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PREFACIO

Doenga polimorfica que acomete o tegumento e as mucosas, causada por varios protozoarios
pertencentes a espécies do género Leishmania que existem como parasitas intracelulares nos seres
humanos e outros hospedeiros mamiferos. (L. amazonensis, L aethiopica,). Aleishmaniose ainda ¢ uma
das doencas mais negligenciadas do mundo, afetando principalmente os mais pobres, principalmente
nos paises em desenvolvimento; estimando-se que 350 milhdes pessoas vivem em risco de contrair
leishmaniose, e cerca de 2 milhdes de novos casos todos os anos. A leishmaniose visceral (VL),
também conhecida como calazar, ¢ a forma mais grave da leishmaniose. Se nao for tratada, chega
a ser fatal, sendo endémico em mais de 40 paises — altamente endémico no subcontinente indiano e
no leste da Africa — e aproximadamente 200 milhdes de pessoas correm o risco de serem infectadas.
Estima-se que 200 a 400 mil novos casos de calazar ocorram anualmente no mundo. A conclusao mais
importante dos especialistas ¢ que o controle adequado da leishmaniose em todo o mundo ¢ viavel
com os medicamentos e ferramentas de diagnostico atualmente acessivel. No entanto, foi reconhecido
que existia ¢ uma falta crucial de financiamento, compromisso politico € cooperagdo nacional e
internacional. A OMS ¢ motivada a assumir a lideranga no estabelecimento de programas de controle
eficazes nas areas afetadas, onde estdo mais necessarios com urgéncia. Este relatério ndo apenas
fornece orientagdes claras sobre a implementacdo, mas também deve aumentar a conscientizagao
sobre a carga global da leishmaniose e sua negligéncia. No Brasil, pais de dimensdes continentais
e de alto indice de desigualdade social, a Leishmaniose encontra espago para tomar os suburbios
das grandes cidades, apoiada pelos desequilibrio ambiental e falta de investimentos por parte dos
governos estaduais e federal. Saber mais sobre a situacao desta doenga no nosso pais, ajuda a entender

como se distribui e se dispersa. Essa obra, da sua parcela de contribuigao.

Em nossos livros selecionamos um dos capitulos para premiacdo como forma de incentivo
para os autores, e entre os excelentes trabalhos selecionados para compor este livro, o premiado
foi o capitulo 2, intitulado “DISTRIBUICAO ESPACO-TEMPORAL DAS ESPECIES DE
FLEBOTOMINEOS IDENTIFICADAS NO TRIANGULO CRAJUBAR”.
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CAPITULO 1

CONTRIBUICOES SOBRE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR: ASPECTOS DA
BIOLOGIA DOS VETORES

Cecilia Oliveira Lavitschka
Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo (USP) - Sdo Paulo/SP

CV: http://lattes.cnpq.br/9229079795963902

Morgana M. C. de S. L. Diniz
Faculdade de Satde Publica (USP) — Sao Paulo/SP

CV: http://lattes.cnpq.br/3464376209407373

RESUMO: Introdugdo: a transmissdo da leishmaniose ocorre através da picada das fémeas de
flebotomineos infectadas. No Brasil a leishmaniose tegumentar americana ¢ uma doenc¢a com diversos
agentes, vetores e reservatorios e o conhecimento ainda ¢ muito limitado o que torna ainda mais dificil
o seu controle. Objetivo: investigar o desenvolvimento biologico da espécie Nyssomyia intermedia
(importante vetor de leishmaniose tegumentar). Métodos: Os espécimes foram coletados no municipio
de Iporanga-SP no bairro Serra. Os insetos foram coletados com armadilhas luminosas tipo CDC e
com armadilhas de Shannon modificadas. Um grupo de fémeas foi alimentado em hamters limpos
e outro grupo foi alimentado em hamsters infectados, todas as fémeas ingurgitadas foram separadas
e acompanhadas diariamente, bem como suas formas imaturas. Resultados: foram alimentadas em
hamster limpos 412 fémeas da espécie Ny. intermedia das quais 337 realizaram oviposi¢ao de 9437
ovos, desses 38,4% nao eclodiram, das larvas 64,25%, ndo chegaram a idade adulta. Na alimentacao
em hamster infectados foram expostas 68 fémeas dessas 46 se alimentaram, a expectativa de vida das
fémeas de Ny. intermedia ap0s o repasto infectante no inicio da cultura foi de 4,51dias. Conclusao: a
mortalidade mais expressiva na colonia aconteceu no primeiro instar larval, mais da metade das larvas
ndo chegaram a fase adulta. Nas fémeas com alimenta¢do infectante a maior mortalidade aconteceu
no periodo do ciclo gonotrdfico. A manutencdo de uma coldonia de flebotomineos em laboratorio €

desafiador.

PALAVRAS-CHAVE: Flebotomineio. Leishmaniose. Infeccao.
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CONTRIBUTIONS ON CUTANEOUS LEISHMANIASIS: ASPECTS OF VECTOR
BIOLOGY

ABSTRACT: Introduction: Leishmaniasis transmission occurs through the bite of infected sandfly
females. In Brazil, American cutaneous leishmaniasis is a disease with several agents, vectors and
reservoirs and knowledge is still very limited, which makes its control even more difficult. Objective:
to investigate the biological development of the species Nyssomyia intermedia (important vector of
cutaneous leishmaniasis). Methods: The specimens were collected in the municipality of [poranga-SP,
in the Serra neighborhood. The insects were collected using CDC light traps and modified Shannon
traps. One group of females was fed on clean hamsters and another group was fed on infected hamsters,
all of the engorged females were separated and monitored daily, as well as their immature forms.
Results: 412 females of the Ny species were fed clean hamsters. intermediate of which 337 oviposited
9437 eggs, of those 38.4% did not hatch, of the larvae 64.25%, did not reach adulthood. When feeding
on infected hamsters, 68 females of these 46 were fed, the life expectancy of Ny females. intermedia
after the infective meal at the beginning of the culture was 4.51 days. Conclusion: the most significant
mortality in the colony occurred in the first larval instar, more than half of the larvae did not reach
adulthood. In females with infective feeding, the highest mortality occurred during the gonotrophic

cycle. Maintaining a phlebotomine colony in the laboratory is challenging.

KEY WORDS: sand fly. Leishmaniasis. infection

INTRODUCAO

As leishmanioses s3o um conjunto de doengas parasitarias de distribuicdo global, ocasionadas
por protozoarios da familia Trypanosomatidae, género Leishmania, que apresentam uma variedade
de manifestacdes patologicas podendo acarretar em diferentes danos a satide humana. Podem ser
classificadas de acordo com sua manifestagdo clinica em tegumentar, mucocutanea ou visceral
(PIMENTA, SECUNDINO, BLANCO, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

A Leishmaniose Tegumentar (LT) ¢ uma zoonose de animais silvestres e, acomete o homem
de forma acidental. Contudo, em locais antropizados com presenca de animais sinantrdpicos e
domésticos, a LT pode apresentar um carater zooantroponético (BRAZIL, RODRIGUES, FILHO,
2015). No Brasil ¢ uma doenga com diversos agentes, vetores e reservatorios e o conhecimento ainda

¢ muito limitado o que torna ainda mais dificil o seu controle (BRASIL, 2017).

A distribui¢ao de casos de LT abrange principalmente areas florestadas rurais com perturbagdes
ambientais. Entretanto, alguns autores sugerem um novo padrdo de distribui¢do associado ao
peridomicilio, apontando para a adaptagao dos vetores, flebotomineos, a este ambiente (LAINSON e
SHOW, 2005). A LT vem apresentando uma rapida distribui¢do geografica no Brasil, sua ocorréncia

ndo mais se restringe a area de mata e de animais silvestres, vem ocorrendo também em &rea rurais,
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periurbanas e urbanas (DIAS et al, 2007)

Seu impacto no ambito da saude publica ¢ alto, pois, mesmo nao sendo uma doenca fatal,
causa deformidades que levam a problemas psicologicos, afetando tanto o campo social quanto o
econdmico. (MINISTERIO DA SAUDE, 2010; RANGEL e LAINSON, 2003). O tratamento quando
nao oportuno ou feito de forma inadequada, pode levara lesdes mutiladoras e desfigurantes, causando
enorme impacto psicolégico, social e econdmico especialmente em casos mucocutaneos, resultando
em Uultima estancia no obito do individuo acometido (LAINSON e SHOW, 2005; GONTIJO e
CARVALHO, 2003). E considerada pela Organiza¢io Mundial da Satide como uma das seis mais

importantes doengas infecciosas devido as suas altas taxas de incidéncia e morbidade (WHO, 2010).

As manifestacdes clinicas da LT s3o influenciadas pela espécie de Leishmania juntamente
com a resposta imunologica do paciente, geralmente caracteriza-se por lesdes ulcerosas de fundo
granuloso, com bordas salientes de formato arredondado ou ovalado. Estas lesdes podem ser Unicas
ou multiplas e com menor frequéncia, apresentam-se na forma de ndédulos ou pequenas papulas
(FORATIINI, 1973; OMS,1990). Existe ainda a forma mucosa, que afeta especialmente as mucosas
da boca e nariz (LESSA et al, 2007).

A transmissdo da leishmaniose ocorre através da picada das fémeas de flebotomineos
infectadas, também conhecido como birigui, tatuquira ou mosquito palha. Os flebotomineos sdo insetos
holometabolos, com quatro estdgios de desenvolvimento: ovo, larva (com quatro estadios), pupa e
adulto (BARRETO, 1942; SHERLOCK, 2003). Sua distribui¢do geografica ¢ ampla, ocorrendo em
abundancia nas regides tropicais do globo e estdo presentes em ambientes silvestres, rurais e urbanos
(FORATIINI, 1973; RANGEL e LAINSON, 2003; SHERLOCK, 2003).

As formas larvais possuem aspecto vermiforme com um ou dois pares (dependendo do instar
larval) de longas cerdas caudais. Os adultos, por sua vez, apresentam porte pequeno, corpo coberto
por cerdas finas, pernas alongadas, asas lanceoladas que permanecem em posi¢cdo semiereta e afastada
da superficie do corpo (FORATIINI, 1973).
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Figural: Estagios do desenvolvimento do flebotomineo do género Nyssomyia A) ovo B) Larva C)Pupa D)
Adulto?.

Os adultos permanecem em abrigos durante o dia, locais protegidos de grandes alteragdes
ambientais, que podem ou ndo estar associados aos criadouros naturais ou fontes alimentares (BRAZIL
e BRAZIL, 2003). A hematofagia ¢ realizada somente pelas fémeas que saem de seus abrigos em

busca de repasto sanguineo no entardecer e durante a noite. (SACKS et al, 2008).

O sangue ingerido ¢ utilizado para a maturacdo dos ovos. Como fontes nutritivas, fémeas e
machos, alimentam-se de actcares de seiva de plantas e de hemolinfa de afideos (BRAZIL e BRAZIL,
2003). As larvas dos flebotomineos sdo terrestres. Seus criadouros reportados compreendem solo em
chiqueiros, galinheiros, toca de animais, cavernas, ocos de arvores e outros locais com actimulo de
matéria organica (FELICIANGELI, 2004). Porém, dados sobre os criadouros naturais sao escassos €

poucas sdo as espécies que tém seu criadouro natural descrito (BRAZIL e BRAZIL, 2003).

Das espécies incriminadas como vetoras da Leishmania (Viannia) braziliensis, destacam-se
Ny. intermedia. A espécie foi descrita em 1912 por Lutz e Neiva, os primeiros dados sobre a infec¢ao
natural deste flebotomineo foram descritos por ARAGAO (1922) que observou a infec¢do natural

desta espécie por Leishmania spp.

A infec¢do natural de Ny intermedia por Leishmania (Viannia) braziliensis foi descrita
por RANGEL etal, (1984) em Jacarepagua-RJ. A capacidade de desenvolver o parasito foi demostrada
por meio de infecgdes experimentais em laboratorio por Rangel et al (1992). Sua ocorréncia abrange
os estados do Piaui, Ceara, Alagoas, Pernambuco, Bahia, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Parané e Sao Paulo (GALATI, 2017).

Tendo em vista que Ny intermedia ¢ considerado um dos principais vetores da LT, e dado a
dificuldade de obten¢do de dados a respeito da biologia dos flebotomineos o presente capitulo visa
divulgar informacdes sobre a biologia de Ny infermedia, espécie com importante papel vetor de

Leishmania (Viannia) braziliensis, visto que as agdes epidemioldgicas relacionadas as leishmanioses



deve abordar medidas de atuacdo na cadeia de transmissao.

MATERIAL E METODO

Os espécimes foram coletados no municipio de Iporanga-SP no bairro Serra. Os insetos foram
coletados com armadilhas luminosas tipo CDC e com armadilhas de Shannon modificadas (GALATI,
2001), nas cores preta e branca. Também foram realizadas capturas em substratos utilizados pelos
espécimes para pouso: paredes e teto de abrigos de animais domésticos e tronco de arvores ou
mourdes de cerca. As armadilhas tipo CDC ficaram expostas por um periodo de 12 horas, das 19:00
as 07:00 horas, enquanto que as capturas em armadilhas de Shannon e em outros substratos ocorreram
das 19:00 as 23:00 horas. Ap0s a captura, os flebotomineos foram transportados para o laboratorio
LESP/ Phlebotominae (FSP/USP) em gaiolas de tecido ou em potes plasticos individuais, cobertos
com tecido imido e acomodados no interior de caixas de isopor para a manuten¢do de temperatura e

umidade.

No laboratorio, o processo de cultura dos flebotomineos foi realizado de acordo com o
proposto por Killick-Kendrick e Killick-Kendrick (1991) com modificagdes (OVALLOS, 2011).
Como fonte sanguinea foram utilizados hamsters anestesiados. A anestesia foi realizada por
aplicacdo intramuscular na dose: cloridrato de ketamina (15 mg/kg) +cloridrato de xilazina (0,05
mg/kg) de acordo com o peso corporal do animal. Ap6s a anestesia o hamster foi colocado em
uma gaiola contendo os flebotomineos por um periodo de até 50 mim. Uma vez ingurgitadas, as
fémeas foram individualizadas em tubos de acrilico transparentes contendo gesso umedecido para a
oviposi¢do. Para repasto infectante foi realizado o mesmo procedimento com hamsters infectados por

Leishmania braziliensis.

A manutengao dos espécimes ocorreu a uma temperatura de 25+- 1°C e umidade de 70%. Apos
a oviposicao as fémeas foram agrupadas a nivel de espécie, de acordo com a classificagdo proposta
por Galati (GALATI, 2017) e os ovos transferidos para placa de petri e foram seguidos diariamente

para obtencao de dados relativos a dura¢ao do ovo adulto e mortalidade.

As fémeas obtidas pela F1 foram desafiadas a se alimentar em Hamster infectado com L.
brasiliensis. ApOs o repasto sanguineo as fémeas foram mantidas em gaiola e foi oferecido algodao
embebido em solucdo agucarada como fonte de acucares. Sua sobrevivéncia foi acompanhada

diariamente.

RESULTADO E DISCUSSAO
Estabelecimento de colonia em laboratdrio e desenvolvimento do vetor

Dos espécimes coletados foram alimentadas 412 fémeas da espécie Ny. intermedia das quais

81,2% (337) realizaram oviposicao de 9437 ovos. Do total de ovos seguidos 38,4% nao eclodiram,
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das larvas 64,25%, ndo chegaram a idade adulta. No experimento realizado por ANDRDE FILHO et
al (2004) apenas 57,7% das fémeas de Ny. itermedia alimentadas realizaram oviposi¢do e obteve-se
3.228 ovos, desses ovos 54,3% nao eclodiram.

A grande mortalidade ocorre especialmente no primeiro instar larvar representando 27,77%
da mortalidade seguido pela fase de pupa com 18,3% do total de mortalidade. Esta mortalidade
pode estar associada a presenga de fungos filamentosos onde as larvas de primeiro instar, por serem
menores € mais frageis, se enroscavam e morriam por nao conseguirem se soltar. O mesmo pode
ser observado quanto as pupas que por serem sesseis ndo apresentam defesa contra os fungos. A
mediana de tempo de duracao do ovo até adulto foi de 35 dias corroborando o valor encontrado por
ANDRADE FILHO et al (2004) que observou uma mediana de 34,9 dias para a mesma espécie.

A colonizacao de espécimes em laboratorio ¢ trabalhosa e em geral pouco produtiva, exige
muitas horas de trabalho diario além da dificuldade de se acertar as condigdes de temperatura, umidade

¢ alimentacao.

Sobrevida de Ny. intermedia apos repasto infectivo

Tabela 1. Sobrevida das fémeas de Ny. intermedia ingurgitadas em hamster infectado pela Leishmania (Viannia)

braziliensis.

Classe de idade Intervalo de idade Numero de sobreviventes Numero de Mortes
(dias) (dias) No comeco do intervalo no
X XaX+1 K Intervalo de idade
0 0-1 46 3
1 1-2 43 3
2 2-3 40 3
3 3-4 37 6
4 4-5 31 7
5 5-6 24 18
6 6-7 6 5
7 7-8 1 1
8 8-9 - -

No experimento de alimentagdo em hamnster infectado foram liberadas na gaiola 68 fémeas,
dessas 46 se alimentaram. .A expectativa de vida das fémeas de Ny. intermedia ap6s o repasto
infectante no inicio da cultura foi de 4,51dias (Tabela 1). O numero de mortes foi aumentando dia
a dia, se mantendo uma sobrevivéncia acima de 50% no intervalo de 4-5 dias. O maior nimero de
mortes, portanto, uma menor sobrevivéncia ocorreu no intervalo de 5-6 coincidindo com a mediana

do ciclo gonotréfico (mediana do nimero de dias entre a alimentagdo sanguinea e a oviposi¢do),
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indicando a influéncia da oviposi¢ao na mortalidade das fémeas. A mediana da sobrevivéncia apos o

repasto em hamster infectado foi de 6 dias.

A expectativa de vida de fémeas de flebotomineos pode ser mensurada através de observagoes
realizadas diretamente em campo, com captura dos insetos, marcagao com pé fluorescente, soltura
dos mesmos no meio ambiente e recaptura (estimativa horizontal), ou de maneira vertical usando
a taxa de fémeas multiparas e o periodo do ciclo gonotréfico. Em laboratorio a expectativa de vida
dessas fémeas pode ser acompanhada diariamente, observagdes as fémeas em intervalo de tempo
controlado até a morte de toda populagdao. (MILBY e REISEN, 1989; CAREY, 1993; CASANOVA,
et al., 2009 ). Através de trabalhos realizados em campo com captura-marcagdo-soltura e recaptura

Casanova et al. (2009) chegou a uma sobrevida maxima de 11 dias para fémeas de Ny. Intermedia.

A manutencao de uma coorte de fémeas alimentadas em laboratorio é uma tarefa extremamente
delicada, ja que é muito dificil reproduzir de maneira adequada o ambiente natural a que a mesma
encontra-se adaptada, outro desafio é conseguir manter fémeas vivas ap6os o evento da oviposi¢ao, ja

que esse ¢ um periodo critico que leva a maior parte das fémeas a morte.

CONSIDERACOES FINAIS

A compreensdo da epidemiologia das leishmanioses esta diretamente ligada ao conhecimento
da ecologia dos flebotomineos, ja que o ciclo de vida desses insetos representa um papel fundamental

na cadeia de transmissao dessa doenca.

Fatores ambientais como humidade e temperatura podem ter influenciado em uma mediana
menor em tempo de vida das fémeas do que a observada nos trabalhos de campo realizados por
CASANOVA et al (2009).

Informacao sobre a biologia dos imaturos proporciona bases para futuros estudos e manutencao

de coldnia para melhor avaliar competéncia e capacidade vetora dos insetos.
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