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I - Apresentacao

O presente trabalho relata dados cientificos acerca de caracteristicas do ciclo de
vida, fonte alimentar e capacidade vetorial de Lutzomyia whitmani, provenientes do
municipio de Axixa, localizado na regido norte do Maranhdo e possuidor de um dos
maiores numeros de casos de Leishmaniose Tegumentar do Estado.

O relato esta dividido em trés artigos onde o primeiro trata da determinagao
experimental da capacidade vetorial de L. whitmani para L. brasiliensis e L.
amazonensis que sdo espécies de Leishmanias causadoras da Leishmaniose
Tegumentar. Sera enviado a revista Parasitology para publicacao.

O segundo refere-se a determinacao do ciclo de vida e caracterizagao das formas
imaturas de L. whitmani e sera submetido a apreciagdo da Revista Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz para publicagao.

O ultimo determinou as fontes alimentares sanguineas de L. whitmani que se
constituem provaveis reservatorios de Leishmania. Este artigo sera enviado a Revista da

Sociedade Brasileira de Medicina Tropical para publicagao.



CAPITULO I

Analise da capacidade vetorial de Lutzomyia whitmani para Leishmania amazonensis e

Leishmania brasiliensis em condigdes experimentais.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo a analise da suscetibilidade experimental de Lutzomyia
whitmani para infec¢do com Leishmania brasiliensis causadora da Leishmaniose
Cutanea e Cutaneo-Mucosa ¢ Leishmania amazonensis causadora da Leishmaniose
Cutanea Difusa. Para isso, uma colonia de L. whitmani foi estabelecida com a finalidade
de fornecer espécimes livres destes parasitas que foram submetidos a alimentagdo em
camundongos experimentalmente infectados com L. brasiliensis e L. amazonensis. A
infec¢do com parasita foi detectada a partir da amplificagdo por PCR de fragmentos de
120 pb de DNA cinetoplasto do género Leishmania sp. As taxas de infecgdo
encontradas foram de 65,2% e 47,4% para L. brasiliensis e L. amazonensis,
respectivamente, sendo, portanto, L. whitmani suscetivel a infecgdo experimental por
estas espécies de Leishmania. A comparagdo entre as taxas de infec¢do mostrou
diferencas significativas. Assim, concluimos que a alta taxa de infec¢ao desse vetor com
L. brasiliensis associados a estudos epidemioldgicos e entomoldgicos podem
responsabiliza-lo pela transmissdo da Leishmaniose Cutidnea e Cutaneo-Mucosa.
Notavelmente, pela primeira vez foi detectado que este flebotomineo ¢ suscetivel a
infecgdo experimental por L. amazonensis podendo ser um vetor para transmissdo desse
patdgeno e dispersor da Leishmaniose Cutinea Difusa.

Palavras-chave: Leishmaniose Tegumentar, Lutzomyia whitmani, Leishmania
brasiliensis, Leishmania amazonensis, capacidade vetorial

ABSTRACT

In this study we examined, whether L. whitmani is susceptible to experimental infection
by L. brasiliensis, causing Cutaneous and Mucocutaneous Leishmaniasis, and L.
amazonensis, causing Diffuse Cutaneous Leishmaniasis. L. whitmani individuals were
collected to establish a colony free from these parasites. Mice were experimentally
infected with L. brasiliensis or L. amazonensis parasites. Female of this L. whitmani
colony were permitted to feed on mice exhibiting clinical signs of the disease.
Phlebotominae infected with parasites were detected by amplifying a Leishmania 120
bp specific kinetoblast DNA by means of PCR. The L. whitmani infection rate for
Leishmania brasiliensis and Leishmania amazonensis was 65.2% and 47.4%,
respectively and confirmed that the vector is susceptible to experimental L. brasiliensis
and L. amazonensis infection. Comparison of the infection rates revealed statistically
significant differences. The high L. whitmani infection rate together with
epidemiological and entomological studies, verified that L. whitmani is responsible for
L. brasiliensis infection. Remarkably, here we report for the first time that L. whitmani
is vulnerable to experimental L. amazonensis infection and may be a vector of this
pathogen and the distributor for Diffuse Cutaneous Leishmaniasis.

Keywords: Tegumentar Leishmaniasis, Lutzomyia whitmani, Leishmania brasiliensis,
Leishmania amazonensis, vectorial capacity



INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar (LT) ¢ uma doenga causada por algumas espécies
do género Leishmania que acomete pele e mucosa. Dentre estas, podemos destacar a
Leishmania brasiliensis, que esta entre as espécies ja encontradas parasitando o homem
e causando-lhe Leishmaniose Cutanea e Cutaneo-Mucosa, tipos de LT ¢ a Leishmania
amazonensis, causadora da Leishmaniose Cutanea Difusa — LCD, forma anérgica da LT
caracterizada pela formag¢ao de nddulos multiplos na pele (Lainson, R. e Shaw, J. J.,
1987).

Uma das principais espécies de flebotomineo incriminada como vetor da
Leishmaniose Tegumentar ¢ Lutzomyia whitmani (Azevedo, A. C. R. e Rangel, E. F.,
1991; Young, D. G. e Duncan, M.A., 1994). A atribui¢do do papel vetorial as espécies
de flebotomineos tem sido feita, em alguns trabalhos, através da coexisténcia do
possivel vetor com casos da doenca em humanos ou animais, mas o emprego desta
metodologia ndo é capaz de comprovar a presenca do protozoario no inseto (Camargo-
Neves et al. 2002).

A determinacdo da infec¢@o natural de fémeas de flebotomineo para estabelecer
a capacidade vetorial de uma espécie torna-se dificil, pois essas taxas normalmente sdo
muito baixas ¢ de analise complexa (Pereira et al. 2004). Assim este trabalho examinou
a capacidade vetorial de L. whitmani para L. brasiliensis e L. amazonensis através de
infecgdo experimental, a fim de determinar a taxa de infec¢do destes parasitas no

interior do hospedeiro invertebrado.



MATERIAL E METODOS
Area de estudo e amostragem

As coletas foram realizadas no Municipio de Axixa (2°50°08”" S e 44°03°14”’
W), regido norte do Estado do Maranhdo, onde inquéritos entomoldgicos e
epidemioldgicos realizados previamente revelaram dados preocupantes em relagdo a
ocorréncia de LT (Fonteles, 2007). Os locais de coleta foram selecionados em areas
com maior numero de casos da doenga e caracteristicas essencialmente rurais.

Os insetos foram capturados com uso de quatro armadilhas luminosas do tipo
HP que funcionaram das 18:00 h as 06:00 h, ininterruptamente, uma vez por més

durante 10 meses totalizando um esforgo de captura de 480 horas.

Criacéo de L. whitmani

Com as fémeas e machos destas coletas foi estabelecida uma colonia de L.
whitmani no Laboratorio exposto a uma elevada influéncia da maritimidade,
temperatura média de 28°C ¢ umidade de 80%. As fémeas foram alimentadas com mel e
em camundongos e as larvas com ragdo (fezes de coelho, terra preta vegetal e racao de
peixe) até o ultimo estddio larval. Em todos os estidgios e estadios larvais, os potes
contendo as formas imaturas foram umedecidos com 4gua destilada e controlados
quanto a presenga de fungos e 4caros (adaptagdo da metodologia sugerida por Brazil,

R.P. e Brazil, B. G., 2003).

Teste de Capacidade Vetorial
Para determinagao da capacidade vetorial, 144 ¢ 156 fémeas de L. whitmani foram
submetidas a um uUnico repasto de 40 minutos em um camundongo da linhagem

BALB/c (anestesiado com Ketamina e Xilasina) previamente infectado com 10°



individuos de Leishmania brasiliensis (BA 788) e 10° individuos de Leishmania
amazonensis (MHOM/Br/90/BA125), respectivamente. As fémeas eram provenientes
da primeira geracdo da colonia, com dois a trés dias de idade e, portanto, livres de
infec¢do e a alimentacdo se deu ap6s surgimento de sintomas clinicos no camundongo
que confirmasse sua real infecgdo pela Leishmania inoculada. As cepas de Leishmania
utilizadas neste experimento foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de
Imunoparasitologia da FIOCRUZ, Bahia.

Ap0s sete dias, os individuos de L. whitmani ingurgitados foram analisados para

determinar a taxa de infec¢do experimental através da PCR.

Extracdo de DNA e PCR

Para extragdo do DNA individual, as amostras foram aquecidas por 10 min a
95°C com 20ul de tampao STE (NaCl 0,1 M; 10mM Tris-HCI pH 8,0; ImM EDTA),
maceradas e acrescidas de STE até completar o volume de 50ul. Posteriormente foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 2 min e o sobrenadante contendo o DNA foi transferido
para um novo tubo.

A PCR foi realizada com um volume final de reagdo de 20 pl, contendo 10
pmol/l do primer sense: (5’GGG(G/T) AGGGGCGTTCT(G/C)CGAA3’) e 10 pmol/l do
primer antisense: (5’(G/C)(G/C)(G/C)(A/T)CTAT(A/T)TTACCAACCCC3’), 0,2
pmol/l dNTP, 1,5 pumol/l MgCl,, 1 unidade de Taq DNA polimerase, tampao para PCR
1 x e 4 ul do DNA extraido das amostras de L. whitmani. As condigdes dos ciclos da
PCR no termociclador foram as seguintes: 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por
30 segundos e 72°C por 45 segundos, com uma desnaturagdo inicial de 94°C por 3 min e

uma extensao final de 72°C por 10 min.



Para controle negativo foi utilizado dgua e como controle positivo, DNA de L.
brasiliensis L. amazonensis. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1,5%. As amostras foram consideradas positivas quando houve

amplificacdo de fragmentos de DNA de aproximadamente 120 pb.

Testes Estatisticos
Os dados foram analisados pelo teste Qui-Quadrado, com nivel de significancia

p <0,05.

RESULTADOS
Taxa de infeccao experimental de L. whitmani para L. brasiliensis

Das 144 fémeas de L. whitmani provenientes da colonia alimentadas em
camundongo infectado com L. brasiliensis, 94 apresentaram fragmentos de DNA
especificos de Cinetoplasto de Leishmania sp. com um comprimento de

aproximadamente 120 pb (Fig. 1).

600 pb

200 pb

120 pb
100 pb

Figura 1. Determinacéo da taxa de infeccdo de L. whitmani para L. brasiliensis. Fragmentos de DNA
de comprimento de 120 pb amplificado pela PCR para o género Leishmania realizada em fémeas de
flebotomineos experimentalmente alimentadas com camundongos previamente infectados com L.
brasiliensis. Linha: 1, controle negativo; 2, 3, 4, 6, 7 ¢ 9 fémeas de L. whitmani infectados com L.



brasiliensis (positivas); 5 e 8, fémeas de L. whitmani néo infectados (negativas); 10, controle positivo; e
11, marcador de peso molecular (100 pb ladder).

A taxa da infecgdo experimental encontrada de L. whitmani para L. brasiliensis

foi de 65,2%.

Taxa de infeccdo experimental de L. whitmani para L. amazonensis

Para determinacdo da taxa de infecgdo em fémeas de L. whitmani provenientes
da colonia e submetidas ao repasto em camundongo infectado com L. amazonensis, das
156 fémeas analisadas, 74 apresentaram fragmentos de DNA especificos de
Cinetoplasto de Leishmania sp. com um comprimento de aproximadamente 120 pb (Fig.

2).

600 pb

200 pb

120 pb
100 pb

Figura 2. Determinacdo da taxa de infeccdo de L. whitmani para L. amazonensis. Fragmentos de
DNA de comprimento de 120 pb amplificado pela PCR para o género Leishmania realizada em fémeas
de L. whitmani experimentalmente alimentadas em camundongos previamente infectados com L.
amazonensis. Linha: 1, marcador de peso molecular; Linha 2, controle negativo; Linhas 4,5,6,7,8, 10 e
13 fémeas de L. whitmani infectados com L. amazonensis (positivas); 3,9, 11, 12, 14 e 16, fémeas de L.
whitmani ndo infectados com L. amazonensis (negativas); Linha 15, controle positivo.

A taxa da infecgdo experimental encontrada de L. whitmani para L. amazonensis

foi de 47,4%.



Teste Estatistico
Utilizando o teste do Qui-Quadrado observamos que ha diferenga significativa

(p =0,0019) entre as taxas de infeccao detectadas nas duas espécies.

DISCUSSAO

Entende-se por capacidade vetorial a suscetibilidade que uma determinada
espécie tem de adquirir ou se infectar com uma ou mais espécies de parasita. A
utilizagdo da PCR na determinagdo da capacidade vetorial de L. whitmani através da
taxa de infec¢do com L. brasiliensis e L. amazonensis, como executado neste trabalho,
vem esclarecer de forma precisa essa relagdo vetor-parasita que ¢ de grande importancia
no controle epidemiolégico de doencas infecto-parasitarias como a leishmaniose.

A taxa de infecgdo experimental de L. whitmani com L. brasiliensis e L.
amazonensis neste estudo foi determinada utilizando individuos de L. whitmani
alimentados experimentalmente em camundongos previamente infectados com estes
parasitas, através da PCR, com primers especificos para o género Leishmania. A
confirmagdo de que a infecg@o era realmente por estas espécies de Leishmania se deu
pelo fato das fémeas utilizadas serem provenientes de uma colonia e terem sido
submetidas ao repasto em camundongos experimentalmente infectado somente com L.
brasiliensis ou somente com L. amazonensis.

Em um estudo similar a este, taxas de infecg¢do de L. longipalpis submetidos
experimentalmente ao repasto em hamster infectado com L. amazonensis e L.
brasiliensis, utilizando como metodologia a identificagdo por microscopia a partir da

dissecagdo do trato digestorio, foram de 37% e 9% respectivamente (Silva et al. 1999).
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As maiores taxas de infec¢do encontradas neste trabalho poder esta diretamente
relacionadas a utilizagdo da PCR como método d de identifica¢do das Leishmanias no
interior do inseto em detrimento & microscopia (Aviles et al. 1999).

Com os resultados confirmou-se que L. whitmani pode se infectar
experimentalmente com L. brasiliensis e estes dados associados a estudos
epidemioldgicos e entomologicos podem responsabilizar L. whitmani pela transmissao
da Leishmaniose Cutanea e Cutaneo-Mucosa, tipos de LT.

Notavelmente, pela primeira vez foi detectado que L. whitmani é suscetivel a
infecgdo experimental por L. amazonensis. O fato desse protozoario, causador da LCD,
ter infectado experimentalmente L. whitmani levanta a suspeita de que este inseto seja
capaz de transmitir L. amazonensis. Isso explica a ocorréncia de casos de LCD em
humanos no municipio de Buriticupu, na Amazonia maranhense, sem a presenca de L.
flaviscutellata e L. olmeca, principais vetores de L. amazonensis (Costa, J. M. L. 1998 e
Rebélo et al. 2000a, 2000b) e com grande quantidade de L. whitmani (Martins et al.
2004). Por isso, concluimos que L. whitmani pode ser um vetor para transmissao de L.
amazonensis e dispersor da LCD.

A determinacdo de que L. whitmani é capaz de se infectar experimentalmente
com L. brasiliensis e a L. amazonensis, nos leva a suspeitar que na auséncia do vetor
especifico, uma determinada espécie parasita pode ser transmitida por outro vetor
competente que por ventura esteja presente em alta densidade na area. Entretanto,
diferengas nas condigdes dos ambientes natural e laboratorial podem alterar o contexto
ecologico na qual L. whitmani, L. brasiliensis e L. amazonensis ocorrem, por isso nao
podemos excluir a possibilidade de L. whitmani ndo se infectar com estes parasitas no

ambiente natural.

11



Assim, pode-se concluir que a determinacdo de taxas de infec¢do do vetor ¢
consideravelmente importante para o entendimento da concepgdo da transmissdo e de
estudos patogénicos e uma analise profunda das taxas de infeccdo experimental de L.
whitmani pode levar a importantes conclusdes sobre mudangas na fisiologia do vetor
apos alimentagdo sangliinea e infec¢do parasitaria.

Além disso, esses dados podem fornecer subsidios para futuros estudos
relacionados a mecanismos de transmissao sob os aspectos moleculares e imunoldgicos
que interferem nessa capacidade vetorial em condic¢des laboratoriais e, portanto ajudar a

desenvolver estratégias de prevencao da doenga.
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CAPITULO I

Estudo do ciclo de vida e caracterizagdo das formas imaturas de Lutzomyia whitmani

criados em condi¢des experimentais no municipio de Sdo Luis — MA, Brasil.
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RESUMO

Este estudo propds-se a determinar o ciclo de vida e caracterizar as formas imaturas de
Lutzomyia whitmani, incriminado como vetor da Leishmaniose Tegumentar (LT) no
Maranhdo. Para isso foi necessaria a montagem e manutengdo de uma colonia a partir
de espécimes coletados no municipio de Axixd, area endémica para LT no Maranhao.
Assim observou-se 39,3 dias para o periodo do ciclo de vida total; forma elipsoide para
os ovos, padrio de coloracdo de translucido a amarelo para as larvas e tamanho
constante de 1,5 mm para as pupas. A razao sexual foi de 1 macho para 1,3 fémeas ¢ os
padroes de temperatura e umidade que minimizaram o surgimento de fungos e acaros na
colonia variaram de 26,2 a 27 °C e 65 ¢ 72%. Em sintese, o ciclo de vida de L. whitmani
¢ de cerca de um més e 10 dias, desde que mantido os padrdes de higienizagdo e
controle dos parametros fisicos estabelecidos na colonia sendo esses dados importantes
para a compreensao da biologia desse vetor, assim como, para a otimizacgdo de técnicas
de manuten¢do de coldnia, util para subsidiar pesquisas em outras areas e desenvolver
estratégias de controle e prevencdo da LT.

Palavras-chave: Ciclo de vida, colonia, Flebotomineo

ABSTRACT

This study determined the cycle of life and characterized the immature forms of
Lutzomyia whitmani incriminated to be the vector of the Tegumentar Leishmaniasis
(LT) in Maranhao. In order to, establish and maintain a colony of L. whitmani in the
laboratory, individuals were collected in the municipal of Axixd, endemic area of
Leishmaniasis in Maranhdo. It was found that the total life cycle was completed after
39,3 days, eggs revealed an ellipsoid shape, whereas the larvae’s exhibited a translucent

to yellow cuticles and the pupas had a constant size of 1.5 mm. The hatching offspring

22



represented a sexual relation of 1 male to 1.3 females. Temperature and humidity
parameters of colony that minimize a contamination with fungal and mite varying
between 26.2°C to 27°C and 65% to 72%. In summary, the life cycle of L. whitmani is
about a month and ten days since maintained the standards of hygiene and control of
physical parameters established in the colony. These data are important for
understanding the biology of the vector, as well as for the optimization of techniques for
the maintenance of colony, useful to support research in other areas and develop
strategies for control and prevention of LT.

Keywords: Life cycle, colony, Phlebotomies

Os flebotomineos sdo insetos cujo ciclo de vida ¢é caracterizado pela
holometabolia, ou seja, compreende quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva (com
quatro estadios que diferem sensivelmente entre si, no que concerne ao tamanho), pupa
e adulto (Forattini 1973).

As fémeas apresentam um aparelho bucal do tipo sugador-pungitivo adaptado
para picar a pele de vertebrados e sugar o sangue (Forattini 1973). Isso se deve ao
habito hematofagico que essas fémeas possuem, pois algumas proteinas existentes no
sangue dos vertebrados sdo essenciais para maturagdo de seus ovocitos.

Apo6s a hematofagia e a copula, as fémeas de flebotomineos colocam os ovos,
que normalmente sdo elipticos e inicialmente esbranqui¢ados, mas logo adquirem
coloragdo castanho escuro, sobre um substrato imido no solo com alto teor de matéria
organica. A postura ¢ feita isoladamente ou em pequenos grupos de ovos, que ficam
aderidos ao substrato gragas a uma substancia viscosa rica em acidos graxos liberada no

momento da postura (Passos et al. 2003).
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As larvas sdo terrestres, pequenas, brancas, de aspecto vermiforme, apresentando
no 1° estadio um par de cerdas caudais e nos demais, dois pares. Logo apos a eclosio,
alimentam-se dos corpos dos adultos mortos e de outras matérias organicas disponiveis
(Ferro et al. 1997).

As pupas tém coloracdo esbranqui¢ada ou amarelada, escurecendo
progressivamente & medida que se aproxima a eclosdo dos adultos que emergem por
uma fenda em forma de T (Delgado et al. 1993). Nao permanecem imoveis podendo
executar movimentos de flexdo e extensdo, mas se encontram fixas no substrato.

Os adultos, ao emergirem da pupa, permanecem por pouco tempo inativos € o
aparelho bucal das fémeas demora cerca de 24 a 48 horas para enrijecer e tornar-se apto
a realizagdo do repasto sanguineo. Desde a eclosdo apresentam dimorfismo sexual
aparente (Brazil & Brazil 2003).

Além da hematofagia apresentada pela fémea, os adultos (macho e fémea) se
alimentam de agucares (Cameron et al. 1995), provenientes de néctar e seiva de plantas,
essenciais para que estes insetos possam realizar atividades como voo e copula.

Dentre as espécies de flebotomineos mais estudadas, podemos destacar
Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani incriminada no Maranhdo e em outras regides como
vetor da Leishmaniose Tegumentar (LT). Esta ¢ uma espécie com ampla distribui¢do na
América do Sul (Young & Duncan 1994) e no Brasil, desenvolveu habito antropofilico
ocorrendo nos domicilios humanos e abrigos de animais em algumas areas do Nordeste
(Branddo-Filho et al. 1994). No Maranhdo, L. whitmani vem se adaptando a zona
periurbana podendo determinar um padrdo de transmissdo urbana da leishmaniose no

Estado (Leonardo & Rebélo 2004).
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Pela dificuldade do encontro dos criadouros naturais de L. whitmani, sdo
praticamente inexistentes os relatos na literatura sobre suas formas imaturas (ovo, larva
e pupa) e os periodos entre os estadios e estagios de seu ciclo vital.

Assim, pretende-se com esse trabalho estudar o ciclo de vida e as formas
imaturas de L. whitmani, sob condigdes de laboratorio e¢ fornecer parametros
relacionados a temperatura ¢ humildade para a otimizagdo de técnicas relacionadas a

manuteng¢ado de colonia.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo e amostragem

As coletas foram realizadas no Municipio de Axixa (2°50°08" S e 44°03°14”’
W), regido norte do Estado do Maranhdo, onde inquéritos entomoldgicos e
epidemioldgicos realizados previamente mostraram- se preocupantes em relacdo a
ocorréncia de leishmaniose. Os locais de coleta foram selecionados em regides com
maior nimero de casos de LT e caracteristicas essencialmente rurais.

Os insetos foram capturados com uso de quatro armadilhas luminosas do tipo
HP que funcionaram das 18:00 h as 06:00 h, ininterruptamente, uma vez por més
durante 10 meses totalizando um esforgo de captura de 480 horas.

Apds as coletas, os insetos retidos nas gaiolas foram transportados para o

Laboratorio onde foi estabelecida a colonia.

Montagem e manutencao da coldnia de L. whitmani
Ap0s a triagem através de caracteres morfologicos externos, os individuos de L.
whitmani (machos e fémeas) foram transferidos para gaiolas de 30cm’ para que as

fémeas realizassem o repasto sanguineo em camundongos da linhagem BALBc
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disponiveis no biotério da Universidade Federal do Maranhao. Estes foram anestesiados
com Ketamina/Xilasina e em seguida posicionados com a face ventral para cima,
expondo as areas corporais mais glabras, de modo a facilitar a alimentagdo das fémeas.
Esse processo transcorreu durante cerca de quarenta minutos, em total auséncia de luz.

Apbs o repasto, os flebotomineos foram colocados em potes de polietileno de
200 ml modificados por um corte na parte inferior e acréscimo de uma camada de 1 cm
de espessura de gesso, para a retencdo de umidade. Os potes foram cobertos por uma
espécie de tecido tipo vual fixado por ligas, criando um ambiente propicio a realizagao
da copula.

Os potes foram armazenados em uma camara bioldgica (B.0O.D.) onde a
temperatura e umidade (obtidos com termdmetro e higrémetro), inicialmente
estabelecidas de acordo com Azevedo (2007) foram sendo ajustadas até atingirem
valores que proporcionaram uma taxa de natalidade de adultos considerada satisfatoria,
ou seja, correspondente a cerca de 10% do niimero estipulado de fémeas trazidas do
campo. A umidade no interior dos potes e dos organizadores era controlada com a
colocagdo de agua destilada na regido constituida de gesso e por algoddes embebidos
nas extremidades dos organizadores.

Para a aquisicdo de energia voltada a atividades como o voo e a copula, foram
colocados em cima da tela, fiapos de algodao embebidos em uma diluigdo 1:1 de mel e
agua destilada.

Ap0s a ovipostura, os adultos mortos foram retirados dos potes de polietileno e
as fémeas identificadas seguindo a proposta de Young and Duncan (1994) para
confirmagio da espécie. A medida que as larvas eclodiam era acrescido ragdo (matéria
organica) para alimentd-las até o ultimo estddio. Esta racdo ¢ composta por fezes de

coelho seca, terra vegetal e racdo de peixe, na propor¢ao 1:1:1 (féormula adaptada da
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sugerida por Brazil & Brazil 2003) e ao final do seu preparo é autoclavada, para
diminuir o risco de contaminagao por microorganismos na colonia.

A medida que os adultos foram eclodindo, eram transferidos para outros potes,
com auxilio do capturador manual tipo Castro, para serem utilizados em outros
experimentos cientificos.

Em todos os estagios, os potes com as formas imaturas foram limpos com
auxilio de seringas e do estereomicroscopio para evitar a proliferacdo de fungos e acaros
e o tempo entre os estadios larvais e estagios foram anotados em etiquetas no pote assim

como a quantidade de individuos nascidos e o sexo.

Determinacéo da quantidade de ovos postos por fémea

A cada coleta, depois de se alimentarem em camundongo, duas fémeas eram
separadas em potes diferentes, isoladas dos outros flebotomineos apenas com cerca de 5
machos e assim que ocorria a oviposi¢do, os ovos eram contados tornando possivel a

quantificagdo destes por fémea.

Caracterizacdo das formas imaturas

A partir de 20 ovos resultantes de dez ciclos reprodutivos, as formas imaturas
(ovos, larvas em seus diferentes estadios e pupas) foram caracterizadas em relacdo ao
tamanho e padrdo de coloragdo com auxilio de estereomicroscopio para observagao

direta, imagens fotograficas e régua micrométrica.

Testes estatisticos
Apos cada ciclo, dos dados coletados foram determinadas as médias aritméticas

e em seguida o desvio padrdo entre os estagios e estadios larvais. A média aritmética e o
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desvio padrio foram estabelecidos também para os dados referentes a quantidade de
ovos postos por fémea.

Para analisar as diferengas na propor¢ao de espécimes nascidos, por sexo, foi
utilizado o teste Qui-quadrado (y°), onde as diferencas foram consideradas significativas

quando a probabilidade (p) do erro foi inferior a 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Utilizando-se dos parametros de temperatura e umidade para crescimento
recomendados na literatura (Azevedo 2007), ndo conseguimos estabelecer e manter uma
colonia de L. whitmani devido a contaminagdo microbioldgica por fungos e acaros.
Entretanto, depois de modificados os parametros de temperatura e umidade que
variaram de acordo com a tabela I foi possivel estabelecer e manter uma colonia de L.
whitmani com sucesso.

Assim, durante o periodo de manutencdo da colonia foram determinadas as
condi¢des laboratoriais relacionadas a umidade e temperatura que minimizaram a
contaminagdo por fungos e acaros permitindo a ocorréncia de taxas de natalidade

consideradas satisfatorias para L. whitmani (Tabela I).

Tabela 1. Condigdes satisfatorias para o desenvolvimento de L. whitmani em laboratorio no municipio de
Sao Luis.

TEMPERATURA  UMIDADE

(Média) (Média)
Ambiente Externo 27C 65%
Interior da B.O.D 26 C 68%
Interior dos organizadores com ovos 26,2C 72%
Interior dos organizadores com Larvas 26,2 C 70%
Interior dos organizadores com Pupas 26.2C 68%
Interior dos organizadores com Adultos 26,2 C 68%
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As fémeas trazidas do campo obtiveram uma média de 7,5 dias com desvio
padrdo de + 1,15 entre o repasto sanguineo ¢ a ovipostura. Os demais intervalos de

tempo e ciclo total se deram de acordo com a tabela II.

Tabela II. Resumo dos intervalos de tempos entre os estadios e estagios de L. whitmani em condigdes
laboratoriais.

Estadio / Estagio Tempo (dias)
Ovo-L1 6,2 (+2,58)
L1-L2 4,2 (£1,5)
L2-L3 6,7 (£2,67)
L3-1L4 4,9 (£2,1)
L4 — Pupa 9,8 (£1,75)
Pupa — Adulto 7,5 (£3,4)
Ciclo total 393

Em média, cada fémea ovipds 43,7 (= 5,48) ovos. Estes possuiam como
principais caracteristicas morfologicas o formato elipsodide, com coloragdo marrom
escuro ¢ um tamanho de 0,3 milimetros de comprimento por 0,07 de largura em sua
porcao medial (figura I).

As larvas foram medidas diariamente onde se determinou um tamanho padrao de
mudancas entre os trés ultimos estadios larvais. Seu formato durante todos os estadios
permaneceu cilindrico tipo vermiforme e o padrdo de coloragao variou de translucido a
amarelo a medida que iam avangando os estadios. Durante o estadio L1 (iinico que pode
ser distinguido, pois apresenta apenas duas cerdas na por¢ao terminal de seu corpo) o
tamanho das larvas variou de 0,6 a 0,9 mm, em L2 as larvas ja com quatro cerdas na
porcao terminal tiveram uma variacdo de tamanho de 1 a 1,4 mm, no terceiro estadio

larval a variagao de comprimento esteve entre 1,5 ¢ 1,9 mm e o ultimo estadio variou de
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2 a 2,4 mm (figura I). As pupas obtiveram um tamanho constante de 1,5 mm (figura I) e
seu padrido de coloragdo variou de amarelo claro a quase negro bem préximo ao

momento da eclosdo.

Figura I. Caracterizagdo das formas imaturas de L. whitmani em condi¢des laboratoriais

A razdo sexual dos individuos de L. whitmani nascidos na colonia foi de 1
macho para 1,3 fémeas, ou seja, de um total de 374 individuos que alcangaram o estagio
adulto, 161 (43,1%) eram machos e 213 (56,9%) fémeas, ndo havendo diferenca

significativa entre estes valores (p=0,2113).

DISCUSSAO

A manutengdo de insetos em laboratdrio torna-se importante & medida que sao
utilizados em experimentos de natureza distinta. Quando se trata de um grupo de grande
importancia para saude publica, como ¢ o caso dos flebotomineos, estabelecer padroes
de manutencdo em condig¢des laboratoriais pode subsidiar importantes experimentos
relacionados a prevencgdo ou erradicagdo de doengas infecciosas ao homem e outros
animais.

Colonias de outras espécies de flebotomineos (L. lenti, L. longipalpis e L.
intermedia) foram estabelecidas no Estado de Minas Gerais a temperaturas que
variavam entre 26 ¢ 28 °C e umidade relativa entre 80 e 85% (Brazil et al. 1997) e no
municipio de Sdo Luis (L. longipalpis) a temperatura ¢ umidade que variaram entre
26,9- 27,2° e 62,4- 65,8%, respectivamente (Azevedo 2007). Quando se compara estes
dados, aos obtidos neste trabalho, observa-se que a umidade média para manutencao de
colonia de L. whitmani esta entre esses dois dados presentes na literatura, mas a

temperatura encontra-se entre o padrdo de variagao.

30



Neste trabalho verificou-se que umidades mais elevadas propiciam o
desenvolvimento de fungos e 4caros prejudicando sensivelmente o desenvolvimento de
colonia. Talvez esse resultado seja um reflexo do que vem ocorrendo em condigdes
naturais, onde tais organismos favorecidos por altos indices de umidades, caracteristicos
do norte do Maranhao, devido a sua posicao equatorial, funcione como controladores de
populacdes de flebotomineos.

O ciclo de vida dos flebotomineos pode variar de 30 a 90 dias, onde o periodo
entre a oviposi¢ao e a eclosdo ocorre entre 6 ¢ 17 dias, originando as larvas que por sua
vez podem demorar de 15 a 70 dias para se transformar em pupa e 7 a 14 dias a mais
para eclodirem os adultos (Pessoa & Barreto 1948). Esses dados corroboram as médias
entre os estagios do ciclo de vida de L. whitmani encontrados neste trabalho.

Experimentos realizados com colonizagdo de 3 espécies do género Lutzomyia (L.
lenti; L. longipalpis e L. intermedia) demonstraram periodos de ciclo de vida bem
proximos ao deste estudo, incluindo tempo entre os estagios e estadios larvais (Brazil et
al. 1997). Azevédo (2007) em seu estudo em Sdo Luis com L. longipalpis encontrou
médias no ciclo de vida desta espécie (38,1 & 2) abaixo as encontradas neste trabalho.

Segundo Pessoa & Barreto (1948) as fémeas de flebotomineos pdem entre 40 e
70 ovos corroborando com as médias encontradas neste trabalho.

Fémeas de L. longipalpis criadas em condigdes laboratoriais demoravam de 6 a
13 dias para ovipor apds a realizacdo do repasto sanguineo (Luitgards-Moura et al.
2000). Os dados de pré-oviposicao deste trabalho encontra-se dentro deste intervalo
mais com uma variacdo menor em relacdo ao numero de dias, de 6 a 10. Isso pode estar
relacionado, entre outros fatores, j4 que se trata de espécies diferentes, a uma maior
estabilidade de temperatura e umidade da col6nia aqui estudada, pois o

desenvolvimento embrionario pode variar principalmente de acordo com a temperatura
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que mesmo estando em um nivel considerado 6timo, pode sofrer variagdes sutis (mesmo
em condi¢des de laboratorio) e levar a sensiveis modificagdes no tempo de incubagao
(Scorza et al. 1968).

Além disso, quantidades excessivas de dgua no interior dos potes de polietileno,
no inicio do ciclo, podem formar uma pelicula liquida sobre os ovos, o que ¢
considerado prejudicial, por provocar retardamento no desenvolvimento embrionario
(Barretto, 1942).

Em relacdo ao periodo de mudanca entre os estadios larvais, nenhum trabalho
com esta espécie foi feito determinando o tamanho das larvas por estadio de
desenvolvimento, assim este trabalho pode ser considerado pioneiro. No estudo de
Brazil et al. (1997), apesar de inferir periodos para os estadios larvais, ndo coloca o
tamanho das larvas por estddio como foi determinado neste estudo.

E importante ressaltar que flutuagdes térmicas durante o periodo de
desenvolvimento larval exercem acdo nociva ao desenvolvimento das larvas, talvez
porque provoquem nas larvas um maior gasto metabdlico para se ajustar as sucessivas
variagdes de temperatura (Barretto 1942). Outro fator importante observado neste
estudo ¢ que as formas jovens sdo mais sensiveis, € sua resisténcia aumenta a medida
que se aproximam do ultimo estadio corroborando com a literatura (Barretto 1942).

Além disso, um ponto importante no desenvolvimento larval ¢ a intensidade de
luz, pois sua auséncia constitui um fator favoravel para o desenvolvimento das larvas
(Forattini 1973), assim, neste estudo esses padrdes foram mantidos, uma vez que, as
larvas eram mantidas na auséncia de luz no interior de uma camara biolédgica (B.O.D).

Em relagdo a razdo sexual da primeira geracdo da coldnia, neste trabalho,

observa-se um ligeiro predomino no nimero de fémeas em relacdo aos machos (1,3:1)
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discordando do trabalho de Santos et al. (1991), cuja propor¢ao de machos e fémeas na
primeira geracdo de uma coldnia ¢ de 1: 0,92.

Em sintese, um conhecimento profundo de caracteristicas do ciclo de vida e o
papel da contaminagdo por fungos e acaros que possam limitar o crescimento das
formas imaturas de flebotomineos sob certos parametros como temperatura e umidade,
observados nesse estudo, pode facilitar o desenvolvimento de novas estratégias de
controle da transmissdo de LT. Isso torna importante o desenvolvimento de futuros
estudos acerca da identificagdo das espécies de fungos e acaros responsaveis pelo

controle das formas imaturas desta espécie.
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Fig I. Caracterizacdo das formas imaturas de L. whitmani em condigdes laboratoriais
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CAPITULO Il

Preferéncia alimentar sanguinea de Lutzomyia whitmani em area de transmissao de

leishmaniose tegumentar no Maranhao, Brasil.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar as fontes de alimento sanguineo de fémeas de
Lutzomyia whitmani, espécie de flebotomineo incriminada no Maranhdo como principal
vetor da Leishmaniose Tegumentar (LT). Para isso, fémeas desta espécie coletadas no
municipio de Axix4, area com um dos maiores numeros de casos de LT em humanos no
Maranhao, foram analisadas utilizando a técnica da precipitina. Dos individuos
analisados, 90% apresentaram reacdo a algum tipo de anti-soro e dentre estes, 73%
apresentaram reac¢des do tipo simples com predominéncia para sangue de ave (22,2%),
roedor (14,3) e humano (12,7%). Nas reagdes duplas predominaram as combinagdes
ave/humano (6,3%), ave/mucura (4,8%), boi/humano e mucura’humano (3,2%). Assim,
concluimos que seres humanos, animais domésticos e sinantropicos constituem fonte
alimentar sanguinea para L. whitmani podendo desempenhar um papel importante no
ciclo de transmissdo da LT explicando os casos da doenca em Axixa.

Palavras-chave: Lutzomyia whitmani. Leishmaniose Tegumentar. Alimentagdo

Sanguinea. Precipitina.

ABSTRACT

Lutzomyia whitmani females are incriminated to be the vectors for Tegumentar
Leishmaniasis (LT) in Maranhdo. The blood nutrient species preference of 70
Lutzomyia whitmani females collected in the town of Axix4, exhibiting one of the most
cases of LT in human beings in the state of Maranhdo, was determined by the precepitin
technique. 90% of all examined sandflies showed a positive immune reaction and 73%
of them reacted for a single animal species being birds (22%), followed by rodents
(14.3%) and humans (12.7%). The vector blood preference, examined for 2 different
animals were the following: bird / human (6.3%) bird / opossum (4,8%) , ox / human
(3.2%) and opossum / human (3.2%). We conclude that human beings, domestic and
sinantropic animals are Lutzomyia whitmani nutrient sources and thus may serve as
Leishmania parasite reservoirs. This may explain why people in Axixa are suffering
from Leishmaniosis Tegumentar.

Keywords: Lutzomyia whitmani. Tegumentar Leishmaniasis. Blood nutrients. Precipitin.
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Lutzomyia whitmani é uma espécie de flebotomineo incriminada em muitas
regides como principal vetor de Leishmaniose Tegumentar — LT® e por isso, nos @ltimos
anos, vem sendo utilizada freqiientemente em estudos experimentais relacionados a taxa
de infecgdo por Leishmania, o que proporciona um melhor conhecimento desta como
vetor®. Apesar de L. whitmani ser freqiientemente encontrada em abrigos de animais
domésticos, pouco se conhece a respeito de seu comportamento alimentar.

A atracdo que diferentes animais silvestres e domésticos exercem sobre os
flebotomineos como fonte alimentar constitui-se importante para o conhecimento das
relacdes hospedeiro - vetor nos diversos ambientes, sobretudo em areas com
transmissdo de leishmanioses.

As agdes humanas sobre o meio ambiente atuam na selecdo das espécies de
flebotomineos e mamiferos reservatdrios de Leishmania, permitindo aqueles com maior
valéncia ecologica se adaptarem ao ambiente antrdpico. Essas agdes parecem favorecer
a presenca desses insetos e mamiferos no domicilio e peridomicilio, explicando, em
parte, a persisténcia das leishmanioses nesse tipo de ambiente. Além disso, as
habitagdes humanas de ma qualidade e em locais inadequados, a construgdo
desordenada de abrigos de animais domésticos no ambiente peridomiciliar e a caréncia
de condigdes minimas de saneamento basico sdo condi¢des comuns em areas rurais e
periféricas de centros urbanos’. Nessas areas, os mamiferos reservatorios de Leishmania
tém sobrevivido e os flebotomineos tém sido capturados em grande nimero'
favorecendo a infec¢do humana e de animais domésticos.

Os estudos das fontes sangiiineas de flebotomineos tém sido muito uteis no
esclarecimento da epidemiologia das leishmanioses, podendo vir a auxiliar as atividades

e iAo 4
de controle e vigilancia dessas doengas'.
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Assim, o estudo do contetido estomacal de insetos hematofagos ¢ de grande
significado ecologico e epidemioldgico, pois além de permitir descobrir a identidade
dos hospedeiros que servem de alimento aos flebotomineos, por ocasido do repasto
sangiiineo, pode fornecer subsidios para a indicag@o de reservatorios de Leishmania.

Neste trabalho, estuda-se a fonte alimentar sangiiinea de uma populacdo de L.
whitmani com o intuito de ampliar os conhecimentos sobre possiveis reservatorios de
Leishmania em uma das arecas com maior nimero de casos de LT em humanos no
Maranhao, onde estudos prévios sobre taxa de infec¢do natural e levantamento de casos
de LT demonstraram a presenca do parasita nos flebotomineos ¢ de grande quantidade

. y . ~ . -~ 5
de pessoas contaminadas revelando que hé infeccao circulando na regido™.

MATERIAIS E METODOS
Area de Estudo

As coletas foram realizadas no Municipio de Axixa (2°50°08°" S e 44°03°14”’
W), localizado na regido norte do estado do Maranhdo, na Amazonia Maranhense e sua

cobertura vegetal inclui o manguezal e a restinga. (figura I).

Figura I. Localizagao da area de estudo, Municipio de Axixa - MA
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O clima ¢ tropical mesotérmico e umido, com duas estacdes bem definidas, uma
chuvosa de janeiro a junho, ¢ uma estagdo de estiagem, de julho a dezembro. Os indices
pluviométricos podem atingir 2000mm/ano. As temperaturas sdo elevadas o ano todo
(média de 27°C), com varia¢ao anual pequena.

Os locais de coleta foram selecionados no peridomicilio de bairros com maior
nimero de casos de LT e caracteristicas essencialmente rurais, o que permitiu o
encontro do vetor em freqiiéncias favoraveis a realizacao do trabalho.

Os espécimes foram capturados com uso de quatro armadilhas luminosas em
miniatura tipo CDC (Center Control Disease), alimentadas por 4 pilhas alcalinas
grandes de 1,5 volts, que foram instaladas no peridomicilio de 10 casas rurais. Estas
funcionaram das 18:00 h as 06:00 h, ininterruptamente, uma vez por més durante 10
meses. Os insetos retidos foram triados com auxilio de esteromicroscopio para

separacao de fémeas ingurgitadas de L. whitmani.

Para determinagdo das fontes alimentares sangiiineas, os insetos foram analisados pelo
teste da reacdo da precipitina na FIOCRUZ, Rio de Janeiro, onde o tubo digestério dos
espécimes foi retirado e o contetido estomacal foi triturado em salina a 0,85%. Este macerado
foi deixado por 12 horas a temperatura entre 4 e 8°C e logo apds, centrifugado por 5 minutos
a 1.500 rpm, e o sobrenadante foi exposto a anti-soros de humano, ave, boi, cdo, cavalo, gato,

porco, roedor, mucura, tatu, lagarto e sapo.

RESULTADOS

No total foram examinadas 70 fémeas de L. whitmani e 90% apresentaram reacao aos
diversos anti-soros utilizados neste experimento.

Das fémeas que apresentaram reacdo a algum tipo de anti-soro, cerca de 73% foi do

tipo simples, ou seja, reagiram a apenas um unico anti-soro e 27% apresentaram reacgdes
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duplas, reagindo a dois anti-soros de combinag¢des diversas. No primeiro caso as fémeas
reagiram a 6 diferentes tipos de anti-soro e no segundo a 10 combinagdes diferentes. Nas
reagdes simples, anti-soros de ave, roedor ¢ humano predominaram com 22,2%, 14,3% e
12,7% respectivamente (Tabela I). Ja nas reacdes duplas, as combinagdes ave/humano (6,3%)
e ave / mucura (4,8%) se sobressairam diante das demais (Tabela I).

Ainda com relagdo as reagdes duplas, 11,4% do total de fémeas positivas para algum
tipo de anti-soro, apresentaram combina¢des com anti-soro de humano (ave/humano,

boi/humano e mucura/humano).
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Tabela I. Relagao entre numero de fémeas de L. whitmani e reagdo aos

diferentes tipos de anti-soros.

Anti-soro N° de fémeas % de fémeas
Ave 14 22,2
Humano 8 12,7
Porco 4 6.3
Mucura 7 11,1
Roedor 9 14,3
Boi 4 6,3
Mucura/Porco 1 1,6
Ave/ Mucura 3 4.8
Ave/Boi 1 1,6
Ave/Humano 4 6,3
Ave/Roedor 1 1,6
Boi/ Mucura 1 1,6
Boi /Humano 2 3,2
Mucura/Humano 2 3,2
Mucura/Roedor 1 1,6
Boi/Roedor 1 1,6

Total 63 100




Levando em consideragdo os dois tipos de reacdo, as aves foram o tipo de fonte
alimentar mais procurada pelos insetos com 28,75% do total de fémeas positivas para algum

tipo de anti-soro (Figura II).
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Figura Il. Preferéncia alimentar de fémeas de Lutzomyia whitmani do municipio de

Axixa, Estado do Maranhao.

DISCUSSAO

Investigar o conteudo estomacal de insetos hematéfagos constitui-se em um
importante estudo principalmente quando se trata de espécies incriminadas na
transmissao de microorganismos patogénicos com ¢ o caso de L. whitmani.

Utilizando-se da reagdo da precipitina como metodologia para detectar a fonte
alimentar sanguinea, neste trabalho observou-se que L. whitmani possui um
comportamento bastante eclético, uma vez que sugou o sangue de aves e mamiferos
domésticos e sinantropicos, incluindo ainda na sua dieta, o sangue humano. O carater
oportunista desta espécie ja foi verificado por outros autores''* e constitui um aspecto

ecoldgico de grande relevancia na epidemiologia da LT.
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A analise do conteudo estomacal de fémeas de flebotomineos, por qualquer um
dos métodos utilizados (precipitina, ELISA ou dot-ELISA), tem mostrado que os
flebotomineos, de modo geral, ajustam o seu padrio alimentar de acordo com a
disponibilidade de hospedeiros, mostrando o oportunismo desses dipteros que sugam
uma ampla variedade de vertebrados '*.

A presenga de animais domésticos ¢ a possibilidade deles virem a participar
como hospedeiros sangiiineos dos flebotomos podem favorecer a aproximacgdo e a
manutencio destes insetos no peridomicilio *.

Neste estudo realizado em Axixd, area endémica para LT no Maranhao,
verificou-se que nas casas onde nao havia abrigo de animais domésticos, as capturas ndo
eram bem sucedidas, caracterizando que a presenca de L. whitmani esta diretamente
relacionada a presenga destes animais.

Notavelmente, L. whitmani tendeu a sugar mais sangue de ave neste estudo, uma
vez que este grupo predominou em relagdo aos demais nas reagdes duplas e simples.
Isto provavelmente pode ser explicado pela grande quantidade de casas com galinheiros
no municipio e Axixa. Esse resultado mostra a grande influéncia atrativa que estas aves
tém em relagdo a fonte de alimentacao de L. whitmani.

Por outro lado, no municipio de Buriticupu, na regido amazdnica do estado, a
oeste, L. whitmani apresentou maior associagdo com sangue de roedores (44,4%) e de
eqiiinos (22,2%) e menos sangue humano (11,1%), apesar das aves (galinhas) estarem
presentes em 87% das residéncias °.

Um forte indicio da atratividade que as galinhas exercem sobre os flebotomineos
foi observado na Vila Bom Viver, municipio da Raposa localizado na Ilha de Sao Luis,

MA, quando a presenca de L. longipalpis, incriminado como vetor da L. chagasi
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causador da Leishmaniose Visceral estava diretamente relacionado com a presenca de
galinhas no peridomicilio das casas onde foram realizadas as coletas *.

Apesar da literatura ndo apresentar nenhum relato de que aves sejam
reservatorios de Leishmania,® sugere que esta ave tenha um papel muito importante na
peridomiciliagdo do L. longipalpis e L. whitmani, pois funcionam como chamariz para
os vetores, mantendo-os no ambiente humano. Este aspecto foi verificado em estudos
realizados nos Municipios da Raposa' ¢ de Sdo José de Ribamar® na Ilha de Sdo Luis,
quando uma grande quantidade de L. longipalpis foram capturados no ambiente
peridoméstico, utilizando-se a galinha como isca.

O segundo grupo de animais mais sugados pelas fémeas de L. whitmani foi o dos
roedores, considerados animais sinantropicos. A presenca destes vertebrados no
peridomicilio como visitantes freqilientes foi relatada pelos moradores da regido onde
foram realizadas as coletas. Este fato mostra a grande necessidade de estudar estes
animais como possiveis reservatorios da Leishmania.

Um dado importante a ser observado ¢ a auséncia de reagdo para anti-soro de
cdes apesar da presenca destes no peridomicilio das casas onde foram realizadas as
coletas mostrando a preferéncia das fémeas de L. whitmani a vertebrados domésticos
como as galinhas (aves) e a animais sinantropicos ao peridomicilio como roedores e
mucuras.

Outro fato que merece grande destaque ¢ a presengca do homem como terceiro
grupo mais utilizado pelas fémeas para o repasto sanguineo, sendo superado somente
pelas aves e roedores, demonstrando o alto grau de antropofilia desta espécie. Além
disso, o homem esteve presente em reagdes duplas com aves, boi e mucura onde, este
ultimo, pode ser o potencial reservatorio da Leishmania, uma vez que existem casos

positivos da doenga na regido das coletas. O mesmo pode ser observado em um trabalho
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desenvolvido na Costa Rica, onde foi capturado um nimero significativo de flebotomos
- 13
em iscas humanas .

A presenga de exemplares de L. whitmani alimentados, ao mesmo tempo, com
sangue humano e mucura no peridomicilio nos leva a crer na hipdtese de que a
transmissdo da infec¢@o esteja ocorrendo nos ambientes peri e intradomicilio, ou seja,
todos os elos da cadeia de transmissdo da Leishmania estdo presentes nestes ambientes
no Municipio de Axixa, o que pode explicar o nimero de casos de Leishmaniose

Tegumentar que vém sendo notificados nos tltimos anos.
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Conclusao Geral

O estudo de aspectos relacionados a biologia de insetos como o Lutzomyia
whitmani, incriminado na transmissdo da Leishmaniose Tegumentar, vem subsidiar
estratégias de controle do vetor diminuindo a incidéncia de casos dessa doenga no
homem e em outros animais.

Além disso, isoladamente cada um desses fatores possuem sua contribuicao
individual. A determinacdo de parametros de manutencdo de uma colonia em
laboratoério € importante, uma vez que, fornece espécimes para o desenvolvimento de
estudos de naturezas diversas, como moleculares e imunolégicos. Ainda, os fungos e
acaros podem constituir-se uma possivel forma de controle bioldgico, pois interferem
no desenvolvimento das formas imaturas.

Conhecer as fontes alimentares sanguineas de insetos vetores significa
determinar os provaveis reservatorios do parasita conhecendo todos os elos do processo
de transmissao.

E por fim a determinagdo da capacidade vetorial de L. whitmani para espécies de
Leishmania causadoras da LT, quando associados a aspectos entomologicos e
epidemioldgicos, nos leva a concluir que essa espécie € realmente uma das dispersoras

desta doenga.
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