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RESUMO

Lutzomyia longipalpis tem grande importancia na saude publica por ser transmissor da
leishmaniose visceral no Novo Mundo. O presente estudo teve como objetivo observar
com o auxilio da Microscopia Eletrdnica de Varredura os aspectos morfoldgicos e
ultraestruturais relevantes das formas imaturas (ovos e larvas e pupa) e adultos de
laboratério da espécie L. longipalpis, comparando os oriundos de campo com 0s
oriundos em col6nia de laboratorio. Observacdes do exocdrio dos ovos mostraram que a
espécie L. longipalpis possui ornamentaces de cristas ndo conectadas e presenca de
tubérculos ao longo de toda sua superficie. Em geral, todas as fases larvais da espécie
sdo similares. Contudo, tanto caracteristicas morfologicas quanto ultraestruturais
distintas foram observadas. Na morfologia: tamanhos das larvas nas diferentes fases de
crescimento apresentavam forma vermiforme, coloragdo branca translucida, cerdas
caudais pequenas e delicadas nas larvas de primeiro estagio desenvolvendo-se ao longo
do crescimento larval, detalnamento da parede frontal da larva de primeiro estagio,
segmentos caudais. Caracteristicas ultraestruturais como pseudo-pés, mandibula, cerdas
tricoides, cerdas filiformes foram observadas. Podemos observar nas pupas exuvia
larval, segmentos do corpo, formacdo das asas, antenas e pernas. Ja em relacdo a analise
dos adultos tanto de campo quanto dos oriundos de colénia em laboratério, podemos
observar suas caracteristicas morfoldgicas das genitalias masculina e feminina e
sensilas. Sobre as observac6es ultraestruturais foram visibilizados: formas e distribuigédo
de cerdas e espinhos ao longo do corpo do vetor, além das sensilas escamiformes,
tricdides e capamiformes. Este estudo podera estabelecer novas bases para a taxonomia
desse importante vetor na busca de mais informacg6es visando maior entendimento sobre
biologia e capacidade de adaptacdo em regiGes com diferentes caracteristicas

edafoclimaticas.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, Flebotomineos, Lutzomyia.



ABSTRACT

Lutzomyia longipalpis has a great importance in public health to be transmitter of
visceral leishmaniasis in the New World. This study aimed to observe, with the aid of
scanning electron microscopy, the morphological and ultrastructural relevant aspects of
the immature forms (eggs and larvae and pupae) and the laboratory adults species of L.
longipalpis, comparing those from the field with those from laboratory colony. Eggs
exochorion observations showed that the species L. longipalpis has unconnected crest
ornaments and the presence of tubercles along its entire surface. In general, all larval
stages of this species are similar. However, both morphological characteristics as
distinct ultrastructural were observed. Morphology: size of the larvae in the different
stages of growth had wormlike form, translucent white color, small and delicate caudal
bristles developing along the larval growth, detailing the front wall of the first-stage
larva, caudal segments. Ultrastructural characteristics as pseudo-feet, jaw, trichodea
bristles, filiform bristles were observed. We can see in the larval exuvia pupae, body
segments, forming the wings, antennae and legs. Regarding the analysis of adults both
from field as those from colony in the laboratory, we can observe their morphological
characteristics of male and female genitalia and sensilla. About the ultrastructural
observations were seen: forms and distribution of setae and spines along the vector of
the body, besides the sensilla escamiformes, trichodea and capamiformes. This study
may provide a new basis for the taxonomy of this important vector in the search for
more information in order to promote better knowledge about the biology and

adaptability in regions with different soil and climatic characteristics.

Keywords: Visceral Leishmaniasis, sandfly, Lutzomyia.



15

1. INTRODUCAO

Flebotomineos sdo insetos hematdfagos pertencente & ordem Diptera, subordem
Nematocera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e géneros Lutzomyia
(Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo) (SHIMABUKURO et al., 2011).

Estes dipteros sdo capazes de transmitir varias doencas aos animais e ao homem,
como: arboviroses, phleboviroses, bartonelose, leishmanioses (ALEXANDER, 2000;
DANTAS-TORRES, 2009; RASSI et al., 2012), além da reacdo de urticaria local
denominada Harara, e transmissdo de tripanossomatideos para répteis e anfibios
(ADLER & THEODOR, 1957).

Os flebotomineos possuem plasticidade alimentar, pois em ambiente
peridomiciliar eles encontram condi¢bes adequadas para o seu desenvolvimento,
criadouro e fonte alimentar, passando a se adaptar aos ambientes antropicos
estabelecendo um ciclo de transmissdo peridomiciliar (ASFORD, 2000; SHAW, 2007;
LAINSON e RANGEL, 2003; 2007).

Por possuir distribuicdo cosmoplita sendo encontrado desde as zonas temperadas
até as regides elevadas, com cerca de 3.300 metros (FORATTINI, 1973; AGUIAR e
MEDEIROS, 2003). No Brasil, 260 espécies de flebotomineos ja foram registradas.
(GALATTI, 2003) em diferentes biomas com caracteristicas vegetativas e climéticas
distintas, como: caatinga, cerrado, floresta amazonica e chaco (AGUIAR e VILELA,
1987).

Sdo insetos holometabolos, com quatro estadios de desenvolvimento, ovo, larva,
pupa e adulto, sendo a morfologia importante na identificacdo e diferenciacdo entre as
espécies existentes tendo como base o estudo das estruturas visiveis do inseto com
auxilio de microscopia Optica (BARRETO 1941;GUITTON e SHERLOCK 1969;
WARD, 1972; YOUNG & DUNCAN,1994).

Atualmente a colonizacdo de flebotomineos € uma realidade para o0s
pesquisadores brasileiros que trabalham com estes insetos na tentativa de conhecer um
pouco mais sobre sua biologia, comportamento e sua competéncia vetorial na
leishmaniose. Contudo até o momento ndo foi realizado nenhum trabalho sobre
alteracOes ultraestruturais em populacbes de flebotomineos capturados a campo e

colonizadas em laboratério.
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Com o aumento na colonizacgéo e criacdo de muitas espécies de flebotomineos em
laboratério (KILLICK-KENDRICK et al. 1991), aumentaram significativamente as
possibilidades para descrever os aspectos morfologicos de ovos, larvas e pupas das
especies colonizadas (PISTA e EL SAWAF 1986, KILLICK-KENDRICK et al. 1989,
ENDRIS et al. 1987, FAUSTO et al. 1992, 1993, FELICIANGELI et al. 1993, RIOS e
WILLIAMS, 1995, GHOSH e MUKHOPADHWAY 1996).

A Microscopia eletronica de varredura (MEV) tem sido utilizada por um nimero
cada vez maior de taxonomistas e morfologistas, se tornando uma ferramenta util para
esclarecer o status taxonémico de alguns complexos de especies (FAUSTO et al., 2000;
ALMEIDA et al., 2004) e observacao de detalhes da ornamentacao do exocorio de ovos,
larvas e adultos de flebotomineos (WARD e READY, 1975).

Tendo em vista a escassez de literatura nacional sobre a utilizacdo da MEV em
populacdes de flebotomineos, este trabalho teve como objetivo a utilizacdo da
microscopia eletrénica de varredura na andlise das ultraestruturas em populagdes de

flebotomineos oriundos de campo e em col6nias de laboratorio.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 FLEBOTOMINEOS

Os flebotomineos sdo dipteros hematofagos pertencentes a subordem Nematocera,
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, a qual é composta por seis géneros:
Lutzomyia, Brumptomyia e Warileyia que sdo encontrados no novo mundo; e
Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius, encontrados no velho mundo (YOUNG e
DUNCAN, 1994; SHIMABUKURO et al., 2011).

Originado no Cretaceo Inferior (LEWIS, 1982), sua evolucdo teve a mesma
origem monofilética que conduziu posteriormente para a formacao de diferentes géneros
no Velho e Novo Mundo (KETTLE, 2000).

Na regido Neotropical estes insetos ndo se afastam das zonas temperadas e
podem ser encontrados em altitudes que variam desde o nivel do mar até alturas de
3.300 metros (m) (LANE, 1993), podendo ser encontrado em areas de floresta com
indice pluviométrico em torno de 2000 milimetros (mm) por ano, bem como &reas semi-
aridas, com cobertura vegetal arbustiva (FORATTINI, 1973; YOUNG, 1979).

Dos géneros de flebotomineos do Novo Mundo, Lutzomyia tem a maior
distribuicdo geografica, com representantes desde os Estados Unidos até o norte da
Argentina (KILLICK-KENDRICK, 1989). Das mais de 500 espécies conhecidas de
flebotomineos nas Américas, um pouco mais de 400 sdo deste género (YOUNG;
DUNCAN, 1994).

Lutzomyia longipalpis tem distribuicdo cosmopolita no Brasil, podendo ser
encontrado em todos os estados da Federacdo (RANGEL e VILELA, 2008), em
diferentes Biomas como Mata Atlantica, Caatinga, Cerrado, Floresta Amazbnica e
Chaco, (LEWIS, 1982), popularmente conhecido como mosquito-palha; asa-branca,
asa-dura, tatuquira, arrepiado e pula-pula,(NASCIMENTO, 2006).

No estado de Pernambuco, sdo encontradas mais de 30 espécies do género
Lutzomyia, destas, cinco possuem importdncia médica, por serem suspeitas ou
comprovadamente vetores: L. longipalpis, a principal espécie responsavel pela

transmissdo da leishmaniose Visceral, e L. whitmanni, L. intermedia, L. migonei e L.



18

evandroi ,diretamente relacionadas com a transmissdo da Leishmaniose Cutanea
(BALBINO et al. 2003).

2.2 CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Os métodos empregados para classificar as espécies do género Lutzomyia sdo
baseados na observacdo de caracteristicas morfoldgicas presentes nestes insetos
(AZEVEDO et al 2000, ARRIVILLAGA e FELICIANGELLI, 2001).

A primeira chave de classificacdo do género Lutzomyia foi realizada com base na
observacdo da relagdo entre o tamanho dos segmentos da antena, morfologia dos
ascéides, dos palpos, do l&bio, extensdo da sutura interocular, cibario nas fémeas,
presenca ou ndo de espinhos femurais, genitalia masculina e feminina e espermateca
(YOUNG e DUNCAN, 1994) subdividindo o género Lutzomyia em 15 subgéneros e
11 grupos, sendo que apenas o grupo Verrucarum possui subgéneros (CACERES,
1993). Assim, alguns grupos e subgéneros anteriores a classificagdo foram elevados a
género, o grupo Verrucarum, foi incluido no género Pintomyia, subgénero Pifanomyia, mas
a maior mudanca ficou na segregacdo do género antes conhecido como Lutzomyia (BEATI
etal., 2004).

A segunda e atual fonte de consulta para a classificacdo de Lutzomyia do novo
mundo data de 2003, onde 88 caracteres morfologicos sdo utilizados para a taxonomia
flebotomineos do novo mundo, valorizando particularmente as cerdas ao longo do corpo
do inseto, além das outras estruturas para um melhor entendimento entre 0s grupos
(GALATI 2003). A taxonomia classica utiliza varias caracteristicas morfoldgicas para a
identificacdo dos fleb6tomos (CIDEIM, 1994). A procura de mais
caracterestaxondémicos e métodos para a identificacdo e classificacdo dos flebotomineos
tém sido constantes, devido a ocorréncia de espécies cripticas, dificeis de serem
distinguidas morfologicamente.

Com Relacdo classificacdo taxondmica de flebotomineos em estagio imaturo,
existe desconhecimento quase que absoluto, em funcéo da dificuldade de encontrar estas
formas jovens em campo (FELICIANGELLI, 2004).

Neste sentido Grassi e Bhatthacharya (1907) realizaram o primeiro registro de
Phlebotomus papatasi imaturo. Subsequentemente, Belcour (1928), Hanson (1968) e

Forattini (1973) deram contribuicbes para o estudo dos estagios imaturos de
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Flebotomineos. No que se refere na analise da diferenciagdo engquanto a morfologia
visando fazer a identificacdo das diferentes espécies.

Todos esses padrdes foram agrupados em oito categorias morfoldgicas
denominadas: poligonal (pentagonal, retangular, hexagonal), com coluna conectada e
ndo conectada paralela, vulcanico, reticular, verrugosa, eliptica e dispersa. (ENDRIS et
al. 1987; FELICIANGELI et al., 1993; PEREZ e OGUSUKU, 1997; BEJARANO et al.,
2003, SIERRA et al. 2000). Assumindo carater organizacional com base nas
caracteristicas particulares das espécies, de forma a estabelecer diferenciacdes capazes
de serem usadas para a identificacao.

Com relagcdo a larva, os estudos sugerem o uso de padrdes de quetotaxia
(distribuicdo de cerdas e espinhos no corpo), principalmente por ndo haver uma
nomenclatura uniforme, como também, chaves dicotdbmicas, para permitir a realizacao
da identificacdo taxonémica (WARD, 1976).

Fausto et al 2001, sugere o relato da presenca de dois pares de espiraculos
localizados no térax, abdémen e o nimero de papilas nestes espiraculos de 8, 10 a 14 a
nivel abdominal de larvas de quarto estagio. Contudo, apesar de descricdes feitas
objetivando o fechamento das chaves taxonémicas para a identificacdo das formas
jovens, recai numa dificuldade comum que essas formas imaturas possuem, de serem
encontradas na natureza.

Segundo Young e Duncan (1994) e Galati (2010), o estudo de estruturas externas
e internas dos fleb6tomos tem sido a base para a identificacdo taxondmica de espécies

de Flebotomineos.
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2.3 BIOLOGIA E MORFOLOGIA

2.3.1 Ciclo biolégico

iy

QUMCR

s

L3

Figura 1. Ciclo de Vida do L. Longipalpis modificado.

Seu ciclo bioldgico possui quatro fases distintas de desenvolvimento, a saber:
ovo, larva (dividida em quatro instares distintos), pupa e adulto. (YOUNG DUNCAN,
1994; KILLICK-KENDRICK 1999; MUNSTERMANN, 2004). O tempo de duracéo de
cada estagio de vida depende com a espécie envolvida e/ou condi¢cdes ambientais
(BAHIA, et. al. 2007).

A temperatura para o desenvolvimento dos flebotomineos encontrasse na faixa
de 17°C a 31°C. Apesar de haver uma tolerancia na variacdo destes valores para o
desenvolvimento destes insetos, danos significativos nos ovos e larvas tém sido
observados (YOUNG DUNCAN, 1994) quando expostos a temperatura acima de 40°C
e abaixo de 10°C. S&o insetos exigentes por ambientes com umidade relativa do ar entre
70 e 80%, no entanto, 0 solo que apresenta alta umidade impede o desenvolvimento
larval e pupal das especiemes (LUCIENTES et al. 2005).

As pecas bucais dos flebotomineos sdo curtas e rigidas, por isso ndo se
alimentam de sangue diretamente nos vasos sanguineos. Assim, para obterem alimento
as fémeas dilaceram a pele do hospedeiro formando uma poca subcutanea de sangue e
restos de tecido que entdo sdo ingeridos. Esse processo é chamado de telmatofagia
(BATES, 2007).
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2.3.2 Caracteristicas Morfologicas

S&o insetos, de metamorfose completa, de pequeno porte (Fig. 2 ), cujo tamanho
varia de 1,5 a 3mm, corpo piloso, delgado e diferem-se dos demais dipteros por,
principalmente, desenvolverem todo seu estagio larvar em matéria organica contida no
solo e ndo em agua (BAHIA NASCIMENTO et al., 2010).

Figura 2. Fémea e macho de L. longipalpis

2.3.2.1 Ovos

ApoOs repasto sanguineo das fémeas adultas, inicia-se a oviposicdo em micro-
habitats terrestres, ricos em matéria organica (ALEXANDER, 2000), com um numero
variavel entre 30 e 70 ovos (ALEXANDER, 1994; FELICIANGELI, 2004,
MASCARI, 2008), com média em 28 ovos por fémea (MORALES et al.,2005), o qual
tem duracdo em torno de seis a nove dias ( MIRANDA, 1998) .

Os ovos possuem uma coloracdo esbranquicada no momento da postura,
tornando-se acastanhados em pouco menos de um dia, no entanto, antes da eclosédo
tornam-se turgidos com a ornamentacdo do exocorio bem evidente facilitando a
identificacdo taxondmica (BARRETO, 1941; BAHIA NASCIMENTO et al., 2010).

Do ponto de vista morfolégico, sdo fusiformes de aspecto eliptico,
longitudinalmente, com tamanho variando entre 300 a 500 micrometros (um) e possuem

protuberancias em forma de cristas esculpidas sobre o cério, o qual pode ser util para a
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diferenciacdo da forma intra e/ou interespecifica (FELICIANGELI et al., 1993 YOUNG
e DUNCAN, 1994; SIERRA et al., 2000; OVIEDO e FELICIANGELLI, 2007).

2.3.2.2 Larva

A eclosdo das larvas ocorre depois de seis a nove dias p6s-postura, dando origem
a uma pequena, larva de forma cilindrica e com a cabeca bastante conspicua, como é
comum aos insetos do género (RANGEL et al., 1986), apresentando coloragédo
esbranquicado, com uma capsula cefalica esclerotizada diferenciada do resto do corpo
com um par de setas caudais bastante delicadas. (WARD 1985; ALEXANDER, 1994;
YOUNG e DUNCAN, 1994; NIEVES e RIBEIRO, 1997; MONTOYA e FERRO,
1999).

Os estagios larvares dos flebotomineos ocorre fora do ambiente aquético, o que
os diferem dos demais psycodideos, sendo sapréfagas, anfipneusticas, do tipo
eruciforme (BRAZIL & BRAZIL, 2003). Em geral, sdo quatro estadios larvares e assim
que eclodem jé inicia-se a alimentacdo em matéria organica em decomposicéao.

No entanto, larvas de segundo (L2), terceiro (L3) e quarto (L4) estadios se
distinguem por apresentar dois pares de setas no género Lutzomyia, ja as L4 se
diferencia, por possuir um esclerito escuro, no dorso do oitavo segmento abdominal
(ALEXANDER, 1994; YOUNG e DUNCAN, 1994).

O corpo das larvas de L. longipalpis no enquanto L4 esta dividido em cabeca, trés
segmentos toracicos e nove segmentos abdominais (ALEXANDER, 1994; YOUNG e
DUNCAN, 1994). Exceto pela cabeca e pelo ultimo segmento abdominal, o tegumento
da larva € coberto por pequenos tubérculos, que podem ou ndo conter espinhos
(COSCARON et al., 1998).

O ultimo segmento das L4 exibe dois lobos caudais, cada um contendo duas
grandes setas (LEITE e WILLIAMS, 1996), torax saliente. Apds um periodo entre 15 a
20 dias, interrompe a alimentacdo procurando um local onde abriga-se para evoluir para
0 estagio pupal (YOUNG e DUNCAN, 1994; MONTOYA e FERRO, 1999).

Possui comportamento de se ancorar no substrato, pelo Gltimo segmento
abdominal do quarto estagio larval, o que faz assumir a posicdo ereta (YOUNG e
DUCAM 1994).

Apesar do fenbmeno da diapausa ocorrer em flebotomineos (TESH, 1988), o que

prolonga a fase larval, o periodo médio em dias para o desenvolvimento de cada estadio
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larval da espécie Lutzomyia shannoni, é de 9,6 dias para L1, 9,2 dias para L2, 11,8 dias
para L3 e 19,9 dias para L4 (FERRO et al., 1988).

2.3.2.3 Pupa

O periodo de desenvolvimento da pupa varia em torno de 10 a 20 dias, podendo
variar de acordo com as condi¢Oes de temperatura e umidade. Possuem 0 corpo
dividido em cefalotérax e abdémen, com quatro seguimentos ligeiramente fundidos e
nove restantes individualizados, respectivamente (YOUNG e DUNCAN, 1994),
apresentando tonalidade branco-amarelado, ficando aderida a um substrato até o
momento da emergéncia das formas adultas (FERRO et al., 1998). Durante este periodo
0 corpo pupal, realiza apenas movimentos de extensdo e flexao.(FORATTINI, 1973).

Quando o adulto esta totalmente formado dentro da pupa ha o rompimento da
bainha através de movimentos continuos resultando na sua liberacdo (YOUNG e
DUNCAN, 1994; MONTOYA e FERRO, 1999).

2.3.2.4 Insetos na Forma Adulta

Quando adultos, apresentam dimorfismo sexual, sendo 0s machos s&o
exclusivamente fitofagos, e as fémeas, além de ingerirem seiva vegetal também
realizam hematofagismo para maturacdo ovariana e assim prosseguir com a oviposi¢ado
e manutencdo do ciclo biologico (FORATTINI, 1973; BASTOS, 2012). Possuem trés
pares de pernas longilineas, asas dispostas em forma de lanca, cerdas e térax, com o
corpo quase que completamente coberto por pelos (YOUNG e DUNCAN, 1994;
MONTOYA e FERRO, 1999; IBANEZ, 1999; GALATI, 2003).

Apresenta cabeca pequena, posicionada a 90° formando um angulo reto em
relacdo ao torax, olhos compostos e suas antenas com 16 segmentos, tanto no macho
guanto nas fémeas (YOUNG e DUNCAN, 1994).

O abdomem é composto por dez segmentos, onde os trés Gltimos trazem uma
modificacdo formando a porcdo genital do inseto, na fémea, estes segmentos
abdominais possuem dois l6bulos como também guias laterais onde séo observados por
estruturas de forma circular, no macho a modificacdo observada é através de uma
espécie de “armadura” genital constituida por, apéndices aparelhados, Uteis durante a
copula (YOUNG E DUNCAN, 1994; GALATI, 2003).
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Geralmente, os machos emergem antes das fémeas, e alcancam sua maturidade
sexual apos 24 horas. (ALEXANDER, 1994; FERRO et al. 1997).

2.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA X FLEBOTOMINEOS

No passado, todas as descricdes e observacGes morfoldgicas eram feitas por
microscopia Optica. A utilizacdo de MEV somente foi iniciada por Killick - Kendrick et
al. (1989) ao estudar larvas de Phlebotomus tobbi no Velho Mundo. Observando a
diferenciacdo dos espiraculos abdominais e nuimero de papilas toracicas entre as
espécies de flebotomineos. Na America do Sul por Leite e Willians (1996,1997)
descreveram com a utilizacdo deste tipo de microscopia larvas de quarto e primeiro
estddio de L. longipalpis, verificanco sua forma, cor dentre outras caracteristicas
morfologicas e estruturais. Na America do Sul, Fausto et al.(1998) e Pessoa et al.
(2000) estudaram os espiraculos de flebotomineos. Onde verificaram que espiraculos
tanto toracicos e abdominais estdo localizados na parte superior de um bojo globular. A
sua estrutura é composta por uma placa espiracular com uma por¢do central e um
esclerotizado porcao periférica.

Sé foram estudadas, através de seus caracteres morfologicos, algumas espécies
de flebotomineos (GRASSI 1907, SACCA 1950, ABONNENC 1956, ABONNENC e
LARIVIERE 1957, TROUILLET 1976, 1977, 1979). No entanto, com o aumento da
atividade na criacdo e colonizacdo em laborat6rio de muitas espécies que até entdo ndo
eram estudadas (KILLICK-KENDRICK et al. 1991), as possibilidades de se realizar um
estudo mais detalhado, ndo sé do inseto adulto, mas também de suas formas jovens ovo,
larva e pupa (PISTA e EL SAWAF 1986, KILLICK-KENDRICK et al. 1989, ENDRIS
et al. 1987, FAUSTO et al. 1992, 1993, FELICIANGELI et al. 1993, RIOS e
WILLIAMS, 1995, GHOSH e MUKHOPADHWAY 1996).

A partir de 1965 com o advento da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
muitos taxonomistas e morfologistas, que até o momento ndo dispunham dessa
tecnologia, puderam fazer uso dessa ferramenta Gtil na observacdo e andlise, visando
esclarecer o status taxonémico de alguns complexos de especies (FAUSTO et al., 2000;
ALMEIDA et al., 2004).

Sendo assim, Leite e Williams (1996, 1997) se referiram a provaveis estruturas
nas sensilas e no tegumento em antenas e boca de L. longipalpis. JA Coscaron et al.

estudou algumas estruturas morfologicas de antenas, papilas de palpos maxilares e
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cerdas caudal de larvas de quarto instar de flebotomineos neotropicais através da MEV.
Perfil'ev (1968), Abonnenc (1972) e Forattini (1973), descreveram em detalhes a
morfologia das larvas de flebotomineos.

Segundo Abonnenc, (1972); Maroli et al. (1992), até o presente momento,
espiraculos das larvas de flebotomineos tém sido descritos para um ndmero limitado de
espécies de flebétomos. Como consequéncia a ndo existéncia de dados disponiveis
sobre a ultraestrutura e sua importancia taxondémica é um problema latente. De acordo
com Zacharuck et al.,1971. Ha poucos estudos sobre as estruturas sensorias das formas
jovens destes vetores.

Com a utilizacdo de MEV se fez, pela primeira vez, a observacdo da morfologia
detalhada de antenas, papilas de palpos maxilares e cerdas caudais de espécies de larvas
de Lutzomyia que apresentaram uma variacdo consideravel na forma e posicdo das
antenas.

De acordo com Hanson (1968) quando prop8e que: “Nas espécies que escavam
em seu meio de alimentacdo em culturas de laboratdrio (e provavelmente, no solo, em
seu habitat natural), as antenas sdo curtas e, em algumas espécies, muito reduzidas em
tamanho, em espécies que se alimentam na superficie, no entanto, as antenas sao eretas
e muitas vezes apresentam tubérculos proeminentes”. Este ainda nédo detinha a
tecnologia da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Segundo Leite e Williams 1997, Secundino e Pimenta 1999 que descrevem as
formas jovens, onde as larvas de primeiro estagio L1 de Flebotomineos se da através do
rompimento de uma espécie de fissura existente na parede do ovo, como se mostra
semelhante em outros dipteros, com uso de uma estrutura conhecida como eggbuster.
Através do MEV visualizamos detalhes da estrutura do 6rgao perfurador. Esse orgao é
apenas encontrado nas larvas de primeira fase, sendo perdido ap6s a muda para as larvas
L2. Esta estrutura tem sido utilizada como ferramenta taxondmica para diferenciar as
larvas L1 das L2 nos mosquitos e simulideos (Breland 1959, Alvan-Aguilar & Hamada
2003).
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2.5 OBJETIVOS
2.5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo através da microscopia eletrénica de varredura da morfologia de formas
imaturas e adultas de Lutzomyia longipalpis procedentes do campo e de colonias em
laboratdrio

2.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Analisar a morfologia externa de formas imaturas de colbnias de laboratério de

Lutzomyia longipalpis através da utlizacdo da microscopia eletrénica de varredura.

* Analisar a morfologia externa de especimes adultos de Lutzomyia longipalpis atraves

da utlizac&o da microscopia eletrénica de varredura.
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ARTIGO 1

ANALISE ULTRAESTRUTURAL EXTERNA DE FORMAS IMATURAS
DE Lutzomyia longipalpis (Lutz e Neiva, 1912) (DIPTERA:
PSICHODIDAE).
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ANALISE ULTRAESTRUTURAL EXTERNA DE FORMAS IMATURAS
DE Lutzomyia longipalpis (Lutz e Neiva, 1912) (DIPTERA:
PSICHODIDAE)

EXTERNAL ULTRAESTRUTURAL ANALYSIS OF THE IMMATURE
STAGES OF Lutzomyia longipalpis (Lutz e Neiva, 1912) (DIPTERA:
PSICHODIDAE)

Resumo

Lutzomyia longipalpis € um diptero de importancia médico veterinaria por ser a
fémea desta espécie responsavel por hospedar o protozoario Leishmania (Leishmania)
chagasi, e assim atuar como vetor da leishmaniose visceral americana. Dentre as mais
de 260 espécies encontradas no Brasil, o L. longipalpis é o mais estudado mediante sua
importancia. No entanto, as formas imaturas deste vetor sé foram estudadas de forma
breve com uso da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), como também foram
observadas caracteristicas do ovo no seu exocério. Objetivou-se com esta pesquisa
estudar as formas jovens de L. longipalpis com auxilio da MEV e realizar comparagéo
morfoldgica de formas imaturas deste vetor oriundas de col6nias. Para observacdo em
MEV, foram utilizados as formas jovens (ovo, larvas: L, L2, L3 e L4) em namero de 05
(cinco) por fase do fleb6tomo, adquiridos no Laboratério de Sanidade Animal da
Universidade Federal do Piaui, onde foram postos em eppendorfs com cerca de 1 (um)
ml da solucdo fixadora de glutaraldeido a 2,5% em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,2 e pds-
fixados em tetroxido de 6smio (OsO4) a 2%. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a secagem pelo método do ponto critico, metalizadas com ouro e levadas
para analise em microscépio JEOL-5600LV para analises das imagens obtidas, e estudo

morfométrico das formas jovens e adultas.

Palavras chave: Salde Publica, Protozoario, Leishmaniose Visceral, Microscopia

Eletronica.
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Abstract

Lutzomyia longipalpis is a Diptera of veterinary importance whose the female of
the species is responsible for hosting the protozoan Leishmania (Leishmania) chagasi,
and thus act as a vector of American visceral leishmaniasis. Among more than 260
species found in Brazil, the sand fly is the most studied by its importance. However, the
immature forms of this vector has only been studied briefly with use of the electron
microscope (SEM), as were also egg characteristics observed in its exochorion. This
study aimed to study the young forms of L. longipalpis with the aid of SEM and to
perform morphological comparison of immature and adult forms of this vector derived
from colonies and nature. For observation in SEM, young forms were used (egg, larvae:
L, L2, L3 and L4) in number of five (05) per phase of the sandfly, acquired in
Laboratério de Sanidade Animal of the Universidade Federal do Piaui, where the
samples were placed in eppendorfs with about one (1) ml of fixative solution of 2.5%
glutaraldehyde in 0.1M phosphate buffer, pH 7.2 and post-fixed in osmium tetroxide
(Os04) to 2%. Subsequently, samples were submitted to drying by the critical point
method, metallized with gold and taken for analysis at JEOL-5600LV microscope for
analysis of the images obtained, and morphometric study of young and adult forms.

Keywords: Public Health, Protozoan, Visceral Leishmaniasis, Eletronic Microscopy.
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1. INTRODUCAO

Os flebotomineos sdo dipteros holometabolos, de pequeno porte, cujo tamanho
varia de 1,5 a 3 mm, corpo piloso e delgado, diferem-se dos demais dipteros por,
principalmente, desenvolverem todo seu estagio larvar em matéria organica contida no
solo e ndo em &gua (BAHIA NASCIMENTO et al., 2010), apresentando grande
importancia médica em funcdo da transmissdo de varios agentes patogénicos aos
animais e ao homem, particularmente as leishmanioses (ALEXANDER, 2000;
NASCIMENTO, 2006; DANTAS-TORRES, 2009; RASSI et al., 2012).

Seu tamanho reduzido e poucas diferencas entre as espécies levaram o0s
pesquisadores a estudar detalhes morfologicos (YOUNG e DUNCAN, 1994)
particularmente os segmentos da antena, morfologia dos ascdides, dos palpos, do labio,
extensdo da sutura interocular, cibario em fémeas, presenca ou ndo de espinhos
femurais, genitdlia masculina, genitalia feminina (ADLER e THEODOR 1926;
CACERES, 1993) nos estudos envolvendo a taxonomia.

Galati (2003) valorizou a presenca das cerdas ao longo do corpo para uma melhor
classificacdo das espécies existentes. Entretanto para 0s estdgios imaturos de
flebotomineos a chave descrita por Young e Ducan, (1994) ainda permanece imutavel.

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) tem sido utilizada desde 1975 por
varios taxonomistas, a fim de descrever em caracteristicas ornamentais do exocério de
ovos em espécies de flebotomineos (WARD e READY, 1975) e morfologia de estadios
larvais L1 e L4 de Lutzomyia longipalpis (Leite et al., 1991; LEITE e WILLIAM 1996;
1997; SECUNDINO e PIMENTA, 1999).

Sendo assim o objetivo deste trabalho foi analisar a morfologia externa de formas
imaturas de Lutzomyia longipalpis provenientes de colénias de laboratorio através da
MEV.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coldnia de Flebdtomos
Foram obtidos estagios imaturos de Lutzomyia longipalpis em todas as fases de
desenvolvimento, provenientes da colénia do Laboratorio de Sanidade Animal
(LASAN), localizado no Centro de Ciéncia Animal (CCA) na Universidade Federal do
Piau (UFPI).
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Os insetos foram mantidos em coldnia com temperatura variando entre 25 a 30°C
e a umidade relativa do ar entre 60 a 80%, os quais foram constantemente aferidos com
uso de termdmetro e higrometro. Apos a oviposicao a umidade relativa dentro dos potes
plasticos foi controlada através da adicdo de dgua destilada.

Apbs a eclosdo e surgimento das larvas, estas foram mantidas com uma mistura de
alimento industrializado, fezes de coelho, himus e racdo para peixes ornamentais até o
surgimento das pupas. Os adultos emergidos foram transferidos para as gaiolas de nylon
e alimentados inicialmente com solucéo de sacarose 30% e posterior repasto sanguineo

das fémeas.

2.2 Coleta e processamento das Amostras

Vinte espécimes de cada estagio imaturo (ovo, Larva 1, Ly, L3, L4 e pupa) foram
obtidos da col6nia mantida em laboratorio, e foram fixadas em solucéo de glutaraldeido
tamponada a 2,5% em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,2 e mantidas sob temperatura de
refrigeracdo entre 4° - 6°C e encaminhadas para o laboratdrio de Microscopia Eletrénica
do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) onde foram submetidas ao
processamento da MEV.

As amostras foram poés-fixadas em tetroxido de dsmio (OsO;) a 2%, em
temperatura ambiente e no escuro por 24 horas, em seguida foram lavadas duas vezes
em tampdo cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2. As amostras foram desidratadas em séries
crescentes de alcool (70, 80,90 e 100%) e submetidas ao método de secagem pelo ponto
critico com CO,. Posteriormente, foram montadas em suportes metalicos, utilizando fita
dupla face. Estes foram metalizados com banho de ouro e posteriormente submetidos a
analise em microscopio JEOL-5600LV (BORGES et al., 2012).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente cortes semifinos do estagio imaturo de L. longipalpis evidenciaram
ovos de formato eliptico e alongado, com média de comprimento de 400um e largura
110um, sendo observado no exocorio cristas arranjadas longitudinalmente em fileiras
paralelas, com estruturas palisadicas individualizadas com diametro de 300um (Figura

1a), sem conexdo ao exocoério (Figura 1b) , pequenos tubérculos em toda superficie
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dos ovos (Figura 1c) além da presenca de material de consisténcia viscosa aderida aos

ovos de todas as amostras de L. longipalpis (Figura 1d).

Figura 1: Eletromicrografias de ovos de Lutzmyia longipalpis obtidas de coldnias de laboratdrio. (a) Visdo Geral do
ovo; (b) Detalhamento do corion evidenciando as cristas paralelas ndo conectadas; (c) Presenca de tubérculos ao
longo da estrutura; (d) Vista frontal do ovo, mostrando material de consisténcia viscosa aderida aos ovos.

Segundo Costa et al., (2012) a ocorréncia de cristas de aspecto longitudinal sem
conexao ao exocorio é uma caracteristica comum aos flebotomineos.

N&o obstante a disposicdo destas cristas podem representar estruturas adaptativas
que facilitam a postura de ovos em distintos ambientes (WARD e READY, 1975;
ENRIQUE PEREZ e OGUSUKU, 1997) ou ainda refletir relacBes filogenéticas entre
as espécies (ENDRIS et al. 1987, FELICIANGELI et al. 1993, ENRIQUE PEREZ e
OGUSUKU 1997, FAUSTO et al. 2001).

Por outro lado este padrdo morfoldgico aqui observado tem sido utilizado como
ferramenta na identificacdo de diversas espécies de flebotomineos (ZIMMERMAN et
al.,, 1977; FAUSTO et al. 1992; ROGO et al., 1992;; GHOSH e BHATACHARYA
1993, SIERRA, VELEZ, URIBE, 2000; ALMEIDA et al., 2004).

Com relagdo a substancia aderida a superficie dos ovos aqui observada, estd em
concordancia a descricdo de Forattini (1973), onde assegura que 0S ovos dos
flebotomineos sdo revestidos individualmente com material impermeavel de
consisténcia viscosa aderente que tem a funcdo de ajudar a fixacdo dos ovos aos
substratos (RANGEL e LAISON, 2003).
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No que concerne as pequenas projecdes ou tubérculos com distribuicdo aleatoria
ao longo do exocorio ndo seguindo uma padronizacdo definida, por toda superficie dos
ovos aqui observados, deve se tornar Util para diferenciacdo morfoldgica dos ovos de L.
longipalpis, assim como foi, descrito por Costa et al., (2012) um padréo definido destas
projecdes que ajudou na diferenciacdo entre outros espécimes tais como:
Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia e e Lutzomyia (Nyssomyia) neivai.

A andlise ultraestrutural das larvas de primeiro estddio de L. longipalpis,
revelaram mensuracdo média de 1,5 mm , apresentando cabeca proeminente quanto ao
resto do corpo de coloracdo escura esclerotinizada e aspecto vermiforme, apodas,
medindo, em média, cerca de 40 pum, apresentando um par de cerdas caudal, além de
revestimento eliptico da céapsula cefélica compostos com espinhos distribuidos
irregularmente na porcao lateral da cabeca. (Figura 2).

Figura 2: Eletromicrografias da larva em primeiro estadio: (a) Visdo geral da larva de primeiro estadio de L.
Longipalpis evidenciando as cerdas caudais (cc), (sa) segmentos abdominais, (st) segmentos do térax, (cab) cabega;
(b) Detalhamento da parede frontal da larva do primeiro estadio: (eb) Egg buster, (1°tg) primeiro tergito e primeiro
esternito (1° est), espinhos na capsula cefalica (quadrado), mandibula, cerda antenal, cerdas. (c) Segmentos
abdominais, cerdas; (d) cerdas caudais.

Através do MEV tornou-se possivel visibilizar o Egg Buster, que é apenas encontrado nas
larvas de primeira fase. Esta estrutura tem sido utilizada como ferramenta taxonomica para
diferenciar as larvas L1 das L2 de outros insetos (BRELAND 1959, ALVAN-AGUILAR e
HAMADA, 2003).

A visibilizacdo do Egg Buster nas larvas de 1° estadio de L. longipalpis esta

compativel com a descricdo de Leite e Williams, (1997); Secundino e Pimenta, (1999);
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Pereira et al, (2006) que assinalaram a presenca desta estrutura na regido dorsal da
cabeca de flebotomineos, que utilizam, dessa estrutura para auxiliar no rompimento do
ovo e ecloséo das larvas.

Os estadios 2°, 3° e 4° apresentaram estruturacdo idéntica, variando apenas de
tamanho.

As larvas de segundo estadio apresentaram-se com tamanho ligeiramente maior
em relacdo as de 1° estadio, com destaque para cabeca, em relacdo aos segmentos
corporeos (em namero de nove) bem individualizados e podendo ser observados. Além
de ja possuirem o segundo par de cerdas caudais como também cerdas tricoides e
filiformes, que sdo inclusbes epidérmicas responsaveis pelo senso tatil, e que estdo
distribuidas em grande ndmero ao longo do corpo da larva (Figura 3).

o FE M, e, CIKA
Figura 3: Eletromicrografia de larvas de 2° estadio de L. longipalpis obtidas de col6nias de laboratério (A) Visdo
geral da larva de L. longipalpis em seu segundo estadio de crescimento, evidenciando cabega, pseudo-pés e cerdas
caudais. (B) Mandibula, cerdas em forma de gota (seta maior). (C) Cerdas tricéides, mandibula (seta azul). (D) Vista

terminal: cerdas, espiraculo anterior respiratério, (Ia) lobo anal

De acordo com Barreto, 1941 estas cerdas podem variar em numero de 160 a 210
em toda sua extensao.

Seguindo o padrdo de crescimento da espécie, em larvas de terceiro estadio pode-
se observar na cabeca o surgimento de cerdas tricoide e filiforme, aparelho bucal

totalmente desenvolvido com mandibulas pronunciadas (Figura 4).
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Figura 4: Eletromicrografia de larvas de 3° estidio de L. longipalpis obtidas de col6nias de laboratdrio. (A)
Visdo Geral da larva de terceiro estddio de L. longipalpis (cab) Cabeca, (cc) Cerdas caudais, (B) (ma)
Mandibula, (ct) Cerdas tricoides, (cf) Cerdas filiformes, (C) Cerdas corporais; (C) (ma) Mandibula, (C); (D)
(cc) Cerdas caudais.

No quarto estddio larval, foram visibilizadas mandibula, cerdas filiformes e
tricdides, cerdas corporais em numero variavel, cerdas em forma de gota presentes na
face frontal da cabeca apresentando pequenas cerdas presentes nos segmentos
abdominais, com excecdo da maxila e da mandibula (Figura 5. Tanto nas superficies,
dorsal quanto a toracica, juntamente com o sétimo segmento abdominal foi observado
areas isoladas e sem cerdas, ao longo do corpo larval estas cerdas se distribuem de
forma a lembrar “escovas” pela ordenacdo destas no segmento, além de presenca de

cerdas tricéides e filiformes na face frontal da cabeca e na sua parte posterior onde sdo

cobertas por pequenos espinhos.
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Figura 5: Eletromicrografia de larvas de 4° estadio de L. longipalpis obtidas de col6nias de laboratdrio. (A) Visdo
lateral do primeiro segmento toraxico e cabeca, evidenciando: (ma) mandibula, (cf) cerdas filiformes, (ct) cerdas
tricoides, (c) cerdas corporais, tubérculos (circulo). (B) (cc) Cerdas corporais, (pp) Pseudo-pés. (C) Cerdas
tricoides, cerdas filiformes, Cerdas em forma de gota (seta maior),(ab) aparelho bucal. (D) Cerdas caudais.

Inimeros estudos das formas imaturas de L. longipalpis foram amplamente
realizados (LEITE et al., 1991), LEITE e WILLIAMS 1996,1997; SECUNDINO e
PIMENTA, 1999 ), cujo resultados mostraram que apenas larvas de primeiro estadio de
crescimento possui diferengas significativas em detrimento aos estadios subsequentes,
principalmente pela presenca da estrutura Egg Buster, bem como, através do tamanho
das antenas e o numero de cerdas caudais.

Durante o estudo ndo foi encontrado nenhuma estrutura variante aos demais
estadios larvares analisados com o uso da MEV. Levando-se a crer que, 0s instares,
segundo e terceiro serem idénticos estruturalmente ao quarto, havendo variagdo apenas
em tamanho.

Com a observacdo e anélise das imagens microestruturais obtidas pela MEV da
estrutura pupal (Figura 6) foi observado a exuvia larval, a qual ¢ formada pela
transformacédo do ultimo segmento do abdome que serve como estrutura fixadora da

pupa no substrato, como também foi possivel verificar o desenvolvimento das antenas,
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pernas, asas e segmentos abdominais do inseto adulto em formacéo, além de uma fina

cobertura de espiculas.
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Figura 6: Eletromicrografia de pupas de L. longipalpis obtidas de coldnias de laboratério. (A) Vista Geral da pupa de
L. longipalpis, exu: exuvia larval; (B) Vista lateral, (A) Ant: Antena; (C) Segmentos do corpo; (D) as: asas, ant:
antenas, per: perna.

Os resultados aqui encontrados estao de acordo com Leite et al. (1991) que

visibilizaram as estruturas em formacao do adulto (antenas, patas e asas).

4. CONCLUSAO

As formas imaturas de Lutzomyia longipalpis provenientes de colénias de
laboratério mantiveram o padrdo morfolégico da espécie nas diferentes fases de

desenvolvimento.
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Resumo

Inimeros estudos j& foram realizados com enfoque nos estagios imaturos do
inseto vetor da leishmaniose visceral americana no Velho e Novo Mundo. Suas
caracteristicas morfoldgicas e ultraestruturais séo amplamente investigadas. No entanto,
existe pouca informacéo sobre os insetos adultos. Foram estudados insetos machos e
fémeas de Lutzomyia longipalpis em duas diferentes cepas. Exemplares coletados no
campo, com uso de armadilhas tipo CDC (Center of Diseases Control) postas ao
entardecer e coletadas ao amanhecer, visando o maior periodo de atividade do inseto, e
oriundo de coldnia em laboratdrio. Através do processamento e obtencdo das imagens
microgréficas, foram analisadas de forma sistematica algumas estruturas relevantes para

angariar informacdes a respeito desse vetor.

Palavras chave: Saude Publica, Vetor, Diagnéstico.
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Abstract

Numerous studies have been conducted focusing on the immature stages of the
insect vector of the American visceral leishmaniasis in the Old and New World. The
morphological and ultrastructural features are thoroughly investigated. However, there
are little informations about the adult insects. The male and female insects of Lutzomyia
longipalpis were studied in two different strains. Samples collected in the field, using
CDC (Center of Disease Control) traps putted at dusk and collected at dawn, aiming the
greatest insect activity period, and come from colony in the laboratory. Through
processing and obtaining of micrographic images, were systematically analyzed some

relevant structures to gather information about this vector.

Keywords: Public Health, Vector, Diagnosis.
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1. INTRODUCAO

Os flebotomineos sdo dipteros pequenos, frageis, que possuem 0 corpo coberto
por finas cerdas e quando em repouso mantém as asas em posicdo semieretas, além de
darem voos em curtos saltos e raramente voam para distante de seus abrigos
(CHANIQTS et al., 1974; KILLICK-KENDRICK, 1999; MUNSTERMANN, et al.,
2004).

Esses dipteros possuem plasticidade alimentar, pois em ambiente peridomiciliar
encontram condi¢bes adequadas para o seu desenvolvimento, criadouro e fonte
alimentar, passando a se adaptar aos ambientes antrdopicos estabelecendo um ciclo de
transmissdo peridomiciliar (ASFORD, 1991; SHAW, 2007; LAINSON e RANGEL,
2003; 2007) e intradomiciliar em areas urbanas (LAINSON e RANGEL, 2005).

Em colénias, os flebotomineos adultos vivem aproximadamente vinte e sete dias
em laboratério (PESSOA e MARTINS, 1978), enquanto que em no ambiente natural o
seu tempo de vida néo ultrapassa quinze dias (BAHIA, et. al., 2007).

A estrutura externa dos flebotomineos adultos tem sido utilizada para
identificacdo e estudos morfoestruturais com o uso do microscopio eletrdnico de
varredura, o qual possibilita a visibilizagdo de caracteristicas e detalhes
(NASCIMENTO, 2006).

Portanto, este trabalho teve como objetivo, analisar a ultraestrutura de machos e

fémeas de Lutzomyia longipalpis provenientes de colénias e de ambiente natural.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras de Flebotomineos Adultos de Campo

Os insetos adultos, de ambos os sexos de foram obtidos com o uso de armadilhas
tipo CDC, colocadas no peridomicilio onde se mantinha uma criagdo de suinos. Apos
captura, os flebotomineos, foram encaminhados ao Laboratério de Sanidade Animal
LASAN/CCA/UFPI da Universidade Federal do Piaui. Apos a identificagdo, um total de
20 especimes de machos e fémeas foram fixadas em solucéo fixadora de glutaraldeido a
2,5% tamponada em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,2 e mantidas sob temperatura de
refrigeracdo 6°C.
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2.2 Processamento das Amostras

Os insetos obtidos foram encaminhados para o Laboratorio de Microscopia
Eletrénica do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), onde foram
submetidos a estudos em microscopio eletrénico de varredura.

Espécimes de machos e fémeas foram pos-fixadas em tetroxido de 6smio (OsO,) a
2%, em temperatura ambiente e no escuro por 24 horas, em seguida foram lavadas duas
vezes em tampdo cacodilato de sédio 0,1M, pH 7,2. Assim sendo as amostras foram
desidratadas em series crescentes de alcool (70, 80,90 e 100%) e submetidas ao método
de secagem pelo ponto critico com CO,. Posteriormente, foram montadas em suportes
metélicos, utilizando fita dupla face. Em seguida foram metalizados com banho de ouro
e posteriormente submetidos a analise em microscopio JEOL-5600LV (BORGES et al,
2012).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as ultramicrografias dos machos adultos de L. longipalpis obtidos

de campo (Figura 1a) pode-se observar a divisdo anatdmica da cabeca, torax e abdome.

Figura 1: Micrografia de macho adulto de campo com detalhamento das estruturas. . (A)Vista geral lateral do macho
adulto proveniente de captura em campo, cab: cabeca tx: tdrax, ab: abdomem. (B) Vista lateral do térax evidenciando
esc: escudo, ant: antena, o: olhos compostos, pl: palpo labial, (*) escapo. (C) Vista lateral do torax mostrando
balancins.(D) Detalhamento da distribui¢éo dos pelos sobre a asa.
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A cabeca apresenta-se articulada com a parte anterior do térax possuindo aspecto
piriforme, formando um angulo de 90° em relacdo ao térax, sendo pequena, com olhos
compostos, antenas largas com 16 segmentos, 0 que esta em acordo com a descri¢do de
Young e Duncan (1994), para machos e fémeas desta espécie.

Olhos compostos e arredondados que ocupam grande espaco na superficie da
cabeca, bem como presenca de palpos labias, antenas, escudo e escapo (Figura 1b), a
presenca de balancins ou halteres (Figura 1c), e o detalnamento da distribuicdo e
ordenacdo dos pelos presentes na asa (Figura 1d). Os espécimes examinados da col6nia
também apresentaram as mesmas caracteristicas.

Estes resultados aqui descritos sdo concordantes com a descricdo de Young e
Duncan (1994), assim como Nascimento, 2006 tanto para machos como fémeas desta
espeécie.

Na Figura 2a pode-se obervar micrografias do Orgdo reprodutor de macho
proveniente de campo. Em vista frontal da genitalia (Figura 2b) foram observadas
cerdas do paramero em nimero de duas, dispostas paralelamente em sua base, o que é
caracteristica pertencente a espécie L. longipalpis, sendo ferramenta para fins de
identificacdo desta espécie, assim como o0s espinhos do disistilo e seu posicionamento
na estrutura inerente a espécie de flebotomineo. Na vista frontal da genitélia masculina
(Figura 2c), observa-se o formato assumido pelo paramero do L. longipalpis as cerdas
presentes no lobulo lateral que se apresenta reto e longo, com presenga de tufos “forma
de escova” e cerdas na extremidade. Vale salientar que nos espécimes analisados da
coldnia ndo foram observadas diferenciacdo tanto morfolégica quanto estrutural em
relacdo aos espécimes de campo.

Os aspectos morfoldgicos no érgédo reprodutor de L. longipalpis aqui observados
sdo concordantes com as descri¢cdes realizadas por Montoya e Ferro, (1999; Ibafiez,
(1999) e Galati (2003).

No que concerne as fémeas de campo (Figura 3) foi possivel observar especimes
com comprimento maior e didmetro menor, apresentando 3,4mm de comprimento e
variando de 1,8 a 2,3 mm de didmetro em relacdo as fémeas provenientes de col6nia em
laboratorio, além de ser visualizada redugdo no nimero de cerdas no fémur, porém as
cerdas presentes no torax e abddmen estdo mais presentes nesses dipteros. As demais
estruturas ndo diferiram entre as populacdes seguindo as mesmas caracteristicas
morfoldgicas do macho. A estrutura da genitalia feminina pode ser visbilizada na Figura

3a, onde se pode obervar detalhes do décimo segmento abdominal formador da genitalia
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feminina onde se observa o oitavo esternito como também orificio anal (Figura 3b). As
mesmas estruturas foram identificadas nas fémeas capturadas em campo, 0 que
corrobora com Young e Duncan (1994) e Galati, (2003) no qual observaram as
caracteristicas das genitalia feminina.

Apenas foi observada uma diferenciacdo em relacdo ao maior tamanho das fémeas
de campo, comparado com as aquelas provenientes de col6nia, levando-se a crer que é

esta diferenca seja causada por fatores diversos, tais como: ambiente e/ou alimentacéo.

Figura 2: Micrografia de genitalia em macho adulto de campo com detalhamento das estruturas.(A) Vista geral da
genitalia. (B) bs: basistilo, ds: disistilo, ed: espinhos do disistilo, cp: cerdas do paramero. (C) pa: paramero, Is: lamela
submediana, LI: lobo lateral.
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Figura 3: Micrografia de fémea adulta de campo com detalhamento das estruturas.(A) detalhamento da genitalia
feminina. G) Vista aproximanda da genitalia feminina; 8st: oitavo esternito; cerdas existentes no nono esternito e
orificio anal (circulo amarelo).

Por outro lado independente do sexo dos insetos, foi possivel observar pedicelos
com microtriquias e sensilas tricoides de ponta romba, sensilas escamiformas (Figura
49),

Observam-se em destaque as sensilas escamiformas distribuidas de forma
paralela ao longo da estrutura (Figura 4b). Como também ocelos com presenca de
pequenos tubérculos distribuidos de forma desordenada e microtriquias em destaque
(Figura 4c). As sensilas presentes no pedicelo denominadas de tricoides, pequenas de
ponta afiada e escamiformas que podem ser visibilizadas (Figura 4d).

No que concerne as microtriquias e sensilas tricoides pequenas de ponta afiada
encontradas no pedicelo podem ser visibilizada em detalne na figura 5ab e o
flageldmero e cerdas (Figura 5c¢,d), caracteristicas estas encontradas em L. longipalpis e

concordantes com a descrigdo de Hallberg e Hansson (1999) e Mitchell et al., (1999).
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Figura 4: Micrografia de fémea adulta de campo com detalhamento das estruturas. (A)Detalhamento de pedicelos
com microtriquias; sensilas tricoides de ponta romba (estrela); sensilas escamiformas (asterisco amarelo). B):
Detalhemanto em destaque das sensilas escamiformas. C) oc: ocelos; destaque dos pedicelos com microtriquias. D)
(p): pedicelo; sensilas tricoides pequenas de ponta afiada (seta fina); sensilas escamiformes (seta grossa).

Figura 5: Micrografia de fémea adulta de campo com detalhamento das estruturas. A) Microtriquias (cabegas de
seta) e sensilas tricdides pequenas de ponta afiada encontradas no escapo e pedicelo; B) Grande aumento das sensilas
campaniformas e pedicelos com microtriquias. C) Vista geral do flageldmero; x: cerdas encontradas ao longo do
palpo maxilar; sensilas escamiformas (setas amarelas); (x) cerdas presentes no palpo maxilar. D) pa: pernas
anteriores; flg: flagelomero; (pm): palpo maxilar.
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4. CONCLUSAO

A anélise ultraestrutural revelou diferencas entre L. longipalpis de campo e de
col6nia laboratorial, particularmente no que concerne ao tamanho das fémeas de acordo

com as populacdes estudadas.
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