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RESUMO

Introducdo - A leishmaniose visceral no Estado de S&o Paulo vem
acometendo popula¢gBes caninas e humanas de varios centros urbanos e
encontra-se em franca expansao. Desde a sua introducéo no Estado de S&o
Paulo, novas areas na regido metropolitana da Grande Sao Paulo tém sido
identificadas com a infeccdo na populacdo canina e felina, sem que a
espécie vetora comprovada, Lutzomyia longipalpis, tenha sido encontrada.
Diferentemente de outras é&reas, onde a transmissdo da leishmaniose
visceral se da em ambiente urbano consolidado, na Grande Sao Paulo,
ocorre em ambiente de transicdo urbano-rural. Neste ocorrem residuos de
matas nos quais os flebotomineos antropofilicos, Pintomyia fischeri e
Migonemyia migonei se desenvolvem. A capacidade vetorial é definida como
a taxa diaria de picadas potencialmente infectivas que a populacdo de um
vetor levard a cabo ao se alimentar em um Unico tipo de hospedeiro
(REISEN, 1989). Objetivo — Comparar a capacidade vetorial de Pintomyia
fischeri e Migonemyia migonei oriundas de foco de leishmaniose visceral
canina da Grande Sao Paulo e compard-la com a de Lu. longipalpis,
proveniente de area endémica, Campo Grande, estado de Mato Grosso do
Sul, para a transmissdo do agente, Leishmania (L.) infantum chagasi, da
leishmaniose visceral americana. Métodos — A sobrevida infectiva de cada
espécie de flebotomineo foi calculada por meio da estimativa vertical (tdbua
de vida) de fémeas de primeira geracdo cultivadas em laboratério. Os
demais parametros compreenderam: atratividade do c&o doméstico aos
flebotomineos (dado de campo); e, em condi¢cdes de laboratorio: infecgao
experimental dos flebotomineos pela L. (L.) i. chagasi apds sua alimentacéo

em cdaes infectados, periodo de incubacgéo extrinseca do parasita e duracédo



do ciclo gonotréfico. Resultados — Em relagdo aos parametros estudados,
observou-se respectivamente para Lu. longipalpis, Pi. fischeri e Mg. migonei:
densidade de fémeas/cao/dia 3,5, 55 e 0,04; proporcdo de fémeas
alimentando-se no céo 0,71, 0,64 e 0,70; periodos de incubacéo extrinseca
estimados (dias) 7, 4 e 7; mediana do ciclo gonotroéfico (dias) 5, 6 e 7, e
sobrevida infectiva (dias) 4,13, 0,74 e 2,14. A capacidade vetorial da
populacdo de Lutzomyia longipalpis foi de 2,02 novas infec¢gbes por dia de
exposicdo de um céo infectado. Para Pintomyia fischeri este valor
compreendeu 0,108 e para Migonemyia migonei, 0,0024. Conclus®es. Lu.
longipalpis apresenta a capacidade vetorial em relacdo a Leishmania
infantum chagasi 18,7 vezes a de Pi. fischeri e esta espécie 45 vezes a de
Mg. migonei. Portanto, no foco de leishmaniose visceral canina da regido
Embu/Cotia, se demonstrada a competéncia para as duas espécies de
flebotomineos, Pi. fischeri poderia atuar na transmissédo desta Leishmania
em virtude da sua densidade elevada e infeccdo experimental, enquanto que

a participacdo de Mg. migonei parece pouco provavel.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina, Flebotomineos, Capacidade
vetorial, Lutzomyia longipalpis, Pintomyia fischeri, Migonemyia migonei.
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ABSTRACT

Introduction - Visceral leishmaniasis has been affecting canine and human
populations in various urban centers in Sdo Paulo state and the area of its
distribution has been growing steadily. Since its introduction into the state,
the infection has been identified in canine and feline populations of Greater
Séao Paulo. Differently from other areas, where the transmission of visceral
leishmaniasis occurs in a consolidated urban environment, in Greater S&o
Paulo it takes place in a transitional urban-rural environment, where in the
residual forests the anthropophilic sandflies Pintomyia fischeri and
Migonemyia migonei are found. Vectorial capacity is defined as the daily rate
of the potentially infectious bites that a vector population will inflict on one
single type of host while feeding on it (REISEN, 1989). Objective — To
compare the vectorial capacity of Pintomyia fischeri and Migonemyia migonei
from a focus of visceral canine leishmaniasis of Greater Sdo Paulo to that of
Lu. longipalpis from Campo Grande, an endemic area of the Mato Grosso do
Sul state, in terms of the transmission of Leishmania (L.) infantum chagasi,
the agent of American visceral leishmaniasis. Methods — The infective
survival time of each phlebotomine species was calculated by means of
vertical estimation (life table) of first generation females bred in the
laboratory. The other parameters included: the attractiveness of the domestic
dog to phlebotomines (field data) and; under laboratory conditions: the
experimental infection of phlebotomines by L. (L.) i. chagasi after being fed
on infected dogs; the extrinsic incubation period of the parasite and the

duration of the gonotrophic cycle. Results — As regards the studied



parameters were respectively observed for Lu. longipalpis, Pi. fischeri and
Mg. migonei: the density of females/dog/day 3.5, 5.5 and 0.04; the proportion
of females that fed on the dog 0.71, 0.64 and 0.70; the extrinsic incubation
period (days) 7, 4 and 7 (estimated); the median gonotrophic cycle (days) 5,
6 and 7, and the infective survival period(days) 4.13, 0.74 and 2.14. The
vectorial capacity of the Lutzomyia longipalpis population was calculated as
2.02 new infections per day of the exposure of an infected dog. For
Pintomyia fischeri this value was 0.108 and for Migonemyia migonei, 0.0024.
Conclusions. The vectorial capacity of Lu. longipalpis in relation to
Leishmania infantum chagasi was 18.7 times that of Pi. fischeri and that of
this latter species was 45 times that of Mg. migonei. Thus, in the focus of
visceral canine leishmaniasis in the Embu/Cotia region, if the vectorial
competence of the two species be demonstrated, Pi. fischeri might be active
in the transmission of this leishmania by virtue of its greater density and
higher experimental infection rate, whereas the participation of Mg. migonei

seems unlikely.

Keywords: canine visceral leishmaniasis, phlebotomines, vectorial capacity,
Lutzomyia longipalpis, Pintomyia fischeri, Migonemyia migonei.



INDICE

1. INTRODUGAO ...ttt st 17
1.1. ASPECTOS GERAIS DA LEISHMANIOSE VISCERAL .................. 17
1.2. VETORES ... ottt nnnnnnnnnes 19
1.3. BIOLOGIA DE FLEBOTOMINEOQOS.........cciieeeeeteeeeceeee e, 21
1.4. CAPACIDADE VETORIAL ...ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 25
1.5. N [0S I 1 (O AN I 29
2. OBUJETIVOS ... 32
2.1 OBJETIVO GERAL......ccoiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 32
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS ....ceveveeeeeececeeeeeeee e, 32
3. MATERIAL E METODOS ......coocviiiieiesiciete sttt 33
3.1 DENSIDADE DOS FLEBOTOMINEOS EM RELACAO AO CAO (m)
33
3.2. OBTENCAO DA PRIMEIRA GERACAO (F1) - DADOS
NECESSARIOS PARA OBTENGAO DOS PARAMETROS: a, b, P, n ........ 34
3.2.1. LOCAIS d€ COleta......ccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 34
I =1 (o To [o Ko [ @] =3 - 36
3.2.3. Obtencao da Primeira Geracdo em Condi¢des de Laboratério....... 37
3.2.3.1. Alimentacdo Sanguinea das Fémeas no Laboratorio...................... 37
3.2.3.2. Individualizacdo das Fémeas Gravidas e/ou Ingurgitadas .............. 37
3.2.3.3. Transfer@ncia doS OVOS ..........uiiiiieeiiiiiiiiiiie e e e e eeeeiin s e e e e eeeeees 38
3.2.3.4. AliMmentacao das Larvas .........ccceeeeeeeeiiiiiiiiiiie e e 39
3.2.3.5. Seguimento das Formas Imaturas ...........ccceeeeeeeeeieeeeiiiiiinieeeeeeeeeennns 39
3.3. DURACAO DO CICLO GONOTROFICO (GC) ...ccveeveveeeceececren 39
3.4. TAXA DE REPASTO SANGUINEO EM CAO (Al) E INVESTIGACAO
DA TAXA DE INFECCAO EXPERIMENTAL (D) v.vvovvevieieeieeieeececeeee e 40
3.5. EXPECTATIVA DE VIDA INFECTIVA (€inf) c-eevvvvverummmmmmmmmmnnnnnnnnnnnnnns 42
3.6. DISSECCAO DAS FEMEAS E PERIODO DE INCUBACAO
EXTRINSECA (N) .ttt ettt eae e 42
3.7. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS .....c.cceoveeveeieceeceeenn 43
3.7.1. Estimativa da Durac¢ao do Ciclo de Vida .........ccccccvvvveiiiiiiiiiiinnnnnne. 43
3.7.2. Analise da Mortalidade das Formas Imaturas ..........cccccccevveeeeeeeenne. 43
3.7.3. Expectativa de Vida INfECHIVA (Einf).....errrrrrrrrmirireeeerrreeiiiiiiieeeeeeeeeennns 44
3.7.4. Comparacédo das Curvas de Sobrevida.............coovvviiiiiiiiiiiiienins 45
3.7.5. Habito de Picar 0 CA0 (8) ....cevvrrrriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 45
3.7.6. Taxa de Infeccdo Experimental.............oouuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 46
3.7.7. Proporgao de Fémeas com Formas Infectantes (D) .......cccccevvvveeene. 46
3.7.8. Duracéo do periodo de incubacao extrinseca (N) .......cccccvvvvvveeeereennnn. 46
3.7.9. Capacidade Vetorial...........ccccuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee a7
3.8. CONDICOES PARA A MANUTENCAO DOS INSETOS, ASPECTOS
ETICOS E DE BIOSSEGURANGCA ......ooiitiiiece e 48
3.9. ASPECTOS DA ETICA ANIMAL .....voviieeeeeecieeeeeeee e 48
3.10. QUESTOES DE BIOSSEGURANGCA .......coviiieeeeeeeeeee e, 49

4. RESULTADOS ...t 50



4.1. DENSIDADE DOS FLEBOTOMINEOS EM RELACAO AOS CAES
(M) 50

42. CAPTURA DE ESPECIMES SILVESTRES PARA OBTENGAO DA
PRIMEIRA GERAGAO (F1) EM CONDIGOES EXPERIMENTAIS .............. 51
43. OBSERVAGAO DO DESENVOLVIMENTO DAS ESPECIES DE
FLEBOTOMINEOS ESTUDADAS E CONSTRUGAO DA TABUA DE VIDA 53

4.3.1. MIigonemyia MIgONEI.......uuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenees 53
v T I I 1 T TodTo T = W @1 L = 53
4.3.1.2. Andlise da Mortalidade das fases imaturas de Mg. Migonei............ 53
4.3.1.3. Sobrevida das fémeas de Mg. migonei ingurgitadas em céao
comprovadamente infectado pela L. i. chagasi.........ccccccccvvvviiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 54
4.3.2. Pintomyia fiISCheri .......coovvmviiiiiii e 58
4.3.2.1.INICIO A CUIUIA .....uvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibie bbb eennnnneenne 58
4.3.2.2. Andlise da Mortalidade da fase imatura de Pi. fischeri.................... 59
4.3.2.3. Sobrevida das fémeas de Pi. fischeri ingurgitadas em cdao
comprovadamente infectado pela Leishmania infantum chagasi................. 60
4.3.3.  Lutzomyia loNgiPalPIS ........uuuuuumiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 64
7 TR T N 1 (o To o = W @1 L (= 64
4.3.3.2. Andlise da Mortalidade na fase imatura de Lu. longipalpis.............. 65
4.3.3.3. Sobrevivéncia na Fase Adulta de Fémeas de Lu. longipalpis.......... 67
4.4, COMPARACAO DA SOBREVIDA DAS ESPECIES SOB
INVESTIGACAOD ...ttt 70
N o o 4 F= TSR T o (0= L 70
4.4.2. AdUIOS - FEMEAS ....ccoiieeeiiiiiie e e e 71
4.5. PROPORCAO DE FEMEAS QUE SE ALIMENTARAM NO CAO (Al)
72
4.6. DURACAO DO CICLO GONOTROFICO ......ccoeeveeeceeceeeeeeeeeee 73
4.7.  HABITO DE PICAR AO CAO () ..cecvrreeeeeeerereeeeeeeeeeseeeen e 73
4.8. PERIODO DE INCUBACAO EXTRINSECA (N) .ocoveivvieeeeceeeene, 74
4.9. PROPORC}AO DE FEMEAS COM FORMAS INFECTANTES ENTRE
AS FEMEAS INFECTADAS (D)...cuveueeeieeieeeieeeeeeeee et eae e 75
4.10. EXPECTATIVA DE VIDA INFECTIVA (Einf) ««eeeeeeeerrrnnareeeereeeeennnnnnnns 75
4.11. CAPACIDADE VETORIAL (V) ..ttutuuuuiuiuuininiunnnninniinnnnnnnnnnnnnnnnnnnnennnnns 76
4.11.1. Capacidade Vetorial de Lu. longipalpis ..........ccevvviiiiiiiiceiiiiiiiinn, 77
4.11.2. Capacidade Vetorial de Mg. MIQONEi............uuuvuuriviriiiiiiiiiiiiiiiininennns 77
4.11.3. Capacidade Vetorial de Pi. fiSCheri.........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiicieceee, 77
4.12. COMPARACAO DA CAPACIDADE VETORIAL DAS ESPECIES
SOB INVESTIGACAO ...ttt 78
5. DISCUSSAOQ ...ttt 79
5.1. DENSIDADE DAS ESPECIES SOB INVESTIGAQAO EM RELAQAO
AO CAO (M) ettt et e et 79
5.2.  HABITO DE PICAR O HOSPEDEIRO () ....cccvoveveveeireesieeeeeneeeens 80
5.3. TAXAS DE INFECCAO EXPERIMENTAL E PROPORCAO DE
FEMEAS INFECTADAS QUE REALMENTE SAO INFECTANTES (o) ....... 82
5.4. PERIODO DE INCUBACAO EXTRINSECA (N) c.veoveevecveeeeeecieeeee, 83
5.5. DESENVOLVIMENTO DAS FORMAS IMATURAS ........cciviv 84

5.6. EXPECTATIVA DE VIDA INFECTIVA DO VETOR (€inf) --vvvvvvvvvnnnns 85



5.7. COMPARACAO DA CAPACIDADE VETORIAL DE Lu. longipalpis,

Pi. fischeri € Mg. MIQONEI ..........uiiiiie i e 88
CONCLUSOES ...ttt 90
REFERENCIAS. ......cooiitiiiieieieit ettt 92
ANEXOS ..o nnnes 100
ANEXO 1 - Confirmagdo da Infecgdo dos Céaes Utilizados no
Xenodiagnostico no Presente EStUdO ..........oovvviiiiiiiiiiiiccce e, 100
ANEXO 2 - Declaracdo de aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica
Animal, do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo. ..................ouueee. 102
ANEXO 3 - Declaracao de aprovacéo pelo Comité de ética em pesquisa da
Faculdade de Saude Publica da USP..........cccccooeeiiiii, 103
ANEXO 4 - Declaracdo de aprovacdo do projeto pela Comissédo de
Biosseguranga da FSP/USP. ..o 104
CURRICULO LATTES — Fredy Galvis Ovallos ..........cccoovveviiiiiiiiiiiiiiieinnnn. 105

CURRICULO LATTES — Profé. Dr2, Eunice A. B. Galati ................occuvneee. 106



Lista de Tabelas

Tabela 1. Numero de flebotomineos, segundo, local de coleta, espécie, sexo
e horas de coleta, capturados em canil ou pousados nos caes. ................. 50

Tabela 2. Tempo de coleta, localidades e frequiéncia das espécies objetos do
presente estudo: Lu. longipalpis, Mg. migonei e Pi. fischeri .........cccccceee... 52

Tabela 3. Duracdo do periodo (dias) de desenvolvimento do ovo, estadios
larvais, pupa e total da fase imatura de Migonemyia migonei em condi¢cdes
de laboratério a temperatura de 25°C (£1°C), UR ~80%. .......cccoeeeveeerrnnnnns 53

Tabela 4. Analise de mortalidade de uma geracdo de uma coorte de
iIMaturos de Mg. MIGONEI. ....uuuiiie e e e e e e eeaees 54

Tabela 5. Construcédo da tabua de vida para uma geracdo da uma coorte de
fémeas de Migonemyia migonei apds repasto sanguineo em céao infectado
por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi..............cccccvvviiiiiiiiiiniinnnn, 55

Tabela 6. Tabua de vida de uma geracdo de uma coorte de fémeas de
Migonemyia migonei apds repasto sanguineo em cdo infectado por
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. ..........cccccccceeiiiiieiiieccee e, 56

Tabela 7. Duracdo do periodo (dias) de desenvolvimento do ovo, estadios
larvais, pupa e total da fase imatura de Pintomyia fischeri em condi¢bes de
laboratorio a temperatura de 25°C (£1°C), UR ~80%. ....ccevveeerviiiiiiiieeennnnn. 59

Tabela 8. Andlise de mortalidade de uma geracdo de uma coorte de
imaturos de Pintomyia fiSCheri. ... 60

Tabela 9. Construcdo da tdbua de vida para uma geracdo da uma coorte de
fémeas de Pintomyia fischeri apds repasto sanguineo em cao infectado por
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. ..o, 61

Tabela 10. Tabua de vida de fémeas de Pi. fischeri, apds repasto sanguineo
em cao infectado por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi............... 62

Tabela 11: Duracao do periodo (dias) de desenvolvimento do ovo, estadios
larvais, pupa e total da fase imatura de Lutzomyia longipalpis em condi¢des
de laboratério, a temperatura de 25°C (z1°C), UR ~80%. .....ccevvvvvrrrrrrrnnnn. 65

Tabela 12. Tabua de vida temporal de uma geracdo de uma coorte de
imaturos de Lutzomyia longipalpis a partir de ovos de fémeas selvagens de
Campo Grande, MIS. ..o e e e e e aaaane 65



Tabela 13. Tabua de vida temporal de uma geracdo de uma coorte de
imaturos de Lutzomyia longipalpis a partir de ovos de fémeas da coldnia do
Instituto Evandro Chagas, procedentes de Barcarena, PA. ............cccooee... 66

Tabela 14. Construcéo da tdbua de vida para uma geracédo da uma coorte de
fémeas de Lutzomyia longipalpis ap0s repasto sanguineo em céo infectado
por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. .............ccccvvviiiiiiiiinneiieennns 67

Tabela 15: Tabua de vida de fémeas de Lutzomyia longipalpis apos repasto
sanguineo em cdao infectado por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.

Tabela 16. Duracdo da fase imatura em condicbes de laboratério de Lu.
longipalpis, Mg. migonei e Pi. fischeri, 25°C (£1°C), ~ 80% UR.................. 71

Tabela 17. Valores do x* do teste Log-Rank e os de p, na comparacdo entre
0S pares de eSpPEcies €M €StUAD...........viiiieeiiiiiiiiiee e ee e e e eeeanns 72

Tabela 18. NUumero de machos e fémeas expostos de cada espécie de
flebotomineo, segundo o tipo de exposi¢do ao céo infectado por Leishmania
I. chagasi, fémeas alimentadas ou mortas, e proporcdo de fémeas
=11 0 T=T ] =T F= PSPPI 72

Tabela 19. Duracéo do ciclo gonotrofico em condigbes de laboratério, 25°C
(F19C), ~ 80% UR. ..o 73
Tabela 20. Estimativa do parametro “a” para cada uma das espécies em
INVESTIJAGEOD. ... eiiiieii e 74

Tabela 21. Proporcédo de fémeas de Lutzomyia longipalpis, Pintomyia fischeri
e Migonemyia migonei com infecgéo por Leishmania infantum chagasi...... 75

Tabela 22. Expectativa de vida para as coortes de espécies de
flebotomineos seguidas a partir do repasto sanguineo em céo infectado pela
Leishmania infantum chagasi..........cooooeeeeiiei 76

Tabela 23. Resumo dos parametros usados na estimativa da capacidade
vetorial de Lu. longipalpis, Mg. migonei e Pi. fischeri, no presente estudo. . 76



Lista de Figuras

Figura 1. Ponto de coleta de Pi. fischeri e Mg. migonei no municipio de
EMDU, SA0 PAUIO. . ..o 34

Figura 2. Tubo de acrilico para manutencdo de fémeas gravidas até
(o] o) (=T pTor=Tol F- Roq0 [STST0 1 7= LS PSRN 38

Figura 3. Gaiola utilizada na realizacdo dos experimentos de infeccao
experimental dos flebotomineos em céo infectado por L. infantum chagasi.42

Figura 4. Microfotografias ilustrativas das formas imaturas de Mg. Migonei.
(60x). A. ovo. B. Larva 1. C Larva 2. D. Larva 33. E. Larva 4. F. Pupa........ 57

Figura 5. Sobrevivéncia de fémeas de Migonemyia migonei apés repasto
sanguineo em cdao infectado por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.
..................................................................................................................... 58

Figura 6. Microfotografias ilustrativas das formas imaturas de Pi. fischeri.
(60x).A. ovo. B. Larva 1. C Larva 2. D. Larva 3. E. Larva 4. F. Pupa........... 63

Figura 7. Sobrevivéncia de fémeas de Pintomyia fischeri apds repasto
sanguineo em cdao infectado por Leishmania (Leishmania) infantum
(0] 0= Vo T= 1 ISP SURPPPPPIN 64

Figura 8: Microfotografias ilustrativas das formas imaturas de Lu. longipalpis.
(60x).A. ovo. B. Larva 1. C Larva 2. D. Larva 3. E. Larva 4. F. Pupa........... 69

Figura 9. Sobrevivéncia de Lutzomyia longipalpis apds repasto sanguineo
em cdao infectado por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi............... 70

Figura 10. Sobrevivéncia acumulada de Lu. longipalpis, Pi. fischeri e Mg.
migonei em cultura sob as mesmas condicbes ambientais e de exposicdo a
fONte AlIMENTAN. ..coveeeiii e 71



17

1. INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS GERAIS DA LEISHMANIOSE VISCERAL

As leishmanioses s@o zoonoses cuja etiologia se atribui a varias
espécies do género Leishmania, transmitidas aos vertebrados por
flebotomineos (Diptera: Psychodidae). O parasitismo desses protozoarios
pode levar a manifestacdes clinicas nas formas visceral, tegumentar e
mucocutanea.

Sdo consideradas doencas emergentes e problemas de salde
publica, devido a gravidade de algumas de suas formas e ampla distribuicéo
no mundo. Sdo 88 os paises atingidos, com cerca de 350 milhdes de
pessoas vivendo em areas de risco de transmissdo, prevaléncia de 12
milhdes de casos, incidéncia anual de 1-1,5 milh&do de novos casos para as
formas tegumentares e de 500 mil para a forma visceral (DESJEUX, 2004).
Entre os sete paises do mundo onde se concentram 90% dos casos da
leishmaniose tegumentar, encontram-se o Peru e o Brasil, e entre 0s cinco
paises que respondem por 90% dos casos da leishmaniose visceral, apenas
o Brasil representa o Continente Americano (WHO, 2011).

Como agente etiolégico da forma visceral na América (LVA), tem-se
a Leishmania (Leishmania) infantum chagasi Cunha & Chagas, 1937 e da
leishmaniose tegumentar humana (LTA), pelo menos, 11 espécies
(LAINSON e SHAW, 2005).

Embora canideos silvestres sejam encontrados com infecg&o por L.
i. chagasi (DEANE e DEANE, 1955; TOLEZANO et al., 1999) e didelfideos
(SHERLOCK et al., 1984), epidemiologicamente, sdo os cdes domésticos
considerados os principais reservatorios deste parasita (LAINSON e SHAW,
2005). Em humanos, a infeccdo pelo parasita € relativamente frequente
entre habitantes de areas endémicas. No entanto, as manifestagdes clinicas
classicas da LVA ocorrem, principalmente, em criancas desnutridas ou em

adultos imunodeprimidos (BADARO et al., 1986). Trata-se de um problema
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de saude publica devido a gravidade dos casos e incidéncia em carater
esporadico ou endémico-epidémica, atingindo, sobretudo as faixas etarias
abaixo dos 10 anos de idade, com 60% dos casos em menores de 4 anos
(GOMES et al., 1996). A transmissdo autéctone tem sido registrada em 21
dos 27 estados da Federagdo, em mais de 1.600 municipios, incluindo-se
capitais de varios estados (RANGEL e VILELA, 2008; MS, 2011). O
flebotomineo Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) tem sido apontado
como o principal vetor na América (LAINSON e SHAW, 2005).

No Estado de Sa&o Paulo, apesar de existirem evidéncias da
transmisséo da LVA na Grande S&o Paulo, desde o final da década de 70 e
inicio de 80 (IVERSSON et al., 1979, 1982), até o final da década de 90,
apenas LTA era considerada autéctone. Embora existam relatos da
ocorréncia do principal vetor do agente da LVA, a Lu. longipalpis, em areas
rurais, desde a década de 70 (FORATTINI et al., 1976), foi apenas em 1997
gue se identificou a sua presenca na area urbana do municipio de Aracatuba
(COSTA et al., 1997). No ano seguinte, surge a identificacdo dos primeiros
casos caninos na cidade e, em 1999, os primeiros casos humanos, cuja
etiologia se atribuiu a L. i. chagasi. ApGs isto, tem sido detectada a sua
rapida expansao durante a Ultima década, identificando-se casos autdctones
humanos e caninos em 54 municipios e, em outros 30 registrou-se somente
a transmisséo canina (CVE, 2010). Em 2009, foi descrito o encontro de Lu.
longipalpis e a caracterizacdo da enzootia canina no municipio de Campinas,
e em 2010, a presenca do vetor e a transmissao canina nos municipios de
Bastos, Brejo Alegre, Palmeira d"Oeste, Presidente Prudente, Presidente
Venceslau e Turilba. Atualmente, a presenca do vetor Lu. longipalpis tem
sido registrada em 108 municipios do estado, 25 destes sem transmissao
comprovada.

A expansédo da LVA para outras areas, além da noroeste do Estado,
pode ser confirmada com a identificacdo de um gato e de trés caes com
infeccdo por L. i chagasi no municipio de Cotia, da Grande Sao Paulo (LINO
et al., 2003; SAVANI et al., 2005). A seguir, a infec¢géo canina foi identificada
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em outros municipios da Grande S&o Paulo que estdo sob investigacdo da
autoctonia (CVE, 2010).

Distintamente do que ocorre na regido noroeste do Estado, cuja
transmissdo da LVA se d4 em ambiente urbano consolidado, na regido da
Grande S&o Paulo, a ocorréncia tem sido associada a areas com a presenca
de matas residuais em uma transi¢cao entre urbano e rural, ou mesmo rural.
As pesquisas sobre flebotomineos nos focos de transmissdo do municipio de
Cotia (SUCEN, 2005; SILVA, 2005) n&o revelaram a presenga de Lu.
longipalpis e as espécies capturadas ainda apresentam estreita dependéncia
de matas. Dentre estas, predominaram Pintomyia fischeri (Pinto, 1926),
Pintomyia monticola (Costa Lima, 1932), Migonemyia migonei (Franca,
1920) e Psychodopygus lloydi (Antunes, 1937).

A presenca de casos de LVA (caninos e/ou humanos) na auséncia
do vetor também tem sido observada nos municipios de Embu, Nova
Castilho, Barbosa e Jau. Outros oito municipios encontram-se sob
investigacao (SUCEN, 2010).

1.2. VETORES

A implicacdo de uma espécie como vetor de um parasita esta
ancorada em parametros comportamentais da relacdo inseto-hospedeiro
vertebrado-parasita, tais como: hébito alimentar do inseto (no caso da
infeccdo humana, a antropofilia), distribuicdo geografica coincidente com a
da infeccédo pelo parasita, densidade elevada - de modo a manter a infec¢ao
na natureza, sobrevivéncia suficiente para garantir o periodo de incubagéo
extrinseca do parasita, e a competéncia vetorial demonstrada, que implica
na capacidade do inseto de se infectar e transmitir o parasita isolado dos
casos humanos (KILLICK-KENDRICK, 1990). Poucas séo as espécies para
as quais foi possivel demonstrar todos esses atributos. Na maioria das
vezes, as espécies sdo apontadas como vetores obedecendo aos critérios

da distribuicdo geogréfica coincidente com a da doenca, frequéncia elevada
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e antropofilia. Em menor numero de vezes, se consegue identificar também
a infeccdo natural do flebotomineo pelo parasita e, raras vezes, se tem a
capacidade vetorial comprovada.

Dentre as cerca de 500 espécies de flebotomineos descritas para a
América (GALATI, 2003), aproximadamente 10% delas tém sido implicadas
na transmissdo de leishmanioses (CIPA GROUP, 1999). Segundo a
classificacdo de GALATI (2003), que divide os flebotomineos americanos em
23 géneros, os vetores de leishmanias estédo distribuidos principalmente em
sete deles: Bichromomyia, Lutzomyia, Migonemyia, Nyssomyia, Pintomyia,
Psychodopygus e Trichophoromyia.

Na América, Lu. longipalpis, com distribuicdo que vai do México a
Argentina, ocupando principalmente areas de formacfes vegetais abertas
(savanas e caatingas) tem sido considerada como o principal vetor da L. i.
chagasi, sobretudo pela sua adaptacdo as areas endémicas urbanas
(RANGEL e VILELA, 2008). Todavia, em area ao norte da Colémbia e
Venezuela, Pintomyia evansi (Nunez-Tovar, 1924) atua como o principal
vetor (BEJARANO et al.,, 2001). Em Mato Grosso do Sul, nas cidades de
Corumba e Ladario, Lutzomyia cruzi (Mangabeira, 1938) tem sido apontada
como o principal vetor (GALATI et al.,, 1997; SANTOS et al., 1998; PITA
PEREIRA et al., 2008) e Lutzomyia forattinii Galati Rego Jr, Nunes & Teruya,
1985 com papel secundario na transmissdo (GALATI et al., 1997 e PITA-
PEREIRA et al., 2008). Ainda neste estado, na Serra da Bodoquena, ao lado
de Lu. longipalpis, Lutzomyia almerioi Galati & Nunes, 1999 também parece
atuar na transmissdo (SAVANI et al., 2009). Em area endémica de Belo
Horizonte, MG, Evandromyia cortelezzii (Bréthes, 1923) foi encontrada com
infeccdo natural por este parasita; todavia, ndo existem evidéncias que tenha
importancia na transmissdo para o homem (CARVALHO et al., 2008) e em
Pernambuco, Mg. migonei foi encontrada naturalmente infectada por esse
parasita (CARVALHO et al., 2010).
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1.3. BIOLOGIA DE FLEBOTOMINEOS

As formas imaturas de flebotomineos desenvolvem-se em solo
Uumido, rico em matéria organica e ao abrigo da luz solar direta (FORATTINI,
1973). Tais condi¢cdes geralmente estdo presentes nas florestas, cavernas e
determinados ambientes antropicos, incluindo areas urbanas. A duracéo do
ciclo de vida pode variar em funcéo de fatores como temperatura, umidade
relativa e disponibilidade de alimento. ENDRIS et al. (1984) observaram para
Dampfomyia anthophora (Addis, 1945) a 20°C, um periodo médio de 83,3;
9,3 dias; a 24°C (49,5 ; 2,0 dias); a 28°C (39,1; 2,9 dias) e a 32°C( 33,5; 3,7
dias). ANDRADE FILHO et al. (2004), em temperaturas variando entre 25-
260C, observaram para Nyssomyia intermedia (Lutz & Neiva, 1912), média
de 34,9 dias e para Nyssomyia neivai (Pinto, 1926), 45,1 dias. Rangel et al.
(1985), a 25°C, com quatro tipos distintos de alimentacdo das fémeas,
observaram para Ny. intermedia, média de 38,5 dias e para Lu. longipalpis,
média de 32,5 dias.

Os adultos costumam se abrigar nos locais protegidos do vento, sol
e presenca de alta umidade. Deslocam-se em vbos curtos e também
caminham sobre superficies, muitas vezes aos saltinhos. Dispersam de
modo a ndo se afastarem muito de seus abrigos, cujos estudos de
marcacao, soltura e recaptura revelaram que a maior parte é recapturada a
menos de 250 m do ponto de soltura (MORRISON et al., 1993; CASANOVA
et al., 2005; GALATI et al., 2009).

Apenas as fémeas praticam hematofagia em um largo espectro de
hospedeiros, incluindo animais de sangue frio, aves e mamiferos (YOUNG e
DUCAN, 1994). O primeiro repasto sanguineo ocorre, geralmente, a partir do
segundo ou terceiro dias apos a eclosao. FEémeas nascidas em laboratério,
inicialmente, tendem a recusar a alimentacdo sanguinea, mas quando lhes
oferecem solucdo acucarada se alimentam avidamente. No entanto, parece
que o0 aguUcar as estimula para o hematofagismo e, quando se alterna a
alimentacdo com sangue e acucar, ocorre um aumento da longevidade

(BARRETTO, 1942). As fémeas que sobrevivem a oviposi¢do, geralmente,
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apés este evento, procuram avidamente um novo repasto; no entanto,
algumas fémeas gravidas podem se realimentar antes da postura. O tempo
que decorre entre a ingestdo sanguinea e a oviposicao pode variar de 3 a 13
dias, com as maiores frequéncias observadas entre 7-10 dias (BARRETTO,
1942). CASANOVA et al. (2009) observaram para Ny. neivai, em campo, um
periodo do ciclo gonotréfico de 4,0 dias.

A estimativa da sobrevida do vetor € um parametro essencial,
porque indica a fracdo da populacdo que podera ser infectante (MILBY e
REISEN, 1989).

A estimativa da sobrevida pode ser feita horizontalmente ou
verticalmente. Horizontalmente, a estatimativa é feita por meio de
experimentos de captura-marcacdo-soltura-recaptura, calculando-se a
sobrevida, com base no declinio do nimero de espécimes recapturados em
dias consecutivos. Esta metodologia assume que 0s mosquitos, apés a
marcacao, permanecem marcados durante o tempo de vida, que podem ser
amostrados com igual eficiéncia em cada dia de vida, as perdas por
migracdo sdo minimas e que a marcacdo ndo altera a sobrevida e
comportamento dos mesmos. Desta maneira, se adota que a proporgao
diaria de sobreviventes (s) é constante durante o periodo de recaptura.

Assim, o niumero de mosquitos marcados e recapturados a cada dia
(m¢) expressa-se como uma funcédo de s, segundo a equacéao:

m; =Mr s

onde:

Mo = nimero de mosquitos liberados
r = taxa de recaptura

t= tempo desde a liberacao

A forma logaritmica dessa expressao pode ser usada para estimar o
valor de s, usando uma regressdo de minimos quadrados, segundo a
equacao:

InNm (=In Mor+tIn s .(MILBY e REISEN,1989).
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O valor da proporcdo diaria de sobreviventes € estimado como o
antilog do coeficiente de regresséo, segundo a equacdo s = e°, sendo e, a
base do logaritmo natural e b, o coeficiente de regressao obtido por meio do
namero de insetos marcados e recapturados nos dias subseqgientes a
liberacdo pés-marcacdo (CASANOVA, 2001). No presente trabalho a
denotacgao “S” foi considerada como P.

A estimativa vertical pode ser feita mediante a construcdo da tabua
de vida, estimando-se a proporcdo de individuos que sobrevivem a um
evento critico, como por exemplo, a oviposi¢cado, no caso das fémeas. Em
culicideos, a estimativa vertical da sobrevida também pode ser obtida como
a taxa de fémeas multiparas (estimada mediante disseccdo das fémeas e
observagdo do ovariolos, para avaliacdo do numero de oviposi¢fes) em
relagdo a duracdo do ciclo gonotrofico. No entanto, esta pratica em
flebotomineos € pouco aplicavel e pode ser influenciada pelo erro de
observacéo, considerando-se o pequeno tamanho dos ovarios da fémea.

Em estudo de captura-marcacao-soltura-recaptura, CASANOVA et
al. (2009) estimaram para fémeas de Ny. neivai uma expectativa média de
vida de 2,54 dias e sobrevida diaria (P) de 67%. Da mesma forma, GALATI
et al. (2009) estimaram uma sobrevida diaria de 57% para fémeas de Ny.
intermedia e 64% para as de Ny. neivai.

A construcdo da tdbua de vida permite descrever em forma
detalhada a mortalidade de uma coorte, segundo o risco de morte, e outros
parametros calculados em cada intervalo de idade. Para isto, os individuos
de uma coorte de igual idade sdo acompanhados, registrando-se 0 namero
de mortes em cada especifico intervalo de tempo, até a morte de todos os
individuos (CAREY, 1993). Com esta metodologia, BARRETTO (1942)
estimou uma expectativa média de vida ao nascer (ep) e probabilidade de
sobrevivéncia média diaria (P) para duas espécies de Nyssomyia,
observando variacdo em funcéo da alimentacdo e fecundacédo das fémeas:
para as ndo alimentadas esses valores foram, respectivamente: (eo) = 4,91

dias, P = 0,61, alimentadas apenas com solucdo de acucar (eo = 9,58 dias e
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P = 0,78), apenas com sangue (ep; = 13,54 dias e P = 0,81), alimentadas
alternativamente com sangue e acucar (ep = 17,45 dias e P = 0,84); para a
condicao, fecundacao das fémeas: fecundadas (ep = 13,11 diase P =0,81) e
nao fecundadas (eo = 16,34 dias e P = 0,83).

Considerando-se que a leishméania s6 pode ser transmitida pelas
fémeas que realizaram a hematofagia, a analise de sobrevida deve ser
estruturada com base em uma coorte de fémeas ap0s 0 repasto em uma
fonte sanguinea.

A infeccéo do flebotomineo por leishméania da-se quando a fémea ao
se alimentar em um mamifero infectado ingere macrofagos com as formas
amastigotas. Estas, no tubo digestivo do flebotomineo, se adaptadas ao
meio, sofrerdo a metaciclogénese, passando por varias formas, com a
maioria se transformando em metaciclicas, que séo as infectantes para os
mamiferos. A metaciclogénese pode ocorrer num periodo entre 2 a 5 dias
(KAMHAWI, 2006). Todavia, para Ny. intermedia, RANGEL et al., (1992)
observaram experimentalmente infeccdo maciga por Leishmania braziliensis
Vianna, 1911 na valvula estomodeal, 5-6 dias apds o repasto infeccioso e
CASANOVA et al. (2009), para Ny. neivai, 8 dias ap6s o repasto infeccioso e
pelo menos 3-4 dias apos a digestao do sangue.

A transmissao das promastigotas dar-se-a4 quando o inseto infectado
ao picar um hospedeiro regurgitar4 formas metaciclicas, juntamente com o
sangue; este devido ao bloqueio do gel secretado pelas promastigotas tem
sua passagem impedida através do canal alimentar (KAMHAWI, 2006).

A taxa de infecgéo natural de flebotomineos por Leishmania sp. varia
em funcdo do nivel de circulacdo do parasita na biocenose. Em focos de
leishmaniose tegumentar, por meio de disseccao, tém sido observadas taxas
de infeccdo natural por flagelados préximas a 0,2% (BARRETTO, 1943;
GALATI et al., 1996), em focos de leishmaniose visceral, observou-se até
cerca de 7% (LAINSON et al., 1985). Todavia, com o0 emprego de testes
moleculares essas taxas podem ser mais elevadas (PITA-PEREIRA et al.,
2005; PAIVA et al., 2007).
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1.4. CAPACIDADE VETORIAL

A capacidade vetorial de uma espécie de inseto hematéfago (V)
define-se como a taxa diaria de picadas potencialmente infectivas que a
populacdo de um vetor levara a cabo ao se alimentar em um unico tipo de
hospedeiro (REISEN, 1989).

Como parametros para identificar a capacidade vetorial de uma
determinada espécie em relacdo a um agente, além da distribuicdo
coincidente com a da infeccdo, sdo considerados a densidade da espécie
em relacdo a um hospedeiro, o habito de picar um determinado hospedeiro,
a proporcao de insetos infectados que realmente sdo infectantes, o periodo
de incubacado extrinseca, probabilidade de sobrevida diaria e a expectativa
média de vida da populacéo de fémeas.

A partir de estudos da maléria, que se pressupunha o homem como
anico hospedeiro do parasita, foram desenvolvidas equacdes que permitem
estimar a capacidade vetorial de uma determinada populacdo. Uma verséo
delas (REISEN,1989) é apresentada a seguir:

v =@ P (1)) eyeg)b)
-logeP
Onde:

V = capacidade vetorial.

m = densidade do vetor em relacdo ao hospedeiro, expressado como
fémeas por hospedeiro por dia.

a = habito de picar o hospedeiro. Pode ser estimado mediante a
expressdo AlI/GC, onde Al é a proporgdo de fémeas se alimentando
no hospedeiro e GC € a duracédo do ciclo gonotréfico. O valor de a
€ uma estimativa da proporcéo de repastos que a populacédo de um
vetor obtém de um hospedeiro por dia.
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P = probabilidade de sobrevivéncia diaria do vetor, calculada
horizontalmente € assumida como uma constante. Assim a
expectativa de vida do vetor ep = 1/- loge P

n = duracdo do periodo de incubacédo extrinseca, tempo em dias, entre a
alimentagdo na fonte infectante e o desenvolvimento das formas

infectivas. Considerando-se que a probabilidade de sobrevivéncia
diaria € constante, assim P" indicara a probabilidade de

sobrevivéncia no dia que o0 mosquito se torna infectivo, e a
expectativa da vida infectiva sera obtida pela expressdo P"/- loge
P= einf

b = proporcdo de vetores portando um agente infeccioso que

efetivamente é infectivo.

A densidade do vetor em relacdo ao hospedeiro (m) estima o
namero de insetos em relacdo a um hospedeiro em determinada area,
pressupondo que a densidade estimada, seja representativa da area
estudada.

O habito de picar o hospedeiro (a), estimado com a razdo Al/GC,
indica a proporcdo de mosquitos de uma populacdo que fazem o repasto
sanguineo em um hospedeiro Este indice aplica unicamente para as
espécies coletadas em uma area definida durante um periodo de tempo
especifico.

Com a estimativa deste parametro se obtém a freqiiéncia de contato
entre o vetor e o hospedeiro, pois a taxa de alimentacdo permite estimar
guantas fémeas em uma dada populacdo conseguem se alimentar em um
hospedeiro, e o ciclo gonotrofico determina a frequiéncia com a qual um novo
repasto sera procurado pelo vetor.

Probabilidade de sobrevida diaria do vetor (P). A estimativa deste
parametro é fundamental, pois dela dependera a fracdo da populacdo de
fémeas que podera transmitir o agente, considerando-se a duragdo meédia

esperada do periodo de incubacdo extrinseca. Além disso, a producdo de
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ovos e estabilidade da populacdo dependerdo da taxa de sobrevida das
fémeas.

Duracéo do periodo de incubacéo extrinseca (n). Este dado permite
estimar em dias, 0 tempo necesséario para o desenvolvimento das formas
infectantes no vetor, ap6s o repasto infectante. Pode ser estimado de duas
maneiras: a) diretamente, mediante a disseccdo diaria de fémeas apds o
repasto infectante e observacdo dos parasitas e b) indiretamente,
considerando-se a duracdo mediana, em dias, do ciclo gonotrdfico,
pressupondo concordancia entre o desenvolvimento do agente até a forma
infectante e um novo repasto do vetor. Quando se é necesséaria a
demonstracdo da competéncia vetorial, a utilizacdo da segunda alternativa
teria a vantagem de preservar mais fémeas supostamente infectivas para o
repasto em hospedeiro suscetivel.

Em experimentos de marcagdo-soltura e recaptura, em campo,
assumindo que a taxa de mortalidade ndo se altera com a idade, a

7

probabilidade de um mosquito sobreviver através de t dias € calculada
segundo a expressdo P' e, a expectativa de vida ey como 1/- loge P. Com
isto em mente, a probabilidade de sobrevivéncia de uma espécie de
mosquito no momento que que se torna infectivo pode ser calculada como
P", sendo n a duracdo em dias do periodo de incubacdo extrinseca ou do
ciclo gonotréfico, e a expectativa de vida infectiva de um mosquito ejn¢, pela
expressao P" /-loge= €int.

Diferentemente do modelo tradicional de capacidade vetorial exposto
anteriormente, a estimativa dos parametros de sobrevida em laboratério
requer uma reestruturacado da equacéo original descrita em REISEN (1989).
Isto porque com a construcdo da tabua de vida e disseccao diaria das
fémeas € possivel se obter o intervalo entre o repasto infectante e o
surgimento das formas infectivas no tubo digestivo dessas, ou seja, o
periodo de incubacéo extrinseca (n). Desta maneira, a expectativa de vida

infectiva (ejn) pode ser obtida diretamente do acompanhamento da coorte.
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a capacidade vetorial (V) pode ser expressa como:

V =(m)(axb)(ey)

m = densidade do vetor em relacdo ao hospedeiro, expressado como

fémeas por hospedeiro por dia.

a = proporcao de repastos que a populacdo de um vetor obtém de um

b

7

hospedeiro por dia. Este valor é obtido da divisdo da taxa de

repasto em cdo pela duragéo do ciclo gonotrofico.

estimado pela proporcdo de fémeas com formas promastigotas
metaciclicas no tubo digestivo toracico. Esta estimativa permite
identificar a parcela das fémeas com potencial infectivo do total das
fémeas que adquiriram a infeccdo. Este parametro esta diretamente
ligado & probabilidade de sobrevida, pois, ainda que a taxa de
infeccdo seja alta, da primeira, dependera a fracdo de fémeas

infectivas.

einf = indica a expectativa de vida da populacdo de fémeas desde o

momento em que desenvolve as formas infectivas. Mediante a
construcdo da tabua de vida de uma geracdo, € possivel estimar a
sobrevida da populagdo em intervalos de tempo especificos
(intervalo de 1 dia); assim, a expectativa de vida infectiva pode ser
obtida diretamente no intervalo correspondente ao dia em que
formas infectivas do parasita surgiram (duracdo do periodo de
incubacédo extrinseca) ou indiretamente, no intervalo correspondente
a duracao do ciclo gonotréfico, assumindo-se concordéancia entre o
surgimento das formas infectivas e a oviposi¢do. Seu calculo é
realizado com o acompanhamento de uma coorte de fémeas apos
sua alimentacdo em um hospedeiro e construindo a tabua de vida.

Estimado o periodo de incubacéo extrinseca, adota-se o valor de
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expectativa de vida da coorte no dia em que as formas infectivas

foram observadas.

1.5. JUSTIFICATIVA

Embora se conhecam os aspectos epidemiologicos das leishmanioses
e o0 papel dos flebotomineos na transmissdo de varias espécies de
leishméanias na Ameérica, a capacidade vetorial dos insetos suspeitos ou
comprovados ndo tem sido avaliada (CASANOVA et al., 2009).

Algumas espécies de flebotomineos ndo reconhecidas como vetores
de Leishmania spp desenvolvem experimentalmente (ROGERS e BATES,
2007; PAIVA et al., 2007; SANTOS, 2007;) ou naturalmente (CARVALHO et
al., 2008; SAVANI et al., 2009) infeccao pelos parasitas. Estas observacoes
tém levado alguns autores a sugerir a participacdo de outras moléculas que
nao a lipofosfoglicana (que permite a fixacdo dos flagelados no tubo
digestivo dos flebotomineos), ou outros mecanismos que podem atuar neste
processo, de modo que os flagelados persistam no tubo digestivo apés a
eliminacdo do sangue ingerido e degradado, reforcando o conceito de
vetores permissiveis, em contrapartida aos vetores especificos (VOLF e
MYSKOVA, 2007; MYSKOVA et al., 2007).

O encontro de infec¢cdo natural em flebotomineos que podem ser
encaixados no conceito de vetores permissiveis traz a tona a necessidade
de se investigar outras espécies que poderiam atuar na transmissdo dos
agentes das leishmanioses. Neste sentido, sdo de particular interesse,
espécies que possam atuar na cadeia de transmissao do agente da LVA,
onde a infeccdo se faz presente, e, no entanto, Lu. longipalpis, vetor
comprovado, ndo tem sido encontrada. Sao exemplos desta situacéo,
registro de casos de LVA em humanos na Grande S&o Paulo no final da
década de 70 e inicio da de 80 (IVERSSON et al., 1979, 1982), entre a
populacao felina e canina no municipio de Cotia e Embu na Grande Sao
Paulo (LINO et al., 2003; SAVANI et al.,, 2005, CVE, 2010), e ainda a

suspeita de autoctonia da infeccdo em varios outros municipios da Grande
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Séo Paulo (SUCEN, 2010). Em algumas dessas areas o vetor Lu. longipalpis
foi pesquisado e nédo encontrado (IVERSSON et al., 1979, 1982; SILVA,
2005; SUCEN, 2010).

A deteccdo dos chamados vetores permissiveis € de particular
interesse no caso da LVA, uma vez que o programa de controle desta
doenca no Brasil esta em grande parte centrado na presenca do
reconhecido vetor, Lu. longipalpis (MINISTERIO DE SAUDE, 2006).
Evidentemente, ndo se pode deixar de considerar a importancia desta
espécie, uma vez que a sua adaptacdo ao ambiente urbano tem
possibilitado a expansdo e aumento da incidéncia da doenca nas
populacdes humana e canina.

No caso particular das areas de transmissdo da Grande S&o Paulo, as
espécies de flebotomineos capturadas foram: Pi. fischeri, Pi. monticola, Mg.
migonei e Ev. cortelezzii (IVERSSON et al., 1979, 1982; SUCEN, 2005).
Destas, merecem destaque Pi. fischeri e Mg. migonei por serem
antropofilicas e estarem amplamente distribuidas no estado de Sédo Paulo
(CAMARGO-NEVES et al., 2002). Pi. fischeri foi apontada por BARRETTO
(1943) como possivel vetora do agente da leishmaniose tegumentar devido a
sua capacidade de se infectar experimentalmente (PESSOA e COUTINHO,
1941), alta antropofilia e abundancia no interior dos domicilios e de abrigos
de animais domésticos, quando situados até 80m das matas. Recentemente,
no estado do Espirito Santo, esta espécie foi encontrada naturalmente
infectada por L. braziliensis, um dos agentes da LTA (ROCHA et al., 2010).
Mg. migonei ja foi encontrada naturalmente infectada por L. braziliensis no
Nordeste e Sudeste do Brasil (QUEIROZ et al., 1994; PITA-PEREIRA et al.,
2005). No estado de S&o Paulo, esse flebotomineo, em analise de regressao
multivariada, foi associado aos mais elevados coeficientes padronizados de
incidéncia média acumulada da leishmaniose tegumentar (CAMARGO-
NEVES et al., 2002).

Embora Pi. fischeri tenha apresentado dominéncia em relacdo a Mg.
migonei na regido da Grande S&o Paulo, a comparacdo da capacidade

vetorial, além da densidade envolve outros parametros. Assim, considera-se
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relevante a comparacdo de ambas em condicfes laboratoriais com a Lu.
longipalpis em relacdo aos parametros relativos ao habito de se alimentar
em hospedeiros da L. i. chagasi, a sobrevida, a taxa de infec¢do e periodo

de incubacéo extrinseca.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar em condicbes de laboratério a capacidade vetorial de
Pintomyia fischeri e de Migonemyia migonei provenientes de area com
transmissdo de leishmaniose visceral canina na Grande S&o Paulo,
comparando-as com a Lutzomyia longipalpis, reconhecido vetor da

Leishmania (L.) infantum chagasi.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em relacdo as trés espécies de flebotomineos envolvidas no
experimento:
- estimar a densidade em relagcéo ao céo;
-estimar a mortalidade e duracao do ciclo de vida das formas imaturas;
- estimar a probabilidade de sobrevida diaria e expectativa média de
vida das fémeas ap0s repasto infectante;
- estimar a duracao do ciclo gonotrofico;
- calcular a taxa de repasto em céo;
- estimar a taxa de infec¢do experimental pela L. i. chagasi;
- estimar o periodo de incubacgéo extrinseca da leishmania i. chagasi; e
- estimar a capacidade vetorial para L. i. chagasi.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. DENSIDADE DOS FLEBOTOMINEOS EM RELACAO AO
CAO (m)

A obtencéo das informacdes sobre este parametro foi realizada por
meio de capturas de fémeas de Pi. fischeri, Mg. migonei e Lu. longipalpis em
cdo ou pousadas nas paredes do canil.

As coletas foram realizadas durante o verdo e a primavera, épocas
de maior atividade dessas espécies (BARRETTO, 1943; FORATTINI, 1973).
Foram coletados com aspirador manual, quando pousados nos cées ou nas
paredes do canil, durante 5 minutos em intervalos de 15 minutos.

As coletas de Mg. migonei e Pi. fischeri foram realizadas no
municipio de Embu, estado Sdo Paulo, onde estas espécies apresentam
densidades elevadas (SUCEN, 2005). O canil consta de baias abrigando
dois cées cada uma delas. Encontra-se localizado proximo a margem de
mata residual conservada, sob as coordenadas geograficas 23° 37.656" S,
46° 53.164' O (Fig. 1).

As coletas de Lu. longipalpis foram realizadas em canil com dois
cdes, em uma residéncia da zona urbana, localizada no bairro Pioneiros da
cidade de Campo Grande, estado de Mato Grosso do Sul.

Os insetos coletados foram identificados segundo GALATI (2003), e
a densidade relativa para cada espécie foi calculada pelo numero de
fémeas/numero de caes/dia.

Levando-se em conta que estes insetos apresentam atividade
hematofagica noturna e que em estudos preliminares na Grande Séo Paulo,
com coletas em armadilhas de Shannon realizadas das 18:00 - 06:00 horas,
86% das fémeas de flebotomineos foram capturados entre 19:00-23:00
horas (GALATI 2005, dados nao publicados), adotou-se o valor da

densidade obtido entre as 20:00 e 23:00 horas como representativas da
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densidade por dia.

Figura 1. Ponto de coleta de Pi. fischeri e Mg. migonei no municipio de
Embu, S&o Paulo.

3.2. OBTENCAO DA PRIMEIRA GERACAO (F1) - DADOS
NECESSARIOS PARA OBTENCAO DOS PARAMETROS: a, b,
P, n

3.2.1. Locais de Coleta

Pintomyia fischeri. Foram realizadas aproximadamente duas

coletas por més, no periodo compreendido entre marco de 2010 a maio de
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2011. Os espécimes foram capturados em areas proximas ou no interior de
matas na Grande S&o Paulo, nos municipios de Cotia, Embu e Sdo Paulo.
Em Cotia, as coletas foram realizadas na Sede da Associacdo de
Assisténcia Social Recanto da Vové, no Embu, a Rua Cumbica (cerca de 2
km m da area de Cotia) e em S&o Paulo, no Parque Estadual da Cantareira.
Nesses municipios esta espécie ocorre em densidades relativas préximas a
90% (SILVA, 2005, SUCEN, 2005, MOSCHIN, 2010).

Migonemyia migonei. Embora SILVA (2005) tenha capturado esta
espécie em Cotia com frequéncia relativamente elevada (15,35%), nas
coletas do presente estudo, neste municipio e em Embu, a densidade
relativa foi inferior a 2%. Em face desta escassez de espécimes, e
informacdes de um pesquisador da Superintendéncia de Controle das
Endemias do Estado de S&o Paulo (SUCEN) - Casanova - de que a mesma
€ abundante em Mogi Guacu, seis coletas foram realizadas neste municipio
situado a nordeste do estado de S&o Paulo. As coletas ocorreram em uma
chécara localizada nas coordenadas geograficas 22°20.041" S, 46°50.755"
O, com a presenca de mata residual, no periodo compreendido entre
fevereiro e maio de 2011.

Lutzomyia longipalpis. Uma tentativa de captura desta espécie foi
realizada no municipio de Bauru, noroeste de SP, por trés dias consecutivos,
em mar¢co de 2010, com escassos resultados. Devido as incertezas nas
coletas de um numero suficiente de espécimes para dar inicio a criacdo da
espécie, além das dificuldades de mobilizacdo para esta area, buscou-se
colaboragéo para captura de fémeas silvestres no estado de Mato Grosso do
Sul (MS), junto a pesquisadores da Universidade para o Desenvolvimento do
Estado e da Regidao do Pantanal (UNIDERP) e Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS). Uma coleta foi realizada em janeiro 2011, no
municipio de Bonito e outra, em Campo Grande, em fevereiro de 2011.
Além disso, obteve-se colaboracdo de pesquisadores do Instituto Evandro
Chagas da Fundacéo Instituto Oswaldo Cruz, no Estado do Para (PA), que
forneceram, em fevereiro de 2011, aproximadamente 400 pupas da 382

geracdo da colbnia desta espécie, procedente de Barcarena, PA.
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3.2.2. Métodos de Coleta

Para a captura dos flebotomineos, os seguintes métodos foram
empregados:

a) Armadilhas automaticas luminosas. Camaras coletoras foram
adaptadas de modo a permitir a sobrevivéncia dos insetos. As armadilhas
foram instaladas em anexos peri-domiciliares ou residuos de mata durante
toda a noite. Pela manha, as gaiolas foram retiradas envoltas com uma
toalha molhada e cobertas com um plastico de modo a manter a umidade.
Nas coletas realizadas na regido da Grande S&o Paulo, as gaiolas foram
imediatamente transportadas para o insetario do Laboratério de Entomologia
em Saude Publica/Phlebotominae (LESP/Phlebotominae) da Faculdade de
Saude Publica, da Universidade de Sdo Paulo (FSP/USP). Nas de Mogi
Guacgu, as gaiolas foram transportadas até o Laboratério de Entomologia
SUCEN - regional de Mogi Guacu, onde os insetos foram colocados em
caixas térmicas adaptadas para seu transporte até o LESP/Phlebotominae;
na coleta de Bonito, as gaiolas foram levadas ao laboratorio de Parasitologia
da UNIDERP, onde os insetos foram acondicionados em recipientes
lacrados, acondicionados em caixa de papeldo e enviados, via aérea, ao
(LESP/Phlebotominae). Na de Campo Grande, as gaiolas foram
transportadas ao insetario do Departamento de Patologia da UFMS, onde as
fémeas foram alimentadas em hamster. A seguir, transferidas
individualmente para frascos plasticos tampados com um tecido de nylon e
sobre este uma tampa plastica, tendo um furo em seu centro. Estes frascos
foram acondicionados em uma caixa de isopor tendo papel Umido em seu
fundo. A caixa foi lacrada e enviada por transporte aéreo para o0
LESP/Phlebotominae.

b) Armadilhas de Shannon modificadas. Armadilhas modificadas
nas cores branca e preta (GALATI et al., 2001) foram instaladas das 18:00
as 23:00 horas em areas préximas ou no interior da mata em Cotia, Embu e

Séo Paulo (Serra da Cantareira). Dois individuos realizaram a coleta dos
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insetos com aspirador de Castro, liberando-os posteriormente em uma gaiola
de 20x30 cm. Esta gaiola foi coberta com um pano umido e colocada em
uma caixa térmica de isopor revestida internamente com uma camada de
gesso de 3 cm para manter a umidade do microambiente. A caixa foi vedada
e transportada ao LESP/Phlebotominae.

3.2.3. Obtencdo da Primeira Geracdo em Condi¢cdes de
Laboratorio

A obtencdo da primeira geracdo das espécies objeto de estudo em
condicbes de laboratorio foi realizada mediante método modificado do
empregado por KILLICK-KENDRICK e KILLICK-KENDRICK (1991),

conforme descrito a seguir:

3.2.3.1. Alimentacdo Sanguinea das Fémeas no Laboratorio

A alimentacdo das fémeas de campo foi feita em hamster ou em
codorna. O hamster foi anestesiado e colocado dentro da gaiola contendo
0s insetos. A anestesia foi realizada por injecédo intramuscular de uma dose
méaxima de 0,25 ml de cloridrato de ketamina e cloridrato de xilazina 2%, em
uma diluicdo 1:10, respectivamente. O tempo maximo de exposicao do
hamster foi de 50 minutos. Quando alimentadas em codorna, esta foi
imobilizada por meio de uma tela e colocada no interior da gaiola por 50

minutos.

3.2.3.2. Individualizacdo das Fémeas Gravidas e/ou
Ingurgitadas

As fémeas ingurgitadas em hamsters ou codornas foram
individualizadas em tubos de acrilico J-15 (35,5mm altura x 26,7mm

diametro) contendo uma camada de gesso no fundo, para a manutencao da
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umidade do microambiente, e um papel de filtro em seu interior, usado como
suporte para o pouso da fémea (Fig. 2). Estes tubos foram tampados com
um pedaco de tecido de nylon preso por um tampa plastica contendo um
furo em seu meio, no qual um chumacgo de algoddo embebido com solugéao
de acucar a 10% foi introduzido para servir como fonte energética. Cada
tubo continha um rétulo com as seguintes informacdes: espécie, local e data

da coleta, data da alimentacdo sanguinea e um codigo de coleta.

Figura 2. Tubo de acrilico para manutencdo de fémeas gravidas até
obtencéo das desovas.

3.2.3.3. Transferéncia dos Ovos

ApoOs a oviposicdo, as fémeas foram identificadas segundo GALATI
(2003). Para a construcdo da tdbua de vida, foram selecionadas as
oviposigdes individuais com mais de 10 ovos. Estes foram transferidos com
pincéis finos e umedecidos para placas de Petri plasticas contendo uma
camada de gesso no fundo. Nas culturas em massa, ovos de fémeas da
mesma espécie foram agrupados para seu posterior seguimento. Os ovos
foram colocados agrupados e o alimento foi adicionado um dia antes da

eclosao das larvas, para evitar o crescimento excessivo de fungos.
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3.2.3.4. Alimentacao das Larvas

O alimento das formas larvais variou dependendo das caracteristicas
de cada espécie. As larvas de Lu. longipalpis foram alimentadas com fezes
moidas de codorna, nao esterilizadas. As formas imaturas de Mg. migonei
foram alimentadas com uma mistura de fezes de codorna e figado liofilizado.
Para as larvas de Pi. fischeri, foram oferecidas véarias misturas de alimento,
no entanto, observou-se alimentacdo somente no figado liofilizado, o que foi

estabelecido como alimento padrdo para esta espécie.

3.2.3.5. Seguimento das Formas Imaturas

O acompanhamento das formas imaturas foi realizado diariamente,
sob microscoépio estereoscopico. A observacao diaria foi necesséaria para
retirada dos fungos que cresciam sobre o alimento, pois as larvas,
principalmente em primeiro estadio, podiam ficar presas nas hifas dos
fungos, impedindo-as de se locomoverem e de se alimentarem.

ApoOs a eclosdo, os adultos foram liberados em gaiolas e uma

solucéo acucarada a 10% foi oferecida.

3.3. DURAGCAO DO CICLO GONOTROFICO (GC)

O ciclo gonotréfico foi considerado como o periodo compreendido
entre alimentacao das fémeas e a oviposi¢cao. Para estimar este parametro,
as fémeas alimentadas com sangue foram individualizadas em tubos de
acrilicos, como descritos anteriormente, e mantidas a uma temperatura de
25°C (x1°C). Cada tubo foi rotulado com a data de alimentagdo sanguinea e
a data de oviposicdo. Apés a identificacdo das fémeas, uma planilha para
cada espécie foi construida com estas informacdes e estimou-se a mediana

do nimero de dias entre a alimenta¢do sanguinea e a oviposicao.
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3.4. TAXA DE REPASTO SANGUINEO EM CAO (Al) E
INVESTIGACAO DA TAXA DE INFECCAO EXPERIMENTAL

(b)

Para a investigacdo deste parametro empregou-se a seguinte
metodologia:

Os flebotomineos criados em laboratério foram transportados em
frascos contendo gesso umido no fundo para garantir o teor higrométrico, e
lacrado. Estes frascos foram acondicionados em um isopor que também foi
lacrado. Machos e fémeas das trés espécies: Lu. longipalpis, Mg. migonei,
Pi. fischeri foram colocados simultaneamente na gaiola com o céo. Além dos
espécimes criados em laboratorio, também foram expostos para se
alimentarem nos cées, espécimes de Pi. fischeri coletados em Embu e no
Parque Estadual da Cantareira no dia anterior ao experimento.

Dois experimentos de xenodiagnostico foram realizados no Centro
de Controle de Zoonose (CCZ) do municipio de Bauru. Os procedimentos
envolvendo os caes (coleta de amostras de sangue e anestesia) foram
realizados com colaboracéo do veterinario do CCZ.

No primeiro experimento, de cinco caes suspeitos de infec¢ao por L.
i. chagasi, dois tiveram a infeccdo confirmada mediante aplicacdo do teste
Imunocromatografico Rapido (TR-DPP) da BIO-MANGUINHOS.

No inicio do periodo noturno, machos e fémeas de flebotomineos
foram liberados em uma gaiola de nylon (Fig.3) e uma primeira tentativa para
ingurgitar as fémeas foi realizada. Para isto, um céao foi anestesiado e
exposto dentro da gaiola por uma hora, porém, nenhuma fémea se
ingurgitou. Para evitar uma segunda dose de anestesia neste cao, outra
tentativa foi realizada com o segundo céo, que ficou exposto durante 1 hora.
Decorrido este tempo, o cao foi retirado e a seguir, todos 0s insetos
transferidos com aspirador de Castro para uma gaiola de nylon 20X30 cm.

Esta foi colocada em caixa térmica de isopor com gesso umedecido. O
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isopor foi coberto com um tecido de nylon fino e sobre este colocada a
tampa, que foi vedada completamente com fita adesiva, para evitar qualquer
fuga dos insetos.

Apbés a exposicdo do cdo aos flebotomineos, adicionalmente,
amostras do baco e soro do animal foram coletadas para reconfirmargao da
infeccdo do mesmo, por cultura de leishmania e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). O material coletado foi enviado ao Instituto Adolfo Lutz
em S&o Paulo para a identificacdo do parasita (Anexo 1).

No segundo experimento, um cédo foi exposto como acima descrito.
Todavia, as fémeas nao se alimentaram quando deixadas livremente na
gaiola. A seguir, os insetos foram capturados e mantidos em frascos de
acrilico (35,5 hx, diam, 26,7 mm), contendo até 5 fémeas, os quais foram
colocados em contato direto com a orelha do cédo para as fémeas se
alimentarem. A exposicao foi feita no interior da gaiola para este fim.

Ao término do experimento, imediatamente, os espécimes foram
transportados até o LESP/Phlebotominae da FSP/USP e deixados em
repouso por um periodo de 4 horas. Posteriormente, as fémeas ingurgitadas
foram individualizadas e identificadas morfologicamente, baseadas em
caracteres externos. Uma vez identificadas, as fémeas foram novamente
liberadas em uma gaiola para cada espécie. Diariamente, as gaiolas foram
revisadas, retirando as fémeas mortas, que foram dissecadas para

observacéo da infeccao por L. i. chagasi.
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Figura 3. Gaiola utilizada na realizagdo dos experimentos de infeccéo
experimental dos flebotomineos em céo infectado por L. infantum chagasi.

3.5. EXPECTATIVA DE VIDA INFECTIVA (€jn)

Apbs a alimentagdo em no cdo comprovadamente infectado pela L. i.
chagasi, as fémeas foram colocadas em gaiolas de nylon 20x30 cm, uma
para cada espécie, que foram mantidas em local isolado, a temperatura
ambiente (x25°C, UR ~80%). As gaiolas foram revisadas diariamente, no
mesmo horério, registrando-se a mortalidade por contagem direta. Os dados
foram digitalizados e uma matriz construida segundo os requerimentos do
programa SPSS V17.0. A construgcédo da tabua de vida foi realizada segundo
CAREY (1993).

3.6. DISSECCAO DAS FEMEAS E PERIODO DE

INCUBACAO EXTRINSECA (n)

A disseccdo das fémeas foi realizada em solugdo salina sob um
microscopio estereoscopico a aumento de 60x, expondo-se o intestino e
genitalia. Uma laminula foi colocada sobre a amostra, que foi examinada sob
microscépio optico ao aumento de 400x para identificacdo da espécie do



43

flebotomineo (por meio das espermatecas) e observacdo da infeccdo, pela
presenca de flagelados no tubo digestorio. A disseccdo das fémeas foi feita

na medida em que iam morrendo.

3.7. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS
3.7.1. Estimativa da Duracao do Ciclo de Vida

Para o acompanhamento da coorte de imaturos e estimativa da
duracédo do ciclo de vida de cada espécie, foram selecionadas oviposi¢cdes
com mais de 10 ovos, provenientes de fémeas individualizadas. Para isto, 0s
ovos produzidos por cada fémea foram colocados em placas de gesso
(cultura individual) e observados diariamente, contabilizando o numero de
mortes e a muda de cada estadio. Para cada estadio foram obtidas as
seguintes informacdes:

- duracdo minima: tempo minimo em dias decorridos entre a
observacdo do primeiro individuo do estadio até a observacédo do primeiro
individuo no préximo estadio.

- duracdo maxima: tempo em dias decorrido entre a observacao do
primeiro individuo do estadio até a observacdo do ultimo individuo neste
estadio.

- duracdo mediana: para todos os estadios, foi considerada como o
dia em que 50 por cento mais 1 (50%+1) dos individuos passaram para o

estadio seguinte.

3.7.2. Analise da Mortalidade das Formas Imaturas

Embora a estimativa dos parametros expectativa de vida ao nascer e
probabilidade de sobrevivéncia diaria do vetor, usados no calculo da
capacidade vetorial, sejam obtidos de populacfes de adultos, considerou-se
importante analisar a mortalidade durante o desenvolvimento das formas
imaturas, pois desta dependera a estabilidade da populacdo de adultos

presentes em determinada area.
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Para isto, foram estimadas as seguintes informagfes em cada
estadio de desenvolvimento (ovo, larva, pupa):

Kx = namero de individuos vivos no comec¢o do intervalo (estimado
como o numero de ovos, larvas e pupas no comeco de cada estadio).

Dy = nuimero de morte no intervalo (contabilizado diariamente
durante a observacéo de cada cultura)

Mortalidade no intervalo; indicando a proporcdo de mortes ocorridas
no estadio.

Mortalidade proporcional por estddio que mede a participacdo das
mortes em cada estadio em relacdo ao total de mortes durante toda a fase

imatura.

3.7.3. Expectativa de Vida Infectiva (ejnf)

Para estimar o tempo de vida infectivo das fémeas foi construida a
tabua de vida de uma geracdo de fémeas apds alimentacdo em cao
infectado pela L. i. chagasi. A tdbua de vida foi estruturada segundo CAREY
(1993), onde:

X: classe de idade. Designa a idade exata quando comec¢a O
intervalo em relacdo ao inicio da coorte. A classe x inclui o intervalo
compreendido entre idade x a idade x+1. Por exemplo, a classe zero (0)
indica o periodo compreendido entre a alimentacdo da fémea e o primeiro
dia de vida apoés este evento.

Kx = numero de individuos vivos no comeco do intervalo.

D= numero de mortes no intervalo. Diferente do observado em
demografia, onde a raiz da tabua geralmente é 100.000, em biologia de
populacdes geralmente este valor é 1, e 0s subseqiientes sobreviventes sao
expressados como fragdo do numero original, denotado como Py

Py : indica a frac&do da coorte original viva na idade x.

my = Py.1/Px ; proporcdo de espécimes que sobrevivem no intervalo

entre x a x+1, assim, por exemplo, mo= P1/Py,
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gx = Proporcdo dos sobreviventes na idade x que morreu no
intervalo x a x+1. Calcula-se como gx= 1- my.

dx = Px — Px+1; Proporcdo da coorte original Po que morreu no
intervalo x a x+1. Representa a distribuicdo de frequéncia das mortes na
coorte. Por exemplo, do= Pg - P1.

Ly = fracdo per capita do intervalo vivido no intervalo de idade x -
x+1. Exemplo: Lo= Po— (1/2)d;.

Tx = indica o numero de dias vividos desde a idade x. Este dado
proporciona 0 numero de insetos/dia vivido pela coorte desde a idade X,
necessarios para o célculo da expectativa de vida.

Calcula-se segundo a funcao,

«

T,=2, L, =Lotbatlato. Ln

X=0

ex = expectativa de vida na idade x. Proporciona o tempo médio de
vida restante para um individuo que sobreviveu ao comeco do intervalo de
idade indicado. Por exemplo, a expectativa de vida ao nascer de uma coorte
serd expressa como eg = To/Po.

einf = Vida infectiva, estimada como a expectativa de vida no periodo

mediano de incubacéo extrinseca ou periodo mediano do ciclo gonotrofico.

3.7.4. Comparacao das Curvas de Sobrevida

Um teste LogRank foi usado para analisar as diferencas entre as
curvas de sobrevida das trés espécies sob investigacédo, utilizando-se o

programa estatistico SPSS V17.0

3.7.5. Habito de Picar o Cao (a)

Este dado foi calculado segundo a expresséo a= Al/GC
Onde,
Al = proporcédo de fémeas alimentadas no cdo= numero de fémeas

alimentadas no cdo no total das liberadas na gaiola onde o céo foi
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exposto.
GC = Duracéo do ciclo gonotrofico. O ciclo gonotrofico foi estimado
pela mediana do periodo (em dias) que ocorreu a oviposicao apos a

alimentacdo sanguinea das fémeas no céo.

3.7.6. Taxa de Infeccéo Experimental

A taxa de infeccdo experimental de cada uma das espécies de
flebotomineos foi calculada pelo numero de fémeas com a presencga de L. i.
chagasi em relagdo ao total das fémeas que se alimentaram no cao

infectado por este parasita.

3.7.7. Proporcao de Fémeas com Formas Infectantes (b)

A propor¢cdo das fémeas realmente infectantes foi estimada para
cada espécie pelo numero de fémeas com formas metaciclicas no tubo
digestério toracico, situadas posterior a valvula estomodeal, em relagdo ao

total de fémeas infectadas pela L. i. chagasi.

3.7.8. Duracao do periodo de incubacéo extrinseca (n)

A estimativa deste parametro foi realizada pela disseccado diaria de
fémeas da coorte alimentada em c&o comprovadamente infectado pela L.
(L.) infantum chagasi. Para isto, as fémeas que morriam diariamente foram
dissecadas para observar a presenca de formas da leishmania e sua
localizac¢é@o no tubo digestério. O valor deste parametro foi estimado como o
dia mediano em que as formas promastigotas metaciclicas surgiram,
considerando-se que se esperou a morte das fémeas para realizar a
disseccdo. Quando ndo observadas, o valor adotado foi o da duracdo do
ciclo gonotréfico, assumindo concordancia entre o surgimento das formas

infectivas e a oviposicao.
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3.7.9. Capacidade Vetorial

Uma vez calculados os parametros anteriores, a capacidade vetorial
foi estimada adaptando-se a equacdo da capacidade vetorial (REINSEN,
1989), segundo a formula:

V =(m)@xb)(ey)

V = indica 0 numero de novas infec¢cbes que poderiam ser
geradas por cada dia de exposicdo de um cdo infectado a uma
populacéo de vetores.

m = densidade dos flebotomineos em relacdo ao cao, estimada
como o numero de fémeas atraidas ao cao por noite (dado de campo).

a = estimado como Al/GC, sendo Al a proporcao de fémeas
gue se alimentaram no cao infectado pela L. i. chagasi e GC a duracao
do ciclo gonotrofico.

b = proporcdo de fémeas que se infectaram e que sdéo
realmente infectantes. Indica a propor¢céao de fémeas que apresentaram
formas metaciclicas no total das fémeas que adquiriram a infeccéo.

n = periodo de incubacdo extrinseca, sendo o tempo mediano
desde a alimentacdo no céo infectado até o surgimento das formas
infectantes. Estimado também pela duracdo mediana do ciclo
gonotrofico, assumindo-se concordancia entre o tempo de
desenvolvimento das formas metaciclicas e o da oviposicao.

einf = expectativa de vida infectiva da populacdo de fémeas
apos se tornarem infectantes, ou a mediana do tempo (dias) em que se

completou o ciclo gonotrdfico.
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3.8. CONDICOES PARA A MANUTENCAO DOS INSETOS,
ASPECTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANCA

Os insetos foram mantidos do Laboratério de Entomologia em Saude
Publica/Phlebotominae (FSP/USP). As paredes, portas e janelas do insetéario
sao vedadas e, além disso, na porta de entrada existe uma cortina de vento
para evitar a fuga de insetos.

Ap0s a alimentacgéo, os insetos foram mantidos em gaiolas em uma
area de isolamento. Os hamsters foram mantidos em local separado a
temperatura ambiente. Estes dois compartimentos fazem parte do insetario e

contam com as respectivas medidas de seguranca.

3.9. ASPECTOS DA ETICA ANIMAL

A alimentacéo foi feita em pelo menos dois cdes comprovadamente
infectados pela L. i. chagasi, em duas oportunidades. Apds os cédes terem
sido expostos as fémeas de flebotomineo, foram eutanasiados, conforme
recomendacdo do Programa de Controle da Leishmaniose Visceral do
Ministério da Saude (MS, 2006). Os caes foram manipulados por servidores
treinados do Centro de Controle de Zoonoses de Bauru, e anestesiados
antes de serem expostos aos flebotomineos.

Nos experimentos para a transmissdo da L. i. chagasi, foram
utilizados 3 hamsters, um para cada espécie de flebotomineos estudados. A
exposicdo aos flebotomineos supostamente infectados foi por periodo de
uma hora. Os hamsters foram anestesiados, colocados em uma gaiola
adequada enquanto expostos. Apos isto, foram transferidos para caixas
apropriadas com alimento e 4gua ad libidum.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica Animal, da Faculdade de
Medicina da USP, aprovado com o numero de processo CEP-IMT 057/2009
e da Faculdade de Salde Publica da USP (Anexo 2) e ao Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Saude Publica da USP, segundo o protocolo

de pesquisa numero 2026 (Anexo 3).
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3.10. QUESTOES DE BIOSSEGURANCA

Conforme relatado, o insetario do laboratério de Entomologia em
Saude Publica/Phlebotominae apresenta vedacao para impedir a saida de
flebotomineos. O pessoal que manipulou o0s insetos esteve devidamente
protegido.

Os insetos transportados para a realizacdo do xenodiagnéstico em
cées infectados foram mantidos em gaiolas, devidamente fechadas e dentro
de isopor lacrado, de modo a garantir que nenhum inseto escapasse. Os
hamsters submetidos a picadas de insetos, infectados ou n&o, foram
mantidos em segurancga, isolados dos insetos. Quando sacrificados, ou
mortos naturalmente, o descarte foi feito segundo as normas de seguranca
da FSP da USP.

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de
Biosseguranga da FSP/USP, na segunda reunido ordinaria, em 10 de
dezembro de 2009 (Anexo 4).
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4. RESULTADOS

4.1. DENSIDADE DOS FLEBOTOMINEOS EM RELACAO

AOS CAES (M)

Durante as seis coletas realizadas em canil, no municipio de Embu,
foram coletados 148 espécimes representando cinco espécies. Pintomyia
fischeri predominou, com 95,3% do total de insetos coletados (Tabela 1). No
municipio de Campo Grande (MS), em uma Unica coleta realizada em canil,

apenas Lutzomyia longipalpis foi capturada.

Tabela 1. Numero de flebotomineos, segundo, local de coleta, espécie, sexo
e horas de coleta, capturados em canil ou pousados nos caes.

Local Embu Campo Grande Dias .
de Numero Valor

N I decdes m
Espécie Q 3 Total @ & Total COeMa
Pintomyia 132 9 141 - - - 6 4 55
fischeri
Migonemyia 1 1 2 - - 6 4 0,04
migonei
Evandromyia 1 2 3 - - 6 4 0,04
edwardsi
Pintomyia 2 - 92 6 4 0,08
monticola
Lutzomyia - 7 26 33 1 2 3,5
longipalpis
Total 136 12 148 7 26 33 7

Dessa forma, para cada espécie, a estimativa da densidade de
fémeas por cédo por dia foi: Pi. fischeri (5,5), Mg. migonei (0,04) e Lu.
longipalpis (3,5) .
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4.2. CAPTURA DE ESPECIMES SILVESTRES PARA
OBTENCAO DA PRIMEIRA GERACAO (F1) EM CONDICOES
EXPERIMENTAIS

O numero de horas de exposicdo das armadilhas e o0s insetos
capturados, segundo as localidades, constam da Tabela 2.

As coletas realizadas em Cotia e Embu mostraram uma baixa
densidade de Pi. fischeri (média de 37,3 e 22,4 fémeas por coleta,
respectivamente), dificultando a obtencéo de culturas desta espécie para as
experiéncias de criagdo em condicbes de laboratorio. Apesar disso, foi
possivel isolar algumas culturas que permitiram realizar observacdes
preliminares do desenvolvimento das formas imaturas desta espécie.

Nas coletas realizadas com armadilha de Shannon no Parque
Estadual da Cantareira (SP), foram capturadas fémeas de Pi. fischeri,
obtendo-se as culturas para a construcdo da tdbua de vida. Entretanto, o
rendimento das culturas foi baixo, principalmente pela alta mortalidade
observada nas primeiras fases do ciclo de vida.

Na regido de Embu e Cotia, 11 espécimes de Mg. migonei foram
capturados, o que ndo permitiu obter culturas provenientes da area. No
entanto, na zona rural do municipio de Mogi Guacu foram coletadas fémeas
ingurgitadas desta espécie, utilizadas para observacdo do desenvolvimento
da espécie e a construcdo da tabua de vida.

No municipio de Bauru, em ambiente peri-urbano, para Lu.
longipalpis uma média horaria inferior 0,10 fémeas foi obtida. No municipio
de Bonito, MS, de 4 fémeas obtidas ndo foram obtidas culturas. Para
obtencdo da F1 e subsequentes desta espécie foram coletadas 125 fémeas
na cidade de Campo Grande (MS) e também provenientes de uma colénia
gue se encontrava na 382 geracdo, cujos especimes iniciadores sédo de

Barcarena, PA.



Tabela 2. Tempo de coleta, localidades e frequéncia das espécies objetos
do presente estudo: Lu. longipalpis, Mg. migonei e Pi. fischeri .

Tempo de Total/
. Armadilhas . N otal
Localidade Espécie Fémeas | Machos | Subtotal | locali- | %
expostas d
ade
(horas)
Bauru (SP) A L) Lu. longipalpis 2 14 16 16 100
A Sh (08)

Mg. migonei 2 2 4 1,1

Embu (SP
mbu (SP) Pi. fischeri 261 89 350 97,8

Mogi Guagu Mg. migonei 116 41 157 i 88,7
(SP) AAL (70 Pi. fischeri 15 5 20 11,3

Campo : .
Lu. longipalpis 125 26 151 151 100
Grande (MS) A AL (24) gipalp

A A L = armadilhas automatica luminosa; A Sh = armadilha de Shannon;
Lu. = Lutzomyia; Mg. = Migonemyia;; Pi. = Pintomyia;
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4.3. OBSERVACAO DO DESENVOLVIMENTO  DAS
ESPECIES DE FLEBOTOMINEOS ESTUDADAS E
CONSTRUCAO DA TABUA DE VIDA

4.3.1. Migonemyia Migonei
4.3.1.1. Inicio da Cultura

Foram obtidas 25 culturas individuais (uma cultura por fémea) e oito
culturas em massa (ovos de varias fémeas). As culturas isoladas forneceram
536 ovos, que foram utilizadas no seguimento diario das fases imaturas
desta espécie para andlise da mortalidade. Os tempos mediano, minimo e
méaximo do desenvolvimento dos imaturos desta espécie sdo apresentados

na Tabela 3, e as formas imaturas ilustradas na Figura 4.

Tabela 3. Duracéo do periodo (dias) de desenvolvimento do ovo, estadios
larvais, pupa e total da fase imatura de Migonemyia migonei em condicdes
de laboratério a temperatura de 25°C (£1°C), UR ~80%.

Estadio N Mediana (dias) Minima (dias) Maxima (dias)
Ovo 536 10 8 11
Larva 1 340 6,5 6 8
Larva 2 334 5 4 6
Larva 3 334 5,5 4 8
Larva 4 329 10,1 9 11
Pupa 329 10 10 11
Total da fase imatura 47,5 41 55

4.3.1.2. Analise da Mortalidade das fases imaturas de Mg.
Migonei
Durante o desenvolvimento dos imaturos de Mg. migonei observou-
se uma mortalidade acumulada de 39,3%. A maior mortalidade ocorreu na
fase de ovo, representando 94,6 % do total das mortes dos imaturos (Tabela

4). Durante a fase larval observou-se uma pequena proporcdo de mortes



54

relacionadas, principalmente, ao crescimento de fungos, impedindo o

movimento e alimentacdo das larvas que ficavam presas nas hifas.

Tabela 4. Analise de mortalidade de uma geracdo de uma coorte de
imaturos de Mg. migonei.

~ Numero de ) Proporgéo
e individuos vivos  NUmero de  Mortalidade de mortes
desenvolvimento ne i?]?(;?\?glcc)) do r?n(igreviﬂ,o i IS _no
(%) intervalo
Kx Dx (%)
Ovo 536 196 36,57 94,68
Larva 1 340 6 1,76 2,90
Larva 2 334 0 0,00 0,00
Larva 3 334 5 1,50 2,42
Larva 4 329 0 0,00 0,00
Pupa 329 0 0,00 0,00
Total 207 39,83 100

4.3.1.3. Sobrevida das fémeas de Mg. migonei ingurgitadas

em cédo comprovadamente infectado pela L. i. chagasi

Os dados para a construcdo da tdbua de vida desta espécie sao
apresentados na Tabela 5.

A expectativa de vida das fémeas de Mg. migonei ao inicio da
observagdo da coorte foi 6,61 dias. A sobrevida apés o repasto sanguineo
se manteve acima de 50% até o sexto dia (Tabela 6). No periodo
compreendido entre o sétimo e o nono dia, observou-se uma queda na curva
da sobrevida ( Fig.5 ), acumulando uma mortalidade de 91% ao final do
intervalo. Esta alta taxa de mortalidade coincidiu com a duracdo do ciclo
gonotrofico desta espécie, indicando uma grande influéncia da oviposi¢ao na
mortalidade das fémeas. No entanto, 9% das fémeas conseguiram
sobreviver pelo menos um dia apés a oviposicao e 2%, até o 12° dia (Tabela
6). A mediana da sobrevivéncia observada apos o repasto infectante foi de
7,8 dias (Fig. 5).
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Tabela 5. Construcdo da tdbua de vida para uma geracdo da uma coorte de
fémeas de Migonemyia migonei apés repasto sanguineo em céo infectado
por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.

Classe de intervalo de Numero de I\rlr:JcTr]tzrsor?;
idade (dias), idade (dias), x a Sobreviv_entes no intervalo de
X x+1 comeco do intervalo, Ky :
idade, Dy
0 0-1 44 1
1 1-2 43 1
2 2-3 42 1
3 3-4 41 4
4 4-5 37 4
5 5-6 33 8
6 6-7 25 4
7 7-8 21 1
8 8-9 20 16
9 9-10 4 2
10 10-11 2 1
11 11-12 1 1
12 12-13 0 0




Tabela 6. Tdbua de vida de uma geracdo de uma coorte de fémeas de Migonemyia migonei apos repasto sanguineo em
cao infectado por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.

Proporcdo Proporcao

Classe Proporcao de Proporcao de b dqs d"fl g:oolrte . %las .D.'gs va de vid
de idade sobreviventes na  sobreviventes da  ° reviventes original P vividos no  vividos Expectativa de vida,
(dias), x  idade x, P N naidade x que morreu intervalo, desde a ex
: X ' gue morreu no intervalo Ly idade x, Ty
de x ax+1, gx X a x+1, dy

0 1,00 0.98 0.02 0.02 0.99 6.61 6.61

1 0,98 0,98 0,02 0,02 0,97 5,63 5,76

2 0,95 0,98 0,02 0,02 0,94 4,66 4,88

3 0,93 0,90 0,10 0,09 0,89 3,72 3,99

4 0,84 0,89 0,11 0,09 0,80 2,83 3,36

5 0,75 0,76 0,24 0,18 0,66 2,03 2,71

6 0,57 0,84 0,16 0,09 0,52 1,38 2,42*

7 0,48 0,95 0,05 0,02 0,47 0,85 1,79

8 0,45 0,20 0,80 0,36 0,27 0,39 0,85

9 0,09 0,50 0,50 0,05 0,07 0,11 1,25

10 0,05 0,50 0,50 0,02 0,03 0,05 1,00

11 0,02 0,00 1,00 0,02 0,01 0,01 0,50

12 0,00 - - 0,00 0,00 0,00 -

* Valor ey adotado na estimativa da capacidade vetorial, considerando-se incubacao extrinseca n=6 - 7 dias



Figura 4. Microfotografias ilustrativas das formas imaturas de Mg. Migonei. (60x). A.
33. E. Larva 4. F. Pupa.

ovo. B. Larva 1. C Larva 2. D. Larva
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Figura 5. Sobrevivéncia de fémeas de Migonemyia migonei apés repasto
sanguineo em cdao infectado por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.

4.3.2. Pintomyia fischeri
4.3.2.1. Inicio da Cultura

Foram obtidas 21 culturas individuais que forneceram 580 ovos
utilizados no seguimento diario das fases imaturas desta espécie. Os tempos
mediano, minimo e maximo do desenvolvimento dos imaturos desta espécie

séo apresentados na Tabela 7, e as formas imaturas ilustradas na Figura 6.
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Tabela 7. Duracao do periodo (dias) de desenvolvimento do ovo, estadios
larvais, pupa e total da fase imatura de Pintomyia fischeri em condic¢des de
laboratorio a temperatura de 25°C (+£1°C), UR ~80%.

Estédio_ do Tamanho da Mediana Minima Méxima (dias)

desenvolvimento  amostra (dias) (dias)

Ovo 580 8,5 8 11
Larva 1 281 8,0 7 8
Larva 2 233 5,0 4 6
Larva 3 229 8,5 6 10
Larva 4 224 14,0 12 18
Pupa 212 14,0 11 15
Total da fase imatura 58 48 68

4.3.2.2. Andlise da Mortalidade da fase imatura de Pi.
fischeri

A mortalidade estimada das formas imaturas foi construida com
culturas que completaram o ciclo de vida até adulto. Para observacdo da
sobrevivéncia dos imaturos, partiu-se de 580 ovos obtidos em 22 culturas
individuais. Esta espécie apresentou grandes dificuldades para seu
desenvolvimento em condi¢cdes de laboratério, principalmente nas fases de
ovo em que a taxa de mortalidade alcancou 51,5% (Tabela 8).

O primeiro estadio (L1) apresentou a segunda maior mortalidade
(8,3%), ocorrendo geralmente durante os dois primeiros dias apés a ecloséao.
Assim, pode-se observar que 94% do total das mortes dos imaturos
ocorreram nas primeiras fases do ciclo imaturo.

Para esta espécie, a mortalidade durante a ecdise foi observada em
todos os estadios. O rendimento das culturas foi pequeno, mesmo quando a

cultura foi iniciada com um grande niumero de ovos.
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Tabela 8. Analise de mortalidade de uma geracédo de uma coorte de
imaturos de Pintomyia fischeri.

Numero de

Estadio do sobreviventes Numero de Mo_rtalidade Proporcao

desenvolvimento NC €OMeco do mortesno  no intervalo das mortes
intervalo intervalo (%)
Kx Dx

Ovo 580 299 51,55 81,03
Larva 1 281 48 17,08 13,01
Larva 2 233 4 1,72 1,08
Larva 3 229 5 2,18 1,36
Larva 4 224 12 5,36 3,25
Pupa 212 1 0,47 0,27
Total 369 78,36 100

4.3.2.3. Sobrevida das fémeas de Pi. fischeri ingurgitadas
em cdo comprovadamente infectado pela Leishmania

infantum chagasi

Os dados para a construcao da tdbua de vida desta espécie sao
apresentados na tabela 9.

A mediana da sobrevivéncia observada apés o repasto infectante foi
de 5,0 dias.

Esta espécie apresentou caracteristicas particulares em relacédo a
mortalidade das fémeas ingurgitadas. Diferente do observado nas fémeas de
Mg. migonei e Lu. longipalpis, as fémeas ingurgitadas de Pi. fischeri
apresentaram um tempo de sobrevivéncia menor (Tabela 10)

Ainda que durante os quatro primeiros dias apdés 0 repasto
sanguineo a sobrevivéncia foi de 94%, um declinio acentuado na
sobrevivéncia acumulada aconteceu durante o periodo pos-oviposicao (Fig.
7), indicando o efeito trauméatico deste evento na sobrevida das fémeas em
condicdes experimentais. Todavia, at¢é o final do sétimo dia, ainda se
observou uma sobrevivéncia de 10%, indicando que uma parte das fémeas

sobreviveu pelo menos 1 dia apds a oviposicao.
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Tabela 9. Construcao da tabua de vida para uma geracao da uma coorte de
fémeas de Pintomyia fischeri apos repasto sanguineo em céo infectado por
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.

Sobrevivente
. Intervalo de Numero de morte
Classe de idade . i no comeco :
: idade (dias), x a . no intervslo de
(dias), x do intervalo, .
x+1 idade, Dy
Kx
0 0-1 78 2
1 1-2 76 0
2 2-3 76 2
3 3-4 74 9
4 4-5 65 32
5 5-6 33 25
6 6-7 8 8
7 7-8 0 0
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Tabela 10. Tdbua de vida de fémeas de Pi. fischeri, apds repasto sanguineo em céo infectado por Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi.

Proporcao ~
Proporcéo :
e da coorte Dias Dias
Classe de  Proporcéao de Proporcdo de  sobrevivente oriainal P vividos no vividos Expectativa de
idade  sobreviventes na sobreviventes da s na idade x uegmorre?J intervalo desde a pvi da. e
(dias), x idade x, Px idade x a x+1, my que morreu que ' idade x, reX
dexax+1 MO intervalo Ly T
' xax+l,d X
qx H X
0 1,00 0,97 0,03 0,06 2,33 11,24 4,76
1 0,97 1,00 0,00 0,00 2,30 8,91 3,87
2 0,97 0,97 0,03 0,06 2,27 6,61 2,87
3 0,95 0,88 0,12 0,27 2,11 4,33 1,93
4 0,83 0,51 0,49 0,97 1,48 2,23 1,13
5 0,42 0,24 0,76 0,76 0,62 0,74 0,74*
6 0,10 0,00 1,00 0,24 0,12 0,12 0,50
7 0,00 - - 0,00 0,00 0,00 -

* Valor ejs adotado na estimativa da capacidade vetorial, considerando-se incubacao extrinseca n=5 - 6 dias
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Figura 6. Microfotografias ilustrativas das formas imaturas de Pi. fischeri. (60x).A. ovo. B. Larva 1. C Larva 2. D. Larva 3. E.
Larva 4. F. Pupa.
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Figura 7. Sobrevivéncia de fémeas de Pintomyia fischeri apés repasto
sanguineo em cdao infectado por Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi..

4.3.3. Lutzomyia longipalpis
4.3.3.1. Inicio da Cultura

Esta espécie desenvolveu-se bem em condi¢cdes experimentais,
apresentou uma baixa mortalidade nos estadios larvais e mostrou uma
ampla adaptacdo a diferentes tipos de alimento. Os tempos mediano,
minimo e maximo do desenvolvimento das formas imaturas sao

apresentados na Tabela 11, e as formas imaturas ilustradas na Figura 8.
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Tabela 11: Duracéo do periodo (dias) de desenvolvimento do ovo, estadios
larvais, pupa e total da fase imatura de Lutzomyia longipalpis em condi¢des
de laboratério, a temperatura de 25°C (x1°C), UR ~80%.

Estadio N Mediana (dias) Minima (dias) Méxima (dias)
Ovo 449 10,0 8 15
Larva l 224 6,5 6 7
Larva 2 223 6,5 6 10
Larva 3 223 7,5 6 8
Larva 4 220 8,0 7 10
Pupa 218 8,0 8 9
Total da fase imatura 46,5 41 59

4.3.3.2. Anadlise da Mortalidade na fase imatura de Lu.
longipalpis

Das amostras obtidas de fémeas silvestres, a maior perda de
imaturos ocorreu na fase de ovo, com uma taxa de ndo ecloséo de 49,7%
(Tabela 12). Esta alta taxa pode ter sido decorrente do stress causado pela
falta de umidade que os ovos foram expostos durante o transporte, bem
como pela néo fecundacao. As perdas durante a fase de ovo representaram
96,5% do total das observadas durante o desenvolvimento da fase imatura,
mostrando que apoés a ecloséo, as larvas apresentam uma boa adaptacéo e

facilidade de colonizacao.

Tabela 12. Tabua de vida temporal de uma geracdo de uma coorte de
imaturos de Lutzomyia longipalpis a partir de ovos de fémeas selvagens de
Campo Grande, MS.

Numero de
_ Vivos no Numero de _
Estadio do comecodo  mortes no Mortalidade no Proporgao
desenvolvimento intervalo intervalo  intervalo (%) das mortes
Kx Dx
Ovo 449 223 49,67 96,54
Larva 1 226 3 1,33 1,30
Larva 2 223 0 0,00 0,00
Larva 3 223 3 1,35 1,30
Larva 4 220 2 0,91 0,87
Pupa 218 0 0,00 0,00

Total 231 51,45 100,00
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Quando a cultura iniciou a partir de ovos de fémeas colonizadas em
laboratorio, houve melhor rendimento, dado que a quantidade de perdas
nesta fase foi de 32,7% (Tabela 13). Este fato pode estar relacionado
principalmente & adaptacdo da populacdo desta espécie, procedentes de
Barcarena (PA), as condi¢Bes experimentais.

Além disso, a proporcdo da mortalidade no estagio de ovo em
relacdo ao total das mortes durante a fase imatura foi também bastante
elevada (89,33%) comparada a da proveniente de fémeas silvestres
(96,54%), indicando que uma parte das oviposi¢cOes pelas fémeas, tanto

silvestres quanto de coldnias, poderiam ser inférteis.

Tabela 13. Tabua de vida temporal de uma geracdo de uma coorte de
imaturos de Lutzomyia longipalpis a partir de ovos de fémeas da colénia do
Instituto Evandro Chagas, procedentes de Barcarena, PA.

L Nu_mero e Numero de  Mortalidade ~
Estadio do Vivos no . Proporcao
: mortes no  no intervalo
desenvolvimento  comeco do : das mortes
) intervalo (%)
intervalo
Kx Dx
Ovo 205 67 32,68 89,33
Larva 1 138 6 4,35 8,00
Larva 2 132 2 1,52 2,67
Larva 3 130 0 0,00 0,00
Larva 4 220 0 0,00 0,00
Pupa 218 0 0,00 0,00
Total 75 38,55 100,00

Em geral, estes resultados da sobrevivéncia de imaturos mostram
que a obtencdo da primeira geracdo dos flebotomineos em condicbes de
laboratério € fundamental para a posterior colonizacdo destes insetos, dada
a dificuldade de adaptacdo dos mesmos e de se reproduzir em laboratorio

determinadas condi¢cbes proprias do ambiente natural de desenvolvimento.
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4.3.3.3. Sobrevivéncia na Fase Adulta de Fémeas de Lu.
longipalpis

Os dados para a construcado da tdbua de vida desta espécie sao
apresentados na tabela 14.

A sobrevivéncia mediana das fémeas de Lu. longipalpis ap6s o
repasto sanguineo foi de 8,0 dias. No comeco da observacdo da coorte, as
fémeas apresentam uma expectativa de vida de 7,5 dias. Durante os sete
primeiros dias, a sobrevivéncia foi superior a 80% (Fig. 9), apresentando
taxas de mortalidade que variaram entre 0 e 7%. Entre o oitavo e 0 décimo
dia, houve uma queda abrupta da sobrevivéncia acumulada, diminuindo de
49% para 7%. No final da coorte observou-se que 3% das fémeas

conseguiram sobreviver até o 15° dia apos repasto sanguineo (Tabela 15).

Tabela 14. Construcdo da tabua de vida para uma geracdo da uma coorte
de fémeas de Lutzomyia longipalpis apds repasto sanguineo em cao
infectado por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.

_ Classe_de . interval_o de Sobrevive_-nte no NUMero de morte no
idade (dias), idade (dias), x comeco do intervalo, . .
X a x+1 K, intervslo de idade, Dy
0 0-1 35 2
1 1-2 33 0
2 2-3 33 1
3 3-4 32 0
4 4-5 32 2
5 5-6 30 1
6 6-7 29 2
7 7-8 27 10
8 8-9 17 14
9 9-10 3 1
10 10-11 2 0
11 11-12 2 0
12 12-13 2 0
13 13-14 2 1
14 14-15 1 1
15 15-16 1 0
16 16-17 0 0
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Tabela 15: Tébua de vida de fémeas de Lutzomyia longipalpis apés repasto sanguineo em céo infectado por Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi.

~ Proporcao dos Proporcéo da : Dias
Clgzse Proporcao de sonrr?ar\J/(i)vrgﬁtoegeda sobreviventes na coorte original vivi[c)igjl:no vividos Expectativa
. sobreviventes : idade x que Po que morreu . desde a pe
Jenls na idade x, P Tl v el morreude xa  nointervalo x a RS, idade x MR, &
(IS, o o Mx X+1, gx X+1, dy Lx 1T |

0 1,00 0,94 0,06 0,06 0,97 7,53 7,53
1 0,94 1,00 0,00 0,00 0,94 6,56 6,95
2 0,94 0,97 0,03 0,03 0,93 5,61 5,95
3 0,91 1,00 0,00 0,00 0,91 4,69 5,13
4 0,91 0,94 0,06 0,06 0,89 3,77 4,13*
5 0,86 0,97 0,03 0,03 0,84 2,89 3,37
6 0,83 0,93 0,07 0,06 0,80 2,04 2,47
7 0,77 0,63 0,37 0,29 0,63 1,24 1,61
8 0,49 0,18 0,82 0,40 0,29 0,61 1,26
9 0,09 0,67 0,33 0,03 0,07 0,33 3,83
10 0,06 1,00 0,00 0,00 0,06 0,26 4,50
11 0,06 1,00 0,00 0,00 0,06 0,20 3,50
12 0,06 1,00 0,00 0,00 0,06 0,14 2,50
13 0,06 0,50 0,50 0,03 0,04 0,09 1,50
14 0,03 1,00 0,00 0,00 0,03 0,04 1,50
15 0,03 0,00 1,00 0,03 0,01 0,01 0,50
16 0,00 - - 0,00 0,00 0,00 -

* Valor ejs adotado na estimativa da capacidade vetorial, considerando-se incubacao extrinseca n=4 - 5 dias
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Figura 8: Microfotografias ilustrativas das formas imaturas de Lu. longipalpis. (60x).A. ovo. B. Larva 1. C Larva 2. D. Larva
3. E. Larva 4. F. Pupa.
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Figura 9. Sobrevivéncia de Lutzomyia longipalpis apds repasto sanguineo
em céo infectado por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.

4.4. COMPARACAO DA SOBREVIDA DAS ESPECIES SOB

INVESTIGACAO

4.4.1. Formas imaturas

A duragdo resumida do ciclo de vida imaturo das espécies sob

investigagcdo é apresentada na tabela 16. O ciclo de vida de Pi. fischeri foi

maior que o de Lu. longipalpis e de Mg. migonei, que apresentaram valores

proximos.
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Tabela 16. Duracdo da fase imatura em condi¢cdes de laboratério de Lu.
longipalpis, Mg. migonei e Pi. fischeri, 25°C (£1°C), ~ 80% UR.

Minima Maéaxima Mediana

ESPEEE L (dias)  (dias)  (dias)
Lu. longipalpis 449 41 59 46,5
Mg. migonei 536 41 55 47,5
Pi. fischeri 580 48 68 58

4.4.2. Adultos - Fémeas
A comparacgao das curvas de sobrevida mediante o teste Log Rank
mostrou diferencas estatisticamente significantes entre a sobrevida de Pi.
fischeri e Mg. migonei (p<0.00) e, de Pi. fischeri e Lu. longipalpis (p<0.00).
As curvas de sobrevida de Mg. migonei e Lu. longipalpis ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes (p>0,05). Os valores séao

apresentados na Tabela 17 e o grafico comparativo das curvas de sobrevida

na FiguralO.
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Figura 10. Sobrevivéncia acumulada de Lu. longipalpis, Pi. fischeri e Mg.
migonei em cultura sob as mesmas condicbes ambientais e de exposicdo a
fonte alimentar.
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Tabela 17. Valores do x*do teste Log-Rank e os de p, na comparac&o entre
0s pares de espécies em estudo.

Pi. fischeri Mg. migonei Lu. longipalpis
Pi. fischeri - 33,9 (p<0.0001) 60,3 (p<0,0001)
Mg. migonei 33,9 (p<0.0001) - 1,453 p>0,05

Lu. longipalpis 60,3 (p<0,0001) 1,453 p>0,05 -

4.5, PROPORCAO DE FEMEAS QUE SE ALIMENTARAM NO

CAO (Al

Durante os dois experimentos de alimentacdo das fémeas em céo
infectado pela L. i. chagasi as taxas de repasto para Lu. longipalpis foram
semelhantes, enquanto para Mg. migonei e Pi. fischeri variaram segundo a
forma de exposicéo da fonte (Tabela 18).

Para Lu. longipalpis as taxas de repasto foram de 71,4% quando as
fémeas foram liberadas na gaiola com o cdo exposto (ndo induzidas) e de
70,8%, quando colocadas diretamente na superficie da pele do cao
(induzidas). Para Mg. migonei este valores foram de 70% no experimento
sem alimentacao induzida e 52,2%, quando induzidas a picar. Similarmente

para Pi. fischeri as taxas variaram de 64,1% e 45,8% respectivamente.

Tabela 18. Numero de machos e fémeas expostos de cada espécie de
flebotomineo, segundo o tipo de exposi¢cado ao cdo infectado por Leishmania
i. chagasi, fémeas alimentadas ou mortas, e proporcdo de fémeas
alimentadas.

Espécie/repasto Lu. longipalpis  Mg. migonei  Pi. fischeri

I NI I NI I NI
Fémeas 65 63 23 70 72 78
Machos 60 51 17 38 23 33
Fémeas alimentadas 46 45 12 49 33 50
Fémeas mortas 6 9 3 21 24 19

Proporgdo de femeas 70,8 71,4 522 70,0* 458 64,1*
alimentadas (%)

I: induzida; NI: ndo induzida.* Al estimado.
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4.6. DURACAO DO CICLO GONOTROFICO

A duragdo minima e maxima do ciclo gonotrofico das espécies de
flebotomineos estudadas encontra-se na Tabela 19. A duracdo mediana do
ciclo gonotrofico de Lu. longipalpis foi de cinco dias, de Pi. fischeri, seis dias
e de Mg. migonei, sete dias. No entanto, o intervalo entre a minima e a

maxima para esta ultima foi bem menor do que para as duas primeiras.

Tabela 19. Duracgédo do ciclo gonotréfico em condi¢des de laboratério, 25°C
(£1°C), ~ 80% UR.

Minima Méaxima Mediana

SSEiE N (dias)  (dias)  (dias)
Lu. longipalpis 120 3 10 5
Mg. migonei 50 7 8 7
Pi. fischeri 64 4 10 6

4.7. HABITO DE PICAR AO CAO (a)

Para efeito do célculo do pardmetro a usado na estimativa da
capacidade vetorial, usou-se a taxa de repasto no experimento com
alimentacdo ndo induzida, levando em conta que as fémeas na natureza
procuram espontaneamente a fonte sanguinea.

Na Tabela 20 séo apresentados os valores de a, calculados para as
trés espécies de flebotomineos estudadas. Os valores de a obtidos indicam
que, em meédia, para Lu. longipalpis, uma fémea alimenta-se em cdo, uma
vez, em 7,14 dias (1/0.14), enquanto uma fémea de Pi. fischeri ou de Mg.

migonei se alimenta em cao, uma vez, em 10 dias (1/0,10).



74

[{peei)

Tabela 20. Estimativa do parametro “a” para cada uma das espécies em

investigacao.
Duracéo a
Espécie Taxa de alimentacéo medlgna do proporgao~de
ciclo repastos por céo por
gonotréfico dia”
Lu. longipalpis 0,71 5 0,14
Mg. migonei 0,70 7 0,10
Pi. fischeri 0,64 6 0,10

4.8. PERIODO DE INCUBACAO EXTRINSECA (n)

Durante 0s experimentos de infeccdo experimental foi possivel
observar formas promastigotas supostamente infectante em uma fémea de
Pi. fischeri, pois se localizavam na regido proxima a valvula estomodeal, no
quarto dia apds o repasto infectante.

Para Lu. longipalpis, as formas infectantes foram observadas apés a
disseccdo de quatro fémeas, nos dias 10, 11, 14 e 15 apdOs o repasto
infectante. Estas fémeas ja tinham realizado um segundo repasto em
hamster. Dado que néo foi possivel estabelecer o periodo exato no qual as
fémeas tinham desenvolvido as formas promastigotas infectantes, este dado
foi tomado da literatura, na qual se estima entre 6 e 7 dias o periodo de
incubacao extrinseca da L. i. chagasi (PIMENTA et al., 2011).

Nao foi possivel observar formas flageladas nas dissec¢fes de Mg.
migonei e também ndo se obteve na literatura descricdo do periodo de
incubacdo extrinseca da L. i. chagasi nesta espécie. Por esta razdo foi
assumido o tempo mediano da duragdo do ciclo gonotrofico (Tabela 19),
assumido concordancia entre o desenvolvimento das formas metaciclicas e
a duracéao do ciclo gonotrofico, quando a fémea precisaria fazer um segundo

repasto. Estes dados foram resumidos na Tabela 20.
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4.9. PROPORCAO DE FEMEAS COM FORMAS
INFECTANTES ENTRE AS FEMEAS INFECTADAS (b)

A infecgéo por L. i. chagasi foi observada em 4 das 91 fémeas de Lu.
longipalpis ingurgitadas no cdo. Estas 4 fémeas apresentaram formas
promastigotas metaciclicas. Assim a taxa de infec¢éo observada foi 4,4% e a
proporcdo de fémeas com formas infectantes para esta espécie foi 100%
(Tabela 21).

Para Pi. fischeri, das 83 fémeas alimentadas, 4 (4,8%) se infectaram,
destas, uma (25%) apresentou formas infectantes.

Durante a disseccdo das fémeas nao foi observada presenca de
parasitas nas amostras de Mg. migonei. Portanto, para realizar uma
estimativa da capacidade vetorial foi atribuida uma taxa de infec¢éo igual a

observada em Pi. fischeri.

Tabela 21. Proporcdo de fémeas de Lutzomyia longipalpis, Pintomyia
fischeri e Migonemyia migonei com infecgdo por Leishmania infantum
chagasi.

Taxa de infeccéo

Espécie Fémeas Fémeas b
b ingurgitadas |infectadas Disseccao “‘proporcao de fémeas
¢ infectadas com
formas infectantes”
Lu. longipalpis 91 4 0,044 1,00 (4/4)
Mg. migonei 47 0 0,000 0,25*
Pi. fischeri 83 4 0,048 0,25 (1/4)

* como ndo se observou a infec¢éo, adotou-se a mesma de Pi. fischeri.

4.10. EXPECTATIVA DE VIDA INFECTIVA (eix)

A expectativa de vida infectiva, estimada a partir da tAbua de vida
construida com as fémeas ingurgitadas em céo infectante das trés espécies

de flebotomineo (Tabelas 6, 8e 12), é apresentada na Tabela 22.
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Para Lu. longipalpis, a expectativa de vida infectiva foi de 4,13 dias,

para Mg. migonei, de 2,42 dias e para Pi. fischeri, de 0,74 dias.

Tabela 22. Expectativa de vida para as coortes de espécies de
flebotomineos seguidas a partir do repasto sanguineo em cao infectado pela
Leishmania infantum chagasi.

Expectativa de vida apos

Espécie n 0 repasto
Lu. longipalpis 32 4,13
Mg. migonei 44 2,42
Pi. fischeri 78 0,74

4.11. CAPACIDADE VETORIAL (V)

Os valores dos parametros estimados para calcular a capacidade
vetorial para cada uma das espécies estudadas sdo resumidos na Tabela
23.

Tabela 23. Resumo dos parametros usados na estimativa da capacidade
vetorial de Lu. longipalpis, Mg. migonei e Pi. fischeri, no presente estudo.
Lu. Mg.

Parametro longipalpis  migonei Pi. fischeri
m (fémeas/céo/dia) 3,5 0,04 5,5

a [taxa repasto/GC (dias)] 0,14 0,10 0,10

n (Periodo de incubacéo extrinseca) 6* 7** 4

b (proporgéo ¢ infectantes) 1,0 0,25 0,25

ei [expectiva de vida infectiva (dias)] 4,13 2,42 0,74

*Dado de literatura (PIMENTA et al., 2011); **GC= durac&o mediana ciclo
gonotrofico

Com estas estimativas calculou-se a capacidade vetorial para as trés

espécies segundo a formula:

V =(m)(a)b)(e,)
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4.11.1. Capacidade Vetorial de Lu. longipalpis

0,70
= é aodia) * — * * ; —
V|_u_| (3,5 fémeas/caddia) 5 dias (1)* (4,13 dias)

=2,02 novas infec¢cbespor diade exposicaode um cdo infectado

Este resultado indica que com uma taxa repasto de 70% da
populacdo de fémeas de Lu. longipalpis e, dado que todas as que se
infectam desenvolvem as formas metaciclicas (as infectivas) da leishméania,
com uma densidade de 3,5 fémeas/cao/dia, espera-se que a populacdo de
fémeas da area produzam 2,02 novas infecces por dia de exposicdo da

fonte de infeccéo.

4.11.2. Capacidade Vetorial de Mg. migonei

VMg.m =(0,04 fémeas/céo’dia)*70;;28*(0,25)*(2,42 dias)=
=0,0024 novas infec¢cOespor diade exposicdode um cao infectado
Este valor indica que com uma taxa repasto de 70% da populacao
de fémeas de Mg. migonei e, dado que 25% das fémeas que se infectam
desenvolvem as formas metaciclicas da leishméania, com uma densidade de
0,04 fémeas/caol/dia, espera-se que essas fémeas produzam 0,0024 novas

infeccdes por dia de exposicdo da fonte de infecgéo.

4.11.3. Capacidade Vetorial de Pi. fischeri

0,64 |
Vpis =65 fémeas/céo’dia)*G dias*(o,zs)*(o,m dias)=

=0,108 novas infec¢cbespor diade exposicaode um cdo infectado

O resultado indica que com uma taxa repasto de 64% da populagéo

de fémeas de Pi. fischeri e, dado que 25% das fémeas que se infectam
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desenvolvem as formas metaciclicas da leishménia, com uma densidade de
5,5 fémeas/cao/dia, espera-se que essas fémeas produzam 0,108 novas

infeccdes por dia de exposicdo da fonte de infeccéo.

4.12. COMPARACAO DA CAPACIDADE VETORIAL DAS
ESPECIES SOB INVESTIGACAO

Os resultados obtidos indicam que em funcdo da densidade do
vetor, da sobrevida infectiva das fémeas e das taxas de infeccdo observadas
nas espécies investigadas no foco da Grande S&o Paulo, baixas taxas de
transmissao de LVA poderiam ser esperadas, quando comparadas com a de
Lu. longipalpis, vetor comprovado da L. i. chagasi. Com estes dados, estima-
se que a capacidade vetorial de Lu. longipalpis poderia ser 18,7 vezes a de
Pi. fischeri e 830 vezes a de Mg. migonei. Para efeito de analise do papel de
Mg. migonei, assumindo-se uma taxa de infeccao pela L. i. chagasi igual a
de Pi. fischeri, esta ultima teria uma capacidade vetorial 45 vezes a de Mg.

migonei.
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5. DISCUSSAO

5.1. DENSIDADE DAS ESPECIES SOB INVESTIGACAO EM
RELACAO AO CAO (m)

A estimativa da capacidade vetorial de uma espécie depende
diretamente da densidade, parametro calculado como taxa de picadas por
hospedeiro ou, incidéncia de picadas por hospedeiro por dia (GARRETT-
JONES, 1964a). O valor deste parametro é calculado do produto da
densidade do vetor em relagcdo ao hospedeiro (m) e o habito de picar o
hospediero (a).

Um calculo exato da densidade dos flebotomineos que se alimentam
em um cao (m) é dificil de obter, considerando-se que varios fatores podem
influenciar sua estimativa, entre estes, as condicdes climatoldgicas,
topogréficas, o numero e distribuicdo de fontes sanguineas, entre outros. Por
exemplo, GALATI et al (2003) em estudo de atratividade de 6 fontes
alimentares para flebotomineos em ambiente rural, encontraram para Lu.
longipalpis uma media de 0,14 fémeas/cao/hora e para machos este valor foi
2,30, enquanto no presente estudo esses valores foram respectivamente
1,16 (3,5fémeas/3horas) e 8,67 (26/3horas). Coincidentemente, a razdo
macho/ fémea foi favoravel aos machos nos dois estudos, mas a atratividade
do cdo para as fémeas deste flebotomineo, em ambiente urbano, foi 8,13
vezes maior; resultado este, que parece reflexo da diversidade das fontes
sanguineas distinta nas duas areas. Assim, a capacidade vetorial sofrera
variagbes em funcado da quantitidade e diversidade de fontes alimentares.

Apesar da dificulade de se obter, o calculo deste parametro é
necessario para observacao atratividade natural e interagdo ambiental vetor-
hospedeiro. Durante a realizacdo deste trabalho na regido Embu/Cotia,
estimou-se para Pi. fischeri uma densidade de 5,5 fémeas/cdo/dia e para

Mg. migonei 0,04 fémeas/cao/dia.
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Considerando-se que o0s resultados obtidos nas coletas para
observacdo da atratividade do cédo foram realizados no periodo de maior
frequéncia destes insetos primavera e verdo (BARRETTO, 1942; SILVA,
2005; MOSCHIN, 2010) considerou-se estas estimativas, representativas
para este periodo do ano.

Embora o mais apropriado seja comparar a capacidade vetorial entre
espécies que ocorram numa mesma area geografica e tempo, a auséncia na
regido de Cotia/Embu de Lu. longipalpis, vetor comprovado de L. i. chagasi,
forcosamente levou a utilizacdo do valor de m calculado para esta espécie
(3,5 fémeas/céo/dia) de uma outra area com transmissao ativa de LVA. Em
razdo desta diferenca de areas, € possivel que a estimativa de m das trés
espécies esteja influenciada pelo nimero de coletas e das condicdes
climatolégicas distintas no periodo de coleta; todavia o parametro obtido
possibilitou uma avaliacdo do comportamento cinofilico das espécies

estudas e comparacao da capacidade vetorial.

5.2. HABITO DE PICAR O HOSPEDEIRO (a)

O habito de picar o cao (a) estima, em média, a proporcao de
repastos que a populacdo de um vetor obtém de um hospedeiro por dia
(GARRETT-JONES, 1964). Em culicideos, este parametro € geralmente
calculado como o quociente da proporcdo de fémeas capturadas com
sangue em um domicilio nas primeiras horas do dia e a duracdo do ciclo
gonotrofico. No entanto, este método é pouco pratico para espécies de
flebotomineos, com habito endofilico e endofagico desconhecido. Além
disso, com esta metodologia, se os flebotomineos apds o repasto sanguineo
procurassem locais diferentes do canil para se abrigarem, um viés poderia
ser introduzido na obtencdo do dado sobre a identificagcdo da proporcao real
de fémeas alimentadas em c&o. Assim, como alternativa para estimar o
habito dos flebotomineos de picar o céo, adotou-se no presente estudo, o

calculo da proporcdo de fémeas se alimentando em um cdo em condicdo
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imovel (anestesiado), dividido pelo tempo mediano (dias) da duracdo do ciclo
gonotrofico.

Embora com esta metodologia a condicdo imovel do cdo exposto
tenha facilitado o contato das fémeas e estimado a alimentacdo na presenca
de uma unica fonte sanguinea, permitiu identificar o habito cinofilico e a
intensidade de contato entre a espécie do inseto e o cao.

A duracédo do ciclo gonotrofico permite identificar o tempo mediano
necessario para que o vetor procure um novo contato com esse hospedeiro.
Parametro este, importante na dindmica de transmisséo da LVA.

Outras metodologias poderiam ser utilizadas para estimar o habito
alimentar, entre estes testes imunoldégicos e moleculares. Mediante
avaliacdo imunologica, DIAS et al (2003) observaram uma propor¢cao de
27,6% com sangue canino para Lu. longipalpis. No entanto indices menores,
foram observados respectivamente por OLIVEIRA et al (2008) que
observaram uma proporcéo de 8,3% Além do alto custo, os resultados desta
metodologia podem ser influenciados pela diversidade de fontes disponiveis.

Nos experimentos de xenodiagnostico realizados em cées
sintoméaticos, a proporcdo de fémeas ingurgitadas foi similar para as trés
espécies estudadas, Lu. longipalpis (71%), Mg. migonei (70%) e Pi. fischeri
(64%) (Tabela 17). Considerando-se a igualdade de condi¢cdes de exposicao
para as trés espécies é importante ressaltar a afinidade pelo cdo no habito
alimentar delas. No obstante, na natureza o comportamento de picada pode
variar em funcédo de determinadas condi¢cdes que favorecem a alimentacao
no hospedeiro, como a proximidade entre o criadouro e a fonte alimentar e
exposicao do hospedeiro.

Com a metodologia adotada, estimou-se um valor a de 0,14 (0,70/5
dias) para Lu. longipalpis e de 0,10 (0,70/7 dias) para Mg. migonei e Pi.
fischeri (0,64/6 dias). Isto indica que uma fémea de Lu. longipalpis alimenta-
se pelo menos uma vez em um cao em 7,14, enquanto uma fémea de Mg.
migonei ou de Pi. fischeri alimenta-se pelo menos 1 vez em 10 dias. Este
valor é importante na estimativa da capacidade vetorial, pois, € um indicativo

da freqUéncia de contato vetor-hospedeiro, sendo as espécies com maior
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frequéncia de repastos, aquelas que terdo maior chance de atuar na

transmissao do parasita, caso se infectem.

5.3. TAXAS DE INFECCAO EXPERIMENTAL E PROPORCAO
DE FEMEAS INFECTADAS QUE REALMENTE SAO
INFECTANTES (b)

Na analise da capacidade vetorial de flebotomineos, a alimentacao
de flebotomineos em cées infectados (xenodiagndstico) constitui uma etapa
fundamental para a avaliacdo da duracdo do periodo de incubacéo
extrinseca da Leishmania no inseto, estudar a competéncia vetorial e
realizar inferéncias sobre as taxas de infeccdo em determinadas populacgées.

No presente estudo, as taxas de infeccdo observadas no exame
parasitolégico das fémeas ingurgitadas em cées sintomaticos foram baixas:
menos de 5% para Lu. longipalpis e Pi. fischeri, sem deteccdo de infeccéo
em Mg. migonei. Taxas similares de infeccdo por xenodiagndstico em céaes
poli-sintomaticos foram observadas por TRAVI et al. (2001), que
encontraram variacao entre 5 e 22,5% para Lu. longipalpis. Estes autores
ndo observaram infeccdo dos flebotomineos expostos em 50% dos caes
sintomaticos. Taxas maiores foram encontradas por Chagas (1940), que
observou infecgcdo em 6 de 8 fémeas de Lu. longipalpis. COURTENEY et al
(2002) em experimentos de xenodiagndstico observaram infeccdo de
flebotomineos variando de 0 e 10% nos insetos alimentados em 11 de 42
cées e, nos espécimes alimentados em outros 24 cées nao foi detectada
infeccdo. Este resultado indica que as taxas de infeccdo do flebotomineo
podem variar em fungcéo do céo exposto. Além disto, considerando-se que a
disseccéo foi realizada ap6s a morte das fémeas, o valor da taxa de infeccéo
observada pode estar subestimado.

Com relacdo a propor¢cdo de fémeas infectadas que realmente sédo
infectivas b, sua estimativa é necessaria em estudos de espécies em que se

desconhece a relacéo entre o vetor e o0 parasita, pois ainda que, uma fémea
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ingira formas amastigotas durante um repasto sanguineo no hospedeiro,
estas poderiam morrer por acdo de enzimas digestivas do inseto ou serem
excretadas (KAMHAWI, 2006).

Para Lu. longipalpis, as formas promastigotas metaciclicas
(infectantes) da L. i. chagasi foram observadas em todas as fémeas
infectadas estimando-se o valor de b em 1,0. Em Pi. fischeri foram
observadas em uma fémea de quatro infectadas, sendo b estimado como
0.25. Isto implica que nem todas as fémeas que se infectaram no céo
sobreviveram o tempo suficiente para desenvolver as formas infectantes. No
caso de Mg migonei, que ndo foi observada a infeccdo nas fémeas,
implicaria em considerar que a sua capacidade vetorial seria zero. No
entanto, considerando o fato de que as fémeas foram dissecadas tempos
depois da morte, o que implicaria na morte também dos flagelados e
consequente degradacao, dificultando a visualizagdo dos mesmos. Isto, sem
davida, levaria a subestimacéo da taxa de infeccdo. Assim, adotou-se o valor
b estimado para Pi. fischeri, para comparar a relacdo dos outros parametros

da capacidade vetorial entre estas duas espécies.

5.4. PERIODO DE INCUBACAO EXTRINSECA (n)

O periodo de incubacdo extrinseca permite identificar o tempo
necessario para o desenvolvimento das formas promastigotas metaciclicas
infectantes da leishmania no flebotomineo. A estimativa da duracdo deste
evento é relevante no estudo da capacidade vetorial, pois deste depende
diretamente a estimativa da vida infectiva (e;) da populacdo de fémeas da
espécie estudada. No entanto, estimar quantitativamente este parametro
requer uma intensa avaliagao laboratorial (MEYER, 1989). Assim neste caso
poderia ser considerado o tempo mediano de oviposi¢do como o valor de n,
assumido concordancia entre o desenvolvimento do agente e a procura de
um novo repasto. Estudos recentes tém mostrado o ciclo de
desenvolvimento da Leishmania e suas intera¢cdes no intestino do vetor, e,

em geral, estima-se que 0 tempo necessario para o desenvolvimento de
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formas promastigostas metacicilicas varie entre 5 e 7 dias (GOSSAGE et al.,
2003, KAMHAWI, 2006, MAIA et al.,, 2011). No entanto, estes estudos
realizam a infeccdo com uma grande massa de parasitas para garantir a
infecgéo dos insetos.

No presente trabalho, dissecando-se fémeas mortas de Pi. fischeri,
observou-se em uma delas promastigotas, supostamente infectantes,
localizadas no tubo digestorio proximo a valvula estomodeal, quatro dias
apos o repasto no cao infectado, sendo este o valor de n considerado para
esta espécie. As formas infectantes em Lu. longipalpis foram observadas no
14° e 15° dias apos a alimentagdo no cdo. Dado que o tempo minimo em
qgue as formas tinham se desenvolvido nas fémeas nédo foi observado para
esta espécie, adotou-se o valor de n= 7 dias, descrito por PIMENTA et al.
(2011). Em Mg. migonei ndo foi observada infeccdo pela Leishmania i.
chagasi e também nédo se conhecem estudos descrevendo o periodo de
incubacédo do parasita nesta espécie, portanto, para o calculo da capacidade
vetorial desta espécie, considerou-se a mediana da duracdo do ciclo
gonotrofico, que foi 7 dias, assumindo-se concordancia entre o

desenvolvimento dos parasitas e 0 segundo repasto.

5.5. DESENVOLVIMENTO DAS FORMAS IMATURAS

Pi. fischeri apresentou a maior duragéo do ciclo de vida (58 dias) e
mortalidade (78,3%) durante a fase de desenvolvimento. Estas
caracteristicas poderiam estar associados a fatores intrinsecos da espécie
e/ou dificuldades de reproduzir em laboratorio as condicbes em que se
desenvolve na natureza, uma vez que se encontra estreitamente associada
a ambiente de mata (BARRETTO, 1942). Por outro lado Mi. migonei e Lu.
longipalpis, embora apresentem taxas de mortalidade de até 50%,
conseguem se desenvolver com maior facilidade em condicbes de
laboratério, e apresentaram duracdo do ciclo de vida mais curta (Tabela 13).
Isto poderia estar associado a uma maior plasticidade adaptativa dessas

espécies a diferentes condi¢cdes ambientais.
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5.6. EXPECTATIVA DE VIDA INFECTIVA DO VETOR (€jr)

Da estimativa de sobrevida da populacdo de uma espécie,
dependem caracteristicas como a estabilidade da populacdo do inseto, a
proporcdo dessa populacdo que podera desenvolver e transmitir um
determinado agente e a duracdo média da vida infectiva (MILBY e REISEN,
1989).

A sobrevida pode ser estimada horizontalmente, mediante a
observacdo em campo de uma coorte por meio de experimentos de captura-
marcagao-soltura-recaptura (MILBY e REISEN, 1989; CASANOVA et al.,
2009) ou verticalmente, pela taxa de fémeas multiparas e a duracéo do ciclo
gonotréfico (g), estimando-se como a raiz g*™ da taxa de fémeas
multiparas (MILBY e REISEN, 1989)..

Em laboratério, a sobrevida didria da populagcédo de fémeas também
pode ser estimada mediante construcdo da tabua de vida de uma geracdo
de uma coorte, na qual individuos sdo acompanhados em intervalos de
tempo até a morte de todos os espécimes (CAREY, 1993). Esta metodologia
oferece a vantagem de estimar a sobrevida em cada intervalo de tempo
estudado, permitindo observar o efeito de determinados eventos, como a
oviposicdo na mortalidade da populacéo. A sobrevivéncia dos flebotomineos
em laboratério geralmente € baixa, principalmente pelas dificuldades em
reproduzir as condicbes do ambiente natural de desenvolvimento desses
insetos. Ainda que fatores como a umidade relativa e temperatura sejam
mantidas em niveis adequados, outras variaveis como 0s sitios de repouso,
a cobertura vegetal, o ciclo de luz e fontes naturais de alimento séo dificeis
de recriar, o que pode ter um grande impacto na sobrevivéncia.

Na literatura, a sobrevivéncia diaria do vetor geralmente € estimada
horizontalmente. Para isto, insetos sdo capturados, marcados com pé
fluorescente, liberados e recapturados com armadilhas luminosas, de
Shannon ou busca ativa em locais de abrigos préximos ao local de soltura.

Com esta metodologia, a sobrevida méxima observada para Phlebotomus
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ariasi foi de 22 dias (KILLICK-KENDRICK et al. 1984), 11 dias para
Psathyromyia shannoni (ALEXANDER et al. 1987) e, para Lu. longipalpis, 8
dias (MORRISON et al. 1993). Nestes estudos ndo foram calculadas as
probabilidades de sobrevivéncia diaria.

Também, com estimativa horizontal, baseada em experimentos de
captura-marcacao-soltura-recaptura, foi observada uma sobrevida maxima
para Ny. neivai de 11 dias e probabilidade de sobrevivéncia diaria estimada
em 0,67 (CASANOVA et al. 2009) e 0,64 (GALATI et al. 2009). Contudo,
nestes estudos, as taxas de recaptura foram menores que 20%. Uma
limitacdo para se estimar esses parametros diz respeito a representatividade
da amostra recapturada em relacdo a populacdo marcada, pois se
desconhece o efeito da migracdo, mortalidade e atratividade das armadilhas.
Outra dificuldade poderia ser o impacto de mudancas nas condi¢coes
climaticas durante as recapturas, por exemplo, chuvas e ventos fortes que
interferem no deslocamento dos espécimes, levando a uma subestimacao
da populacéo recapturada naquele periodo. Além disto, para se desenvolver
experimentos de captura-marcacao-soltura-recaptura sao imprescindiveis
altas frequiéncias da espécie no local estudado, em virtude das baixas taxas
de recaptura.

Mediante a construcdo da tdbua de vida da coorte de fémeas
alimentadas em cao, observou-se que as curvas de mortalidade nas trés
espécies estudadas apresentaram diferentes comportamentos,
principalmente durante e apds a oviposi¢do. Pi. fischeri e Mg. migonei
apresentam altas taxas de mortalidade durante a oviposicdo, fato
amplamente descrito na literatura para outras espécies de flebotomineos
(MAROLI et al., 1987, SCHLEIN et al., 1990, EL NAIEM e WARD, 1992), e 0
numero de fémeas que sobrevivem de Pi. fischeri (s=0,42) € menor que as
de Mg. migonei (s=0,57), sendo esta diferenca estatisticamente significante
(p<0,000). Contrariamente, Lu. longipalpis apresenta um comportamento
diferenciado (Fig. 12), grande quantidade de fémeas ovipdem e sobrevivem
(s=0,86), sendo a sua sobrevida maior e estatisticamente significante

guando comparada com a de Pi. fischeri (p<0,000). Esta caracteristica de
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Lu. longipalpis tem importantes implicagcdes na sua capacidade vetorial, pois
apresenta uma maior chance de contato com um segundo hospedeiro,
podendo transmitir a L. i. chagasi no segundo repasto (LAINSON et al.,
1977).

Neste estudo, em condi¢cdes de laboratério, observou-se que o
tempo de sobrevida maximo para fémeas alimentadas com sangue foi de 17
dias para Mg. migonei (12 dias apods o repasto), 20 dias para Lu. longipalpis
(16 dias apos o repasto) e 11 dias para Pi. fischeri (6 dias apds o repasto).
Estes resultados mostraram que as fémeas de Mg. migonei e Lu. longipalpis
poderiam completar 2 e 3 ciclos gonotroficos, respectivamente, enquanto Pi.
fischeri, dificilmente conseguiria realizar o segundo repasto. Estes dados sao
similares aos observados por BARRETTO (1942), que verificou um tempo
méaximo de sobrevivéncia em laboratério de 27 dias para fémeas de
Nyssomyia spp. alimentadas com sangue e acucar.

A estimativa do tempo médio de vida infectiva para cada espécie foi
realizada mediante a observacdo do periodo de incubacédo extrinseca,
quando possivel, ou, com a duracdo mediana do ciclo gonotrofico,
assumindo-se concordancia entre o desenvolvimento das formas infectivas e
um novo repasto sanguineo. O tempo de vida infectiva observado variou
entre as trés espécies, Lu longipalpis apresentou uma sobrevida infectiva
média de 4,13 dias, Mg. migonei 2,14 dias e Pi. fischeri 0,74 dias. Estes
resultados indicam que uma fémea de Lu. longipalpis tem uma chance maior
de contato com um hospedeiro apds se tornar infectiva. Na dinamica de
transmissdo da L. i. chagasi, isto implicaria que mesmo com uma baixa
densidade de fémeas, esta espécie conseguiria manter a transmissao do
agente; levando-se em conta as taxas de infeccdo e alta sobrevivéncia.
Comparadas a esta espécie, as fémeas de Mg. migonei e de Pi. fischeri
teriam uma chance menor de contato com o hospedeiro apés o
desenvolvimento das formas metaciclicas. Portanto, seriam necessarias
altas densidades dessas duas espécies para manter a transmissdo do

agente.
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5.7. COMPARACAO DA CAPACIDADE VETORIAL DE Lu.

longipalpis, Pi. fischeri e Mg. migonei

Em estudos sobre a transmissdo da malaria, MACDONALD (1952)
identificou sete fatores principais que poderiam contribuir para o surgimento
de um novo caso. Estes parametros foram estruturados em uma expressao
matematica conhecida como a taxa de reproducdo béasica da malaria.
Posteriormente, GARRETT-JONES (1964) introduziu o calculo do indice de
sangue humano e o conceito de capacidade vetorial, estreitamente
associado a taxa de reproducdo basica da malaria. Os parametros da
capacidade vetorial sdo amplamente discutidos em REISEN (1989) e tém
sido frequentemente utilizados na investigacdo de doencas veiculadas por
artropodes. De forma geral, a capacidade vetorial abrange a analise de
diferentes variaveis ecolégicas e epidemiolégicas envolvidas na transmissao
de agentes por insetos vetores. No entanto, tem sido pouco aplicado ao
estudo da transmissao de agentes da leishmaniose na América. No presente
estudo, a capacidade vetorial média de Lu. longipalpis foi estimada em 2,02
novas infec¢des por dia de exposicao da fonte infectiva, a de Pi. fischeri em
0,108 e de Mi. migonei em 0,0024. Portanto, a capacidade vetorial de Lu.
longipalpis, vetor comprovado da L. i. chagasi, € notavelmente maior (18
vezes) que a de Pi. fischeri e a de Mg. migonei ( 830 vezes). Varios fatores
contribuem para a maior capacidade de Lu. longipalpis na transmissdo do
agente da LVA, entre eles a alta afinidade pelo céo, a forte interagcéo
biolégica com a leishménia, a capacidade de adaptagdo ambiental e as altas
taxas de sobrevivéncia e reproducdo. A presenca desta espécie com altas
frequéncia em éareas urbanas (RANGEL e VILELA, 2008; CVE, 2010) € um
exemplo de sua capacidade adaptativa.

Também se observou que na area de estudo nos municipios de
Cotia e Embu, Pi. fischeri tem um maior potencial de transmisséo do agente

da leishmaniose visceral canina, em comparacdo a Mg. migonei. Isto
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acontece, principalmente em funcdo das diferencas observadas na
densidade de cada espécie. Embora a quantidade de coletas realizadas para
estimar a densidade de ambas tenha sido pouco numerosa, estudos prévios
na Grande Sao Paulo tém mostrado semelhante densidade relativa entre
ambas (SILVA, 2005; MOSCHIN, 2011).

Tendo-se em vista a auséncia de Lu. longipalpis, vetor comprovado
da L. i. chagasi em outras areas, os resultados da capacidade vetorial de Pi.
fischeri e Mi. migonei na regidao Embu/Cotia sugerem que Pi. fischeri poderia
ter um papel relevante no foco desta regido, caso a sua competéncia vetorial
seja demonstrada. Por outro lado, a participacdo de Mg. migonei na area

estudada parece menos relevante.
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CONCLUSOES

Em condi¢cdes de laboratdrio, Lutzomyia longipalpis e Migonemyia
migonei apresentaram similaridade no tempo de desenvolvimento das
formas imaturas. Pintomyia fischeri apresentou um ciclo de vida longo e com
alta mortalidade durante seu desenvolvimento.

A expectativa de vida infectiva em laboratério de fémeas de Lu.
longipalpis apds o repasto em céo, foi maior que a de Pi. fischeri e de Mg.
migonei, em condi¢des similares de umidade e temperatura.

A expectativa de vida infectiva em laboratério de Mg. migonei foi
maior que a de Pi. fischeri, observando-se diferencas estatisticamente
significantes entre as curvas de mortalidade destas espécies (p<0,000).

Em condicbes similares de exposicdo, as trés espécies sob
investigacdo apresentaram taxas altas de alimentacdo em cao,
demonstrando habito cinofilico.

A temperatura de 25°C (x1°C) a duracdo mediana do ciclo
gonotréfico de Lu. longipalpis foi menor (4 dias) em relacao a de Pi. fischeri
(6 dias) e de Mg. migonei (7 dias).

Formas flageladas da Leishmania i. chagasi foram observadas em
Lu. longipalpis e em Pi. fischeri, ndo tendo sido observadas em Mg. migonei.

A opcéo de preservar as fémeas supostamente infectadas pela L. i.
chagasi para fins de observagdo da competéncia vetorial, dissecando-as
apenas quando mortas naturalmente impossibilitou a avaliacgdo da duracéo
do periodo de incubacgéo extrinseca para para Lu. longipalpis e Mg. migonei.
Para fins do calculo da capacidade vetorial, dado de literatura sobre este
parametro foi utilizado para Lu. longipalpis (7 dias) e para Mg. migonei, na
auséncia deste, considerou-se a duracdo do ciclo gonotréfico. Para Pi.
fischeri o periodo de incubacéo extrinseca observado foi de 4 dias.

Na regido Embu/Cotia a densidade de Pi. fischeri em relacdo ao céo

€ maior que a de Mg. migonei.
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A capacidade vetorial estimada de Lu. longipalpis é 18 vezes a de
Pi. fischeri e 830 vezes a de Mg. migonei..

A capacidade vetorial de Pi. fischeri é 45 vezes a de Mg. migonei.

Na regido Embu/Cotia, Pi. fischeri poderia apresentar importancia
na transmissdo do agente da LVA, caso sua competéncia vetorial seja
demonstrada, enquanto que Mi. migonei parece pouco relevante na
transmissédo da L. i. chagasi.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Confirmacgé&o da Infeccao dos Céaes Utilizados

no Xenodiagnostico no Presente Estudo

INSTITUTO ADOLFQO LUTZ

Coordenadoria de Controle de Doengas - Secretaria de Estado da Saude Emissao: 23/08/2011 11:28
Diretor Técnico de Departamento: PROF DR ALBERTO JOSE S DUARTE - CRM: 16915 Folha: 1 ‘

Av. Dr_Arnaldo 355 - Cergueira Gesar - 01248-802 - S8o0 Paulo - SP
Tel: (11) 3068-2800 - www. ial 5p.gov.br

Registro: 735258H Nome: CAO- BULL [
Unidade: CCZ BAURU Sexo: Idade: Entrada em: 28/04/2014 11:16:37
Municipio: BAURU/SP : I

Dr. (a):  NAO INFORMADO - CRM:NI ‘

sl
Hoo

N° Requisigsio: 2010100028901

PCR PARA LEISHMANIOSE CANINA - GENERO, maT BroL '

Liberddg efn: 12/05/2011
Resultade Método 2

Positiva PCR - Amplificach
ONA de Leishmania

Bgrmentos de

PCR PARA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA, MAT BIOL MATERIAL BIOLOGIC

Liberado em: 12/05/2011
Resultado Métade

Positiva PCR - amplificagio de fragmentos de
DNA de Leishmania (L.} chagasl

RICARDO GAVA
CRBio 23269

CULTURA PARA LEISHMANIOSE EM MEIOS ACELULARES, MAT BIOL |
Liberads efn: 10/05/2011
§

Positiva para Leishmania spp Cultura em meios acelulares

Resultado Método

J

ELAINE APARECIDA DA CUNHA
CRBio 18882/¢1

SOROLOGIA PARA LEISHMANIOSE CANINA, soro
tiberado em: 17/05/2011

KATIA GOMES EASTELLQU
CRBig|26519/01

Resultado Valores de Referéncia Método

Reagente ELISA

Diretores Responsaveis: CARMEM A, DE FREITAS OLIVEIRA - CRBM:2937 (CI) - MARINA YOSHIE §. MAEDA - CRBM:801 (CP) - MARIA DO CARMO S T TIMENETSKY -
CRBM:10075 {CV) - JOSE EDUARDQ TOLEZANO - CRBic:3758/85 (CPM) - DEISE A, PINATTI MARSIGLIA - CRQ:020164/77 (CA) - TANIA MARA
IBELLI VAZ - CREM:0782 (CB) - ADRIANA PALMA DE ALMEIDA - CRBi0: 18448 (CC)

Al correta dos Htados laboratoriais depende da analise conjunta dos dados clinicos e demais exames & deve ser feita pelo médico
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INSTITUTO ADOLFO LUTZ

@ ] Coordenadoria de Controle de Doencas - Secretzria de Estado da Saiude Emisséo: 23/

Diretor Técnico de Departamento: PROF DR ALBERTO JOSE S DUARTE - CRM: 16915 Felha: 2
Av. Dr_Arnalda 365 - Cerqueira Cesar - (1246-802 - Sao Paulo - SP L
Tat: (11) 3068-2800 - www.ial sp.gov br N° Requisigaic: Zdﬂ 10100028901
Registro:  735259H Nome: CAO-BULL

Unidade: CCZ BAURU Sexo: idade:
Municipic: BAURUISP

Dr.(a): NAQ INFORMADO - CRM:NI il

:2;512011 1:28 ,

(i
‘u‘1i1 11:16:37

SOROLOGIA PARA LEISHMANIOSE CANINA - IFI, soro b
Liberadd efn: 17/05/2011

Valores de Referéncia Método ]

Resultado
MZo Reagente: Titulo < 40 Imunoflucrescéncia fndirets (IFTy
i

‘Nao Reagente

KATIA GOMES EASTELLAG

CRAla 2651501

k

!
Diretores Responséveis: CARMEM A. DE FREITAS OLIVEIRA - CRBM:2937 (Ci) - MARINA YOSHIE S, MAEDA - CRBM:607 (CP) - MARIA DO GARMG S T 1}!MENETSKY -
CRBM:10075 (GV) - JOSE EDUARDO TOLEZANO - CRBi0.3768/88 (CPM) - DEISE A, PINATTI MARSIGLIA - CRQ:020184/77 (CA) ETANIA MARA

{BELLI VAZ - CRBM:0782 (CB) - ADRIANA PALMA DE ALMEIDA - CRBi0:18448 (CC) :

A interpretacao correla dos resultados laboratoriais depende ta analise conjunta das dados clinicos e demais exames e deve ser feita pelo médico.



102

ANEXO 2 - Declaracao de aprovacéao do projeto pelo Comité
de Etica Animal, do Instituto de Medicina Tropical de S&o

Paulo.

Declaracdo de aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica Animal, do
Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SAO PAULO

COMISSAO DE PESQUISA E ETICA

Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470

CEP 05403-000 - Sao Paulo - Brasil

Telefone:(55-11)3061-7066 € 3064-5132 FAX: (55-11) 3064-5132 € 3062-2174

S30 Paulo, 04 de novembro de 2009.

limo (a)

Eunice Aparecida Bianchi Galati

Em reunido na presente data, a Comissao de Pesquisa e Etica do Instituto
de Medicina Tropical de Sdo Paulo analisou € aprovou, no que diz respeito aos
aspectos de natureza da ética em experimentagdo animal, o projeto de pesquisa
classificado sob nimero CEP-IMT 057/2009 e intitulado “Estudo da capacidade
vetorial de Migonemyia migonei (Franga) e de Pintomyia fischeri (Pinto) (Diptera:
Psychodidae) para Leishmania (Leishmania) infantum chagasi Cunha & Chagas e
Leishmania (Viannia) braziliensis Vianna”, sob a sua orientagao.

Atenciosamente

-

ulo Cotrim

Coordenddor da Comissdo de Pesquisa e Etica do IMT

Comiss3o de Etica
Instituto de Medicina Tropical
de S3o Pavlo
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ANEXO 3 - Declaracéo de aprovacéo pelo Comité de ética

em pesquisa da Faculdade de Saude Publica da USP.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — COEP/FSP
Universidade de S&o Paulo
Faculdade de Satde Plblica

OF.COEP/14/10

5 de margo de 2010.

Prezado(a) Pesquisador(a) e Orientador(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Saude Publica da Universidade de

Sdo Paulo - COEP/FSP, abalisou, em sua 1.’/10,Sessio Ordindria, realizada em

' 19/02/2010, de acordo com a Resblu;é‘o n.9 196/96 do Conselho Nacional de Saude - CNS
e suas com;.JIemenﬁares o0 ADENDO 30 protocolo de pesquisa n.° 2026, intitulado "ESTUDO
DA CAPACIDADE V‘ETORIALVDE Migonemyia migonei (Fran;a) E DE Pintomyia
fischeri (Pinto) (Diptera: psychodidae) PARA Leish ia (Leish ia) infant
chagasi Cunha & Ch. e Leish ia (Viannia) braziliensis Vianna”, drea temética
GRUPO III, sob responsabilidade do(a) pesquisador(a) Eunice Aparecida Bianchi Galati,
considerando HOMOLOGADA a aprovagdo “AD-REFERENDUM".

Cabe lembrar que conforme Resolugdo aclmé mencionada sdo deveres do (a)
pesquisador (a): ‘1. Comgﬁicar, de imediato, qualquer alteracdo no projeto e aguardar
manifestacdo deste CEP (Comité de Etica em Pesquisa), péra dar continuidade a pesquisa; 2.
Manter sob sua guarda e em local seguro, pelo-prazo de 5 (cinco) anos, os dados da
pesquisa, contendo fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo
CEP, no caso eventual auditoria; 3. Comunicar, formalmente a este Comité, quando do

. encerramento deste projeto; 4. Elaborar e apresentar relatdrios parciais e final; 5. Justificar,
perante o CEP, interrupgdo do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.
Atenciosamente,
o L
Professor Titular .

Coordenador do Comité de’Etica em Pesquisa - COEP

Ilm.2 Sr.2

Prof.? Dr.2 Eunice Aparecida Bianchi Galati
Departamento de Epidemiologia d
Faculdade de Sadde Piblica - USP

Av. Dr. Arnaldo, 715 — Assessoria Académica - CEP: 01246-904 — S&o Paulo — SP
Telefones: (55-11) 3061-7779 /7742 e-mail: coep@fsp.usp.br  site Mfsp_usgm
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ANEXO 4 - Declaracéo de aprovacao do projeto pela

Comisséo de Biosseguranca da FSP/USP.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE SAUDE PUBLICA

ComiISSAO INTERNA DE BIOSSEGURANGA
Av. Dr. Arnaldo, 715
CEP: 01246-904 Sao Paulo/SP/Brasil

Sao Paulo, 10 de dezembro de 2009.
Senhora Professora

A Comissdo Interna de Biosseguranga(CIBio), em sua 2* reunido Ordinaria
analisou, quanto aos aspectos de biosseguranga, o projeto de pesquisa intitulado “Estudo
da capacidade vetorial de Migonemyia migonei (Franga) e de Pintomyia fischeri (Pinto)
(Diptera: Psychodidae) para Leist ja (Leishmania) inf chagasi Cunha &

Chagas e Leishmania (Viannia) braziliensis Vianna, sob a responsabilidade da
Professora Associada Eunice Aparecida Bianchi Galati.

A CIBio considerando a adequada infra-estrutura instalada no laboratério de
Flebotomineos do Departamento de Epidemiologia desta unidade, a longa experiéncia
do responsavel pelo projeto em relagdo 2 metodologia que sera empregada, e desde que
seguidas as boas praticas de laboratério, considera que a pesquisa pode ser realizada
com baixo grau de risco para os técnicos envolvidos, decidindo, portanto,

favoravelmente pela realiza¢do do estudo.

Atenciosaménte
,"’) ,/V@

o /¢ [~
Glavar Rogério/Matté
rofessor Associado.
Presidente da Comissdo Interna de Biosseguranga
FSP-USP

Ilma. Senhora

Eunice Aparecida Bianchi Galati
Professora Associada

FSP-USP.
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CURRICULO LATTES - Fredy Galvis Ovallos

Fredy Galvis Ovallos

Bolsista de Mestrado do CNPq

Possui graduagdo em Biologia (2007)- Universidade de Pamplona (Colémbia). Tem experiéncia na area da Salde
Publica, atuando principalmente na area da Entomologia médica (Ecologia e taxonomia de Flebotomineos).
Atualmente é Mestrando do programa de Pos-graduacdo em Salde Publica , no departamento de epidemiologia

da FSP/USP (Brasil)
(Texto informado pelo autor)

como bolsista do programa PEC-PG do CNPg.

Ultima atualizac&o do curriculo em 25/07/2011

Endereco para acessar este CV:

http://lattes.cnpq.br/0162420844956315

. Certificado
( _pelo autor em
S 25/07/11

Dados pessoais

Nome Fredy Galvis Ovallos
Nome em citagdes bibliogréaficas Galvis F. O.
Sexo Masculino

Endereco profissional ~ Universidade de Séo Paulo, Faculdade de Satide Publica.

AV. DR ARNALDO 715
CERQUEIRA CESAR

01255-000 - Sao Paulo, SP - Brasil
Telefone: (11) 30617788

Formacédo académica/Titulacé@o

2009

2002 - 2007

Mestrado em andamento em Saude Publica (Conceito CAPES 5) .
Universidade de S&o Paulo, USP, Brasil.

Titulo: Estudo da competéncia vetorial de Migonemyia migonei (Franca) e de
Pintomyia fischeri (Pinto) (Diptera: Psychodidae) para Leishmania

(Leishmania) infantum chagasi Cunha & Chagas, Orientador: @Eunice
Aparecida Bianchi Galati.

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico .

Graduacéo em Biologia .

Universidad de Pamplona, U PAMPLONA, Colémbia.

Titulo: Estudio Eintomoldgico en un foco activo de leishmaniosis cutanea en el
municipio de Gramalote, Norte de Santander..

Orientador: Claudia Magaly Sandoval.
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CURRICULO LATTES - Prof?. Dr2. Eunice A. B. Galati

Eunice Aparecida Bianchi Galati

Possui graduacdo em Ciéncias Bioldgicas pela Universidade de S&o Paulo (1977),
graduacdo em Ciéncias pela Universidade de Sdo Paulo (1976), mestrado em Saude
Publica pela Universidade de S&o Paulo (1981) e doutorado em Salde Publica pela
Universidade de Sao Paulo (1990). Atualmente é professor doutor da Universidade de
Sdo Paulo. Tem experiéncia na area de Zoologia, com énfase em Entomologia
Médica, atuando principalmente nos seguintes temas: phlebotominae, psychodidae,
leishmaniose tegumentar, taxonomia e epidemiologia. Atulamente desenvolve projeto
sobre capacidade vetorial de Phlebotominae em relagdo as leishmanias: Leishmania
braziliensis e Leishmania infantum chagasi.
(Texto informado pelo autor)

Ultima atualizag&o do curriculo em 12/08/2011
Endereco para acessar este CV:
http://lattes.cnpq.br/1359035734723864

_____ Certificado
. pelo autor em
‘8@ 12/08/11

Dados pessoais

Nome Eunice Aparecida Bianchi Galati
Nome em citacdes bibliogréficas GALATI, E. A. B.;Galati, E.A.B.
Sexo Feminino

Enderegco Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Salde Publica, Departamento de
profissional Epidemiologia.
Av. Dr. Arnaldo, 715
Cerqueira Cesar
01246-904 - Sao Paulo, SP - Brasil
Telefone: (11) 30617786 Fax: (11) 30617926

Formacédo académica/Titulacé@o

2008 Livre-docéncia.
Universidade de Sé&o Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Flebotomineos (Diptera, Psychodidae) da Provincia
Espeleoldgica do Vale do Ribeira, Estado de S&o Paulo, Brasil, Ano de
obtenc¢ao: 2008.
Palavras-chave: cavernas; dispersao; Ecologia de vetores; Fauna
flebotominea; Leishmanioses; ambiente antrépico.
Grande &rea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Parasitologia
| Subéarea: Entomologia e Malacologia de Parasitos e Vetores.
Grande &rea: Ciéncias Biologicas / Area: Zoologia
/ Subéarea: Taxonomia dos Grupos Recentes
| Especialidade:Entomologia Médica.
Grande area: Ciéncias Biologicas / Area: Ecologia / Subéarea: Ecologia
de Vetores. Setores de atividade: Saude e Servi¢os Sociais.



