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RESUMO 

Os flebotomineos são vetores importantes do protozoário Leishmania, agente 
etiológico das leishmanioses, da bactéria Bartonella bacilliformis, agente etiológico da 
doença de Carrion e de algumas arboviroses. Dada a relevância epidemiológica dos 
flebotomíneos na transmissão das leishmanioses, diferentes áreas de estudo da biologia 
desses insetos são necessárias, como por exemplo, métodos de criação apropriados para 
cada espécie, interação parasita-vetor, competência e capacidade vetorial, e ecologia 
química. Este trabalho avaliou dois aspectos da ecologia química de flebotomíneos. No 
primeiro capítulo, foi avaliada a atratividade de duas iscas comerciais desenvolvidas a 
partir de voláteis emanados por seres humanos para a captura de flebotomíneos em 
campo. No segundo capítulo, foi investigada a presença ou indicação de feromônios 
sexuais e de oviposição em quatro espécies de flebotomíneos. Nas capturas com as iscas 
comerciais, as espécies que apresentaram maior abundância durante o período de coleta 
foram: Pintomyia nevesi, Nyssomyia whitmani, e Nyssomyia antunesi. As análises 
estatísticas realizadas pelo Modelo Linear Generalizado Misto (MLGM) indicaram que 
apenas para Ny. whitmani foi detectada uma ligeira indicação de atratividade para a 
armadilha luminosa iscada com o atrativo BGL (p=0,0497); para Ny. antunesi e Pi. 
nevesi não houve indicação de atratividade em comparação com a armadilha controle de 
luz. Com relação aos feromônios, com a utilização da técnica de Microextração em Fase 
Sólida seguida de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrofotometria de Massa 
(SPME-CG/MS), foi possível a extração e identificação in vivo do feromônio sexual em 
machos de Lu. longipalpis observando-se diferenças nos padrões de liberação e 
conteúdo total deste feromônio (9-Metilgermacreno-B) entre indivíduos da mesma 
idade. Em machos provenientes de campo de Migonemyia migonei detectou-se um 
composto desconhecido (MM=218), que apresentou 76% de similaridade com 
germacrona (composto utilizado em laboratório para a síntese do feromônio de Lu. 
longipalpis). Em machos das espécies Ny. whitmani e Ny. neivai, não foi possível 
identificar nenhum composto volátil que pudesse agir como feromônio. Em fêmeas e 
ovos das espécies de Ny. whitmani, Pi. fischeri e Mg. migonei foi identificada a 
presença do ácido dodecanóico, feromônio de oviposição em Lu. longipalpis. Além do 
ácido dodecanóico, alguns aldeídos, como o nonanal, foram identificados em todas as 
espécies. Para Ny. neivai apenas traços de ácido dodecanóico foram detectados. Apenas 
para Ny. neivai foi possível a realização de bioensaios comportamentais para a 
oviposição. Nestes ensaios, as fêmeas grávidas dessa espécie não foram atraídas 
significativamente para o ácido dodecanóico. Mais investigações avaliando quais 
compostos, presentes na transpiração ou respiração de seres humanos, podem atuar 
como cairomônios para os flebotomíneos, assim como a função biológica do ácido 
dodecanóico e nonanal como possíveis atrativos ou estimulantes da oviposição nas 
espécies avaliadas podem ser alvos para novos estudos. Em machos de Mg. migonei o 
possível papel de um composto desconhecido, deve ser avaliado através de estudos de 
atratividade para fêmeas coespecíficas. 
 
Palavras-chaves: flebotomíneos; cairomônios, feromônios, microextração em fase 
sólida; ácido dodecanóico 9-metilgermacreno-B, Modelo Linear Generalizado Misto. 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Phlebotomine sand flies are important vectors of the protozoan Leishmania, the 
causative agent of leishmaniasis, of the bacterium Bartonella bacilliformis, etiologic 
agent of Carrion disease and some arboviruses. Due to the epidemiological relevance of 
phlebotomines in the transmission of leishmaniasis, different study areas of the biology 
of these insects are necessary, such as breeding methods specific for each species, 
vector-parasite interaction, vector competence, vectorial capacity, and chemical ecology. 
Two aspects of the chemical ecology of sand flies were evaluated in this work. In the 
first chapter, the attractiveness of two commercial baits developed from volatiles 
emanated by humans for the capture of sandflies in the field was evaluated. In the 
second chapter, the presence or indication of sex and oviposition pheromones in four 
species of sand flies was investigated. In catches with commercial baits, the species 
which presented the greatest abundance during the collection period were: Pintomyia 
nevesi, Nyssomyia whitmani and Nyssomyia antunesi. The statistical analyzes performed 
by the Generalized Linear Mixed Model (GLMM) indicated that only for Ny. whitmani 
a slight indication of attractiveness was detected for the light trap baited with attractive 
BG-Lure (p =0.0497); for Ny. antunesi and Pi. nevesi there was no indication of 
attractiveness compared with the light control traps. In relation to the pheromones, 
using the Solid Phase Microextraction technique followed by Gas Chromatography 
coupled to Mass Spectrophotometry (SPME-CG/MS), it was possible the extraction and 
identification in vivo of the sexual pheromone in Lu. longipalpis males (9-Methyl-
germacrene-B); it was also detected differences in pheromone release patterns and 
variation in pheromone content among individuals of the same age. In wild males of 
Mg. migonei, an unknown compound (MM=218) was found, which presented 76% 
similarity with germacrone (used in laboratory for the synthesis of the sex pheromone, 
9-Methyl-germacrene-B, in Lu. longipalpis). It was not possible to identify volatile 
compounds that could act as sex pheromone in males of the species Ny. whitmani and 
Ny. neivai. In gravid females and eggs of Ny. whitmani, Pi. fischeri and Mg. migonei, 
the presence of dodecanoic acid, the oviposition pheromone in Lu. longipalpis was 
identified. In addition to dodecanoic acid, some aldehydes, such as nonanal, were 
detected in all species. For Ny. neivai, only traces of dodecanoic acid were detected. It 
was possible to conduct behavioral bioassays only for Ny. neivai. In these assays, 
pregnant females of this species were not significantly attracted to dodecanoic acid. 
Further research to evaluate which compounds, present in transpiration or humans’ 
respiration, can act as kairomones for surveillance of phlebotomine sand flies, as well as 
the biological function of dodecanoic acid and nonanal as possible attractants or 
stimulants of oviposition in the species evaluated can be targets for further studies. In 
Mg. migonei, the possible role of the unknown compound detected in males should be 
evaluated through studies of attractiveness to co-specific females. 

Key-words: Sand Flies; Kairomones, pheromones, Solid phase micro-extraction; 
dodecanoic acid, 9-methyl-germacrene-B, Mixed Generalized Linear Model. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. FLEBOTOMÍNEOS 

Os flebotomíneos pertencem à ordem Diptera, subordem Nematocera, família 

Psychodidade, subfamília Phlebotominae. Das 1000 espécies de flebotomíneos 

reconhecidas no mundo, 530 espécies ocorrem nas Américas, sendo 20 destas 

consideradas prováveis vetores de pelo menos 18 espécies de Leishmania para o ser 

humano (Brazil et al. 2015, Shimabukuro et al. 2017, Steverding 2017). Os 

flebotomíneos também são responsáveis pela transmissão de outros patógenos como a 

bactéria Bartonella bacilliformis, agente etiológico da doença de Carrion (Bartonelose) 

e alguns arbovirus (Ready 2013, Bates et al. 2015a). 

São insetos holometábolos com quatro fases de vida: ovo, larva (quatro estádios), 

pupa e adulto; a duração do ciclo de vida varia depedendo das condições ambientais e 

das espécies, sendo em média de 30 a 45 dias (Alexander 2000). Os adultos são 

suscetíveis à dessecação, o que os torna mais ativos durante o período noturno e 

crepuscular (Killick-Kendrick 1999, Claborn 2010), embora algumas espécies possuam 

o hábito de picar durante o dia (Wilkes et al. 1984). Estes insetos popularmente recebem 

mais de um nome no Brasil, dependendo da localização geográfica: mosquito-palha, 

tatuquira, birigui, cangalhinha, asa-dura, asa branca, anjinho, flebótomo, catuqui, entre 

outros (Rebêlo 1999, Ministério da Saúde 2017b). 

Os flebotomíneos são pequenos, com pouco mais de 3 mm de comprimento, corpo 

revestido de cerdas, de cor clara ou amarelada, às vezes quase preto e quando em 

repouso as asas ficam em posição ereta, posicionadas em forma de “V”(Forattini 1973).  

Machos e fêmeas alimentam-se de açúcares provenientes da seiva das plantas, nectar de 

flores, frutos e secreções de afídeos e somente as fêmeas são hematófagas (Young and 

Ducan 1994, Cameron et al. 1995b, Killick-Kendrick 1999). 

 Em algumas espécies de flebotomíneos como Lutzomyia longipalpis, os machos 

formam agregados ou leques por cima dos hospedeiros, liberando feromônios que 

exercem atração para ambos os sexos; atraindo um maior número de machos 

(agregação), como de fêmeas para o local (sexual) (Ward et al. 1989). Em machos de 

Lu. longipalpis foram identificados até o momento cinco feromônios sexuais em 

diferentes populações dessa espécie, 9-methyl-germacrene-B, 3-methyl-α-himachaleno, 

Cembreno-1, Cembreno-2 e 9-methyl-germacrene-B+ (Hamilton et al., 2005, 2008). 
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 Fêmeas grávidas (acasaladas e engurgutidas) procuram locais quentes, úmidos 

e protegidos do sol, ricos em matéria orgânica; alguns desses criadouros foram 

localizados em tocas de animais, buracos em troncos de árvores e no solo próximos às 

raízes, fendas de pedra ou cavernas (Ferreira et al. 1938, Coutinho and Barretto 1941, 

Hanson 1961, Rutledge and Mosser 1972, Forattini 1973, Peterkova-Koci et al. 2012). 

 O tempo desde a ingestão de sangue até a oviposição (ciclo gonadotrófico) 

pode variar entre 3 a 7 dias, dependendo das condições de temperatura e da espécie, 

como por exemplo, 3 a 6 dias em Lu. Longipalpis (Milleron et al. 2008), 3 a 4 dias para 

Nyssomyia neivai (Casanova et al. 2009), nove dias para Lu. (Nyssomyia) trapidoi, 

(Chaniotis 1986). Em Lu. longipalpis, após este período as fêmeas depositam seus ovos, 

fixando-os ao substrato através de uma substância produzida pelas glândulas acessórias 

a partir dos ácidos graxos obtidos do sangue. Esta substância, identificada como ácido 

dodecanóico protege os ovos da dessecação, atrai e estimula a oviposição de novas 

fêmeas grávidas (Dougherty and Hamilton 1997). 

Os ovos têm formato oval e medem aproximadamente 0,3 a 0,5 mm de 

comprimento. Quando recém-depositados apresentam uma coloração esbranquiçada, 

tornando-se marrom escuro após poucas horas; as larvas eclodem entre o 7º ao 10º dia 

após a oviposição dependendo da espécie e das condições ambientais. As larvas 

apresentam quatro estádios (L1 a L4) sendo a diferença entre elas no tamanho e no 

número de cerdas caudais, apresentando um par de cerdas em L1, e dois pares a partir 

de L2. As larvas são pequenas, brancas ou amareladas; apresentam aparelho bucal do 

tipo mastigador, alimentando-se vorazmente de matéria orgânica, das cascas dos ovos 

eclodidos, de adultos mortos, de fungos e na falta de alimento praticam o canibalismo. 

A pupa evolui a partir do último estádio larval (L4) permanecendo imóvel e sem se 

alimentar. Inicialmente, a pupa é esbranquiçada tornando-se amarelada, marrom e 

finalmente negra; nessa fase o inseto adulto está pronto para emergir (Killick-Kendrick 

1999, Rangel et al., 2018). 

Como indicado anteriormente, machos e fêmeas alimentam-se de diversos açúcares; 

além dos açúcares, as fêmeas precisam de um repasto sanguíneo prévio para 

desenvolver o ciclo gonadotrófico, estas espécies são chamadas de anautógenas (Young 

and Ducan 1994). As fêmeas obtêm do sangue, os lipídeos e proteínas que são 

necessários para o amadurecimento do aparelho reprodutor e a produção de ovos (Ready 

1979). Em Lu. intermedia a ingestão de sangue contribui para o aumento da 

longevidade das fêmeas (Rangel et al. 1986). Mas a ingestão de sangue antes da 
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primeira oviposição não é uma regra absoluta, algumas espécies, chamadas de 

autógenas, conseguem ovipor sem prévia ingestão de sangue: Phlebotomus papatasi, 

Phlebotomus mascittii, Lutzomyia lichyi, Lutzomyia gomezi, Lutzomyia cruciata, 

Lutzomyia shannoni e Lutzomyia evansi (Magnarelli et al. 1984, Montoya-Lerma 1992, 

Young and Ducan 1994, Castillo et al. 2015); essas espécies armazenam os nutrientes 

necessarios para a oviposição a partir dos nutrientes obtidos durante as fases larvais 

(Bentley and Day 1989).   

Os insetos hematófagos geralmente se alimentam de uma ampla variedade de 

hospedeiros vertebrados (insetos generalistas ou ecléticos); a população de Lu. 

longipalpis de Marajó no Pará não apresentou preferência alimentar entre frango, cão e 

homem (Quinnell et al. 1992); no Paraná Nyssomyia whitmani, Nyssomyia neivai e 

Pintomyia fischeri foram atraídos igualmente para cão, porco, galinha e coelho (Muniz 

et al. 2006, Dias-Sversutti et al. 2007). Porém há espécies que apresentam uma maior 

especificidade alimentar como, por exemplo, Lu. (Bichromomyia) flaviscutellata, 

apresenta maior preferência para roedores do que para o homem (Lainson and Shaw 

1968); Lu. (Dampfomyia) vespertilionis, com preferência para morcegos e Lu. 

(Micropygomyia) trinidadensis, com preferência para lagartos (Young and Ducan 

1994). Insetos hematófagos ecléticos seriam peças chaves na manutenção do ciclo de 

transmissão zoonótico (Montoya-Lerma and Lane 1996). 

Mesmo considerando as diferentes metodologias utilizadas para avaliar a 

preferência alimentar dos flebotomíneos, infere-se que o hábito alimentar está 

relacionado com a disponibilidade espacial e temporal dos hospedeiros, ao valor 

nutricional da fonte sanguínea, ao comportamento defensivo dos hospedeiros, às 

condições ambientais e à resposta imune dos hospedeiros frente à saliva dos insetos 

entre outros (Lyimo and Ferguson 2009). Além dessas características, o inseto 

hematófago deve ter a capacidade de identificar, localizar e responder aos diferentes 

estímulos visuais e compostos químicos voláteis emanados pelos diferentes hospedeiros 

(Lehane 1991). 

Nos insetos hematófagos, três das atividades são as mais importantes: a busca por 

um hospedeiro, a procura de um potencial parceiro e a localização de um local em 

ótimas condições de temperatura, umidade relativa e alimento para a prole; estas 

atividades dependem diretamente da capacidade de olfato e visão dos insetos e estão 

interligadas à ingestão de sangue, momento no qual, podem adquirir a infecção através 

da ingestão de amastigotas de Leishmania spp. (Bentley and Day 1989, Claborn 2010). 
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1.2. LEISHMANIOSES 

As leishmanioses compreendem um conjunto de doenças causadas por protozoários 

parasitos do gênero Leishmania (Trypanosomatida: Trypanosomatidae) que são 

transmitidos através da picada de fêmeas infectadas de flebotomíneos. As fêmeas destes 

insetos ficam infectadas quando se alimentam de animais reservatórios selvagens 

parasitados. Em um segundo repasto sanguíneo, elas são capazes de transmitir o parasita 

a outros animais selvagens ou domésticos ou ao ser humano (Desjeux 1996). Existem 

1000 espécies de flebotomíneos identificadas no mundo, e pouco mais da metade (530 

espécies) são encontradas nas Américas (Shimabukuro et al. 2017). Aproximadamente 

78 espécies de flebotomíneos são incriminados como prováveis vetores de algumas das 

53 espécies de Leishmania conhecidas, 31 espécies parasitam mamíferos e 20 são 

conhecidas por causarem doenças em humanos. Estas espécies causam diferentes tipos 

de manifestações clínicas, dependendo da resposta imune do hospedeiro e a virulência 

da espécie de Leishmania (Pearson and Sousa 1996, Akhoundi et al. 2016).  

As leishmanioses estão distribuídas amplamente no globo; são endêmicas em 98 

países, afetando principalmente pessoas de países pobres e estão associadas à 

desnutrição, migração, mudança climática, desmatamento e carência de recursos 

econômicos. Apresentam-se nas formas de leishmaniose visceral e tegumentar, que por 

sua vez apresenta-se como cutânea, mucocutânea e difusa. A Leishmaniose cutânea 

(LC), caraterizada por lesões ulcerativas na pele no local da picada dos flebotomíneos. 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima 0,6 a 1 milhão de novos casos de LC 

por ano. Seis países, Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Irã, Síria foram 

responsáveis por 90% dos casos notificados em 2015 (WHO 2018). A forma 

mucocutânea (LM), é a mais desfigurante, causando destruição das cavidades naso-orais 

e faringe (Desjeux 2004); 90% dos casos mundiais da LM ocorrem na Bolívia, Brasil, 

Etiópia e Peru. Nas Américas as formas cutânea e mucocutânea são endêmicas em 18 

países, com mais de 52 mil casos; sendo Brasil (25,9%), Colômbia (22,4%), Nicarágua 

(11,1%) e Peru (14,9%) os países com a maior porcentagem dos casos de LC e LM na 

região (OPAS 2018). A leishmaniose difusa é mais rara e apresenta-se ligada a 

problemas imunológicos. 

A forma visceral (VL) ou "kala azar", é a forma mais severa, quando não tratada; 

caracterizada por febre, esplenomegalia, hepatomegalia, anemia e linfadenopatias 

(Desjeux 1996). Estima-se 50 a 90 mil casos de LV por ano sendo Brasil, Etiópia, Índia, 
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Quênia, Somália, Sudão do Sul e Sudão responsáveis por 90% dos casos notificados no 

ano de 2015 (WHO 2018). Nas Américas a LV é endêmica em 12 países, 95,4% destes 

casos ocorrem no Brasil (OPAS 2018). 

 

1.3. LEISHMANIOSES NO BRASIL 

No Brasil, desde as últimas décadas, tanto a leishmaniose tegumentar quanto a 

leishmaniose visceral, estão em contínuo processo de expansão. Até a presente data a LT 

apresenta casos em todos os estados do país. Esta forma da doença inicialmente 

zoonótica, que acometia pessoas que adentravam a floresta, passou a constituir um sério 

problema nas zonas rurais resultado do desmatamento, da construção de estradas, 

atividade agropecuária, ecoturismo e da extração de madeira; atualmente este padrão 

continua a expandir para regiões peri-urbanas das cidades (Ministério da Saúde 2017a).  

São sete espécies de Leishmania identificadas como causadoras de LT em humanos: 

L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, 

L. (V.) shawi, L. (V.) lindenberg (Ministério da Saúde 2017a). Destas espécies a L. (V.) 

braziliensis é o principal agente etiológico identificado em casos autóctones no estado 

de São Paulo, Ny. neivai, Ny. whitmani, Ny. intermedia, Mg. migonei, Pi. pessoai e Pi. 

fischeri são os seis principais vetores incriminados ou suspeitos do estado 

(Shimabukuro et al. 2010).  

O estado do Acre tem uma incidência 13 vezes maior (130 casos/100.000 

habitantes) de LT do que a média nacional (10 casos /100.000 habitantes). O estado 

apresenta quatro principais agentes etiológicos: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, 

L. (L.) amazonensis, L. (V.) lainsoni e as principais espécies vetoras envolvidas na 

transmissão da LT no estado são: Ny. whitmani, Ny. antunesi, Ny.umbratilis, Ny. 

anduzei, Mg. migonei, Bichromomyia flaviscutellata, Pi. davisi e Psychodopygus 

hirsutus hirsutus (Ministério da Saúde 2017a). 

A Leishmaniose visceral, própria de ambientes rurais, tem se espalhado para as 

zonas urbanas, isto graças à capacidade de adaptação e dispersão do seu principal vetor, 

Lu. longipalpis (Lainson and Rangel 2005, Rangel and Vilela 2008, Brazil 2013). 

Atualmente, a LV encontra-se distribuída em 21 dos 27 estados brasileiros (26 Estados 

+ DF) e 1600 municípios (Ministério da Saúde 2017b). São duas as espécies de 

flebotomíneos no Brasil, envolvidas na transmissão de L. (L.) infantum; Lu. longipalpis 

principal vetor em 25 estados brasileiros e Lu. cruzi (Santos et al. 1998), restrita ao 

Mato Grosso do Sul. Além destas duas espécies, Pintomyia evansi tem sido incriminada 
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na Colômbia (Travi et al. 1994) e Venezuela (Feliciangeli et al. 1999). A transmissão 

acontece quando fêmeas picam animais reservatórios urbanos como o cão ou silvestres 

como a raposa Dusycion vetulus e alguns marsupiais do gênero Didelphis (Ministério da 

Saúde 2017b). 

 

1.4. ECOLOGIA QUIMICA  

Os insetos estabelecem uma série de relações com indivíduos da mesma ou de 

outras espécies, e com seu entorno, por meio do sistema gustativo e olfativo, o que 

constitui uma das caraterísticas mais importantes e ancestrais dos insetos, permitindo-

lhe detectar e discriminar diferentes sinais químicos com um alto grau de sensibilidade 

(Greenfield 2002). Esses sinais são importantes para a transmissão de informações entre 

os indivíduos e para uma ampla variedade de funções e interações como: alimentação, 

agregação, reprodução, oviposição e defesa (Whittaker and Feeny 1971, Reinhard 

2004). 

Os mediadores químicos da comunicação são chamados de semioquímicos e são 

classificados segundo o tipo de comportamento que eles mediam e a relação dos 

organismos envolvidos (Agelopoulos and Wadhams 2000). Os feromônios são 

secretados ao ambiente por um indivíduo (organismo liberador) e recebidos por outro 

(organismo receptor) da mesma espécie (comunicação intraespecífica), originando neste 

último uma reação específica (Karlson and Luscher 1959). Estes feromônios são 

divididos segundo o efeito exercido sobre o organismo receptor podendo ser de casta, 

trilha, agregação, alarme, sexual e oviposição (Reinhard 2004).   

Os aleloquímicos são compostos que mediam a comunicação entre indivíduos de 

espécies diferentes (interespecífica) (Law and Regnier 1971). Estes compostos são 

divididos de acordo com quem recebe o efeito benéfico: alomônios quando o favorecido 

é a espécie emissora; cairomônios que favorecem a espécie receptora; sinomônios em 

que ambos, emissor e receptor são favorecidos e os apneumônios quando o composto é 

emitido por um material inerte, por exemplo, água com matéria orgânica para 

oviposição de culicídeos (Nordlund and Lewis 1976, Agelopoulos and Wadhams 2000).  

Contudo, a classificação dos semioquímicos é complexa, devido ao fato de que 

muitas sustâncias podem apresentar dualidade de função, agindo como feromônio 

dentro de uma espécie, e ser utilizado como alomônio, cairomônio ou sinomônio para 

outra (Brown Jr et al. 1970, Reinhard 2004).  
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Outras particularidades relevantes quando se trata de semioquímicos é que 

muitos deles são misturas de substâncias, sendo que, a composição e a proporção destas 

substâncias podem produzir diferentes tipos de respostas em um indivíduo (Reinhard 

2004). 

1.4.1. ECOLOGIA QUÍMICA EM FLEBOTOMÍNEOS 

CAIROMÔNIOS 

Os cairomônios nos flebotomíneos, assim como em outros insetos hematófagos, 

são importantes para vários aspectos da biologia destes insetos como a localização de 

açúcares, de hospedeiros como fonte sanguínea e na procura de locais com caraterísticas 

ótimas para o desenvolvimento das fases imaturas. Muitas das pesquisas em relação a 

esses aspectos têm sido dirigidas para Lu. longipalpis, o principal vetor da leishmaniose 

visceral nas Américas. 

Os açúcares ingeridos tanto por machos quanto por fêmeas de flebotomíneos 

têm importante papel na epidemiologia das leishmanioses; sendo capazes de alterar o 

desenvolvimento dos parasitas, assim como incrementar as taxas de sobrevivência e 

oviposição de muitas das espécies criadas em laboratório (Cameron et al. 1995b, 

Hamilton and El Naiem 2000). Desse ponto de vista, algumas pesquisas têm sido 

realizadas com o objetivo de identificar e avaliar as diversas fontes de açúcar na 

natureza, preferidas pelos flebotomineos, sendo as principais flores (Müller et al. 2011), 

frutos (Junnila et al. 2011a, Junnila et al. 2011b), seivas de plantas, exudados de afídeos 

e coccídeos (Moore et al. 1987, Cameron et al. 1995b, Cameron et al. 1995a). A 

identificação dos voláteis envolvidos na localização dessas fontes pode auxiliar no 

desenvolvimento de atrativos para o controle dos flebotomíneos.  

  Uma caraterística importante de muitos dos flebotomíneos é o comportamento 

hematófago oportunista, alimentando-se de uma ampla variedade de hospedeiros; 

dependendo da disponibilidade dessas fontes. Sabendo que as fêmeas dos flebotomíneos 

precisam de sangue como fonte de proteínas para o amadurecimento dos ovários e 

produção de ovos, diferentes pesquisas têm sido realizadas no sentido de determinar a 

preferência sanguínea em fêmeas das diferentes espécies de flebotomíneos e a 

influência dessas fontes na fecundidade e sobrevivência das mesmas durante e após 

oviposição. Em Phlebotomus papatasi foi avaliada a taxa de fertilidade e sobrevivência 

das fêmeas após ingestão de sangue em diferentes hospedeiros, humano, cavalo, cabra, 

porco, cachorro, coelho, hamster e porquinho-da-índia, não sendo encontrada diferença 

significativa entre as fontes sanguíneas (Harre et al. 2001). Em Lu. ovallesi, num estudo 
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similar, as fêmeas apresentaram melhor resposta quando alimentadas com sangue de 

galinha do que porco, vaca, cabra, cachorro, humano e cavalo (Noguera et al. 2006). Em 

um ensaio em laboratório para Lu. longipalpis, vetor adaptado às áreas periurbanas, 

houve melhores taxas de oviposição em fêmeas alimentadas em porquinho-da-índia ou 

cavalo; mesmo assim o sangue humano foi a fonte sanguínea mais comum em fêmeas 

ingurgitadas desta espécie (Macedo-Silva et al. 2014). 

 Outra caraterística importante ligada à hematofagia é a capacidade de localizar 

e discriminar os diferentes hospedeiros. Neste sentido, estudos de campo e laboratório 

foram realizados para determinar os compostos envolvidos neste processo. Tais estudos 

demostraram a atratividade em fêmeas e machos de Lu. longipalpis para compostos 

emanados da pele humana, sendo as fêmeas mais fortemente atraídas que machos 

(Hamilton and Ramsoondar 1994, Rebollar-Tellez et al. 1999, Bray and Hamilton 

2007); assim como ocorreu com odores de animais (Dougherty et al. 1999). Compostos 

liberados durante a respiração dos hospedeiros também têm sido alvo de pesquisas, 

como o CO2, ativador universal para insetos hematófagos, que foi avaliado em conjunto 

com armadilhas luminosas, melhorando significativamente as capturas destes insetos 

(Chaniotis 1983). Em um estudo em campo com Ny. intermedia e Ny. whitmani, a 

armadilha com CO2 capturou pouco menos da metade dos insetos, quando comparados à 

armadilha com o total dos voláteis emanados por um humano (Pinto et al. 2001). A 

atratividade do octenol (3-Octen-1-ol) para flebotomíneos, composto liberado durante a 

respiração de vertebrados, e atrativo para diferentes espécies de mosquitos, foi 

verificada em ensaios de campo em Ph. papatasi (Beavers et al. 2004) e em ensaios de 

campo e túnel de vento em laboratório para Ny. neivai (Pinto et al. 2011, Pinto et al. 

2012); estudos prévios com eletroantenografia em Lu. longipalpis tinham evidenciado a 

capacidade destes insetos em detectar este composto (Sant'Ana et al. 2002). Em ensaios 

realizados em túnel de vento, verificou-se que fêmeas e machos de Lu. longipalpis 

foram atraídos para alguns voláteis de plantas como 1-heptanol e 1-nonanol 

(Magalhães-Junior et al. 2014). Um ensaio similar com Ny. neivai demostrou que estes 

insetos são atraídos para outros dois álcoois, 1-hexanol e 1-octanol (Machado et al. 

2015) 

 Ensaios de atratividade indicaram que hamsters infectados com Leishmania 

infantum foram mais atrativos para fêmeas de Lu. longipalpis do que hamsters não 

infetados (O'Shea et al. 2002). Esse resultado foi reforçado em outro estudo onde os 

mesmos animais foram avaliados, para a atratividade de Lu. Longipalpis, antes e após a 
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infecção com L. infantum, apresentando aumento da atratividade após a infecção 

(Nevatte et al. 2017).  

FEROMÔNIOS 

Em relação à feromônios em flebotomíneos, Lu. longipalpis é a espécie mais 

amplamente estudada. Cinco diferentes tipos de feromônios sexuais foram identificados 

em machos deste complexo de espécies (Spiegel et al. 2016). Os machos de Lu. 

longipalpis produzem o feromônio em glândulas localizadas nos tergitos abdominais 

(Mangabeira 1969) o qual é liberado ao exterior através de poros ou pápulas (Barth 

1961, Lane and Ward 1984). Em flebotomíneos as fêmeas, únicas hematófagas, 

precisam fazer um repasto sanguíneo como fonte de proteínas para produção dos ovos. 

Os machos, primeiros a localizar um hospedeiro, formam um agrupamento, ou lek, ao 

redor do hospedeiro, liberando feromônios que atraem fêmeas e um maior número de 

machos (Spiegel et al. 2005). Existem cinco quimiotipos de feromônios identificados 

em Lu. longipalpis, 9-metil-germacreno-B, 3-metil-himachaleno, cembreno-1 e 

cembreno-2, e 9-metilgermacreno-B+ (Hamilton et al. 1996a, Hamilton et al. 1996b, 

Hamilton et al. 1999, Brazil and Hamilton 2002, Hamilton et al. 2004, Hamilton et al 

2005). Os dois primeiros, 9-metil-germacreno-B e 3-metil-himachaleno já foram 

sintetizados.  Além de Lu. longipalpis o feromônio sexual de seis outras espécies: 

Evandromyia carmelinoi, Ev. lenti, Lu. cruciata, Lu. cruzi, Lu. lichyi, Pi. pessoai foram 

identificadas (Hamilton and Ward, 1994, Hamilton et al., 1999, Brazil and Hamilton, 

2002, Hamilton et al 2002, Serrano et al 2016). 

Em relação ao comportamento de oviposição em flebotomíneos, os fatores que 

direcionam a escolha do sítio de oviposição em fêmeas grávidas foram estudados na 

espécie Lu. longipalpis. Dados de laboratório mostraram que a oviposição era maior em 

locais com ovos coespecíficos, além do que, a idade e o número dos ovos foram cruciais 

para elucidar uma resposta significativa em fêmeas grávidas (Elnaiem and Ward 

1990,1991). Extratos hexânicos de ovos de Lu. longipalpis e glândulas acessórias de 

fêmeas grávidas permitiram identificar este feromônio como sendo o ácido dodecanóico 

(Dougherty and Hamilton 1997). 

Além do ácido dodecanóico, outros estimulantes para a oviposição em Lu. 

longipalpis foram descritos como o frass, formado por restos acumulados em potes de 

criação de imaturos (Elnaiem and Ward 1992b, Dougherty et al. 1993), e os compostos 

hexanal e 2-metil-2-butanol, identificados em fezes de aves e coelhos (Dougherty et al. 

1995). Além da natureza química dos atrativos, foi evidenciada a preferência das fêmeas 
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para oviporem em superfícies irregulares e fendas (Elnaiem and Ward 1992a). 

Entretanto, em Ph. papatasi foi verificada a reposta para ovos coespecíficos 

(Wasserberg and Rowton 2011, Kumar et al. 2013, Marayati et al. 2015). Em outras 

espécies de flebotomíneos, como por exemplo, Lu. shannoni não foi possível evidenciar 

uma resposta significativa de fêmeas grávidas para ovos coespecíficos ou para o ácido 

dodecanóico (Mann and Kafman, 2010).  

 

2. JUSTIFICATIVA 

 Dada a relevância epidemiológica dos flebotomíneos na transmissão das 

leishmanioses, diferentes áreas de estudo da biologia desses insetos são necessárias, 

como por exemplo, métodos de criação apropriados para cada espécie, interação 

parasita-vetor, competência e capacidade vetorial, e ecologia química, entre outros. O 

cerne principal do presente trabalho é direcionado a esse último aspecto, a investigação 

dos compostos voláteis envolvidos em processos biológicos fundamentais para o 

desenvolvimento dos flebotomíneos. A revisão de literatura aponta a necessidade de 

mais estudos na área de ecologia química desse grupo de vetores. A partir dos estudos 

básicos pode-se tanto entender melhor a biologia desses insetos quanto, talvez no médio 

ou longo prazo, produzir conhecimentos que auxiliem no desenvolvimento de melhores 

iscas atrativas para monitoramento ou controle. 

 No primeiro capítulo, direcionado ao estudo de cairomônios, serão avaliadas 

duas iscas atrativas, desenvolvidas a partir de compostos liberados por seres humanos, 

para espécies antropofílicas de culicídeos. A pergunta principal desse capítulo foi se, em 

uma área com diferentes espécies de flebotomíneos, essas iscas poderiam atrair 

diferencialmente espécies mais antropofílicas. 

No segundo capítulo, o mote foi investigar a presença ou indicação de 

feromônios sexuais e de oviposição em quatro espécies incriminadas como vetoras de 

LTA: Ny. neivai, Ny. whitmani, Pi. fischeri, e Mg. migonei.   
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3. OBJETIVOS  

3.1. OBJETIVO GERAL 

 Investigar os compostos envolvidos no comportamento de busca do hospedeiro, 

cópula e oviposição assim como ampliar os conhecimentos técnicos na área de 

ecologia química de flebotomíneos.  

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar o efeito potencializador de duas iscas comerciais que imitam o odor 

humano, BG-Lure®, BG-Sweetscent®, em armadilhas luminosas para a captura 

de flebotomíneos em campo. 

 Investigar a presença de compostos voláteis envolvidos nos comportamentos de 

oviposição e cópula em flebotomíneos.  

 Investigar o micro-extração em fase solida (SPME) como método alternativo à 

extração com solventes, para a detecção de feromônios sexual e oviposição em 

flebotomíneos. 
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CAPITULO I. 

RESUMO 

AVALIAÇÃO DA ATRATIVIDADE DE BG-LURE E BG-SWEETSCENTS PARA 

COLETAS DE FLEBOTOMÍNEOS EM CAMPO (DIPTERA: PSYCHODIDAE) 
Os insetos hematófagos usam pistas olfativas e visuais para estabelecer diversas 

associações com seu ambiente, por exemplo, para localizar diversas fontes de açucar, 

hospedeiros (sangue), na procura de parceiros e na escolha de local para oviposição. 

Esses insetos detectam e localizam seus hospedeiros através dos compostos químicos ou 

cairomônios emanados por eles. Os compostos sinalizadores mais utilizados são CO2, 

ácidos carboxílicos, aldeídos, álcoois e cetonas. Esses cairomônios estão sendo 

utilizados comercialmente em misturas, com a finalidade de incrementar a captura de 

insetos hematófagos. Duas iscas comerciais, BG-Lure® e BG-Sweetscent® que 

utilizam uma mistura de cairomônios de seres humanos (ácido lático, amônia e ácido 

capróico) as quais foram utilizadas na coleta de culicídeos. Os flebotomíneos são 

importantes vetores de distintos patógenos como bactérias, vírus e protozoários. O 

objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito potencializador de duas iscas comerciais, 

BG-Lure®, BG-Sweetscent®, em armadilhas luminosas sobre a captura de 

flebotomíneos em campo. Este estudo foi realizado entre setembro e outubro de 2016 

em duas áreas de floresta secundária, localizadas na periferia da região urbana e 

periurbana do município de Assis-Brasil, AC. As armadilhas foram operadas entre as 

18:00h e 6:00h do dia seguinte. Três tratamentos foram avaliados: 1. Armadilha 

luminosa+BG-Lure®; 2. Armadilha luminosa+BG-Sweetscent® e 3. Armadilha 

luminosa. O delineamento de quadrados latinos foi aplicado, as espécies com maior 

abundancia foram analisadas estatisticamente pelo Modelo Linear Misto Generalizado . 

Um total de 3.682 flebotomíneos foram coletados e identificados em 14 gêneros e 39 

espécies. As três espécies com maior abundância, foram Pintomyia nevesi (Damasceno 

& Arouck, 1956) com 739 espécimes (20.1%), Nyssomyia whitmani (Antunes & 

Coutinho, 1939), 1093 (29,7%) e Nyssomyia antunesi (Coutinho, 1939), 540 (14,7%). 

Apenas para Ny. whitmani houve uma ligeira indicação de um aumento nas capturas 

com BG-Lure®.  

 

PALAVRA-CHAVE: atrativos, vigilância vetorial, Ny. whitmani, Ny. antunesi, Pi. 

nevesi semioquímicos. 
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FIELD EVALUATION OF ATTRACTIVE BAITS OF CULICIDAE (BG-LURE 

AND BG-SWEETSCENTS) FOR COLLECTING PHLEBOTOMINE SAND 

FLIES (DIPTERA: PSYCHODIDAE) 

 

ABSTRACT 

Hematophagous insects use olfactory and visual cues to establish numerous associations 

with their environment and to locate diverse sugars sources, hosts, mates, and site for 

oviposition. These insects detect and locate their hosts through the chemical compounds 

emanated by them. The preferred compounds are CO2, carboxylic acids, aldehydes, 

alcohols and ketones. These compounds or kairomones are being commercially used in 

mixtures, in order to increase the capture of hematophagous insects. Two commercial 

baits, BG-Lure® and BG-Sweetscent® that utilize a mixture of human kairomones 

(lactic acid, ammonia and caproic acid) were initially developed for culicidae. 

Phlebotomines are important vectors of bacteria, viruses and protozoa. The aim of the 

present study was to evaluate the potentiating effect of two commercial baits, BG-

Lure®, BG-Sweetscent®, on light traps for capture of sandflies in the field. This study 

was conducted between September and October 2016 in two woodland areas, located on 

the edge of the urban and periurban region of Assis-Brasil-AC, Brazil. Traps were 

operated between 18:00 and 6:00 h the next day. Three treatments were evaluated: 1. 

light trap + BG-Lure®; 2. light trap + BG-Sweetscent® and 3. light trap. The design of 

Latin squares was applied, the species with greater abundance were analyzed 

statistically by Generalized Linear Mixed Model. A total of 3,682 phlebotomines were 

collected, distributed in 14 genera and 39 species. The three species with greater 

abundance were Pintomyia nevesi (Damasceno & Arouck, 1956) with 739 specimens 

(20.1%), Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939), 1093 (29.7%) and 

Nyssomyia antunesi (Coutinho, 1939), 540 (14.7%). Only for Ny. whitmani there was a 

slight indication of an increase in catches with BG-Lure®. 

 

Keyword: attractants, vector surveillance, Ny. whitmani, Ny. antunesi, Pi. nevesi, 
semiochemicals 
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1. INTRODUÇÃO 

 Flebotomíneos apresentam relevância epidemiológica como vetores de 

patógenos distintos como bactérias, vírus e protozoários. Uma ênfase especial é dada ao 

parasito protozoário Leishmania (Trypanosomatidae) responsável por mais de um 

milhão de novos casos de leishmaniose visceral e cutânea por ano em todo o mundo 

(WHO, 2018). Das cerca de 1.000 espécies de flebotomíneos identificadas, pouco mais 

de 10% transmitem 18 espécies de Leishmania para humanos (Brazil et al., 2015; 

Steverding, 2017). Alguns critérios têm sido usados para incriminar uma espécie de 

flebotomíneo como vetor importante e um deles é ser atraído e picar seres humanos e 

outros hospedeiros reservatórios (Killick-Kendrick, 1990; Ready, 2013). A busca por 

compostos voláteis emitidos por humanos pode ajudar a aumentar as capturas de 

espécies antropofílicas. 

 Os insetos hematófagos usam estímulos olfativos e visuais para estabelecer 

diferentes tipos de associações com seu ambiente, seja para procurar açúcar ou fontes de 

sangue, acasalamento ou locais de oviposição. Esse tipo de interação ocorre através de 

compostos químicos, denominados semioquímicos, que favorecem a comunicação entre 

indivíduos da mesma espécie (intraespecífica) e entre espécies diferentes 

(interespecíficas) (Nordlund e Lewis, 1976). Um desses compostos é o CO2, liberado 

durante a respiração do hospedeiro, que é o principal componente de atração envolvido 

na ativação de insetos hematófagos (Nicolas e Sillans, 1989). No entanto, o CO2 não é 

específico, sendo atrativo para muitas espécies. 

Além do CO2, algumas outras classes de compostos voláteis, como aminas, 

ácidos carboxílicos, álcoois, aldeídos, cetonas e uma mistura de vários compostos 

químicos que emanam da respiração e da pele de humanos e outros animais, foram 

identificados como responsáveis por desencadear respostas comportamentais em Aedes 

aegypti, Anopheles gambiae s.s. e Culex quinquefasciatus como resumido em 

Smallegange e Takken (2010); destacando-se o ácido lático, amônia e os ácidos 

carboxílicos. 

Diferentes misturas desses voláteis têm sido utilizadas para aumentar as capturas 

de insetos hematófagos no campo. A mistura de ácido lático, amônia e ácido capróico, 

que mimetizam o odor humano, tem se mostrado atraente para a espécie Ae. aegypti 

(Bosh et al. 2000; Kröeckel et al. 2006). A partir desta mistura, duas iscas comerciais, 

BG-Lure® (Geier et al., 1999; Krockel et al., 2006) e BG-Sweetscent® (Akaratovic et 
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al., 2017) foram desenvolvidas e avaliadas para Culex coronator, Culex. 

quinquefasciatus, Aedes albopictus, Ae. Aegypti e Anopheles arabiensis (Akaratovic e 

Kiser, 2017; Akaratovic et al., 2017; Batista et al., 2017; Cilek et al., 2011; Cork e Park, 

1996; Geier et al., 2006). 

Ambos atrativos possuem os mesmos três componentes na forma granular, sem 

as concentrações relatadas pelo fabricante. A principal diferença está na classe de 

dispensador e na vida útil do produto. O BG-Sweetscent é um sachê, eficaz por dois 

meses, e o BG-Lure é um cartucho plástico com aberturas, capaz de liberar por até cinco 

meses (Biogents, 2018). 

Os estudos sobre atratividade de voláteis humanos e animais para culicídeos são 

bem mais desenvolvidos do que para flebotomíneos. Os seguintes compostos 

apresentaram atratividade em ensaios de laboratório para flebotomíneos benzaldeído, 4-

hidroxi-4-metil-2-pentanona e 4-metil-2-pentanona em Lu. longipalpis (odores de 

raposa) (Dougherty et al. 1999); 1-octen-3-octenol para Ny. neivai (Pinto et al., 2011); 

6-methil-5-hepten-2-ona, 2-fenilacetaldeído e eicosano para Lu. intermedia (= 

Nyssomyia intermedia) (Tavares et al. 2018). Em ensaios de campo o 1-octen-3-octenol 

foi atrativo para Lu. longipalpis (Andrade et al., 2008) e Psathyromyia shannoni (Mann 

et al., 2009); 1-hexen-3-ol quando combinado com o CO2 foi atrativo para Ps. shannoni 

(Mann et al., 2009). 

Em condições de campo, o BG-Mesh Lure ™ apresentou melhor resposta para 

Lu. longipalpis do que para Ny. intermedia (Andrade et al., 2008) e Phlebotomus tobbi 

(Kasap et al., 2009). Em condições de laboratório, o BG-Mesh Lure ™ não foi atrativo 

para Ny. neivai (Pinto et al., 2012). 

No presente estudo, objetivamos avaliar a atratividade de BG-Lure® e BG-

Sweetscent® em um município localizado no estado do Acre com alta riqueza e 

abundância de espécies de flebotomíneos (Ávila et al., 2018; Borges et al., 2017 Ortiz et 

al., 2018; Teles et al., 2016) e altas taxas de transmissão da leishmaniose cutânea. Este 

município em 2014 apresentou o maior coeficiente de detecção de leishmaniose 

tegumentar no Brasil; 130,4 casos / 100.000 habitantes (SVS, 2018). 
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2. OBJETIVO 

 Avaliar o efeito potencializador de duas iscas comerciais que imitam o odor 

humano, BG-Lure®, BG-Sweetscent®, em armadilhas luminosas para a captura 

de flebotomíneos em campo. 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. LOCAL DE ESTUDO 

Este estudo foi realizado no período compreendido entre 16 setembro a 03 outubro 

de 2016 em Assis Brasil (10° 56'27.02’’ S; 69° 34' 4.06'' W; a 239 metros acima do nível 

médio do mar), município situado na margem esquerda do rio Acre, no sudoeste do 

estado brasileiro do Acre, região limítrofe com o Peru e a Bolívia. O município possui 

uma área de 4.974.175 km² e uma população estimada de 6.986 habitantes (IBGE, 

2018). A cobertura vegetal é predominantemente floresta aberta com palmeiras e 

bambus, e floresta ombrófila densa (ACRE-SEMA, 2010). O clima é do tipo equatorial 

úmido, sendo os meses de novembro a abril, os que apresentaram maior precipitação. 

Durante o período de coleta, as temperaturas máximas e mínimas médias foram de 35,2 

e 22,7 ºC respectivamente; a umidade média foi 83,3% (71,3 a 90,0%); e a precipitação 

média foi de 27,4 mm. 

3.2. DESENHO DO ESTUDO 

Armadilhas foram instaladas em duas áreas de coleta. Na área de coleta 1: área de 

floresta, na borda da zona urbana, a aproximadamente 300 metros do centro da cidade 

foi escolhido um local (W1). Este local caracteriza-se por grande atividade antrópica, 

como presença de trilha e acúmulo de lixo. Área de coleta 2: localizada a leste da área 1, 

a uma distância de 1.054 metros; onde foram escolhidos três locais para as armadilhas: 

dois locais na floresta (W2 e W3) caracterizados por serem ambientes mais preservados 

que o W1; adjacente a essa mata e próximo a uma casa, foi escolhido outro ponto de 

coleta (P1). O peridomicílio da casa (P1) foi escolhido porque residentes e vizinhos 

haviam apresentado histórico recente de leishmaniose cutânea. A casa é construída em 

madeira, sendo essa a estrutura típica das casas do município. Em ambas as áreas de 

coleta, havia a presença de animais domésticos, como galinhas, porcos e cães; assim 

como algumas árvores que abrigam as galinhas à noite. Ambas as áreas sofrem forte 

impacto ambiental, seja pela composição do pomar ou como consequência do 

crescimento urbano (Figura 1). 
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 Para cada local escolhido, três tratamentos foram avaliados usando armadilhas 

luminosas Hooper Pugedo (HP) (Pugedo, 2005): 1. Armadilha de luz tipo HP, iscada 

com BG-Lure®; 2. Armadilha de luz HP, iscada com BG-Sweetscent® e 3. Armadilha 

de luz HP sem atrativos (controle). As armadilhas HP foram penduradas em galhos de 

árvores a 1.5 m do solo, há 30 m de distância entre si, das 18:00 às 06:00 horas. Os 

atrativos foram posicionados próximos à entrada das armadilhas. Nos ambientes de tipo 

floresta (W1, W2 e W3), os três tratamentos foram rodados em três posições, durante 

três noites, seguindo o desenho de quadrado latino 3X3. No ambiente peridomiciliar 

(P1), a rotação das armadilhas foi repetida três vezes (09 noites). Ao longo do 

experimento, um total de 54 armadilhas foram instaladas. Os atrativos foram fornecidos 

pela empresa fabricante. 

 

Figura 1. A. Mapa das áreas de coleta de flebotomíneos em Assis Brasil, Acre (círculo 

amarelo), B. Vista aérea das localidades em Assis Brasil; área 1 (bandeira azul) e área 2 

(bandeira vermelha), C. Local de coleta na área 1 (W1), D. Locais de coleta na área 2 

(P1, peridomicílio, W2 e W3, floresta). Mapa elaborado com o software Qgis, imagens 

de Google Satellites. Fonte: Próprio autor. 
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3.3. COLETA E IDENTIFICAÇÃO DE FLEBOTOMÍNEOS 

 Os insetos coletados foram eutanasiados por congelamento. Os flebotomíneos 

foram separados de outros insetos e armazenados, por data, local, ponto e tipo de 

atrativo utilizado, em frascos plásticos contendo naftalina. Os frascos foram 

transportados para o Instituto de Biologia da Universidade de Campinas (São Paulo - 

Brasil) para identificação. Os insetos foram clarificados e corados de acordo com 

Forattini (1973), montados em Bálsamo do Canadá e identificados usando chaves 

morfológicas, como proposto por Galati (2018). 
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3.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

3.4.1. ORDENAÇÃO DE ESPÉCIES 

A análise de correspondência restrita foi utilizada para realizar a ordenação da 

comunidade de espécies de flebotomíneos capturadas com abundância maior que 1%, 

que poderia ser explicada pelo atrativo, local de coleta e sexo dos indivíduos. Para esta 

análise, para cada combinação de local, atrativo e sexo as abundâncias das três 

primeiras noites foram somadas. Os efeitos principais de local, sexo, atrativo e dois 

efeitos de interação, local×sexo e atratividade×sexo, foram analisados. Inicialmente, foi 

utilizado o modelo completo e testados os efeitos em uma estratégia de eliminação 

regressiva, usando testes de permutação. Os cálculos foram realizados com o pacote 

Vegan (Oksanen et al., 2018) em R (R Core Team, 2018). A ordenação de espécies e 

centroides dos fatores importantes foram exibidos usando as ferramentas gráficas 

disponíveis em Vegan. 

 

3.4.2. ANÁLISES DAS TRÊS ESPÉCIES COM AS MAIORES 

ABUNDÂNCIAS E IMPORTÂNCIA EPIDEMIOLÓGICA 

 As abundâncias das três espécies que apresentaram o maior número de 

indivíduos capturados na amostra foram investigadas separadamente por meio dos 

Modelos Lineares Generalizados Mistos (MLGM). Para padronizar o número de 

repetições para essas análises, apenas uma rotação das armadilhas foi considerada em 

P1. A parte fixa do modelo incluiu os mesmos efeitos dos fatores considerados na 

análise de ordenação restrita, ou seja, os efeitos principais de local, sexo e atrativo e 

duas das suas interações. Pontos amostrados e noites nos locais foram inseridos no 

modelo como efeitos aleatórios. As análises foram realizadas com o pacote lme4 v1.1-

12 (Bates et al., 2015) em R. Inicialmente, aplicou-se a distribuição Poisson com função 

de ligação logarítmica. Para duas das espécies, os resultados mostraram alguma 

dispersão que indicou que o modelo não era o mais adequado. Procedeu-se então a 

modelagem utilizando a distribuição Binomial Negativa com função de ligação log, o 

que resultou em uma melhor qualidade do ajuste do modelo. 

 Todas as análises estatísticas foram realizadas de acordo com a orientação da 

Profa. Dra. Luzia Aparecida Trincado Departamento de Bioestatística da Universidade 

Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho, Botucatu. 
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4. RESULTADOS 

4.1. IDENTIFICAÇÃO DOS FLEBOTOMÍNEOS 

 Um total de 3.682 flebotomíneos foram coletados (2.035 fêmeas e 1.647 

machos). Destes, 2.192 espécimes (59,5%) foram coletados em W1, 429 (11,7%) em 

W2, 415 (11,3%) em W3 e 646 (17,5%) em P1. Entre as armadilhas testadas, a 

armadilha luminosa iscada com BG-Lure capturou o maior número de espécimes, 1.542 

(41,9%); a armadilha luminosa sem nenhum tipo de atrativo coletou 1.121 (30,4%); e a 

armadilha luminosa iscadas com BG-Sweetscent capturou 1.019 espécimes (27,7%) 

(Tabela 1, 2). 

 Os espécimes identificados pertenciam a 14 gêneros: Nyssomyia (44,86%), 

Pintomyia (24,11%), Pressatia (15,08%), Evandromyia (4,85%), Brumptomyia (3,93%), 

Migonemyia (1,91%), Psathyromyia (1,75%), Micropygomyia (1,09%), Lutzomyia 

(0,98%), Psychodopygus (0,60%), Trichophoromyia (0,55%), Bichromomyia (0,11%), 

Sciopemyia (0,11%), Viannamyia (0,08%) e 39 espécies.  

 Um total de 294 insetos foram identificados até o nível do gênero por 

pertencerem ao gênero Pressatia, onde as fêmeas são morfologicamente indistinguíveis, 

estes insetos foram agrupados como complexo Pressatia. 

 Onze espécies apareceram em número maior que 1%, Nyssomyia whitmani 

(Antunes & Coutinho,1939), com 29,7%; Pintomyia nevesi (Damasceno & Arouck, 

1956) 20,1%; Nyssomyia antunesi (Coutinho, 1939) 14,7%; Pressatia choti (Floch & 

Abonnenc,1941) 4,5%; Pintomyia serrana (Damasceno & Arouck, 1949) 3,9%; 

Evandromyia saulensis (Floch & Abonnenc, 1944) 3,1%; Pressatia calcarata (Martins 

& Silva, 1964) 2,6%; Brumptomyia pentacantha (Barretto, 1947) 2,2%; Migonemyia 

migonei (França, 1920) 1,9%; Brumptomyia avellari (Costa Lima, 1932) 1,7%  e 

Psathyromyia dendrophyla (Mangabeira, 1942) 1,5%. Houve variação nas abundâncias 

das espécies entre os locais de coleta (Figura 2). As abundâncias relativas das espécies 

capturadas em relação ao tipo de atrativos utilizado são apresentadas na Figura 3. 
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Figura 2. Gráficos de mosaicos mostrando a abundância das 17 principais espécies de 
flebotomíneos capturadas para cada local de captura, Floresta 1 (W1), Floresta 2 (W2), 
Floresta 3 (W3) e Peridomicilio (P1). A largura das barras é proporcional ao número de 
indivíduos capturados para cada espécie. = nenhum espécime capturado;  = 
nenhum macho capturado; = nenhuma fêmea capturada. 
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Figura 3. Gráfico de mosaico mostrando a abundância das 17 principais espécies 
capturadas por tipo de atrativo utilizado: BG-Lure (BGL), BG-Sweetscents (BGS) e 
Luz (LL). A largura das barras é proporcional ao número de indivíduos capturados para 
cada espécie. 
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Tabela 1. Abundância das espécies de flebotomíneos coletadas em quatro locais, em diferentes áreas com armadilha luminosa sem atrativo (LL), 
BgLure e Luz (BGL+LL) e Sweetscent é Luz (BGS+LL); coletadas entre 16 setembro e 03 outubro 2016 em Assis Brasil, Acre, Brasil. Fonte: 
Próprio autor. 

LL BGL + LL BGS + LL LL BGL + LL BGS + LL LL BGL + LL BGS + LL LL BGL + LL BGS + LL LL BGL + LL BGS + LL

Ny. whitmani whit 189 591 179 11 23 8 8 4 11 26 21 22 234 639 220 1093 29.68

Pi. nevesi nev 150 138 162 55 51 27 12 17 34 26 31 36 243 237 259 739 20.07

Ny. antunesi ant 170 156 140 2 11 5 4 5 7 13 21 6 189 193 158 540 14.67

Pressatia complex spp 11 7 10 20 17 13 36 39 17 39 35 50 106 98 90 294 7.98

Pr. choti cho 3 5 6 14 17 4 17 20 8 28 16 26 62 58 44 164 4.45

Pi. serrana ser 13 10 20 11 26 12 14 8 8 6 8 9 44 52 49 145 3.94

Ev. saulensis sau 27 8 5 8 12 3 6 11 5 7 11 12 48 42 25 115 3.12

Pr. calcarata cal 1 1 3 4 2 1 12 11 3 18 25 14 35 39 21 95 2.58

Br. pentacantha pen 16 14 8 3 10 2 4 3 8 7 5 5 30 32 23 85 2.31

Mi. migonei mig 14 24 7 2 2 1 4 0 0 5 6 5 25 32 13 70 1.90

Br. avellari ave 9 5 17 1 3 3 1 1 2 2 5 9 13 14 31 58 1.58

Pa. dendrophyla den 0 0 1 4 2 4 10 6 17 6 2 2 20 10 24 54 1.47

Ev. sallesi sal 3 7 3 0 0 1 0 2 3 0 7 5 3 16 12 31 0.84

Mi. trinidadensis tri 4 5 2 2 2 0 1 1 1 2 2 6 9 10 9 28 0.76

Lu. sherlocki she 3 2 2 1 2 0 0 1 1 4 2 6 8 7 9 24 0.65

Ps. davisi dav 0 2 1 0 2 0 2 2 0 10 2 1 12 8 2 22 0.60

Ev. tarapacaensis tar 0 0 0 0 4 2 5 3 2 2 3 0 7 10 4 21 0.57

Th. auraensis aur 5 5 0 0 0 0 1 0 1 2 3 3 8 8 4 20 0.35

Ny. shawi sha 3 7 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 4 7 1 12 0.33

Ev. bacula bac 0 0 0 1 1 2 1 1 0 0 0 0 2 2 2 6 0.16

Mi. oswaldoi osw 2 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 2 6 0.16

Pa. bigeniculata big 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 3 2 0 5 0.14

Mi. nv.sp nov 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 2 0 1 2 2 5 0.14

Lu. kirigetiensis kir 0 1 0 0 2 0 1 0 0 0 1 0 1 4 0 5 0.14

Pa. aragaoi ara 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 1 0 1 1 2 4 0.11

Lu. marinkellei mar 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 3 0 0 3 0.08

Sc. vattierae vat 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 2 1 0 3 0.08

Vi. furcata fur 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 1 3 0.08

Bi. flaviscutellata fla 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 2 1 3 0.08

Br. brumpti bru 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0.03

Ev. andersoni and 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0.05

Ev. sipani sip 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2 0.05

Lu. evangelistai eva 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 2 0 2 0.05

Ev. inpai inp 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0.03

Pa. punctigeniculata pun 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0.03

Mi. micropgyga mic 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0.03

Lu. flabellata flab 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0.03

Lu. gonzaloi gon 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0.03

Sc. servulolimai serv 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0.03

Bi. reducta red 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0.03

Flebotomíneos danificados dam 0 1 4 0 2 0 1 1 0 2 1 3 3 5 7 15 0.41

Riqueza de espécies R 18 19 18 16 24 15 19 19 20 22 22 17 29 32 27 39 sp. NA

Especímenes capturados N 625 992 575 141 199 89 142 139 134 213 212 221 1121 1542 1019 3682 100.00

Total
Percentual do 

total

Subtotal
CódigoEspécie

Floresta 2 (W2) Floresta 3 (W3) Peridomicilio (P1)Floresta 1 (W1)
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Tabela 2. Abundância das espécies de flebotomíneos por sexo (M=macho e F=fêmea) e tipo 
de armadilha: armadilha luminosa sem atrativo (LL), BgLure e Luz (BGL+LL) e Sweetscent 
é Luz (BGS+LL); coletadas entre 16 setembro e 03 outubro de 2016 em Assis Brasil, Acre, 
Brasil. Fonte: Próprio autor. 

 
             ind*: fêmeas indistinguíveis.  

M F M F M F M F MF

Ny. whitmani whit 101 133 372 267 116 104 589 504 1093

Pi. nevesi nev 59 184 51 186 59 200 169 570 739

Ny. antunesi ant 116 73 91 102 88 70 295 245 540

Pressatia complex spp ind* 106 ind* 98 ind* 90 - 294 -

Pr. choti cho 62 ind* 58 ind* 44 ind* 164 - -

Pi. serrana ser 32 12 27 25 25 24 84 61 145

Ev. saulensis sau 4 44 4 38 2 23 10 105 115

Pr. calcarata cal 35 ind* 39 ind* 21 ind* 95 - -

Br. pentacantha pen 18 9 18 12 18 5 54 26 80

Mg. migonei mig 11 14 13 19 5 8 29 41 70

Br. avellari ave 9 7 10 4 20 11 39 22 61

Pa. dendrophyla den 14 6 7 3 14 10 35 19 54

Ev. sallesi sal 0 3 4 12 5 7 9 22 31

Mi. trinidadensis tri 1 8 3 7 1 8 5 23 28

Lu. sherlocki she 6 2 3 4 6 3 15 9 24

Ps. davisi dav 8 4 3 5 1 1 12 10 22

Ev. tarapacaensis tar 0 7 1 9 0 4 1 20 21

Th. auraensis aur 4 4 4 4 4 0 12 8 20

Ny. shawi sha 0 4 0 7 0 1 0 12 12

Mi. oswaldoi osw 1 1 0 2 0 2 1 5 6

Ev. bacula bac 0 2 0 2 0 2 0 6 6

Lu. kirigetiensis kir 1 0 4 0 0 0 5 0 5

Pa. bigeniculata big 0 3 0 2 0 0 0 5 5

Mi. nv. sp. nov 1 0 2 0 0 2 3 2 5

Pa. aragaoi ara 1 0 1 0 2 0 4 0 4

Br. brumpti bru 0 0 1 2 0 0 1 2 3

Sc. vattierae vat 0 2 0 1 0 0 0 3 3

Vi. furcata fur 0 0 0 2 0 1 0 3 3

Bi. flaviscutellata fla 0 0 0 2 0 1 0 3 3

Lu. marinkellei mar 2 1 0 0 0 0 2 1 3

Ev. andersoni and 0 0 0 0 2 0 2 0 2

Lu. evangelistai eva 0 0 0 2 0 0 0 2 2

Ev. sipani sip 0 0 1 1 0 0 1 1 2

Pa. punctigeniculata pun 0 1 0 0 0 0 0 1 1

Bi. reducta red 1 0 0 0 0 0 1 0 1

Lu. flabellata flab 0 0 1 0 0 0 1 0 1

Ev. inpai inp 0 0 1 0 0 0 1 0 1

Sc. servulolimai serv 0 0 0 0 0 1 0 1 1

Lu. gonzaloi gon 0 0 0 0 0 1 0 1 1

Mi. microgyga mic 0 1 0 0 0 0 0 1 1

Flebotomíneo danificado dam 3 0 1 4 4 3 8 7 15

Riqueza de espécies R 21 24 24 26 18 23 28 32 39

Especímenes capturados N° 490 631 720 822 437 582 1647 2035 3682

Espécies Cod.

Armadilhas
Total

LL BGL + LL BGS + LL
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No total, 39 espécies de flebotomíneos foram coletadas, 22 espécies (56,4%) foram 

capturadas nas três iscas avaliadas (incluindo Pi. nevesi, Ny. whitmani e Ny. antunesi). Das 

outras 17 espécies, apenas três (7,7%) foram capturadas tanto na armadilha luminosa quanto 

na BGL, outras duas espécies (5,1%) foram capturadas nos atrativos BGL e BGS. Algumas 

espécies foram coletadas exclusivamente em iscas específicas: cinco em BGL (12,8%), quatro 

em luz (10,3%) e três em BGS (7,7%) (Figura 4).  

Entre todos os locais de captura, a maior riqueza ocorreu em W2 com BG-Lure (24 

spp). Nas armadilhas, luminosa e BG-Sweetscent, 16 spp e 15 spp foram coletadas 

respectivamente (Tabela 1). 

Figura 4. Diagrama de Venn para riqueza de espécies de flebotomíneos por tipo de atrativo, 

número e porcentagem das espécies comuns entre eles. Fonte: Próprio autor 

 

4.2. ORDENAÇÃO DAS ESPÉCIES 

Espécies com abundância maior que 1% para cada local de coleta foram consideradas nas 

análises. Seguindo a estratégia de eliminação regressiva para testar os fatores na análise de 

ordenação de espécies não foram encontrados efeitos significativos da interação sexo×atrativo 

(p=0,606) e esse termo foi removido. A interação entre local×sexo foi significativa (p=0,001), 

bem como efeito principal do atrativo (p=0,041). Então, o modelo final incluiu os principais 
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efeitos dos três fatores e a interação local×sexo. A inércia total nos dados das espécies é de 

1.3059, dos quais 83,2% são explicados pelos efeitos incluídos no modelo. 

Quanto ao local e sexo, Ny. whitmani (whi), Ny. antunesi (ant) e Mi. migonei (mig), o 

diagrama indica que a abundância para machos e fêmeas para estas espécies está em igual 

proporção entre os sexos (F: M) e relacionadas com W1. Mesmo com menores abundâncias, 

as fêmeas da espécie Pi. nevesi (nev), Lu. trinidadensis (tri) e Ev saulensis (sau) estão 

relacionadas com W1 e P1 (Figura 5). 

 

Figura 5. Análises de correspondência restrita das espécies com capturadas explicadas pelo 

sexo (M=macho e F=fêmea). Os scores para cada local (W1, W2, W3 e P1) são calculados a 

partir das capturas ao longo das noites e os agrupamentos são apresentados em forma de 

polígonos para cada sexo. Ny. antunesi (ant), Ny. whitmani (whi), Mg. migonei (mig), Pi. nevesi 

(nev), Mi. trinidadensis (tri), Ev. saulensis (sau), Ev. tarapacaensis (tar), Ev. bacula (bac), Lu. 

sherlocki (she), Ev. sallesi (sal), Br. avellari (ave), Th. auraensis (aur), Pi. serrana (ser), Lu. 

marinkellei (mar), Br. pentacantha (pen), Ps. davisi (dav), Pa. dendrophyla (den).  Fonte: Próprio 

autor. 
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Na análise de correspondência restrita realizada com as espécies e atrativos observa-se 

que Ny. whitmani (whi), Ny. antunesi (ant) e Mg. migonei (mig) aparecem mais relacionados 

com BGL, embora as duas primeiras fossem muito mais abundantes em todos os atrativos 

enquanto Evandromyia tarapacaensis (tar), Ev. bacula (bac) e Ev. saulensis (sal) parecem 

evitar BGL. Notamos, no entanto, que este resultado deve ser usado com cautela, já que, em 

geral, poucos indivíduos para essas espécies estavam presentes em todas as amostras (Figura 

6). 

Figura 6. Análises de correspondência canónica das espécies de flebotomíneos capturadas 

explicadas pelo atrativo: armadilha luminosa sem atrativo (LL), BgLure e Luz (BGL+LL) e 

Sweetscent é Luz (BGS+LL); coletadas entre 16 setembro e 03 outubro 2016 em Assis Brasil, Acre, 

Brasil. Ny. antunesi (ant), Ny. whitmani (whi), Mg. migonei (mig), Pi. nevesi (nev), Mi. trinidadensis 

(tri), Ev. saulensis (sau), Ev. tarapacaensis (tar), Ev. bacula (bac), Lu. sherlocki (she), Ev. sallesi (sal), 

Br. avellari (ave), Th. auraensis (aur), Pi. serrana (ser), Lu. marinkellei (mar), Br. pentacantha (pen), 

Ps. davisi (dav), Pa. dendrophyla (den).  Fonte: Próprio autor 

 

4.3. ANÁLISES DAS TRÊS ESPÉCIES COM MAIOR ABUNDÂNCIA 

 As espécies Pi. nevesi, Ny. whitmani e Ny. antunesi, as quais apresentaram maior 

abundância foram avaliadas estatisticamente pelo MLGM. Vários ajustes foram necessários 
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para se chegar ao modelo que melhor explicasse as variáveis envolvidas nas capturas tanto 

fixas como, local, atrativo e sexo e variáveis aleatórias, ponto da armadilha e noite (Tabela 3). 

 Para Pi. nevesi maior número de indivíduos foram capturados nos locais W1 e W2 

com as fêmeas prevalecendo em W1 (Tabela 4, Figura 7A). Com o ajuste do modelo inicial 

proposto (Poisson com função de ligação log), não foi observada significância da interação 

sexo×atrativo (p=0.835), mas houve forte evidência de interação entre local×sexo (p<0,0001). 

Ao simplificar mais o modelo, resultou em nenhum efeito significativo do atrativo (p=0,466) 

(Tabela 3). Na Tabela 5, o modelo final é apresentado de forma detalhada. 
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Tabela 3. Critérios de Informação de Akaike (AIC) e Informação Bayesiano de Schwarz (BIC), para cada um dos modelos estudados para a 
avaliação das capturas de Pi. nevesi, Ny antunesi e Ny. whitmani. * Indica o modelo final. Fonte: Próprio autor 

 

 

Spp. Variáveis Modelo Distribuição AIC BIC

local + sexo + atrativo + local×sexo + sexo×atrativo + (1 | noite) + (1 | ponto×local)
1

Poisson 529.30 566.90 local×sexo*** <0,0001 sexo×atrativo 0.8352

local + sexo + atrativo + local×sexo + (1 | noite) + (1 | ponto×local) 1b Poisson 525.70 557.9 local×sexo*** <0,0001 atrativo 0.4658

local + sexo + local×sexo + (1 | noite) + (1 | ponto×local) 1c* Poisson 523.2 550.0 local×sexo*** <0,0001 - -

local + sexo + local×sexo + (1 | noite) + (1 | ponto×local) 1d
binomial 
negativa

499.4 528.9 local×sexo** <0,0001 - -

local + sexo + atrativo + local×sexo + sexo×atrativo + (1 | noite) + (1 | ponto×local) 2 Poisson 544.56 582.1 local×sexo*** <0,0001 sexo×atrativo*** <0,0001

local + sexo + atrativo + local×sexo + sexo×atrativo + (1 | noite) + (1 | ponto×local) 2b
binomial 
negativa

479.13 519.4 local×sexo** 0.00588 sexo×atrativo 0.4698

local + sexo + atrativo + local×sexo + (1 | noite) + (1 | ponto×local) 2c*
binomial 
negativa

476.6 511.4 local×sexo** 0.00464 atrativo* 0.0497

local + sexo + atrativo + local×sexo + sexo×atrativo + (1 | noite) + (1 | ponto×local) 3 Poisson 406.6 444.2 local×sexo*** <0,0001 sexo×atrativo* 0.0191

local + sexo + atrativo + local×sexo + sexo×atrativo + (1 | noite) + (1 | ponto×local) 3b
binomial 
negativa

390.5 430.7 local×sexo** 0.00881 sexo×atrativo 0.9316

local + sexo + atrativo + local×sexo + (1 | noite) + (1 | ponto×local) 3c
binomial 
negativa

386.6 421.5 local×sexo** 0.00797 atrativo 0.2489

local + sexo + local×sexo + (1 | noite) + (1 | ponto×local) 3d*
binomial 
negativa

385.4 414.9 local×sexo** 0.00859 - -

Interação - Pr(Chi)

P
i.

 n
ev

es
i

N
y.

 w
h

it
m

a
n

i
N

y.
 a

n
tu

n
es

i

Locais: Floresta1 (W1), Floresta2 (W2), Floresta3 (W3) e Peridomicilio (P1); Sexo: machos e fêmeas; Atrativos: L=Luz; BGL=Bg-Lure; BGS= BG-Sweetscent.  Noite: 18hrs-06hrs. AIC:  critério da informação de Akaike, BIC:  
Critério de Informação Bayesiano. Pr(chi). < 0 .0001***; 0.001**; 0.01*.
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 Nyssomyia whitmani foi mais abundante no local W1 (Figura 7B). Com o ajuste do 

modelo para binomial negativo com função de ligação log houve evidência de interação entre 

local×sexo (p=0,0058), mas nenhuma interação entre sexo×atrativo (p= 0,470). Eliminar as 

interações não significativas resultou ao modelo final mais adequado (Tabela 3). 

 

Tabela 4. Média aritmética ajustada pelo GLMM para as capturas das três espécies mais 

abundantes coletadas entre 16 de setembro e 03 de outubro de 2016 em Assis Brasil, Acre, 

Brasil. Fonte: Próprio autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ainda nesta espécie, não houve diferença significativa entre os efeitos dos atrativos 

LL e BGS (p=0,549) e apenas uma ligeira indicação de diferença do BGL (p=0,097), mas 

existe uma ligeira evidência de que a taxa de captura de BGL é maior que as taxas de captura 

de LL e BGS (Tabela 5). Uma comparação entre os efeitos BGL e BGS, refazendo o modelo 

com BGL como referência, resultou em diferença significativa (p=0,0188) com um intervalo 

de confiança de 1.101 - 2.895 para a razão entre as capturas nos dois atrativos. Com relação à 

interação entre sexo×local, pode-se concluir que a proporção das taxas de captura de fêmeas e 

machos no local W1 foi menor em comparação com os outros locais, sendo este resultado 

significativo para W3 e P1 (Figura 8B). 

 

 

 

 

 

 

Espécies Sexo 

Floresta1 

(W1) 
Floresta2 

(W2) 
Floresta3 

(W3) 
Peridomicilio1 

(P1) 

Média (DP) 

Pi. nevesi 
M 8,67 (2,82) 7,11 (2,82) 0,89 (2,98) 0,70 (2,86) 

F 41,34 (2,81) 7,67 (2,82) 6,10 (2,84) 2,74 (2,81) 

Ny. antunesi 
M 27,83 (1,76) 0,32 (2,27) 0,21 (2,48) 0,46 (1,80) 

F 20,10 (1,76) 1,60 (1,89) 1,50 (1,87) 0,97 (1,74) 

Ny. whitmani 
M 53,56 (2,77) 1,69 (2,81) 0,52 (3,03) 0,50 (2,76) 

F 40,01 (2,76) 2,72 (2,79) 2,11 (2,83) 1,96 (2,68) 
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Tabela 5. Análise dos fatores de efeito fixo influenciando na distribuição do número de 

indivíduos capturados em três espécies de flebotomíneos em Assis Brasil, Acre. Análises 

usando o Modelo Linear Generalizado Misto com função de ligação log as distribuições 

Poisson (Pi. nevesi) e Binomial negativo (Ny. whitmani e Ny. antunesi). Fonte: Próprio autor 

Espécies Parâmetros Estimativa SE 
Valor-

z 
P (>|Z|) 

Pintomyia 

nevesi 

(Intercepto) 0.9874 0.404 2.444 0.0145 

W2 0.8315 0.3651 2.277 0.0228 

W3 -1.0974 0.5355 -2.049 0.0404 

P1 -1.7465 0.4093 -4.267 <0,0001 

Fêmeas 1,5622 0.1242 12.576 <0,0001 

W2xfêmeas -1.487 0.2124 -7.002 <0,0001 

W3xfêmeas 0.3657 0.3932 0.93 0.3524 

P1xfêmeas -0.2026 0.283 -0.716 0.4741 

Nyssomyia 

whitmani 

(Intercepto) 3.0842 0.4823 6.395 <0,0001 

W2 -2.5092 0.5628 -4.459 <0,0001 

W3 -3.8022 0.7255 -5.241 <0,0001 

P1 -4.1139 0.5081 -8.097 <0,0001 

Fêmeas -0.2899 0.341 -0.85 0.39529 

Atrativo BGL 0.4214 0.2539 1.66 0.096968 

Atrativo BGS -0.1581 0.264 -0.599 0.549222 

W2xfêmeas 0.7634 0.5775 1.322 0.186162 

W3xfêmeas 1.681 0.7084 2.373 0.017644 

P1xfêmeas 1.6583 0.5037 3.292 0.000993 

Nyssomyia 

antunesi 

(Intercepto) 3.2306 0.367 8.803 <0,0001 

W2 -4.4556 0.7795 -5.716 <0,0001 

W3 -4.8446 0.8741 -5.542 <0,0001 

P1 -4.0594 0.5323 -7.626 <0,0001 

Fêmeas -0.3254 0.3693 -0.881 0.3782 

W2xfêmeas 1.9227 0.8158 2.357 0.0184 

W3xfêmeas 2.3032 0.9138 2.52 0.0117 

P1xfêmeas 1.0825 0.5415 1.999 0.0456 
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 O Código R utilizado para verificar o ordenamento das espécies e para o ajuste do 

modelo linear generalizado misto, esta detalhado no apêndice (apêndice 1 e 2). 

 

Figura 8. Taxas de captura relativas de fêmeas versus machos para os locais W2, W3 e P1 
com relação a W1, para Pi. nevesi (a), Ny. whitmani (b) Ny. antunesi (c), intervalo de 
confiança 95%. 
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5. DISCUSSÃO 

Mesmo amostrado em um curto período de tempo, a diversidade de espécies de 

flebotomíneos foi alta e está de acordo com estudos anteriores realizados no mesmo 

município (Teles et al., 2016; Borges et al., 2017; Ávila et al., 2018; Ortiz et al, 2018). Das 39 

espécies capturadas, as seis espécies que a seguir destacam-se pela importância 

epidemiológica devido ao seu papel como vetores de Leishmania spp: Bichromomyia 

flaviscutellata - Leishmania (L.) amazonensis, (Lainson & Shaw, 1968); Migonemyia migonei 

- L. (V.) braziliensis (Pita-Pereira et al., 2005), Thrichophoromyia auraensis, - L. (V). 

braziliensis, L.(V.) Lainsoni and L. (V.) guyanensis (Valdivia et al.,2012; Teles et al., 2016; 

Araujo-Pereira et al., 2017), Psychodopygus davisi - L.(V.) braziliensis (Grimaldi et al., 1991) 

and L. (V.) naiffi (Gil et al., 2003), Ny whitmani - L.(V.) braziliensis (Souza et al., 2002) and 

L.(V) shawi (Rangel & Lainson, 2009), Ny antunesi – L.(V) lindenbergi (Silveira et al., 2002). 

A baixa densidade dessas espécies vetoras impossibilitou uma adequada comparação 

entre os atrativos avaliados. Um maior número de capturas em diferentes períodos do ano 

poderia aumentar a robustez dos dados e, consequentemente, as análises para essas espécies.   

Ressalta-se que Ny. whitmani e Ny. antunesi foram ao mesmo tempo as espécies mais 

abundantes na área de floresta secundária residual com considerável ação antropogênica 

(W1). Essa relação entre essas espécies vetoras e o ambiente antropogênico já foi apontada 

por outros autores (Azevedo et al., 2008; Rangel et al., 2014). 

Uma metodologia considerada mais adequada para medir o comportamento 

antropofílico é avaliar o número de insetos coletados em iscas humanas em comparação com 

outras iscas e armadilhas luminosas (Campbell, 1999). E, sob essa perspectiva, foi pensada a 

utilização das iscas comerciais desse trabalho, uma vez que se trata de uma mistura de 

compostos atrativos para espécies de culicídeos consideradas antropofílicas. No entanto, as 

três espécies mais abundantes coletadas apresentam diferentes graus de antropofilia segundo 

diferentes autores e metodologias. Dados da literatura apontam que fêmeas de Ny. antunesi e 

Pi. nevesi são antropofílicas (Rangel & Lainson, 2009; Galati, E.A. comunicação pessoal). 

Nyssomyia whitmani é considerada um complexo de espécies crípticas, que apresenta uma 

ampla plasticidade comportamental, geralmente considerada silvestre ou zoofílica na região 

amazônica e peridomiciliar ou antropofílica na região sul do Brasil (Ready, P.D., 2011). Não 

obstante, algumas populações amazônicas exibem características fortemente antropofílicas 

(Campbell-Lendrum et al., 1999). No estado do Acre, Ny. whitmani e Ny. antunesi estão 
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implicadas como vetores de Leishmania spp. em ambientes antropizados (Azevedo et al., 

2008). 

 Os resultados apresentados mostraram respostas diferentes para as três espécies mais 

abundantes coletadas com os atrativos avaliados. Apenas para Ny. whitmani houve uma ligeira 

indicação de atratividade para um dos atrativos avaliados (p=0.0497). Para Ny. antunesi e Pi. 

nevesi não houve indicação de atratividade em comparação com a armadilha controle de luz. 

BGL induziu um aumento nas capturas de Ny. whitmani, enquanto as armadilhas com o 

atrativo BGS não o fizeram. Apesar de haver uma leve diferença estatística quando os quatro 

ambientes foram avaliados conjuntamente (p=0,09), W1 e W2 apresentaram maiores capturas 

de machos e fêmeas de Ny. whitmani com BGL do que armadilhas iscadas com BGS e a 

armadilha luminosa sem nenhum atrativo. 

 Esse fato é interessante, pois ambos atrativos possuem a mesma composição química e 

a diferença no efeito de atração pode ser uma consequência do tipo de dispensador usado. O 

BG-Lure é um cartucho de plástico e o BG-Sweetscent é um pacote à prova de água. Ambos 

os atrativos apresentaram perdas à medida que derretiam, provavelmente como consequência 

dos efeitos da alta umidade e temperatura, próprios da região amazônica. Este fato poderia 

comprometer a eficácia e a vida útil do produto nestes ambientes, por isso, cada atrativo foi 

utilizado apenas por três dias consecutivos nas rotações das armadilhas 3×3; após esse 

período, as iscas foram substituídas por novas. 

Em um estudo anterior em campo foi observado que armadilhas luminosas iscadas 

com BGL aumentaram a captura de Lu. longipalpis, com maior número de machos do que 

fêmeas. Entretanto, para Ny. intermedia o atrativo BGL não aumentou o número de indivíduos 

capturados e não houve diferenças na razão entre os sexos, quando comparados com a 

armadilha luminosa controle (Andrade et al., 2008).  

 Uma possibilidade para aumentar as respostas dos flebotomíneos para esses atrativos 

seria a adição de dióxido de carbono (CO2). Sabe-se que o CO2 atua tanto na ativação quanto 

na atração de insetos hematófagos (Gillies et al., 1980; Gibson & Torr, 1999). Vários estudos 

de campo e semi-campo mostraram que os flebotomíneos são atraídos pelas armadilhas 

luminosas tipo CDC iscadas com gelo seco (Knudsen et al, 1979; Chaniotis, 1983; Alexander, 

2000; Kasili et al., 2009). Para a espécie Phlebotomus papatasi, o CO2 aumentou as taxas de 

captura quando comparado ao 1-octen-3-ol (Beavers et al., 2004) e, armadilhas comerciais 

para culicídeos iscadas com CO2 capturaram mais indivíduos quando comparadas com 

armadilhas luminosas tipo CDC (Hoel et al., 2010). Para as espécies de flebotomíneos 

neotropicais Ny. whitmani e Ny. intermedia o CO2, liberado na mesma proporção que um ser 
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humano, atraiu 46% e 44%, respectivamente, dos insetos coletados com os todos os 

compostos voláteis emitidos por um ser humano (Pinto et., 2001). 

Outra hipótese possível para explicar porque espécies consideradas antropofílicas, 

como Ny. antunesi e Pi. nevesi, não responderam fortemente às iscas avaliadas pode ser os 

cairomônios utilizados (ácido láctico, amônia e ácido capróico) ou, que a concentração e 

proporção entre eles não sejam convenientes para estas espécies (Bosh et al, 2000). Para 

culicídeos, essas diferenças nas respostas aos odores humanos foram observadas. Melhores 

respostas foram registradas usando amônia, ácido lático e dois ácidos carboxílicos para A. 

aegypti (Bosh et al, 2000); amônia, ácido láctico e sete ácidos carboxílicos para A. gambiae 

(Smallegange et al, 2009) e ácido lático, ácidos carboxílicos e aldeídos para C. 

quinquefasciatus (Allan et al, 2006). 

Existem poucos estudos relacionados a compostos orgânicos voláteis isolados de seres 

humanos que atuem como atrativos para os flebotomíneos. Para fêmeas de Ny intermedia, os 

seguintes compostos isolados em pelos retirados da pele humana apresentaram resposta 

positiva de atração em experimento em túnel de vento: 2-fenilacetaldeído, 6-metil-5-hepten-

ona, eicosano e nonadecano (Tavares et al., 2018). Mais pesquisas de laboratório e campo 

precisam ser conduzidas para avaliar quais compostos, presentes na transpiração ou respiração 

de seres humanos, podem atuar como cairomônios para os flebotomíneos. 

6. CONCLUSÕES 

Dentre os dois atrativos comerciais avaliados em associação com a luz, o BG-Lure 

mostrou alguma possibilidade de utilização quando comparado ao BG-Sweetscent. 

A isca BG-Lure associada à luz mostrou-se com uma potencial ferramenta para 

incrementar as capturas de Ny. whitmani. Uma possibilidade para aumentar a performance do 

BG-Lure na captura de Ny. whitmani, ou outras espécies de flebotomíneos, seria a adição de 

CO2 à essa isca. 
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DETECÇÃO DE COMPOSTOS VOLÁTEIS EM MACHOS, FÊMEAS GRÁVIDAS E 
OVOS DE QUATRO ESPÉCIES DE FLEBOTOMÍNEOS UTILIZANDO 
MICROEXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA ACOPLADA À CROMATOGRAFIA 
GASOSA - ESPECTROMETRIA DE MASSAS (SPME/GC-MS). 
 

RESUMO 
Existem cerca de 570 flebotomíneos identificados na América do Sul e pouco mais de 20 
espécies são vetoras de 18 espécies de Leishmania para humanos. Estudos em ecologia 
química de flebotomíneos são focados principalmente na espécie Lutzomyia longipalpis 
vector principal nas Américas do protozoário parasita Leishmania infantum, agente etiológico 
da leishmaniose visceral. Lu. longipalpis é considerada um complexo de espécies em que os 
machos produzem cinco diferentes tipos de feromônios sexual. Em fêmeas dessa espécie, foi 
identificado também o ácido dodecanóico, feromônio de oviposição produzido pelas 
glândulas acessórias das fêmeas grávidas. A metodologia mais utilizada em estudos de 
feromônios sexuais e oviposição em flebotomíneos é baseada na extração direta em hexano. 
Este estudo tem como objetivo central investigar por meio de ensaios comportamentais e 
químicos a presença de feromônios sexual e oviposição em flebotomíneos das espécies, 
Nyssomyia neivai, Nyssomyia whitmani, Pintomyia fischeri e Migonemyia migonei utilizando 
a técnica de extração em fase sólida (SPME) como método alternativo à extração com 
solventes. A espécie Lu. longipalpis foi utilizada no presente estudo para auxiliar a 
padronização da metodologia. O perfil dos compostos voláteis liberados por machos, fêmeas 
grávidas e ovos foram analisadas in vivo e sob aquecimento usando a Microextração em Fase 
Sólida em Headspace (HS-SPME) ou em contato com a amostra (contato-SPME), seguida de 
cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC/MS). Diferentes parâmetros 
foram avaliados, como tipo de revestimento das fibras, tamanho do recipiente, condições de 
amostragem, tempo de extração, número de machos, fêmeas ou ovos, utilizando Lu. 
longipalpis como controle positivo. A fibra escolhida foi Divinilbenzeno-Carboxen-
Polidimetilsiloxano (DVB-CAR-PDMS, 50/30 µm). Foram realizadas análises 
comportamentais para avaliar a resposta de fêmeas grávidas a ovos coespecíficos e ao ácido 
dodecanóico através de ensaios em arenas contendo dois tratamentos, teste e controle. O 
SPME demonstrou ser altamente eficaz na coleta de compostos voláteis em flebotomíneos. Ao 
todo, 16 compostos foram detectados entre machos, fêmeas grávidas e ovos das espécies 
avaliadas. Os compostos voláteis mais comuns foram os aldeídos, 60%; cetonas, 15%; ésteres 
10%, terpenos 10% e ácidos graxos 5%. Dois compostos que se destacaram foram o nonanal, 
presente em fêmeas e ovos de todas as espécies e o ácido dodecanóico, identificado como 
feromônio de oviposição em Lu. longipalpis, que foi detectado em fêmeas e ovos de Ny. 
whitmani, Pi. fischeri e Mg. migonei. Na espécie Ny. neivai apenas traços de ácido 
dodecanóico foram detectados em grandes quantidades de ovos (855); além disso, em ensaios 
biológicos as fêmeas não foram atraídas significativamente para esse composto. Em machos, 
foram identificados apenas oito compostos, seis aldeídos (75%) e dois terpenos (25%), sendo 
o nonanal comum a todas as espécies. Para Lu. longipalpis, foi possível detectar o feromônio 
sexual, 9-metilgermacreno-B; observando-se diferenças nos padrões de liberação e conteúdo 
total deste feromônio entre indivíduos da mesma idade. Em Mg. migonei foi possível detectar 
em machos, provenientes de campo, um composto de massa molar 218 (MM=218) com 76% 
de similaridade com germacrona. 
 
Palavras chaves: flebotomíneos, micro-extração em fase sólida; cromatografia gasosa, ácido 
dodecanóico, nonanal, 9-metilgermacreno-B.  
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DETECTION OF VOLATILE COMPOUNDS FROM MALES, PREGNANT 
FEMALES AND EGGS OF FOUR SAND FLY SPECIES USING SOLID PHASE 
MICROEXTRACTION- GAS CHROMATOGRAPHY- MASS SPECTROMETRY 
(SPME/GC-MS). 

ABSTRACT 

There are about 570 sandflies identified in South America and about 20 species are vectors of 
18 species of Leishmania to human beings. Chemical ecology studies in sand flies are mainly 
focused on Lutzomyia longipalpis the main vector of the protozoan parasite Leishmania 
infantum, etiological agent of visceral leishmaniasis in the Americas. Lutzomyia longipalpis is 
considered a complex of species in which males produce five different types of sex 
pheromones. In females of this species, dodecanoic acid, the oviposition pheromone produced 
by the accessory glands of pregnant females, was also identified. The most common 
methodology used in studies of sexual pheromones and oviposition in sandflies is based on 
the direct extraction in hexane. The aim of this study is to investigate the presence of sex and 
oviposition pheromones in sandflies of the species Nyssomyia neivai, Nyssomyia whitmani, 
Pintomyia fischeri and Migonemyia migonei using the solid phase extraction technique 
(SPME) as a method alternative to solvent extraction. The species Lu. longipalpis was used in 
the present study to aid the standardization of the methodology. The volatile compounds 
released by males, pregnant females and eggs were analyzed in vivo and under heating using 
Headspace Solid Phase Microextraction (HS-SPME) or in contact with the sample (SPME-
contact), followed by coupled Gas Chromatography to Mass Spectrometry (GC/MS). 
Different parameters were evaluated, such as fiber coating type, vessel size, sampling 
conditions, extraction time, number of males, females or eggs, using Lu. longipalpis as 
positive control. The chosen fiber was Divinylbenzen-Carboxen-Polydimethylsiloxane (DVB-
CAR-PDMS, 50/30 μm). Behavioral analyzes were performed to evaluate pregnant females 
responses to co-specific eggs and dodecanoic acid in bioassays containing two treatments, test 
and control. SPME was highly effective in the collection of volatile compounds in sand flies. 
In total, 16 compounds were detected among males, pregnant females and eggs of the 
evaluated species. The most common volatile compounds were aldehydes, 60%; ketones, 
15%; esters, 10%, terpenes, 10% and fatty acids 5%. Two compounds that stood out were the 
nonanal, present in females and eggs of all species and dodecanoic acid, identified as 
oviposition pheromone in Lu. longipalpis, which was detected in females and eggs of Ny. 
whitmani, Pi. fischeri and Mg. migonei. For Ny. neivai only traces of dodecanoic acid were 
detected in large quantities of eggs (855). Furthermore, in biological assays, Ny. neivai 
females were not attracted significantly to that compound. In males, only eight compounds, 
six aldehydes (75%) and two terpenes (25%) were identified, the nonanal being common to 
all species. For Lu. longipalpis, it was possible to detect the sexual pheromone, 9-
methylgermacrene-B; observing differences in pheromone release patterns and variation in 
pheromone content among individuals of the same age. In Mg. migonei it was possible to 
detect in males, from the field, an unknow compound (MM=218) which presented 76% of 
similarity with germacrone. 

Key-words: phlebotomine; Solid phase microextraction; Gas chromatography, dodecanoic 
acid, Nonanal, 9-Methylgermacrene-B 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. FEROMÔNIOS SEXUAIS EM FLEBOTOMÍNEOS 

As pesquisas sobre feromônios em flebotomíneos são em sua grande maioria centradas 

em Lutzomyia longipalpis, sendo que a origem desses estudos surgiu a partir da observação de 

diferenças morfológicas entre machos (Mangabeira 1969). Tal observação gerou a hipótese da 

existência de subpopulações em Lu. longipalpis e, a verificação deste fato desencadeou os 

avanços nessa área, ao ponto de atualmente existirem tentativas de utilização de armadilhas 

utilizando iscas com feromônio sexual sintético para o controle dessa espécie (Bray et al. 

2009, Bray et al. 2010, Bray et al. 2014a). 

A primeira suspeita que Lu. longipalpis seria um complexo de espécies foi registrada 

por Mangabeira em 1969 , sendo essa suposição baseada a partir das diferenças no número de 

áreas mais claras chamadas de manchas abdominais observadas nos machos da região norte 

do Brasil. Com relação ao fenótipo, foi observado que em machos capturados no estado do 

Pará existia um único par de manchas (1S) no quarto tergito e os machos capturados no Ceará 

apresentavam dois pares de manchas abdominais (2S), no quarto e no terceiro tergitos. 

Levantou-se então a hipótese da existência de duas espécies ou de subespécies (Mangabeira 

1969). Em 1983, foi realizado um estudo de cruzamento entre machos e fêmeas das duas 

formas (1S e 2S). Nesse ensaio os machos não foram capazes de inseminar fêmeas alopátricas 

do mesmo fenótipo (1S x 1S), nem fêmeas simpátricas de fenótipos diferentes (1S x 2S), 

sugerindo a existência de mais de dois tipos de subespécies, ou de um complexo de espécies 

(Ward et al. 1983). 

Um ano mais tarde, em 1984, a morfologia externa das manchas abdominais foi 

examinada através de microscopia eletrônica de varredura. Foram observadas pequenas 

estruturas chamadas de pápulas, ou glândulas odoríferas (Barth 1961), que apresentavam um 

poro central, atribuindo-lhes um papel na secreção de feromônios; diferenças no formato e 

quantidade das pápulas nos dois morfotipos foram também observadas (Sobral 2S: convexa, 

hemisféricas; Lapinha 1S: planas) (Lane and Ward 1984). Posteriormente, observou-se a 

conformação interna das glândulas, sendo formadas por grandes células colunares, com um 

reservatório central conectado por meio de um pequeno ducto ao poro das pápulas (Lane and 

Bernardes 1990).  

Para a caraterização dos compostos liberados através das pápulas em Lu. longipalpis 

foi realizada a extração em solventes. Foram submersos em hexano, o quarto tergito 

abdominal de machos da Lapinha, MG (1S) e o terceiro e quarto tergitos abdominais dos 
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insetos da Morada Nova, CE (2S). A cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massas permitiu a identificação de dois compostos: uma molécula similar ao homofarneseno 

(C15H24) na população de Lapinha, e outra molécula diterpenóide na população de Morada 

Nova (C20H32) (Lane et al. 1985). Porém, outro estudo realizado em quatro populações 

distintas: Sobral (1S), Sobral (2S), Marajó (1S) e Santarém (1S) demonstrou não haver 

correlação entre número de manchas e tipo de feromônio produzido, pois Marajó e Santarém 

produziram diterpenos, mesmo ambas possuindo um par de manchas (Phillips et al. 1986). 

Na tentativa de evidenciar uma provável atividade biológica dos extratos dos tergitos 

glandulares dos machos, experimentos comportamentais utilizando fêmeas virgens de Lu. 

longipalpis foram realizados em olfatômetro. Como resultado foi observado um maior 

número de fêmeas atraídas para hospedeiros apresentados junto com extratos de glândulas dos 

machos, do que quando o hospedeiro era apresentado isoladamente (Morton and Ward 1989a, 

b). Resultados similares foram obtidos em que fêmeas virgens foram atraídas para a 

combinação dos extratos glandulares com urina de hamster, CO2 e calor; estes estímulos, 

quando oferecidos de maneira individual, ou na ausência dos extratos, não exerceram nenhum 

tipo de atratividade sobre os insetos (Nigam and Ward 1991). 

 Os extratos dos tergitos glandulares de Lu. longipalpis oriundos de Jacobina, BA 

foram fracionados mediante cromatografia líquida de alta performance (HPLC), permitindo a 

separação e avaliação de cada um dos compostos presentes nas frações. Estas frações foram 

avaliadas em bioensaios de atratividade com fêmeas virgens, permitindo identificar os 

compostos ativos para cada uma das populações (Hamilton et al. 1994).  

Atualmente, existem pelo menos cinco populações de Lu. longipalpis isoladas 

reprodutivamente, produzindo cada uma delas seus próprios feromônios. A seguir cada 

quimiotipo com sua primeira detecção são descritos: quimiotipo1: 9-metil-germacreno-B 

encontrado em machos de Lu. longipalpis da caverna de Lapinha-MG (Hamilton et al. 1996c, 

Hamilton et al. 1999a); quimiotipo 2: 3-metil-himachaleno identificado na população de 

Jacobina na Bahia (Hamilton et al. 1996a); quimiotipo 3: Cembreno-1 em Sobral, Santarém, 

Estrela de Alagoas e Sol do Costa, Ceará (Brazil and Hamilton 2002), quimiotipo 4: 

Cembreno-2 em Jaíba, Minas Gerais. (Hamilton et al. 2004) e o quimiotipo 5: 9-

metilgermacreno-B+. Este último diferencia-se do quimiotipo1 pela proporção dos terpenos 

produzidos e pelas caraterísticas morfológicas dos insetos (Hamilton et al. 2005). Os dois 

primeiros quimiotipos, 9-metil-germacreno-B e 3-metil-himachaleno foram sintetizados 

(Hamilton et al. 1999c, Muto et al. 1999, Kurosawa and Mori 2000, Hooper et al. 2006). 

Algumas iscas com 9-metil-germacreno-B foram desenvolvidas e utilizadas em campo; 
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atraindo maior número de machos e fêmeas para os locais com a presença do feromônio 

sintético do que para as armadilhas controle (Bray et al. 2009, Bray et al. 2010, Bray et al. 

2014a). 

Com relação às outras espécies de flebotomíneos, o conhecimento sobre feromônios 

ainda é incipiente quando comparado com Lu. longipalpis. Através da microscopia eletrônica 

diferentes formatos de pápulas foram descritos em aproximadamente 60 espécies de 

flebotomíneos, nem sempre associadas às manchas claras sobre os tergitos abdominais, como 

em Lu. longipalpis (Ward et al. 1991, Ward et al. 1993, Spiegel et al. 2002, Serrano et al. 

2016).  

 Um resumo das espécies de flebotomíneos investigadas com relação à presença de 

pápulas e feromônios sexuais é apresentado na Tabela 1. 

Considerando o acima exposto, no presente trabalho foram estudadas duas espécies que 

apresentam pápulas (Pi. fischeri e Mg. migonei) e duas espécies sem a presença de pápulas 

(Ny. neivai e Ny. whitmani). 

Estas quatro espécies são amplamente distribuídas no Brasil e agem como vetoras, 

incriminadas ou suspeitas, na transmissão da Leishmania braziliensis. Além disso Ny. 

whitmani também é incriminada na transmissão de Leishmania shawi (Rangel et al., 2018); 

agentes etiológicos da leishmaniose tegumentar. Por outro lado, Mg. migonei e Pi. fischeri são 

respectivamente vetores, comprovados e suspeitos, na transmissão de Leishmania infantum. 
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Tabela 1. Resumo das estruturas, compostos e evidência comportamental de feromônio sexual em machos de flebotomíneos. 

Gênero Espécie Pápula Composto principal Glândula
Evidência 

comportamental
Referências

Bichromomyia flaviscutellata (Mangabeira, 1942) sim - Ward et al., 1993

olmeca-bicolor (Fairchild & Theodor, 1971) sim - Ward et al., 1993

Brumptomyia cardosoi (Barretto & Coutinho, 1941) sim - Galati, E.A.B., 1990

brumpti (Larrousse, 1920) não - Galati, E.A.B., 1990

Evandromyia brachyphalla (Mangabeira, 1941) sim - Ward et al., 1993

carmelinoi (Ryan, Fraiha, Lainson & Shaw, 1986) sim Sesquiterpeno sim Hamilton et al., 2002, Spiegel et al., 2002

cortelezzii (Brèthes, 1923) sim - Galati, E.A.B., 1990

dubitans (Sherlock, 1962) sim - Ward et al., 1993

evandroi (Costa Lima & Antunes, 1936) sim Nenhum Ward et al., 1993; Hamilton et al., 2002

infraspinosa (Mangabeira, 1941) sim - Galati, E.A.B., 1990; Ward et al., 1993

lenti (Mangabeira, 1938) (Baturité) sim Nenhum Ward et al., 1993; Hamilton et al., 2002

lenti (Mangabeira, 1938) (Betim) sim Diterpeno sim Hamilton et al., 2002; Spiegel et al., 2002

monstruosa (Floch & Abonnenc, 1944) sim - Galati, E.A.B., 1990; Ward et al., 1993

rupicola (Martins, Godoy & Silva, 1962) sim - Galati, E.A.B., 1990

sallesi (Galvão & Coutinho, 1939) sim - Ward et al., 1993

saulensis (Floch & Abonnenc, 1944) sim - Galati, E.A.B., 1990; Ward et al., 1993

walkeri (Newstead, 1914) sim - Galati, E.A.B., 1990; Ward et al., 1993

Lutzomyia bifoliata (Osorno-Mesa, Morales, Osorno & Hoyos, 1970) sim - Lane e Bernardes, 1990

cavernicola (Costa Lima, 1932) sim - Galati, E.A.B., 1990

cruciata (Coquillett, 1907) sim Sesquiterpeno sim sim Galati, E.A.B., 1990; Serrano et al., 2016

cruzi (Mangabeira, 1938) sim 9-metilgermacreno-B sim sim
Barth, 1961; Galati, E.A.B., 1990; Lane e Bernardes, 
1990; Spiegel et al., 1998; Brazil e Hamilton, 2002; 
Spiegel et al., 2004

gomezi (Nitzulescu, 1931) sim - Ward et al., 1993

ischnacantha (Martins, Souza & Falcão, 1962) sim - Lane e Bernardes, 1990

ischyracantha (Martins, Falcão & Silva, 1962) sim - Lane e Bernardes, 1990

lichyi  (Floch & Abonnenc, 1950) sim
Homosesquiterpeno 

i d
Lane e Bernardes, 1990; Hamilton et al., 1999a

Espécies do Novo Mundo
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Tabela 1. Resumo das estruturas, compostos e evidência comportamental de feromônio sexual em machos de flebotomíneos. 

Gênero Espécie Pápula Composto principal Glândula
Evidência 

comportamental
Referências

Lutzomyia longipalpis complex (Lutz & Neivai, 1912) sim

9-metilgermacreno-B; 3-metil-

α- himachaleno; Cembreno-1; 
Cembreno-2; 9-

metilgermacreno-B+

sim sim

Lane e Ward, 1984; Phillips et al., 1986; Hamilton et al., 
1996 a, b; Brazil and Hamilton, 2002; Hamilton et al., 
2004; Hamilton et al., 2005; Bray and Hamilton, 2007; 
Araki et al., 2009

peruensis (Shannon, 1929) sim - Ward et al., 1993

tejadai  (Galati & Cáceres, 1990) sim - Hamilton et al., 2002

renei  (Martins, Falcão & Silva, 1957) não Nenhum sem estrutura - Ward et al., 1993; Hamilton et al., 1999c

Micropygomyia cayennensis cayennensis  (Floch & Abonnenc, 1941) sim - Galati, E.A.B., 1990

chiapanensis  (Dampf, 1947) sim - Galati, E.A.B., 1990

quinquefer  (Dyar, 1929) sim - Barth, 1961; Ward et al., 1993

rorotaensis  (Floch & Abonnenc, 1944) sim - Ward et al., 1993

trinidadensis  (Newstead, 1922) sim - Ward et al., 1993

venezuelensis  (Floch & Abonnenc, 1948) sim - Ward et al., 1993

yencanensis  (Ortiz, 1965) sim - Ward et al., 1993

Migonemyia migonei (França, 1920) sim Nenhum Ward et al., 1993; Hamilton et al., 2002

Nyssomyia antunesi  (Coutinho, 1939) não - Ward et al., 1993

whitmani  (Antunes & Coutinho, 1939) não Nenhum Hamilton et al., 2002

neivai  (Pinto, 1926) não Nenhum Hamilton et al., 2002

Pintomyia evansi (Nuñez-Tovar, 1924) sim - Galati, E.A.B., 1990; Ward et al., 1993

fischeri (Pinto, 1926) sim - Galati, E.A.B., 1990; Ward et al., 1993

monticola  (Costa Lima, 1932) sim - Galati, E.A.B., 1990; Ward et al., 1993

ovallesi  (Ortiz, 1952) sim - Ward et al., 1993

pessoai (Coutinho & Barretto, 1940) sim Diterpeno Ward et al., 1993; Hamilton e Ward 1994

rangeliana  (Ortiz, 1953) sim - Ward et al., 1993

serrana  (Damasceno & Arouck, 1949) sim - Galati, E.A.B., 1990

damascenoi  (Mangabeira, 1941) sim - Ward et al., 1993

verrucarum  (Townsend, 1913) sim - Ward et al., 1993

nuneztovari (Ortiz, 1954) não - Ward et al., 1993
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Tabela 1. Resumo das estruturas, compostos e evidência comportamental de feromônio sexual em machos de flebotomíneos. 

 

 

Gênero Espécie Pápula Composto principal Glândula
Evidência 

comportamental
Referências

Pintomyia spinicrassa  (Morales, Osorno-Mesa, Osorno & Hoyos, 1969) não - Ward et al., 1993

townsendi  (Ortiz, 1959) não - Ward et al., 1993

youngi  (Feliciangeli & Murillo, 1985) não - Ward et al., 1993

Psathyromyia brasiliensis  (Costa Lima, 1932) não - Ward et al., 1993

Psychodopygus davisi  (Root, 1934) não - Ward et al., 1993

leonidasdeanei (Fraiha, Ryan, Ward, Lainson & Shaw, 1986) não - Ward et al., 1993

panamensis  (Shannon, 1926) não - Ward et al., 1993

squamiventris maripaensis (Floch & Abonnenc, 1946) não - Ward et al., 1993

Trichophoromyia brachipyga (Mangabeira, 1942) não - Ward et al., 1993

ubiquitalis (Mangabeira, 1942) não - Ward et al., 1993

Trichopygomyia dasypodogeton (Castro, 1939) sim - Ward et al., 1993

Viannamyia tuberculata (Mangabeira, 1941) sim - Ward et al., 1993

furcata (Mangabeira, 1941) sim - Ward et al., 1993

Espécies do Velho Mundo

Phlebotomus ariasi (Tonnoir, 1921) não - Ward et al., 1993

argentipes (Annandale & Brunetti, 1908) não - Ward et al., 1993; Bray et al., 2014

chabaudi (Croset, Abonnenc & Rioux, 1970) não - Ward et al., 1993

dubosqi (Nevue-Lemaire, 1906) não - Ward et al., 1993

neglectus (Tonnoir, 1921) não - Ward et al., 1993

perfiliewi (Parrot, 1930) não - Ward et al., 1993

perniciosus (Newstead, 1911) não - Ward et al., 1993

papatasi  (Scopoli, 1786) não - sim Chelbi et al., 2011; Chelbi et al., 2012
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1.2. FEROMÔNIO DE OVIPOSIÇÃO EM FLEBOTOMÍNEOS 

Em flebotomíneos, o pesquisador inglês Robert Killick-Kendrick foi o primeiro a 

sugerir a existência de um feromônio de oviposição, baseado nas observações em 

Phlebotomus ariasi, que apresentava certa preferência de ovipor em locais onde já existissem 

outros estágios imaturos (Killick-Kendrick 1987). Este comportamento foi observado também 

em fêmeas grávidas de Lu. longipalpis, as quais ovipunham em locais com ovos coespecíficos 

(ElNaiem and Ward 1990). Verificou-se também que o número e idade dos ovos são cruciais 

para elucidar uma resposta significativa em fêmeas grávidas. Com 20 ou 40 ovos no 

recipiente, não foi observada uma maior oviposição em relação ao controle sem ovos. 

Somente acima de 80 ovos foi observada atratividade para a oviposição das fêmeas, a qual foi 

maior durante as primeiras 48 horas, mas manteve-se até o sexto dia. Além disso, os ovos 

perdiam atratividade quando lavados com solventes orgânicos (Elnaiem and Ward 1991).  

A verificação da mediação química na oviposição foi realizada pouco tempo depois 

através de ensaios biológicos, em que fêmeas grávidas de Lu. longipalpis foram atraídas para 

locais com extratos hexânicos de ovos e glândulas acessórias de outras fêmeas grávidas. Dois 

compostos foram identificados por análises cromatográficas em ambos os extratos; tais 

compostos não apareceram em machos e nem fêmeas nas quais as glândulas acessórias foram 

removidas. Diante disto as glândulas acessórias foram apontadas como o local de produção e 

armazenamento de ambos os compostos que, por sua vez, envolveriam os ovos e 

desempenhariam um papel importante na atratividade para novas fêmeas grávidas (Dougherty 

et al. 1992). Ensaios de atratividade para cada um dos compostos verificaram que somente um 

deles seria responsável pela atração acima citada (Dougherty et al. 1994). Este composto foi 

identificado como ácido dodecanóico, molécula que seria metabolizada na glândula acessória 

a partir do ácido hexadecanóico, forma de armazenamento de energia, quatro dias após o 

repasto sanguíneo (Dougherty and Hamilton 1997). 

Além do ácido dodecanóico, alguns substratos estimulantes para a oviposição em Lu. 

longipalpis foram identificados. Entre eles o substrato restante de antigas colônias, chamado 

frass, formado pela presença de fêmeas mortas, restos de alimentos parcialmente digeridos, 

detritos e/ou batérias provenientes dos estádios imaturos e ração para as larvas. A ração de 

coelho, um dos componenentes utilizados na ração de flebotomíneos, teve um efeito sinérgico 

junto ao ácido dodecanóico, melhorando a oviposição em fêmeas de Lu. longipalpis (Elnaiem 

and Ward 1992b, Dougherty et al. 1993). Outros cairomônios importantes, como hexanal e 2-

metil-2-butanol, foram identificados em fezes de aves e coelhos sendo atrativos para fêmeas 

grávidas (Dougherty et al. 1995). A presença de diferentes microrganismos nas fezes de 
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coelho estimulou a oviposição das fêmeas de Lu. longipalpis e o desenvolvimento dos 

estádios larvais. Algumas destas bactérias, como Rhizobium radiobacter, contribuíram para a 

redução do tempo do ciclo biológico de Lu. longipalpis e passaram a fazer parte da microflora 

dos adultos (Peterkova-Koci et al. 2012). 

O comportamento tigmotrópico foi constatado também em Lu. longipalpis e Mg. 

migonei (Nieves et al. 1997). Este comportamento se caracteriza pela preferência das fêmeas 

para ovipor em superfícies irregulares e fendas em vez de superfícies planas, imitando o 

comportamento natural destes insetos, visto que, os criadouros naturais são encontrados em 

fendas de árvores e raízes; ambientes escuros, úmidos e ricos em matéria orgânica (Elnaiem 

and Ward 1992a). Além dos fatores físicos, os fatores ambientais como temperatura e 

umidade aumentaram a oviposição e reduziram a mortalidade das fêmeas durante a 

oviposição. 

Algumas respostas em comum com Lu. longipalpis, como a atratividade de fêmeas 

grávidas a substratos coespecíficos ou frass, foram identificadas em Ph. argentipes e Ph. 

papatasi (Wasserberg and Rowton 2011, Kumar et al. 2013). Em Ph. papatasi, as fêmeas 

grávidas responderam melhor a substratos com larvas do segundo ou terceiro estádio quando 

comparados aos substratos contendo larvas de quarto estádio ou pupas. Isto provalvemente 

devido aos compostos voláteis produzidos pelos microrganismos próprios, liberados nas fezes 

dessas fases imaturas (Marayati et al. 2015).  

A resposta atrativa do ácido dodecanóico foi avaliada em Lu. shannoni. Entretanto, 

diferentemente de Lu. longipalpis esta espécie não respondeu a este composto nem a ovos 

coespecíficos (Mann and Kaufman 2010). Com o extrato hexânico de 1.000 ovos de 

Lutzomyia renei foi ligeramente atrativo para fêmeas grávidas, sendo que alguns ácidos 

graxos insaturados (ácido hexadecenóico e octadecenóico) e saturados (ácido dodecanóico e 

ácido tetradecanóico) foram identificados em pequenas concentrações (Alves et al. 2003).  

Um resumo das espécies de flebotomíneos investigadas com relação à presença de 

feromônios de oviposição é apresentado na Tabela 2. 
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Tabela 2. Resumo dos feromônios, cairomônios e substratos que atuam como atrativos ou estimulantes da oviposição em flebotomíneos. 

 

Gênero Espécie
Atratividade a ovos 

coespecíficos

Atratividade a 

substratos 

Ferômonio 

oviposição
Cairomônios Referências

Lutzomyia shannoni não resposta - - - Mann e Kaufman, 2010

longipalpis complex (Lutz & Neivai, 1912)
ovos, glândulas 

acessórias

frass, ração de coelho, 

fezes de aves e coelhos, 

comportamento 

tigmotrópico

Ácido dodecanóico Hexanal; 2-metil-2-butanol
Elnaiem e Ward, 1992 a,b; Dougherty et al., 

1994, 1997; Wasserberg and Rowton, 2011

renei  (Martins, Falcão & Silva, 1957) levemente atrativo - -

mistura: ácido hexadecenóico; 

ac. octadecenóico; ac. 

dodecanóico; ac. 

tetradecanóico.

Alves et al., 2003

Migonemyia migonei (França, 1920) -
comportamento 

tigmotrópico
Nenhum Nieves et al., 1997

Phlebotomus argentipes (Annandale & Brunetti, 1908) -
frass (ração, restos de 

ovos e exuvias) 
- Kumar et al, 2013

papatasi (Scopoli, 1786) levemente atrativo frass -
Wasserberg and Rowton, 2011; Peterkova-koci et 

al., 2012; Marayati et al., 2015

Espécies do Novo Mundo

Espécies do Velho Mundo
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1.3. DETECÇÃO DE VOLÁTEIS 

Para a extração ou captura de voláteis em insetos, diferentes metodologias são 

utilizadas. A mais comum é a extração por solventes. Nesse processo, a estrutura responsável 

pela produção do feromônio, ou o inseto inteiro, são submergidos em pequenos volumes de 

solventes por um curto período de tempo; após esse período os extratos são concentrados e 

analisados por análise cromatográfica. Entre os principais solventes utilizados estão 

diclorometano, hexano e éter dietílico. Este método de extração, acoplado à cromatografia 

gasosa/espectrometria de massas, foi utilizado para a extração e identificação de todos os 

feromônios de flebotomíneos conhecidos até o momento (Hummel and Miller 1984).  

Outra metodologia importante para a detecção de voláteis é a aeração que permite a 

coleta de voláteis em insetos vivos. Um fluxo de ar passa por uma câmara de contenção, onde 

os insetos estão confinados e arrasta os voláteis que são retidos em polímeros adsorventes. O 

adsorvente mais comumente utilizado é o Porapak-Q, polímero de etilvinilbenzeno-

divinilbenzeno. Após o processo de coleta, os voláteis capturados são dessorvidos por 

extração em solventes como o hexano, concentrados e analisados por cromatografia. Esta 

metodologia é importante quando se deseja concentrar voláteis por um período prolongado de 

tempo e em situações em que um grande número de insetos são necessários (Hummel and 

Miller 1984). Esta metodologia foi utilizada recentemente para a quantificação do feromônio 

sexual em Lu. longipalpis em três diferentes populações (Gonzalez et al. 2017). 

 Uma alternativa ao uso de solventes, utilizados nas duas metodologias acima descritas, 

é a microextração em fase sólida. 

 

1.3.1. MICROEXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA (SPME, do inglês Solid phase micro-

extraction) 
A microextração em fase sólida (SPME) é uma técnica livre de solventes, que integra 

amostragem, extração e concentração em uma única etapa (Zhang et al. 1994). O dispositivo 

de SPME consiste numa haste revestida de polímero que absorve ou adsorve os analitos das 

amostras (Figura 1). Este polímero determina a natureza polar ou apolar da fibra, e sua 

escolha depende da natureza química da amostra. As fibras têm como vantagens a 

simplicidade no manuseio, sensibilidade, seletividade, rapidez, ausência de solventes 

orgânicos no processo de dessorção, assim como a possibilidade de serem utilizadas no 

laboratório e em campo (Arthur and Pawliszyn 1990, Pawliszyn 2012). 
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Há dois tipos de extração por SPME, a extração direta e a extração por headspace 

(HS). Na extração direta a fibra é colocada em contato com a amostra, sendo que este tipo de 

extração é utilizada em amostras poucos voláteis. Na extração por headspace a fibra é exposta 

em um recipiente fechado contendo a amostra, mas sem entrar em contato direto com a 

mesma; este tipo de extração é importante para compostos voláteis e semivoláteis. Após os 

compostos, ou analitos, serem adsorvidos pelo polímero da fibra, o segundo passo consiste na 

dessorção dos mesmos diretamente em um cromatógrafo gasoso com detector de massas 

acoplado (CG/MS) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Dispositivo Manual SPME. 

 

 Fonte: Pawliszyn, J. (2012). 
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 O SPME é amplamente difundido, sendo utilizado para amostras de contaminantes 

como pesticidas, herbicidas, aminas, em amostras ambientais como água, solo, ar e 

sedimentos, na indústria farmacêutica, nas análises de alimentos e fragrâncias e na 

amostragem in vivo dos compostos voláteis produzidos por bactérias, insetos, plantas, animais 

e humanos (Shuqin and Gangfeng 2017).  

Para insetos hematófagos o SPME-CG/MS, já foi utilizado na identificação de 

compostos voláteis emanados por plantas, aves e seres humanos que atuam como atrativos 

para culicídeos, Culex pipiens pipiens (Mauer and Rowley 1999), Culex pipiens pallens (Yu et 

al. 2018) e Culex quinquefasciatus (Syed and Leal 2009, Granados-Echegoyen et al. 2014); 

como repelentes para Aedes aegypti (Jaenson et al. 2006, Gu et al. 2009) ou compostos que 

favorecem a oviposição em Anopheles gambiae ss.(Lindh et al. 2008). 

Além dos culicídeos, diversas espécies de triatomíneos foram examinadas por essa 

técnica, como por exemplo, para a investigação dos compostos voláteis emanados de fezes de 

Triatoma infestans, Panstrongylus megistus e T. brasiliensis (Mota et al. 2014); voláteis 

liberados por fêmeas ou machos de Rhodnius prolixus (Pontes et al. 2008), T. dimidiata (May-

Concha et al. 2012), T. longipennis, T. pallidipennis e T. phyllosoma (May-Concha et al. 

2018); compostos cuticulares em Triatoma infestans (Cocchiararo-Bastias et al. 2011) ou na 

avaliação da resposta comportamental de Rhodnius prolixus a voláteis liberados por bactérias 

da pele humana (Tabares et al. 2018). Em carrapatos, há pesquisas envolvendo o SPME na 

identificação de compostos voláteis de óleos essenciais e extratos de plantas que atuam como 

repelentes (Jaenson et al. 2005, Palsson et al. 2008, Garboui et al. 2009), assim como na 

caracterização dos voláteis liberados por fêmeas ingurgitadas (Zahradnickova and Bouman 

2006). Para flebotomíneos, não há registros na literatura da utilização do SPME para a 

extração e posterior identificação por CGMS de compostos voláteis.  

 

2. OBJETIVOS 

 Investigar o SPME como método alternativo à extração com solventes, para a detecção 

de feromônios sexual e oviposição em flebotomíneos. 

 Investigar a presença de compostos voláteis envolvidos nos comportamentos de 

oviposição e cópula em flebotomíneos.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS COLETA EM CAMPO: ÁREAS DE COLETA DE 
FLEBOTOMÍNEOS 

Considerando as espécies de flebotomíneos alvo deste estudo, foram realizadas coletas em 

dois municípios do estado de São Paulo; Fernando Prestes: para a coleta de Pintomyia 

fischeri, Nyssomyia whitmani e Migonemyia migonei; e Rincão: para captura de Nyssomyia 

neivai (Figura 3).   

O município de Fernando Prestes está localizado à noroeste do estado de São Paulo, com 

uma população estimada de 5.778 habitantes, a 545 metros acima do nível do mar e ocupa 

uma área de 170.112 km2 (IBGE 2018). Entre o período 2007 – 2017, o município notificou 

apenas dois casos confirmados de leishmaniose tegumentar americana (LTA) no ano 2014 

(SVS, 2018). Não há registros de casos confirmados de leishmaniose visceral (SUCEN, 

2018). As armadilhas foram alocadas no interior e na borda de uma extensa área de mata 

residual (área aproximada 1,81 km2) e no peridomicilio de uma residência (-21.29294; -

48.722118) próxima a esta. As coletas foram realizadas com auxílio de armadilhas luminosas 

de tipo HP (Pugedo et al. 2005) instaladas a 1,5 metros de altura, penduradas em árvores ou 

próximas a galinheiros e chiqueiros, das 18:00 às 6:00 h. Os insetos foram separados com 

ajuda de aspirador de Castro e acondicionados em recipientes contendo uma camada de gesso 

úmido na base e algodão embebido em açúcar 30% (Figura 4). Foram transportados em caixas 

de isopor com gel pack e algodão embebido em água para manter a temperatura (20-22° C) e 

umidade (80-90%) até a chegada ao Laboratório de Parasitologia da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da UNESP para início da criação. 

O município de Rincão está localizado a noroeste do estado de São Paulo, com uma 

população estimada em 2018 em 10.786 habitantes, a 530 metros acima do nível do mar e 

ocupa uma área de 316.639 km2(IBGE 2018). Entre o período 2007 – 2017, não há registros 

de casos de leishmanioses no município (SVS, 2018; SUCEN, 2018). Os insetos foram 

coletados entre as 18:00 e 21:00 horas, com ajuda de aspirador de castro na parede externa de 

uma residência localizada à beira do Rio Mogi-Guaçu (-21.612209; -47.879902), distante 46 km 

do Campus Unesp, Araraquara. Os insetos foram transportados em gaiolas confeccionadas em 

voil (30x30x30cm). Para conservar a umidade a gaiola foi coberta por um saco plástico, 

contendo algodão úmido no seu interior. Os insetos foram alimentados com uma solução de 

sacarose 30%. 
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Como relatado acima, basicamente todos os estudos de feromônios em flebotomíneos 

foram realizados com Lu. longipalpis. Por essa razão, essa espécie foi utilizada no presente 

estudo para fins de padronização e comparações. A colônia de Lu. longipalpis (Panorama/ SP; 

9-metil-germacreno-B) foi estabelecida com insetos provenientes do Laboratório de 

Entomologia em Saúde Pública - Phlebotominae da Faculdade de Saúde Pública da USP, 

gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Eunice A. B. Galati e Dr. Fredy Galvis Ovallos. 

 

3.2. MANUTENÇÃO DE FLEBOTOMÍNEOS EM LABORATORIO 

3.2.1. Manutenção de Nyssomyia neivai 

Os insetos coletados foram mantidos em gaiola de Barraud (Figura 5), com uma 

solução de sacarose 30%; temperatura 26±1° C; 60-80% de umidade relativa e fotoperíodo 

12:12 horas (claro:escuro). Como fonte alimentar sanguínea foi oferecido um camundongo 

anestesiado (xilazina 2%; 0,05 mL/200 mg)/quetamina 10%; 0,20 mL/200mg), em 

conformidade com o protocolo aprovado pela Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade Estadual Paulista (UNESP), CEUA/FCFCAr: 21/2018. As fêmeas ingurgitadas 

foram mantidas na gaiola por 24 horas, para o acasalamento com os machos. Após este 

período as fêmeas foram individualizadas em recipientes com fundo de gesso úmido para 

oviposição. As fases imaturas dos insetos foram criadas seguindo o protocolo estabelecido no 

nosso laboratório para Nyssomyia neivai (Goulart et al. 2015, Goulart et al. 2017). 

 

3.2.2. Padronização das condições de criação para Ny. whitmani, Mg. migonei e Pi. 

fischeri 

Para os insetos capturados em Fernando Prestes, onde já se sabia que predominariam 

as espécies Ny. whitmani, Mg. migonei e Pi. fischeri, foram oferecidas três diferentes fontes 

sanguíneas, camundongo, hamster e cordorna. Os roedores anestesiados e a codorna foram 

inseridos um após o outro por espaço de uma hora cada. As fêmeas alimentadas foram 

separadas em gaiolas diferentes, segundo a fonte sanguínea e colocadas com igual ou maior 

número de machos. Foram deixadas por 48 horas antes de serem individualizadas ou em 

grupo (mistura de espécies) de até 10 fêmeas nos potes de oviposição. Inicialmente, todas as 

espécies coletadas foram mantidas de acordo com o protocolo de criação de flebotomíneos 

estabelecido no nosso laboratório por Goulart (2015), trabalhando com a espécie Ny. neivai. 

Entretanto, as particularidades de cada espécie demandaram adaptações que serão detalhadas 

nos Resultados – item 4.3, Padronização. 
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 Fase 1. Pré-equilíbrio, que envolve o tempo e a temperatura em que a amostra em 

headspace (HS) será submetida antes da inserção da fibra no recipiente, que chamaremos de 

temperatura de pré-equilíbrio. 

 Fase 2. Extração dos voláteis, quando há a inserção da fibra SPME no recipiente. 

Nessa etapa, o tempo e a temperatura, que chamaremos de temperatura de extração ou sorção, 

também são avaliados. 

 Fase 3. Dessorção dos voláteis, quando há a inserção da fibra na porta de injeção no 

cromatógrafo gasoso acoplado à espectrofotometria de massa (CG/MS). (Figura 6) 

 Para a extração do feromônio sexual, durante a fase de pré-equilíbrio, machos virgens 

de Lu. longipalpis de 4-5 dias de idade foram colocados individualmente em um frasco de 

vidro com 10 mL de capacidade. O frasco foi vedado e submetido a aquecimento em banho de 

silicone por 45 min, nas seguintes temperaturas: 50, 70, 110, 130, 150, 170° C. 

 Após este período, na fase 2 do processo, o recipiente foi retirado do aquecimento e 

quatro fibras, com diferentes revestimentos, foram inseridas dentro de cada recipiente e 

expostas para a sorção dos voláteis durante 45 min. Em seguida, as fibras foram retraídas para 

o interior das agulhas, retiradas e armazenadas no freezer até o processo de dessorção dos 

compostos no injetor do cromatógrafo por 5 min/250° C. A melhor fibra foi selecionada 

levando-se em consideração o número de compostos (picos totais) e as suas respectivas áreas 

de pico (quantidade) resultantes das extrações no cromatógrafo. As fibras de SPME avaliadas 

foram: 1. Poliacrilato (PA), recobrimento de 85 µm; 2. Polidimetilsiloxano-divinilbenzeno 

(PDMS-DVB), 65 µm; 3. Carboxen-Polidimetilsiloxano (CAR-PDMS), 85 µm; 4. 

Divinilbenzeno-Carboxen-Polidimetilsiloxano (DVB-CAR-PDMS), 50/30 µm (Supelco, 

Bellefonte, PA, USA).  

 Destes ensaios, selecionou-se a fibra DVB-CAR-PDMS na temperatura de pré-

equilíbrio de 170° C. 
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Amostras e volume dos recipientes 

  

No procedimento acima descrito, os insetos foram mortos pelo calor e, na tentativa de 

avaliar a liberação dos compostos voláteis em temperatura ambiente, mais ensaios foram 

realizados variando o número de insetos vivos e o volume do recipiente. Machos, fêmeas 

virgens ou casais, de Lu. longipalpis com sete dias após emergência foram utilizados nesses 

testes. O número de insetos utilizados foi muito variável (1 a 25 insetos), pela dependência do 

número de insetos disponíveis na colônia. Os volumes dos recipientes avaliados foram: 20, 

10, 5 e 1,5 mL.  

  

3.3.2. ANÁLISE POR GC/MS 

As análises cromatográficas foram realizadas com um cromatógrafo a gás acoplado a 

um espectrômetro de massas, modelo Shimadzu QP 2010 (PLUS), equipado com uma coluna 

Rtx-5MS, de 30 m de comprimento com 0,25 mm diâmetro interno e 0,25 µm de espessura de 

filme. A temperatura do injetor foi 250° C no modo splitless; o forno foi programado 

inicialmente a uma temperatura de 50° C por 2 min; e incrementado na razão de 5° C min-1. 

até 190° C. O gás hélio foi utilizado como gás de arrastre na vazão de 1 mL min-1. No detector 

de massas, as temperaturas da fonte de íons e da interface foram 250° C e varredura de 

espectros de 40 a 600 m/z. As condições cromatográficas utilizadas foram adaptadas dos 

trabalhos de identificação de feromônio de oviposição e sexual para Lu. longipalpis (Hamilton 

et al. 1996c, Dougherty and Hamilton 1997). Um resumo do processo de padronização da 

Figura 6. Ilustração do processo de coleta dos voláteis sob aquecimento por HS-SPME-

CG/MS. A. Pré–equilíbrio a diferentes temperaturas: 50, 70, 110, 130, 150 e 170° C; B. 

Extração dos analitos: Fibras SPME inseridas dentro de cada recipiente e expostas para a 

sorção dos voláteis a temperatura ambiente por 45 min; C. Dessorção térmica dos compostos 

na porta de injeção, cromatógrafo gasoso.  
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extração de voláteis em machos de Lu. longipalpis para a determinação de feromônio sexual é 

apresentado na figura 7. 

3.3.3. BIBLIOTECAS DE REFERÊNCIA E PADRÕES COMERCIAIS 

A identificação dos compostos foi realizada pela comparação dos espectros de massas 

obtidos nas corridas cromatográficas, com os das bibliotecas NIST8 (National Institute of 

Standard and technology), e Wiley v229, sendo considerados aqueles compostos com 

similaridade ≥ 90%; pela comparação do índice de retenção (IR) obtido com o da literatura 

disponíveis nos sites: Pubchem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) e Nist 

(https://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser/) e também pela co-injeção de padrões 

analíticos: ácido dodecanóico, dodecanal e nonanal. Foram calculados também os índices de 

retenção (IR). O padrão do feromônio sexual de Lu. longipalpis, 9-metil-germacreno-B, não 

está disponível comercialmente. 
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Figura 7. Resumo esquemático das condições avaliadas no desenvolvimento do método de extração/dessorção por HS-SPME-CG/MS  

= condição ótima para a extração. 

 

HEADSPACE -
SPME 

TIPO DE 
FIBRA 

DVB-CAR-PDMS 

 50/30 µm 

CAR-PDMS  

85 µm 

PDMS-DVB      

65 µm 

PA  

85 µm 

PRÉ-
EQUILIBRÍO 

50 ° C / 45 
min. 

70° C / 45 
min. 

110° C / 45 
min. 

130° C / 45 
min. 

150° C / 45 
min. 

170° C / 45 
min. 

EXTRAÇÃO DE 
VOLÁTEIS 

temp amb./ 45 min. 
 

DESORÇÃO 
CROMATOGRAFO GASOSO-

ESPECTOMETRIA DE 
MASSA 

250° C / 5 min. 
 250°C / 10 min. 250° C/ 15 min. 

Fonte: Próprio autor. 
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3.4. AVALIAÇÃO DE FEROMÔNIOS DE OVIPOSIÇÃO  
Os ensaios envolvidos na avaliação dos feromônios de oviposição para as diferentes espécies de flebotomíneos são sumarizados na Figura 8. 

 
Figura 8. Fluxograma dos ensaios utilizados na avaliação dos compostos voláteis liberados em fêmeas grávidas e ovos de diferentes espécies 

de flebotomíneos. 

Ferômonio 
Oviposição 

Comportamental 

Ny. neivai 

HS-SPME-CG/MS 

Fêmeas grávidas 

Lu. longipalpis 

Ny. neivai 

Ny. whitmani 

Pi. fischeri 

Mg. migonei 

Ovos papel úmido 

Lu. longipalpis  

Ny. neivai 

Contato Direto 
SPME-CG/MS 

Ovos contato direto 
48 h. 

Lu. longipalpis 

Ovos recém 
liberados 

Lu. longipalpis 

Ny. neivai 

Ny. whitmani 

Pi. fischeri 

Mg. migonei 

Fonte: Próprio autor. 
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3.5.  ENSAIO COMPORTAMENTAL PARA DETERMINAÇÃO DE 
FEROMÔNIOS DE OVIPOSIÇÃO EM Nyssomyia neivai 

3.5.1. ALIMENTAÇÃO DE FÊMEAS E ACASALAMENTO 

Um total de 200 casais de Ny. neivai foram colocados em uma gaiola de Barraud 

(30x30x30cm). Um camundongo anestesiado foi inserido dentro da gaiola como fonte 

sanguínea para as fêmeas por 40-60 minutos. Com a finalidade de garantir o acasalamento, 

machos e fêmeas ingurgitadas foram mantidas por mais 72 horas na gaiola; uma solução de 

30% de sacarose foi oferecida e renovada a cada 24 horas. Após este período o ensaio 

comportamental foi realizado.  

 

3.5.2. ATRATIVIDADE DE FÊMEAS GRÁVIDAS DE Ny. neivai PARA OVOS 
COESPECÍFICOS 

Para a investigação da presença de feromônios de oviposição foram utilizados 

recipientes plásticos de polipropileno de 120 mm de diâmetro, contendo gesso na base para 

oviposição. Com o intuito de evitar qualquer possível estímulo táctil ou visual das fêmeas 

para a oviposição, os ovos foram escondidos em uma das cavidades circulares de 55 mm de 

diâmetro e 20 mm de profundidade no gesso, com ajuda de uma tampa perfurada e 

confeccionada em gesso.  As cavidades estavam localizadas nos lados extremos do recipiente 

(Figura 9).  

Um primeiro grupo de seis casais de Ny. neivai (com fêmeas já ingurgitadas há 72 

horas) foram confinados em uma das cavidades dos recipientes de oviposição por meio de 

tubos de centrifugação tipo Falcon. Após dois dias, os casais foram retirados e o número de 

ovos foi registrado. Somente foram considerados para o teste, recipientes com um número 

maior de 100 ovos (Elnaiem and Ward 1991). Após a contagem dos ovos, as duas cavidades 

foram fechadas com tampas de gesso perfuradas para a saída dos possíveis voláteis. Um novo 

grupo de sete casais, com fêmeas ingurgitadas há 72 horas, foi colocado no recipiente para 

oviposição. Após dois dias os insetos foram retirados do pote e o número de ovos sobre as 

tampas perfuradas e nas áreas laterais foi registrado. Os experimentos foram realizados em 

dois períodos diferentes, setembro e dezembro de 2017, com indivíduos de campo. Em 

setembro foram realizadas dez réplicas e em dezembro outras 16 réplicas. A análise estatística 

foi realizada pelo teste t de Student pareado. 
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Ácido dodecanóico exposto diretamente 

Dados da literatura com testes de atratividade do ácido dodecanóico para Lu. 

longipalpis foram realizados de forma que os insetos tivessem contato diretamente com o 

papel filtro embebido na solução padrão. Para efeito de verificar se há diferença na resposta 

nessas condições, mais três ensaios foram realizados permitindo às fêmeas o contato com 

diferentes volumes da solução estoque do ácido dodecanóico. Os volumes avaliados foram 1,2 

µL, equivalente a 300 ovos em Lu. longipalpis; 1,5 µL (150ng – 375 ovos) e 2,4 µL (240 ng – 

600 ovos). Foram realizadas 15 réplicas para cada volume. A análise estatística foi realizada 

pelo teste t de Student pareado.  

 

3.5.4. EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS VOLÁTEIS POR MICROEXTRAÇÃO EM 
FASE SÓLIDA EM HEADSPACE DURANTE A OVIPOSIÇÃO E POSTERIOR 

DETERMINAÇÃO CROMATOGRAFICA (HS-SPME-CG/MS) 
Para a coleta dos possíveis voláteis liberados durante a oviposição de Lu. longipalpis e 

Ny. neivai, em temperatura ambiente, seis fêmeas com 72 horas após repasto sanguíneo foram 

colocadas em recipientes de vidro borosilicato transparente de 10 e 1,5 mL, contendo papel de 

filtro úmido e um pequeno pedaço de algodão embebido em uma solução de sacarose 30%. 

Os vials foram selados com septo de silicone e lacre de alumínio, e colocados em posição 

horizontal. Após 12 horas do início do teste, uma fibra de SPME (DVB-CAR-PDMS) foi 

inserida através do septo e trocada depois de 12 horas por uma segunda fibra que permaneceu 

mais 24 horas para a sorção dos compostos voláteis até completar 48 horas desde que as 

fêmeas foram inseridas. Após este período, as fibras foram retraídas para o interior das 

agulhas e armazenadas em um recipiente fechado a -60° C até as análises cromatográficas. 

Foram realizadas sete réplicas e um controle (papel de filtro úmido com algodão com 

sacarose) (Figura 10).  

Aquecimento e extração de voláteis por headspace em Lu. longipalpis e Ny. neivai 

Após o término do experimento, as fêmeas que ainda estavam vivas, assim como seus 

ovos, foram avaliadas separadamente por headspace em uma segunda etapa, sendo 

transferidas para novos recipientes (1,5 mL) em número de 5-10 fêmeas. Fêmeas e ovos 

foram então submetidos a 170°C por 45 minutos. Após este processo os recipientes foram 

retirados da fonte de calor e colocados à temperatura ambiente; imediatamente a fibra foi 

inserida e exposta por mais 45 minutos (Figura 6). Finalizado esse tempo, as fibras foram 

retraídas, retiradas dos recipientes e inseridas no cromatógrafo gasoso.  
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Aquecimento e extração de voláteis por headspace em Nyssomyia whitmani, 

Pintomyia fischeri e Migonemyia migonei 

Devido ao reduzido número de insetos das espécies Ny. whitmani, Pi. fischeri e Mg 

migonei, as fêmeas foram avaliadas por aquecimento a 170° C x 45 min, após oviposição, 

segundo a metodologia descrita no ítem anterior.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.5. EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS POR CONTATO – SPME E POSTERIOR 
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA À ESPECTOFOTOMETRIA DE 

MASSA.  
Para o uso da metodologia descrita no item 3.5.4, houve algumas dificuldades logísticas 

devido ao número elevado de insetos e ovos que são necessários para esses ensaios, 

acarretando perda de indivíduos necessários para o desenvolvimento das colônias. Com o 

intuito de contornar esse problema, testou-se a coleta de compostos diretamente da superfície 

de ovos. Em Lu. longipalpis foi determinado que é possível a identificação do ácido 

dodecanóico em ovos com até 48 horas após a oviposição (Dougherty and Hamilton 1997). 

Desse modo, os compostos de superfície foram avaliados por contato da fibra DVB-CAR-

PDMS diretamente sobre a superfície dos ovos em duas situações: 

 

a) Ovos com até 48 horas após a oviposição 

Os ovos coletados no papel úmido foram retirados e colocados sobre lâmina de vidro; a 

lâmina foi previamente lavada com hexano para retirar qualquer possível contaminante. 

Imediatamente a fibra foi colocada em contato com os ovos por um período de 5 minutos. 

Este procedimento foi realizado para Lu. longipalpis e Ny. neivai (Figura 11). 

Figura 10. A. Coleta de voláteis in vivo por headspace durante a oviposição de fêmeas de 
Ny. neivai, B. Detalhe do headspace, com as fêmeas e ovos recém ovipostos nas paredes do 
recipiente. 

Fonte: Próprio autor. 
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b) Ovos recém-liberados após estímulo (solução salina) 

Ensaios de rotina do nosso laboratório, trabalhando com fêmeas em fase de oviposição, 

evidenciaram que, quando as fêmeas são colocadas sobre uma lâmina com uma gota de 

solução salina, apresentam um impulso repetitivo (ou espasmo) que ocasiona a expulsão dos 

ovos. Dessa forma, fêmeas grávidas foram colocadas nessa condição até que o primeiro ovo 

fosse liberado. Nesse momento, a fibra foi colocada na parte final do abdômen da fêmea. Este 

procedimento foi realizado por um período de 5 minutos ou até que o impulso de liberação 

cessasse, para as cinco espécies de flebotomíneos estudadas (Figura 12). 

 

c) Para o controle, foram analisadas fêmeas virgens ingurgitadas 

O mesmo comportamento foi observado em fêmeas virgens após cinco dias de ingurgitadas, 

mas sem a liberação de ovos; compostos não foram detectados nestas fibras. Após o 

procedimento, as fibras foram retraídas para o interior das agulhas e armazenadas em um 

recipiente fechado a -60° C até as análises cromatográficas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Coleta de compostos da superfície de ovos de Lu. longipalpis. A. Vials (10 mL) 

com papel filtro umedecido e fêmeas grávidas para oviposição x 48 horas; B. Coleta de 

voláteis por contato direto com ovos.  

Fonte: Próprio autor. 
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Figura 13. Fluxograma dos ensaios para avaliação dos compostos voláteis liberados por machos de flebotomíneos.  

 

Feromônio Sexual 

In vivo  

Temperatura ambiente / 60 min. 

Sob aquecimento 

Temperatura pré equilíbrio 170° C / 
45 min. 

Lu. longipalpis 

Ny. neivai 

Ny. whitmani 

Pi. fischeri 

Mg. migonei 

Fonte: Próprio autor. 
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3.6. EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS VOLÁTEIS POR MICROEXTRAÇÃO EM 
FASE SÓLIDA EM HEADSPACE DURANTE O COMPORTAMENTO DE COORTE 

E ACASALAMENTO E POSTERIOR DETERMINAÇÃO CROMATOGRAFICA (HS-

SPME-CG/MS)  
3.6.1. In Vivo (temperatura ambiente):  De 01 a 25 machos e fêmeas virgens ou de 01 

a 3 casais, com sete dias após emergência foram colocados em um recipiente de 1,5 mL 

selados com septo de silicone e lacre de alumínio. Para a captura dos voláteis foi utilizada 

uma fibra SPME (DVB-CAR-PDMS), a qual foi inserida através do septo no headspace do 

frasco e exposta durante 1 hora à temperatura ambiente (26 ± 2° C). Após este período, as 

fibras foram retraídas para o interior das agulhas e armazenadas em um recipiente fechado, a -

60° C até as análises cromatográficas. Um recipiente vazio foi avaliado como controle.  Esse 

procedimento foi realizado para as cinco espécies: Lu. longipalpis, Ny. neivai, Ny. whitmani, 

Pi. fischeri e Mg. migonei (Figura 14). Para cada uma das réplicas um novo recipiente foi 

utilizado, isto para evitar possíveis contaminações.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Fonte: Próprio autor. 

 

3.6.2. Amostras submetidas à ação de calor: De 01 a 25 machos e 01 a 12 fêmeas 

com 5-7 dias após emergência foram colocados em um recipiente de 1,5 mL selados com 

septo de silicone e lacre de alumínio. Foram submetidas a aquecimento por meio de um banho 

de silicone a 170° C por 45 min.; após este período as amostras foram retiradas do banho de 

silicone e uma fibra SPME (DVB-CAR-PDMS) foi inserida e exposta para a sorção dos 

voláteis durante 45 min. Após este período, as fibras foram retraídas para o interior das 

agulhas e armazenadas em um recipiente fechado, a -60° C até as análises cromatográficas. 

Esse procedimento foi realizado para as cinco espécies de flebotomíneos. 

  

Figura 14. Coleta de voláteis por HS-SPME in vivo, com a mesma fibra. A. Antes da 

cópula B. Durante a cópula. Procedimento realizado para as cinco espécies. (Foto: Ny. 

neivai).  
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4. RESULTADOS 

4.1. COLETA EM CAMPO 

Em relação à coleta em campo, embora não seja objetivo do trabalho quantificar o 

número de flebotomíneos coletados, os dados abaixo indicam a relação proporcional entre as 

espécies capturadas em uma coleta na área de Fernando Prestes. Esse número de indivíduos e 

proporção entre as espécies manteve-se em outras coletas. De um total de 456 flebotomíneos: 

130 (28,5%) eram fêmeas e 326 (71,5%) machos.  As fêmeas foram identificadas após 

oviposição como pertencentes a cinco espécies: Nyssomyia whitmani 114 (87,7%), Pintomyia 

fischeri 6 (4,6%), Migonemyia migonei 5 (3,8%), Evandromyia sallesi 2 (1,5%) e 

Brumptomyia avellari 3 (2,3%). 

Na área de Rincão, Ny. neivai é prevalente, correspondendo a 99% das espécies. 

 

4.2. MANUTENÇÃO DE FLEBOTOMÍNEOS EM LABORATÓRIO 

A metodologia descrita por Goulart (Goulart et al. 2015, Goulart et al. 2017) para a 

criação de Ny. neivai foi utilizada como ponto de partida para o estabelecimento das quatro 

novas espécies. Entretanto, no decorrer do processo de criação foram necessárias algumas 

adequações (Figura 15). 

 

4.3.  PADRONIZAÇÃO DE CRIAÇÃO 

4.3.1. ESTABELECIMENTO DE COLÔNIA DE Lutzomyia longipalpis 

A mistura de ração de coelho, ração de peixe, fezes de coelho e terra vegetal (em iguais 

proporções) utilizada na criação das larvas de Ny. neivai foi oferecida com ótimos resultados, 

embora em maiores quantidades (3 vezes mais) para as fases larvais de Lu. longipalpis. Em 

relação à umidade relativa, esta espécie apresentou melhor desenvolvimento quando foi 

reduzida de 80% para 60%. Goulart e colaboradores verificaram que a vermiculita constituía 

um ótimo substrato para as larvas de Ny. neivai (Goulart et al. 2015, Goulart et al. 2017), 

ajudando na quebra das hifas dos fungos que cresciam nos recipientes de criação por conta do 

excesso de alimento e umidade; no caso de Lu. longipalpis, não foi necessária a utilização 

deste substrato nos recipientes de criação. A voracidade das larvas foi responsável por manter 

os recipientes livres de fungos, dos quais elas se alimentam. Outro fator importante foi que as 

larvas evitavam o contato com a vermiculita, subindo nas paredes dos potes. Até a presente 

data, dez gerações (F10) de Lu. longipalpis foram alcançadas no laboratório. 
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4.3.2. ESTABELECIMENTO DE COLÔNIAS DE Ny. whitmani, Pi. fisheri Mg. 

migonei 

 Em relação às seguintes espécies Ny. whitmani, Pi. fisheri e Mg. migonei, a 

metodologia de criação descrita para Ny. neivai não foi eficaz. As dificuldades mais comuns 

foram aparecimento de fungos, morte de larvas por inanição, assim como o número elevado 

de ovos inférteis. Diante disso, optamos pela metodologia descrita por Ribeiro e 

colaboradores com ligeiras modificações (Ribeiro et al. 2015).  

Para estas três espécies, as larvas foram criadas diretamente no gesso úmido, sem adição de 

algum outro tipo de substrato, com 90% de umidade relativa e temperatura de 25±1° C. A 

incubadora B.O.D. mostrou-se importante devido à capacidade de manter sob controle a 

temperatura e umidade dos recipientes de criação (Figura 16). A ração para as fases imaturas, 

feita da mistura de fígado liofilizado e terra vegetal em iguais proporções foi eficiente para o 

desenvolvimento dos estádios imaturos das espécies anteriormente citadas. 

Embora os estádios imaturos das espécies Pi. fischeri e Mg. migonei tenham atingido a fase 

adulta (F1), os adultos apresentaram algumas dificuldades tais como: a necessidade das 

fêmeas de realizar 2 a 3 repastos sanguíneos para conseguir ovipor; mesmo assim, muitos dos 

ovos foram inférteis.  

O resumo de todos os fatores físicos (tipo de substrato), fatores ambientais (umidade e 

temperatura) e nutricionais (fonte sanguínea e composição da ração) são apresentados na 

Tabela 4. 

Figura 16. B.O.D. para criação de insetos. Fotoperíodo 12:12 horas (claro/escuro), 

temperatura 25±1 °C, umidade relativa: 80±5 %.  

 
  Fonte: Próprio autor. 
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Tabela 4. Condições de criação das espécies de flebotomíneos. R1: Ração de peixe, ração de coelho, fezes de coelho e terra vegetal 

(1:1:1:1)  (Goulart et al. 2017); R2: fígado bovino liofilizado, terra vegetal (1:1) (Ribeiro et al. 2015); S1: Sala de criação, temperatura: 

28±2° C / B.O.D.: Incubadora B.O.D., temperatura 25±1. Ciclo gonotrófico estimado apenas para F1.  

Espécies 
Temp° 

C 
UR% 

Ambiente 

de 
criação 

Geração 

(lab.) 

Dieta larvas 

(ração) 

Ciclo 

gonotrófico 
(dias) 

Fonte sanguínea 

Ciclo de 

vida 
(dias) 

Ny. neivai 26±2 60-80 S1 F5 R1 3-5 camundongo 30 

Lu. longipalpis 26±2 50-60 S1 F9 R1 6-10 camundongo 30 

Ny. whitmani 25±1 > 80 B.O.D.      F4 R2 5-7 hamster/codorna 45 

Pi. fischeri 25±1 > 80 B.O.D. F1 R2 7-10 hamster/codorna 45 

Mg. migonei 25±1 > 80 B.O.D. F1 R2 7-10 hamster/codorna 30 

Ev. sallesi 25±1 > 80 B.O.D. F3 R2 5 8 hamster/codorna 30Fonte: Próprio autor. 
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4.4. PADRONIZAÇÃO DA TÉCNICA DE HEADSPACE - MICRO EXTRAÇÃO EM FASE 
SÓLIDA SEGUIDA DE CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA À 

ESPECTROFOTOMETRIA DE MASSA (HS-SPME-CG/MS) 
 

4.4.1. SELEÇÃO DE FIBRAS, TEMPERATURA DE PRÉ-EQUILÍBRIO E TEMPO DE 

EXTRAÇÃO 

Além do tipo de fibra de SPME empregada nos ensaios, a temperatura e o tempo são variáveis 

que desempenham um papel crucial no processo de extração e determinação dos compostos voláteis 

por HS-SPME-CG/MS. Essa influência está em função da natureza química do analito de interesse, 

do tamanho da amostra e do volume do headspace (Kolb and Ettre 2006). Sendo assim, durante o 

desenvolvimento do método analítico para análise de feromônios, a melhor fibra de SPME foi 

selecionada, levando-se em consideração o número de compostos (picos totais) e as suas respectivas 

áreas de pico (quantidade) resultantes das extrações no headspace. 

Um resumo esquemático das condições analíticas estudadas no desenvolvimento do método 

de extração/dessorção por HS-SPME-GC/MS visando a extração de voláteis em machos de Lu. 

longipalpis para a determinação de feromônio sexual foi apresentado na Figura 7. Para a seleção de 

fibras, foram utilizados machos de 4 a 5 dias de Lu. longipalpis. 

Fibras e temperatura. Os melhores resultados foram obtidos com a fibra DVB/CAR/PDMS na 

temperatura de 170° C durante 45 min, a qual permitiu extrair as maiores áreas para cada um dos três 

picos detectados (Figura 17).  Os cromatogramas resultantes das avaliações para cada uma das 

temperaturas pré-equilíbrio são apresentados no Apêndice 2.1. 

Os três picos são isômeros do Germacreno-B, com uma similaridade de 89-90%. Sabe-se pela 

literatura que o Germacreno-B (MM=204) é um precursor do 9-metilgermacreno-B, feromônio 

sexual de Lu. longipalpis com massa molecular de 218 (Hamilton et al. 1996c). Os espectros de 

massa dos compostos encontrados apresentam uma massa molecular de 218, o que significa um 

radical metil adicional no Germacreno-B. Tais espectros de massa do 9-metilgermacreno-B são 

apresentados comparativamente com os espectros de massa dos três picos identificados no presente 

estudo no Apêndice 2.2. 
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Tabela 5. Número de insetos e volumes de recipientes amostrados, para a detecção in 

vivo de voláteis em machos e casais de Lutzomyia longipalpis (9-metil-germacreno-B). 

Pico 1,2 e 3 são isômeros do 9-metil-germacreno-B. 

Recipiente 
volume 

N° 
insetos 

Temperatura/ 
tempo 

Idade 
(dias) 

Pico 1 Pico 2 Pico 3 

20 mL 25♂ 26° C/60 min 5-6 443270 2483421 665016 

20 mL 22♂/12♀ 26° C/60 min 5-6 153786 1288664 95100 

10 mL 3♂/3♀ 26° C/60 min 5-6 - 222673 - 

10 mL 3♂/3♀ 26° C/60 min 7 - 351026 - 

10 mL 2♂/1♀ 26° C/60 min 7 - 172621 - 

10 mL 1♂/1♀ 26° C/60 min 7 - - - 

10 mL 1♂/1♀ 26° C/60 min 7 - - - 

10 mL 1♂/1♀ 26° C/60 min 7 - - - 

10 mL 1♂/1♀ 26° C/60 min 7 - - - 

10 mL 1♂/1♀ 26° C/70 min 7 - - - 

10 mL 1♂/1♀ 26° C/70 min 7 - - - 

10 mL 1♂ 26° C/60 min 5-6 - - - 

10 mL 1♂ 26° C/60 min 5-6 - - - 

10 mL 1♂ 26° C/60 min 7 - - - 

10 mL 1♂ 26° C/60 min 7 - - - 

5 mL 1♂/1♀ 26° C/60 min 5-6 - - - 

5 mL 1♂/1♀ 26° C/60 min 5-6 - - - 

5 mL 1♂/1♀ 26° C/60 min 5-6 - - - 

5 mL 1♂/1♀ 26° C/60 min 5-6 - - - 

1.5 mL 1♂/1♀ 26° C/90 min 5-6 187882 1417057 252767 
1.5 mL 1♂/1♀ 26° C/90 min 5-6 - 50344 - 

1.5 mL 1♂/1♀ 26° C/90 min 5-6 - - - 

1.5 mL 1♂/1♀ 26° C/90 min 5-6 - - - 

1.5 mL 1♂/1♀ 26° C/90 min 5-6 38843 360957 - 

1.5 mL 1♂/1♀ 26° C/90 min 5-6 168888 1439374 - 
 



96 

 

4.5. BIOENSAIO PARA DETERMINAÇÃO DE FEROMÔNIO DE OVIPOSIÇÃO 

4.5.1. ATRATIVIDADE DE FÊMEAS DE Ny. neivai A OVOS COESPECÍFICOS 

Devido ao baixo número de insetos coletados em campo, e aos problemas citados com a 

criação das demais espécies de flebotomíneos, os experimentos comportamentais foram realizados 

apenas com Ny. neivai.  

Nas primeiras 10 réplicas realizadas em setembro de 2017, o número de ovos colocados 

previamente (ou seja, antes do segundo grupo de fêmeas) variou de 123 a 539 ovos, com uma média 

de 295 ovos. O resultado da oviposição do segundo grupo de fêmeas evidenciou uma preferência 

pelo local contendo ovos previamente ovipostos (n=304; �̅�=30) do que pela cavidade controle 

(n=199; �̅�=20) (t=4.079, p=0,0028). Também se evidenciou que no quadrante referente às cavidades 

que continham os ovos, o número dos ovos foi maior (n=1861; �̅�=186) que no quadrante dos 

controles (n=1505; �̅�=151) (t=2.368, p=0.0420) (Figura 18). Estes dados sugerem que os compostos 

voláteis dos ovos teriam alguma atratividade sobre as fêmeas grávidas de Ny. neivai.  

Nas outras 16 réplicas que foram realizadas, em dezembro de 2017, o número de ovos variou 

de 80 a 271 ovos, com uma média de 190. Diferentemente do resultado anterior, o número de ovos 

colocados pelo segundo grupo de fêmeas sobre o local que já continha ovos foi menor (n=129; �̅�=8) 

que no controle (n=189; �̅�=12), porém sem diferença estatística significativa (t=1.008, p=0.3295). 

Com relação aos quadrantes, houve um menor número de ovos na área com ovos prévios, n=1228; �̅�=77, que no controle n=1856; �̅�=116; nesse caso sendo detectada diferença estatística (t=3.053. 

p=0.0081). Quando foi realizada a análise conjunta das 26 amostras, não foi detectada diferença 

estatística do número de ovos, tanto na região da tampa (t=0,6137; p=0,5449), quanto nos quadrantes 

(t=0,8677; p=0,3938) (Figura 19). 
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Figura 18. Atratividade de ovos coespecíficos em fêmeas grávidas de Ny. neivai, realizada 

em setembro (n=10) (1) Posturas realizadas sobre os quadrantes teste e controle; (2) Posturas 

realizadas sobre as cavidades tampadas dos quadrantes teste e controle. Letras desiguais 

indicam diferença estatística entre os tratamentos (p<0,05). 

 

Figura 19. Atratividade de ovos coespecíficos para fêmeas grávidas de Ny. neivai – coletas 

de setembro e dezembro (n=26) (1) Posturas realizadas sobre os quadrantes teste e 

controle; (2) Postura realizadas sobre as cavidades tampadas dos quadrantes testes e 

controle. Letras iguais indicam que não houve diferença estatística entre os tratamentos 

(p>0,05). 

 

Fonte: Próprio autor. 

Fonte: Próprio autor. 
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4.5.2. AVALIAÇÃO DA ATRATIVIDADE DO ÁCIDO DODECANÓICO EM FÊMEAS 
GRÁVIDAS DE Ny. neivai. 

Ácido dodecanóico em potes com cavidades 

Das 20 réplicas realizadas em março de 2018, em apenas 18 houve quantidade suficiente de 

ovos que permitissem fazer comparações. O resultado da oviposição das fêmeas não evidenciou uma 

preferência pelo local contendo a solução padrão do ácido dodecanóico (n=148; �̅�=8), em relação à 

cavidade controle (n=206; �̅�=11), inclusive com maior número de ovos no controle (t=2.051, 

p=0,0560). O mesmo comportamento foi evidenciado nos quadrantes. No quadrante referente às 

cavidades que continham a solução de ácido dodecanóico, o número dos ovos foi menor (n=907; �̅�=50) que no quadrante dos controles (n=930; �̅�= 52), porém sem diferença significativa (t= 0.2226, 

p=0.8265) (Figura 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ácido dodecanóico exposto diretamente 

Nos ensaios de atratividade para o ácido dodecanóico colocado diretamente sobre o papel 

filtro os resultados mostraram que, das 15 réplicas realizadas para cada volume, apenas 12, 7 e 8 

réplicas para os volumes de 1,2 µL, 1,5 e 2,4 respectivamente puderam ser avaliadas, isto devido à 

alta mortalidade das fêmeas durante a oviposição. O resultado da oviposição das fêmeas quando 

colocado um volume de 1,2 µL não evidenciou preferência pelo local contendo o ácido dodecanóico 

(n=746; �̅�=62) do que pela cavidade controle (n=632; �̅�=53) (t=0,9420, p=0,3664); resultados 

similares foram observados no volume de 1,5 µL, em que o local com o ácido dodecanóico (n=369; 

Figura 20. Atratividade do ácido dodecanóico (120 ng) para fêmeas grávidas de Ny. 

neivai, (1) Posturas realizadas sobre os quadrantes teste e controle; (2) Postura realizadas 

sobre as cavidades tampadas dos quadrantes testes e controle. Letras iguais indicam que 

não houve diferença estatística entre os tratamentos (p>0,05). 

 Fonte: Próprio autor. 
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�̅�=53) não apresentou diferença significativa frente ao hexano controle (n=444; �̅�=63) (t=0,3945, 

p=0,7068). Nos recipientes que continham quadrantes com 240 ng de ácido dodecanóico (2,4 µL) 

(n=590; �̅�=74) não foi observada estatística diferença frente ao controle (n=688; �̅�=86) (t=0,8049, 

p=0,4473) (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estes dados sugerem que o ácido dodecanóico, nas concentrações avaliadas, não apresentou 

atratividade para as fêmeas grávidas de Ny. neivai.  

 

 

 

 

 

Figura 21. Atratividade do ácido dodecanóico para fêmeas grávidas de Ny. neivai; avaliando 

a oviposição em quadrantes testes com diferentes volumes do composto (1). 1,2 µL 

(equivalente a 120 ng de ácido dodecanóico); (2). 1,5 µL (150ng) e (3). 2,4 µL (240 ng) 

frente aos quadrantes controles. Letras iguais indicam que não diferem estatisticamente entre 

si (p>0,05). 

Fonte: Próprio autor. 
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4.6. MICROEXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA (SPME) PARA DETERMINAÇÃO DE 
FEROMÔNIO DE OVIPOSIÇÃO 

4.6.1. EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS VOLÁTEIS POR MICROEXTRAÇÃO EM FASE 
SÓLIDA EM HEADSPACE DURANTE A OVIPOSIÇÃO E POSTERIOR 

DETERMINAÇÃO CROMATOGRAFICA (HS-SPME-CG/MS) 
Para os ensaios referentes à detecção de feromônio de oviposição, parâmetros como volume 

do recipiente, número de fêmeas e quantidade de ovos foram avaliados. Na avaliação da oviposição 

em recipientes com 10 e 1,5 mL, em temperatura ambiente, após 12 horas de início do teste foi 

possível observar a presença de ovos depositados na superfície úmida do papel, bem como nas 

paredes do recipiente, sendo observadas algumas diferenças nas espécies avaliadas. 

Para Lu. longipalpis, houve maior oviposição no recipiente de maior volume (10 mL) e as 

fêmeas mantiveram-se vivas até o final do teste. Porém, no recipiente de 1,5 mL, a oviposição foi 

menor em decorrência da alta mortalidade das fêmeas nas 12 primeiras horas.  

Em Ny. neivai, também foi maior o número de ovos colocados no recipiente maior, porém as 

fêmeas sobreviveram pelas 12 horas inicias no recipiente de 1,5 mL, atingindo até 16 horas de 

sobrevivência. Entretanto, comparativamente, o número de ovos no recipiente de 1,5mL foi maior do 

que para Lu. longipalpis (Tabela 6). 

As fibras resultantes da extração dos possíveis voláteis liberados durante o período de 

oviposição (24 e 48 horas) foram inseridas no cromatógrafo gasoso para a dessorção e análises dos 

compostos. Nestas condições não foram detectados picos. 

Aquecimento e extração de voláteis por headspace SPME 

Quando essas fêmeas e ovos foram aquecidos a 170° C por 45 min. e submetidos à extração 

por SPME, verificou-se que em Lu. longipalpis, tanto as fêmeas quanto os ovos, apresentaram picos 

indicando a presença de ácido dodecanóico, que foi confirmado com o tempo de retenção e o uso de 

padrão comercial. Este composto já é descrito na literatura como feromônio de oviposição para esta 

espécie.  

Para Ny. neivai, nessas mesmas condições, não houve detecção do ácido dodecanóico em 

fêmeas ou ovos. Por essa razão, a fim de aumentar as chances de detecção de compostos voláteis, 

optou-se por reunir um grande número de ovos da mesma idade para as análises por HS-SPME-

CG/MS. Foi possível reunir um número máximo de 855 ovos, os quais foram submetidos à extração 

por calor, mas sem resultado positivo para o ácido dodecanóico (Tabela 6). 
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Aquecimento e extração de voláteis por headspace em Nyssomyia whitmani, Pintomyia 

fischeri e Migonemyia migonei 

 Pelo aquecimento a 170 ° C a 45 min., as fêmeas de Ny. whitmani, Pi. fischeri e Mg. migonei 

foi possível detectar o ácido dodecanóico. Os compostos detectados em todas as espécies avaliadas 

são apresentados a seguir (Tabela 7, Figura 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 6. Número de ovos de Lutzomyia longipalpis e Nyssomyia neivai depositados 

em recipientes de 10 e 1,5 mL. Extração e detecção de compostos voláteis por 

aquecimento através do HS-SPME-GC/MS em ovos de até 48 horas de idade e fêmeas 

após oviposição. 

Vial volume 

Espécies flebotomíneos 

Lutzomyia longipalpis Nyssomyia neivai 

fêmeas ovos fêmeas ovos 

10 mL 

7(+) 171(+)      10(-) 240(-) 
6(+) 229(-) 7(-) 162(-) 

   91(-) 6(-) 117(-) 
       40(-) 855(-) 

1,5 mL 

 10(-) 9(-) 114(-) 
 24(-)   83(-) 
  2(-) 

(+) Ácido dodecanóico (C12), ( ) ausência do C12. Fonte: Próprio autor

Figura 22. Cromatograma obtido por GC-MS resultante da extração dos compostos voláteis 

de fêmeas de Pi. fischeri, obtidos por HS-SPME-CG/MS. Fibra utilizada DVB/CAR/PDMS 

(cinza). Os números dos picos correspondem à tabela 7. 

 
Fonte: Próprio autor. 
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4.6.2. EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS POR MICROEXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA POR 
CONTATO EM OVOS E POSTERIOR DETERMINAÇÃO CROMATOGRAFICA 

(CONTATO-SPME-CG/MS) 
 Ovos com até 48 horas após a oviposição: Lu. longipalpis e Ny. neivai 

Os melhores resultados foram obtidos utilizando-se vials de 10 mL com tampa e voil. Esse 

volume facilitou o controle da umidade e a suplementação diária de solução açucarada, bem como o 

papel filtro, em formato sanfonado, colocado dentro de cada recipiente e umedecido a cada 24 horas 

por meio de uma seringa, aumentou a sobrevida das fêmeas, e o número de ovos. Por meio deste 

processo foi possível extrair o ácido dodecanóico apenas para Lu. longipalpis. 

Ovos recém-liberados após estimulo 

 Foi observado, para todas as espécies avaliadas o mesmo comportamento de liberação dos 

ovos quando as fêmeas são submersas em solução salina, sem diferenças entre o número de ovos 

liberados, com variação de 1-35 ovos. Nessas condições, o ácido dodecanóico somente não foi 

detectado em Ny. neivai. 

 

Vídeo 1. Liberação de ovos após estímulo em fêmeas grávidas de Ny. neivai e extração de compostos 

por contato com a superfície dos ovos com a fibra DVB-CAR-PDMS. 

https://www.dropbox.com/s/o8h2oeafg30dwms/V%C3%ADdeo%201.%20Libera%C3%A7%C3%A

3o%20ovos%20ap%C3%B3s%20est%C3%ADmulo%2C%20Ny%20neivai.mp4?dl=0 

 

O resumo dos compostos detectados nas espécies avaliadas é apresentado na Tabela 7. 

 

https://www.dropbox.com/s/o8h2oeafg30dwms/V%C3%ADdeo%201.%20Libera%C3%A7%C3%A3o%20ovos%20ap%C3%B3s%20est%C3%ADmulo%2C%20Ny%20neivai.mp4?dl=0
https://www.dropbox.com/s/o8h2oeafg30dwms/V%C3%ADdeo%201.%20Libera%C3%A7%C3%A3o%20ovos%20ap%C3%B3s%20est%C3%ADmulo%2C%20Ny%20neivai.mp4?dl=0
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 Tabela 7. Compostos identificados em fêmeas e ovos de flebotomíneos por headspace-SPME-CG/MS, 170° C x 45 min. e ovos por contato 

direto-SPME-CG/MS: (a) após 48 horas; (b) recém-expulsos, para Lu. longipalpis, Ny. neivai, Pintomyia fischeri, Ny whitmani e Mg. migonei; 

organizados pelo índice de retenção (IR). (+) compostos detectados; (-) compostos não detectados, (*) traços de compostos. 

Lu. 

longipalpis

Ny. 

neivai

Ny. 

whitmani

Pi. 

fischeri

Mi. 

migonei

Lu. 

longipalpis

Ny. 

neivai

Lu. 

longipalpis

Ny. 

neivai

Ny. 

whitmani

Pi. 

fischeri

Mi. 

migone

1 Octanal 995 997 - - - - - + - - - - - -

2 Nonanal 1095 1095 + + + + + + + +
ab

+
a - - -

3 2-Nonenal, (E)- 1150 1150 - - - + - + - - - - - -

4 2-Decanona 1180 1180 - - - + - - - - - - - -

5 N-Decanal 1191 1191 - + + + + + + +
ab

+
a - - -

6 2-Decenal, (2E)- 1246 1246 - - - + - + - - - - - -

7 2-Undecanona 1275 1275 - + - + - + - - - - - -

8 Undecanal 1287 1287 - + - + + + + - - - - -

9 2,4-Decadienal, (2E,4E)- 1296 1296 - - - + - - - - - - - -

10 2-Undecenal 1342 1342 - - - + - - - - - - - -

11 n-Dodecanal 1383 1382 + - - + - + * - - - - -

12 2-Tridecanona 1467 1464 - + - + - - - - - - - -

13 Tridecanal 1483 1478 - - - + - - - - - - - -

14 Dodecanoato de metilo 1507 1507 - - - + - - - - - - - -

15 Ácido Dodecanóico 1547 1543 + - + + + + * +
ab - +

b
+

b
+

b

16 Dodecanoato de etilo 1558 1555 + - - + - - - - - - - -

Ovos por contato direto

Composto Biblioteca NIST e Wiley v229
IR 

calculado

Ovos em papel umido
IR 

literatura

Fêmeas após oviposição

Fonte: Próprio autor. 
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4.7. EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS VOLÁTEIS POR MICROEXTRAÇÃO EM 
FASE SÓLIDA EM HEADSPACE DURANTE O COMPORTAMENTO DE CORTE E 

ACASALAMENTO E POSTERIOR DETERMINAÇÃO CROMATOGRAFICA (HS-

SPME-CG/MS)  
In Vivo (temperatura ambiente). Pela técnica de HEADSPACE-SPME/CGMS foi possível 

confirmar a presença do feromônio sexual de Lu. longipalpis (9-metil-Germacreno-B) em 

casais, apresentando diferenças nas áreas totais dos picos, indicando uma provável liberação 

diferenciada entre os indivíduos (Figura 23). Nos machos, quando avaliados individualmente, 

9-metil-Germacreno-B não foi detectado. Para as outras espécies avaliadas, alguns compostos 

foram detectados sem que tenha sido possível comprovar suas funções biológicas.  

 

Vídeo 2. Comportamento de corte de um casal de cinco dias de idade da espécie Ny. neivai 

em um recipiente de volume 1.5 mL com a fibra DVB-CAR-PDMS inserida no headspace. 

https://www.dropbox.com/s/jrg4kyytzqynesl/V%C3%ADdeo%202.%20Comportamento%20d

e%20corte%2C%20Ny%20neivai%201.mp4?dl=0 

 

Vídeo 3. Comportamento de corte e acasalamento de um casal com cinco dias de idade da 

espécie Ny. neivai em um recipiente de volume 1.5 mL com a fibra DVB-CAR-PDMS 

inserida no headspace. 

https://www.dropbox.com/s/uiqhqkyj4oyy23l/V%C3%ADdeo%203.%20Comportamento%20

corte%20e%20acasalamento%20Ny%20neivai%202.mp4?dl=0 

 

 

  

https://www.dropbox.com/s/jrg4kyytzqynesl/V%C3%ADdeo%202.%20Comportamento%20de%20corte%2C%20Ny%20neivai%201.mp4?dl=0
https://www.dropbox.com/s/jrg4kyytzqynesl/V%C3%ADdeo%202.%20Comportamento%20de%20corte%2C%20Ny%20neivai%201.mp4?dl=0
https://www.dropbox.com/s/uiqhqkyj4oyy23l/V%C3%ADdeo%203.%20Comportamento%20corte%20e%20acasalamento%20Ny%20neivai%202.mp4?dl=0
https://www.dropbox.com/s/uiqhqkyj4oyy23l/V%C3%ADdeo%203.%20Comportamento%20corte%20e%20acasalamento%20Ny%20neivai%202.mp4?dl=0
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Figura 24. Diferenças entre as áreas totais dos três isômeros do feromônio sexual de Lu. 

longipalpis para machos virgens com cinco dias após emergência (apenas minutos de 

diferença), avaliados individualmente por HS-SPME-CG/MS sob aquecimento, 170° C x 

45min. 

 

Indivíduo 1 Indivíduo 2 Indivíduo 3 Indivíduo 4

Composto  1 2130945 1118535 480247 1029848

Composto 2 18794861 10469019 4568068 9737764

Composto 3 0 0 0 65627
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Fonte: Próprio autor. 
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Tabela 8. Resumo dos compostos identificados por Headspace- SPME-CG/MS a temperatura ambiente e por aquecimento; em machos de 

Lutzomyia longipalpis, Nyssomyia neivai, Nyssomyia whitmani, Pintomyia fischeri e Migonemyia. migonei. (+) compostos detectados; (-) 

compostos não detectados. * Ensaio realizado com insetos de campo. 

Lu. 

longipalpis

Ny. 

neivai

Ny. 

whitmani

Pi. 

fischeri

Mg. 

migonei

Lu. 

longipalpis

Ny. 

neivai

Ny. 

whitmani

Pi. 

fischeri

Mg. 

migonei

1 Hexanal 777 - - - - - - - - + - +

2 Heptanal 879 - - - - - - - - + - +

3 Octanal 995 997 - - - - - - + + - -

4 Nonanal 1095 1095 + - - - - - + + + +

5 N-Decanal 1191 1191 - - - - - - - - + +

6 Undecanal 1287 1287 - - - - - - - - + -

7 9-metilgermacreno-B 1557 1555 + - - - - + - - - -
8 Germacrona 1705 1599 - - - - +* - - - - -

Aquecimento

Composto
Biblioteca NIST e 

Wiley v229

IR 

literatura

IR 

calculado

In vivo

Fonte: Próprio autor. 
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5. DISCUSSÃO 

A totalidade dos trabalhos realizados em ecologia química de flebotomíneos, 

relacionados à comunicação intraespecífica por meio de feromônios, é baseada em ensaios 

que buscam isolar os compostos voláteis e não voláteis por meio de técnicas de extração por 

solventes, submergindo os insetos ou as estruturas de interesse em hexano. São sete as 

espécies de flebotomíneos com feromônio sexual identificado ou caraterizado: Ev. carmelinoi, 

Ev. lenti, (Hamilton et al. 2002), Lu. cruciata (Serrano et al. 2016), Lu. cruzi (Brazil and 

Hamilton 2002), Lu. lichyi (Hamilton et al. 1999b), Lu. longipalpis (Hamilton et al. 1996a, 

Hamilton et al. 1996b, Hamilton et al. 1999c, Hamilton et al. 1999a, Brazil and Hamilton 

2002, Hamilton et al. 2004, Hamilton et al. 2005) e Pi. pessoai (Ward et al. 1993). Em todos 

esses estudos foi utilizada técnica de extração por solventes. A mesma situação metodológica 

para o feromônio de oviposição, ácido dodecanóico, identificado em Lu. longipalpis 

(Dougherty and Hamilton 1997). Uma grande desvantagem deste tipo de ensaio é que, 

obrigatoriamente, os insetos são mortos, causando diminuição nas colônias. No presente 

trabalho, o comportamento dos insetos foi estudado o mais próximo ao que acontece na 

natureza, coletando por SPME os voláteis in vivo liberados durante os comportamentos de 

corte e oviposição. Foi possível, por meio dessa técnica, a extração e identificação do 

feromônio sexual de Lu. longipalpis analisando apenas um indivíduo da população de 

Panorama - SP produzindo 9-Metilgermacreno-B e de um indivíduo da população de 

Porteirinha – MG produzindo ambos os feromônios, cembreno-1 e 9-Metilgermacreno-B. 

Os resultados obtidos no presente estudo, com a extração e análise dos voláteis in vivo 

em machos de Lu. longipalpis (9-metilgermacreno-B) por HS-SPME-CG/MS, permitiram 

observar diferenças no padrão de liberação de feromônio entre machos da mesma idade; além 

disso, foi possível evidenciar maiores áreas absolutas do feromônio quando os machos 

estiveram em presença de fêmeas. Corroborando nossos resultados, estas mesmas diferenças 

foram observadas em um estudo recente com machos de três populações de Lu. longipalpis, 

Campo grande-MT (9-metilgermacreno-B), Sobral 2S - CE (diterpeno) e Jacobina-BA 

(1S,3S,7R) -3-metil-α-himacheleno) pela técnica de aeração (Gonzalez et al. 2017). Os 

principais resultados do citado estudo foram: demonstração de diferentes padrões de liberação 

de feromônio sexual entre machos dos diferentes quimiotipos; entre indivíduos do mesmo 

quimiotipo e aumento da liberação de feromônio por machos na presença de fêmeas 

coespecíficas (Gonzalez et al. 2017). 

Dessa forma, os resultados do presente trabalho apontam que a técnica de SPME-

CG/MS mostrou-se adequada para ser utilizada na investigação de compostos voláteis em 
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flebotomíneos, porém considerando as particularidades químicas dos compostos voláteis para 

cada população ou espécie. Entretanto, a indicação química da presença de um composto em 

determinada espécie de inseto não determina a sua função biológica e, nessa etapa, são 

necessários ensaios comportamentais que exigem um grande número de insetos, obtidos em 

coletas de campo ou, preferencialmente, em colônias. 

O estabelecimento das colônias de flebotomíneos em laboratório é uma tarefa que 

exige tempo e cuidado sendo que diferentes tentativas de captura destes insetos foram 

realizadas nesse trabalho, muitas delas sem êxito. Diversos aspectos atuam para o sucesso das 

coletas de flebotomíneos tais como os fatores abióticos, umidade, estiagem, temperaturas 

elevadas e os fatores bióticos como mudanças na vegetação por conta da ação antropogênica 

(Halimi et al. 2016, Oliveira et al. 2016, Venter et al. 2019). Esses fatores são capazes de 

afetar as espécies de maneiras diferentes, e em diferentes graus, resultando em modificações 

na diversidade e densidade dos insetos (Hirao et al. 2008). Foi considerada uma área de coleta 

ideal aquela em que as espécies alvo desse estudo estavam presentes em densidades elevadas 

e com fácil acesso, para manter uma provisão permanente de insetos de campo, aspecto 

primordial para o início de qualquer tentativa de estabelecimento de colônias de 

flebotomíneos em laboratório. 

 Em nossas coletas, Ny. whitmani foi encontrada em maior densidade, o que 

possibilitou a realização de um número maior de testes buscando avaliar a preferência de 

alimentação sanguínea para essa espécie/população, visto que Ny. whitmani trata-se de um 

complexo de espécies (Lainson 1988, Ready et al. 1997, Ready et al. 1998, Dias et al. 1999, 

Ishikawa et al. 1999, Margonari et al. 2004). Esta preferência foi avaliada apenas 

considerando o número de fêmeas alimentadas para cada uma das diferentes fontes 

sanguíneas apresentadas, sendo que, o número de ovos colocados por cada uma das fêmeas 

alimentadas não foi contabilizado. Duas das maiores dificuldades apresentadas após a 

alimentação sanguínea foram: a alta mortalidade e a baixa taxa de oviposição das fêmeas 

ingurgitadas quando estas foram individualizadas; dificuldades estas que já foram relatadas 

por diversos autores para o estabelecimento de uma colônia (Killick-Kendrick et al. 1977, 

Maroli et al. 1987, Killick-Kendrick et al. 1991, Oliveira et al. 2015). 

No caso das espécies Pi. fischeri e Mg. migonei, capturadas em número reduzido (5-6 

espécimes), a individualização das fêmeas após repasto sanguíneo praticamente inviabilizou a 

continuidade da colônia levando à mortalidade das fêmeas e a obtenção de um número 

reduzido de ovos. As larvas resultantes desses ovos, em número ainda mais reduzido, foram 

incapazes de continuar seu desenvolvimento, morrendo nas fases L1-L2 por conta dos fungos. 
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A criação das larvas de cada uma destas espécies em conjunto com Ny. whitmani (colônia 

mista) foi mais eficiente, possibilitando a obtenção de adultos.    

Um dos fatores mais importantes durante a criação dos flebotomíneos é a dieta larval, 

da qual depende o sucesso da colônia (Souza et al. 1999). As larvas das três espécies, Ny. 

whitmani, Pi. fischeri e Mg. migonei, tiveram maior preferência pela ração de fígado 

liofilizado e terra de jardim (1:1), reduzindo em grande medida o aparecimento de fungos e a 

morte das larvas L1. Esta ração foi utilizada com sucesso por outros pesquisadores na criação 

de uma população de Ny. whitmani proveniente de Dourados, Mato Grosso do Sul (Ribeiro et 

al. 2015). Ribeiro e colaboradores verificaram também que a adição de solo, proveniente do 

local de coleta, incrementou o desenvolvimento das formas imaturas. Porém, no presente 

estudo as larvas foram criadas diretamente no gesso úmido, sem o uso de algum outro tipo de 

substrato. 

Fêmeas das espécies Pi. fischeri e Mg. migonei resultantes da criação, em associação 

com Ny. whitmani, precisaram de dois ou três repastos sanguíneos antes de iniciarem a 

oviposição. Este comportamento é relacionado a uma fonte de nutrientes inadequada durante 

as fases larvais. Esta deficiência nutricional pode levar à redução da sobrevivência dos insetos 

adultos, afetando também diferentes processos reprodutivos como longevidade, síntese de 

proteínas para os ovos e ciclo gonotrófico (Briegel 1990, Hirao et al. 2008, Dmitriew and 

Rowe 2011). Os efeitos desta privação alimentar já foram investigados em Drosophila 

melanogaster (Dmitriew and Rowe 2011), e em algumas espécies de culicídeos, Culex 

quinquefasciatus (Epopa et al. 2018, Ong and Jaal 2018), Anopheles gambiae, An. stephensi 

(Takken et al. 2013), An. coluzzii (Epopa et al. 2018) e Aedes aegypti (Briegel 1990, Telang et 

al. 2006). Na espécie Culex molestus foi observado que o desempenho sexual dos machos foi 

afetado pela qualidade da dieta larval e a alimentação com açúcar (Kassim et al. 2012). Em 

flebotomíneos, o efeito da dieta larvária foi testado para duas populações de Lu. longipalpis 

(Brazil e Colômbia); ambas as populações se desenvolveram de maneira mais rápida e 

sincronizadas quando alimentadas com uma ração de fezes de animais e fígado liofilizado, do 

que os insetos criados em folhas em decomposição (Guzmán and Tesh 2000). Provavelmente, 

para as espécies de flebotomíneos relatadas nesse trabalho, a microbiota e o provável déficit 

nutricional das larvas afetou a sobrevida das fêmeas, causando alta mortalidade das mesmas 

antes ou durante a oviposição, assim como a viabilidade dos ovos.  

 Durante os ensaios com SPME, apenas fêmeas grávidas das espécies Ny. whitmani, Pi. 

fischeri e Mg migonei apresentaram o ácido dodecanóico e, consistentemente, este composto 

foi detectado em ovos recém liberados por essas espécies. Esta observação é interessante pois 
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condiz com o relatado para a espécie Lu. longipalpis, em que o ácido dodecanóico (feromônio 

de oviposição) foi detectado em fêmeas grávidas e glândulas acessórias. Bioensaios avaliando 

a atratividade deste composto para as três espécies acima citadas são necessários, mas 

infelizmente não foram realizados nesse trabalho pelas condições acima expostas. 

Em Ny. neivai, onde apena traços do ácido dodecanóico foram detectados, tanto as 

observações comportamentais como os ensaios de extração de compostos voláteis em ovos e 

fêmeas grávidas sugerem que esse composto não exerce um efeito significativo como atrativo 

ou estimulante da oviposição em fêmeas grávidas. Este mesmo comportamento foi relatado 

em ensaios de atratividade com olfatômetros em Lu. renei em que fêmeas grávidas não 

responderam significativamente aos extratos hexânicos de 100 – 200 ovos coespecíficos, 

havendo apenas uma leve atratividade quando foi utilizado um extrato de 1000 ovos (Alves et 

al. 2003).  Em Lu. shannoni, tal qual Ny. neivai, não houve resposta significativa frente aos 

próprios ovos e nem ao ácido dodecanóico.  

 Além do ácido dodecanóico, alguns outros compostos, como heptanal, octanal, 

nonanal, decanal e undecanal foram identificados em fêmeas grávidas e ovos das espécies 

estudadas. Alguns destes aldeídos foram identificados como semioquímicos estimulantes ou 

atrativos para oviposição em espécies de culicídeos. Em ensaios de laboratorio, infusões de 

uma gramínea, Schoenoplectus acutus, foram fortemente atrativas e estimulantes para a 

oviposição de fêmeas grávidas de C. quinquefasciatus e C. tarsalis (Du and Millar 1999b). Os 

voláteis liberados por infusões fermentadas da gramínea Cynodon dactylon, utilizados 

comumente como atrativos em armadilhas de captura de fêmeas grávidas de mosquitos, foram 

analisados por cromatografia gasosa acoplada a electroantenografia (GC-EAD), identificando 

nove compostos que elicitaram uma resposta significativa nas antenas de fêmeas grávidas: 

fenol, p-cresol, 4-etilfenol, indol, 3-metilindol, nonanal, 2-undecanona, 2-tridecanona, 

naphthaleno. Estes compostos foram levemente atrativos quando avaliados isoladamente, 

porém a mistura de todos os compostos foi fortemente atrativa e estimulou a oviposição em 

fêmeas grávidas de ambas as espécies (Du and Millar 1999a). Em flebotomíneos, extratos 

orgânicos de fezes de coelhos foram atrativos para fêmeas de Lu. longipalpis (Elnaiem and 

Ward 1992b, Dougherty et al. 1993); os compostos ativos desses extratos foram hexanal e 2-

metil-2-butanol, que atuaram de forma sinérgica quando combinados com o ácido 

dodecanóico (Dougherty et al. 1995). Os aldeídos nonanal e decanal, com ação atrativa para 

machos e fêmeas de Lu. longipalpis, também foram identificados em compostos liberados por 

cães infectados com L. infantum (Magalhães-Junior et al. 2019).  
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 Durante a extração in vivo de voláteis em machos de campo da espécie Mg. migonei, 

foi possível identificar um composto (chamado aqui de G76) com similaridade de 76% ao 

gemacrona e ao mirtenal (Apêndice 2.6). Mirtenal é um composto identificado como 

feromônio de coleópteros e presente em diferentes plantas (Pherobase, 2018). 

Interessantemente, germacrona foi o composto utilizado em laboratório para a síntese do 9-

metilgermacreno-B, identificado como feromônio de Lu. longipalpis (Bergmann et al. 2009, 

Bray et al. 2009), tendo sido identificado na natureza em três gêneros da familia 

Nyctaginaceae: Acleisanthes, Mirabilis, Selinocarpus e um gênero da familia Geraniaceae: 

Geranium, a espécie Geranium macrorrhizum (gerânio) (Pherobase, 2018). Porém, é 

importante sinalizar que únicamente os machos de campo Mg. migonei apresentaram o 

composto G76; em fêmeas, brancos controle e machos F1 de laboratório não foi possivel 

identificar o G76. Além disso, diferentemente dos machos de campo, que apresentaram 

comportamento de corte e acasalamento, os machos F1 não apresentaram este tipo de 

comportamento durante a extração de voláteis in vivo em presença das fêmeas.  

Uma hipótese aventada para esses resultados (levando em conta a similaridade 

estrutural com a germacrona) é que os machos vindos de campo adquiram algum precursor 

nas plantas que eles se alimentam, porém unicamente os machos (e não as fêmeas) teriam a 

maquinaria metabólica para transformar este precursor em G76. Seguindo essa hipótese, os 

machos de laboratório não conseguiriam sintetizar o G76 por conta da dieta oferecida, tanto 

na fase larval quanto na fase adulta. Novas capturas de machos silvestres de Mi. migonei,  e 

comparação com machos de laboratório, assim como a disponibilidade de padrão analítico 

para confirmar sua presença, poderiam ajudar a comprovar ou não essa hipótese. 

  Em nosso trabalho foi investigada a presença de feromônio sexual para Ny. whitmani e 

Ny. neivai, sendo que ambas as espécies não apresentam poros ou pápulas de liberação de 

feromônios. Não foi possível identificar nenhum composto volátil em machos para indicar a 

presença de feromônios. A presença destas pápulas foi sinalizada como um indicador da 

presença de feromônio ou uma caraterística vestigial (Hamilton et al. 2002). Porém em Ph. 

papatasi, espécie importante na transmissão de leishmaniose cutânea do Velho Mundo, 

experimentos comportamentais indicam a presença de feromônios em machos, mas sem 

detecção de poros ou pápulas. Em bioensaios comportamentais em tubo Y, fêmeas virgens de 

Ph. papatasi foram atraídas para grupos de machos e casais, mas não foram atraídas para 

outras fêmeas (Chelbi et al. 2011). Mais estudos são necessários para determinar se existem 

outros tipos de estruturas além das pápulas (Spiegel et al. 2016).   
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O comportamento de acasalamento de Lu. longipalpis foi analisado em laboratório 

com gaiolas acrílicas de 30x30x30, que continham um camundongo anestesiado. Os machos 

uma vez inseridos pousaram sobre o hospedeiro e exibiram comportamento tipo lek: 

batimento de asas, exibição e agressão, estabelecendo uma hierarquia para a cópula (Jarvis 

and Rutledge 1992). Resultados similares foram obtidos em ensaios de campo onde fêmeas e 

machos de Lu. longipalpis foram atraídos para locais onde os insetos tinham maior acesso aos 

hospedeiros. Os primeiros machos a chegar, produziram agregações ou leks ao redor dos 

hospedeiros, atraindo por sua vez, maior número de machos e fêmeas (Quinnell and Dye 

1994a, b). Porém a formação de lek não é uma caraterística comum a todos os flebotomíneos; 

em Ph. papatasi não existe evidência desse comportamento. O comportamento de cortejo 

inicia-se com o toque da fêmea no macho, desencadeando neste, a flexão do abdômen e 

batimento das asas. Em Ny. neivai, da mesma forma que em Ph. papatasi, não foi observada a 

formação de lek, porém foram observadas algumas caraterísticas exibidas por outras espécies 

de flebotomíneos durante o cortejo, como o batimento das asas, machos e fêmeas frente a 

frente durante o cortejo (facing), batimento do abdômen sobre o substrato (dipping) e 

movimento em círculo ou semicírculo em torno do mesmo ponto com batimento do abdômen 

(circling e dipping). Estes comportamentos são possivelmente ligados à liberação do 

feromônio ou à produção de som (Chelbi et al. 2012, Bray et al. 2014b). Pode-se concluir que, 

mesmo com similaridade de comportamentos de corte observados em outras espécies de 

flebotomíneos, nas análises do presente trabalho, com Ny. neivai, não foi possível verificar a 

presença de feromônio para esta espécie.  
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS DE FUTUROS ESTUDOS 

O SPME demonstrou ser altamente eficaz na coleta de compostos voláteis em 

flebotomíneos. Foi capaz de isolar o 9-metilgermacreno-B e o ácido dodecanóico; feromônio 

sexual e de oviposição em machos e fêmeas de Lu. longipalpis, respectivamente. Com relação 

ao feromônio sexual, demonstrou alta sensibilidade ao detectar diferenças nos padrões de 

liberação entre machos da mesma idade, in vivo. 

A padronização da metodologia de extração de feromônio sexual, ajustada para a 

extração do 9-metilgermacreno-B (feromônio sexual em Lutzomyia longipalpis), pode ter 

produzido um viés, reduzindo a sensibilidade para a extração de compostos voláteis de 

natureza química diferente em outras espécies de flebotomíneos. Ensaios de padronização 

devem ser realizados para cada uma das espécies de flebotomíneos que sejam alvos de estudo, 

considerando cada um dos parâmetros avaliados neste trabalho, como tipo de fibra, 

temperatura e tempo de pré-equilíbrio, temperatura e tempo de extração. 

Para a espécie Mg. migonei, a detecção de um composto apenas em machos de campo 

(G76) que apresentou 76% de similaridade com o composto germacroma, utilizado como 

precursor do feromônio sexual de Lu. longipalpis, merece mais investigações no intuito de 

avaliar sua possível função biológica como feromônio sexual. Considerando a importância 

epidemiológica de Mg. migonei na transmissão de L. infantum chagasi, a identificação do 

feromônio sexual poderia contribuir para as ações de vigilância e controle dessa espécie. 

O ácido dodecanóico, feromônio de oviposição na espécie Lu. longipalpis, também foi 

encontrado em fêmeas pertencentes às espécies Pi. fisheri, Mg. migonei e Ny. whitmani, 

embora sejam necessários ensaios comportamentais com a finalidade de atribuir a função de 

feromônio de oviposição desse composto para estas espécies.  

Os aldeídos: heptanal, octanal, decanal e nonanal foram detectados em fêmeas 

grávidas das espécies, Pi. fisheri, Mg. migonei e Ny. whitmani. Nonanal é relatado como 

atrativo de oviposição em algumas espécies de culicídeos. Consequentemente, novos estudos 

avaliando a função destes compostos como possíveis atrativos ou estimulantes da oviposição 

para estas espécies devem ser realizados. 

 Para a espécie Ny. neivai, apenas traços do ácido dodecanóico foram detectados e, de 

acordo com os resultados dos bioensaios, esse composto não desencadearia resposta biológica 

de atratividade para as fêmeas grávidas.  
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APÊNDICE 

Apêndice 1.1 Códigos no programa estatístico R, para verificar o ordenamento das espécies 
de flebotomíneos capturados com três tipos de armadilhas: Luz, Bg-Lure+Luz e Bg-
Sweetscent+Luz. 

summary(dados) 

doriginal<- read.csv("dados.csv",h=T,sep=";", dec=",") 

# Usando apenas 3 primeiras Noites de P1 

doriginal123<- doriginal[doriginal$local<4,] 

doriginal4<- doriginal[doriginal$local==4&doriginal$noite<=3,] 

doriginalr<- rbind(doriginal123,doriginal4) 

soma<- apply(doriginalr[,-c(1:7)],2,sum) 

porc<- 100*soma/sum(soma) 

soma1<- apply(doriginalr[doriginalr$ambiente=="mata1",-c(1:7)],2,sum) 

porc1<- 100*soma1/sum(soma1) 

soma2<- apply(doriginalr[doriginalr$ambiente=="mata2",-c(1:7)],2,sum) 

porc2<- 100*soma2/sum(soma2) 

soma3<- apply(doriginalr[doriginalr$ambiente=="mata3",-c(1:7)],2,sum) 

porc3<- 100*soma3/sum(soma3) 

soma4<- apply(doriginalr[doriginalr$ambiente=="Peri",-c(1:7)],2,sum) 

porc4<- 100*soma4/sum(soma4) 

 

# Imprimir porcentagens das espécies 

sel<- cbind(porc1,porc2,porc3,porc4,porc) 

# Espécies selecionadas com pelo menos 1% em algum local 

selesp<- sel[apply(sel,1,max)>=1,] 

esp<- rownames(selesp) 

# Removendo as espécies raras 1% ou menos 

dadosesp<- doriginalr[,esp] 

# Juntando com as informações local, atrativo e sexo 

dadosesp<- cbind(doriginalr[,1:7],dadosesp) 

# Somando abundancias das 3 noites 

a<- aggregate(dadosesp[,-c(1:7)],list(dadosesp$sexo,dadosesp$local,dadosesp$atrativ
o),sum) 

a <- a[order(a$Group.2,a$Group.3,a$Group.1),] 

# Renomeando para os gráficos 

a$local <- rep(c("F1","F2","F3","P1"),rep(6,4)) 

a$atrativo <- rep(rep(c("LL","BGL","BGS"),rep(2,3)),4) 

a$sexo <- rep(c("M","F"),12) 
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a 

dim(a) 

aesp<- a[,-c(1:3,22:24)] 

aenv<- a[,22:24] 

library(vegan) 

# Modelo completo 

full.cca <- cca(aesp~aenv$local+aenv$atrativo+aenv$sexo+aenv$local:aenv$sexo+aenv$a
trativo:aenv$sexo) 

summary(full.cca) 

# Teste de interação atrativo x sexo 

intatrativosexo.cca <- cca(aesp~aenv$local+aenv$atrativo+aenv$sexo+aenv$local:aenv$
sexo) 

anova.cca(full.cca,intatrativosexo.cca) 

# A comparaÃ§Ã£o acima indica que a interação atrativo:sexo não é significativa (va
lor-p=0.606) 

# Teste de interação local vs sexo 

intlocalsexo.cca <- cca(aesp~aenv$local+aenv$atrativo+aenv$sexo+aenv$atrativo:aenv$
sexo) 

anova.cca(full.cca,intlocalsexo.cca) 

# A comparação acima indica que a interação local:sexo é significativa (valor-p=0.0
01) 

# Teste de efeito principal atrativo 

intatrativo.cca <- cca(aesp~aenv$local+aenv$sexo+aenv$local:aenv$sexo) 

anova.cca(intatrativosexo.cca,intatrativo.cca) 

# A comparação acima indica que o efeito de atrativo é significativo (valor-p=0.041
). # Assim nosso modelo final é: 

final.cca <- cca(aesp~aenv$local+aenv$atrativo+aenv$sexo+aenv$local:aenv$sexo) 

summary(final.cca) 

# Esse modelo indica que a proporÃ§Ã£o da inÃ©rcia do modelo restrito (explicado pe
los efeitos acima) 

# Ã© de 0.8316 da inÃ©rcia total nos dados. 

x11() 

ordiplot(final.cca,type="n",xlab="CCA1",ylab="CCA2") 

orditorp(final.cca,display="sites",col=1,air=0.01,labels=aenv$local,cex=.6) 

orditorp(final.cca,display="species",col=2,air=0.01) 

#ordispider(final.cca,groups=aenv$local,col=4:1,label=T,cex=.6) 

ordihull(final.cca,groups=aenv$atrativo,col=c("orange","blue","green"), 

border=(col=c("orange","blue","green")) ,draw="polygon",alpha=50,label=F,lwd=1,5) 

orditorp(final.cca,display="species",col=2,air=0.01) 

ordispider(final.cca,groups=aenv$atrativo,col=c("orange","blue","green"),label=T,ce
x=.6,lwd=1,5) 

x11() 
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aenv$LS <- c("F1M","F1F","F1M","F1F","F1M","F1F","F2M","F2F","F2M","F2F","F2M","F2F
","F3M","F3F","F3M","F3F", "F3M","F3F","P1M","P1F","P1M","P1F","P1M","P1F") 

ordiplot(final.cca,type="n",xlab="CCA1",ylab="CCA2") 

orditorp(final.cca,display="species",col=2,air=0.01) 

orditorp(final.cca,display="sites",col=1,air=0.01,labels="o") 

ordiellipse(final.cca,groups=aenv$LS,col=c("orange","blue","red","yellow","purple",
"pink","green","cyan"), kind="sd",conf=.95,draw="polygon",alpha=100,cex=.8,label=F,
border=(col="black")) 

orditorp(final.cca,display="species",col=2,air=0.01) 

ordispider(final.cca,groups=aenv$LS,col="black",label=T,cex=.5,lwd=.7) 
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Apêndice 1.2. Comandos no programa R utilizados para o ajuste do modelo linear 
generalizado misto para Pi. nevesi, Ny. whitmani e Ny. antunesi, espécies com maior 
abundância durante o período de coleta.   

summary(dados) 

# instalar pacotes: lme4, ggplot2, optimx, blmeco 

doriginal<- read.csv("dados.csv",h=T,sep=";", dec=",") 

# arrumar para doriginal 

names(doriginal) 

doriginal$local <- factor(doriginal$local) 

doriginal$noite <- factor(doriginal$noite) 

doriginal$sexo <- factor(doriginal$sexo) 

doriginal$atrativo <- factor(doriginal$atrativo) 

doriginal$ponto <- factor(doriginal$ponto) 

with(doriginal,table(local,noite,ambiente)) 

legendax<- c("F1LL","F1BGL","F1BGS","F2LL","F2BGL","F2BGS","F3LL","F3BGL","F3BGS","
P1LL","P1BGL","P1BGS") 

#,"F1LL","F1BGL","F1BGS","F2LL","F2BGL","F2BGS","F3LL","F3BGL","F3BGS","P1LL","P1BG
L","P1BGS") 

# Analise para Pi. nevesi 

x11() 

par(mfrow=c(2,1),mar = c(2, 4, 1, 1) + 0.1) 

with(doriginal[doriginal$sexo==1,],boxplot(P.nev~atrativo*local,ylab=expression(ita
lic("Pi. nevesi")~abundance), 

pars=list(boxwex=0.3),names=legendax,las=1,cex.axis = 0.6,border=1)) mtext(side=2,l
ine=2,at=15,"(Male)",cex=.8) 

with(doriginal[doriginal$sexo==2,],boxplot(P.nev~atrativo*local,ylab=expression(ita
lic("Pi. nevesi")~abundance), 

pars=list(boxwex=0.3),names=legendax,las=1,cex.axis = 0.6,border=1)) mtext(side=2,l
ine=2,at=40,"(Female)",cex=.8) 

par(mfrow=c(2,1),mar = c(2, 4, 1, 1) + 0.1) 

with(doriginal[doriginal$sexo==1,],boxplot(log(P.nev+1)~atrativo*local,ylab=express
ion(Log(italic("Pi. nevesi"))~abundance), pars=list(boxwex=0.3),names=legendax,las=
1,cex.axis = 0.6,border=1))  

mtext(side=2,line=2,at=1,5,"(Male)",cex=.8) 

with(doriginal[doriginal$sexo==2,],boxplot(log(P.nev+1)~atrativo*local,ylab=express
ion(Log(italic("Pi. nevesi"))~abundance), pars=list(boxwex=0.3),names=legendax,las=
1,cex.axis = 0.6,border=1)) 

mtext(side=2,line=2,at=2,"(Female)",cex=.8) 

# Analise para Pi. nevesi 

# Medias observadas originais 

tapply(doriginal$P.nev,list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$local),mean
) 

# Desvio padrão 
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tapply(doriginal$P.nev,list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$local),sd) 

# Medias observadas na escala log 

tapply(log(doriginal$P.nev+1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$loca
l),mean) 

# Desvio padrão 

tapply(log(doriginal$P.nev+1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$loca
l),sd) 

# Medias observadas geométricas 

exp(tapply(log(doriginal$P.nev+1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$
local),mean)) 

# Desvio padrão 

sqrt(exp(tapply(log(doriginal$P.nev+1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,dorig
inal$local),var))) 

model1<- glmer(P.nev~local+sexo+atrativo+local:sexo+sexo:atrativo+(1|noite)+(1|pont
o:local),family = poisson(link=log),data=doriginal) 

summary(model1) 

drop1(model1,test="Chisq") 

model1b<- glmer(P.nev~local+sexo+atrativo+local:sexo+(1|noite)+(1|ponto:local),fami
ly = poisson(link=log),data=doriginal) 

summary(model1b) 

drop1(model1b,test="Chisq") 

# Modelo final 

model1c<- glmer(P.nev~local+sexo+local:sexo+(1|noite)+(1|ponto:local),family = pois
son(link=log),data=doriginal) 

summary(model1c) 

dispersion_glmer (model1c)     

par(mfrow=c(2,2)) 

qqnorm(resid(model1c), main="normal qq-plot, residuals") 

qqline(resid(model1c)) 

qqnorm(ranef(model1c)$`ponto:local`[,1]) 

qqline(ranef(model1c)$`ponto:local`[,1]) 

qqnorm(ranef(model1c)$noite[,1]) 

qqline(ranef(model1c)$noite[,1]) 

plot(fitted(model1c), resid(model1c)) #residuals vs fitted 

abline(h=0) 

################################################################################# 

# Medias Observadas 

tapply(matrix(doriginal$P.nev,nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$local),mean) 

tapply(matrix(doriginal$P.nev,nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$local),sd) 

# Medias Geometricas observadas 

exp(tapply(log(matrix(doriginal$P.nev+1,nc=1)),list(doriginal$sexo,doriginal$local)
,mean)) 
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exp(tapply(log(matrix(doriginal$P.nev+1,nc=1)),list(doriginal$sexo,doriginal$local)
,sd)) 

################################################################################### 

# Medias ajustadas ou preditas pelo modelo 

tapply(matrix(fitted(model1c),nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$local),mean) 

# Podemos calcular assim também 

# tapply(predict(model1c,re.form=~(1|noite)+(1|ponto:local),type="response"),list(d
original$sexo,doriginal$local),mean) 

# Aproximando os errros padrão 

X <- model.matrix(model1c) 

beta<- matrix(fixef(model1c),nc=1) 

pred<- X%*%beta 

# Desvios padrao aproximados: Var da Parte fixa mais componentes aleatórios 

Varlink <- diag(X%*%vcov(model1c)%*%t(X))+.1466+.7672 

se<- sqrt(tapply(Varlink,list(doriginal$sexo,doriginal$local),mean)) 

m <- tapply(matrix(predict(model1c,re.form=~(1|noite)+(1|ponto:local),type="link"),
nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$local),mean) 

se<- as.numeric(c(se[1,],se[2,])) 

y  <- as.numeric(c(m[1,],m[2,])) 

sex<- factor(rep(c("M","F"),c(4,4))) 

location<- factor(rep(c("F1","F2","F3","P1"),2)) 

medias<- data.frame(cbind(y,se)) 

medias$sex <- sex 

medias$loc <- location 

medias$l1 <- medias$y-1*medias$se 

medias$l2 <- medias$y+1*medias$se 

m <- tapply(matrix(predict(model1c,re.form=NA,type="response"),nc=1),list(doriginal
$sexo,doriginal$local),mean) 

ic1 <- confint(model1c) 

rr1 <- data.frame(exp(cbind(ic1[8:10,],fixef(model1c)[6:8]))) 

colnames(rr1)<-c("X1", "X2", "X3") 

rr1$loc <- factor(c("F2/F1","F3/F1","P1/F1")) 

x11() 

p1 <- ggplot(rr1, aes(x=loc, y=X3)) + geom_errorbar(aes(ymin=X1, ymax=X2), width=.1
) + geom_line() + geom_point() + geom_hline(mapping = NULL, data = NULL, yintercept
=1,col=2,lty=2)+ xlab("Location") + ylab("Relative capture rates of Female/Male for 
P. nevesi")  

p1 + theme(panel.background = element_rect(fill = "white", colour = "grey50"),axis.
title.x=element_text(size=14),axis.title.y=element_text(size=14)) 

# Negative binomial 

model1d<- glmer.nb(P.nev~local+sexo+local:sexo+(1|noite)+(1|ponto:local),data=dorig
inal) 
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summary(model1d) 

################################################################################### 

# Analise para Ny. whitmani 

x11() 

par(mfrow=c(2,1),mar = c(2, 4, 1, 1) + 0.1) 

with(doriginal[doriginal$sexo==1,],boxplot(N.whi~atrativo*local,ylab=expression(ita
lic("Ny. whitmani")~abundance), pars=list(boxwex=0.3),names=legendax,las=1,cex.axis 
= 0.6,border=1)) mtext(side=2,line=2,at=100,"(Male)",cex=.8) 

with(doriginal[doriginal$sexo==2,],boxplot(N.whi~atrativo*local,ylab=expression(ita
lic("Ny. whitmani")~abundance), pars=list(boxwex=0.3),names=legendax,las=1,cex.axis 
= 0.6,border=1)) mtext(side=2,line=2,at=75,"(Female)",cex=.8) 

par(mfrow=c(2,1),mar = c(2, 4, 1, 1) + 0.1) 

with(doriginal[doriginal$sexo==1,],boxplot(log(N.whi+1)~atrativo*local,ylab=express
ion(Log(italic("Ny. whitmani"))~abundance), pars=list(boxwex=0.3),names=legendax,la
s=1,cex.axis = 0.6,border=1)) mtext(side=2,line=2,at=2.5,"(Male)",cex=.8) 

with(doriginal[doriginal$sexo==2,],boxplot(log(N.whi+1)~atrativo*local,ylab=express
ion(Log(italic("Ny. whitmani"))~abundance), pars=list(boxwex=0.3),names=legendax,la
s=1,cex.axis = 0.6,border=1)) mtext(side=2,line=2,at=2.5,"(Female)",cex=.8) 

# Analise para Ny. whitmani 

# Medias observadas originais 

tapply(doriginal$N.whi,list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$local),mean
) 

# Desvio padrão 

tapply(doriginal$N.whi,list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$local),sd) 

# Medias observadas na escala log 

tapply(log(doriginal$N.whi+1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$loca
l),mean) 

# Desvio padrão 

tapply(log(doriginal$N.whi+1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$loca
l),sd) 

# Medias observadas geométricas 

exp(tapply(log(doriginal$N.whi+1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$
local),mean)) 

# Desvio padrão 

sqrt(exp(tapply(log(doriginal$N.whi+1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,dorig
inal$local),var))) 

model2<- glmer(N.whi~local+sexo+atrativo+local:sexo+sexo:atrativo+(1|noite)+(1|pont
o:local),family = poisson, data=doriginal, control=glmerControl(optimizer= "optimx"
, optCtrl  = list(method="nlminb"))) 

drop1(model2,test="Chisq")   

summary(model2) 

x11() 

par(mfrow=c(2,2)) 

qqnorm(resid(model2), main="normal qq-plot, residuals") 

qqline(resid(model2)) 
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qqnorm(ranef(model2)$`ponto:local`[,1]) 

qqline(ranef(model2)$`ponto:local`[,1]) 

qqnorm(ranef(model2)$noite[,1]) 

qqline(ranef(model2)$noite[,1]) 

plot(fitted(model2), resid(model2)) #residuals vs fitted 

abline(h=0) 

################################################################################# 

# Medias Observadas 

tapply(matrix(doriginal$N.whi,nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$local),mean) 

tapply(matrix(doriginal$N.whi,nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$local),sd) 

tapply(matrix(doriginal$N.whi,nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo),mean) 

tapply(matrix(doriginal$N.whi,nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo),sd) 

# Medias Geometricas observadas 

exp(tapply(log(matrix(doriginal$N.whi+1,nc=1)),list(doriginal$sexo,doriginal$local)
,mean)) 

exp(tapply(log(matrix(doriginal$N.whi+1,nc=1)),list(doriginal$sexo,doriginal$local)
,sd)) 

exp(tapply(log(matrix(doriginal$N.whi+1,nc=1)),list(doriginal$sexo,doriginal$atrati
vo),mean)) 

exp(tapply(log(matrix(doriginal$N.whi+1,nc=1)),list(doriginal$sexo,doriginal$atrati
vo),sd)) 

################################################################################# 

X <- model.matrix(model2) 

beta<- matrix(fixef(model2),nc=1) 

pred<- X%*%beta 

# Erros padrão aproximados: Var da Parte fixa mais componentes aleatórios 

Varlink <- diag(X%*%vcov(model2)%*%t(X))+0.2862+0.5272 

# Medias ajustadas ou preditas pelo modelo e seus erros 

tapply(matrix(fitted(model2),nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$local),mean) 

exp(sqrt(tapply(Varlink,list(doriginal$sexo,doriginal$local),mean))) 

tapply(matrix(fitted(model2),nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo),mean) 

exp(sqrt(tapply(Varlink,list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo),mean))) 

########################################################################### 

# Negative binomial 

model2b<- glmer.nb(N.whi~local+sexo+atrativo+local:sexo+atrativo:sexo+(1|noite)+(1|
ponto:local),data=doriginal, control=glmerControl(optimizer= "optimx", optCtrl  = l
ist(method="nlminb"))) 

summary(model2b) 

x11() 

par(mfrow=c(2,2)) 

qqnorm(resid(model2b), main="normal qq-plot, residuals") 

qqline(resid(model2b)) 



145 

 

qqnorm(ranef(model2b)$`ponto:local`[,1]) 

qqline(ranef(model2b)$`ponto:local`[,1]) 

qqnorm(ranef(model2b)$noite[,1]) 

qqline(ranef(model2b)$noite[,1]) 

plot(fitted(model2b), resid(model2b)) #residuals vs fitted 

abline(h=0) 

drop1(model2b,test="Chisq")   

doriginal$atrativo <- relevel(doriginal$atrativo, ref = "Lss") 

model2c<- glmer.nb(N.whi~local+sexo+atrativo+local:sexo+(1|noite)+(1|ponto:local),d
ata=doriginal, control=glmerControl(optimizer= "bobyqa")) 

summary(model2c) 

drop1(model2c,test="Chisq")   

################################################################################ 

X <- model.matrix(model2c) 

beta<- matrix(fixef(model2c),nc=1) 

pred<- X%*%beta 

# Erros padrao aproximados: Var da Parte fixa mais componentes aleatórios 

Varlink <- diag(X%*%vcov(model2c)%*%t(X))+0.1288+0.4056 

# Medias ajustadas ou preditas pelo modelo e seus erros 

tapply(matrix(fitted(model2c),nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$local),mean) 

exp(sqrt(tapply(Varlink,list(doriginal$sexo,doriginal$local),mean))) 

tapply(matrix(fitted(model2c),nc=1),list(doriginal$atrativo),mean) 

exp(sqrt(tapply(Varlink,list(doriginal$atrativo),mean))) 

beta2<- fixef(model2c)[6:10] 

se<- sqrt(diag(vcov(model2c))[6:10]) 

ic2<- cbind(beta2-1.96*se,beta2+1.96*se) 

ic2 

rr2 <- data.frame(exp(cbind(ic2,beta2)))[3:5,] 

colnames(rr2) <- c("X1","X2","X3") 

rr2$loc <- factor(c("F2/F1","F3/F1","P1/F1")) 

x11() 

p2 <- ggplot(rr2, aes(x=loc, y=X3)) +  

  geom_errorbar(aes(ymin=X1, ymax=X2), width=.1) + 

  geom_line() + 

  geom_point() + 

  geom_hline(mapping = NULL, data = NULL, yintercept=1,col=2,lty=2)+ 

xlab("Location") + 

ylab("Relative capture rates of Female/Male for Ny. whitmani")  

p2 + theme(panel.background = element_rect(fill = "white", colour = "grey50"),axis.
title.x=element_text(size=14) 
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,axis.title.y=element_text(size=14)) 

################################################################################### 

# Analise para Ny. antunesi 

x11() 

par(mfrow=c(2,1),mar = c(2, 4, 1, 1) + 0.1) 

with(doriginal[doriginal$sexo==1,],boxplot(N.ant~atrativo*local,ylab=expression(ita
lic("Ny. antunesi")~abundance), pars=list(boxwex=0.3),names=legendax,las=1,cex.axis 
= 0.6,border=1))  

mtext(side=2,line=2,at=30,"(Male)",cex=.8) 

with(doriginal[doriginal$sexo==2,],boxplot(N.ant~atrativo*local,ylab=expression(ita
lic("Ny. antunesi")~abundance), pars=list(boxwex=0.3),names=legendax,las=1,cex.axis 
= 0.6,border=1)) mtext(side=2,line=2,at=20,"(Female)",cex=.8) 

par(mfrow=c(2,1),mar = c(2, 4, 1, 1) + 0.1) 

with(doriginal[doriginal$sexo==1,],boxplot(log(N.ant+1)~atrativo*local,ylab=express
ion(Log(italic("Ny. antunesi"))~abundance), pars=list(boxwex=0.3),names=legendax,la
s=1,cex.axis = 0.6,border=1))  

mtext(side=2,line=2,at=2,"(Male)",cex=.8) 

with(doriginal[doriginal$sexo==2,],boxplot(log(N.ant+1)~atrativo*local,ylab=express
ion(Log(italic("Ny. antunesi"))~abundance), pars=list(boxwex=0.3),names=legendax,la
s=1,cex.axis = 0.6,border=1))  

mtext(side=2,line=2,at=2,"(Female)",cex=.8) 

# Analise para Ny. antunesi 

# Medias observadas originais 

tapply(doriginal$N.ant,list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$local),mean
) 

# Desvio padrão 

tapply(doriginal$N.ant,list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$local),sd) 

# Medias observadas na escala log 

tapply(log(doriginal$N.ant+1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$loca
l),mean) 

# Desvio padrão 

tapply(log(doriginal$N.ant+1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$loca
l),sd) 

# Medias observadas geométricas 

exp(tapply(log(doriginal$N.ant+1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,doriginal$
local),mean)) 

# Desvio padrão 

sqrt(exp(tapply(log(doriginal$N.ant+1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo,dorig
inal$local),var))) 

model3<- glmer(N.ant~sexo+atrativo+local+local:sexo+sexo:atrativo+(1|noite)+(1|pont
o:local),family = poisson, data=doriginal, control=glmerControl(optimizer= "optimx"
, optCtrl  = list(method="nlminb"))) 

summary(model3) 

drop1(model3,test="Chisq")   

x11() 
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par(mfrow=c(2,2)) 

qqnorm(resid(model3), main="normal qq-plot, residuals") 

qqline(resid(model3)) 

qqnorm(ranef(model3)$`ponto:local`[,1]) 

qqline(ranef(model3)$`ponto:local`[,1]) 

qqnorm(ranef(model3)$noite[,1]) 

qqline(ranef(model3)$noite[,1]) 

plot(fitted(model3), resid(model3)) #residuals vs fitted 

abline(h=0) 

################################################################################ 

# Medias Observadas 

tapply(matrix(doriginal$N.ant,nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$local),mean) 

tapply(matrix(doriginal$N.ant,nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$local),sd) 

tapply(matrix(doriginal$N.ant,nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo),mean) 

tapply(matrix(doriginal$N.ant,nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo),sd) 

# Medias Geométricas observadas 

exp(tapply(log(matrix(doriginal$N.ant+1,nc=1)),list(doriginal$sexo,doriginal$local)
,mean)) 

exp(tapply(log(matrix(doriginal$N.ant+1,nc=1)),list(doriginal$sexo,doriginal$local)
,sd)) 

exp(tapply(log(matrix(doriginal$N.ant+1,nc=1)),list(doriginal$sexo,doriginal$atrati
vo),mean)) 

exp(tapply(log(matrix(doriginal$N.ant+1,nc=1)),list(doriginal$sexo,doriginal$atrati
vo),sd)) 

################################################################################# 

X <- model.matrix(model3) 

beta<- matrix(fixef(model3),nc=1) 

pred<- X%*%beta 

# Erros padrão aproximados: Var da Parte fixa mais componentes aleatórios 

Varlink <- diag(X%*%vcov(model3)%*%t(X))+0+0.2649 

# Medias ajustadas ou preditas pelo modelo e seus erros 

tapply(matrix(fitted(model3),nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$local),mean)  

exp(sqrt(tapply(Varlink,list(doriginal$sexo,doriginal$local),mean))) 

tapply(matrix(fitted(model3),nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo),mean) 

exp(sqrt(tapply(Varlink,list(doriginal$sexo,doriginal$atrativo),mean))) 

################################################################################ 

# Negative binomial 

model3b<- glmer.nb(N.ant~local+sexo+atrativo+local:sexo+atrativo:sexo+(1|noite)+(1|
ponto:local),data=doriginal, control=glmerControl(optimizer= "optimx", optCtrl  = l
ist(method="nlminb"))) 

summary(model3b) 

x11() 
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par(mfrow=c(2,2)) 

qqnorm(resid(model3b), main="normal qq-plot, residuals") 

qqline(resid(model3b)) 

qqnorm(ranef(model3b)$`ponto:local`[,1]) 

qqline(ranef(model3b)$`ponto:local`[,1]) 

qqnorm(ranef(model3b)$noite[,1]) 

qqline(ranef(model3b)$noite[,1]) 

plot(fitted(model3b), resid(model3b)) #residuals vs fitted 

abline(h=0) 

drop1(model3b,test="Chisq")   

model3c<- glmer.nb(N.ant~local+sexo+atrativo+local:sexo+(1|noite)+(1|ponto:local),d
ata=doriginal, control=glmerControl(optimizer= "optimx", optCtrl = list(method="nlm
inb"))) 

summary(model3c) 

drop1(model3c,test="Chisq")   

model3d<- glmer.nb(N.ant~local+sexo+local:sexo+(1|noite)+(1|ponto:local), 

data=doriginal, control=glmerControl(optimizer= "bobyqa")) 

#control=glmerControl(optimizer= "optimx", optCtrl  = list(method="nlminb"))) 

summary(model3d) 

drop1(model3d,test="Chisq")   

################################################################################# 

X <- model.matrix(model3d) 

beta<- matrix(fixef(model3d),nc=1) 

pred<- X%*%beta 

# Erros padrao aproximados: Var da Parte fixa mais componentes aleatÃ³rios 

Varlink <- diag(X%*%vcov(model3d)%*%t(X))+0.15617+0.03115 

# Medias ajustadas ou preditas pelo modelo e seus erros 

tapply(matrix(fitted(model3d),nc=1),list(doriginal$sexo,doriginal$local),mean) 

exp(sqrt(tapply(Varlink,list(doriginal$sexo,doriginal$local),mean))) 

tapply(matrix(fitted(model3d),nc=1),list(doriginal$atrativo),mean) 

exp(sqrt(tapply(Varlink,list(doriginal$atrativo),mean))) 

beta3<- fixef(model3d)[6:8] 

se<- sqrt(diag(vcov(model3d))[6:8]) 

ic3<- cbind(beta3-1.96*se,beta3+1.96*se) 

ic3 

rr3 <- data.frame(exp(cbind(ic3,beta3))) 

colnames(rr3) <- c("X1","X2","X3") 

rr3$loc <- factor(c("F2/F1","F3/F1","P1/F1")) 

x11() 

p3 <- ggplot(rr3, aes(x=loc, y=X3)) +  
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  geom_errorbar(aes(ymin=X1, ymax=X2), width=.1) + 

  geom_line() + 

  geom_point() + 

  geom_hline(mapping = NULL, data = NULL, yintercept=1,col=2,lty=2)+ 

xlab("Location") + 

ylab("Relative capture rates of Female/Male for Ny. antunesi")  

p3 + theme(panel.background = element_rect(fill = "white", colour = "grey50"),axis.
title.x=element_text(size=14),axis.title.y=element_text(size=14)) 
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Apêndice 2. 1. Comparativo dos cromatogramas obtidos da extração, com diferentes 

revestimentos de fibras SPME, de um (01) macho de Lutzomyia longipalpis sob diferentes 

temperaturas de pré-equilíbrio. A. Temperatura 50° C; B. Temperatura 130° C, C. 

Temperatura 170° C. Fonte: Próprio autor. 
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Apêndice 2. 3. Estruturas dos compostos voláteis identificados em fêmeas, ovos e machos das 

espécies Lutzomyia longipalpis, Nyssomyia neivai, Nyssomyia whitmani, Pintomyia fischeri e 

Migonemyia migonei e comparação dos respectivos espectros de massas com as bibliotecas 

utilizadas. Espectros superiores são das amostras e os inferiores das bibliotecas. Coluna da 

direita indica a similaridade (%). 
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Apêndice 2.5. Comparativo do A. Espectro de massa do 9-metil-Germacreno-B descrito na 

literatura, com o B. Espectro de massa do Pico 1, com similaridade de 89% ao Germacreno B  
C. Espectro de massa do Pico 2, com similaridade de 89% ao Germacreno B.  D. Espectro de 

massa do Cembreno-2 descrito na literatura com E. Espectro de massa do Pico 2, com 

similaridade de 84% ao cembreno, com peso molecular 272. Extraídos em 01 macho de 

Lutzomyia longipalpis, Porteirinha - MG. Fibra utilizada DVB/CAR/PDMS. Temperatura de 

pré-equilíbrio 170° C/45 min. extração temperatura ambiente/45 min. Fonte: Próprio autor.  

  

Apêndice 2. 4. Cromatograma (GC-MS) resultante da extração dos compostos voláteis de 

um macho de Lu. longipalpis da localidade de Porteirinha – MG; obtidos por HS-SPME-

CG/MS. Fibra utilizada DVB/CAR/PDMS (cinza). Pico 1 e 2, compostos com similaridade 

86% a Germacreno-B; Pico 3, composto com similaridade 84% similaridade ao cembreno. 
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Apêndice 2. 6. Cromatograma (GC-MS) resultante da extração dos compostos voláteis de 

machos de campo de Mg. migonei, obtidos por HS-SPME-CG/MS. Fibra utilizada 

DVB/CAR/PDMS (cinza). Pico 1, composto identificado pela biblioteca Wiley como 

Mirtenal ou Germacrona, ambos com similaridade 76%. 
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