Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 42(2):151-155, mar-abr, 2009

ARTIGO/ARTICLE

Memoria espacial e/ou olfativa em flebotomineos em area
endémica de leishmaniose tegumentar americana, sul do Brasil

Spatial and/or olfactory memory in sandflies in an endemic area for American
cutaneous leishmaniasis, southern Brazil

Janaina Sales de Freitas', Karin Rosi Reinhold-Castro!, Claudio Casanovaz?,
Joseane Padilha da Silva3, Isolde Previdelli? e Ueslei Teodoro!

RESUMO

Relata-se os resultados de uma investigacao sobre a possibilidade da existéncia de meméria em flebotomineos em drea endémica de leishmaniose
tegumentar americana, no Estado do Parand. Capturaram-se flebotomineos no Recanto Marista, Doutor Camargo, Estado do Parand, Brasil, com
armadilhas de Falcdo, de 15/11/2007 a 26/11/2007, em dois galinheiros (G1 e G2). Foram capturados 2.080 flebotomineos (1.000 em G1 e 1.080 em
G2), que foram marcados e soltos. Nyssomyia neivai foi a espécie mais (90,5%) freqiiente. Do total solto, recapturaram-se 168 (8%) flebotomineos
earecaptura no G2 foi significativa. Os resultados evidenciam que é possivel a existéncia de memdéria espacial, olfativa e/ou a fidelidade ao hospedeiro
e que isto orientem os flebotomineos no reconhecimento dos locais onde hd disponibilidade de fontes de sangue.

Palavras-chaves: Leishmaniose tegumentar americana. Memdria em flebotomineos. Epidemiologia.

ABSTRACT

The results from an investigation on the possibility that sandflies in an endemic area for American cutaneous leishmaniasis, in the state of Parand, may
have memory are reported. Sandflies were caught in Recanto Marista, Doutor Camargo, State of Parand, Brazil, using Falcao traps in two chicken sheds
(G1 and G2), between November 15 and 26, 2007. A total of 2,080 sandflies were caught (1,000 in G1 and 1,080 in G2) and these were marked and
released. Nyssomyia neivai was the most (90.5%) frequent species. Out of the total released, 168 sandflies (8%) were recaptured and the recapture
rate in G2 was significant. The results show that it is possible that spatial or olfactory memory and/or host loyalty exists, and that this will guide the
sandflies in recognizing the places where sources of blood are available.

Key-words: American cutaneous leishmaniasis. Memory in sandflies. Epidemiology.

A leishmaniose é uma das doencas infecto-parasitirias de
maior incidéncia no mundo, com presenca em 88 paises, onde
afeta aproximadamente 14 milhoes de pessoas e 350 milhdes
vivem em 4rea de risco®.

A epidemiologia dessa parasitose, causada por protozodrios
do género Leishmania, envolve obrigatoriamente mamiferos
(reservatorios) e flebotomineos (vetores), em ambientes e climas
diversos'.

No Brasil, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) tem
sido notificada em todos os estados'. No Estado do Parand, ha
registros de casos na maioria dos municipios'. Dos 13.486 casos

1. Programa de Pés-Graduacio em Andlises Clinicas, Universidade Estadual de Maringd.
Maringd, PR. 2. Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN). Mogi Guagu, SP.
3. Departamento de Estatistica da Universidade Estadual de Maringd. Maringd, PR.
Apoio financeiro: Fundagio Araucdria (convénio 225/2005), CNPq (Processo 410550~
2006-0) e Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
Endereco para correspondéncia: Dr. Ueslei Teodoro. Dept® de Andlises Clinicas/ UEM.
Av. Colombo 5790, 87020-900 Maringd, PR.

Tel: 55 44 3261-3783; Fax: 55 44 3261-4860

e-mail: uteodoro@uem.br

Recebido para publicacio em 21/08/2008

Aceito em 20/03/2009

registrados na regido Sul do pais, no periodo de 1980 a 2005,
98,7% ocorreram no Parana®.

Mediadores quimicos sdo utilizados por vertebrados
e invertebrados na comunicacdo entre os individuos. Os
semioquimicos abrangem substincias intra-especificas
(feromonios) e interespecificas (infoquimicos), destacando-se
dentre estes os cairomonios®. De acordo com Kelly e Dye",
os feromonios dos machos e os cairomonios (odores) dos
hospedeiros vertebrados funcionam como atrativos para a
realizacio do repasto sanguineo pelas fémeas. O estudo sobre
flebotomineos desenvolvido no Parand por Pinto e cols®, o
tinico que avalia a atratividade de flebotomineos pelo diéxido
de carbono e odor humano, nfio menciona a possibilidade da
existéncia de meméria em flebotomineos. Para melhor entender
o comportamento de retorno ao local de repasto e reproducio,
experimentos de marcacao-soltura-recaptura tém sido utilizados
para evidenciar a memdria de alguns insetos, o que vai além da
atragdo pelos odores.

Evidéncias de memoria em insetos hematdfagos ji foram
demonstradas por Charlwood e cols’, em Papua (Nova Guiné),
verificando que o mosquito Anopheles farauti fazia longos
v0Os para a oviposico, mas retornava ao local onde j4 havia se
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alimentado de sangue. McCall e Eaton" sugeriram a memoria
olfativa para Culex quinquefasciatus e Kaur e cols", para
Aedes aegypti. O comportamento de agregacio e retorno aos
locais de hematofagia também foi registrado em Lutzomyia
longipalpis, na 1lha de Maraj6, no Estado do Pari'? e em
Refrigério no Estado do Pernambuco, Campbell-Lendrum e cols?®
observaram um retorno significativo de Lutzomyia whitmani aos
abrigos de animais domésticos.

Neste estudo, procurou-se investigar a existéncia de memdria
em flebotomineos em drea endémica para LTA, no Estado do
Paran, visando obter informacdes que possam contribuir para
evitar a invasao do domicilio por esses insetos.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Recanto Marista, as margens do
Rio Ivai, numa 4rea de lazer, com mata remanescente de floresta
estacional, situada no municipio de Doutor Camargo, que esti
inserido na Mesorregido Norte Central do Parand, a 52°13’
Longitude Oeste e 23°33’ Latitude Sul.

No periodo de captura e recapturas de flebotomineos, a
temperatura e a umidade relativa do ar foram verificadas as 20
horas, 2 1 hora e as 6 horas. A temperatura média dos dias de

recapturas foi de 24,3°C, com a minima de 19,7°C e maxima de
31,7°C. A umidade relativa média do ar foi de 69%, com a minima
de 40% e mdxima de 99%.

A captura de flebotomineos foi realizada em 15/11/2007 e as
recapturas de flebotomineos no periodo de 16/11/2007 2 26/11/2007,
com armadilhas de Falco, em dois galinheiros (G1 e G2), cada um
com duas galinhas e um galo, 2 90m de distincia um do outro
(Figura 1). Esta condicfio foi mantida, para que os flebotomineos
tivessem a mesma chance de retornar a qualquer um dos galinheiros.
Além disso, entre os dois galinheiros nao havia barreiras (edificagdes)
que poderiam interferir nas recapturas. Outro motivo da escolha
dos pontos de coletas foram os resultados de um estudo prévio de
dispersdo de flebotomineos realizado no Recanto Marista, com o
uso da metodologia de marcacio-soltura-recaptura, mostrando que
251 (70,3%) flebotomineos foram recapturados no G17.

Na primeira noite do experimento, apGs a captura, as
armadilhas de cada um dos galinheiros foram abertas dentro de
gaiolas de onde os flebotomineos foram sugados com o aspirador
de Castro, contados e imediatamente transferidos para caixas de
isopor forradas com gesso umedecido, semelhante a usada por
Casanova e cols?, para conservi-los vivos. Para cada galinheiro
foi utilizada uma gaiola e uma caixa de isopor. Em seguida, o p6
fluorescente (Bioquip Inc) foi aspergido sobre os flebotomineos,
marcando-os de vermelho (G1) e amarelo (G2).
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FIGURA 1

Localizacio dos galinheiros (G1 e G2) onde foram feitas as capturas e recapturas de flebotomineos no Recanto Marista, Doutor Camargo, Estado do Parand, no

periodo de 15 a 26 de novembro de 2007.
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0Os flebotomineos foram soltos entre os dois galinheiros
(G1 e G2), a 45m de distdncia de cada um. As recapturas de
flebotomineos foram feitas nos dois galinheiros, nas 11 noites
subseqiientes 2 captura, com uma armadilha de Falcdo instalada
em cada galinheiro, das 20 horas as 6 horas. As armadilhas foram
substituidas 2 1 hora, pois a carga das baterias durava em torno de
6 horas. Depois de recapturados, os flebotomineos foram mortos
com cloroférmio e examinados em estereomicroscépio sob black
light blue (luz negra) para isolar os exemplares marcados, que
foram posteriormente identificados.

A nomenclatura das espécies de flebotomineos segue
Galati®.

Para a andlise estatistica, utilizou-se a metodologia dos
Modelos Lineares Generalizados (GLM). Adotou-se para a variavel
resposta, a distribuicio binomial, uma vez que esta distribuicio
descreve melhor o comportamento dos dados em estudo e uma
fungio de ligagdo log® . A andlise dos dados foi executada na
biblioteca GLM da linguagem de programagio estatistica “R”,
versao 3.5. Em todas as andlises considerou-se um nivel de
significincia de 5%.

RESULTADOS

NaTabela 1, observa-se que foram marcados 2.080 flebotomineos
(1.000 de G1 e 1.080 de G2). Foram recapturados 168 (8%)
flebotomineos, 97 (57,7%) fémeas e 71 (42,3%) machos, das
espécies Nyssomyia neivai, Nyssomyia whitmani, Migonemyia
migonei, Pintomyia pessoai e Psathyromyia shannoni,
representados especialmente pela primeira espécie (90,5%).

Recapturou-se 52 exemplares no G1 e 116 no G2. No G1,
foram recapturados 29 flebotomineos, 16 fémeas e 13 machos,
que foram capturados originalmente neste galinheiro. No Gl,
foram também recapturados 23 flebotomineos, 12 fémeas
e 11 machos, que haviam sido capturados no G2. No G2,
recapturaram-se 70 flebotomineos, 38 fémeas e 32 machos, que
foram capturados originalmente neste galinheiro. Ainda no G2,
recapturaram-se 46 flebotomineos, 31 fémeas e 15 machos, que
haviam sido capturados em G1.

Os resultados da andlise estatistica mostram que néo houve
diferenca significativa entre os flebotomineos recapturados em
G1 (29) e os recapturados em G1 (23), mas que haviam sido
capturados em G2. No entanto, o nimero de flebotomineos
recapturados em G2 (70) difere do nimero de flebotomineos
recapturados em G2 (46), mas que haviam sido capturados em
Gl (p<0,05).

A chance dos flebotomineos serem recapturados em seu
galinheiro de origem € estatisticamente maior em G2 (p<0,001)
e a recaptura destes em G2 é aproximadamente de 2,45 vezes
maior do que em G1 (p<0,001). A chance de um flebotomineo
que foi recapturado em G2 ter vindo do préprio G2 é de 1,52
maior que a chance dele ter vindo de G1 (p< 0.002).

0 nimero de flebotomineos recapturados em G2 (70)
foi significativamente maior do que o recapturado em
G1 (29) (p<0,001). Houve diferenca significativa apenas
entre os flebotomineos fémeas e machos recapturados em G2
(p< 0,05).

A maioria dos flebotomineos foi recapturada na primeira noite
de recaptura (47 exemplares) e na segunda (65 exemplares).

TABEIA 1

Flebotomineos recapturados no Recanto Marista, Doutor Camargo, Estado do Parand, Brasil, no periodo de 16 a 26 de novembro de 2007.
Local de captura GI* G2 G2 Gl
Local de recaptura Gl Gl G2 G2 Recaptura/dia
Noites de recaptura F M F M F M F M F M Total
1 8 4 12 11 3 2 7 - 30 17 47
2 32 23 7 3 39 26 05
3 - 1 4 2 2 3 6 9
4 1 3 1 1 2 4 6
5 1 2 1 - 12 6 14 8 22
6 1 2 2 2 3 5
7 6 3 1 - 7 3 10
8 1 1 1
9 - 1 - - - 1 1
10 1 1 - 2 2
11
Total 16 13 12 11 38 32 31 15 97 71 168

52 116 G

*G1: neste galinheiro foram capturados e marcados 1.000 flebotomineos, **G2: neste galinheiro foram capturados e marcados 1.080 flebotomineos.

F: fémea, M: macho.
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DISCUSSAO

0Os flebotomineos recapturados representaram 8% do total
capturado, resultado compardvel com os dados registrados em
outros estudos' 3.

A recaptura de maior propor¢do de flebotomineos em G2
(69%) pode ter sido devido a proximidade de possiveis locais
diurnos de repouso dos flebotomineos, uma vez que o G2 localiza-
se proximo 2 mata, onde hd maior disponibilidade de abrigos e
a temperatura sofre menos alteracio, comparada a localizagio
do G1. Além disso, os flebotomineos recapturados poderiam ter
sido atraidos tanto para o G1, quanto para o G2, pela presenca de
cairomonios produzidos pelos galindceos nos dois galinheiros, ndo
se tratando, portanto, da fidelidade aos locais de repasto sanguineo,
mas da fidelidade ao hospedeiro e/ou gracas 2 memoria olfativa.
A chance de recaptura no G2 foi significativamente maior do que
no G1 e os flebotomineos, recapturados no G2, mostraram ser
capazes de retornar ao galinheiro onde previamente haviam se
alimentado. Num estudo prévio de dispersdo de flebotomineos,
realizado no Recanto Marista, com o uso da mesma metodologia de
marcagao-soltura-recaptura, a maior proporcao de flebotomineos
recapturados foi no G17, onde a maioria (70,3%) deles tinha
sido capturada para a marcacgdo. Estes autores realizaram as
capturas quando as fezes e os restos de alimentos, retirados de
diversos galinheiros, foram utilizados como adubo numa horta
muito préxima do G1 e isto pode ter possibilitado a formacdo de
criadouros de flebotomineos a0 lado desse ecétopo (U Teodoro:
dados nao publicados). Este fato corrobora a possibilidade de
memoria olfativa e/ou espacial de flebotomineos.

A identificacdo de alguns odores do hospedeiro pelos
insetos pode ajudd-los também na escolha de um hospedeiro
com menor capacidade de defesa, garantindo maior sucesso no
repasto sanguineo. Na Africa, constatou-se que as moscas tsé-tsé
(Glossina spp) procuravam se alimentar em bovinos mais velhos
e menos defensivos do que nos bezerros?, pois a experiéncia do
repasto sanguineo sem interrupcdo, pode tornar o hospedeiro
mais atrativo'>. O repasto sanguineo ou as copulas anteriores
em determinados locais podem constituir experiéncias positivas,
provavelmente, memorizadas por flebotomineos, que em ocasioes
subsequentes procurardo os mesmos locais, em fung¢io de
experiéncias prévias bem sucedidas. McCall e cols'” observaram
que Anopheles arabiensis retornava ao local onde havia feito o
primeiro repasto sanguineo, propondo que este mosquito seria
capaz de uma memorizagio espacial. Machos de Drosophila
mercatorum aprimoraram a habilidade de cortejar as fémeas
em funcdo de experiéncias anteriores?. Charlwood e cols’, em
estudo com Anopheles farauti, e Renshaw e cols®, com Aedes
cantans, sugeriram que esses insetos sio capazes de memorizar
uma determinada drea espacial que lhes facilite a circulaciio nos
locais de repasto sanguineo, repouso e reprodugao. De acordo
com McCall e Kelly', os insetos sio capazes de aprender ou
memorizar informagdes dos locais de repasto sanguineo, de
postura de ovos e do abrigo do hospedeiro e que, talvez, sua
capacidade de memorizacdo seja genética, sendo a informago
adquirida durante a vida, moldando o seu comportamento
conforme as suas necessidades e os locais onde vivem.
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Embora 2 meméria dos insetos possa ser genética, McCall
e Eaton', ao condicionarem as larvas do mosquito Culex
quinquefasciatus a uma solucio repelente (dgua/skatole),
observaram que as fémeas preferiram ovipor na mesma solugzo.
Porém, a geragio F1 desse inseto nio herdou esse comportamento
dos pais, demonstrando que as preferéncias para oviposi¢do
foram adquiridas e no herdadas. Resultados semelhantes foram
observados por Kaur e cols'* que reduziram a aversdo de Aedes
aegypti ao repelente Mozaway™ (citronela e nim), caracterizando
este fato como aprendizagem. Entretanto, Alonso e cols* ndo
constataram evidéncias de aprendizagem em Aedes aegypti, na
tentativa de condiciond-lo a determinados estimulos (sangue,
respiracio humana, vibracio e choque elétrico), odores particulares
(citral, citronela e eugenol) e padrdes visuais (barras pretas
horizontais ou verticais). Campbell-Lendrum e cols’® sugeriram
uma possivel heterogeneidade de comportamento de flebotomineos
relativa 2 preferéncia por um ou outro hospedeiro.

Nas recapturas, a propor¢io de fémeas de flebotomineos
foi estatisticamente maior do que a de machos no galinheiro G2.
Fato ji observado na mesma localidade onde este trabalho foi
realizado®?. Porém, é notavel a recaptura de machos nos galinheiros,
principalmente no G1, onde ndo houve diferenca estatistica entre
0s sexos. Apesar dos machos ndo realizarem o repasto sanguineo,
sua abundancia perto do hospedeiro é sempre correlacionada com
a abundéncia de fémeas. Campbell-Lendrum e cols® relatam que a
maior propor¢io de machos de Nyssomyia whitmani, presentes
em abrigos de animais domésticos, pode ser atribuida ao fato de
que as fémeas procuram o hospedeiro a cada ciclo gonotréfico, de
3 a 4 dias, para um novo repasto sanguineo, enquanto os machos
procuram o hospedeiro todas as noites a fim de se acasalarem com
as fémeas. Contudo, estes autores’ ressalvam que o procedimento
experimental por eles adotado pode ter causado mortalidade elevada
entre as fémeas, refletindo a baixa recaptura. Kelly e Dye'* observaram
que os machos de Lutzomyia longipalpis eram atraidos pelo odor
do hospedeiro e chegavam aos galinheiros antes das fémeas, pois
os feromonios liberados por eles devem ter contribuido para a
agregacio de outros machos, além de atrair as fémeas. Os mesmos
autores" sugeriram que possivelmente esses insetos sejam capazes de
lembrar dos locais de agregacio. Embora se saiba que flebotomineos
de ambos os sexos sejam atraidos pela luz?®, pode-se inferir com
base nas observagdes de Gibson e Torr” que este estimulo tem
importancia secunddria para a localizacio do hospedeiro, devido 2
baixa percepcio visual dos dipteros hematofagos.

0s resultados mostram que 66,7% dos flebotomineos foram
recapturados na primeira e segunda noites de recaptura. O
mimero de flebotomineos recapturados foi maior na segunda
do que na primeira noite, provavelmente porque nesta ventava
fortemente. Reisen e cols** constataram que o vento foi um fator
negativo na dispersao de Culex tarsalis. O aumento substancial do
mimero de fémeas recapturadas no quinto dia apds a soltura pode
estar relacionado com o retorno das mesmas, 2 procura de um
novo repasto sanguineo, apés realizarem a oviposi¢ao. Casanova
e cols* estimaram para Nyssomyia neivai um ciclo gonotroéfico de
4 dias, em condigdes naturais, no Estado de S3o Paulo.  importante
ressaltar que o experimento em campo nao permitiu mensurar
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a idade dos flebotomineos marcados, contudo, é provavel que a
mortalidade natural desses insetos possa ter ocorrido ao longo dos
dias de recapturas, refletindo no niimero de insetos recapturados.
0 p6 fluorescente e a técnica de marcagio, aqui adotados, que
poderiam ser causas de mortalidade, néo tém influéncia negativa
sobre a taxa de sobrevivéncia dos flebotomineos®.

A espécie Nyssomyia neivai tem sido registrada com
freqiiéncia, elevada neste Recanto® %7, e em outras localidades
no Estado do Parand'®, Por representar 90% dos flebotomineos
coletados neste estudo, supde-se que o comportamento observado
seja especialmente referente a esta espécie.

0 conhecimento dos parametros biolgicos que conduzem 2 escolha
do hospedeiro pode ser altamente pertinente para o planejamento do
controle de doengas que envolvem insetos™. A heterogeneidade da
populacdio de flebotomineos, a memdria ou aprendizagem e fidelidade
a0 hospedeiro, necessitam ser melhor investigadas para que as agdes de
controle desses insetos sejam mais eficazes e efetivas. Nalocalidade deste
estudo, pesquisas anteriores mostraram que o ntimero de flebotomineos
€ maior nos galinheiros do que em outros ecétopos™*, o que pode ser
uma evidéncia a mais da existéncia de memoria espacial, olfativa e/ou
de fidelidade ao hospedeiro desses insetos.

Os resultados deste trabalho indicam que é possivel a existéncia
de memoria espacial, olfativa e/ou a fidelidade ao hospedeiro e
que isto possa orientar os flebotomineos no reconhecimento dos
locais onde hd disponibilidade de fontes de sangue.
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