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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitdrias cujos agentes etiolégicos sdo
tripanosomatideos do género Leishmania, transmitidos por flebotomineos (Diptera,
Psychodidae). No estado de Sdo Paulo (SP),w a doenca estd em expansdo. A Reserva da
Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira” (CUASO) é uma mata secundaria da area
urbanado municipiode SaoPaulo, SP, com condi¢cdes paraaocorrénciade flebotomineos. O
estudo buscou investigar essa fauna na reserva. As coletas foram mensais de agosto/2018
a janeiro/2020, com armadilhas tipo CDC e armadilhas de Shannon na cor branca e na cor
preta. As fémeas foram dissecadas para investigacao de infecgao natural por Leishmania.
Foram coletados 155 espécimes de seis espécies: Evandromyia edwardsi, Lutzomyia
amarali, Migonemyia migonei, Pintomyia bianchigalatiae, Pintomyia fischeri e Pintomyia
monticola. Pi. fischeri predominou absolutamente (96,01%). Nas armadilhas de Shannon
foram coletados 125 flebotomineos e 30 nas armadilhas CDCs. As andlises de correlagao
entre o numero de flebotomineos coletados por més e a temperatura média, umidade
relativa média e o total de chuvas mostraram-se negativas e ndo significantes. Nao houve
correlagao estatisticamente significante entre o nimero de espécimes coletados e a fase
da lua. A armadilha de Shannon preta foi 2,4 vezes mais atrativa que a branca (p<0.0001).
Embora fémeas infectadas por Leishmania spp. ndo tenham sido encontradas, Pintomyia
fischeri apresenta potencial para transmissao de agentes da leishmaniose tegumentar e
visceral. Portanto, monitorar flebotomineos em matas urbanas pode auxiliar na detec¢ao
de mudangas na comunidade, provendo alicerce para predigdao quanto a ocorréncia das
leishmanioses.

PALAVRAS-CHAVE: Phlebotominae. Reserva da CUASO. Universidade de S3ao Paulo
(USP). Leishmanioses.
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ABSTRACT

Leishmaniases are infectious and parasitic diseases whose etiological agents are
trypanosomatids of the genus Leishmania, transmitted by sand flies (Diptera, Psychodidae).
In Sdo Paulo state (SP), leishmaniasis has been expanding. The University City Reserve
“Armando de Salles Oliveira” (CUASO) is an urban secondary forest of the Sdo Paulo
municipality, SP, with conditions for the occurrence of sand flies. This study sought to
investigate this fauna in the reserve. Insects were collected monthly from August/2018 to
January/2020, with CDC and white and black Shannon traps. Females were dissected for
investigation of natural Leishmania infection. A total of 155 specimens of six species were
collected: Evandromyia edwardsi, Lutzomyia amarali, Migonemyia migonei, Pintomyia
bianchigalatiae, Pintomyia fischeri and Pintomyia monticola. Pi. fischeri predominated
absolutely (96.01%). In the Shannon traps, 125 sand flies and 30 in the CDC traps were
collected. The correlation analyzes between the number of insects collected per month
and average temperature and humidity, and the total rainfall were negative and not
significant. The correlation between the number of specimens and the phase of the moon
was not significant. The black Shannon trap was 2.4 times more attractive than the white
one (p<0.0001). Although no female infected with Leishmania spp. has been found, Pi.
fischeri has the potential to transmit agents of cutaneous and visceral leishmaniases.
Therefore, monitoring sand flies in urban forests is important to detect changes in the
community, providing a foundation for predicting the occurrence of leishmaniases.

KEYWORDS: Phlebotominae. Reserve - CUASO. University of Sdo Paulo (USP).
Leishmaniases.

INTRODUCAO

Os flebotomineos sdo insetos de importancia médico-veterindria classificados na
ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. Esses insetos vivem
preferencialmente ao nivel do solo, préoximo a raizes expostas, sob folhas ou troncos
caidos, em tocas de animais e ao abrigo do vento e do sol. As fémeas sdao hematdfagas, pois
necessitam de sangue para o desenvolvimento dos ovos e é durante o repasto sanguineo
de fémeas infectadas que parasitos do género Leishmania, agentes das leishmanioses,
sdo transmitidos aos hospedeiros vertebrados.?
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No estado de S3o Paulo, de 2010 a 2020, foram registrados 2.315 casos autdctones
de leishmaniose tegumentar (LT)? e 1.500 casos de leishmaniose visceral (LV).3*

Atualmente sdo conhecidas 1.026 espécies de flebotomineos, sendo que
aproximadamente 260 delas ocorrem no Brasil.>® Segundo Aguiar e Vieira,” sdo registradas
77 espécies de flebotomineos no estado de S3do Paulo. Castelo et al.,® analisando a
fauna flebotominea dos parques do municipio de Sdo Paulo, registraram 24 espécies
de flebotomineos na regido e Silva® capturou uma fémea de Lutzomyia sp. similar a Lu.
longipalpis, porém, como espécies préximas a Lu. longipalpis sao de dificil distincao pelos
espécimes fémeas e machos que permitem a identificacdo segura ndao foram coletados
na pesquisa, nao foi possivel a identificacdo do espécime com certeza. Dentre as espécies
registradas no estado, encontram-se vetores de Leishmania braziliensis, agente da
forma tegumentar da doenca, como Nyssomyia intermedia, Ny. neivai e Ny. whitmani,
e Lu. longipalpis, principal vetor de Leishmania infantum, agente da LV.%° Além destas,
assinala-se a presenca de Migonemyia migonei, Pintomyia pessoai e Pi. fischeri suspeitas
de transmitirem L. braziliensis, com a ultima delas tendo sido encontrada naturalmente
infectada por L. infantum na Grande S3do Paulo, onde foram observados casos de
Leishmaniose Visceral Canina na auséncia de Lu. longipalpis.*®

Conhecer a distribuicdao de flebotomineos é de extrema importancia para a vigilancia
epidemioldgica das leishmanioses e a divulgagao da presenca de espécies implicadas como
vetoras de Leishmania em novas areas de investigacdo colabora para apontar aguelas com
risco de transmissdo da doenca.'! Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a
fauna flebotominea (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) da mata da Reserva da Cidade
Universitaria Armando de Salles Oliveira (CUASO), quanto a diversidade, distribuicdo
mensal e sua correlagdo com as varidveis climaticas e fase lunar, e infecgdao natural por
Leishmania.

METODOLOGIA

Area de Estudo

A mata da Reserva da Cidade Universitaria Armando de Salles Oliveira (CUASO) esta
localizada no bairro do Butanta, zona oeste da cidade de S3o Paulo — SP, préoxima ao
Instituto de Biociéncias e ao Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (USP),
entre as coordenadas 23°33'44” e 23°34’02” S e 46°43’38” e 46243’49” W. A Reserva
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ocupa 102.100m?, com altitudes entre 730m e 775m. E, atualmente, uma das poucas
areas de floresta secundaria protegida dentro da cidade de Sao Paulo,*? de modo a formar
um mosaico composto por areas em diversos estadios de degradacdo e regeneragao®?
(Figura 1).

Figura 1. Delimitacdo da area da Reserva da CUASO (em vermelho). As elipses amarelas
representam as areas onde todas as armadilhas foram instaladas. Fonte: https://www.
google.com.br/maps/preview (editada)
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Coleta, dissec¢ao e montagem de flebotomineos

As coletas foram aleatdrias no interior da Reserva num periodo de 18 meses, de
agosto de 2018 a janeiro de 2020, utilizando-se duas armadilhas do tipo Shannon, uma na cor
preta e outra na cor branca'®e trés armadilhas luminosas, tipo CDC (Centers of Disease Control).

As coletas foram mensais, sendo que as armadilhas do tipo Shannon nas cores
branca ou preta foram instaladas lado a lado no periodo das 18h as 22h e as armadilhas
CDC permaneceram ligadas das 19h até as 7h do dia seguinte com distancia de 50 a 100
metros entre os pontos.

Nas armadilhas de Shannon, os flebotomineos foram coletados com capturadores
de Castro e mantidos vivos em frascos utilizados para o seu transporte. Nas armadilhas
tipo CDC, os insetos coletados, na manha do dia seguinte, foram mantidos nas camaras
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coletoras. Os flebotomineos foram levados ao Laboratério de Entomologia em Saude
Publica/Phlebotominae da Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo (FSP/
USP), onde as fémeas vivas foram aspiradas com capturadores de Castro e anestesiadas
individualmente no freezer a -20°C por 10 a 12 minutos.

As fémeas anestesiadas foram transferidas para um recipiente contendo solugao
aguosa de detergente, para eliminar a grande quantidade de cerdas. Em seguida, foram
transferidas para uma lamina estéril em uma gota de solugdo salina a 0,9% estéril. Ao
microscépio estereoscopico, as pernas, asas e a cabeca foram separadas com o auxilio
de dois estiletes e, apds, foi pressionado o inicio do abdome com um dos estiletes. Com
o outro estilete, tracionou-se a parte final do abdome, entre o 72 e 82 tergito, de modo
a expor o tubo digestivo do inseto. Entdo, a amostra foi coberta com uma laminula e
observada em microscopio éptico no aumento de 400 vezes, para a investigacdo da
infeccdo natural por flagelados. Realizada a observacao do tubo digestivo, procedeu-se a
identificacdo do inseto por meio de suas espermatecas, térax e cabeca.

Asfémeas mortas e os machos foram mantidos sob refrigeracdo até serem clarificados
e corados. Inicialmente, os espécimes foram imersos em solu¢do aquosa de hidréxido
de potdssio a 10% por aproximadamente 12 horas. Apds isso, foram imersos em acido
acético mais uma gota de fucsina acida, por 30 minutos. Posteriormente a esta etapa, os
insetos foram desidratados em concentracdes crescentes de solucdes de alcool etilico,
na ordem: 70%, 80%, 90% e absoluto, por 10 minutos cada. Ao final, os flebotomineos
permaneceram em eugenol por no minimo 24 horas e, s6 entdo, foram montados em
meio enecé® entre a lamina e a laminula.

Apds a montagem das laminas, os insetos foram identificados seguindo a chave de
identificacdo de Galati® e a abrevia¢do genérica proposta por Marcondes.® Vouchers dos
espécimes estdo depositados na colegcao do laboratério.

Obtengao dos dados climaticos

Os dados mensais de temperatura média e umidade relativa média, bem como o
total de chuvas, foram obtidos da Estacdo Meteorolégica do Instituto de Astronomia,
Geofisica e Ciéncias Atmosféricas (IAG-USP), localizada na Av. Miguel Estéfano, 4200,
Agua Funda, S3o Paulo-SP, drea mais préxima do local de pesquisa.
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Analises estatisticas

Para verificar se a diferenca da atratividade das armadilhas de Shannon nas cores
branca e preta foi estatisticamente significante, foi usado o teste binomial no programa
Jamovi versdo 1.80©. A correlacdo entre o numero de espécimes coletados e as varidveis
climdticas temperatura, umidade e precipitagao foi verificada por meio do Coeficiente de
Spearman (rs) no programa BioEstat 5.00 e a correlacdo entre o numero de espécimes
coletados e as fases da lua foi verificada por meio do teste Kruskal-Wallis no programa
Jamoviversdao 1.80. Os dados de acumulacdo de espécies, curva de rarefacdo e estimador
de Jackknife 1 foram exportados do programa Past versdao 2.17c¢© e analisados no
Microsoft Excel 2007.

RESULTADOS

Um total de 155 flebotomineos foi coletado, considerando todas as armadilhas
utilizadas. Os flebotomineos capturados sdo de seis espécies e quatro géneros; 143
fémeas (92,25%) e apenas 12 (7,75%), machos (Tabela 1).

Tabela 1. Numero e porcentagem das espécies, segundo o sexo, coletadas na Reserva da
CUASO entre julho de 2018 e janeiro de 2020

Espécie Macho Fémea Total Porcentagem

Pintomyia (Pintomyia) fischeri 9 140 149 96,10%
Pintomyia (Pifanomyia) monticola - 2 2 1,30%
Pintomyia (Pintomyia) bianchigalatiae - 1 1 0,65%
Migonemyia (Migonemyia) migonei 1 - 1 0,65%
Evandromyia (Barrettomyia) edwardsi 1 - 1 0,65%
Lutzomyia (Castromyia) amarali 1 - 1 0,65%

Total 12 143 155 100%

Quanto as duas técnicas empregadas para as coletas, 125 flebotomineos foram
coletados nas armadilhas de Shannon (80,65%) e 30 (19,35%) nas armadilhas CDC. Para
as armadilhas de Shannon, 88 (70,4%) insetos foram coletados na preta, e 37 (29,6%)
na branca. A razao de atratividade das cores preta e branca foi de 2,4:1,0. Os dados da
pesquisa mostraram evidéncia estatistica significante de que a armadilha preta foi mais
atrativa (p<0.0001).

Pintomyia fischeri foi a espécie mais abundante, com 149 espécimes coletados, o
gue corresponde a 96,1% de toda a amostra (Tabela 1).
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A segunda espécie mais abundante foi Pi. monticola, com dois espécimes (coletados
em agosto de 2019 e abril de 2020). Para as demais espécies, apenas um espécime foi
coletado nos seguintes meses: Mg. migonei, agosto/2019; Evandromyia edwardsi,
setembro/2019; Pi. bianchigalatiae, abril/2019 e Lu. amarali, outubro/2019. N3o foram
coletados espécimes de Lu. longipalpis.

No primeiro més de estudo coletou-se o maior nimero de flebotomineos (58),
correspondendo a 37,41% de toda a amostra (Figura 2). Ressalta-se que a distribuicdo
praticamente reflete a de Pi. fischeri, dado que representou 96,1% dos espécimes.

Figura 2. Numero de flebotomineos coletados na Reserva da CUASO e
média mensal das varidveis climdticas entre julho de 2018 e janeiro de
2020 e fase lunar no dia da coleta
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Na figura 2 foram plotados dados mensais de temperatura média, umidade relativa
média e precipitacdo total. As duas maiores frequéncias dos espécimes ocorreram em
agosto e setembro de 2018, com baixas precipitacdo e temperatura, e umidade relativa em
torno de 80%. Segue-se um intervalo de quatro meses com frequéncias bem reduzidas. De
janeiro a marc¢o de 2019 foi o periodo mais chuvoso e com temperaturas elevadas, porém,
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sé em fevereiro houve elevacgdo da frequéncia dos insetos, com a coleta de cerca de 10%
dos espécimes. Outro pico desta magnitude ocorreu em abril de 2019. No més seguinte
a frequéncia foi nula. Seguem pequenos aumentos da frequéncia alternados com baixas
frequéncias. O mesmo ocorre com as chuvas, mas os picos moderados que ocorreram nao
sdo coincidentes com os da frequéncia dos insetos. A temperatura média e a umidade
relativa sdo relativamente constantes, com queda nos meses de junho a agosto de 2019,
mas houve um ligeiro aumento na frequéncia dos insetos em julho de 2019.

A correlagao entre os dados climaticos mensais e o numero de flebotomineos
coletados mostrou-se negativa e ndo significante (p>0,05) para a temperatura (rs=-0,246;
p= 0,324), umidade (rs= -0,004; p= 0,986) e precipita¢ao (rs= -0,010; p= 0,967). Também
ndo houve diferencga estatisticamente significativa (p>0,05) entre o numero de espécimes
coletados e a fase da lua (p=0,171).

O gréfico de acumulo de espécies ndao atingiu um platdé e o estimador Jackknife
aponta a possivel ocorréncia de nove espécies na area (Figura 3).

Em nenhuma das 143 fémeas dissecadas foi observada a infeccdo natural por
Leishmania spp.

Figura 3. Numero cumulativo e curva de rarefacdo das espécies
coletadas na Reserva da CUASO entre julho de 2018 e janeiro de 2020
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DISCUSSAO

Todas as espécies coletadas na drea de pesquisa ja foram citadas no municipio de
S3do Paulo. Os trabalhos de Castelo et al.® e Silva®indicam que 25 espécies ocorrem no
municipio. Este estudo mostrou, portanto, que a area da Reserva da CUASO registrou
pelo menos 24% das espécies conhecidas para o municipio, um numero expressivo,
considerando que a Reserva é uma area de mata secundaria relativamente pequena
localizada em area urbana da cidade de Sdo Paulo.*®

Destaca-se, assim como nos trabalhos de Castelo et al.,® Silva® e Moschin et
al.,*” todos no municipio de Sdo Paulo, o expressivo predominio de Pintomyia fischeri,
espécie altamente antropofilica,’® que apesar de abundante em ambientes domésticos e
peridomésticos, mostra-se bem adaptada a ambientes florestais, onde ha grande nimero
de criadouros e abrigos naturais. Adultos tém sido coletados ao nivel do solo ou no alto
das arvores (acrodendrofilia).®

Pintomyia fischeri mostrou-se suscetivel a infeccdo experimental por L. braziliensis
comdesenvolvimentodeformaspotencialmenteinfectantes,?**assimcomodeL. infantum,*
e foi encontrada naturalmente infectada por L. infantum na regido da Grande S3do Paulo® e
no estado do Rio Grande do Sul.?? Nos estados do Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Espirito
Santo, essa espécie ja foi encontrada infectada naturalmente por L. braziliensis.*®*2*
As observacgdes sobre infeccdo experimental e natural, alta antropofilia,’”*® bem como
elevadas frequéncias dessa espécie, sao parametros que apontam para o seu papel como
potencial de vetor desses parasitas.'®?!

A espécie Pi. monticola, também bastante antropofilica,?® representada neste
estudo por dois individuos, é encontrada em uma grande variedade de habitats, como
mata atlantica (em estratos inferiores, superiores e em bordas florestais), cerrado e em
cavernas, bem como em dreas urbanas.?®?” Espécimes desse taxon sdo altamente atraidos
por armadilhas de isca luminosa e armadilha de Shannon, e ha relatos de coleta utilizando
outras armadilhas, tais como armadilhas Malaise e Damasceno. Em rela¢do a densidade
entre os sexos, fémeas de Pi. monticola sdo coletadas em propor¢cdo bem maiores
qgue machos?*? durante horarios diurnos e noturnos.?® Espécimes foram encontrados
naturalmente infectados por L. braziliensis em uma area de foco de LT no municipio
de Divindpolis (MG)?* e, em Campinas (SP), o DNA de L. infantum foi identificado em
flebotomineos dessa espécie.?

Outra espécie altamente antropofilica é Mg. migonei,*® representada neste estudo
por apenas um individuo capturado. Apesar da baixa frequéncia, a sua presenca na area
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é um dado relevante, pois nos estudos de Azevedo, Rangel e Queiroz*' foi encontrada
naturalmente infectada por L. braziliensis, e em estudo sobre infec¢dao experimental,
mostrou formas potencialmente infectantes desse parasita,?® indicando sua possivel
participacdo como vetora dessa leishmania. Tem sido considerada, em diversas regides
endémicas de LT no Brasil, como vetor secundario.?®3! Além disso, foi encontrada
naturalmente infectada por L. infantum em Pernambuco?? e na Argentina;* neste pais,
vem sendo considerada uma espécie transmissora secunddria de agentes da LV.3*%
Teodoro et al.’® destacam a sua forte atratividade por galindceos; Azevedo, Rangel e
Queiroz,* em estudo no Ceard, apontam sua adaptacdo aos ambientes peridomésticos
e Falqueto®® relatou a possivel ponte que essa espécie faz entre os ambientes silvestres
e domiciliar.

Neste estudo, apenas um espécime de Evandromyia edwardsi foi capturado. Apesar
da baixa frequéncia, é uma espécie de interesse epidemiolégico porque foi encontrada
infectada naturalmente por L. braziliensis em Cotia, municipio vizinho da cidade de Sao
Paulo.?” Assim como Pi. monticola, essa espécie habita uma grande variedade de habitats:
florestas, tocas de animais silvestres e ambientes rochosos.?® Ev. edwardsi, apesar de ser
atraida por diversos animais, ndo tem afinidade pelo homem.3®

Apenas um individuo de Pi. bianchigalatiae foi capturado neste estudo, espécie
também considerada altamente antropofilica.®® Lutzomyia amarali foi outra espécie
representada por apenas um individuo neste estudo. Ndao hd registro na literatura do
encontro de Pi. bianchigalatiae e Lu. amarali infectadas por flagelados.

Fatores relacionados a umidade relativa, precipitacdo, temperatura e fases lunares
podem influenciar na dindamica populacional de flebotomineos.? Em relacdo as varidveis
climaticas, embora tenha havido uma correlagdao negativa entre o nimero de insetos
coletados e essas varidveis, a mesma ndo foi significante. Também ndo foi possivel
identificar um padrdo sazonal no nimero de insetos coletados (Figura 2). Embora tenha
havido predominio das coletas na fase de lua cheia, nesta e nas demais, ndo foi possivel
identificar uma correlacao significante com frequéncias elevadas de flebotomineos.

Considerando-se que Pi. fischeri respondeu por 96,1% dos insetos coletados, pode-
se atribuir a essa espécie o padrao de variacdo na frequéncia mensal dos espécimes,
como plotado na figura 2. Nesta, pode-se observar claramente o elevado numero
de espécimes na primeira coleta, acentuada queda na segunda coleta e varia¢des na
frequéncia ao longo do periodo, mas sempre menores do que na segunda coleta. Esse
padrdo de variacdo, muito provavelmente, pode ser atribuido ao impacto que a retirada
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dos espécimes causou na dinamica da populacdo de Pi. fischeri, que ainda esta num
estreito equilibrio nessa mata secunddria sob forte pressdo de poluicdo ambiental,
devido a proximidade com vias de transito no interior da cidade universitaria, bem como
da Marginal Pinheiros, com intenso trafego, inclusive de caminhdes. Essa suposi¢dao tem
como base a informacdo de um dos autores (EAB GALATI) de que na década de 1970, em
coleta realizada com armadilha de Shannon na CUASO, foram obtidos vdrios espécimes
de flebotomineos de varias espécies, inclusive de Pi. fischeri; todavia, em 1990, Galati
desenvolveu juntamente com uma aluna varias coletas em meses subsequentes nesse
mesmo fragmento de mata, empregando armadilhas semelhantes as utilizadas no
presente estudo, sem que qualquer espécime de flebotomineo tivesse sido atraido as
mesmas, o que parece indicativo de que a fauna flebotominea dessa reserva esteja em
um processo relativamente recente de recomposi¢cdo. Assim, a retirada de espécimes,
sobretudo de fémeas, em grande quantidade nas primeiras coletas, inviabilizou a
manutencdo da taxa de reproducdo da espécie, levando ao desequilibrio na dinamica
populacional local, uma vez que essas ndo deixaram descendentes. Portanto, a variagdo
mensal observada, parece mais um desfecho da interferéncia que as coletas provocaram,
do que a dindmica natural da populacdo local. Entretanto, ndo se pode negligenciar
os diversos outros mecanismos extrinsecos e intrinsecos, em diferentes escalas, que
podem gerar padrdes de variacdo de populacdes em um sistema ecoldgico, considerando
principalmente estudos em espago-tempo especificos.*

O grafico apresentado na figura 3 indica uma curva crescente sem atingir um platé
nas coletas finais, indicando que, se realizada uma amostragem mais longa, outras
espécies poderiam ser coletadas. O estimador Jackknife 1, uma técnica estatistica de
reamostragem, calculou a possibilidade de encontrar nove espécies na area, ou seja,
possivelmente ha outras trés espécies que ocorrem na drea e que nao foram registradas
neste estudo.
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CONCLUSAO

Conhecer a ecologia e a distribui¢ao de flebotomineos na mata da Reserva da CUASO
é relevante para a vigilancia epidemiolégica das leishmanioses, pois a divulgacdo do
encontro das espécies colabora para determinar o risco de transmissao dessas doencas.

E importante manter o monitoramento da ecologia dos flebotomineos da area,
verificando eventuais mudangas no perfil da comunidade, provendo alicerce para
predicdao quanto a ocorréncia das leishmanioses e permitindo intervengdes relacionadas
a sua profilaxia.

Os achados neste estudo também podem servir de base e incentivo para que novas
areas do municipio de Sdo Paulo sejam estudadas a fim de observar se o mesmo perfil de
espécies encontradas se repete em outras regides de mata secundaria e antropizadas.

Houve reducdo substancial na quantidade de espécimes de Pi. fischeri atraidos as
armadilhas, motivada provavelmente pela retirada de fémeas, resultando em alteracdo na
dindmica populacional da espécie, que se encontra em estreito equilibrio em virtude de
impactos antrépicos. Adverte-se, portanto, que para estudos a serem desenvolvidos em
areas impactadas, é desejavel o emprego de métodos de amostragens que causem pouca
reducdo no tamanho populacional das espécies, no sentido de manter a biodiversidade.
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