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MAGALHAES-JUNIOR, J.T. Aspectos vetoriais da Lutzomyia longipalpis: resposta
comportamental a compostos organicos volateis e uso na avaliagdo de infectividade
de cdes naturalmente infectados por Leishmania infantum. Salvador, Bahia, 2015, 95
pg. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal nos Tropicos) — Escola de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade Federal da Bahia

RESUMO

Leishmaniose Visceral é uma zoonose causada pelo protozodrio Leishmania infantum e
transmitida pelo flebotomineo Lutzomyia longipalpis. O controle da doenca é bastante
complexo, sendo que atualmente sugere-se a necessidade de redirecionamento nas
medidas de controle, sobretudo no que se refere a identificacdo de cdes
verdadeiramente transmissores e a necessidade de um refinamento no controle
vetorial. Neste trabalho foi avaliada a infectividade de cdes naturalmente infectados
com L. infantum para a L. longipalpis, bem como a capacidade atrativa de diferentes
compostos organicos volateis para o mesmo vetor. A partir de testes xenodiagnésticos,
foi observado que caes com maior manifestacao de sinais clinicos sdo mais infectivos ao
vetor que cdes com pouco ou nenhum sinal clinico, entretanto ndao houve diferenga na
taxa de transmissibilidade quando diferentes protocolos de xenodiagndstico foram
confrontados. Sendo que, para cées infectados com L. infantum e agrupados conforme a
presenca de anormalidades clinicas e patoldgicas, a taxa de infectividade nos
flebotomineos foi significativamente menor (p=0,0098) , quando estes se alimentaram de
caes com doenca moderada (0,01%), comparativamente aos cdes com doenca severa
(38,2%).Demonstrou-se também que machos e fémeas de L. longipalpis sdo atraidos

por compostos aldeidos e alcanos (octanal, decanal e heptadecano) identificados no



pelo canino e alcoois (heptanol, octanol, octenol e nonanol) encontrados em plantas.
Esses compostos quimicos podem ser utilizados como iscas em armadilhas para captura
dos insetos ou ainda associados com inseticidas de efeito residual. Mais estudos sao
necessarios sobre a biologia e comportamento da L. longipalpis e sua relagdo com cdes
infectados com L. infantum, buscando melhor entender essa interface e identificar
novas alternativas de controle para a leishmaniose visceral.

Palavras-chaves: Flebotomineos; Leishmaniose visceral; Xenodiagnostico; Atracgdo;
COVs.
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MAGALHAES-JUNIOR, J.T. Vector aspects of Lutzomyia longipalpis: behavioral
response the volatile organic compounds and use in evaluation of infectivity of dogs
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University of Bahia, 2015.

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a zoonosis caused by the protozoan Leishmania infantum and
transmitted by the phlebotominae sand fly Lutzomyia longipalpis. The control of the
disease is quite complex, being suggested presently the necessity to redirect the control
measures, especially concerning the identification of dogs truly transmitters and the
necessity of a refinement of the vector control. This work was evaluated the infectivity
of dogs naturally infected with L. infantum to L. longipalpis as well as the attractive
ability of different volatile organic compounds to same vector. It was observed, by
xenodiagnosis, that dogs with higher manifestation of clinical signs are more infective
to the vector that dogs with few or no clinical signs, however there was no difference in
the transmission rate when different xenodiagnosis methodologies were compared.
Therefore for dogs infected with L. infantum and grouped according to presence of
clinical and pathological abnormalities in the infectivity rate sandflies was significantly
lower (p =0.0098), when these were fed dogs with moderate disease (0, 01%) compared
to dogs with severe disease (38.2%). It was also demonstrated that males and females
of L. longipalpis are attracted by aldehyde and alkane (octanal, decanal and
heptadecane) compounds identified on the canine hair and alcohols found in plants

(octenol, octanol, heptanol and nonanol). These chemical compounds can be used as



vii

bait in traps to capture insects and even be associated with insecticides with residual
effect. More studies are necessary about the biology and behavior of L. longipalpis and
its relationship to dogs infected with L. infantum, searching to better understand this

interface and identify new alternatives to control visceral leishmaniasis.

Keywords: Sandflies; Visceral leishmaniasis; Xenodiagnosis; Attraction; VOCs.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV), uma doenca zoondtica causada pela Leishmania
infantum, é considerada um importante problema de satde pablica no mundo (WHO,
2011). A LV tem o cdo doméstico como principal hospedeiro e é transmitida através da
picada de fémeas de insetos flebotomineos. A LV acomete milhares de pessoas em todo
0 mundo, sobretudo nos paises em desenvolvimento. No Brasil, a doenga esté distribuida
por todas as regides, apesar de ainda existir uma concentracdo maior do nimero de casos

na regido Nordeste (BRASIL, 2014).

Mesmo com os esforcos na tentativa de se controlar a doenca, 0s casos humanos
e caninos vém aumentando nos ultimos anos, evidenciando uma expansao das areas de
ocorréncia e uma crescente urbanizacdo (LAINSON e RANGEL, 2005; ALVAR et al.,
2012). Por esses motivos, tém se discutido possiveis alteracdes nas medidas preconizadas
no Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV), que atualmente s&o
centradas e dirigidas para o controle do hospedeiro canino (inquérito sorolégico e
eutanasia de cées soropositivos para anticorpos anti-Leishmania), bem como a
investigacdo entomoldgica para a aplicacdo de inseticidas, e o diagndstico e tratamento

adequado dos casos humanos (BRASIL, 2014).

As acdes voltadas aos cées sdo as que enfrentam maior resisténcia, seja pelos

aspectos éticos e legais decorrentes da eliminacdo dos cées, ou pela possivel ineficacia
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dessa medida em reduzir a expansao da doenga. Nesse sentido, um ponto fundamental na
discussao € definir critérios minimos para a eutanasia dos cdes. Todos os cdes infectados
com L. infantum teriam capacidade de transmiti-la ao vetor? Quais as caracteristicas de
um cdo que nao transmite o parasito ao vetor? Quais as implicacdes epidemioldgicas em
manter um cdo infectado em &rea endémica, desde que este animal ndo transmita o

parasito?

As respostas para estas perguntas podem somente ser obtidas a partir da
realizacdo de avaliacbes de infectividade e transmissibilidade nos cdes, que sao
realizadas necessariamente com o uso do exame xenodiagnostico. No presente trabalho,
aspectos relacionados a infeccao canina sdo discutidos, assim como aspectos da execucao
da técnica de xenodiagnostico que contribuem para os esforcos de identificagdo do cao

com perfil de resisténcia ou de susceptibilidade a doenca.

Outro aspecto discutido no PCLV-Brasil ¢ o controle vetorial. Atualmente a
investigacdo entomoldgica visa levantar as informacBGes de carater quantitativo e
qualitativo sobre os flebotomineos transmissores da LV. Para tal, a metodologia mais
empregada € a captura dos insetos com armadilhas luminosas e, quando necessario,
proceder a pulverizacao das residéncias com inseticida residual. Os principais problemas
enfrentados por essa metodologia sdo: (1) baixa especificidade das armadilhas, que
capturam varias espécies sem interesse na saude publica; (2) Ocorréncia de investigacdes

falso-negativas, sobretudo em areas com pouca densidade vetorial; e (3) Problemas de
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intoxicagdo, contaminagdo ambiental e identificagdo de resisténcia dos insetos aos
produtos, resultantes do uso de inseticidas sem a associacdo com uma estratégia de
controle integrado. A manipulacdo do comportamento de resposta do vetor a partir de
compostos quimicos possivelmente atrativos surge como uma possivel solucéo para estes
problemas. Diversos estudos tém evidenciado a importancia de compostos quimicos na
atratividade para insetos transmissores de diferentes doengas, inclusive a LV. Esses
compostos podem ser utilizados como isca em armadilhas luminosas, ou ainda em

associacdo com o uso de inseticida residual, potencializando a eficacia dessas agdes.

Dessa forma, esta tese visa contribuir com dados para esclarecimento de alguns
aspectos da relacdo hospedeiro-parasito-vetor na leishmaniose visceral e discutir as

implicacdes desses achados na prevencéo e controle da doenca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Epidemiologia da Leishmaniose Visceral

A LV é uma doenca cronica e frequentemente letal quando néo tratada, causada
pela espécie L. infantum, protozoario flagelado da familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida (PALATNIK-DE-SOUSA e DAY, 2011). A doenca afeta principalmente
criancas e adultos imunodeprimidos em cerca de 80 paises, 0s quais estdo distribuidos
pela América, Europa, Asia Central, Américas, China e Mediterraneo, sendo na maioria
nacOes consideradas subdesenvolvidas (ALVAR, 2012). Sugere-se que a L. infantum
tenha sido introduzida nas Américas durante a colonizagdo por portugueses e espanhois,
tendo se adaptado aos hospedeiros e vetores que aqui encontrou (LAINSON e RANGEL,

2005).

Segundo a Organizacao Mundial de Saude, aproximadamente 200 a 400 mil casos
da doenca ocorrem por ano, dos quais 90% em apenas seis paises: Bangladesh, Brasil,
india, Suddo, Suddo do Sul e Etiépia. Como o grau de subnotificacio para a taxa de
mortalidade também € bastante alto, estima-se que ocorrem entre 20 e 40 mil mortes de

LV a cada ano em todo o mundo (WHO, 2011).



O crescente numero de ocorréncias é devido principalmente ao aumento gradual
de casos nos centros urbanos, ao deslocamento das populagdes, a exposicao de pessoas
ndo imunes a LV, a deterioracdo das condi¢des sociais e econdmicas das periferias das

grandes cidades, a ma nutri¢do e a coinfec¢des com o HIV (WHO, 2007).

No Brasil, apesar da expansdo da doenca para as regides sudeste e centro-oeste,
aproximadamente 60% dos casos ocorrem nos estados da Bahia, Ceard, Maranhdo e
Piaui. Em todo o pais, entre 1990 e 2010 o coeficiente médio de incidéncia foi de 1,8
casos por 100.000 habitantes, enquanto a taxa média de letalidade foi de 6,5% no periodo

de 2000 a 2010 (BRASIL, 2012).

A Bahia é atualmente um dos estados brasileiros que apresenta 0s maiores
numeros assinalados de casos humanos da LV, com notificacdo de 14.503 casos de LV
humana entre os anos de 1984 e 2002 (BRASIL, 2014). A distribuicdo geografica da
doenca concentrou a maioria dos casos na Chapada Diamantina, regido central do estado.
Entretanto, a area de ocorréncia da LV tem aumentado no estado, especialmente na regido

semiarida, onde a doenca ja era conhecida (FRANKE et al., 2002).



2.2. Reservatorios, vetores e controle da doenca

O cdo doméstico (Canis familiaris) é considerado o principal reservatério na area
urbana, devido a sua alta susceptibilidade ao patdégeno, o intenso parasitismo cutaneo e a
observacdo de que 0s casos caninos precedem os casos humanos (MONTEIRO et al.,

2005; SILVA et al., 2005).

No ambiente silvestre, o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), o gamba
(Didelphis albiventris) e a raposa do campo (Lycalopex vetulus) séo tidos como
reservatorios naturais da infec¢éo, sendo comum encontrar animais positivos em areas
de habitagcdes humanas que possuem alguma relacdo com o ambiente silvestre. O homem
é considerado hospedeiro acidental da LV pelo Ministério da Saude (SHERLOCK, 1996;

BRASIL, 2014).

A Unica forma de transmissao comprovada até 0 momento € através da picada da
fémea do flebotomineo, que quando se alimenta de um hospedeiro mamifero infectado
com L. infantum, ingere formas amastigotas do parasito junto com o repasto sanguineo
(QUINNELL e COURTENAY, 2009). Logo que chega ao tubo gastrointestinal dos
flebotomineos, as formas amastigotas, que sdo aflageladas, transformam-se em
promastigotas. As formas promastigotas da Leishmania, que séo flageladas e, portanto
moveis, possuem distintas formas morfoldgicas (prociclicas, nectomonodas,

leptomonodas, haptomonadas e metaciclicas). Toda essa metamorfose ocorre dentro do
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tubo intestinal do inseto e dura em média de 8 a 10 dias. Assim, apos sofrerem estas
sucessivas transformacdes, o parasito é transmitido para outros hospedeiros na forma

promastigota metaciclica em uma préxima alimentacao do inseto (KAMHAWI, 2006).

A Lutzomyia longipalpis (Lutz e Neiva, 1912) é considerado o principal vetor da
LV no novo mundo. (RANGEL e VILELA, 2008). A L. longipalpis ¢ um diptero da
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. Esses insetos flebotomineos medem
aproximadamente de 2 a 3 mm, tem o corpo bastante piloso, coloragéo clara (castanho
claro ou cor de palha) e sdo facilmente reconhecidos por seu comportamento, ao voar em
pequenos saltos e pousar com as asas entreabertas (LAINSON, 2003; BRASIL, 2014).
Como todo diptero, L. longipalpis séo insetos holometabolos e apresentam as fases de
ovos, larvas com quatro estadios, pupas e alados no seu ciclo de vida. Tanto os machos
como as fémeas adultas alimentam-se de seivas vegetais, mas somente as Ultimas séo
hematofagas, necessitando de pelo menos um repasto sanguineo para 0 amadurecimento

dos ovos (SOARES e TURCO, 2003).

A L. longipalpis tem habito crepuscular e noturno, em laboratorio reproduz-se
melhor a temperatura entre 23 a 28° C e umidade relativa (UR) entre 70 a 100 %, sendo
25° C e 80 % as condicBes consideradas ideais (MODI e TESH, 1983). A duracdo do
ciclo de desenvolvimento em laboratério é bem variavel e depende das condicBes de
manutencdo, assim como a quantidade de ovos colocados por fémea (RANGEL et al.,

1986).



Em relacdo ao controle da doenca no Brasil, as estratégias dos 6rgaos de saude
incluem: (1) o diagndstico precoce e tratamento dos casos humanos, (2) a identificacéo
e eliminacdo dos reservatorios, (3) o controle de vetores e (4) a educacdo em saude. Para
a definicdo das medidas a serem desenvolvidas, deve-se considerar o grau de risco em
diferentes areas, com a ocorréncia de casos humanos como o principal indicador de

gravidade (BRASIL, 2014).

Varios métodos podem ser utilizados no diagnéstico da leishmaniose visceral
humana e canina, mas nenhum apresenta 100% de sensibilidade e especificidade (MELO,
2004). Narotina clinica médica veterinaria, a suspeita clinica é baseada em sinais clinicos
e alteracOes de patologia clinica. Entretanto, o diagnostico da infeccéo sé é possivel com
exames complementares imunoldgicos, parasitologicos e moleculares. O exame
microscopico direto de esfregacos a partir de aspirado de baco, linfonodo ou medula
Ossea permite visualizacdo do agente etiolégico e consiste no exame parasitologico
considerado padrdo ouro no diagnéstico da LV. Contudo, testes imunoldgicos e de
biologia molecular tém sido utilizados como instrumentos de orientacdo nas tomadas de

decisdes em saude publica (BARROUIN-MELO et al., 2006).

Dentre as acOes para vigilancia e controle da LV, as relacionadas ao cdo sdo
consideradas, do ponto de vista social e ético, as mais polémicas, devido a indicacdo da
eutanasia de cdes infectados e a contraindicacdo ao tratamento quimioterapico canino
(BRASIL, 2009a). Além disso, é possivel que os métodos atuais de controle da doenca
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ndo estejam funcionando, pois apesar das tentativas, a LV continua em constante
expansdo no pais. Assim, tem sido sugerida a necessidade de se refinar e aprimorar o

controle da doenga canina no Brasil (ROMERO e BOELAERT, 2010).

No Brasil existe uma vacina canina autorizada para comercializagéo, entretanto,
apesar de ser rotineiramente utilizada por clinicos veterinarios em areas endémicas, seu
uso em saude publica ndo é recomendado pelo Ministério da Saude, pois ndo existem
dados conclusivos de sua eficacia em nivel populacional (BRASIL, 2009b). Um método
considerado eficiente é a utilizacdo de coleiras para cées, impregnadas com o inseticida;
essas coleira sdo consideradas protetoras em até 96% contra picadas dos flebotomineos.
Entretanto, seu uso em massa ainda é limitado devido ao alto custo e o pequeno periodo
do efeito residual (KILLICK-KENDRICK et al., 2008; QUINNELL e COURTENAY,

2009).

2.3. Fisiopatologia da leishmaniose visceral canina

As consequéncias, evolucdo e severidade da leishmaniose visceral canina,
dependem da resposta imunoldgica expressa pelo animal, especialmente do tipo de
citocinas predominantes (BARRAL-NETTO etal., 1992; PINELLI et al., 1994). O perfil

dessas proteinas varia de acordo com fatores ambientais, nutricionais, genéticos e



aspectos inerentes ao parasito, como espécie, cepa e tamanho do in6culo (GRIMALDI e

TESH, 1993).

Nos periodos iniciais pés-infeccdo, ocorre modificacdo nas populacdes de
linfocitos T, j& tendo sido demonstrado que ha uma relacéo entre o padrédo de citocinas
produzido e a manifestacdo de sinais clinicos (PINELLI et al., 1994). Esta associa¢do é
resultado da maior intensidade de carga parasitéaria, quando hd uma menor producéo de
citocinas do tipo Thl(Linfocito T helper tipo I) nos diversos 6rgaos, como nos linfonodos
(ALVES et al., 2009), baco (KENNEY et al., 1998), medula 6ssea (DE ABREU et al.,

2011) e pele (SOUZA et al., 2011).

Animais que produzem resposta do tipo Thl desenvolvem imunidade do tipo
celular contra o parasita, resultando no combate eficiente ao parasito e consequente
resisténcia a infeccdo (PINELLI et al., 1994). Por outro lado, animais que produzem uma
resposta do tipo Th2 (Linfocito T helper tipo 11) séo caracterizados por uma resposta
imunologica do tipo humoral e consequente susceptibilidade a doenca. Os anticorpos
produzidos via resposta humoral sdo incapazes de debelar a infeccgéo, resultando em altas
cargas parasitarias e aparecimentos de sinais clinicos da doenca (PINELLI et al., 1994).
Os sinais clinicos encontrados sdo varios, podendo levar desde lesGes oculares,
perioculares e cutaneas; hipertrofia de 6rgdos linfoides e desordens hematoldgicas; e até

nefropatia, disfuncdes respiratdrias, digestivas, cardiovasculares e musculoesqueléticas
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(BLAVIER et al., 2001; BARROUIN-MELO et al., 2006; PALIS-AGUIAR et al., 2007;

SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

2.4. Parametros indicadores de transmissibilidade do parasito ao vetor

A definicdo de parametros que permitam identificar entre os cdes infectados,
aqueles que realmente transmitem o parasito ao vetor € importante para o controle da
doenca (COURTENAY et al., 2002). A infectividade canina ao vetor pode ser
determinada de maneira direta por xenodiagnostico ou atraves de métodos indiretos.
Meios indiretos consistem em exames realizados em bidpsias de pele, e incluem métodos
histopatolégicos ou imunoquimicos, para visualizacdo microscopica do parasito, ou
moleculares, como a PCR e suas variacdes na pesquisa de DNA parasitario. Autores tém
se debrucado em estudos para definir outros marcadores relacionados aos cées, que

estejam associados a transmissdo da Leishmania para o vetor.

Dentre os poucos estudos disponiveis que objetivam estabelecer parametros
indiretos de transmissibilidade, ja foi demonstrado que a taxa de infectividade esta
associada positivamente a (1) carga parasitaria do animal nos diferentes Orgaos,
sobretudo pele e linfonodos (MICHALSKY et al., 2007); (2) intensidade de sinais

clinicos (TRAVI et al.,, 2001); (3) altos valores de absorvancia no ELISA para
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determinacéo de IgG total (DA COSTA-VAL et al., 2007); e (4) baixa porcentagem de

linfocitos do tipo T (GUARGA et al., 2000b).

O xenodiagnostico € a Unica técnica disponivel que avalia, de forma direta, se um
determinado hospedeiro ao esté infectado com um agente etiolégico, o transmite durante
a alimentacdo sanguinea do seu vetor potencial. Entre as principais desvantagens do
método, estéd a necessidade de cultivo dos insetos em laboratério, a demora na obtencéo
do resultado, limitacdo de uso devido ao incomodo das picadas e possibilidade de reacéo
alérgica nos hospedeiros e sua baixa sensibilidade analitica (GUARGA et al., 2000a;

QUINNELL e COURTENAY, 2009)

Apesar da importancia comprovada na avaliacdo da transmissibilidade da LV em
caes, 0 uso do xenodiagndstico na rotina ndo é factivel e até na pesquisa seu uso é
limitado, sobretudo devido as dificuldades de criacdo dos flebotomineos em laboratério

(DA COSTA-VAL et al., 2007).

Estudos realizados com cdes comprovadamente positivos na Colémbia (TRAVI
et al., 2001) e Brasil (VERCOSA et al., 2008) demonstraram que animais sem sinais
clinicos da doenca ndo transmitiram o parasito ao vetor. Alguns autores de estudos
realizados no Brasil ponderam que, mesmo apresentando menor taxa de infectividade em
comparacdo aos caes com sinais clinicos da doenca, os animais com infeccao subclinica

podem ter capacidade de transmitir e, portanto, sua importancia deve ser considerada nos
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programas de controle da doenca (DA COSTA-VAL et al., 2007; MICHALSKY et al.,
2007). Ja em estudos realizados na Europa, concluiu-se que cées positivos para LV
transmitiam praticamente na mesma proporcao e intensidade, independentemente do seu

estado clinico (MOLINA et al., 1994; GUARGA et al., 2000Db).

Contrariando a maior parte dos estudos reportados na literatura, Laurenti et al.
(2013), em estudo realizado no Brasil, concluiram que cdes “assintomaticos” tiveram
maior capacidade de infectividade quando comparados aos cdes sintomaticos. Tal
controvérsia em relacdo aos estudos anteriores gerou duvidas e criticas quanto a

metodologia de classificacdo clinica dos cdes (DANTAS-TORRES e OTRANTO, 2013).

Ha problemas enfrentados na comparacao de dados sobre infectividade, como a
variacdo nas metodologias utilizadas para avaliagdo da transmissibilidade parasitaria por
caes aos vetores, e, sobretudo, a grande diversidade na maneira de classificar os cdes em
diferentes perfis clinicos. Essas diferencas dificultam qualquer tipo de comparacéo entre
0s estudos. Entretanto, percebe-se uma tendéncia de aumento da infecciosidade na
medida em que ha maior gravidade da doenca clinica (QUINNELL e COURTENAY,

2009).

As diferencas nos materiais e métodos utilizados podem interferir nos resultados
do xenodiagnostico. A depender da técnica utilizada para promocdo do repasto sanguineo

no hospedeiro, pode haver diferencas na taxa de alimentacdo. Essas diferencas,
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consequentemente, resultardo em maior ou menor taxa de infecgéo, e, por conseguinte,

diagndstico ou quantificacdo de “infectividade” ou “infecciosidade”.

2.5. Atracdo de flebotomineos a compostos organicos volateis

Sabe-se que os insetos utilizam estimulos olfativos e visuais durante varios
estagios do seu ciclo de vida como na busca por uma fonte alimentar ou local adequado
para oviposicdo (LOGAN e BIRKETT, 2007). As moléculas responsaveis pelas
respostas olfativas sdo substancias organicas volateis que se dispersam segundo as leis
dos gases, formando plumas de odores e sdo as responsaveis pela comunicagdo quimica

existente entre o inseto vetor e o hospedeiro (ANDRADE et al., 2008).

2.5.1. Ecologia guimica de insetos

A comunicacdo quimica ocorre quando um individuo (emissor) emite substancias
quimicas, que sdo transmitidas atraves de um meio (ar, agua, substrato) e sdo captadas
por outro individuo (receptor) (DICKE; SABELIS, 1988).

A comunicacdo € considerada intraespecifica, quando COV’s denominados
feromdnios séo secretadas por um individuo e lancados para o ambiente, provocando em

outro individuo da mesma espécie uma reacdo comportamental especifica (VILELA e
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DELLA LUCIA, 2001). No caso da comunicacdo interespecifica, as substancias
envolvidas sdo chamadas de aleloquimicos e sdo divididas com base nos prejuizos e
beneficios que cada organismo teré na relacdo. O cairoménio é um tipo de aleloquimico
que evoca uma resposta adaptativa, desfavoravel para o emissor, mas favoravel pelo
receptor (VILELA e DELLA LUCIA, 2001). Exemplo tipico de cairoménio sdo os
compostos organicos volateis produzidos por hospedeiros e que sdo detectados por
receptores das antenas dos insetos hematofagos durante o processo de procura e
localizagéo da fonte alimentar (KELLY et al., 1997). A capacidade de deteccdo destes
compostos volateis especificos facilita o reconhecimento do hospedeiro e aumenta o raio

de busca de alimento por parte do vetor (CORREA e SANT’ANA, 2007).

A importancia de alguns compostos quimicos na orientacdo de insetos
hematofagos tem sido extensamente demonstrada. O dioxido de carbono, principal
composto liberado na respiracdo de hospedeiros, € um semioquimico muito estudado e
seu efeito atrativo ja foi reportado no Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus e algumas
espécies de mosca tsé-tsé (Glossina ssp). Outro composto muito estudado é o 1-octen-3-
ol, que foi inicialmente identificado a partir de volateis da expiracdo de bovinos e ja teve
seu efeito atrativo avaliado em diversas espécies de insetos hematéfagos (LOGAN e
BIRKETT, 2007). O &cido latico é o principal componente do suor humano e também ja
teve seu efeito avaliado, sendo considerado atrativo quando usado em conjunto com CO>

(KLINE, 1990).
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Esses compostos quimicos sdo produzidos em grande escala por diversas espécies
de animais, por isso podem ser considerados como cairoménios universais. Eles atraem
0s insetos que possuem habito alimentar oportunista por indicarem a presenca de

vertebrados vivos, porém de maneira inespecifica (BRAY; WARD; HAMILTON, 2010).

2.5.2. Ecologia guimica de flebotomineos

Entre os estudos realizados na tentativa de identificar os COVs envolvidos na
comunicacdo quimica de flebotomineos, a maior parte utiliza a L. longipalpis como
espécie-alvo, razdo pela qual pouco se sabe a respeito da comunicacao quimica de outras

espécies de flebotomineos.

No final da década de 80, foi descoberto o feroménio sexual da L. longipalpis e
desde entdo diversos trabalhos vém sendo realizados. O feroménio sexual é produzido
no tecido glandular localizado no abdémen de machos (MORTON e WARD, 1989;
HAMILTON et al., 1999) e mostrou-se atrativo tanto para fémeas, quanto para outros
machos desta espécie (SPIEGEL et al., 2005), o que demonstra que o feroménio da L.

longipalpis, aléem de sexual, também tem funcéo de agregacao.

Apesar da comprovada eficacia do feroménio sexual na atracao da L. longipalpis
em estudos em laboratdério (JONES e HAMILTON, 1998) e em testes a campo (BRAY
et al., 2010; BRAY et al., 2014), o seu uso em diferentes regides é limitado, pois existe

variacdo na sua composicao quimica de acordo com a localizacdo geografica do macho
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de L. longipalpis que o produz (HAMILTON et al., 2005). Essa limitac&o pratica no uso
do feroménio aumenta a importancia do estudo dos cairomdnios na ecologia quimica de
flebotomineos. Adicionalmente, Bray e Hamilton (2007) ao realizarem estudos
comportamentais em laboratorio, encontraram que a atratividade exercida sobre fémeas
de L. longipalpis praticamente dobrou quando o odor de hospedeiros foi adicionado ao

feromonio.

Ainda assim, sdo poucos 0s estudos encontrados na literatura que avaliam a
atratividade de flebotomineos a odores de hospedeiros. Hamilton e Ramsoondar (1994)
encontraram que fémeas e machos de L. longipalpis foram atraidos por COVs exalados
da pele humana, sendo que houve diferenca na resposta a atratividade exercida pelos
diferentes voluntarios. Da mesma forma Rebollar-Tellez; Hamilton; Ward (1999)
encontraram diferentes niveis de respostas a atratividade por voluntarios humanos,
sugerindo que essa variacdo pode ser devido a diferentes COVs exalados pelos
voluntarios. Observou-se ainda que as fémeas de L. longipalpis preferiam picar a orelha
dos humanos em detrimento de outras partes do corpo, isso quando levado em
consideracdo o nimero de picadas em relacao a area exposta. Os autores demonstraram
também que o0s insetos eram atraidos pelos odores extraidos de orelha humana,
evidenciando que essa preferéncia deve estar relacionada aos COVs exalados dessa

regido (REBOLLAR-TELLEZ; HAMILTON; WARD, 1999).
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Em relagdo aos COVs produzidos por outras espécies hospedeiras, demonstrou-
se que dezesseis compostos quimicos presentes na glandula anal de raposas (Vulpes
vulpes) exerceram acdo eletrofisiologica e comportamental sobre L. longipalpis,
sugerindo que existe uma complexidade de componentes que pode atuar na comunicagao

quimica entre flebotomineos e hospedeiros (DOUGHERTY et al., 1999).

J& se observou que no caso da LV canina, os flebotomineos sdo mais atraidos para
alimentar-se em cées infectados do que em cées sadios (KNOLS e MEIJERINK, 1997),
sendo essa preferéncia possivelmente relacionada aos diferentes odores exalados pelos
animais infectados. Estudando a atratividade de L. longipalpis a hamsters, O"Shea et al.
(2002) observaram que o vetor foi mais atraido por individuos infectados por L. infantum
em comparacao aos sadios. Alguns autores consideram a possibilidade do perfil de COVs
exalados ser uma estratégia de sobrevivéncia da L. infantum em atrair o vetor para se
alimentar no animal infectado, favorecendo sua disseminacdo para outros hospedeiros

(KNOLS e MEIJERINK, 1997).

Recentemente, identificou-se uma associacdo entre a presenca e a intensidade de
manifestacdo de sinais clinicos nos caes infectados e o perfil de COVs exalados por esses
animais, da mesma forma que o perfil exalado variou de acordo com presenca ou ndo de
infeccdlo (MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014). No mesmo estudo, 0s autores
identificaram alguns COVs exalados por pelo e pele caninos, concluindo que esses COVs

podem ser utilizados como possiveis atrativos para flebotomineos (MAGALHAES-
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JUNIOR et al., 2014). A hipdtese entdo levantada é que a presenca de L. infantum nos
caes infectados resulta em uma producdo peculiar e proporcional de COVs, que €

diferente dos odores exalados por cées sadios.

2.5.3 Atratividade de flebotomineos em laboratério

Os bioensaios laboratoriais séo realizados em sistemas fechados na tentativa de
obter dados relativos ao comportamento dos insetos, quando esses sdo induzidos a
responder a estimulos quimicos (DICKE; SABELIS, 1988). No bioensaio, o detector é
um organismo Vvivo ou parte do seu sistema sensorial (CORREA e SANT’ANA, 2007).
Para a realizacdo dos bioensaios, podem-se utilizar olfatdmetros, tunel de vento, testes
em arena, entre outros. E importante ressaltar que o desenho e tamanho dessas
construcgdes sdo muito variaveis, dependendo do tamanho e caracteristicas biologicas de

cada inseto (VILELA e DELLA LUCIA, 2001).

As vantagens da realizacdo de bioensaio em condicdes laboratoriais em
comparacgdo a testes de campo sdo varias: (1) controle das condigdes ambientais, (2)
controle das condices fisiologicas do organismo, (3) eliminagéo de estimulos externos,

(4) melhor interpretacdo de respostas complexas.
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O bioensaio mais utilizado para flebotomineos é o tunel de vento. Essa
metodologia permite 0 voo dos insetos enquanto estes seguem um rastro de compostos
quimicos criado por uma corrente de ar, que é liberada no lado oposto ao qual 0s insetos
sdo soltos (Figura 1). O comportamento do inseto frente ao estimulo é registrado por
observacdo direta ou através de cAmeras de videos e de softwares especificos. O primeiro
estudo usando flebotomineos da espécie L. longipalpis em tnel de vento foi realizado
por Morton e Ward (1989); os autores identificaram que fémeas virgens, com idade entre
3 a 6 dias de emergidas, chegavam mais rapidamente e em maior quantidade ao outro
lado do tdnel, quando eram usados hamster e feroménio extraido de insetos machos como
atrativos, em comparacdo ao controle. Para esses testes, foi usado um tanel de vento de
240 cm. Desde entdo, relativamente poucos estudos foram realizados usando essa
metodologia (DOUGHERTY et al., 1999; O'SHEA et al., 2002; SPIEGEL et al., 2005;

PINTO et al., 2012).

Figura 1. Sistema de tunel de vento com luz vermelha, destacando o filtro de
carvao ativado (A), plataforma de liberacdo de odor (B), caixa de liberacdo dos insetos

(C) e exaustor com controlador de fluxo (D).
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Direcaodo fluxo de ar

Fonte: Equipamento instalado na Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola, Salvador, Bahia, Brasil.

2.5.4 Aplicacdo da ecologia quimica no controle do vetor

Atualmente, o controle vetorial € centrado na busca e captura de flebotomineos
para identificacdo de areas de risco, e na utilizacdo de inseticidas quimicos com efeito
residual para o combate aos insetos adultos (ALEXANDER e MAROLI, 2003).
Entretanto alguns problemas sdo relatados na execucao destes procedimentos.

A armadilha preconizada para captura de flebotomineos é a luminosa do tipo
CDC (Ministério da Saude, Brasil, 2006). Entretanto, essas armadilhas tém algumas
limitacGes operacionais, sendo consideradas de alto custo, pouco especificas e de eficacia
contestavel em areas com baixa abundancia de flebotomineos (ANDRADE, 2010). O uso

de compostos quimicos pode melhorar o desempenho das armadilhas, tornando-as mais
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especificas e eficientes. Tal aspecto ja foi verificado tanto em estudos com flebotomineos
(ANDRADE et al., 2008; MORTON; WARD, 1990), como com outros insetos vetores
de doengas (TCHOUASSI et al., 2012).

Em relacdo ao uso de inseticidas, muito se discute a respeito do seu custo-
beneficio, sobretudo quando ndo ha uma outra estratégia de controle associada. A
aplicacdo de inseticidas no ambiente é cara e laboriosa, além de apresentar riscos de
contaminag&o de mananciais e intoxicacdo de seres humanos e animais (AMORA et al.,
2009).

Assim, a possibilidade de utilizacdo de COVs atrativos aos flebotomineos,
associados ao uso de inseticida torna-se bastante desejavel. Essa estratégia € muito
utilizada na agricultura e é conhecida como controle integrado de pragas/vetores e
configura-se como um enfoque ecoldgico para o controle de insetos vetores de doengas.
Um programa unificado dessa forma consiste no uso integrado e racional de varias
técnicas disponiveis e necessarias ao controle do problema. No caso do controle de
flebotomineos, o feromdnio sexual de L. longipalpis foi utilizado como atrativo para
paredes tratadas com inseticidas e armadilhas adesivas, permitindo resultados
considerados satisfatorios (BRAY et al., 2010; 2014). Entretanto mais estudos sao
necessarios para aumentar a eficiéncia do sistema, usando inclusive odores de

hospedeiros para maximizar a atracdo dos insetos.
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O uso de semioquimicos no manejo integrado de vetores pode permitir a reducéo
na quantidade de inseticida utilizada, minimizando os riscos de acidentes ambientais e
agravos a salde publica. Além disso, o uso racional de inseticidas, associados aos
semioquimicos resultaria na diminuicdo do risco de desenvolvimento de resisténcia nos
insetos. O uso de semioquimicos para o controle de vetores como a L. longipalpis traria
ainda outros beneficios, como focar as a¢cbes em uma Unica espécie de interesse, pois a
maioria dos compostos é espécie-especifica. Os semioquimicos sdo ainda atdxicos,

podem ser usados em pequenas quantidades e biodegradaveis.
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3. HIPOTESES DO TRABALHO

1. A capacidade infectiva de cées naturalmente infectados por Leishmania infantum
varia de acordo com a gravidade da doenca, refletida na intensidade de
manifestacdes de sinais clinicos e patolégicos.

2. Lutzomyia longipalpis é atraida por diferentes compostos organicos volateis
exalados por cées e outros seres vivos que atuam como fontes alimentares e

infectantes para esses flebotomineos.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar a acéo atrativa de diferentes compostos quimicos a L. longipalpis, assim
como investigar quais as caracteristicas clinicas dos cées infectados com L. infantum

associadas a maior capacidade de infectar esses vetores.

4.2. Objetivos especificos

1. Estabelecer uma metodologia para estudos comportamentais de atratividade
exercida por COVs sobre a espécie L. longipalpis usando o tunel de vento;
2. Analisar e comparar as respostas comportamentais de machos e fémeas de L.
longipalpis aos diferentes compostos quimicos identificados no pelo de cées infectados
com L. infantum;
3. Investigar a resposta comportamental de machos e fémeas de L. longipalpis a
diferentes compostos alcoolicos (octenol, octanol, heptanol e nonanol );
4. Avaliar a infectividade de cdes com diferentes formas clinicas da infeccdo por L.
infantum ao vetor L. longipalpis;
5. Avaliar a transmissibilidade parasitaria dos caes aos flebotomineos sob diferentes

procedimentos do exame de xenodiagndstico.
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CAPITULO 1

XENODIAGNOSTICO EM CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL:
ASPECTOS CANINOS E DOS FLEBOTOMINEOS RELACIONADOS A
TRANSMISSIBILIDADE PARASITARIA

Xenodiagnosis in seropositive dogs for canine leishmaniasis: dog and sand fly aspects related

with infectiousness outcome

Jairo Torres Magalhdes Junior*, Tiago Feitosa Mota, Gabriela Porfirio Passos, Daniela

Farias Larangeira, Carlos Roberto Franke, Stella Maria Barrouin Melo

Universidade Federal da Bahia (UFBA), Avenida Adhemar de Barros, 500, Ondina. CEP:
40170-110. Salvador, Bahia, Brasil * jairomev@gmail.com

RESUMO

A identificacdo precisa de cdes transmissores pode significar um avanco
consideravel para alcancar o controle eficaz da leishmaniose visceral em areas endémicas.
O objetivo do presente estudo foi determinar fatores associados a transmissao da
Leishmania infantum ao vetor Lutzomyia longipalpis, tanto os relacionados aos caes,
quanto aqueles relativos a técnica de xenodiagnostico. O xenodiagnostico foi realizado
em 50 cdes domiciliados em area endémica, os quais foram divididos em trés diferentes
grupos: G1 — animais comprovadamente infectados e classificados conforme presenca de

sinais clinicos visiveis; G2 - animais comprovadamente infectados e classificados
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conforme presenca de anormalidades clinicas e patoldgicas; G3 — animais positivos
somente no ELISA. Diferentes metodologias de xenodiagndstico foram realizadas entre
Gl e G2. Cées mais intensamente doentes apresentaram maior capacidade de infectar
vetores (p=0,042 no G1) (p=0,040 no G2). No G2, a taxa de infectividade nos
flebotomineos foi significativamente menor (p=0,0098) , quando estes se alimentaram de
cdes com doenca moderada (0,01%), comparativamente aos cdes com doenga severa
(38,2%). Os cées do G3 apresentaram taxa de infectividade de 11% (1/9), evidenciando
que a positividade no ELISA indireto ndo é um bom indicador de transmissibilidade e,
portanto, ndo deve ser utilizado como teste confirmatorio para eutanésia de animais, como
atualmente é realizado no Brasil. A capacidade de transmissdo de L. infantum a L.
longipalpis por cées mostrou ser associada a intensidade dos sinais clinicos da doenga,
independente da forma de classificacdo clinica e da técnica para avaliacdo dos insetos

realizada no pds-xenodiagnostico.

Palavras-chave: Flebotomineos; Leishmaniose canina; Infectividade; Xenodiagnostico;

Transmissibilidade

ABSTRACT
The difficulty to identify dogs with transmission capabilities represents one of the

main limitations for the effective control of visceral leishmaniasis in endemic areas. The
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objective of this study was to determine factors associated with the transmission of
Leishmania infantum to the vector Lutzomyia longipalpis, in both dogs and in the
xenodiagnosis technique. The xenodiagnosis was performed in 50 domiciled dogs in an
endemic area. They were divided in three different groups: G1 — animals proved to be
infected and classified according to the presence of visible clinical signs; G2 — animals
proved to be infected and classified according to the presence of clinical and pathological
abnormalities; G3 — only ELISA positive animals. Different methodologies of
xenodiagnosis were applied in G1 and G2. The transmission capability of the dogs is
associated with the clinical evolution of the disease, regardless of the way they were
clinically classified and how the infection in the sand flies was detected (p=0,042 in G1)
(p=0,040 in G2). In G2 the infectivity rate to the phlebotomines was significantly lower
(p=0,0098), when the sand flies fed on dogs with moderate disease (0,01%), compared to
dogs with severe disease (38,2%). The dogs in G3 showed infectivity rate of 11% (1/9),
demonstrating that positivity in an indirect ELISA is not a good indicator of transmission
capability and, therefore, should not be used as a confirmatory test for the euthanasia of

animals, as it is currently done in Brazil.

Keywords:  Sandflies;  Canine  leishmaniasis;  Infectivity;  Xenodiagnosis;

Transmissibility.
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INTRODUCAO

O cdo é considerado um importante reservatério da leishmaniose visceral
zoonotica (LVZ), causada no Brasil pela Leishmania infantum, e representa um
importante problema de satde publica no mundo (QUINNELL; COURTENAY, 2009;
MAURICIO et al.,, 2000). A doenca afeta principalmente criancas e adultos
imunocomprometidos, ocorrendo de maneira endémica nas Américas (CAMPOS-
PONCE et al., 2005; LAINSON; RANGEL, 2005), Europa e Mediterraneo (BALLART
et al., 2012) e Asia (STAUCH et al., 2011). Nas Américas, o flebotomineo Lutzomyia
longipalpis (Lutz e Neiva, 1912) e considerado o principal vetor (LAINSON; RANGEL,
2005).

Nas ultimas décadas, a LVZ vem apresentando uma rapida expansdo, seguida de
forte tendéncia a urbanizacdo (COSTA, 2008). O aumento da incidéncia de casos
humanos e caninos em areas endémicas (LOPES et al., 2010) tem evidenciado a ineficacia
das atuais medidas de controle e a necessidade de aprofundar o conhecimento cientifico
(ROMERO ; BOELAERT, 2010). No Brasil, tais medidas vém sendo focadas no controle
do vetor através da aplicacdo de inseticidas quimicos ambientais, diagndstico precoce e
tratamento dos casos humanos, educacdo em saude e eliminacdo dos caes soropositivos

(BRASIL, 2014).
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O controle da LVZ é principalmente baseado na eliminagdo de cdes soropositivos
para anticorpos anti-Leishmania. O programa de eliminagdo de cées tem sido rejeitado
pela sociedade e criticado por estudiosos do tema, seja pelos aspectos éticos e sociais
envolvidos ou por sua baixa efetividade (COSTA, 2011). J& se demonstrou que 0s cées
soropositivos retirados sdo imediatamente substituidos por filhotes, suscetiveis ao
desenvolvimento de altas cargas parasitarias por sua prépria natureza de imaturidade
imunologica ( ANDRADE et al., 2007; NUNES et al., 2008). LVZ nos cdes tem uma
complexa patofisiologia que envolve a competéncia imunoldgica dos caes (PINELLI et
al., 1994; AMORIM et al., 2011) e culmina com o desenvolvimento de manifestagdes
clinicas individuais e extremamente variaveis. Estudos sobre a transmissibilidade de cées
tem demonstrado que simplesmente um resultado positivo em sorotestes ndo é suficiente
para indicar que o cdo € capaz de transmitir o patogeno para o vetor (DA COSTA-VAL
et. al, 2007). A auséncia de um método que permita distinguir, entre 0s cées positivos,
0s que realmente transmitem o parasito € um importante aspecto que pode contribuir para
a baixa eficacia das medidas de controle da LVZ (COURTENAY et al., 2002). Um
método sensivel e bem padronizado possibilitaria maior enfoque das ac¢6es de controle
neste grupo de cédes e, por conseguinte melhor custo-beneficio e eficacia para os
programas.

O xenodiagnostico € a Unica técnica que avalia se um determinado hospedeiro
infectado com um patdgeno é capaz de transmiti-lo, pelas vias naturais, ao seu vetor

potencial (GUARGA et al., 2000a). Apesar de sua alta especificidade, o xenodiagnostico
30



possui sensibilidade relativa, podendo variar de acordo com fatores relacionados ao
animal, como a sua carga parasitaria, ou ainda devido a variagdes na execugdo do proprio
procedimento (TRAVI et al., 2001).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a infectividade de cées com diferentes
formas clinicas da infeccdo por L. infantum ao vetor L. longipalpis. A capacidade de
transmitir parasitos ao vetor foi avaliada sob diferentes procedimentos de
xenodiagndstico em cées naturalmente infectados e clinicamente classificados por meio
de duas metodologias diferentes. Ademais, devido a indicacdo de eutanasia dos cées
soropositivos no Brasil, buscou-se avaliar a transmissibilidade de cdes que reagiram

positivo no ELISA indireto.

MATERIAL E METODOS
Animais e Aspectos Eticos

Os grupos estudados foram compostos por animais provenientes de diferentes
areas do estado da Bahia, nordeste brasileiro, sendo de ambos 0s sexos, com idades e
racas variadas. Os critérios de inclusdo dos animais no estudo foram: (1) ser domiciliado
na area endémica e (2) apresentar positividade para L. infantum em exames
parasitologicos (Grupos 1 e 2) e ELISA indireto para o grupo 3. Todos os animais foram
submetidos a xenodiagnostico, coleta de amostras bioldgicas para exames laboratoriais e

exame fisico em um Unico momento.
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Todos os procedimentos realizados foram previamente aprovados pela comisséo
de ética no uso de animais da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UFBA, sob

0 protocolo n° 19/2011.

Delineamento experimental

Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais. Os grupos foram
divididos de acordo com a época de realizacdo dos testes, sendo que dentro de cada grupo
os caes foram classificados de acordo com a apresentacdo de anormalidades clinico-
patologicas por metodologias diferentes. Cées do Grupo 1 (G1) foram atendidos entre
2011 e 2013 e foi composto por cées positivos nos testes parasitologicos de baco. Estes
animais foram divididos em dois grupos clinicos conforme Soares et al. (2011): caes
infectados, porém com manifestacdo localizada e de no maximo 1 sinal clinico por animal
(aqui denominado de infecgdo subclinica) e cdes doentes e com manifestacdo de mais de
um sinal clinico caracteristico de LVZ (aqui denominado de doenca clinica).

Os cées do Grupo 2 (G2) também comprovadamente positivos em testes
parasitologicos, foram atendidos do ano de 2014 até maio de 2015. Esses cdes foram
agrupados conforme o estadiamento proposto por Solano-Gallego et al. (2011): Estagio
1 - doenga leve; Estagio 2 - doenca moderada; Estagio 3 - doenca severa; e Estagio 4 -
doenca muito severa.

Um terceiro grupo, denominado de G3, foi formado por cées que testaram positivo

no ELISA indireto, entretanto foram negativos no exame parasitoldgico de baco. Todos
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0s animais deste grupo possuiam pelo menos uma manifestacdo clinica caracteristica de

LV, porém a presenca e intensidade destas anormalidades eram bastante variadas.

Exame fisico e coleta de amostras biolégicas

Todos os animais foram submetidos a exame fisico para pesquisa de presenca e
intensidade de sinais clinicos de LVZ. Na anamnese avaliou-se a presenca de medidas
prévias de prevencdo contra doencas infecciosas comuns tais como vacinagdo,
vermifugacdo e uso de coleiras repelentes ou drogas tdpicas contra ectoparasitas
hematofagos. Os caes foram cuidadosamente inspecionados a procura de lesdes cutaneas,
epistaxe, crescimento anormal das unhas, lesbes oculares, perda de peso, presenca de
linfoadenomegalia e/ou esplenomegalia.

Os cées foram sedados com acepromazina para a bidpsia de aspiracéo esplénica
com agulha fina, segundo Barrouin-Melo et al. (2006). Ainda sob sedacdo, foram
coletados 10 mL de sangue por puncdo de veia cefalica ou jugular para realizagcdo do
hemograma e sorologia para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania para todos os
animais. O hemograma foi realizado na busca de evidéncia de inflamacdo, anemia e
infeccdo por outros parasitos sanguineos. Esfregacos de sangue fresco foram preparados,
secados a temperatura ambiente (23°C) e entdo coradas com o kit pandtico rapido. As
laminas foram examinadas sob microscopia dptica (1000x) para avaliacdo da morfologia

e contagem de células e para procura de inclusdes parasitarias nas células.
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Apenas para os animais do G2 foram realizados exames bioquimicos séricos,
incluindo mensuragdo de ureia, creatinina, proteina total e fragdes de albumina/globulina,
além das enzimas ALT e fosfatase alcalina, para avaliar resposta inflamatéria e fungéo
renal e hepatica. Amostras de urina foram obtidas por cistocentese para realizacdo da

urindlise.

Elisa indireto para sorodiagnéstico de LVZ

A presenca de anticorpos anti-Leishmania no soro dos cées foi investigada por
ELISA indireto com antigeno total soltvel de L. infantum segundo descricao prévia, com
pequenas adaptacdes (PARANHOS-SILVA et al., 1996). O antigeno consistiu de uma
fracdo soltvel (o sobrenadante de uma centrifugacdo de 10.000g, por 30 minutos) do
lisado de promastigotas de uma cepa local de Leishmania, isolada de um céo doente e
caracterizada como L. infantum por meio de eletroforese isoenzimatica e comparacao com
a cepa referéncia (LTCC — Leishmania Typing Culture Collection - WDCM731). Anti-
IgG de cdo conjugada a peroxidase (Sigma Chemical Co, USA) foi usada como segundo
anticorpo. Todos os resultados foram analisados em duplicata e os valores médios de
leituras de densidade Optica (DO) acima do ponto de corte foram considerados resultados
positivos. O ponto de corte foi determinado pela média das leituras de DO de um pool de

trés soros negativos, mais trés vezes o desvio padréo.
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Diagnostico parasitologico de L. infantum

As amostras esplénicas foram separadas em duas fragdes. Uma delas foi
imediatamente semeada para cultivo em meio bifasico contendo 3mL de meio sélido
(dgar-sangue) acrescido a 2 mL de meio Schneider’s (Sigma, USA) suplementado com
20% de soro fetal bovino (Sigma, USA) e mantidas em cultivo a 25°C em estufa B.O.D.
(Quimis, Brasil). A cultura foi examinada semanalmente, sob microscopia Optica, durante
quatro semanas, para pesquisa de formas flageladas moveis. A segunda fracdo de aspirado
esplénico de cada cdo foi submetida a extracdo de DNA para pesquisa de infeccdo por

PCR.

Colbnia de flebotomineos

Foram utilizados adultos de L. longipalpis provenientes da col6nia do insetario do
Laboratorio de Infectologia Veterinaria da UFBA. A coldnia foi inicialmente formada por
flebotomineos capturados no municipio de Ipecaeta (12°18°00°S 39°18°28”W), estado da
Bahia, e vem sendo cultivada de maneira fechada seguindo metodologia padronizada,
com acesso ad libitum a solucdo agucarada a 50%. Insetos pertencentes as geracoes 08 a

25 foram utilizados nos exames xenodiagnosticos nos caes.

Xenodiagnostico
Todos os cdes foram submetidos ao xenodiagnostico, entretanto a execucdo da

técnica sofreu alteragdes conforme os grupos experimentais. Para 0s animais dos grupos
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1 e 3, foram utilizados 40 fémeas e 15 machos por procedimento, com 3 a 4 dias de
emersdo. Os flebotomineos foram acondicionados dentro de recipientes especificos (4 cm
de altura e 3 cm de didmetro) e foram colocados em contato com a face interna da orelha
dos cées por 30 minutos para o repasto sanguineo, com o0s animais previamente sedados
com acepromazina a 1% (0,5 mg/kg). Apds a alimentacdo, os flebotomineos foram
transferidos para gaiolas proprias (10x10x10 cm) e mantidos durante cinco dias com
alimentacdo acucarada no laboratério. Ao final do periodo, mortalidade das fémeas foi
contabilizada e a taxa de alimentacdo determinada por microscopia Optica. Todas as
fémeas utilizadas foram acondicionadas em tubos estéreis com tampa e mantidas a -20°
para extracdo de DNA e pesquisa de infeccdo por L. infantum por PCR.

Para os animais do G2 foram utilizadas exclusivamente 40 fémeas de L.
longipalpis com jejum prévio de 24 horas, com retirada da fonte de alimentacdo
acucarada. Posteriormente, seguiu-se 0 mesmo procedimento para 0 repasto sanguineo
anteriormente descrito. Apos o repasto, as fémeas voltavam para o laboratorio, onde era
contabilizada a taxa de alimentacdo e apenas as fémeas ingurgitadas eram transferidas
para gaiolas préprias. Estas eram mantidas utilizando solucao agucarada por 10 dias. Ap6s
esse periodo, procedia-se a disseccdo das fémeas sobreviventes, seguida de observacéo
direta das formas promastigotas no aparelho digestorio das fémeas com auxilio de

microscopia optica (400X).

PCR para Deteccdo de DNA de L. infantum
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Todos os flebotomineos utilizados no xenodiagnostico dos grupos 1 e 3 foram
macerados a seco com o auxilio de agulha estéril. As fémeas que realizavam o repasto
sanguineo foram avaliadas em pools, onde cada pool representava um animal avaliado.
Para extracdo de DNA dos flebotomineos foi utilizado kit comercial Wizard Genomic
DNA Purification Kit®, enquanto para as amostras de aspirado esplénico foi utilizado o
kit comercial Purelink Genomic DNA mini kit®, em ambos foram seguidas as instrucdes
dos fabricantes. A PCR foi desenvolvida com oligonucleotideos iniciadores RV1
(forward; 5- CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3) e RV2 (reverso; 5'-
CCACCTGGCCTATTTTACACCA-3") cujo alvo € a regido conservada do DNA do
cinetoplasto (KDNA) de L. infantum, segundo Lachaud et al. (2002). Em volumes de 50
pL, as reagcdes foram realizadas com 50 mM de MgClz, 10 mM de dNTPs, 20 pmol/ uL
de Tag DNA polimerase, 75 mM de Tris- HCI, 50 mM de KCI Tampao e 1 uL de DNA
teste. A reacdo foi executada a 94° C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30
segundos, 67°C por 1 minuto e 72°C por 30 segundos, com uma extensao final a 72°C
por 5 minutos. Os controles negativos da PCR foram &gua tratada com dietil
pirocarbonato, DNA de aspirado esplénico de cdo saudavel de area ndo endémica para
LVZ e DNA de flebotomineos ndo utilizados em xenodiagnostico; os controles positivos
foram DNA purificado de L. infantum e amostras de aspirado esplénico de céaes portadores
de infeccdo natural confirmada pelo cultivo. As amostras foram amplificadas em aparelho

termociclador (Master cycler Gradient, Eppendorf, Hamburg, Germany) e o produto
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originado da amplificacédo foi determinado por eletroforese em gel de agarose (1,5%) com

20 pL da mistura de reacao.

Anélise dos Dados

Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para comparacdo de médias entre dados
ndo paramétricos (taxa de infectividade dos flebotomineos no G2) e o teste de qui-
quadrado para comparar diferentes proporcOes a partir de uma tabela de contingéncia
(diferengas de infectividade e das taxas de alimentacdo dos flebotomineos entre os grupos
de cées). O teste Exato de Fisher quando o qui-quadrado ndo era aconselhavel. Foi levado

em considerag&o o valor de p < 0.05.

RESULTADOS

Um total de 50 animais foi avaliado nesse estudo, sendo que 41 foram animais
positivos no exame parasitologico (26 cdes do G1 e 15 do G2) e 09 foram animais
positivos apenas na sorologia, sendo agrupados no G3. Segundo a classificacdo clinica
empregada no G1, 11/26 (42%) e 15/26 (58%) foram categorizados com tendo infeccao
subclinica e doenga clinica, respectivamente. Entre os 15 cées do G2, um animal estava
no estagio 1, cinco estavam no estagio 2 e nove no estagio 3. Nenhum animal se
encontrava no estagio 4. Dessa forma, para facilitar a analise dos dados, os cées do estagio

1 e 2, foram agrupados em um unico grupo denominado aqui de doenca moderada,
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totalizando 6/15 (40%). Enquanto o grupo de doenca severa permanegeu com 09/15
(60%).

Segundo a avaliacdo de transmissibilidade por xenodiagnostico no G1, 15/26
(58%) foram capazes de transmitir o parasito ao vetor na avaliacdo por PCR, realizada
cinco dias ap0s o repasto sanguineo. Enquanto nos cdes do G2, 8/15 (53%) cdes
transmitiram o parasito ao vetor na avaliacdo por visualizacdo direta ap6s disseccao.
Demonstrando que as taxas de infectividade dos cées foram semelhantes entre G1 e G2
(p=0,47), independente da técnica de xenodiagnodstico empregada e da forma que a
infeccdo nos flebotomineos foi detectada. Ainda comparando os diferentes protocolos de
xenodiagnostico que foram empregas nos dois periodos, a taxa de alimentacdo foi
significativamente maior no segundo periodo (87%), do que no primeiro periodo (57%)
(p< 0.0001).

Os cées do G3 apresentaram taxa de infectividade de 11% (01/09), sendo que esta
taxa foi significativamente menor do que a comparagdo com os cdes do G1 (p = 0,01) e
os cées do G2 (p=0,04).

Na avaliacdo de transmissibilidade por classificacao clinica nos cées do G1, 3/10
(30%) dos caes portadores de infeccdo subclinica foram infectivos ao vetor, por outro
lado 12/16 (75%) caes com doenca clinica foram transmissores. Evidenciando que os cédes
com doenca clinica tiveram maior taxa de transmissdo, do que os cdes com infeccao

subclinica (p=0,042).
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Enquanto nos cées do G2, 1/6 (17%) dos caes que foram classificados com doenca
moderada foram transmissores, enquanto 7/9 (78%) dos cdes com doenca severa foram
infectivos ao vetor. Mostrando que 0s cdes com doenca severa tiveram maior taxa de
transmissdo, do que os cdes com doenca moderada (p=0,040). Em relacdo a
transmissibilidade dos flebotomineos do G2, a proporcao de infectividade foi maior nos
flebotomineos que se alimentaram nos cdes com doenca severa (38,2%), do que naqueles
que realizam o repasto em cdes com doenga moderada (0,01%), ratificando que a

transmissibilidade foi maior nos cdes com doenga severa (p=0,0098) (Tabela 1).

Tabela 1. Numero e porcentagem de flebotomineos infectados a partir do

xenodiagnostico realizado em cées com doenga clinica moderada e severa (G2).

Flebotomineos
Positivos/Examinados % de infectividade

Estagio clinico  N° cdes

Moderado 6 1/101 0,01
Severo 9 63/165 38,2
DISCUSSAO

Até o presente, ndo ha um método diagnostico indireto que determine se um cao
infectado com L. infantum é um transmissor potencial ou real. Elementos mensuraveis

indicativos de transmissdo de parasitos ao vetor por cdes seriam importantes para o
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estabelecimento de estratégias mais eficazes de controle e vigilancia da LVZ. A
concentracdo de acbes e medidas sobre um grupo especifico e menor de animais
possibilitaria menores esforcos e custos para o sistema de satde publica (COURTENAY
et al., 2002), alem de reduzir o nimero de cdes sacrificados (MORENO ; ALVAR, 2002)
e favorecer a manutencdo de cdes resistentes a doenca em area endémica.

O xenodiagndstico é a Unica ferramenta que produz dados concludentes para
diferenciar cdes transmissores dos ndo transmissores. Apesar de sua indiscutivel
importancia, seu uso na rotina ndo é factivel e até na pesquisa seu uso é limitado,
sobretudo devido as dificuldades de criagdo dos flebotomineos em laboratorio (DA
COSTA-VAL et al., 2007). Assim, em vista da necessidade de identificacdo de cées
transmissores, alguns estudos avaliaram possiveis indicadores de transmissibilidade que
pudessem substituir o xenodiagndstico, sendo sugerido que altos niveis de 1gG e 1gG2
(DA COSTA-VAL et al., 2007) e baixas contagens de células T CD4+ (GUARGA et al.,
2000b) sdo possiveis indicadores de altas taxas de infectividade ao vetor.

Né&o obstante, a presenca de sinais clinicos é considerada um dos indicadores mais
confiaveis de transmissibilidade. Diversos estudos, tanto na Europa como na América,
afirmam que quanto maior a presenca de sinais caracteristicos de LV, maior € a carga
parasitaria provavel e consequentemente maior a possibilidade do cdo transmitir o
parasito ao vetor (MOLINA et al., 1994; TRAVI et al., 2001; DA COSTA-VAL et al.,
2007; VERCOSA et al.,, 2008; SOARES et al, 2011). Entretanto, existe certa

discordancia no que se refere a capacidade de transmissao pelos cées clinicamente higidos
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(DYE et al., 1992), sendo que Laurenti et al. (2013) encontraram que cées assintomaticos
foram mais competentes para transmitir o parasito ao vetor do que cdes sintomaticos. Dois
principais motivos podem incitar tal controvérsia: (1) existem dois tipos de cdes higidos,
aqueles considerados verdadeiros, que podem ser definidos como animais residentes em
area endémica e que desenvolveram resposta imunoldgica predominantemente do tipo
celular, tornando-se resistentes ao desenvolvimento de doenga clinica (PINELLI et al.,
1994). Esses animais muito provavelmente ndo sdo eficazes em transmitir o parasito.
Outro grupo de cées clinicamente higidos, chamados por alguns autores de “pré-
sintomaticos”, sdo aqueles que apesar de no momento da analise ainda ndo apresentarem
sinais clinicos, ndo possuem imunocompeténcia contra a infeccao e desenvolverdo sinais
da doenca em breve periodo de tempo (COURTENAY et al., 2002). (2) Outro motivo de
controvérsia é a diferenca nos critérios utilizados na classificacdo clinica dos cées, que
ndo segue um padrdo nos estudos disponiveis e dificulta comparacdes consistentes
(QUINNELL ; COURTENAY, 2009).

Estudos anteriores classificaram o0s cdes com LVZ em assintomaticos,
oligossintomaticos e polissintomaticos (MANCIANTI etal., 1988; MOLINA et al., 1994;
GUARGA et al., 2000b; DA COSTA-VAL et al., 2007; MICHALSKY et al., 2007),
abordagem semelhante a utilizada aqui para classificar os cées do G1, segundo a qual o
namero de sinais clinicos € contabilizado no momento do exame fisico. Tal classificacdo
é limitada do ponto de vista clinico, pois considera apenas os sinais clinicos visiveis,

ignorando anormalidades clinicas e patolégicas subjacentes, além de ndo levar em
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consideracao a extensdo da lesdo e o nivel de comprometimento da mesma no organismo
animal (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Assim, o estadiamento clinico proposto por
Solano-Gallego et al. (2011) é mais preciso em determinar a indicagdo terapéutica, o
prognostico e, possivelmente a capacidade infectiva do animal, entretanto é mais caro e
laborioso, dificultando a sua realizagdo em nivel de saude publica. Neste trabalho,
independente da metodologia de classificacdo clinica utilizada, os animais com maior
evolucdo clinica (achados clinicos e laboratoriais alterados) demonstraram ter maiores
taxas de transmissibilidade.

Nos cdes do G3, apenas 01/09 (11%) teve capacidade de infectar o vetor.
Apresentando uma taxa de infectividade menor quando comparado a todos os cées do G1
(58%) e do G2 (53%), independente da classificacdo clinica. Este resultado demonstra
que a soro positividade unicamente, ndo € um bom indicador de transmissibilidade. O
ELISA indireto é uma técnica bastante sensivel, porém apresenta moderada
especificidade, ja tendo sido descrito a possibilidade de reacdo cruzada com outras
doencas infecciosas (FERREIRA et al., 2007; METTLER et al., 2005). Este € um
importante resultado, pois no Brasil o ELISA indireto é utilizado como teste
confirmatorio do diagndstico canino, sendo que a recomendacdo para estes animais € a
eutanasia (COURA-VITAL et al.,, 2014). Assim, é possivel que parte dos animais
eliminados no Brasil, muito possivelmente ndo estava contribuindo para a manutencao
do ciclo epidemioldgico da doenca, podendo inclusive nem estar infectados com L.

infantum, agravando o debate ético acerca da situacao.
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Além de fatores inerentes aos cdes, os relacionados a propria técnica do
xenodiagndstico também podem estar relacionados com os resultados obtidos. Nos
estudos disponiveis para avaliar a taxa de transmissao utilizando xenodiagndstico, existe
grande variagcdo na forma de realiza-lo. Em alguns estudos, os flebotomineos sdo soltos
em gaiola onde é colocada a cabeca do céo sedado (GUARGA et al., 2000b; MOLINA
et al., 1994), ou o animal inteiro (COURTENAY et al., 2002); porém na maioria dos
estudos os flebotomineos sdo colocados dentro de recipientes proprios com diferentes
tamanhos. Outro aspecto é a variagdo nos ndmeros de insetos machos e fémeas
empregados em cada exame, assim como o tempo de repasto (DA COSTA-VAL et al.,
2007; MICHALSKY et al., 2007; SOARES et al., 2011). Todas essas diferencas
naturalmente implicam variacdes nas taxas de alimentacdo e, possivelmente variacdo na
sensibilidade do teste, pois quanto maior o numero de fémeas alimentadas, maiores as
chances de transferéncia do parasito ao vetor por caes infectados. Assim como no estudo
realizado por Molina et al. (1994), neste trabalho a taxa de alimentacdo foi muito variada
e possivelmente sofreu interferéncia de fatores externos ndo analisados, como umidade,
temperatura e sons ambientais. Aqui foi verificado uma maior média de fémeas
alimentadas no segundo periodo, o que provavelmente esta relacionada com o jejum
energético realizado 24 horas do repasto sanguineo, possibilitando uma maior avidez das
fémeas pela alimentacdo. Por outro lado, a ndo utilizacdo dos machos de flebotomineos

na segunda metodologia, demonstra que apesar dos machos realizarem importante funcéo
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de atracdo das fémeas para o repasto sanguineo na natureza (KELLY; DYE, 1997), a
presenca deles ndo é necessaria em ambiente controlado.

Outro fator importante a ser analisado é a taxa de sobrevivéncia das fémeas até o
momento da analise da infec¢do. Neste trabalho, os periodos em dias entre a alimentacdo
e andlise da infeccdo foram muito diferentes, portanto inviabiliza uma comparacéo.
Entretanto em ambos os periodos houve um sobrevivéncia maior do que 50% das fémeas.
A sobrevivéncia dos insetos ap0s o repasto sanguineo € fator necessario para a
multiplicagcdo e desenvolvimento dos parasitos dentro do seu trato gastrointestinal e
consequentemente, quanto maior a taxa de mortalidade, menores as chances de deteccéo
do parasito.

Neste sentido € importante ressaltar que nas primeiras 48-72 horas ap0s a ingestao
do sangue infectado, cerca de metade dos parasitas sdo destruidas por enzimas digestivas
e eliminado junto com as fezes, sendo que neste momento a Leishmania encontra-se na
fase de promastigotas leptomonodas, as quais sdo pouco moéveis e estdo distribuidas por
todo o intestino toracico do flebotomineo, diminuindo a capacidade de visualiza-las.
Assim a sensibilidade do teste € menor quando a dissec¢do é feita cinco dias apds a
alimentacdo, tornando-se importante a realizacdo da PCR convencional. A despeito desse
aumento de sensibilidade, a positividade na PCR ndo garante que a infec¢do intestinal
estd a termo, visto gque nesta técnica detecta-se apenas material genético (KAMHAWI,

2006).
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Por outro lado, quando a inspecdo do intestino é realizada 8-9 dias ap0s o repasto
sanguineo, o tempo decorrido permite que tenha havido um aumento significativo do
namero de parasitas e estes estdo concentrados na valvula estomodeal do flebotomineo,
0 que aumenta a capacidade de deteccdo. Além disso neste momento é possivel observar
as formas promastigotas metaciclicas, garantindo assim que a infec¢do atingiu seu auge
(KAMHAWI, 2006).

Nossos dados revelam que a capacidade de transmissdo dos cdes esta associada a
evolucdo clinica da doenga, independente da forma de classificagdo clinica realizada e da
maneira que a infeccao nos flebotomineos foi detectada. Quando se compara as diferentes
metodologias do exame de xenodiagndstico aqui realizadas, o procedimento utilizando
fémeas em jejum energeético, sem utilizagdo de machos durante o repasto sanguineo,
assim como a execucdo da disseccdo 10 dias ap0s o repasto sanguineo, torna o
procedimento mais sensivel e confiavel para avaliar se uma fémea de flebotomineo apds
ingerir L. infantum de um céo, tem capacidade de passar a infeccdo a diante. Por outro
lado, o estadiamento da infeccdo baseado em caracteristicas clinicas-patologicas
associadas, fornece maior seguranca na identificacdo de um animal transmissor.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar a sua aplicabilidade e
principalmente viabilidade econdmica em nivel de saude publica. Por fim, destaca-se a
necessidade de uma reavaliacdo nos critérios utilizados para definicdo da eutanasia de

cées no Brasil.
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ATRACAO DE FLEBOTOMINEOS Lutzomyia longipalpis (DIPTERA:
PSYCHODIDAE) PARA COMPOSTOS QUIMICOS EXALADOS DO PELO DE
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Attraction of the sand fly Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) to chemical
compounds emitted by hair of dogs
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RESUMO

O flebotomineo Lutzomyia longipalpis é o principal vetor da L. infantum nas
Américas, por esse motivo varios trabalhos séo realizados objetivando identificar novas
alternativas para o seu controle, sobretudo com o uso de atrativos quimicos. A
atratividade da L. longipalpis ja foi demonstrada em testes laboratoriais para odores
exalados de raposa, assim como para alcoois encontrados em algumas plantas. Entretanto
nenhum trabalho avaliou a atracdo destes insetos para odores de cdes, que sdo

considerados os principais hospedeiros de L. infantum. Este trabalho investigou a
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atratividade em laboratorio de diferentes compostos organicos volateis identificados no
pelo de cées para L. longipalpis. Machos e fémeas dos insetos foram avaliados na
metodologia de tdnel de vento. Entre os compostos avaliados, octanal, decanal e
heptadecano demonstraram exercer capacidade atrativa aos machos de L. longipalpis,
sendo que apenas o decanal foi considerado atrativo para as fémeas. COV’s exalados de

caes podem ser uma interessante fonte na busca de novos atrativos para flebotomineos.

Palavras-chaves: Flebotomineos, Cairomonio, Pelo de cdes, Octanal, Decanal,

Heptadecano, Atracdo, Tunel de vento.

ABSTRACT

The phlebotomine Lutzomyia longipalpis is the main vector of L. infantum in the
Americas, for this reason, many studies are performed aiming to identify new alternatives
for the control, especially with the use of chemical attractors. The attractiveness of L.
longipalpis has already been shown in laboratory tests to odors exhaled from foxes, as
well as to alcohol found in some plants. However, no study evaluated the attraction of
these insects to odors from dogs, which are considered as the main host for L. infantum.
This work investigated the attractiveness, in laboratory conditions, of different volatile
organic compounds (VOCSs), identified in the hair of dogs, to L. longipalpis. Both males
and females of the sand fly were evaluated by the wind tunnel methodology. Between

the evaluated compounds octanal, decanal and heptadecane showed to have attractive
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capability to males of L. longipalpis, while only the decanal was considered attractive to
females. Exhaled VOCs from dogs might be an interesting source in the search for new

attractors to sand flies.

Keywords: Sandflies, Kairomone, Hair of dog, Octanal, Decanal, Heptadecane,

Attraction, Wind tunnel

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) encontra-se em franca expansdo em todo o mundo,
apesar das recorrentes tentativas de controle (ALVAR et al., 2012). No Brasil, a situacao
torna-se mais preocupante quando se avalia a atual tendéncia a urbanizacdo da doenga
(LAINSON e RANGEL, 2005), associada a crescente degradacdo ambiental que
favorece sua disseminacdo (DIAS-LIMA et al., 2003), bem como a exposi¢do de
populacdes susceptiveis e a ineficacia das atuais medidas de combate a enfermidade

(WERNECK, 2008).

No Brasil, as a¢des para vigilancia e controle da LV sdo basicamente centradas
no tratamento dos doentes, aplicacdo de inseticidas para controle do vetor e identificacao
e eliminacdo de cdes infectados (BRASIL, 2014). A eutanasia dos cdes, entretanto, além

de muito polémica do ponto de vista social e ético, ndo tem conseguido controlar a
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expanséo da doenga. Assim, tem sido sugerida a necessidade de se redirecionar o controle

da doencga canina e humana no Brasil (ROMERO e BOELAERT, 2010).

Nesse sentido, as agOes voltadas ao controle vetorial devem ser reforgadas na
busca por um controle efetivo da doenca. As medidas voltadas ao inseto transmissor
visam investigar a presenca e dispersdo dos flebotomineos utilizando armadilhas
luminosas para captura, sendo que em casos de alta densidade populacional do inseto
associada ao aparecimento de casos da doenca, recomenda-se 0 uso de inseticidas

quimicos residuais (BRASIL, 2014).

Entretanto estas agdes tem custo-beneficio discutivel, pois (1) as armadilhas
luminosas utilizadas para captura dos flebotomineos sdo inespecificas, capturando outros
insetos; (2) Tendem a selecionar espécies mais fototropicas de flebotomineos; (3) O uso
de inseticidas sem nenhuma estratégia associada, pode ocasionar intoxicacdes em
animais e seres humanos, supressdao de insetos com importancia ecologica,
desenvolvimento de resisténcia nos insetos, além de ser caro e laborioso. Com isso, 0
monitoramento ou controle vetorial baseados na atratividade dos flebotomineos a

compostos quimicos vem ganhando destaque.

Alguns estudos tém demonstrado o comportamento de atratividade da L.
longipalpis, principal espécie transmissora da LV nas Américas, a compostos exalados

de raposa (Vulpes vulpes) (DOUGHERTY et al., 1999) e alcoois encontrados em plantas

56



(MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014a). Esses compostos podem ser utilizados como
iscas nas armadilhas luminosas, aumentando a capacidade de atragdo dos insetos, ou
ainda associado com inseticidas residuais melhorando a eficacia de seu uso, como ja
demonstrado para o feromonio liberado por machos de L. longipalpis (BRAY et al.,

2014).

O céo é considerado o principal hospedeiro doméstico da LV, principalmente
devido a sua alta susceptibilidade a L. infantum e aos altos indices de prevaléncia em
areas endémicas (MONTEIRO et al., 2005; SILVA et al., 2005). Apesar disso, pouco se
tem estudado a capacidade atrativa que o0s cdes exercem sobre os flebotomineos.
Recentemente demonstrou-se que o pelo de cées naturalmente infectados com L.
infantum exala um perfil de compostos organicos volateis diferentes do pelo de cées
sadios, sendo que os compostos octanal, heptadecano, tetradecano e decanal foram
identificados como possiveis biomarcadores da presenca de L. infantum em cées,

independente do grau de infec¢éo dos animais (MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014b).

O presente estudo investigou a atratividade de diferentes compostos organicos
volateis identificados no pelo de cées para Lutzomyia longipalpis usando a metodologia

de tunel de vento.

MATERIAL E METODOS
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Insetos

Flebotomineos foram coletados em Ipecaeta (12°18°00°S 39°18°28”W), estado da
Bahia e mantidos em uma coldénia do Laboratorio de Infectologia Veterinaria
(Universidade Federal da Bahia). Os insetos foram mantidos em laboratério por 25
geragdes, sem inclusdo de espécimes do campo, usando métodos de cultivo
padronizados. Os insetos foram mantidos em gaiolas de tecido, com acesso a solugéo

50% de acucar, com temperatura de 25 + 1°C e 80-90% de umidade.

Experimentos no Tunel de vento

O tanel de vento utilizado foi construido em policarbonato, possuindo 150 cm de
comprimento, 60 cm de altura e 60 cm de largura. Tem em uma de suas extremidades
um exaustor de ar, que capta o ar da sala de experimento e forma um fluxo laminar
unidirecional dentro do tunel. Ao entrar no sistema, o fluxo de ar € filtrado por carvao
ativado, passa primeiro pela plataforma de liberacdo de odor e segue para o lado onde os
flebotomineos sdo liberados. Para os testes, foi utilizado o fluxo de ar na velocidade de
3,06 cm/s. Devido ao comportamento de voo dos flebotomineos, um tanel de tecido voil
(110 cm de comprimento, 30 cm de altura e 30 cm de largura) foi instalado internamente

no centro do tanel de acrilico, conforme descrito anteriormente Spiegel et al.(2005).
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Foram utilizados flebotomineos machos e fémeas, com idade entre 3 a 5 dias de
idade. Utilizaram-se trés insetos por teste, totalizando 60 flebotomineos para cada
concentragdo do composto avaliado. Para o controle negativo, foram utilizados 90 insetos
de cada sexo. Os insetos foram colocados dentro de caixas de acrilico (6 X 6 X 6 cm) e
mantidos por 20 minutos nas condi¢cdes do experimento para acondicionamento dos
flebotomineos. As caixas contendo os insetos foram colocadas em plataforma de 26 cm
de altura, a 110 cm de distancia onde o composto quimico era liberado e na mesma altura
deste. A liberacdo dos insetos era feita externamente ao ttnel, tomando cuidado para que
ndo houvesse movimentos bruscos durante a abertura. Cada teste teve 2 minutos de
duracdo, onde eram observados os comportamentos de ativacdo (porcentagem de
flebotomineos que voavam da plataforma de liberacdo em direcdo a plataforma de odor)
e a atracdo dos insetos (porcentagem de flebotomineos que voavam mais que 35 cm
dentro do tunel em direcdo a plataforma de odor). NoOs consideramos a distancia de 35
cm para caracterizar atracdo, pois ela equivale a 1/3 do tamanho do tunel de tecido
conforme estabelecido por Spiegel et al. (2005). N&o houve repeticdes de individuos em
nenhum teste. Em cada intervalo entre experimentos, todo o sistema era desmontado,
limpado com hexano e secado a temperatura ambiente.

Para evitar a influéncia de outros fatores na atracdo dos insetos, que ndo a dos
compostos testados, os testes foram realizados em sala climatizada e no escuro. Utilizou-
se apenas uma luz vermelha dentro do tunel para a visualizacdo dos insetos, pois essa

faixa de luz ndo é captada pelos insetos.
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Os compostos avaliados foram: octanal, heptadecano, tetradecano e decanal
(respectivamente octanal 99%, heptadecano 99%, tetradecano > 99%, decanal > 98% -
Aldrich Chemical). Todos os compostos foram diluidos em hexano e testados na
concentracdo de 50% e 100% (puro). Hexano puro foi utilizado como controle negativo.
Utilizou-se 200uL de cada concentracdo, colocados em papel filtro (4 X 4 cm) que ficava

pendurado na entrada do fluxo de ar.

Andlise Estatistica

O teste qui-quadrado foi utilizado para avaliar diferentes propor¢des de fémeas e
machos de flebotomineos ativados e atraidos por cada composto. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o software BioEstat 5.3 (Disponivel em

http://www.mamiraua.org.br/pt-br/downloads/programas/bioestat-versao-53/).

RESULTADOS

Os resultados de ativacao e atracdo de machos e fémeas de flebotomineos para 0s
diferentes compostos avaliados estdo demonstrados na Tabela 1. O decanal promoveu a
melhor resposta atrativa entre todos os compostos testados, demonstrando ativar mais
machos e fémeas, quando puro ou na concentracdo de 50%. Em relacdo ao
comportamento de atracdo, apenas 0s machos apresentaram uma resposta significativa

frente ao decanal 50 e 100%.
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Tabela 1. Porcentagem de ativacdo e atracdo de machos e fémeas de Lutzomyia

longipalpis para compostos quimicos identificados no pelo de cées infectados com L.

infantum.
Fémeas Machos
Composto
Ativacdo (%) Atracdo (%) Ativacdo (%) Atracdo (%)

Controle 2la la 13a 3a
Octanal 50% 30a 2a 30b 8b
Octanal 100% 28a 5a 42 b 7a
Decanal 50% 37hb 3a 39b 10b
Decanal 100% 37hb 5a 35D 8b
Tetradecano 50% 25a 2a 15a 2a
Tetradecano 100% 20 a 3a 20 a 3a
Heptadecano 50% 27 a 3a 25a Oa
Heptadecano 100% 27 a 2a 32b 5a

Para cada composto, diferentes letras dentro da coluna indicam diferenga estatistica significativa (p<0,05).

O octanal incitou uma resposta de ativacéo para machos na concentracdo de 50 e
100%. Sendo que a resposta de atracdo foi significativa apenas para a concentracéo de

50%. Nao houve comportamento atrativo significativo para as fémeas.

O heptadecano provocou uma resposta atrativa unicamente para os machos, na

concentracdo de 100%, enquanto o tetradecano ndo estimulou uma resposta
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comportamental de atracdo para os flebotomineos machos e fémeas, independente da

concentragéo avaliada.

DISCUSSAO

Os Compostos Organicos Volateis (COV’s) octanal, decanal e heptadecano
demonstraram exercer capacidade atrativa aos machos de L. longipalpis, sendo que
apenas o decanal foi considerado atrativo para as fémeas dos insetos. Estes COV’s sdo
exalados do pelo canino e foram identificados como possiveis biomarcadores da infec¢édo
de L. infantum em cdes (MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014b). Para a identificacio
destes COV’s os autores levaram em consideragdo a magnitude da presenga destes

compostos em cdes infectados, na comparacdo com caes ndo infectados. Dessa forma,

Na natureza, os machos de L. longipalpis sdo atraidos primeiro para possiveis
fontes sanguineas e so entdo, a partir da formagdo de agregados de machos, é que as
fémeas, Unicas que realizam o repasto sanguineo, séo atraidas para os animais (KELLY
E DYE, 1997). Essa dinamica de agregacdo, que é mediada pelo feromdnio liberado por
machos e por cairomonio de hospedeiros, pode explicar a maior atratividade dos machos

de L. longipalpis aos COV’s exalados de cédes, conforme demonstrado neste estudo.

Até onde sabemos, esse € o primeiro estudo que avaliou a atratividade de

flebotomineos a estes aldeidos e alcanos. Entretanto outros trabalhos ja avaliaram a
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atratividade desses compostos para outros insetos hematdfagos, sobretudo para os
aldeidos octanal e decanal. Tais compostos sdo normalmente encontrados em substancias
volateis exaladas da pele de seres humanos (LOGAN et al., 2008; SYED et al., 2009) e
de outros animais como vaca, cabra, macacos e ovelha (TCHOUASSI et al., 2013). Estes
compostos quando testados isoladamente ndo demonstraram atratividade em testes de
campo para 0s mosquitos Aedes mcintoshi e Ae. ochraceus, principais vetores da febre
do Vale do Rifti na Africa, entretanto quando avaliados associados a outros aldeidos
(heptanal e nonanal) mostraram grande atratividade a estas espécies de mosquitos
(TCHOUASSI et al., 2013). Da mesma forma, essa mistura de aldeidos em
concentracgdes especificas (heptanal =2 mg/ml,octanal = 0.5 mg/ml, nonanal = 0.1 mg/ml
edecanal =0.1 mg/ml) foi atrativo para Anopheles gambiae e An. funestus (NYASEMBE

et al., 2014).

Por outro lado, octanal e decanal demonstraram um efeito protetor contra a picada
de Anopheles gambiae e Aedes aegypti quando diferentes concentracbes desses
compostos foram aplicados no antebraco de seres humanos, sugerindo uma possivel
resposta comportamental de repulsdo dos insetos a esses compostos (LOGAN et al.,
2010). Efeito semelhante ja havia sido verificado em Ae. aegypti por meio de olfatbmetro
(LOGAN et al., 2008), sendo que Douglas et al., (2005) também observaram que o

decanal exercia um efeito repelente para o Ae. aegypti. Esses autores identificaram o
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decanal (e outros aldeidos) no odor de passaros marinhos (Aethia cristatella) e sugeriram

que os aldeidos funcionam como repelente natural contra ectoparasitos nessas aves.

O tetradecano j4 foi identificado no ar exalado de seres humanos (WANG et al.,
2014), entretanto ndo ha relatos de sua interferéncia no comportamento de insetos
hematdfagos. No presente estudo, o tetradecano ndo evocou resposta atrativa em machos

e fémeas de L. longipalpis.

O heptadecano, por sua vez, ja foi identificado em volateis de flores (DENG et
al., 2004), enquanto o decanal foi encontrado em folhas de canfora (LI et al., 2010) e
octenal e decanal em folhas de sorgo (PADMAJA et al., 2010). A atracdo de
flebotomineos por volateis encontrados em plantas ja foi demonstrada (MULLER et al.,
2011; MACHADO et al., 2015), sugerindo que esses insetos sdo atraidos por tais

fitogquimicos em busca do agUcar necessario para sobreviverem.

Nossos resultados mostram que compostos quimicos exalados do pelo de cées
exercem um comportamento atrativo para flebotomineos. O composto decanal promoveu

a melhor resposta atrativa a fémeas e machos de L. longipalpis em bioensaio.

AGRADECIMENTOS

64



Este trabalho foi apoiado pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado da
Bahia (FAPESB — Ped. N. 498/2011 e Ped. N. 1799/2012). Agradecemos a FAPESB a

concessao de bolsa de doutorado (JTMJ).

REFERENCIAS

Alvar, J., Vélez, 1.D., Bern, C., Herrero, M., Desjeux, P., Cano, J., et al. 2012.

Leishmaniasis worldwide and global estimates of its incidence. PloS one.;7(5):e35671.

Brasil 2014. Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral, Saude,
M.d., ed. (Brasilia, Editora do Ministério da Saude), p. 122. Disponivel em:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/manual_vigilancia_controle_leishmaniose v

isceral_ledicao.pdf

Bray, D.P., Carter, V., Alves, G.B., Brazil, R.P., Bandi, K.K., Hamilton, J.G.
2014. Synthetic sex pheromone in a long-lasting lure attracts the visceral leishmaniasis
vector, Lutzomyia longipalpis, for up to 12 weeks in Brazil. PLoS Negl Trop Dis. 20; 8
(3).

Dias-Lima, A.G., Guedes, M.L., Sherlock, I.A. 2003. Horizontal stratification of

the sand fly fauna (Diptera: Psychodidae) in a transitional vegetation between caatinga

65


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24651528
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24651528

and tropical rain forest, state of Bahia, Brazil. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz.

98(6):733-7.

Deng, C., Song, G., Hu, Y. 2004. Rapid determination of volatile compounds
emitted from Chimonanthus praecox flowers by HS-SPME-GC-MS. Z Naturforsch C. 59

(9-10) : 636-40.

Dougherty, M. J., Guerin, P. M., Ward, R. D., Hamilton, J. G. C. 1999.
Behavioural and electrophysiological responses of the phlebotomine sandfly Lutzomyia
longipalpis (Diptera: Psychodidae) when exposed to canid host odour kairomones.
Physiological Entomology, v. 24, n. 3, p. 251-262,

Douglas, H.D., Co, J.E., Jones, T.H., Conner, W.E., Day, J.F. 2005. Chemical
odorant of colonial seabird repels mosquitoes. J Med Entomol, 42:647-651.

Kelly, D. W., Dye, C., 1997. Pheromones, kairomones and the aggregation
dynamics of the sandfly Lutzomyia longipalpis. Anim. Behav., 53, 721-731.

Lainson, R., Rangel, E.F. 2005. Lutzomyia longipalpis and the eco-epidemiology
of American visceral leishmaniasis, with particular reference to Brazil: a review.

Memorias do Instituto Oswaldo Cruz. 100 (8):811-27.

Logan, J.G., Birkett, M.A., Clark, S.J., Powers, S., Seal, N.J., Wadhams, L.J.,
Mordue, A.J., Pickett, J.A. 2008. Identification of human-derived volatile chemicals that

interfere with attraction of Aedes aegypti mosquitoes. J Chem Ecol, 34:308-322.

66


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deng%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15540594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15540594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15540594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15540594

Logan, J.G., Stanczyk, N.M., Hassanali, A., Kemei, J., Santana, A.E., Ribeiro,
K.A., Pickett, J.A., Mordue (Luntz), A.J. 2010. Arm-in-cage testing of natural human-

derived mosquito repellents. Malar J. 20; 9:2309.

Li, J., Wakui, R., Tebayashi, S., Kim, C.S. 2010. Volatile attractants for the
common bluebottle, Graphium sarpedon nipponum, from the host, Cinnamomum

camphora. Biosci Biotechnol Biochem. 74 (10):1987-90.

Nyasembe, V.O., Tchouassi, D.P., Kirwa, H.K., Foster, W.A., Teal, P.E.A., et al.
2014. Development and Assessment of Plant-Based Synthetic Odor Baits for
Surveillance and Control of Malaria VVectors. PLoS ONE 9(2): e89818.

Magalhdes-Junior, J. T., Barrouin-Melo, S. M., Correa, A. G., Govone, J. S. ,
Silva, F. B. R., Estevam, V. M., Pinto, M. C. 2014a . A laboratory evaluation of alcohols
as attractants for the sandfly Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae). Parasites &

Vectors, v. 7, p. 60.

Magalhées-Junior, J. T., Mesquita, P. R. R., Oliveira, W. F. S., Oliveira, F. S.,
Franke, C. R., Rodrigues, F. M.; Andrade, J. B., Barrouin-Melo, S. M. 2014b.
Identification of biomarkers in the hair of dogs: new diagnostic possibilities in the study
and control of visceral leishmaniasis. Analytical and Bioanalytical Chemistry (Print), v.

406, p. 6691-6700.

67


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Logan%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20727149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stanczyk%20NM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20727149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hassanali%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20727149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kemei%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20727149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santana%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20727149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ribeiro%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20727149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ribeiro%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20727149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pickett%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20727149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mordue%20Luntz%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20727149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20727149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20944433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wakui%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20944433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tebayashi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20944433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20944433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20944433

Monteiro, E.M., Silva, J.C., Costa, R.T., Costa, D.C., Barata, R.A., Paula, E.V.,
et al. 2005. Visceral leishmaniasis: a study on phlebotomine sand flies and canine
infection in Montes Claros, State of Minas Gerais. Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical. 38 (2):147-52.

Machado, V.E., Corréa, A.G., Goulart, T.M., Silva, F.B., Ortiz, D.G., Pinto,
M.C.2015.Attraction ofthe sand fly Nyssomyia neivai (Diptera: Psychodidae)to chemic

al compounds in a wind tunnel. Parasit Vectors. 7;8:147.

Muller, G.C., Revay, E.E., Schlein, Y. 2011. Relative attraction of the sand fly
Phlebotomus papatasi to local flowering plants in the Dead Sea region. J Vector Ecol. 36
Suppl 1:5187-94.

Padmaja, P.G., Woodcock, C.M., Bruce, T.J. 2010. Electrophysiological and
behavioral responses of sorghum shoot fly, Atherigona soccata, to sorghum volatiles. J
Chem Ecol. 36(12):1346-53.

Romero, G.A.S., Boelaert, M., 2010. Control of visceral leishmaniasis in Latin
America—a systematic review. PLoS Negl. Trop. Dis. 4, e584.

Silva, A.V., Paula, A.A., Cabrera, M.A., Carreira, J.C. 2005. Leishmaniasis in

domestic dogs: epidemiological aspects. Cadernos de Saude Publica. 21(1):324-8.

Spiegel, C.N., Jeanbourquin, P., Guerin, P.M., Hooper, A.M., Claude, S.,

Tabacchi, R., et al. 2005. (1S,3S,7R)-3-methyl-alpha-himachalene from the male sandfly

68


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Machado%20VE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25889391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Corr%C3%AAa%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25889391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goulart%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25889391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva%20FB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25889391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ortiz%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25889391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pinto%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25889391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pinto%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25889391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Attraction+of+the+sand+fly+Nyssomyia+neivai+(Diptera%3A+Psychodidae)+to+chemical+compounds+in+a+wind+tunnel
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Padmaja%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21082333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Woodcock%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21082333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bruce%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21082333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21082333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21082333

Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) induces neurophysiological responses and
attracts both males and females. Journal of insect physiology. 51(12):1366-75.

Syed, Z., Leal, W.S. 2009. Acute olfactory response of Culex mosquitoes to a
human- and bird-derived attractant. Proc Natl Acad Sci, 106:18803-18808.

Tchouassi, D.P., Sang, R., Sole, C.L., Bastos, A.D., Teal, P.E., et al. 2013.
Common host-derived chemicals increase catches of disease-transmitting mosquitoes
and can improve early warning systems for Rift Valley Fever Virus. PLoS Negl Trop Dis
7:e2007.

Wang, C., Dong, D., Wang, X., Lian, A., Chi, C., Ke, C., Guo, L., et al. 2014.
Exhaled volatile organic compounds as lung cancer biomarkers during one-lung
ventilation. Sci. Rep. 4, 7312.

Werneck, G.L. 2008. Forum: geographic spread and urbanization of visceral

leishmaniasis in Brazil. Introduction. Cadernos de saude publica. 24 (12): 2937-40.

69



CAPITULO 3

Uma avaliagdo laboratorial de &lcoois como atrativos para flebotomineos
Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae)

A laboratory evaluation of alcohols as attractants for the sandfly Lutzomyia longipalpis
(Diptera: Psychodidae)

Jairo Torres Magalhaes Junior*, Stella Maria Barrouin Melo?, Arlene Gongalves
Corréa?, Flavia Benini da Rocha Silva®, Vicente Estevam Machados, José Silvio
Govone®, Mara Cristina Pinto®.

Universidade Federal da Bahia (UFBA), Salvador, Bahia, Brasil; 2Universidade Federal
de Sdo Carlos (UFSC), ®Universidade Estadual Jalio de Mesquita Filno (UNESP), *

jairomev@gmail.com

ARTIGO PUBLICADO:

Magalhées-Junior, J. T.; Barrouin-Melo, S. M.; Correa, A. G. ; Govone, J. S.; Silva, F.
B. R.; Estevam, V. M.; Pinto, M. C. 2014 . A laboratory evaluation of alcohols as
attractants for the sandfly Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae). Parasites e
Vectors, v. 7, p. 60. doi:10.1186/1756-3305-7-60

Antes da montagem do sistema de tanel de vento na Babhia, foi realizada uma visita

técnica ao tunel de vento montado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP,
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Campus Araraquara. A partir dessa visita, foi realizado um estudo para avaliar as
respostas de machos e fémeas de L. longipalpis a atratividade exercida por diferentes
alcoois (octenol, octanol, heptanol e nonanol) sob diferentes concentracdes. Os
flebotomineos foram cultivados no insetério do laboratério de infectologia veterinaria da
UFBA, enquanto os testes foram realizados no tunel de vento montado na Faculdade de
Farméacia da UNESP de Araraquara. O trabalho foi publicado no inicio de 2014, na
revista Parasites & Vectors e 0s principais resultados apontam para a identificacdo de
um comportamento de atratividade dos machos e fémeas de flebotomineos aos diferentes

alcoois avaliados.

A capacidade atrativa desses alcoois ja foi demonstrada em diversos insetos
hematofagos, com destaque para o octenol, que é considerado um atrativo universal. O
octenol € encontrado na respiracdo de bovinos e seres humanos e ja teve sua capacidade
atrativa demonstrada em espécies de mosquitos e algumas espécies de flebotomineos.
Em L. longipalpis, o octenol ja havia sido positivamente avaliado por meio de testes
eletrofisioldgicos, entretanto o presente estudo foi o primeiro que demonstrou sua

atratividade em bioensaios comportamentais.

Em relacdo ao octanol, heptanol e nonanol, poucos trabalhos foram realizados
avaliando a atratividade de insetos a estes alcoois. Esses compostos sdo pouco associados
a hospedeiros animais, entretanto ja foram identificados em algumas plantas herbaceas.

Em uma perspectiva ambiental, a atratividade sobre flebotomineos, exercida por esses
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alcoois primérios, é um achado interessante, ja que os machos e fémeas utilizam a seiva

de plantas como fonte energética e, portanto, justifica essa resposta de atrag&o.

Mais estudos sdo necessarios para avaliar volateis de plantas como possiveis fontes

atrativas de flebotomineos.

Aqui artigo publicado na Parasites and Vectors.
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Abstract
Background: The potential attraction from 1-octen-3-ol for sandflies has been documented; however, studies using
other primary alcohols are limited.

Findings: We used a wind tunnel to compare the activation and attractive behaviors in male and female Lutzomyia
longipalpis using 1-octen-3-ol and three additional alcohols, 1-octanol, 1-heptanol and 1-nonanol at three different

1-nonanol and 1-heptanol yielded the same results.

plant volatiles.

concentrations: neat (100%) and diluted in hexane (10% and 50%). The compounds 1-octen-3-ol and 1-nonanol
induced a clear concentration-dependent activation and attraction response in females. In males, 1-octen-3-ol,

Conclusions: L. longipalpis is attracted to 1-octen-3-ol, 1-nonanol and 1-heptanol, which are found in many

Keywords: Sandflies, Phlebotomine, Kairomone, Octenol, Octanol, Heptanol, Nonanol, Attraction, Wind tunnel

.

Findings

Background

Volatile compounds used as haematophagous insect lures
may improve the efficacy of traps for surveillance and con-
trol of disease vectors. For the sandfly Lutzomyia longipal-
pis (Lutz & Neiva), which is the major Leishmania
infantum vector in South America, previous investigations
into attractive lures have focused on male pheromones [1]
and kairomones [2].

The kairomone 1-octen-3-ol (hereafter octenol) is a vola-
tile component of bovine [3] and human breath [4]. Its po-
tential role as an attractant has been documented for
different haematophagous insect species, such as mosqui-
toes [5] and tsetse flies [3]. For the New World sandfly spe-
cies, octenol has previously been used with light traps and
found to be relatively attractive to Psathyromyia shannoni
(Dyar) (=Lutzomyia shannoni) [6] and, in a concentration-

* Correspondence: marap@fcfarunesp.br

*Deparamento de Ciéncias Bioldgicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Estadual Julio de Mesquita Filho, UNESP, 14801-902 Araraquara,
SP, Brazil

Full list of author information is available at the end of the article

( ) BioMed Central

dependent manner, to Nyssomyia neivai (Lutz & Neiva)
(=Lutzomyia intermedia) [7]. For L. longipalpis, octenol
elicited significant olfactory responses in electrophysio-
logical experiments [8], but it showed a weak attractive re-
sponse at 0.5 mg/h associated with light traps under field
conditions [2].

Unlike octenol, studies on the potential attractiveness of
other primary alcohols, namely, 1-octanol, 1-heptanol, 1-
nonanol (hereafter, octanol, heptanol and nonanol), for
haematophagous insects are limited. These alcohols were
identified at small levels in incubated human sweat [9].
Only nonanol has been demonstrated as relatively attract-
ive to Aedes aegypti (Linnaeus) compared with a control
[10]. No studies have been reported on attractiveness of
these alcohols to sandflies.

The aim of this study was to evaluate L. longipalpis male
and female responses to octenol, octanol, heptanol
and nonanol at different concentrations using the wind
tunnel method.

@ 2014 Magalhdes-Junior et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited. The Creative Commons Public

Domain Dedication walver (hitp://creativecommons.org/publicdomairvzero/1.0/) applies to the data made available in this

article, unless atherwise stated.
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Methods

Insects

Sandflies were collected in Ipecaetd (12°18'00'S
39°18"28"W), Bahia State and kept in a colony at the
Laboratory of Veterinary Infectious Diseases (Federal
University of Bahia) for 18 generations. The insects were
maintained in netting cages using standard methods with
access to a 50% sucrose solution at 26 + 1°C and 80-90%
humidity. The sandfly species names are presented using
the Galati classification system [11] followed by the corre-
sponding Young and Duncan nomenclature [12] in
brackets when cited for the first time.

Bioassay protocol in the wind tunnel

Each bioassay was performed from 9:00 to 19:00 in a
transparent acrylic wind tunnel (length 200 cm, width
20 cm and height 20 cm) as previously described [13]. For
each test, three male or female L. longipalpis were placed
inside a releasing chamber for 30 min for acclimation be-
fore each test. The insects were 3-6 days old and received
only sugar meal. Females had not received a blood meal.
The chamber was then placed inside the wind tunnel
50 em downwind from the odor source. Each trial was
2 min long, and we recorded the sandfly activation and at-
traction behaviors. The activation behavior was demon-
strated through the number of sandflies that left the
releasing chamber. The attraction behavior was demon-
strated through the number of sandflies that reached the
odor source. Thirty insect specimens were used for each
concentration per compound.

The compounds used for the experiments were octenol,
octanol, heptanol and nonanol (98.0%, Aldrich Chemical,
Milwaukee, WI) at three different concentrations: neat
(100%) and diluted in hexane (10% and 50%). Each con-
centration was released by placing 200 pL onto filter paper
(4 x4 c¢m) in the wind tunnel entrance. The controls were
200 pL of hexane on filter paper (4 x4 cm) before each
trial.

100 4
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Figure 1 Activation of female L. fongipalpis. Percentage of female
L longipalpis activated by octenol, octanol, heptanol and nonanol
(three different concentrations) in the wind tunnel. Bars with different
letters were significantly different in pairwise comparisons (p < 0.05).
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Figure 2 Attraction of female L. longipalpis. Percentage of female
L longipalpis attracted by octenol, octanol, heptanol and nonanol
(three different concentrations) in the wind tunnel. Bars with different
letters were significantly different in pairwise comparisons (p< 0053).

Statistical analysis

Chi square tests were used to evaluate the different propor-
tions of males and females activated and attracted by each
compound. Initially, the test was conducted for all four
groups simultaneously. Thereafter, if a significant difference
was verified, each of the two groups was compared separ-
ately. The statistical analyses were performed using BioEstat
(version 5.0; Mamiraua/CNPq, Belém, PA, Brazil).

Results

Female responses

Octenol and nonanol induced a clear concentration-
dependent activation and attraction response within the
dosage range evaluated. For octenol, the activation and
attraction responses were significantly different at the
50% concentration compared with the control (p <0.05),
but the 50% and 100% concentrations were not different
(p>0.05). For nonanol, the activation response was sta-
tistically different from the 50% concentration compared
with the control; however, there was a significantly dif-
ferent attraction response only at the 100% concentra-
tion (p < 0.05) (Figures 1 and 2).
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Figure 3 Activation of male L. longipalpis. Percentage of male L.
longipalpis activated by octenol, octanol, heptanol and nonanol
(three different concentrations) in the wind tunnel. Bars with
different letters were significantly different in pairwise

comparisons (p < 005).




Magalhdes-Junior et al. Parasites & Vectors 2014, 7:60
http://www.parasitesandvectors.com/content/7/1/60

Page 3 of 5

100

80 1

60 -

401

204

Sandflies responding (%)

o
|

Octenol Octanol Heptanol Nonanol

Figure 4 Attraction of male L. lengipalpis. Percentage of male L. longipalpis attracted by octenol, octanol, heptanol and nonanol (three different
concentrations) in the wind tunnel. Bars with different letters were significanty different in pairwise comparisons (p < 005).

Control
B 10 %
B 50%
Bl 100 %

The female activation and attraction response to octanol
did not yield a concentration-dependent pattern. The only
statistical difference detected was for activation at the 50%
concentration compared with the control (p <0.05).

For heptanol, the female activation responses were
concentration-dependent; the 100% response was greater
than at 50% compared with the control (p < 0.05). How-
ever, only the 50% concentration yielded a significantly dif-
ferent insect attraction response compared with the
control (p <0.05); the 100% concentration was not differ-
ent from the control (p > 0.05).

Male responses
The male sandfly responses followed a similar pattern as
the females for octenol, nonanol and heptanol (ie., a
concentration-dependent response).

For octanol, similar to the females, the males did not ex-
hibit a concentration-dependent response; however, the
only significant difference detected in the activation and

attraction response was at the 10% concentration compared
with the control (p<0.05). For heptanol, although the
males presented the same pattern as the females, the best
activation and attraction responses were at the highest con-
centration (100%) compared with the control (p<0.05)
(Figures 3 and 4).

Discussion
Our results show that in addition to octenol, other alcohols
evoke sandlfly responses and should also be investigated.
Octenol and nonanol elicited the highest responses from
L. longipalpis females, and octenol, heptanol and nonanol
elicited the highest responses from males. Further, not all
mosquito species respond equally to octenol [5], and
whether different groups of alcohols would increase attract-
ant activity for such species has been discussed [10]. How-
ever, a clear structure-activity relationship has not been
demonstrated [14].

Octenol’s role as a kairomone has been extensively
evaluated in haematophagous insects because it is found

Table 1 Reports of haematophagous insect responses to octanol, heptanol and nonanol

Compounds Sources of compounds Insects References
Experimental design responses
1-octanol Commercial (Aldrich) Simulium arcticum Sutcliffe et al [18]
Field Negative attractiveness
1-heptanol Metasternal glands of Triatoma brasiliensis Triatoma brasiliensis Vitta et al. [19]
CG- EAD
No response
1-nonanol Volatiles from cattle headspace and urine Haematobia irritans Stomoxys calcitrans Birkett et al. [20]

CG-EAG Positive response
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in different sources, such as bovine [3] and human
breath [15]. Octenol’s role in attracting sandflies
is controversial, but our results showed a clear dose-
dependent response with weak attractiveness at a low
concentration (10%). These results may explain
the poor results from L. longipalpis captures in the
field when octenol was used at a low concentration
(0.5 mg/h) [2].

Nevertheless, primary alcohols, such as octanol, hepta-
nol and nonanol, have not been well-investigated for
haematophagous insects, and this is the first report of
such a study using sandflies. Such alcohols are not dir-
ectly associated with vertebrate breath or skin odors,
which may be the basis for the lack of interest in their
potential role as an attractant for disease vectors. None-
theless, those alcohols were detected at small levels in
human sweat after incubation for 42-52 h, and nonanol
presented the highest levels compared with octanol and
heptanol [9]. Heptanol was also observed in chicken fea-
ther hydrolysate [16], which is relevant for sandflies be-
cause they are present at high levels in chicken sheds.
Such bird shelters are the putative breeding sites for L.
longipalpis [17]. The literature reports on haematopha-
gous insect responses to octanol, heptanol and nonanol
are summarized in Table 1 [18-20].

Floral volatiles are composed of various substances
that have been shown to be attractive to mosquitoes
[21]. The primary alcohols herein were identified in sev-
eral mushrooms species [22] and other herbaceous
plants [23]. From an environmental perspective, it is
noteworthy that primary alcohols are in plants, which
are generally sandfly feed sources. Both male and female
sandflies require carbohydrates for energy, which are
acquired through feeding directly on plant tissues in the
field [24].

Herein, we observed similarities and distinctions be-
tween the insect sexes considering their biological re-
sponses to the primary alcohols evaluated. Although both
males and females require plant sap to survive and specific
variation in attraction to their constituent compounds is
expected, it is difficult to explain such events through
reports on morphological aspects. Differences were also
observed in the number of sensilla on the second palpal
segment in females (2-6) compared with males (1-2).
However, an equal number of sensilla were observed in
the third segment of the maxillary palps (Newstead’s sen-
silla) for L. longipalpis males and females [25].

A dose-dependent response to octenol in female L. long-
ipalpis was previously observed through electrophysio-
logical recordings [8]. The female behavioral responses to
octenol herein are consistent with such studies. Although
no studies have investigated male electrophysiological re-
sponses to octenol, they were both activated and attracted
in the wind tunnel.

Page 4 of 5

Plant-specific emissions are important for attracting
sandflies, and further studies with plant volatiles may be
a potential approach to improve sandfly lures.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Para melhor entender os aspectos da transmissibilidade de caes infectados com L.
infantum ao vetor, bem como na identificacdo de novos mecanismos de controle para a
LV, faz-se necessario um maior enfoque nos estudos que abordem a interface entre

flebotomineos e os caes.

Neste sentido, observamos que o diagndstico de transmissibilidade parasitaria de
caes infectados com L. infantum pode ser influenciada por variaveis relacionadas aos
animais e a execucdo da técnica de xenodiagnéstico. Portanto, faz-se necessaria uma
maior atencdo para a definicdo e padronizacdo destas condi¢bes, no que tange a

identificacdo daqueles animais verdadeiramente transmissores em uma area endémica.

Ademais, demonstramos que a taxa de infectividade de cées naturalmente
infectados com L. infantum varia de acordo com a manifestacao e intensidade de sinais
clinicos e patologicos nestes animais, sugerindo que cées infectados porém clinicamente
higidos, considerados, portanto, resistentes a doenca, representam um risco baixo ou

inexistente como reservatorios na manutencao do ciclo epidemioldgico da doenca.

Outro importante fator demonstrado na interface vetor-hospedeiro na LV foi que
diferentes compostos quimicos exalados de cdes demonstraram influenciar no
comportamento atrativo de machos e fémeas de flebotomineos L. longipalpis. Foi
demonstrado também que alguns compostos alcéolicos exercem atracdo aos
flebotomineos. Os alcoois testados sdo encontrados em mamiferos e algumas plantas,
sugerindo que a atratividade encontrada esteja relacionada a busca por alimentos dos

insetos.

Esses compostos identificados como possiveis atrativos, podem ser utilizados em
diferentes metodologias de estudo e controle da fauna flebotominea. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios para avaliar o potencial atrativo destes odores quimicos,
sobretudo daqueles exalados do pelo de cédes naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral para o vetor L. longipalpis, levando-se em consideracdo a importancia dos cées

animais no ciclo epidemiologico da LV.
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Como perspectivas, pretendemos avaliar as respostas comportamentais a campo e
eletrofisiolégicas do L. longipalpis aos COVs identificados aqui como atrativos,
buscando identificar novos atrativos quimicos para utilizacdo em métodos de controle e

monitoramento do inseto L. longipalpis.
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