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S6 de Sacanagem
Meu coracdo esta aos pulos!
Quantas vezes minha esperanca sera posta a prova?

Por quantas provas terd ela que passar? Tudo isso que esta ai no ar, malas, cuecas que voam
entupidas de dinheiro, do meu, do nosso dinheiro que reservamos duramente para educar 0s
meninos mais pobres que nos, para cuidar gratuitamente da satde deles e dos seus pais,
esse dinheiro viaja na bagagem da impunidade e eu ndo posso mais.

Quantas vezes, meu amigo, meu rapaz, minha confianca vai ser posta a prova?
Quantas vezes minha esperanca vai esperar no cais?

E certo que tempos dificeis existem para aperfeicoar o aprendiz, mas no é certo que a
mentira dos maus brasileiros venha quebrar no nosso nariz.

Meu coracgdo estd no escuro, a luz é simples, regada ao conselho simples de meu pai, minha
mde, minha avo e os justos que os precederam: "N&o roubaras”, "Devolva o lapis do
coleguinha™, "Esse apontador ndo é seu, minha filha". Ao inves disso, tanta coisa nojenta e
torpe tenho tido que escutar.

Até habeas corpus preventivo, coisa da qual nunca tinha visto falar e sobre a qual minha
pobre l6gica ainda insiste: esse € o tipo de beneficio que sé ao culpado interessara. Pois
bem, se mexeram comigo, com a velha e fiel fé do meu povo sofrido, entdo agora eu vou
sacanear: mais honesta ainda vou ficar.

S6 de sacanagem! Dirdo: "Deixa de ser boba, desde Cabral que aqui todo mundo rouba" e
vou dizer: "Nao importa, serd esse 0 meu carnaval, vou confiar mais e outra vez. Eu, meu
irmao, meu filho e meus amigos, vamos pagar limpo a quem a gente deve e limpo do
nosso fregués. Com o tempo a gente consegue ser livre, ético e o escambau."

Dirdo: "E inutil, todo o mundo aqui é corrupto, desde o primeiro homem que veio de
Portugal”. Eu direi: Ndo admito, minha esperanca é imortal. Eu repito, ouviram? Imortal!
Sei que ndo da para mudar 0 comego mas, se a gente quiser, vai dar para mudar o final!

Elisa Lucinda
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RESUMO

COSTA, Wagner Alexandre, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 20009.
Morfologia de imaturos de Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia (Lutz & Neiva, 1912)
e Lutzomyia (Nyssomyia) neivai (Pinto, 1926) (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae): vetores de leishmaniose tegumentar no Brasil. Orientador: José
Eduardo Serrdo. Co-orientadoras: Elizabeth Ferreira Rangel, Jacenir Reis dos Santos
Malllet e Jose Cola Zanuncio.

Os flebotomineos, vetores das leishmanioses, sdo identificados e classificados pela
morfologia dos insetos adultos, existindo poucos conhecimentos de caracteres das formas
imaturas. Das 500 espécies Neotropicais descritas, somente 66 espécies tem suas formas
imaturas estudadas. Visando avaliar a importancia de alguns caracteres taxonémicos dos
estadios imaturos de flebotomineos, estudos morfologicos foram realizados em Lutzomyia
(Nyssomia) intermedia e L. (N.) neivai, transmissores de Leishmania (V.) braziliensis, de
populacdes procedentes dos Estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo, que durante alguns
anos estiveram em sinonimia e tém apontado certo grau de introgressdao. Em L. (N.) neivai
pode-se observar um maior numero de tubérculos formando uma ou mais fileiras, quando
comparados aos observados no exocorion de L. (N.) intermedia. Em caracteristicas gerais,
as larvas, das duas espécies, apresentaram-se bastante semelhantes. Porem, as larvas do
primeiro estadio revelaram diferencas significativas com relacdo aos outros estadios
evolutivos, destacando a presenca de egg buster, o tamanho das antenas e 0 nimero de
cerdas caudais. O uso destes caracteres ndo se traduziu em uma boa ferramenta para

separacdo das espécies objeto do nosso estudo.

viii



ABSTRACT

COSTA, Wagner Alexandre, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 20009.
Morphological study of immature forms of Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia
(Lutz & Neiva, 1912) and Lutzomyia (Nyssomyia) neivai (Pinto, 1926) : (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae), vectors of leishmaniasis in Brazil. Adviser: Josée
Eduardo Serrdo. Co-advisers: Elizabeth Ferreira Rangel, Jacenir Reis dos Santos
Malllet and José Cola Zanuncio.

The sandfly are diseases caused by protozoa, intracellular binding, plagued
heteroxenic, pathogenic to humans, belonging to the genus Leishmania Ross,.These are
considered serious human protozoan public health problems worldwide, affecting
indiscriminately men, women and children, causing different clinical manifestations. Its
distribution reaches the tropical and subtropical regions of America, Africa, Asia, Europe.
According to the World Health Organization (WHO), we observed the occurrence of this
disease in 88 countries, of which 16 are developed. Currently it is estimated there,
worldwide, around 350 million people in areas at risk of both leishmaniasis (WHO, 2006).
In the Americas, the visceral and cutaneous leishmaniasis, have wide distribution, with
records of cases from the extreme south of the United States to northern Argentina, with the
exception of Chile and Uruguay. The visceral leishmaniasis occurs from Mexico to
Argentina, however, was not registered yet, Uruguay, in the Andean countries, Chile, Peru,
Ecuador, and northern South America, French Guiana, Guyana and Suriname (LAISON &
Shaw, 1998). In the Brazilian territory, the leishmaniasis are included in the list of diseases
that make up the Schengen Information System Diseases of Compulsory Notification

(SNDC), and Brazil considered the country with the highest prevalence of these



INTRODUCAO

I. As Leishmanioses

Sdo enfermidades causadas por leishmanias, que sdo protozoarios flagelados
heteroxenos, intracelulares obrigatorios, patogénicos ao homem, pertencentes ao género
Leishmania Ross, 1903 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (Peters & Killick-Kendrick
1987).

As leishmanias apresentam duas formas basicas em seu ciclo de vida: as
promastigotas, que se desenvolvem a partir de amastigotas e se multiplicam no trato
digestivo do inseto vetor, o hospedeiro invertebrado; as amastigotas, que sdo formas
localizadas no interior de células do sistema fagocitario mononuclear de véarias espécies de
mamiferos, os hospedeiros vertebrados (Rey, 2001).

As leishmanioses como protozooses humanas séo consideradas graves problemas de
salde publica mundial, pois acometem indistintamente homens, mulheres e criangas,
determinando diferentes manifestagdes clinicas. Sua distribuicdo envolve as regides tropical
e subtropical da América, Africa, Asia, Europa e Oceania. Segundo a Organizacdo Mundial
de Saude, sendo consideradas como umas das seis mais importantes doengas infecciosas,
pelo seu alto coeficiente de detecgdo, registro de Obitos e capacidade de produzir
deformidades, sendo constatada a ocorréncia destes agravos em 88 paises, dos quais 16 sao
desenvolvidos. Atualmente estima-se existir, em nivel mundial, cerca de 350 milhdes de
pessoas em &reas de risco (OMS, 2006).

S&o registradas 22 espécies de Leishmania que infectam o homem, sendo 15 de
ocorréncia nas Americas (Grimaldi Jr et al.; 1991; Shaw 1994; Ashford 2000; Silveira et al.
2002).

Os reservatorios de leishmanias sdo, principalmente, mamiferos silvestres
pertencentes a diversas ordens tais como: Carnivora, Rodentia, Marsupialia, Edentata,

Primata e Artiodactyla, que representam um dos elos da cadeia primaria de transmissao,



servindo como fonte de infeccdo para flebotomineos, e assim mantendo o ciclo silvestre
(Lainson & Shaw, 1998).

As leishmanias sdo veiculadas atraves das picadas dos insetos vetores, 0s
flebotomineos (Diptera: Psychodidade: Phlebotominae) (Rey, 2001).

Os flebotomineos representam um grupo com cerca de 900 espécies conhecidas no
mundo, das quais cerca de 500 foram descritas da América (Young & Duncan, 1994).

Para a Entomologia Médica, sdo de particular interesse as espécies antropofilicas,
pois aléem de causarem incébmodo a populacdo humana, podem lhes transmitir agentes
infecciosos, tais como as leishmanias, agentes das leishmanioses. Dentre as especies
conhecidas, apenas 30 estdo relacionadas com a transmissao das leishmanioses (Rangel &
Lainson 2003; OMS 2006).

Os flebotomineos sdo responsaveis, também, pela transmissao de uma moléstia que
acomete as populagfes dos Andes Peruanos, a bartonelose ou “verruca peruana”, e estao
igualmente implicados na transmissdo de algumas arboviroses humanas e de outros
vertebrados (Rey, 2001)

Segundo Young & Duncan (1994), dos géneros encontrados no Velho Mundo,
Phlebotomus Rondoni & Berté, 1840, Sergentomyia Franca & Parrot, 1920 e Chinius,
Leng, 1987, apenas as espécies do género Phlebotomus estdo envolvidas na transmissdo das
leishmanioses humanas. No Novo Mundo, também, sdo reconhecidos trés géneros
Lutzomyia Franga, 1924, Brumptomyia Franca & Parrot, 1921 e Warileya Hertig, 1948, dos

quais somente as espécies do género Lutzomyia transmitem as leishmanioses ao homem.

I1. As Leishmanioses no Novo Mundo

No Continente Americano, as leishmanioses tegumentar e visceral estdo
amplamente distribuidas, com registros de casos humanos e/ou caninos desde o extremo sul
dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com excecdo do Chile e Uruguai (Laison &
Shaw, 1998).

Nas Américas, as leishmanioses apresentam basicamente duas formas clinicas:

tegumentar e visceral.



A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) associa-se a uma diversidade de
leishméanias dermotropicas (dos sub-géneros Leishmania e Viannia) e manifesta-se
clinicamente através de diferentes aspectos: lesdo cutdnea localizada, lesdes multiplas,
lesbes cutdneo-mucosa e a cutaneo-difusa, esta ultima principalmente em pacientes
imunodeprimidos, que desenvolvem processos anérgicos (Brasil, 2007). Dentre os paises
do continente americano, o Brasil, juntamente com Afeganistdo, Arabia Saudita, Ird, Peru e
Siria concentram mais de 90 % dos casos desta forma clinica (OMS, 2006). No Brasil, sua
transmissdo é descrita em todas as unidades federadas sendo notificada em diversos
municipios (cerca de 50%) (Brasil, 2007).

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) esta concentrada na Venezuela, Bolivia
e Brasil, e tem tido, mais recentemente, sua clinica agravada por conta de individuos
portadores de HIV (Brasil, 2003; 2006). O Brasil, junto com Bangladesh, india e Sudao,
provavelmente sdo responsaveis por cerca de 90% dos casos de LVA registrados
mundialmente (OMS, 2006).

I11. As Leishmanioses no Brasil.

No territorio brasileiro, as leishmanioses estdo incluidas na lista de doencas que
compdem o Sistema de Informagdo de Doencas de Notificagdo Compulséria (SNDC),
sendo o Brasil considerado o pais de maior prevaléncia destes agravos nas Américas. Sao
consideradas doencas endémicas emergentes em franca expansao territorial, com magnitude
ascendente (Brasil 2003;2006;2007).

A incidéncia das leishmanioses no Brasil tem aumentado, nos ultimos vinte anos,
em praticamente todos os estados. Alteracbes ambientais em varias regides brasileiras vém
modificando o perfil epidemiolégico das leishmanioses, que originalmente eram
consideradas como zoonoses de animais silvestres, que acometiam pessoas em contato com
as florestas. Posteriormente, passaram a ocorrer em zonas rurais, ja praticamente
desmatadas, e em regides periurbanas, estando hoje em capitais, inclusive urbanizadas em
algumas situagbes (Lainson 1983; 1988; Rangel 1995; Brasil, 2007). O crescimento

migratorio, aliado ao processo de assentamentos sem planejamentos nas Ultimas décadas,
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tem propiciado a proliferacdo de areas de alto risco de infeccdo para a populacdo humana,
em consequéncia do desequilibrio ecolégico.

Esta situacdo tem sido evidenciada em algumas areas periurbanas de grandes
cidades, inclusive com transmissao intradomiciliar na periferia de algumas capitais de
estados brasileiros, provavelmente por conta da adaptacdo de flebotomineos vetores e
reservatorios a areas impactadas. Surtos epidémicos tém ocorrido em todas as regides
geograficas, relacionados ao processo predatério de colonizacdo. Nos ultimos anos, 0
Ministério da Saude registrou uma média de 40 mil novos casos de ambas as leishmanioses
no pais (Brasil, 2007).

A LVA ¢ causada pela Leishmania (Leishmania) infantum chagasi Cunha e Chagas
1937 (Rangel & Lainson, 2003) e nesta manifestacdo clinica o parasito apresenta tropismo
pelas células do sistema fagocitico mononuclear do baco, figado, da medula 6ssea e dos
tecidos linfoides, onde sdo observados processos de hiperplasia e hipertrofia desses 6rgaos,
respectivamente (Rey, 2001). A LVA, é uma doenca grave, que sem tratamento adequado
ou com diagndstico tardio pode levar a morte (Brasil, 2003).

No territorio brasileiro a LVA ocorre em 20 estados e no Distrito Federal,
excetuando Acre, Amapa, Amazonas, Rondonia, Parand e Santa Catarina, acometendo
cerca de 4.000 pessoas/ano (Brasil, 2007). A doenca apresenta dois diferentes padrbes
epidemiologicos: classico (zonas rurais) e recente/urbano (capitais e cidades de grande
porte) (Brasil 2003; 2007).

A LVA tem como importantes reservatérios as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdoncyon
thous), no ambiente silvestre, e os cdes (Canis familiaris), no ambiente domiciliar.
Algumas evidéncias tém sugerido os gambas (Didelphis albiventris e D. marsupialis) como
reservatorios de L. (L.) infantum chagasi no ambiente rural (Brasil 2007; Afonso 2008).
Recentemente também foi identificada a infeccdo em gato (Felis catus) (Savani et al.
2004).

Com relacdo ao ciclo no hospedeiro invertebrado, a LVA tem como principal vetor
Lutzomyia (L.) longipalpis. Estudos pioneiros de Deane (1956), no Ceara, ja apontavam
fortes evidéncias da competéncia vetorial deste flebotomineo, confirmada posteriormente

por outros trabalhos (Lainson & Rangel 2005). A espécie Lutzomyia (L.) cruzi também tem
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sido sugerida como vetor, apenas em alguns municipios dos Estados do Mato Grosso do
Sul e Mato Grosso (Lainson & Rangel 2005, Brasil 2007).

A LTA é registrada em todas as unidades federadas do pais, com media anual de
30.000 casos (Brasil, 2007), manifestando-se através de uma diversidade de formas clinicas
e patologicas, resultantes, possivelmente, da diversidade parasitaria bem como da
imunidade dos individuos (Lainson & Shaw, 1988, Brasil 2006; 2007).

O quadro clinico do agravo exibe um polimorfismo e um espectro de gravidade,
sinais e sintomas variadveis baseado em critérios como fisiopatogenia, aspecto e localizacao
da lesdo, que vai desde uma infeccdo inaparente até a ocorréncia de lesdo cutanea (Rey,
2001, Brasil, 2005). Tal como na LVA, em portadores de HIV podem surgir aspectos
complicadores que resultam numa maior gravidade do quadro clinico (OMS, 1994, Brasil,
2006; 2007).

No Brasil, as espécies de leishmanias dermotropicas sdo: Leishmania (Viannia)
braziliensis Vianna 1911, Leishmania (Viannia) guyanensis Floch 1954, Leishmania
(Viannia) lainsoni Silveira, Shaw, Braga & Ishikawa 1987, Leishmania (Viannia) naiffi
Lainson & Shaw 1989, Leishmania (Viannia) shawi Lainson, Braga, Souza, Pdvoa,
Ishikawa & Silveira 1989; Leishmania (Viannia) lindenbergi Silveira, Ishikawa, Souza &
Lainson 2002 e Leishmania (Leishmania) amazonensis Lainson & Shaw, 1972 (Rangel &
Lainson 2003; Silveira et al. 2002).

A LTA tem nos mamiferos silvestres, sinantropicos e domésticos seus reservatorios,
tendo sido até o momento registradas infeccOes naturais em: roedores silvestres e
sinantropicos (Bolomys lasiurus, Nectomys squamipes, Rattus rattus, Proechymis,
Oryzomys), felinos (Felis catus), canideos (Canis familiaris), marsupiais (Didelphis
albiventris), edentatas (Tamandua tetradactyla, Choloepus didactilus, Dasypodidae),
primatas (Homo sapiens, Chiropotes satanas e Cebus apella), procyonideos (Nasua nasua),
cuniculideo (Agouti paca) e equideos (Equus caballus, Equus asinus). Esses animais
participam do ciclo silvestre, e, em algumas situacfes, sdo sugeridos como responsaveis
pela manutencdo do ciclo peridoméstico e urbano, servindo de fonte de infeccdo para os

flebotomineos vetores (Brasil, 2007).



Dados de observagdes epidemiologicas e/ou experimentais tém sugerido ou
incriminado algumas espécies de flebotomineos como transmissoras da LTA, em
associagdo com leishmanias dos sub-géneros Viannia e Leishmania. Entretanto, apenas
algumas espécies tém sido consideradas como importantes vetores, com base em evidéncias
tais como grau de antropofilia, infeccdo natural por Leishmania e distribuicdo espacial
coincidente com a doenga (Rangel & Lainson, 2003).

Os flebotomineos associadas com a transmissdo das leishmanias dermotropicas sdo
Lutzomyia (Nyssomya) intermedia Lutz & Neiva, 1912, Lutzomyia (Nyssomya) neivai
Pinto, 1926, Lutzomyia migonei Franca, 1920, Lutzomyia (Pintomyia) fischeri Pinto, 1926,
Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis Ward & Fraiha, 1977, Lutzomyia (Psychodopygus)
wellcomei Fraiha, Shaw & Lainson, 1971, Lutzomyia (Psychodopygus) complexa
Mangabeira, 1941, Lutzomyia (Psychodopygus) ayrozai Barretto & Coutinho, 1940,
Lutzomyia (Psychodopygus) paraensis Costa Lima, 1941, Lutzomyia (Psychodopygus)
squamiventris squamiventris Lutz & Neiva, 1912, Lutzomyia (Trichophoromyia)
ubiquitalis Mangabeira, 1942, Lutzomyia (Nyssomyia) antunesi Coutinho, 1939, Lutzomyia
(Viannamyia) tuberculata Mangabeira, 1941 e Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani s.l.
(Antunes & Coutinho, 1939) (Lainson & Shaw 1998, Rangel & Lainson, 2003; Pita-Pereira
et al. 2008, 2009). Tais flebotomineos compdem cadeias epidemioldgicas distintas, em
nichos ecoldgicos restritos. A L. (V.) braziliensis, de mais ampla dispersdo no Brasil, tem a
sua transmissdo associada a L. (N.) intermedia, L. (N.) neivai, L. (N.) whitmani, L.migonei,
L. (P.) fischeri, L. (Ps.) wellcomei e L. (Ps.) complexa.

Atualmente, sdo registrados no Brasil trés padrdes epidemioldgicos de transmissdo
de LTA, que agregam diferentes componentes da cadeia epidemioldgica (parasitos, vetores
e reservatorios): silvestre (zoonose de animais silvestres e que pode acometer o homem
quando este entra em contato com o ambiente silvestre, onde esteja ocorrendo a epizootia),
o0 ocupacional e de lazer (associado a exploracdo desordenada da vegetacdo priméria e areas
impactadas, ocorrendo sob a forma de surtos epidémicos) e rural e periurbano (em éareas de

colonizagdo antiga, em encostas e na periferia das cidades) (Brasil 2007).



V. Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia (Lutz & Neivai, 1912) e Lutzomyia (Nyssomyia)
neivai (Pinto, 1926)

Lutzomyia (N.) intermedia foi descrita por Lutz & Neiva (1912) a partir de
exemplares adultos coletados na Fazenda Ouro Fino, municipio de Além Paraiba, Minas
Gerais. E considerada a primeira espécie descrita na regido Neotropical. A espécie foi
redescrita em 1996 por Marcondes.

Lutzmyia (N.) neivai foi descrita por Pinto (1926), a partir de um macho capturado
dentro de uma residéncia no Instituto Butantan, Municipio de S&o Paulo. Posterirmente, foi
considerada como sinénimo de L.(N.) intermedia por Pinto (1930), sendo revalidada por
Marcondes (1996), com base no hol6tipo macho e em uma fémea de Fortim Campero,
Departamento de Tarija, Bolivia . Algumas estruturas permitiram distinguir as duas
espécies: espermatecas, dutos comuns e dentes horizontais do cibario.

N&o havendo registro de nenhuma estrutura morfoldgica de facil visualizacdo na cabeca
e no térax que permita separar estas duas espécies, foi sugerida, entdo, a combinacdo de
caracteres (auséncia de cerdas simples em segmentos basais da antena, nimero de dentes do
cibario) e, com um pouco de visibilidade, a distingdo entre essas duas espécies poderia ser
feita pelos filamentos genitais para 0s machos e as espermatecas para as fémeas; utilizam-
se, também, dados morfomeétricos e a coloracao do torax (Marcondes & Borges 2000).

Estes flebotomineos apresentam grande polimorfismo e variagdes interpopulacionais e
interespecificas como variagdes fenotipicas foram observadas na formula palpal, dentes do
cibario, cabeca da espermateca e nimero de anéis das espermatecas (Marcondes, 1996;
1997; Marcondes et al. 1998). Segundo Marcondes et al. (1999) as varia¢des nas dimensdes
de L.(N.) intermedia sdo influenciadas pela altitude, latitude e época de coleta dos insetos.

Um estudo genético, realizado com diferentes populagbes de L.(N.) intermedia no
Brasil, sugeriu que esta espécie poderia ser um complexo de espécies L. (N.) intermedia
sensu stricto (s.s.) e L. (N.) neivai, sendo a primeira encontrada em regides e altitudes
menores, ao leste da Serra do Mar, e a segunda espécie de planalto, adaptada as regides de
clima mais frio e seco. Desta forma, no Brasil, o complexo L. intermedia senso lato (s.l.)

ocorreria do Estado do Piaui até o Rio Grande do Sul, em areas de clima e altitude variadas.



Lutzomyia (N.). intermedia (s.s.) estaria presente em alguns Estados da regido do Nordeste,
no Rio de Janeiro, no Espirito Santo, no norte de Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do
Sul e Goias, enquanto L.(N.) neivai em Mato Grosso do Sul, no sul de Sdo Paulo, em
Minas Gerais, Goias, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, destacando que ambas
poderiam ser registradas em simpatria em Minas Gerais e S&o Paulo (Marcondes et al.
1998; Andrade-Filho et al. 2007).

Segundo alguns registros da literatura, nas areas anteriormente ocupadas pela Mata
Atlantica, L.(N.) intermedia (s.l.) é o flebotomineo predominante, chegando a constituir
95% da fauna flebotominea, em ambientes impactados e/ou domiciliar. Esta espécie é
frequentemente encontrada no intradomicilio e nos abrigos de animais domesticos, possui
grande capacidade adaptativa a ecétopos artificiais, principalmente, quando estes estdo
préximos a matas residuais (Gomes et al. 1986; 1989; 1992; Lima et al. 1981; Rangel &
Lainson, 2003). Aguiar & Medeiros (2003) apresentaram uma revisdo sobre a distribuigcdo
geografica desta espécie, relatando sua ocorréncia em 14 Estados, distribuidos pelas regifes
Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul.

Em 2003, L.(N.) intermedia e L. (N.) neivai foram redescritas (Nyssomyia intermedia e
Nyssomyia neivai ), por meio de caracteres que puderam separa-las de forma inequivoca e
que as consideram como espécies validas: largura maxima dos anéis, simetria da anelacao,
forma da cabeca e comprimento do duto comum das espermatecas (nas fémeas) e forma da
extremidade dos filamentos genitais (nos machos) (Andrade Filho et al.).

Ambas, L.(N.) intermedia e L.(N.) neivai tém sido registradas em areas de
transmissdo de LTA, especialmente no Sudeste e Sul do Brasil (Lainson & Shaw 1998;
Rangel & Lainson 2003; Pita-Pereira et al. 2008,2009; Marcondes et al. 2009).

V. Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia (Lutz & Neivai, 1912) e Lutzomyia (Nyssomyia)

neivai (Pinto, 1926) e a transmissdo da Leishmania (Viannia) braziliensis.

A LTA foi registrada no Brasil, pela primeira vez por Moreira (1895) identificando
a existéncia do botdo endémico dos paises quentes, chamando “Botédo da Bahia” ou “Botéo

de Biskra”. A confirmacdo de formas de leishméanias em dlceras cutaneas ou
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nasobucofaringeas ocorreu no ano de 1909, quando Lindenberg encontrou o parasito em
individuos que trabalhavam em areas de desmatamentos na construcdo de rodovias no
interior de S&o Paulo. Splendore (1911) diagnosticou a forma mucosa da doenca e Gaspar
Vianna deu ao parasito o nome de Leishmania braziliensis (Brasil, 2007).

A incriminacdo de L. (N.) intermedia como vetor do parasito ocorreu em 1922 por
Aragdo quando, pela primeira vez, demonstrou-se a importancia dos flebotomineos em
transmitir leishmanioses no continente americano, através da producdo de uma Ulcera em
um cdo, pela injecdo de triturado de insetos (naturalmente infectados), capturados nas matas
de Laranjeiras, no Rio de Janeiro durante um surto epidémico. Além desta evidéncia,
Aragdo (1927) observara a concomitancia entre a presenca da doenca e a elevada
quantidade de flebotomineos nos locais onde ocorriam casos humanos. Posteriormente,
Forattini et al. (1972), reproduzindo o experimento de Aragdo, obtiveram a infeccdo de
animais de laboratério com flagelados isolados desses insetos. A infeccdo experimental de
exemplares de L.(N.) intermedia por L. (V.) braziliensis foi obtida em algumas
oportunidades (Rangel et al. 1992; Silva, 1998).

Em 1947, foi reforcado o papel de L.(N.) intermedia como vetor com a
caracterizacdo do quadro eco-epidemioldgico da transmissdo de LTA no Rio de Janeiro, em
um surto epidémico em Magé, com a presenca de animais silvestres associada a derrubadas
periddicas da mata (Guimardes, 1955; Guimaraes & Bustamante, 1954).

Outros surtos se sucederam em varias localidades e municipios do Rio de Janeiro,
focos em diferentes areas de colonizagdo antiga ou de desmatamentos recentes, cujos
estudos epidemioldgicos sempre relatavam a predominancia de L.(N.) intermedia, no intra
e/ou peri-domicilio, demonstrando sua capacidade de adaptacdo ao ambiente freqiientado
pelo homem e por animais domesticos, além do encontro deste vetor naturalmente
infectado por L. (V.) braziliensis : Jacarepagud em 1974, llha Grande em 1979, Vargem
Grande, 1984; Mesquita a partir da década de 80, dentre outros (FIOCRUZ, 1974; Araujo
Filho, 1979; Rangel et al. 1984; Aguilar et al, 1987; Rangel et al, 1986; Rangel et al. 1990;
Meneses et al. 2000; 2005; Pita- Pereira et al. 2005) .

De fato, os estudos apontam L. (N.) intermedia como o principal transmissor do

agente da LTA no Rio de Janeiro. Entretanto, a espécie sempre teve também um papel de
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destaque na epidemiologia da LTA em S&o Paulo. Os trabalhos pioneiros sobre os vetores
de LTA (Pessoa & Pestana, 1940; Barretto, 1943; Forattini, 1954) destacaram a
importancia epidemioldgica de espécies de carater mais silvestres, na época, como L. (N.)
whitmani, L. pessoai, L. fischeri, L. (N.) intermedia e L. migonei. A partir da década de 50,
com o processo de intenso desmatamento causado pela expansdo agropecudria que atingiu a
area florestal em todo territorio (Forattini, 1980), o que acarretou a devastagdo da cobertura
florestal primitiva, verificou-se a reducdo na notificacdo de casos de LTA. Em 1952,
(Foratini & Santos) L. (N.) intermedia foi encontrada naturalmente infectada por flagelados,
supostamente promastigotas. Na década de 70, recrudesce a LTA com a concentracdo de
casos no Vale da Ribeira, onde apenas L. (N.) intermedia aparecia como vetor,
provavelmente pela capacidade de se adaptar ao ambiente antropico (Rangel & Lainson
2003). Prosseguindo nos anos 80, novos casos foram notificados devido a fatores
antrdpicos, sem vinculo com grandes ecossistemas florestados, claramente confirmava-se a
predominancia de L. (N.) intermedia no ambiente domiciliar (Camargo-Neves, Gomes &
Antunes, 2002).

Estudos conduzidos nos Estados do Espirito Santo e Minas Gerais reunem fortes
evidéncias da participacdo deste flebotomineo na cadeia de transmissdo de L. (V.)
braziliensis (Falqueto, 1995; Mayrink et al. 1979; Rangel & Lainson 2003).

Lutzomyia (N.) neivai vem sendo registrada em areas endémicas de LTA, por L. (V.)
braziliensis, no Sudeste e Sul do Brasil (Andrade-Filho et al. 2007). Anteriormente,
Marcondes et al., (1997) ja sugeria a possibilidade desta espécie atuar como vetor nestas
regides, especialmente nas areas mais frias e secas. Evidéncias mais consistentes surgiram
recentemente em estudos desenvolvidos no Sul do Brasil. No Parang, investigacdes sobre a
fauna flebotominica em 37 municipios apontavam a predominancia de L. (N.) neivai,
registrando a concordancia da distribuicdo espacial da espécie com as areas de transmissdo
de LTA (Silva et al. 2008).

Com o registro recente dos primeiros casos autoctones de LTA em Porto Alegre,
RS, estudos foram conduzidos com o intuito de elucidar a epidemiologia local. Capturas de
flebotomineos, no peri-domicilio da residéncia de um dos pacientes revelaram que 94.9%

dos espécimes coletados eram L. (N.) neivai , ndo sendo registrada a presenca de qualquer
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outra especie de flebotomineo associada a transmissdo de L. (V.) braziliensis (Alfredo C.R.
Azevedo, dados ndo publicados), o que permitiu sugerir L. (N.) neivai como vetor.
Posteriormente, exemplares desse flebotomineo, coletados na mesma area, foram
caracterizados com infeccdo natural por Leishmania (Viannia) sp. (Pita-Pereira et al. 2009).
Também, em publicagéo recente, tem-se o registro de infecgdo natural de L. (N.) neivai por
Leishmania (Viannia) sp, num foco de LTA no Estado de Santa Catarina (Marcondes et al.
2009). Considerando que a Unica leishmania do sub-género Viannia circulante em humanos
ao Sul do Brasil € L. (V.) braziliensis e que este parasito foi isolado de pacientes (destas
duas areas) e caracterizado, as infec¢Bes naturais encontradas nestes flebotomineos tratam-
se desta leishmania.

Dados interessantes sobre a capacidade de L. (N.) neivai se adaptar ao ambiente
modificado pelo homem foram revelados em estudos sobre os habitos alimentares da
espécie no peri-domicilio (Dias et al. 2007), sendo este um aspecto importante da

competéncia vetorial a ser considerado.

V1. A Taxonomia de Phlebotominae

A classificacdo dos flebotomineos neotropicais, apesar de bem consolidada por
Young & Duncan (1994), ainda levanta alguns questionamentos, sendo a procura por mais
caracteres taxondmicos e novas propostas para identificacdo e classificacdo dos
flebotomineos alvos de muitos estudiosos.

Desde a descricdo de Phlebotomus papatasi por Scopoli (1786), na Italia, os
caracteres utilizados para descricdo e subsequente identificacdo dos flebotomineos tém sido
morfoldgicos. Tais caracteres referem-se, sobretudo a morfologia externa e eventualmente a
morfologia interna. S&o estruturas distribuidas pela cabeca, torax e abdome de ambos os
Sexos.

Algumas revisdes acerca dos Phlebotominae americanos foram apresentadas por
Barreto (1961), Duckhouse (1973), Lewis et al. (1977), Martins et al. (1978) e Grupo CIPA
(1991).

A referéncia taxondmica mais utilizada é a de Young & Ducan (1994), onde ¢

apresentada uma revisao do género Lutzomyia, que considerava validos trés géneros, 15
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subgéneros e 15 grupos de espécies. Porém, a existéncia de espécies ndo agrupadas ou
escritas inadequadamente tem estimulado o desenvolvimento de investigacbes em
taxonomia de flebotomineos.

Galati (2003) propds uma nova classificacdo de Phlebotominae, com énfase para 0s
insetos da América, dentro da abordagem filogenética. Este autor ao assumir um enfoque
evolutivo criou alguns géneros e subgéneros e elevou, ainda, varios subgéneros a categoria
de género; a classificagdo ficou composta por 22 géneros, 20 subgéneros e trés grupos de
espécies, para 0 Novo Mundo.

Como demonstrado na literatura, espécies de flebotomineos tém sido descritas e
identificadas freqientemente pela morfologia dos insetos adultos; em algumas situacdes,
especialmente, diante de espécies muito proximas e da hipotese de existéncia de um
complexo de espécies cripticas, ferramentas moleculares, isoenzimas e marcadores
moleculares, tém sido empregados com sucesso (Ready & Rangel 2003).

Entretanto, pouco se conhece sobre os caracteres morfoldgicos das formas imaturas
e que, talvez, poderiam ser Uteis tanto em estudos taxondémicos quanto filogenéticos.

Ainda assim, alguns trabalhos sobre a identificacdo das espécies de larvas de
flebotomineos foram realizados através da quetotaxia, o estudo das cerdas (Ward, 1976),
embora este método consuma muito tempo, o que fez com que esquemas alternativos
tenham sido propostos.

Portanto, deve-se considerar que das 500 espécies de Phlebotominae Neotropicais
descritas, somente 66 tém as formas imaturas estudadas.

O aparecimento de ferramentas taxonémicas baseadas em avancos tecnoldgicos, tais
como a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), permitiu que a partir de 1965 este
método pudesse ser utilizado por um nimero cada vez maior de taxonomistas e
morfologistas, se tornando uma ferramenta Util para esclarecer o status taxonémico de
alguns complexos de espécies (Ward & Ready, 1975; Feliciangeli et al. 1993; Perez &
Oguzuku, 1997; Fausto et al. 2001, Almeida et al. 2004).

A utilizacdo do microscopio eletrbnico de varredura possibilitou uma nova
abordagem nos estudos dos flebotomineos. Alguns trabalhos foram desenvolvidos

analisando estruturas esculturais da casca de ovos de flebotomineos de espécies
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Neotropicais do género Lutzomyia ( Ward & Ready, 1975; Feliciangeli et al. 1993; Perez
& Oguzuku, 1997; Fausto et al. 2001, Almeida et al. 2004), bem como daquelas do género
Phlebotomus (Fausto et al. 1992; Rogo et al. 1992). A morfologia das larvas de algumas
espécies do Novo Mundo (Lutzomyia) também pode ser analisada (Leite & Williams 1997,
Pessoa et al. 2000; 2001; Secundino et al. 2007).

RELEVANCIA

Segundo a Organizacdo Mundial de Salde, a taxonomia é a base indispensavel para
todos os trabalhos sobre ecologia de flebotomineos e seu papel como vetores das
leishmanises.  As acles preconizadas nos Manuais de Vigilancia e Controle das
Leishmanioses tratam dentre outros da correta identificacdo da espécie do flebotomieno
vetor. Assumindo que, para uma melhor definicdo sobre o quadro real da eco-
epidemiologia da LTA que possibilite fundamentar acdes precisas de vigilancia e controle,
deve-se levar em conta o conhecimento mais apurado da definicdo da posicdo taxondmica
associada a competéncia vetorial dos flebotomineos.

As espécies de flebotomineos vetores das leishmanioses, ainda que na sua maioria bem
separadas pela morfologia dos adultos de ambos os sexos, revelam poucos conhecimentos
sobre a morfologia das formas imaturas e que poderiam ser bastante Gteis, tanto em estudos
taxondmicos quanto filogenéticos.

O estudo das formas imaturas a luz da MVE fundamenta um maior aprofundamento
do conhecimento das espécies de flebotomineos, na perspectiva de subsidiar uma
identificacdo precisa, com base nos estagios imaturos que podem permitir, inclusive,
evidenciar novas ferramentas morfoldgicas.

O presente estudo, com base nas formas imaturas de L. (N.) intermedia e L. (N.) neivai,
analisadas pela MEV, ndo apenas resultardo em informacdes sobre a morfologia das
espécies, mas poderdo identificar novos caracteres a serem empregados em taxonomia de

flebotomineos.

Considerando que ambas, L. (N.) intermedia e L. (N.) neivai , ttm um papel relevante

na transmissdo da L. (V.) braziliensis no Sudeste e Sul do Brasil, estes estudos poderéo
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trazer informacdes importantes, especialmente para areas endémicas onde possam ocorrer

em simpatria.
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2. OBJETIVOS

Ampliar os conhecimentos sobre a morfologia de imaturos de Plhebotominae,
estudando Lutzomyia. (N.) intermedia e Lutzomyia (N.) neivai, importantes transmissores

de leishmaniose tegumentar no Brasil.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Investigar se € possivel a distincdo entre as duas especies Lutzomyia. (N.)
intermedia e Lutzomyia (N.) neivai;

I1. Avaliar a importancia de alguns caracteres morfoldgicos de ovos, larvas de | a IV
estadios e pupas, como ferramentas para estudos taxondmicos de flebotomineos:
Lutzomyia. (N.) intermedia e Lutzomyia (N.) neivai .
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3. MATERIAIS E METODOS

Insetos: Os espécimes adultos sdo oriundos de areas com transmissdo de LTA do Sudeste
Brasileiro: Lutzomyia (N) intermedia, Jacarepagua, Estado do Rio de Janeiro e Municipio
de Iporanga, Estado de Sdo Paulo. Lutzomyia (N.) neivai, Regido do Planalto do Estado de
Sdo Paulo. As capturas dos flebotomineos foram realizadas através do uso de armadilhas
luminosasdo tipo HP (Pugedo et al. 2005).

Colbnias destas duas espécies foram estabelecidas e mantidas nos insetarios dos
Laboratorio de Transmissores de Leishmanioses, Instituto Oswaldo Cruz e da Faculdade de
Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo/USP segundo a metodologia de Modi & Tesh
(1983) com algumas alteracOes e Rangel et al. (1985). Estas colonias se destinavam a

obtencdo de ovos, larvas e pupas utilizados no presente estudo.

As fémeas provenientes do campo foram colocadas individualmente em potes
proprios para criacdo, onde foi oferecida uma solucdo agucarada em um chumaco de
algoddo; apods trés dias, foi oferecido repasto sanguineo em hamster (N° de protocolo
CEUA P-0096-00). Diariamente foi verificada a ocorréncia de oviposicdo e aquelas que

realizaram a postura e ndo morreram foi oferecida nova alimentacdo sanguinea.

Os potes de criagdo foram mantidos dentro de caixas plasticas com temperatura

ambiente variando entre 25° e 26° C, com umidade relativa do ar em torno de 80%.

Apbs a morte, as fémeas individualizadas foram numeradas, recebendo o mesmo
namero do pote contendo sua postura, sendo entdo processadas e montadas diretamente em
liquido de Berlese para identificacdo da espécie. Os trés Ultimos segmentos abdominais
foram retirados com auxilio de estiletes, para facilitar a visualizacdo das espermatecas e
seus dutos (Killick- Kendrick cols., 1994; Marcondes cols., 1998), e a cabeca foi destacada
do térax e montada na posicao ventral para visualizagdo das estruturas do cibario (Andrade-
Filho 2003).

Processamento de Microscopia Eletronica de Varredura:
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Foram utilizados dos procedimentos para os estudos de varredura.

Para estudo dos ovos realizados na FIOCRUZ: As amostras foram fixadas em
glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato de soédio a 0.1M, pH 7.2, por 1 hora a
temperatura ambiente. A seguir, foram lavadas duas vezes no tampdo e pos fixadas em
Tetroxido de 6smio 1% em tampdo cacodilato de sodio 0,1M, pH 7.2, por 1 hora, a
temperatura ambiente e no escuro. As amostras foram desidratadas em séries crescentes de
alcool (70%, 80%, 90% e 100%) e submetidas ao método de secagem pelo ponto critico
com CO, em aparelho Balzers. Posteriormente, foram montadas em suportes metalicos,
utilizando fita dupla face. Estas foram recobertas com ouro em metalizador, onde o ouro é
removido de um eletrodo macico por bombardeamento de ions em alto vacuo (Hayat,
1970).

Para as amostras processadas na UFV: Foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em
tampdo cacodilato de sddio a 0.1M, pH 7.2, por 1 hora a temperatura ambiente e
desidratados em séries crescentes de etanol, transferidos para hexamethyldisilazane, seco ao
ar livre e coberto com ouro.

As observacgoes foram realizadas ao microscopio eletronico de varredura LEO VP 1430,
do Nucleo de Microscopia e Microandlise da Universidade Federal de Vigosa.

As medidas foram realizadas pelo programa SemAfore 3.0.
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4. RESULTADOS

Ovos:

Os ovos de ambas as espécies, (L. (N.) intermedia e L. (N.) neivai) apresentaram
forma elipsoide ou ovoide, alongados e levemente achatados. A extremidade é arredondada,
usualmente com duas aeropilas, sdo escuros, possuindo padrao de ornamentacdo do cérion
do tipo cristas paralelas ndo conectadas, com tubérculos entre as cristas (Figs. 1 a 4). A
distribuicdo destes tubérculos variou entre as duas espécies onde L.(N.) intermedia
apresentando uma fileira esparsa de tubérculos entre as cristas (Figs.1 e 2) enquanto 0s
ovos L. (N.) neivai apresentaram maior densidade dos tubérculos resultando em uma ou
mais fileiras entre as cristas (Figs. 3 e 4).

Os ovos de L.(N.) intermedia mediram 361 um de comprimento e largura 75,4 um
e apresentaram uma fileira esparsa de tubérculos entre as cristas (Figs. 1 e 2).

Os ovos L. (N.) neivai de mediram 343 um de comprimento e largura 85,5 pm e
apresentaram uma fileira ou mais com uma concentracdo maior de tubérculos entre as

cristas (Figs. 3 e 4).

Larvas:

Nos quatro estadios as formas larvais de L. (N.) intermedia e L. (N.) neivai) séo
pequenas, brancas de aspecto vermiforme, dpodas, alongadas, com doze segmentos, sendo
trés toraxicos e nove abdominais (Figs. 8, 15, 16, 17 e 39).

Na cabeca a cépsula cefalica é evidente, globular, fortemente esclerosada com
proeminentes pecas bucais para mastigacdo, que consistem em: clipeo, labro, mandibula,
maxila e mento localizados ventralmente a cabeca (Figs. 18, 20 a 23).

A vista anterior da regido da cabeca da larva é circular ou levemente eliptica. A
capsula cefalica é revestida de espinho, distribuidos irregularmente (Figs. 5a 7, 11, 13, 20,
22).

O clipeo ocupa a posicdo antero-superior e 0 mento a posi¢do antero-inferior do
aparato bucal. A maxila esta localizada na posicdo antero - lateral enquanto a mandibula

esta entre o clipeo e a maxila. O mento forma a base da abertura bucal (Figs. 18 e 21 a 23).
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Cada palpo maxilar contém um 6rgdo maxilar com sete sensilas papiliformes
uniporos e trés papilas knob além de algumas setas tricodeas (Figs. 21 e 23).

Térax — Composto de trés segmentos. O tegumento é enrugado, contendo diminutos
tubérculos com ou sem espinhos associados (Figs. 26, 28, 29 e 34).

As superficies dorsal e lateral do corpo das larvas séo cobertas por cerdas ( Figs.
17, 33 e 39). A superficie ventral apresenta pseudo-patas para locomogdo nos segmentos
abdominais (Figs. 33 a 35), excetuando o lobo anal. Além disto, todo o corpo é recoberto de
pequenos espinhos diminutos. Em todos os quatro estadios apresentam o corpo coberto de
cerdas em escova e longas cerdas caudais, sendo um par no primeiro estadio larval e dois
pares nos demais.

Abddmen — Possui nove segmentos, revestidos de pequenos espinhos distribuidos
irregularmente. A superficie ventral apresenta pseudo-pés, que sdo estruturas em forma de
bulbos que se projetam no tegumento para locomogdo nos segmentos abdominais
excetuando o lobo anal. Além disto, todo o corpo é recoberto de pequenos espinhos
diminutos.

Algumas diferencas sdo observadas nas larvas de primeiro estadio com relagdo aos

demais estadios.

Larvas | :

A presenca de uma estrutura cornea, localizada na parte posterior a cabeca,
responsavel pela abertura do ovo, caracteriza o 1° estadio larval. O egg buster esta
localizado na superficie dorsal da cabeca, e tem sido usado como uma ferramenta
taxondmica em dipteros para diferenciar o 1° instar dos demais instares. E uma estrutura
cuticular em forma de cone vulcénico, responsavel pela rachadura do ovo. O egg buster das
espécies estudadas apresentou as seguintes medidas:

L.(N.) intermedia do Rio de Janeiro: comprimento 32,0 um, largura 27,2, pm e
circunferéncia 525,0 um ;

L.(N.) intermedia de Sdo Paulo: comprimento 32,5 um, largura 17,3 pm e
circunferéncia 439 um ;

L. (N.) neivai : comprimento 27,9 um, largura 13,7 um e circunferéncia 300,0 pm.
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As antenas de L1 apresentaram dois segmentos um cdnico basal fusionado com um
curto distal (Figs. 9, 11 e 13). Estas antenas apresentaram como comprimento as seguintes
medidas.

L.(N.) intermedia do Rio de Janeiro: comprimento total 26,9 pm, comprimento
18,3 um e pedicelo 8,67 um;

L.(N.) intermedia de Sdo Paulo: comprimento total 32,25 um, comprimento 23,5
pm e pedicelo 8,75 pum ;

L. (N.) neivai : comprimento total 32,11 pum, comprimento 23,0 um e pedicelo 9,11
pm.

Outra diferenca observada do primeiro instar para os instares seguintes, & presenca
de um par de cerdas caudais no primeiro instar (Figs. 8, 10, 12 a 14).

Os estadios larvais 2°, 3° e 4° apresentaram estruturagdo idéntica variando apenas

em tamanho.

Larvas I, Larvas Il e Larvas IV :

Na cabeca a capsula cefélica é revestida de espinho, distribuidos irregularmente.
Com vérios tipos de cerdas.

As antenas apresentam dois segmentos, sendo um pedicelo conico basal fusionado
a um antenémero distal longo (Figs. 18 a 20, 24 e 25).

O tdrax é composto de trés segmentos

O abdbmen o possui nove segmentos evidentes, contendo pequenos espinhos
distribuidos irregularmente.

Os segundo, terceiro e quarto estadios larvares apresentam dois pares de cerdas
caudais. (Figs.15a 17, 28 e 36 a 39).

Pupa:

A pupa € do tipo obtecta exarata e apresenta coloracdo clara, escurecendo com a
proximidade da emergencia do adulto.
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Ela € composta de treze segmentos, sendo os quatro primeiros fundidos no
cefalotorax e os demais individualizados constituem o abdémen. Os segmentos abdominais
sdo uniformes excetuando o oitavo e 0 nono que sdo modificados e recobertos pela exuvia
do quarto estadio larval o qual fixa as pupas no substrato e seu tegumento é revestido de
cerdas. Estruturas da forma adulta como asas, antenas e patas podem ser observadas na
pupa. O corpo da pupa é recoberto por diminutos espinhos semelhantes aos da larva (Fig.
32 a 36).

A pupa mede 1975 pum de comprimento e 696 pm aproximadamente no
comprimento total (Fig. 40).

O cefalotorax € composto de quatro segmentos. O corpo é coberto por diminutos
espiculos semelhante aos da larva (Figs. 40 a 42).

O abdbmen possui nove segmentos, revestidos de pequenos espinhos distribuidos
irregularmente (Figs. 42 a 44).

As medidas utilizadas sdo para melhor caracterizagdo das estruturas, sem objetivar
qualquer comparacdo ou andlise. Uma vez que para estudos morfométricos far-se-a um
numero maior de exemplares bem como a padronizacdo de idade/ tempo dos exemplares

utilizados.
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Tabela I : Medidas (mm) das formas imaturas de Lutzomyia intermedia e Lutzomyia neivai

Lutzomyia intermedia Lutzomyia neivai
Estéadio Estrutura Comprimento Largura Comprimento Largura
Ovo 0,36 0,07 0,34 0,08
Corpo 0,46 0,06 0,55 0,06
Egg Buster 0,03 0,03 0,03 0,01
Pedicelo 0,01 _ 0,01 _
Larval Antenémero 0,02 _ 0,02 _
Maxila 0,03 0,01 0,03 0,01
Mandibula 0,02 0,02 0,02 0,02
Cerdas tricoideas 0,04 _ 0,04 _
Corpo 1,16 0,14 1,21 0,11
Pedicelo 0,02 _ 0,01 _
Larva Il Antendmero 0,04 _ 0,03 _
Maxila 0,04 0,01 0,04 0,01
Mandibula 0,04 0,03 0,04 0,02
Cerdas tricideas 0,06 _ 0,05 _
Corpo 0,9 0,08 1,29 0,12
Pedicelo 0,02 _ 0,02 _
Larva Il1 Antenémero 0,05 _ 0,04 _
Maxila 0,07 0,02 0,07 0,02
Mandibula 0,04 0,04 0,04 0,04
Cerdas tricdideas 0,09 _ 0,09 _
Larva IV Corpo 1,93 0,20 2,23 0,30
Pedicelo 0,03 _ 0,03 _
Antendmero 0,05 _ 0,06 _
Cerdas tricoideas 0,11 0,12

Pupa Corpo 1,99 0,60 1,94 0,44




15kV X350 50pum 15kV  X1,500 10pm

15kV X350 50um 15kV X900

Fig. 1-4: Micrografias do ovo. Lutzomyia intermedia (1 e 2), Lutzomyia
neivai (3 e 4). 1: visédo geral do ovo . 2: detalhe da ornamentac¢édo do cdérion tipo
cristas paralelas com uma fileira esparsa de tubérculos. 3: visdo geral do ovo. 4:
detalhe da ornamentacédo do cérion tipo cristas paralelas com uma ou mais fileiras

de tubérculos
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Fig. 5-7: Micrografias da cabeca do primeiro estadio larvar. Lutzomyia
intermedia (5 e 6) e Lutzomyia neivai (7). Fig. 5: Vista dorsal da cabeca mostrando
0 eggbuster (seta) de Lutzomyia intermedia RJ (bar 20um). Fig. 7: Vista lateral da

cabeca mostrando o eggbuster de Lutzomyia neivai (seta) (bar 10um). a: antena.
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Fig. 8-10: Micrografias do primeiro estadio larvar de Lutzomyia intermedia
RJ. 8: Vista geral do corpo da larva (bar 100um). 9: Vista da antena (bar 10um).

10: Vista da cerda caudal (bar 10um). a: antena; cc: cerda caudal.
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Fig. 11-14: Micrografias do primeiro estadio larvar. Lutzomyia neivai (11 e
12) e 11: Vista da antena da larva (bar 10um). 12 : Vista da cerda caudal da larva
(bar 10um e 20um, respectivamente). b: base; cc: cerda caudal; sa: sensila

antenal; sd: segmento distal; SP: segmento proximal.
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Fig. 13-16: Micrografias dos estadios larvares, vista geral. 13: segundo

estadio de Lutzomyia neivai (bar. 100um). 14: terceiro estadio de Lutzomyia neivai
(bar. 200pum). 15: quarto estadio de Lutzomyia intermedia (bar. 200um). 16: quarto

estadio Lutzomyia neivai (bar. 200pum).

27



Fig. 17: Micrografias da cabeca da larva de L2 de Lutzomyia neivai (bar
20um). a: antena; I: labro; ma: mandibula; me: mento; mx: maxila; sa: sensila
antenal; sd: segmento distal; sp: segmento proximal.

Fig. 18-19: Micrografias do aparato bucal dos estadios larvais. 18: Vista
lateral da larva de L2 Lutzomyia intermedia (bar 10um). 19: Vista lateral da larva
de L1 de Lutzomyia neivai (bar 10um). c: clipeo; I: labro; ma: mandibula; me:

mento; mx: maxila.
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Fig. 20-22: Micrografias dos estadios larvais. 20: Vista dorsal das cerdas da
cabeca de L3 de Lutzomyia neivai (bar 100um). 21: Vista lateral da cabeca de L4
Lutzomyia neivai (bar 100um). 22: Detalhe do pseudo-pé, mostrando a cerda em
forma de gota (seta) de L2 Lutzomyia intermedia (bar 10um). a: antena, cf: cerda

filiforme; ct: cerda tricéide; st: segmento toracico.
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Fig. 23-25: Micrografias dos estadios larvais. 23: Vista do tegumento
corporal de L2 de Lutzomyia intermedia (bar 20um). 24:Vista das cerdas corporais
de L4 de Lutzomyia intermedia, cerda em forma de gota (seta) (bar 10um). 25:
Vista dorsal das cerdas caudais de L3 Lutzomyia neivai (bar 20um). cc: cerdas

caudais; ct: cerda tricéide.
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Fig. 26-27: Micrografias do espiraculo respiratério nos estadios larvais. 26:
L3 de Lutzomyia intermedia (bar 10um). 27: L4 de Lutzomyia intermedia (bar

10um). ccl: cerda celoconica; ct: cerda tricoide.
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Fig. 29-32: Micrografias dos estadios larvares. 29: Vista do tegumento
corporal de L2 de Lutzomyia intermedia RJ (bar 20um). 30:Vista das cerdas
corporais de L4 de Lutzomyia intermedia RJ, cerda em forma de gota (seta) (bar
10pm). 31: Vista dorsal das cerdas caudais de L3 Lutzomyia neivai (bar 20um). cc:

cerdas caudais; ct: cerda tricoide.
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Fig. 34-35: Micrografias do espiraculo respiratério nos estadios larvares. 34:
L3 de Lutzomyia intermedia RJ (bar 10um). 35: L4 de Lutzomyia intermedia RJ

(bar 10um). ccl: cerda celaconica; ct: cerda tricoide.
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Fig. 36-38: Micrografias dos pseudo-pés (P) dos estadios larvares. 36: Vista

geral dos pseudo-pés de L2 em Lutzomyia neivai (bar 20um). 37: Detalhe do
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pseudo-pé de L4 em Lutzomyia intermedia (bar 20um). 38: Detalhe do pseudo-pé

de L3 em Lutzomyia intermedia RJ (bar 10pum).
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Fig. 39-42: Micrografias do lobo anal nos estadios larvares. 39: Vista geral

na L3 de Lutzomyia neivai (bar 20um). 40: Vista geral na L3 de Lutzomyia
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intermedia RJ (bar 20um). 43: Micrografia das cerdas caudais de L2 de Lutzomyia

intermedia RJ (bar 2um). cc: cerdas caudais; la: lobo anal.
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Fig. 45-47: Micrografias de pupas. 45: Vista ventral de Lutzomyia intermedia
RJ (bar 200um). 46: Vista ventral de Lutzomyia neivai (bar 200um). 47: Vista

dorsal da cabeca de pupa Lutzomyia intermedia RJ (bar 200um).
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Fig. 48-51: Micrografias de pupas. 48: Detalhe do tegumento da cabeca de

Lutzomyia neivai (bar 30um); 49: Vista lateral de Lutzomyia intermedia RJ (bar
200pm). 50: Vista lateral dos segmentos do corpo de Lutzomyia neivai (bar 30pum).

51: Vista lateral de Lutzomyia intermedia (bar 100um).
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5. DISCUSSAO

Comumente a taxonomia de flebotomineos é baseada na morfologia de adultos.
Porém, com relagdo as formas imaturas, o conhecimento desta morfologia tem sido pouco
explorado a fim de revelar caracteres taxondmicos visando a identificacdo da espécie (Van
Emden, 1957). Os estudos realizados com a utilizagdo da microscopia eletronica de
varredura (MEV) permitem observar um numero de estruturas que nao sdo visiveis ao
microscépio 6tico, contribuindo para um melhor entendimento da biologia, fisiologia e
comportamento destes insetos, além da contribuigdo taxonémica. Gragas a essa ferramenta,
abriu-se a possibilidade de realizar estudos morfoldgicos detalhados com objetivos, entre
outros, de contribuir para solucionar a identificacdo de representantes de complexos, além
de contribuir para estudos de importancia filogenética (Forattini, 2002).

Estudos taxonémicos baseados na morfologia do exocdrion foram realizados em
diferentes espécies de dipteros. O corion é secretado pelas células do epitélio folicular
ovariano, durante a coriogénese e por ser viscoso permite ao ovo aderir ao substrato. O
cérion é uma estrutura rigida formada por duas camadas: uma camada interna, o
endocorion, em contato com o embrido e uma camada externa, 0 exocérion, em contato
com o ambiente, formando a casca do ovo (Clements, 1963). Quando seca o cdrion
apresenta camadas distintas, geralmente formando elaboradas esculturas na superficie do
0VO que assume os padrfes caracteristicos de cada espécie. Esta camada tem a funcéo de
cobrir e proteger o embrido, prevenindo-o do dessecamento e regulando as trocas gasosas
(Endris et al., 1987; Fausto et al., 2001; Bahia-Nascimento et al., 2007).

Alguns padrdes de ornamentagdo do corion observados nas duas espécies aqui
estudadas foram descritos anteriormente para ovos de outras espécies de flebotomineos.

Séo eles: cristas paralelas conectadas, cristas paralelas desconectadas, reticular, forma de
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vulcdo, poligonal, eliptico, verrucoso e disperso (Perez & Ogusuku, 1997; Almeida et al.,
2004.)

Ambas as espécies estudadas apresentaram um padrdo de ornamentacdo bem
semelhante, com cristas paralelas e desconectas, com tubérculos entre as cristas. Entretanto,
em L. (N.) neivai pode-se observar um maior numero destes tubérculos formando uma ou
mais fileiras quando comparados aos observados no exocorion de L. (N.) intermedia.
Considerando a origem e a funcdo do exocorion como ja acima citados, sugere-se a
existéncia de uma relacdo entre as espécies estudadas e o microecossistema de seu
desenvolvimento larval, onde L. (N.) neivai € registrado em ambientes mais frios e secos
em relacdo a L. (N.) intermedia especie comum de ambientes mais quentes e Umidos
(Andrade-Filho et al., 2007).

A morfologia de varios flebotomineos do Velho Mundo ( Mukerji 1931, Smith e
cols., 1934, Abonnenc and Lariviere, 1957; Perfil’ev, 1966, Trouillet, 1976) e do Novo
Mundo ( Barretto, 1940; Mangabeira e Sherlock, 1962; Guitton e Sherlock, 1969; Ward,
1972, 1976 ) foram estudadas através microscopia Otica, sendo descritas as diferentes
estruturas corporais de imaturos. Estas analises permitiram a conclusdo de que as larvas de
todos os flebotomineos sdo muito similares morfologicamente (Perfil’ev, 1966).

De maneira geral as larvas das duas especies apresentaram-se bastante semelhantes.
Tendo elas habitos terrestres e com um ciclo de duracéo que varia de espécie para espécie,
dependendo das condi¢Ges ambientais, principalmente da temperatura e umidade relativa
do ar. A média dos periodos larvais varia de 15 a 55 dias. A medida que se desenvolvem
tornam-se mais ativas alimentando-se vorazmente (Young & Ducan, 1994; Rey, 2001;
Brasil, 2006).

Estudos com imaturos de Lutzomyia longipalpis foram conduzidos por diversos
pesquisadores, Leite et al. (1991), Leite e Williams (1996, 1997), Secundino & Pimenta
(1999), e mostraram que as larvas do primeiro estadio apresentam diferencas significativas
com relacdo aos outros estadios, destacando a presenca da estrutura para rompimento do
ovo, 0 tamanho das antenas e o numero de cerdas caudais. Também ndo se observou

nenhuma estrutura variante nos demais estadios larvais considerando-se assim, como senso
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comum que os instares segundo e terceiro sdo idénticos morfologicamente ao quarto, com
variacao apenas de tamanho.

Pereira et al em 2006 estudou o egg Buster em larvas de primeiro instar de Aedes
aegypti. Esta estrutura comum a outros dipteros também foi estudada em L. whitmani e L.
intermedia, e pequenas diferencas relacionadas as dimensbes (Bahia-Nascimento et al.
2007). Leite e Williams (1997) e Secundino e Pimenta (1999) observaram a mesma
estrutura em L. longipalpis.

A antena do primeiro instar diferiu dos demais no segmento antenal distal, sendo
curto no primeiro e longo nos demais. Nesta foi registrada a presenca de varios tipos de
sensilas nas antenas destacando os tipos: clavada basiconica, celoconica &spera e celoconica
multiporos. Estas sensilas sdo importantes 6rgdos sensoriais que funcionam como
hidroreceptores, quimioreceptores de contato e receptores de temperatura permitindo a
percep¢do de mudancas no ambiente (Mukhopadhyay & Ghosh, 2000, Bahia-Nascimento et
al., 2007). A morfologia das antenas nas espécies objeto deste estudo foram similares.
Segundo Young e Duncan (1994), ha 4 grupos diferentes de antenas baseados na aparéncia.

O aparato bucal do tipo mastigador foi descrito para flebotomineo por Leite e
Williams (1996, 1997) e Mukhopadhyay e Ghosh (2000), sendo composto de clipio,
labrum, mandibula, maxila e mento. Nas espécies estudadas, L. intermedia e L. neivai, ndo
se observou nenhuma variacdo morfoldgica nestas estruturas, somente alguma variagdo nas
medidas.

Dos diversos tipos de cerdas que revestem as larvas e pupas de flebotomineos, cinco
subtipos de sensilas tricoideas tém sido descritos, em estudos prévios: longa, localizadas na
fronte e ao redor do lobo anal; curta, observadas nas pecas bucais e ao redor do lobo anal;
longa e curvada nas laterais das pseudo-pernas; forma de escova, localizadas na superficie
dorsal e lateral do corpo das larvas e atrds da antena no topo da cabeca e forma delicada de
escova localizada no meio da cabega em frente as antenas (Leite & Willians, 1996, 1997;
Secundino & Pimenta, 1999; Bahia-Nascimento et al., 2007) . As setas tricoideas do
protorax apresentaram-se de forma semelhante tanto em L. intermedia quanto em L. neivai,
com pequena variagdo métrica. Estudos de quetotaxia de flebotomineos foram realizados
por Ward (1976), Ogusuku e Pérez (1995) e Arrivillaga et al. (1999), que detalharam a
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distribuicdo, morfologia e nomenclatura das cerdas de flebotomineos do Velho e do Novo
mundo. Leite e Williams (1996, 1997) descreveram as larvas de primeiro e quarto instar de
L. longipalpis a luz da microscopia eletronica, dando também atencéo a quetotaxia.

Como em outros dipteros, o sistema espiracular de flebotomineos € mais
desenvolvido no abdémen que no torax, podendo diferir até em funcdo nestes segmentos
(Whitten, 1955). Fausto et al., (1999) observou que as larvas de flebotomineos sédo
anfipneusticas, com um pequeno par de espiraculos anteriores e outro ligeiramente maior
posterior, sendo que o primeiro instar larval é metapneustico. As papilas variam
interespecificamente em forma podendo ser conica, cilindrica ou em forma de cratera, além
de variar tamanho e quantidade. Recentemente, espiraculos larvais tem sido considerados
como uma possivel ferramenta para identificacdo de imaturos, podendo ser aplicado em
estudos filogenéticos (Fausto et al., 1998, 1999 ; Pessoa et al., 2000).

Fausto et al. (1999), descreveu a morfologia e ultraestrutura do sistema espiracular
de trés espécies do velho mundo, o que possibilitou distinguir Phlebotomus papatasi, P.
perniciosus e P. perfiliewi, observando a presenca destas estruturas nos quatro estadios
larvais de flebotomineos.

Pessoa et al. (2000), estudou os espiraculos posteriores do quarto estadio larval de
L. longipalpis, L. migonei, L. lenti e L. whitmani no estado do Ceara observando variagdo
especifica. Entretanto, Fausto et al. (1999) observou um nimero de papilas diferentes em
espécies de L. longipalpis e L. migonei na Venezuela, observando além disso uma variagao
na forma das papilas das espécies venezuelanas.

O abdbmen das larvas consta de nove segmentos iguais, com excec¢do dos dois
ultimos que sdo modificados e adaptados a funcdo locomotora, e possuem cerdas caudais.
Estes filamentos sdo quimioreceptores e apresentam uma série de poros. Nas espécies
estudadas ndo se identificou nenhuma padronizagéo destes poros (Pessoa et al., 2001).

Observou-se a morfologia do lobo anal no segmento terminal e este ndo apresentando
diferencas para as duas especies estudadas. Este resultado difere do observado por Bahia-
Nascimento et al. (2007), para as espécies L. (N.) whitmani e L. (N.) intermedia, que

apresentaram varia¢des no tamanho e na presenca de ranhuras.
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O seguimento terminal apresentou também os filamentos caudais no ultimo segmento
abdominal, sendo um par no primeiro instar e dois pares nos instares seguintes

Leite et al. (1991), descreveu a pupa de L. longipalpis onde é possivel visualizar as
estruturas em formacéao do adulto, como antenas, patas e asas. Secundino & Pimenta (1999)
detalharam a visualizacdo do tegumento da pupa coberto de pequenos espinhos. Entretanto,
nossos estudos com L. intermedia e L. neivai, ndo distinguiram nenhuma estrutura que
possibilitasse a separacdo das espécies neste estadio.

A mensuracdo dos ovos e larvas foi realizada com o objetivo de obter dados
preliminares uma vez que visualmente algumas estruturas apresentavam-se com tamanhos
diferenciados.Como exemplo disso temos o “egg buster” na larva | o qual se apresentou
maior em comprimento em L. intermedia do que em L. neivai, ocorrendo 0 inverso em
relacdo a largura. Da mesma forma, outras estruturas como o pedicelo e antendmero,
componentes das antenas, apresentaram tamanhos diferenciados nos estadios estudados.
Entretanto, as partes bucais nos estadios visualizados ndo apresentaram esta diferenca.

As medidas obtidas para ovos, larvas e pupas caracterizam melhor as estruturas,
sem objetivar, entretanto uma analise morfométrica, uma vez que para estes estudos far-se-
iam necessarios um numero maior de exemplares, bem como a uniformizacdo de idade/

tempo dos exemplares utilizados.
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6. CONCLUSOES

A ornamentacdo do corion de L. (N.) intermedia e de L. (N.) neivai apresentaram
uma variacdo no padrdo morfoldgico, que apesar de muito semelhantes entre si podem
apresentar adaptacdes relacionadas ao ambiente de desenvolvimento destes ovos.

As estruturas morfoldgicas dos diferentes estadios larvais, apesar de todas terem
demonstrado importancia taxonémica para alguns géneros e sub-géneros ja estudados no
Velho e do Novo Mundo, para L. (N.) intermedia e L. (N.) neivai os estudos ndo foram

conclusivos, possivelmente devido a proximidade filogenética das espécies estudadas.
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O uso integrado das estruturas ja descritas na literatura pode possibilitar a exata
identificacdo das larvas de flebotomineos, alem de ser de grande importancia filogenética,
podendo ser indicado para grupos de espécies ndo aparentados, uma vez que nossos estudos
ndo possibilitaram por esta metodologia uma separacdo das espécies estudadas. Entretanto,
uma classificacdo de formas imaturas deve ir de concordancia a classificacdo utilizada para
as formas adultas.

Outras abordagens fazem-se necessarias tais como estudos relacionados a
morfologia interna, histologia, estudos moleculares, morfometria e quetotaxia das estruturas

visando relacionar a as estruturas externas a alteracfes ambientais e funcionais.
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