés
cerdas ou espinhos sub-apicais menores; 3- davisi: machos apresentando cinco espinhos no
dististilo; 4-panamensis: pardmero sem armadura dorsal. Alguns flebotomineos ainda
permanecem a categoria de subspécies, entretanto a maioria ja estd elevada a categoria
especifica (DUJARDIN e LE PONT, 2000). A partir dos anos 2000, pode-se considerar que,
com andlise filogenética, a classificacdo segue aproximadamente 34 espécies descritas em 6

séries distintas, conforme a tabela 4 (GALATI, 2003a).

Estes flebotomineos possuem distribuicdo restrita a areas florestais e, com algumas
excecOes podem ser encontrados em domicilios humanos. As espécies deste subgénero estéo
amplamente distribuidas no territorio brasileiro, sendo algumas incriminadas como vetoras de
Leishmania, com grande importacia epidemioldgica devido a suas caracteristicas antropofilas,
picando a espécie humana diuturnamente, mesmos nos dias claros e com sol a pino, a
exemplo da série squamiventris, cujas espécies pertencentes sdo todas antropofilas, e pelo

menos 4 sdo incriminadas como vetoras de Leishmania, mais especificamente as espécies do
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subgénero Viannia (FRAIHA, SHAW e LAINSON, 1971; READY et al., 1984; RYAN,

1986; YOUNG e DUNCAN, 1994; RANGEL e LAINSON, 2009).

Tabela 4 — Espécies de Psychodopygus descritas e agrupadas em suas respectivas séries.

SERIE ESPECIE

arthuri Lutzomyia (Psychodopygus) lloydi Antunes, 1937
Lu. (Ps.) matosi Barreto & Zago Filho, 1956

Lu. (Ps.) arthuri Fonseca, 1936
bispinosa Lu. (Ps.) bispinosa Fairchild & Hertig, 1951
chagasi/squamiventris Lu. (Ps.) bernalei Osorno-Mesa, Morales & Osorno, 1967
Lu. (Ps.) fairtigi Martins, 1970
Lu. (Ps.) leonidasdeanei Fraiha, Ryan, Ward, Lainson & Shaw, 1986
Lu. (Ps.) complexa Mangabeira Filho, 1941
Lu. (Ps.) wellcomei Fraiha, Shaw & Lainson, 1971
Lu. (Ps.) chagasi Costa Lima, 1941
Lu. (Ps.) killicki Feliciangeli, Ramirez-Pérez & Ramirez, 1988
Lu. (Ps.) douradoi Fé, Freitas & Barret, 1998
Lu. (Ps.) squamiventris maripaensis Floch & Abonnenc, 1946
Lu. (Ps.) squamiventris squamiventris Lutz & Neiva, 1912
davisi Lu. (Ps.) davisi Root, 1934
Lu. (Ps.) claustrei Abonnenc, Léger e Fauran, 1979
Lu. (Ps.) amazonensis Root, 1934
guyanensis Lu. (Ps.) lainsoni Fraiha & Ward, 1974
Lu. (Ps.) corossoniensis Le Pont & Pajot, 1978
Lu. (Ps.) geniculata Mangabeira Filho, 1941
Lu. (Ps.) guyanenis Floch & Abonnenc, 1941
Lu. (Ps.) dorlinsis Le Pont & Desjeux, 1988
panamensis Lu. (Ps.) llanosmartinsi Fraiha & Ward, 1980
Lu. (Ps.) recurva Young, 1973
Lu. (Ps.) panamensis Shannon, 1926
Lu. (Ps.) nicaraguensis Faichild & Hertig, 1961
Lu. (Ps.) hirsuta Mangabeira Filho, 1942
Lu. (Ps.) ayrozai Barretto & Coutinho, 1940
Lu. (Ps.) fairchildi Barretto, 1966
Lu. (Ps.) carrerai Barreto, 1946
Lu. (Ps.) thula Young, 1979
Lu. (Ps.) paraensis Costa Lima, 1941
Lu. (Ps.) nocticola Young, 1973
Lu. (Ps.) yucumensis Le Pont, Caillard, Tibayrenc & Desjeux, 1986
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5 - MATERIAL E METODOS
5.1 - CAPTURA DE ESPECIMES

Os flebotomineos utilizados no estudo foram capturados pela equipe de entomologia
do Laboratério de Leishmanioses do Instituto Evandro Chagas, com os mais variados tipos de
armadilhas, como CDC, Shannon, Disney, armadilha de caixa e diretamente em troncos de

arvores, visto que algumas espécies s6 podem ser coletadas por meio de iscas especificas.

ApoOs captura, os insetos apreendidos nas armadilhas foram coletados com auxilio de
um aspirador de Castro ou de um simples pincel, identificados a olho nu até o nivel de
subfamilia (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) e armazenadas em tubos contendo alcool a

70%.

5.2 - MONTAGEM E PRESERVACAO DE ESPECIMES

Os flebotomineos mantidos em alcool a 70% foram lavados com sabdo neutro diluido
com salina a 0,9%, com a finalidade de retirar todos os pélos existentes no corpo dos
espécimes. Em seguida foram lavados duas vezes com solucdo salina para eliminar o excesso
de sabdo. Apos as sucessivas lavagens, foram classificados com base na morfologia externa e
realizada a monagem em lamina microscopica com auxilio de uma lupa entomoldgica. As
laminas foram identificadas com os seguintes dados: data, localidade, sexo, método de

captura, além da rubrica do identificador.

A montagem foi realizada da seguinte maneira: Para espécimes fémea foram colocadas
duas gotas de berlese; em seguida, com auxilio de estiletes cortou-se o flebotomineo em trés

partes (cabeca, torax e abdome), a cabeca com a parte bucal virada para cima; o térax na
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posicdo latero-lateral, com as asas e pernas na vertical e por Gltimo o abdémen na posi¢cdo
dorso-ventral, com a parte ventral para cima. No caso dos machos, na lamina colocaram-se
duas gotas de berlese; em seguida, o flebotomineo foi posicionado horizontalmente sobre a
gota, com as asas e pernas na vertical. O material assim montado foi coberto com laminula de
vidro e levado ao microscopio bacteriolégico para identificacdo. O tempo para a manipulacao
das laminas apés a montagem foi de no maximo 12 horas As laminas eram mantidas na
horizontal, enquanto sucessivas complementacdes do berlese que secava com o0 passar do

tempo entre a lamina e a laminula conferiram qualidade a preparacéo.

5.3 - SELECAO DO MATERIAL

Foram selecionadas de um total de 5000 laminas, somente as que apresentavam
melhor qualidade de visualizacdo de flebotomineos do subgénero Psychodopygus capturados
nos diversos ecotopos do estado do Para no periodo de 1970 a 2009, compreendendo uma
fauna de 17 espécies, distribuidas em quatro grupos ou séries (bispinosa, davisi,
squamiventris e panamensis), sendo que esta composi¢do ndo significa o encontro de ambos
0s sexos. O material selecionado foi composto substancialmente por espécimes constituintes
do acervo do Insetério de Flebotomineos do Laboratério de Leishmanioses do Instituto
Evandro Chagas montados a partir de 1970 capturados em expedicdes de campo no territorio
paraense, previamente identificados por técnicos e entomologos, de acordo com a
classificagdo proposta por Young e Duncan (1994), montados em goma de Berlese

(LANGERON, 1949; CERQUEIRA, 1943).

Como o IEC desenvolve estudos entomoldgicos em Serra dos Carajas com intuito de
esclarecer o processo salde doenca frente as diversas alteracdes que a area vem sofrendo, esta

compreende uma das mais diversificadas faunas flebotominicas estudadas até o momento e a
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disponibilizacdo de material a fresco é fundamental na obtencdo de imagens em boa

qualidade, utilizamos também material proveniente dos estudos da regido.

5.4 - CAPTURA DE IMAGENS

As imagens das espécies foram obtidas com auxilio de trés sistemas de captura: 1)
Sistema Axiostar (Zeiss®), composto por um microscopio de campo claro e uma camera
digital Firewire acoplada a um computador para visualizagao via software Axiovision®, com
aquisicdo, captura e morfometria em tempo real, com definicdo méaxima de 12 megapixels
(MP). Este sistema esteve disponivel no Laboratério de Leishmanioses do IEC e no
Laboratorio de Transmissores de Leishmanioses da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ);
2) Sistema Canon®, composto por uma camera digital de 8MP acoplada via “fototubo” a um
microscépio de campo claro, disponivel no Insetario de Flebotomineos do IEC; 3) Sistema
amador de captura, composto por uma camera digital Canon de 7MP sobreposta diretamente
na ocular do microscépio de campo claro com auxilio da destreza manual do operador,
disponivel nas viagens de campo. A multipla opcao de sistemas de captura esteve relacionada
com a disponibilidade dos equipamentos nos diferentes laboratérios em que foi realizado o

estudo.

Foram realizados varios registros fotograficos de cada lamina selecionada com
diferentes ajustes micrométricos, de condensacdo e contraste de luz, para selecdo de apenas
uma imagem avaliada qualitativamente com melhor definicdo, nitidez ou resolucdo pela

equipe técnica.
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As imagens obtidas foram organizadas em ordem alfabética, armazenadas em banco
de dados informatizado, obedecendo a seus grupos taxondmicos por subgénero, grupo e série,

a fim de facilitar sua utilizacdo por parte dos interessados.

Foram utilizadas as imagens de Forattini, 1973, Ryan, 1986, Young e Duncan,
1994 e Galati, 2003 como padrdo comparativo entre as imagens capturadas e expostas nas
pranchas. Quando possivel, também foram incluidas as imagens de descri¢cbes originais e

revisdes taxonémicas de Psychodopygus.

5.5 - TRATAMENTO DAS IMAGENS

Para o tratamento das imagens utilizamos o software Adobe Photoshop CS4e na
limpeza de estruturas despreziveis na identificacdo, como manchas, sujeiras, cerdas,

fragmentos, evitando o desvio da atencdo na observacdo das imagens.

A focalizacdo das estruturas mais importantes para cada espécie foi realizada por meio
da inclusdo de setas indicadoras nas imagens e uma legenda referente a cada seta,
devidamente numerada. A edicdo de textos, marcacdes, paginacdes foi realizada mediante o

uso do software Corel Draw 11.0® (Corel Photo Paint).

Para cada espécie redescrita em imagem constaram no minimo trés fotografias. No
caso dos machos foi fotografada a genitélia, e no caso das fémeas foram fotografados a
espermateca e o cibario. Algumas espécies necessitaram de fotografias adicionais de outras
estruturas ou 6rgdos. A apresentacdo das pranchas seguiu a seqliéncia das séries apresentadas
e similaridades interespecificas de acordo com a chave de identificacdo de Young e Duncan

(1994), respeitada a auséncia de espécies ndo pertencentes ao objeto de estudo.
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6 - RESULTADOS

Do total de 2105 laminas, foram capturadas 222 imagens de flebotomineos
provenientes de diversos municipios do estado do Para por meio do sistema utilizado no
estudo. Um banco de dados contendo 344 arquivos em 17 pastas referentes as diferentes
espécies de Psychodopygus foram formados no decorrer da coleta de dados no Laboratério de
Transmissores de Leishmanioses/ Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ) e no Laboratério
de Leishmanioses/ IEC-PA, correspondente a 17 espécies do subgénero encontradas até o

momento no estado do Paré (tabela 5).

Tabela 5 — Flebotomineos do subgénero Psychodopygus provenientes do acervo entomoldgico do Laboratério
de Leishmanioses - IEC utilizados na captura de imagens.

SERIES ESPECIE LAMINAS IMAGENS %*
série bispinosa Lu. (Ps.) bispinosa 36 16 44
série squamiventris Lu. (Ps.) leonidasdeanei 66 17 25
Lu. (Ps.) complexa 328 8 2

Lu. (Ps.) wellcomei 226 6 2

Lu. (Ps.) chagasi 78 11 14

Lu. (Ps.) squamiventris maripaensis 166 18 10

Lu. (Ps.) squamiventris squamiventris 165 30 18

série davisi Lu. (Ps.) davisi 254 6 2
Lu. (Ps.) claustrei 124 24 19

Lu. (Ps.) amazonensis 121 13 10

série guyanensis Lu. (Ps.) lainsoni 85 18 21
Lu. (Ps.) corossoniensis 60 7 11

Lu. (Ps.) geniculata 70 10 14

série panamensis Lu. (Ps.) hirsuta 95 5 5
Lu. (Ps.) ayrozai 58 8 13

Lu. (Ps.) carrerai 98 7 7

Lu. (Ps.) paraensis 75 18 24

TOTAL 2105 222

* Porcentagem de aproveitamento de Iaminas para fotografia
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6.1 - SERIE bispinosa

Figura 9 - Fotomicrografia digital de macho de Lu.(Ps.) bipinosa. A: genitalia masculina. B: detalhe dos
espinhos do dististilo em outra magnitude e micrometragem. C: ampliagdo do pardmero e edeago.

Figura 10 - llustracdes de genitalias de macho de Lu.(Ps.) bipinosa em chaves de identificagdo. A: Forattini,
1973, B: Ryan, 1986, C: Young & Duncan, 1994.
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Figura 11 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps.) bispinosa. A: espermateca,seta indicando extremidade
arredondada da forquilha genital. B: cibario, seta indicando disposicao dos dentes verticais. C: Torax.

Figura 12 - llustracGes de fémea de Lu.(Ps.) bispinosa em chaves de identificacdo. A: cibario e espermateca em
Forattini, 1973, B: espermateca em Ryan, 1986, C: espermateca em Young & Duncan, 1994,
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6.2- SERIE squamiventris

100pum

Figura 13 - Fotomicrografia digital de macho de Lu. (Ps.) leonidasdeanei. A: genitalia masculina, seta indicando
paramero. B: detalhe do paramero e caracteristica projecdo de armadura dorsal.

Figura 14 - llustracGes de genitalia de macho de Lu.(Ps.) leonidasdeanei em chaves de identificacdo. A: Ryan,
1986. B: Fraihaetal., 1986; C: Young & Duncan, 1994,
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Figura 15 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps.) leonidasdeanei. A: espermateca, seta indicando
espessamento e rugosidade do duto individual. B: cibario. C: térax

Figura 16 - llustracdes de fémea de Lu.(Ps.) leonidasdeanei em chaves de identificacdo. A: espermateca em
Ryan, 1986. B: espermateca em Fraiha et al., 1986; C: espermateca e cibario em Young & Duncan, 1994,
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Figura 17 - Fotomicrografia digital de macho de Lu. (Ps) complexa. A: genitalia de macho, seta indicando
implantagdo do apéndice do parémero. B: projecdo da armadura dorsal do pardmero. C: edeago e base do
pardmero destacados.

Figura 18 - llustracGes de genitalia de macho de Lu.(Ps) complexa em chaves de identificacdo. A: Mangabeira
Filho, 1941. B: Ryan, 1986. C: Young & Duncan, 1994,
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.

Figura 19 - Fotomicrografia digital de macho de Lu.(Ps) wellcomei. A: genitalia de macho. B: detalhe do
dististilo, C: paramero, de fundamental importancia na distin¢do de Lu. (Ps.) wellcomei.

Figura 20 - llustrac6es de macho de Lu.(Ps) wellcomei em chaves de identificacdo. A: genitalia em Ryan, 1986.
B: genitalia e aparelho ejaculador (bomba e filamentos) em Young & Duncan, 1994,
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Figura 21 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps) wellcomei/ complexa, seta indicando rugosidade do
duto individual. A: espermateca. B: cibario. C: térax.

0-05

Figura 22 - llustracGes de fémea de Lu.(Ps) wellcomei/complexa em chaves de identificagdo. A: espermateca em
Ryan, 1986; B: espermateca e cibario em Young & Duncan, 1994.
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Figura 23 - Fotomicrografia digital de macho de Lu.(Ps) chagasi. A: genitalia de macho. Seta destacando
posicdo do paramero. B: destaque do paramero, seta indicando implantacéo de cerdas em porgéo subterminal da
estrutura.

Figura 24 - llustragdes de macho de Lu.(Ps) chagasi em chaves de identificagcdo. A: genitalia em Ryan, 1986; B:
genitalia em Young & Duncan, 1994; C: detalhe do paramero em Galati, 2003.
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Figura 25 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps) chagasi. (espermateca).

Figura 26 - llustragBes de fémea de Lu.(Ps) chagasi em chaves de identificacdo. A: Espermateca em Ryan,
1986; B: Cibario e espermateca em Young e Duncan, 1994; C: Térax em Fé et al., 1998.
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Figura 27 - Fotomicrografia digital de macho de Lu.(Ps) squamiventris squamiventris.A: genitalia de macho.
Seta indicando localizagdo da extremidade do paramero. B: dististilo destacado. C: detalhe da projecdo do
paramero.

Figura 28 - llustra¢des de macho de Lu.(Ps) squamiventris squamiventris em chaves de identificagdo. A:
extremidade do paramero em Ready et al., 1982; B: genitalia em Ryan, 1986; C: Extremidade do paramero em
Young & Duncan, 1994,
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Figura 29 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps)squamiventris squamiventris. A: espermateca. B: torax,
seta indicando pigmentacdo do pronoto.

Figura 30 - llustracBes de fémea de Lu.(Ps) squamiventris maripaensis em chaves de identificacdo A:
espermateca em Ready et al., 1982 ( mesma ilustragdo em Ryan, 1986); B: térax em Young & Duncan, 1994.
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Figura 31 - Fotomicrografia digital de macho de Lu.(Ps) squamiventris maripaensis. A: genitalia de macho. B:
detalhe da proje¢éo do paramero. C: extremidade do filamento genital, em forma de cartucho.

C

Figura 32 - llustracbes de macho de Lu.(Ps) squamiventris maripaensis em chaves de identificacdo A:
Extremidade do paramero em Ready et al., 1982; B: genitalia em Ryan, 1986; C: parameto em Young &
Duncan, 1994.
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Figura 33 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps) squamiventris maripaensis. A: espermateca. B: cibario.
C: torax, seta indicando auséncia de pigmentagdo do pronoto.

Figura 34 - llustrages de fémea de Lu.(Ps) squamiventris maripaensis em chaves de identificagdo. A:
Espermateca e cibario em Forattini, 1973; B: espermateca em Ryan, 1986; C: espermateca emYoung & Duncan,
1994,



61

6.3 - SERIE davisi

Figura 35 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps.) davisi. A: genitadlia de macho, seta indicando
disposicdo dos espinhos basais. B: detalhe da projecdo do braco lateral. C: térax, setas indicando pigmentagdo
marrom escura no pronoto e paratergito e palidez do escutelo.

Figura 36 -llustracBes de macho de Lu.(Ps) davisi em chaves de identificagdo. A: Ryan, 1986; B: Young &
Duncan, 1994.



62

Figura 37 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps.) davisi. A: espermateca, seta indicando rugosidade na
porcdo distal do duto comum. B: cibério, seta indicando disposi¢do dos dentes verticais.

0.0

Figura 38 - llustracdes de fémea de Lu.(Ps) davisi em chaves de identificagdo. A: cibario e espermateca em
Forattini, 1973; B: Young & Duncan, 1994, C: Galati, 2003a.
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espinhos do dististilo, seta indicando implantagdo dos espinhos proximais. C: pardmero, seta indicando aspecto
foliaceo das cerdas.

Figura 40 - llustracdes de macho de Lu.(Ps) claustrei em chaves de identificacdo. A: genitalia em Ryan, 1986;
B: genitalia e aparalho ejaculador (bomba e filamentos) emYoung & Duncan, 1994,
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Figura 41 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps) claustrei. A: espermateca. B: cibario. C: torax, setas
indicando pigmentacdo do pronoto, pré-escudo e escutelo.

Figura 42 - llustractes de fémea de Lu.(Ps) claustrei em chaves de identificagdo. A: espermateca em Ryan,
1986; B: espermateca e cibario em Young & Duncan, 1994,
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Figura 43 - Fotomicrografia digital de macho de Lu.(Ps) amazonensis. A: genitalia. B: térax, setas indicando a
fraca pigmentacéo do pronoto e pré-escudo. C: destaque do paramero, seta indicando dilatagéo latero-inferior do
edeago.

Figura 44 - llustragBes de macho de Lu.(Ps) amazonensis em chaves de identificagdo. A: Forattini, 1973; B:
Ryan, 1986; C: Young & Duncan, 1994,
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Figura 45 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps) amazonensis. A: espermateca. B: cibario.

Figura 46 - llustracGes de fémea de Lu.(Ps) amazonensis em chaves de identificacdo. A: cibario e espermateca
em Forattini, 1973; B: espermateca em Ryan, 1986; C: espermateca e cibario (variagdes) em Young & Duncan,
1994,
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6.4- SERIE guyanensis

Figura 47 - Fotomicrografia digital de macho de Lu.(Ps.) lainsoni. A: genitalia masculina. B: detalhe de sec¢do
longitudinal da genitdlia. C: detalhe da armadura dorsal do pardmero, de caracterizacdo especifica, seta
indicando implantacdo de cerdas na armadura dorsal.

Figura 48 - llustracBes de macho de Lu.(Ps.) lainsoni em chaves de identificacdo. A: Ryan, 1986; B: Young &
Duncan, 1994.
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Figura 50 - llustracfes de fémea de Lu.(Ps.) lainsoni chaves de identificacdo. A: espermateca em Ryan, 1986;
B: espermateca e cibario emYoung & Duncan, 1994,
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Figura 51 - Fotomicrografia digital de macho de Lu. (Ps.) corossoniensis. A: genitalia masculina, seta indicando
forma do paramero.

Figura 52 - Ilustrac6es de macho de Lu.(Ps.) corossoniensis em chaves de identificacdo. A: genitalia em Ryan,
1986; B: genitalia e paramero em destaque emYoung & Duncan, 1994.
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Figura 53 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps.) corossoniensisA: espermateca, seta indicando
estreitamento da parte distal do duto comum antes da bifurcacéo dos dutos individuais, B: cibario; C: torax.

Figura 54 - llustracBes de fémea de Lu.(Ps.) corossoniensis em chaves de identificacdo. A: Ryan, 1986; B:
Young & Duncan, 1994,
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Figura 55 - Fotomicrografia digital de macho de Lu.(Ps.) geniculata. A: genitalia masculina, seta indicando
pardmero. B: detalhe do pardmero.

A 02

Figura 56 - llustracbes de macho de Lu.(Ps.) geniculata em chaves de identificacdo. A: genitalia em
Mangabeira, 1941. B: genitalia em Ryan, 1986. C: detalhe do pardmero em Young & Duncan, 1994.
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Figura 57 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu. (Ps.) geniculata. A: espermateca , seta indicando
estreitamento do duto comum na regido distal, préxima a bifurcacdo dos dutos comuns; B: cibario; C: tdrax.

Figura 58 - llustracdo de fémea de Lu.(Ps.) geniculata em chaves de identificacdo. Ryan, 1986.
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6.5 — SERIE panamensis

Figura 59 - Fotomicrografia digital de macho de Lu.(Ps.) hirsuta. A: genitalia masculina, seta indicando
implantacdo caracteristica das cerdas, B: detalhe dos espinhos do dististilo, C: ampliacdo das cerdas do
pardmero.

Figura 60 - llustracBes de macho de Lu.(Ps.) hirsuta em chaves de identificacdo. A: Mangabeira, 1942; B: Ryan,
1986; C: Young & Duncan, 1994.
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Figura 61 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps.) hirsuta. A: espermateca. Seta indicando estreitamento
de duto individual; B: torax.

Figura 62 - llustracbes de fémea de Lu.(Ps.) hirsuta em chaves de identificacdo. A: espermateca em Ryan,
1986; B: cibario e espermateca emYoung & Duncan, 1994,
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Figura 63 - Fotomicrografia digital de macho de Lu. (Ps.) ayrozai. A: genitalia maculina, seta indicando
disposicdo das cerdas do paramero. B: ampliacdo da estrutura.

A

Figura 64 - llustracbes de macho de Lu.(Ps.) ayrozai em chaves de identificacdo. A: genitalia em Forattini,
1973; B: genitpalia em Ryan, 1986; C: genitalia e torax em Young & Duncan, 1994.
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Figura 65 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps.) ayrozai. A: espermateca, seta indicando estriacdo do
terco distal do duto comum. B: cibario, seta indicando disposicdo inclinada em 45° dos dentes horizontais.

Figura 66 - llustracBes de fémea de Lu. (Ps.) ayrozai em chaves de identificagdo. A: espermateca em Ryan,
1986, B: cibario e espermateca em Young & Duncan, 1994. C: espermateca em Galati, 2003.
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Figura 67 - Fotomicrografia digital de macho de Lu. (Ps.) carrerai. A: genitalia masculina. B: detalhe do
paramero; C: térax.

Figura 68 - llustracdes de macho de Lu. (Ps.) carrerai em chaves de identificacdo. A: genitalia em Ryan, 1986.
B: genitalia em Young & Duncan, 1994.
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Figura 69 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps.) carrerai. A: espermateca, A’: Detalhe da projecdo em
“V” invertido do duto comum. B: cibério.

Figura 70 - lustracGes de macho de Lu.(Ps.) carrerai em chaves de identificacdo. A: espermateca em Ryan,
1986; B: espermateca e térax em Young & Duncan, 1994,
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Figura 71 - Fotomicrografia digital de macho de Lu.(Ps.) paraensis. A: genitalia masculina. B: detalhe do
paramero, setas indicando divergéncia das cerdas, area pigmentada na base do paramero.
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Figura 72 - llustragcBes de macho de Lu.(Ps.) paraensis em chaves de identificacdo. A: Ryan, 1986; B: Young &
Duncan, 1994.
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Figura 73 - Fotomicrografia digital de fémea de Lu.(Ps.) paraensis. A: espermateca. B: torax, seta indicando
coloragdo marrom escura das coxas anteriores.

0.05

Figura 74 - llustracBes de fémea de Lu.(Ps.) paraensis em chaves de identificacdo. A: espermateca em Ryan,
1986; B: espermateca tdrax e cibario (variagdes) em Young & Duncan, 1994.
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7- DISCUSSAO

Mesmo que a descricdo de espécies de flebotomineos tenha sido documentada com auxilio
de desenhos e eventualmente facilitada por meio de fotografia analégica convencional
(DAMASCENO e CAUSEY, 1944; CAUSEY e DAMASCENO, 1945), a utilizacdo destas
imagens fotografadas na constru¢cdo de uma chave ilustrada ainda ndo é realidade. A
fotomicrografia digital colorida € uma técnica relativamente nova para ilustragdo de
publicagdes da &rea (CARVALHO et al., 2006, ANDRADE FILHO et al., 2003) e tem sido
utilizada com vérias finalidades. Neste estudo, o proposito foi, entre outros, mostrar a técnica
como instrumento Gtil na identificacdo e preservacdo de imagens de interesse em

taxononomia flebotominica.

No estado do Pard, a proposta de digitalizacdo de colecbes bioldgicas relevantes é assunto
de interesse em varias instituicdes, sendo que atualmente ha um projeto em andamento para a
digitalizacdo da colecdo entomoldgica da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(Embrapa) da Amazonia Oriental que provavelmente disponibilizard seu acervo em um banco
de dados informatizado, abrindo portas para que outras instituicGes realizem o mesmo

trabalho (LUNZ, 2008).

A tentativa de criar uma chave de identificacdo ilustrada e interativa tem sido enconrajada
por diversos pesquisadores, visto a complexidade de caracterizagdo deste grupo de insetos.
SHIMABUKURO (2007) apresentou esta proposta para os flebotomineos da fauna do estado
de Sdo Paulo, e através do sistema “delta”, produziu uma chave interativa. Quando
comparamos com a fauna do estado do Para, percebemos que, pelo quantitativo de espécies
quase duas vezes maior, esta pratica ainda sera mais dificil. Entretanto acreditamos que com

nosso trabalho, a abordagem de Psychodopygus podera iniciar este processo e as imagens
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adquiridas serdo disponibilizadas para compor futuros trabalhos de interesse em taxonimia

flebotominica.

A qualidade das laminas, montagem, lentes do microscopio, maquina fotografica utilizada
(MACHADO et al., 2005), conservacao dos espécimes, fatores que influenciam no produto
final, foram minuciosamente avaliados previamente para ndo haver prejuizos ao produto final

(MIQOT et al., 2006).

Com a leitura de todas as caixas de laminas de Psychodopygus disponiveis na colecao,
pudemos perceber que a maioria do material estd em processo de deterioracdo, devido o
principal método de montagem da época ter sido o berlese, sendo uma minoria do acervo
montado com meios considerados mais duradouros (enessé e balsamo do Canada).
Analisamos laminas que datam da década de 70 totalmente enegrecidas, imediatamente
desprezadas do processo de aquisicao de imagens. Nao excluimos o fragmento temporal desta
década, devido encontrarmos laminas de flebotominos ainda preservadas, fundamentais para a
apresentacdo do acervo digital. A exemplo deste fato, foram capturadas imagens de sintipos

de Lu. (Ps.) lainsoni em perfeito estado datando de 1974 montados em balsamo do Canada.

Embora a morfometria e a microscopia quantitativa sejam técnicas utilizadas na
caracterizacdo de flebotomineos, neste trabalho nao foi possivel e nem foi objeto de estudo a
realizacdo de analises morfométricas. Em alguns casos, devido fragilidade de certas estruturas
nao esclerotinizadas, ha grande probabilidade de mudanca em sua morfologia. Espermatecas
podem variar consideravelmente devido contragdes das estruturas pela montagem em
diferentes meios, bem como alteracfes na concentracao, preparo e estocagem das substancias
utilizadas na preservacdo dos espécimes. (QUATE, 1962; MARCONDES et al., 1998;

SINGH et al., 2007).
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Lu. (Ps.) complexa e Lu. (Ps.) wellcomei comp8e uma parcela significativa da colec¢éo
de flebotomineos (328 e 226 laminas, respectivamente). Isto pode ser esclarecido pelo fato
das exaustivas pesquisas para esclarecer as dezenas de casos de leishmaniose tegumentar
americana (LTA) que acometeram a forca-tarefa que trabalhava na Serra dos Carajas nos anos
70 terem deixado um legado entomoldgico que nos trouxe ndo s6 a descricdo de Lu. (Ps.)
wellcomei (FRAIHA et al., 1971), como sua incriminagdo como principal vetor de
Leishmania (Viannia) braziliensis na regido (READY et al.,, 1984; RYAN et al., 1987).
Entretanto, devido a ma qualidade de conservacdo em longo prazo, menos de 5% deste

material permaneceu viavel para captura das imagens.

Devido aos trabalhos que atualmente tém sido realizados na mesma regido para
investigagdo da casuistica de LTA (SOUZA et al., 2010), muito material ndo s6 destes taxons
de squamiventris, como Phlebotominae em geral foram disponibilizados para fotomicrografia
e compreenderam boa parte deste acervo entomoldgico digital. Deste modo, a possibilidade
de se preparar novas laminas € fato ja em realizacdo por parte da equipe técnica do Insetério
de Flebotomineos, e este trabalho p6de contribuir também para se realizar um levantamento
do acervo, posteriormente um diagndstico situacional da colecdo e estabelecimento de

prioridades para recomposicdo do material.

Outra espécie que constatamos abundante material na colecéo foi Lu. (Ps.) davisi (254
laminas. Esta situacdo pode ser explicada pelos trabalhos que foram realizados da floresta da
Reserva do Utinga (SHAW et al., 1972) que disponibilizaram bastante espécimes, e este

flebotomineo é o membro do subgénero Psychodopygus mais abundante neste ambiente.

Além do material proveniente da cole¢do de flebotomineos do IEC e da fauna de Serra
dos Carajas, o levantamento entomoldgico realizado atualmente na regido metropolitana de

Belém (FERREIRA e GORAYEB, 2009) e na area de abrangéncia do campus Il do IEC
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(SOUZA et al, 2008; LIMA et al, 2010), no municipio de Ananindeua proporcionou a
obtencdo de imagens de melhor resolucdo, ja que possibilitaram uma coleta a fresco de

espécimes provenientes de disseccGes e montagens recentes em berlese.

7.1- SERIE bispinosa

Para a série bispinosa, caracterizada pelo macho com presenca de apenas dois espinhos
no dististilo, a Unica espécie apresentada foi Lu. (Ps.) bispinosa. A imagem do macho entéo
limitou-se em mostrar, em duas micrometragens diferentes o par de espinhos distais. Devido o
processo de clarificacdo e sucessivas lavagens do material, ndo foram visualizadas as cerdas
folidceas presentes no basistilo apresentadas na chave de YOUNG e DUNCAN (1994).

Quanto a espermateca, cuja caracteristica definidora é o duto comum totalmente estriado
e sem rugosidade na juncdo com os individuais (GALATI, 2003), devido a boa
esclerotinizacdo da estrutura e um bom e recente espécime proveniente de Serra dos Carajas,
estas observacdes foram contempladas. O desenho que mais se assemelhou com a imagem foi
de FORATTINI (1973), que apresentou o duto individual com as mesmas caracteristicas da
fotomicrografia, ao contrario dos outros autores. Outro aspecto que merece destaque € o
arredondamento da extremidade da forquilha genital (YOUNG e DUNCAN, 1994). E
importante a visualizacdo desta estrutura nos espécimes preparados. Devido a intensa
pigmentacdo da forquilha, € uma estrutura quase sempre visivel.

O cibério, ilustrado em desenho apenas em FORATTINI (1973) também foi apresentado
em fotomicrografia. Entretanto, detalhes da denti¢do vertical ndo foram visualizados, devido a
ma conservagdo do preparado. Nos limitamos ao ilustrativo, pois de acordo com a estabilidade

taxonémica do grupo, esta estrutura ndo tem valor distintivo.
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7.2- SERIE squamiventris

A taxonomia desta série constitui ainda uma problematica, exacerbada pelo grande
nimero de espécies ndo dimensionais (descritas a partir de poucos espécimes coletados,
habitualmente em uma Unica ocasido e localidade) (READY et al., 1982). Isto também se
deve sobretudo pelo fato da dificil distingdo morfoldgica entre fémeas (FRAIHA e RYAN,
1986), ou simplesmente a necessidade de métodos moleculares/ isoenziméaticos para
separacdo entre as mesmas (READY et al., 1991), o que nos faz pensar em novos meios de

caracterizacdo a auxiliar a taxonomia flebotominica classica.

Esta série € caracterizada por cibario com 4 dentes horizontais e dentes verticais em
namero variavel de 9 a 33, dependendo da espécie (MARTINS et al., 1978). Em nossos
resultados foram mostrados apenas os cibarios de Lu. (Ps.) leonidasdeanei e Lu. (Ps.)
complexa/wellcomei. Estas caracteristicas foram perfeitamente observadas nas imagens
obtidas, entretanto como nao tém poder de distingdo interespecifica, ficaram limitadas ao

ilustrativo.

FRAIHA et al. (1986) fizeram na descri¢do de Lu. (Ps.) leonidasdeanei ilustracfes de
todos os parameros desta série em comparagdo a mesma, enfatizando que a identificacdo dos
machos, cuja caracteristica em comum é a forma do basistilo e dististilo, deve ser feita
fundamentalmente com as formas destas estruturas. Em nosso trabalho foram mostrados os
parameros de todos os membros da série squamiventris presente na fauna paraense com este
objetivo. Em alguns casos, com em Lu. (Ps.) complexa o apéndice do pardmero pode ser
destacado da sua implantacdo, propiciando uma melhor visualizacdo, evitando também a
presenca de elementos indesejados a visualizacdo, que possivelmente desviariam a atencao do
observador. Merecem atencdo especial as espécies cripticas Lu. (Ps.) squamiventris

squamiventris e Lu. (Ps.) squamiventris maripaensis.
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Como a distincdo entre as mesmas foi estabelecida também pela pigmentacdo do
pronoto, além das caracteristicas do apéndice do paramero (READY et al., 1982), 0os mesmos
foram apresentados pela primeira vez em cores. Acreditamos que a fotografia colorida
enriqueca as informacdes classicas que eram dadas apenas em forma de texto. Estruturas do
torax de flebotomineos sdo reconhecidas como distintivas taxonomicamente, e a partir de
estudos de GALATI (2003), novas estruturas, incorporadas como variaveis em seu estudo
filogenético foram apresentadas em forma de desenho, entretanto ndo ha disponibilizacdo
destas imagens fotomicrografadas para apreciagdo. Acreditamos que com o advento da
fotomicrografia digital e de novas tecnologias de aquisicdo de imagens, estes caracteres sejam
incorporados em chaves tradicionais de identificacdo e posteriormente em chaves

fotogréficas.

O corpo da espermateca na série squamiventris pode ter de 7 a 9 anelagdes imbricadas,
e este corpo apresenta-se menor que os dutos individuais, que por sua vez apresentam
frequentemente tracos obliquos dando a aparéncia de “espinha de peixe” (MARTINS et al.,
1978). A este respeito, procuramos ajustar uma micrometragem do microscépio optico que
satisfizesse a visualizacdo destas caracteristicas como um todo. Entretanto a diferenciacao
interespecifica ndo foi encorajada. Quanto a isso, sabe-se que as maiores diferencas
morfoldgicas entre as genitélias externas de machos da série, com atencéo especial a Lu. (Ps.)
complexa e Lu. (Ps.) wellcomei isoladamente, indicam isolamento reprodutivo para muitos
taxonomistas (READY e SILVA, 1984). Deste modo, estas estruturas foram as que

mereceram maior aten¢do e cuidado na apresentacao.
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7.3- SERIE davisi

Com o agrupamento na série relacionado a machos com cinco espinhos bem
desenvolvidos do dististilo (MARTINS et al., 1978), apresentamos esta caracteristica com o
destaque apenas do dististilo de Lu. (Ps.) claustrei, pois a distin¢do entre as trés espécies da
série davisi baseado na posicdo dos espinhos basais do dististilo ndo deve ser considerado
devido a variagcdes ocorridas dentro de uma mesma espécie (CARVALHO et al., 2006).
Entretanto 0 mesmo autor refere que os espinhos basais (interno e externo) séo inseridos no
mesmo nivel Lu. (Ps.) claustrei, enquanto Lu. (Ps.) davisi e Lu. (Ps.) amazonensis mostram
assimetria na implantacdo, com tendéncia ao espinho interno ser mais basal. Isto pode ser
confirmado na apresentacdo dos dististilos de nosso trabalho que, embora ndo destacados, séo
perfeitamente visualizaveis nas fotomicrografias, entretanto nas ilustracdes de RYAN (1986)
e YOUNG e DUNCAN (1994) ndo foi possivel esta observacdo, ja que os espinhos
apresentam-se inseridos assimetricamente em ambas as chaves, para as trés espécies

pertencentes a esta série.

Observacgdes quanto ao edeago de Lu. (Ps.) amazonensis revelam dilatacdo latero-
inferior, caracteristica diferenciadora das outras espécies (FRAIHA et al., 1980; FRAIHA e
WARD, 1980). Destacamos 0 mesmo em nossos resultados para fazer uma comparacéo entre

0s outros edeagos que ndo pssuem caracteristicas distintivas (CARVALHO et al., 2006).

Quanto a pigmentacdo do térax, CARVALHO et al. (2006) relatam a seguinte
tendéncia: escutelo, pré-escudo e pronoto pigmentado em Lu. (Ps.) claustrei, escutelo palido
em Lu. (Ps.) davisi, pré escudo e pronoto ndo pigmentado em Lu. (Ps.) amazonensis.
Entretanto os autores ndo apresentam qualquer tipo de ilustracdo em seu trabalho.
Apresentamos as imagens de torax das trés espécies para mostrar a constatacdo, mas a intensa

pigmentacdo do pronoto em Lu. (Ps.) davisi, caracteristica ndo observada pelos referidos
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autores, decisiva em nossas identificacbes quando os espécimes ainda em lupa entomoldgica.
Ao comparar as imagens fica evidente que as pigmentacdes sdo realmente diferentes e podem

ser levadas em conta na distin¢do entre as especies da série.

Quanto a caracteristica das espermatecas, Lu. (Ps.) davisi apresenta no inicio da
rugosidade do duto comum, intensa quitinizacdo, ausente nas outras espécies da série, além de
seu longo comprimento, cuja propor¢do é a mesma para o filamento ejaculador do macho
(FRAIHA & WARD, 1980). Ja a distin¢do entre Lu. (Ps.) claustrei e Lu. (Ps.) amazonensis
pode ser realizada pela contagem das anelacdes da espermateca, aproximadamente 8 na
primeira espécie e 10 na segunda (CARVALHO et al., 2006; LE PONT e PAJOT, 1980),
estas caracteristicas, em bora claramente evidenciadas em fotomicrografia, sofrem variaces

intraespecificas que ndo garantem seguranca na distincéo.

Como estas sutis caracteristicas podem ainda surtir duvida, apresentamos os cibarios
das espécies, chamando atencdo a disposicdo dos dentes verticais, mesmo que variacGes intra-
especificas ainda sejam possiveis. Lu. (Ps.) amazonensis os apresenta de forma uniforme
dristibuidos transversalmente, enquanto os outros dois apresentam distrubuicdo longitudinal.
Como ja mencionado, o ajuste pela micrometragem do microscopio éptico é fator crucial na
identificacdo de detalhes distribuidos em diversos planos. O uso de platina motorizada e
controle multifoco resolveria em parte esse problema, entretanto necessitaria de muito mais
tempo para ser concluido, além de onerar o projeto, pois exigiria equipamento e pessoal

especializado para manipulagéo.
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7.4- SERIE guyanensis

De 5 espécies da série, 3 foram mostradas em nossos resultados. Como Lu. (Ps.)
lainsoni foi descrito por pesquisadores do Para (FRAIHA e WARD, 1974), pudemos
apresentar imagens de sintipos disponiveis na colecdo ainda em bom estado de conservacao.
O paramero destacado do resto da genitalia conferiu a visualizacdo com bastante detalhe,
entretanto pelas caracteriticas peculiares da armadura dorsal, a identificacdo do macho nédo
necessita de uma observacdo tdo criteriosa. Mesmo assim, como na chave de YOUNG e
DUNCAN (1994) é feita referéncia as finas cerdas presentes na extremidade da armadura
dorsal, procuramos apresenta-las. Um aspecto que nos chamou atencdo quando comparadas as
fotomicrografias com as imagens das chaves, € que as Ultimas ndo nos dao a idéia de
transparéncia desta armadura dorsal em relacdo as outras estruturas, como a prépria base do

paramero.

Nesta série, as espéecies mais semelhantes na fauna paraense sdo, sem davida, Lu. (Ps.)
geniculata e Lu. (Ps.) corossoniensis. Ambas possuem gonapdfise superior (baistilo e
dististilo) muito longa, uma cerda espinhosa robusta na porcao distal, seguida de 3 menores na
porgdo mais proximal, sendo 1 no bordo inferior e 2 no bordo superior. Entretanto o paramero
é peca chave na distincdo. Em Lu. (Ps.) corossoniensis € suavemente arqueado para cima, €
seu éapice ligeiramente alargado, enquanto em Lu. (Ps.) geniculata sua porcdo distal é
sinuosamente curvado para a parte dorsal (para cima), com apice arredondado (YOUNG e
DUNCAN, 1994). Apresentamos estas imagens comparadas aos desenhos das chaves e, assim
como em Lu. (Ps.) lainsoni, o aspecto hialino do paramero de Lu. (Ps.) geniculata em relacao
ao aspecto de Lu. (Ps.) corossoniensis, cuja coloracdo é igual as outras gonapdfises, ndo é
observado nas ilustracdes das chaves. Na distincdo das fémeas, foram apresentadas as
imagens apenas das espermatecas, pois com pouco material para analisar, ndo foi possivel a

apresentacdo de outros caracteres. Embora RYAN (1986) apresente as imagens das duas
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espécies, afirma que também ndo dispbs de material suficiente para distin¢do. Entretanto, no
em nosso laboratorio (IEC), alguns técnicos, pela experiéncia de campo afirmam que na
auséncia de machos no ecétopo para facilitar a identificacdo, pode-se atribuir o estreitamento
do duto comum mais distal a Lu.(Ps.) geniculata e mais proximal a Lu. (Ps.) corossoniensis

como inferéncia interespecifica.

7.5- SERIE panamensis

Dos 12 membros da série, apresentamos 4 representantes da fauna do Para. As fémeas
apresentam cibario com 4 dentes horizontais, algumas vezes em linha reta, outras
convergentes, dentes verticais alinhados em duas filas longitudinais, estas duas ultimas
caracteristicas podem ser observadas na apresentacdo da imagem do cibario de Lu. (Ps.)
ayrozai que foram apresentados. Também sdo caracteristicos da série, dististilo com trés
espinhos robustos e um atrofiado, paramero inerme, mas apresentando lobo basal com cerdas

diversos aspectos e apéncice digitiforme (MARTINS et al., 1978).

Na imagem apresentada de macho de Lu. (Ps.) hirsuta. O lobo basal apresenta uma
fileira de cerdas longas inseridas na extremidade distal (MANGABEIRA FILHO, 1942) e isto
ja é suficiente para caracteriza-lo, ja que Lu. (Ps.) nicaraguensis , espécie que possui estrutura
semelhante, ndo é nosso objeto de estudo. Na caracterizacdo da fémea, o nitido estreitamento
da porcdo distal do duto comum foi evidenciado. Nos limitamos a apresentacdo somente da
espermateca e torax, pois ndo ha dificuldade de distingdo entre as outras espécies do Paré, e 0s
caracteres apresentados na mesma sdo satisfatérios. Como na chave de YOUNG e DUNCAN
(1994), o duto comum é apresentado hialino no terco basal ao referido estreitamento, foi

completamente observado na fotomicrografia.
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Para Lu. (Ps.) ayrozai, a caracteristica do paramero com cerdas pequenas e convergentes
contrastam com a espécie mais similar da série, Lu. (Ps.) paraensis, cuja estrutura é dotada de
longas cerdas, de aspecto divergente (MARTINS et al., 1978). CARVALHO et al. (2006)
ainda esclarecem que a presenca de uma linha pigmentada na base do paramero deste Gltimo,
de onde emergem cerca de 3 cerdas espiniformes paralelas ao mesmo é caracteristica de Lu.
(Ps.) paraensis. Entretanto a justaposicdo, e em algumas situacdes a sobreposicdo do edeago
nestas estruturas pode comprometer a visualizagdo. Os mesmos autores afirmam que na
distincdo das fémeas, 0 “V” invertido no terco distal do duto comum de Lu (Ps.) paraensis o
diferencia de Lu. (Ps.) ayrozai, mesmo que seja uma caracteristica presente também em Lu.
(Ps.) carrerai. Em nossas imagens ndao pudemos perceber esta caracteristica em Lu. (Ps.)
paraensis, fato também observado na chave de YOUNG e DUNCAN (1994), a qual ndo
apresenta 0 “V” invertido para esta espécie. J& em Lu. (Ps.) carrerai, o “V” invertido é
extremamente evidente nas nossas fotomicrografias, observacdo confirmada nas chaves de
RYAN (1986) e YOUNG e DUNCAN (1994). Chamamos atencdo quanto a pigmentacdo do
torax que pode ser distintiva na série. Em Lu. (Ps.) hirsuta todas as coxas apresentam
coloracgéo palha, em Lu. (Ps.) ayrozai, a primeira coxa apresenta coloragdo escura e as outras
mais claras, Lu. (Ps.) paraensis possui aspecto bem peculiar: mesonoto, primeiro urotergito,
coxa e pleura de coloragdo marrom escuro, contrastando com o resto do corpo (COSTA
LIMA, 1941). Apresentamos a fotomicrografia apenas deste Ultimo, no entanto, acreditamos
que com 0s caracteres apresentados nas imagens seja possivel uma distingcdo segura entre as

espécies de panamensis no Para.
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7.6- CONSIDERACOES FINAIS

Em todas as espécies fizemos uma comparagdo entre as imagens fotomicrografadas e
ilustracdes tradicionais e deste modo pudemos perceber que a técnica nos traz uma reprducédo
fidedigna da lamina do espécime que ndo esta sujeita a subjetividade da interprectacao,
podendo acrescentar detalhes ndo percebidos durante o desenho em camara clara. Ao analisar
as imagens da série panamensis ficou claro que os desenhos, dependendo do autor, nos trazem

diferencas para a mesma espécie.

Outro aspecto que emergiu durante nossa discussdao foi a possibilidade de um
diagnéstico taxondmico facilitado pela fotomicrografia digital. Um profissional em campo
com duvidas na caracterizacdo de determinada(s) espécie(s) capturaria imagens dos
flebotomineos montados e, dependendo da necessidade, traria para o laborat6rio para maiores
esclarecimentos, ou simplesmente enviaria a taxonomistas mais experientes. Em preparacoes
a fresco, provenientes de disseccBes investigatorias de infeccbes com Leishmania, em que o
berlese ndo pode ser utilizado, estruturas como espermatecas podem ser fotografadas para

posterior analise.

Ao realizar nosso trabalho, percebemos que a técnica € util em situacdes em que ndo se
pode voltar atrds na montagem. Quando se prepara um espécime, muitas vezes o
entomologista ndo se contenta com a posicdo em que o flebotomineo se dispés e na tentativa
de modificar, acaba inutilizando o material. A sugestdo é que seja realizada uma captura
fotografica durante estas tentativas de manipulacdo para que ndo se perca imagens

importantes para a caracterizacao.

Sugerimos um manual ilustrado com fotomicrografias de alta resolugcdo em verséo
digital e outra impressa, pois nem todos os laboratérios possuem computador disponivel na

bancada, nos laboratérios, bibliotecas e para o publico de interesse na area (estudantes e
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profissionais da entomologia médica e estudiosos em leishmanioses) que possa auxiliar
durante a identificacdo, de forma mais rapida e precisa, visto que existem atualmente poucos

profissionais capacitados para tal.

8- CONCLUSOES

Concluimos que:

- Métodos de montagem e preservacao de flebotomineos, como o berlese tem durabilidade

efémera em relagdo a fotomicrografia digital;

- A fotomicrografia digital pode ser Gtil no registro de material coletado em campo, como
espécimes a fresco, mesmo que por sistema de captura amador/convencional em situacfes em

que este material ndo esteja viavel até o laboratorio;

- As principais vantagens da fotomicrografia digital observadas foram: a qualidade das

imagens, a durabilidade, fidedignidade e praticidade com dados digitais;

- A principal limitacdo da fotomicrografia € a profundidade de foco, mesmo com ferramentas
disponiveis para correcdo, como a platina motorizada, softwares que superpdem imagens em

diferentes focos;

- E possivel produzir um atlas fotografico contendo imagens fotomicrografadas em versio

digital e impressa dos flebotomineos do Parg;

- E possivel reaizar revisdes taxondmicas a partir de fotomicrografias a fim de esclarecer

davidas na taxonomia de Psychodopygus.
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APENDICE

| - Goma de berlese

Hidrato de cloral - 20g

Goma arébica - 129

Agua destilada - 10m

Xarope de glicose (Solucdo saturada de gua com acucar) - 5ml
Acido acético cristalizavel - 5ml

Il - Solugéo salina
NaCl - 900mg
Agua destilada - 100ml

111 - Solucéo de sabdo neutro
Sabé&o neutro puro - 4 gotas
Solucéo salina - 5 ml

1V -Alcool 70%
Etanol absoluto - 70ml
Agua destilada - 30ml



