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RESUMO

SILVA, F. B. R. Investigacdo sobre a atratividade de hospedeiros infectados
com Leishmania (Viannia) braziliensis (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) para
Nyssomyia neivai (Diptera: Psychodidae). 2018. 80 f. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista, Araraquara.

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios flagelados do género
Leishmania, transmitidos por insetos hematofagos denominados flebotomineos.
Dentre as espécies de flebotomineos, Nyssomyia neivai esta entre os principais
transmissores do agente etioldgico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
no estado de Sao Paulo, sendo incriminado como vetor da LTA também em outras
areas da América do Sul. Para localizacado dos hospedeiros e realizacdo do repasto
sanguineo, os insetos hematofagos utilizam compostos volateis emanados pelos
mesmos, denominados cairoménios. Embora existam evidéncias de que a
Leishmania possa influenciar a quantidade de sangue ingerida e a frequéncia de
alimentacdo sanguinea dos flebotomineos, aumentando a taxa de transmissdo, nao
se sabe ao certo como o parasita pode afetar o comportamento dos insetos frente a
hospedeiros infectados. O objetivo deste estudo foi investigar se camundongos
BALB/c ndo infectados e infectados com Leishmania (Viannia) braziliensis
apresentam diferenca na atratividade para Ny. neivai, e nos volateis emitidos; além
disso, buscou-se avaliar o volume de sangue ingerido por Ny. neivai nos
camundongos infectados e ndo infectados. Para avaliacdo de uma possivel
diferenca de atratividade dos flebotomineos frente a hospedeiros infectados ou néo,
foram realizados trés modelos de teste: (a) preferéncia alimentar dos flebotomineos
quando colocados dois camundongos na mesma gaiola e com auxilio do corante
azul de Evans como marcador para ajudar na identificacdo da fonte de alimentacao
de cada flebotomineo; (b) utilizando os camundongos como fonte de odor em tanel
de vento e (c) em tubo em Y. Para os testes realizados em gaiolas, as fémeas
alimentadas foram individualizadas em microtubos, maceradas e homogeneizadas
para leitura da absorbancia a 540 e 620 nm. Tal leitura permitiu estimar o volume de
sangue ingerido por cada fémea, a partir de curvas analiticas de absorbancia versus
volume de sangue obtidas previamente apoés realizacdo de ajustes nas diluicdes.
N&o houve diferenca entre a ingestao de sangue para os dois grupos. Para os testes
realizados em tunel de vento, nenhuma fémea respondeu ao estimulo e para o tubo
em Y houve uma resposta de ativacdo, porém néo houve diferenga significativa na
atratividade dos flebotomineos para camundongos infectados e nao infectados. Para
a identificacdo dos compostos volateis presentes nos camundongos infectados e
nao infectados foi utilizada a técnica de microextragdo em fase solida, utilizando-se
como amostra 100 mg de pelos retirados da regido dorsal de cada animal avaliado.
ApoOs padronizacao para selecéo da fibra e tempo de extracdo, as amostras de pelos
foram submetidas a uma temperatura de 90°C em vials de 20 mL lacrados e a
extracdo foi realizada por 30 minutos com fibra revestida por
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno. Os compostos volateis emitidos pelos
camundongos infectados e nao infectados foram analisados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. A partir dos resultados obtidos nao
houve diferenca entre o perfil cromatografico qualitativo de compostos volateis dos
dois grupos de animais, sendo identificados 38 dos 65 compostos volateis
presentes, com auxilio de bibliotecas de espectros de massas de compostos (NIST



08, NIST 98v101, Wiley MS 229 e FFNSC 1.3) e comparacdo dos indices de
retencao.

Palavras-chave: Flebotomineos. Cairomonios. Leishmaniose. Atratividade. Volume
de sangue.



ABSTRACT

SILVA, F. B. R. Study on attractiveness of infected host with Leishmania
(Viannia) braziliensis (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) to Nyssomyia neivai
(Diptera: Psychodidae). 2018. 80 f. Dissertation (Master degree) - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista, Araraquara.

Leishmaniasis are zoonosis caused by flagellated protozoa of Leishmania genus,
transmitted by hematophagous insects called sand flies. Among sand flies species,
Nyssomyia neivai is one of the main vectors or etiological agent of American
Cutaneous Leishmaniasis (ACL) in the state of Sdo Paulo, being incriminated as
vector of ACL also in other areas of South America. For location of hosts and blood
meal, hematophagous insects use volatiles compounds released by the hosts, called
kairomones. Although there are evidences that Leishmania may influence the
quantity of blood ingested and the frequency of blood meal of the sand flies,
increasing transmission rate, it is not known how the parasite can affect the
behaviour of these insects against infected hosts. The aim of this study was to
investigate if uninfected and Leishmania (Viannia) braziliensis infected BALB/C mice
presents any difference of attractiveness to Ny. neivai, and in the released volatiles;
besides that, was evaluated the blood volume ingested by Ny. neivai on infected and
uninfected mice. To evaluate the attractiveness of sand flies to infected and not
infected hosts, three types of trials were performed: (a) food preference of sand flies
when placed two anesthetized mice in the same cage and Evans blue dye as a
marker to help identification of the blood meal source of each sand fly; (b) mice as
odour source in wind tunnel and (c) in Y-tube olfactometer. For the trials in the cages,
feed females were individualized in micro tubes, macerated and homogenized for
absorbance reading at 540 and 620 nm. Such reading allowed estimate the blood
volume ingested for each feed female, from standard curves of absorbance versus
blood volume previously obtained after adjustments on dilutions. There was no
difference on the blood ingested by insects from the two groups of mice. For the trials
in wind tunnel, no females respond to stimulus and for the Y-tube olfactometer there
was an activation response. However, there was no significant difference on
attractiveness of sand flies to infected and uninfected mice. To identify volatiles
presented by the two groups of animals was used solid phase micro extraction
technique, with an amount of 100 mg of hair from dorsal region of each mouse. After
standardization for selection of the fiber coating and time of extraction, the hair
samples were submitted to a temperature of 90°C in 20 mL sealed vials and
extraction was realized for 30 minutes with fiber coated with
polydimethylsiloxane/divinylbenzene. Volatiles released by the infected and
uninfected mice were evaluated by gas chromatography-linked mass spectrometry,
and there was no difference on the chromatographic profile of volatiles released by
the two groups of animals. Of 65 compounds obtained, 38 were identified by libraries
(NIST 08, NIST 98v101, Wiley MS 229 and FFNSC 1.3) and retention index.

Keywords: Sand flies. Kairomones. Leishmaniasis. Attractiveness. Blood volume.
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1 INTRODUCAO
1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios flagelados do
género Leishmania Ross, 1903 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), que sao
divididos nos subgéneros Leishmania Saf'Janova, 1982, Viannia Lainson & Shaw,
1987, Sauroleishmania Ranque, 1973 e Mundinia n. subgen. Shaw, Camargo &
Teixeira, 2016 (WHO, 2017; ESPINOSA et al.,, 2016). Dentre tais subgéneros,
apenas o0s parasitas dos subgéneros Leishmania e Viannia e uma espécie de
Mundinia, na Tailandia, sdo capazes de infectar os seres humanos (AKHOUNDI et
al., 2016; STEVERDING, 2017).

Apesar das leishmanioses causarem manifestacbes patolégicas
relevantes para o ser humano, 0 mesmo ndo apresenta importancia na manutencgao
do ciclo do parasita na natureza, uma vez que € considerado um hospedeiro
acidental (CONTIJO & DE CARVALHO, 2003), com excecdo de infecgbes por
Leishmania (Leishmania) donovani Laveran & Mesrul, 1903 no subcontinente
indiano, para as quais ndo se conhecia nenhum reservatorio silvestre ou doméstico
(LAINSON, 1988; URANW et al., 2013). Estudos recentes tem demonstrado uma
alteracdo nesse perfil, com uma pequena taxa de animais infectados por L. (L.)
donovani na india, tais como cabras (SINGH et al., 2013) e cdes domésticos
(JAMBULINGAM et al., 2017).

Clinicamente, as leishmanioses se apresentam como: visceral e
tegumentar. Endémicas em 97 paises e distribuidas mundialmente, as
leishmanioses sé@o consideradas doencas tropicais negligenciadas e estimam-se
cerca de 50 a 90 mil novos casos na forma visceral e 0,6 a 1 milhdo na forma
tegumentar por ano, com um bilhdo de pessoas vivendo em areas com risco de
transmisséo (WHO, 2017).

Apesar de estar amplamente distribuida pelo mundo, aproximadamente
90% dos casos de leishmaniose visceral estdo concentrados em seis paises (india,
Bangladesh, Sudao, Suddo do Sul, Etiopia e Brasil) e quase 75% dos casos de
leishmaniose cutédnea estdo concentrados em apenas 10 paises: Afeganistao,
Argélia, Brasil, Colébmbia, Costa Rica, Etidpia, Ird, Sudao, Peru e Siria (ALVAR et al.,
2012).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) pode manifestar-se de trés

formas: cutanea, mucocutanea e cutanea difusa. Acomete principalmente a pele,
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mucosas e cartilagens, podendo produzir deformidades e apresentar impactos nos
campos social e econdmico devido ao seu envolvimento psicolégico (BRASIL, 2007).

No Brasil, observou-se um aumento no numero de casos de LTA
registrados a partir da década de 80, quando passou a ser considerada de
notificagdo compulsoria pelo Ministério da Saude, além de uma expansdo com a
confirmacdo de casos autoctones em todos os estados do pais a partir do ano de
2003, tendo como principal agente etioldgico a Leishmania (Viannia) braziliensis
Vianna, 1911 (BRASIL, 2007).

No periodo entre 1990 e 2016 foram registrados 687.780 casos de LTA,
com oscilacdes ao longo dos anos e uma média de 25.473 casos anuais e com
12.690 casos no ano de 2016 (BRASIL, 2017).

As leishmanioses séo transmitidas por insetos hematéfagos denominados

flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae).

1.2 Flebotomineos

Os flebotomineos s&o insetos de pequeno porte (2-3 mm de
comprimento), apresentam o corpo recoberto por cerdas, sdo holometabolos e além
de utilizarem carboidratos como fonte de energia, as fémeas necessitam de
alimentacdo sanguinea para maturacdo de seus ovos (BRAZIL; BRAZIL, 2003).
Durante o repasto sanguineo, a saliva dos flebotomineos gera uma grande reacéo
inflamatoria, tornando suas picadas um fator de incbmodo, principalmente em areas
endémicas, além de ser capaz de causar uma exacerbacdo na infeccao por
Leishmania (SACKS; KAMHAW!I, 2001; ABDELADHIM et al., 2014).

A quantidade de sangue ingerida durante o repasto sanguineo € capaz de
determinar diferentes fatores importantes para a sobrevivéncia dos insetos, tais
como numero de ovos produzidos, frequéncia da busca por um hospedeiro e da
quantidade de picadas, além de influenciar na quantidade que determinados
patdogenos podem ser adquiridos a partir de um hospedeiro infectado (BRIEGEL et.
al., 1979).

Atualmente, existem quase 1.000 espécies de flebotomineos descritas no
mundo, das quais 530 ocorrem nas Ameéricas e aproximadamente 20 espécies sao
consideradas como vetores das leishmanioses no Novo Mundo (BRAZIL et al., 2015;
SHIMABUKURO et al., 2017).
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Dentre as espécies de flebotomineos, Nyssomyia neivai Pinto, 1926 esta
entre os principais transmissores da LTA no estado de S&o Paulo, podendo ser
encontrado em 42 municipios do estado, dos quais 93% apresentam casos
notificados da doenca (SHIMABUKURO et al., 2010). Além de estar presente na
regido de Araraquara (MARCONDES et al.,, 1998; ANDRADE FILHO et al., 2007,
PINTO et al., 2011), Ny. neivai ja foi encontrado naturalmente infectado por
Leishmania (Viannia) spp no Brasil (MARCONDES et al., 2009; PITA-PEREIRA et
al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011) e tem sido incriminado como vetor da LTA nas
Ameéricas do Sul e Central (READY, 2013; BRAZIL et al., 2015).

Além de ter se mostrado susceptivel a infeccao por L. (V.) braziliensis,
reafirmando seu papel como vetor da LTA (DINIZ et al., 2014), o comportamento
alimentar oportunista das fémeas de Ny. neivai demonstra a sua importancia no ciclo
de transmissdo da doenca, principalmente em areas peridomiciliares em que estdo
presentes possiveis reservatorios do parasita (DIAS-SVERSUTTI et al., 2007;
MARASSA et al., 2013).

1.3 Cairomonios

A ecologia quimica é responsavel pelo estudo das interacbes mediadas
por compostos quimicos, sejam elas intra ou interespecificas. Tais substancias
responsaveis por essas interacdes sdo denominadas semioquimicos, que Sao
subdivididos em feromonios (intraespecificos) e aleloquimicos (interespecificos)
(ZARBIN et al., 2009).

Dentre os aleloquimicos, os cairom6nios sdo compostos volateis liberados
por um organismo que desencadeiam uma resposta benéfica para organismos de
outra espécie (PITTS et al., 2014). No caso dos insetos hematéfagos, esses volateis
sao utilizados para sinalizar a presenca dos hospedeiros (HAMILTON, 2008). O
desenvolvimento de iscas atrativas utilizando os compostos identificados pode ter
aplicacdo no monitoramento e/ou controle desses insetos, principalmente em areas
endémicas da doenca onde estdo presentes os vetores em maior densidade
(LOGAN; BIRKETT, 2007).

A partir da identificacdo de cairomonios, tais compostos podem ser
testados em aparatos utilizados para mensurar a atratividade de insetos, tais como
os olfatdmetros e taneis de vento. Nesses aparatos, a fonte de estimulo é colocada

distante do inseto e, geralmente, ha a presenca de fluxo de ar que direciona o0s
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volateis para o inseto (OMRANI et al., 2010). Nesse tipo de experimento, no caso de
insetos hematéfagos, avalia-se a preferéncia dos insetos por volateis dos
hospedeiros e infere-se, indiretamente, que houve uma escolha para a hematofagia.
Entretanto, quando o objetivo € avaliar, em hospedeiros colocados lado a lado em
um mesmo ambiente, se além da escolha pelos volateis, havera a efetivagdo do
processo hematofagico € uma maneira de diferenciar a fonte de alimentacéo de
cada inseto.

Dentro dessa perspectiva, MACIEL et al. (2014) padronizaram e
validaram uma metodologia para Aedes aegypti onde um dos animais é inoculado
intravenosamente com corante Azul de Evans para discriminacdo da alimentacao
sanguinea em animais de laboratorio, quando estes sdo colocados no mesmo
ambiente. O corante se liga a albumina plasméatica de maneira irreversivel tornando
possivel diferenciar visualmente a fonte de alimentacdo de cada inseto.

Além de permitir a distincdo da fonte de alimentacdo, o corante nao
interfere na atratividade dos insetos, contribuindo para avaliar a eficacia de
repelentes ou de atrativos. No presente trabalho, foi utilizada a mesma técnica de
MACIEL et al. (2014) com adaptacdes para flebotomineos.

Com relagdo aos trabalhos envolvendo cairoménios para flebotomineos,
sdo focados principalmente: CO,, acido latico e 1-octen-3-ol, seja em estudos de
campo ou em testes de atratividade em laboratério.

A atratividade dos flebotomineos ao CO, esta diretamente relacionada ao
tamanho dos hospedeiros. Quando avaliados hospedeiros de diferentes tamanhos,
foi observada uma maior atratividade de hospedeiros de maior tamanho para Lu.
longipalpis (QUINNELL et al., 1992) e Phlebotomus duboscqi (KASILI et al., 2009).

Quando comparada a atratividade do CO, com a do ser humano em
situacao de campo para Ny. whitmani e Ny. intermedia, o CO foi capaz de atrair um
namero equivalente a aproximadamente 50% dos insetos que foram atraidos pelo
ser humano (PINTO et al., 2001).

Para Ph. papatasi, 0 CO, demonstrou ser mais atrativo do que o octenol
para coletas realizadas em campo (BEAVERS et al., 2004), principalmente quando
associado a luz ultravioleta (MULLER et al., 2015).

O octenol € um cairoménio que apresenta uma boa taxa de atratividade
para Lu. longipalpis e Ny. neivai, tanto em campo (ANDRADE et al., 2008; PINTO et

al., 2011) quanto em testes em laboratorio com tunel de vento (PINTO et al., 2012,
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MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014b), sendo observada um resposta dose-
dependente de tal composto.

Ja para o acido latico, foram obtidas respostas de atratividade muito
baixas para Lu. longipalpis em campo (ANDRADE et al., 2008) e para Ny. neivai em

testes realizados em tunel de vento (PINTO et al., 2012).

1.4 Cairomonios em hospedeiros infectados

Alguns estudos tém mostrado que hospedeiros infectados por parasitas
podem liberar compostos diferentes daqueles nédo infectados, influenciando assim na
atratividade de tais hospedeiros para insetos hematofagos. Diferentes espécies de
culicideos transmissores da malaria apresentaram uma maior atracdo por
hospedeiros contaminados com Plasmodium spp (LACROIX et al., 2005; CORNET
et al., 2013a; BATISTA et al., 2014; DE MORAES et al., 2014).

DE MORAES et al. (2014) também identificaram cinco compostos
presentes em maior quantidade (&cido hexanodico, 2-fenil-etanol, acido 2-metil
butanoico, acido 3-metil butanoico e tridecano) e um composto presente em menor
guantidade (benzotiazol) em camundongos na fase crbénica de infeccdo por
Plasmodium chabaudii, agente etiol6gico da malaria em roedores. Quando avaliada
a atracdo de Anopheles stephensi frente a esses compostos, somente o 2-fenil-
etanol ndo gerou um aumento da resposta dos insetos. Em contrapartida, o
benzotiazol gerou uma reducéo na resposta dos insetos.

Além da diferenca dos volateis presentes em camundongos infectados e
ndo infectados, também foi constatado que a presenca de gametocitos no
hospedeiro infectado também é capaz de aumentar a atratividade desses
hospedeiros (LACROIX et al., 2005; BATISTA et al., 2014; DE MORAES et al.,
2014).

Para flebotomineos, embora existam evidéncias de que a Leishmania
possa manipular a quantidade de sangue ingerida e a frequéncia de alimentacao
sanguinea dos insetos, aumentando a taxa de transmissdo (ROGERS; BATES,
2007; ROGERS, 2012), ndo se sabe ao certo se, ou como, a Leishmania pode afetar
o comportamento dos insetos frente a hospedeiros contaminados.

Ao avaliar a resposta de Lutzomyia longipalpis, principal vetor do agente

etiologico da leishmaniose visceral nas Ameéricas do Sul e Central, frente a
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hospedeiros infectados ou ndo por Leishmania infantum chagasi, agente etiolégico
da leishmaniose visceral nas Américas, sugere-se que a maior atracdo do inseto
pelo hospedeiro contaminado ocorra devido a uma alteracdo dos odores do
hospedeiro mediada pelo parasita (O'SHEA et al.,, 2002), porém nao foram
identificados os compostos que poderiam estar envolvidos nessa maior atratividade.

Em um estudo recente, foi avaliada a atracao de Lu. longipalpis frente aos
odores extraidos de hamsters antes da infeccdo e apds um periodo de laténcia de
infecgao por L. infantum chagasi. Em tais testes realizados em tubo em Y (um dos
tipos de olfatbmetros), os flebotomineos apresentaram uma preferéncia pelos odores
extraidos dos hamsters ap6s as manifestacdes clinicas da doenca, reforcando a
presenca de uma maior atratividade de hospedeiros infectados (NEVATTE et al.,
2017).

Quando avaliados os compostos volateis presentes em amostras de pelos
de caes infectados ou ndo por L. infantum chagasi, foram identificados seis
compostos que podem ser considerados como potenciais biomarcadores de
infeccdo pelo parasita: octanal, nonanal, B-hidroxietil fenil éter, decanal,
heptadecano e 2-etil-hexil salicilato (MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014a).

1.5 Microextracdo em fase sélida

O sistema de microextracdo em fase sélida (Solid Phase Microextraction —
SPME) para o preparo de amostras foi desenvolvido inicialmente para a
determinacdo de poluentes do ar atmosférico (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990). O
principio da técnica baseia-se na adsorcdo de volateis em polimeros especificos e a
posterior dessor¢ao desses compostos para analise quimica.

Além de ndo envolver o uso de solventes para extracdo das amostras
volateis, o sistema de SPME reduz o tempo de preparacado das amostras e aumenta
a sensibilidade das analises, sendo associado principalmente a detectores de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de Massas (CG-EM) (ZHANG,; LI,
2010) para posterior separacao e identificagdo dos analitos.

A técnica de SPME ¢ realizada por meio de uma fibra de silica protegida
por um tubo hipodérmico e presa a um émbolo (Figura 1). A fibra de silica é
responsavel por adsorver os compostos volateis presentes na amostra, sendo
exposta somente no momento da extracdo da amostra e da injecdo no cromatografo
para analise (VALENTE; AUGUSTO, 2000).
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Os compostos da amostra a ser analisada podem ser extraidos por meio
de extracdo direta ou headspace (mais utilizada). Na extracdo direta a fibra &
colocada em contato direto com a amostra e na extracdo por headspace os volateis
sao extraidos do espaco existente entre a amostra e o local onde a fibra € inserida
(PAWLISZYN, 2012).

Figura 1. Esquema geral de fibra para SPME.

— Embolo
Agulha perfuradora de
septo ~
Agulha de
/ fixacdo da fibra

Fibra de silica

revestida  —a

Adaptado de: SHIREY RE, 2012. SPME Commercial Devices and Fibre Coatings. In: PAWLISZYN J. Handbook of Solid
Phase Microextraction. Elsevier. 4: 99-133.

As fibras de SPME disponiveis comercialmente podem apresentar
diferentes tipos de revestimentos da fibra de silica, cada um com diferentes
caracteristicas (Tabela 1) (SHIREY, 2012; SUPELCO INC., 2017a).

Tabela 1. Caracteristicas dos diferentes tipos de fibras de SPME utilizadas no presente estudo.

Temperatura de dessorcao

Revestimento Espessura Polaridade recomendada (°C)

CAR/PDMS 85 um bipolar 250 - 310
PDMS/DVB 65 pm bipolar 200 - 270
PA 85 um polar 220 - 300
DVB/CAR/PDMS  50/30 pum bipolar 230 -270

CAR: Carboxen™; PDMS: polidimetilsiloxano; DVB: divinilbenzeno; PA: poliacrilato.
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Além dos revestimentos da Tabela 1, também estdo disponiveis
comercialmente fibras revestidas por CAR/PDMS (75 pm), PDMS (7, 30 e 100 pm),
PDMS/DVB (60 um), PEG (60 pm).

Quando o perfil da amostra a ser analisada é desconhecido, diferentes
tipos de fibras devem ser avaliadas para encontrar a mais eficiente na extracao dos
volateis de tal amostra, uma vez que cada um dos revestimentos ird ser mais
compativel com determinadas classes de compostos quimicos (SUPELCO INC.,
2017b).

Com a expansao do uso da técnica de SPME, podem ser obtidas
amostras de compostos volateis de produtos naturais (STASHENKO; MARTINEZ,
2007), de cies (DE OLIVEIRA et al., 2008; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014a), de
urina de camundongos (KWAK et al., 2009) e até mesmo de seres humanos
(GALLAGHER et al., 2008; DORMONT et al., 2013).

Para insetos hematofagos, a técnica de SPME ja foi empregada para a
identificacdo de compostos presentes nas fezes de Cimex lectularius (OLSON et al.,
2015), em glandulas de Triatoma dimidiata (MAY-CONCHA et al., 2015) e de
Triatoma infestans (GONZALEZ AUDINO et al., 2006).

Em outras classes de insetos, a SPME foi utilizada principalmente para
avaliacdo de volateis de pragas agricolas, tais como para a andlise quimica da
secrecao adesiva de Nicrophorus vespilloides, Nicrophorus nepalensis, Sagra
femorata e Gromphadorhina portentosa (GERHARDT et al., 2016) e de Schistocerca
gregaria (REITZ et al., 2015), identificacdo de ferombnios sexuais de Ancistrotermes
dimorphus (WEN et al., 2015) e de Eurytoma amygdali (MAZOMENOS et al., 2004),
ferombnio de agregacdo de Diocalandra frumenti (VACAS et al.,, 2016) e de
feromonio de Heliothis virescens e Heliothis subflexa (LIEVERS; GROOT, 2016).
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1.6 Justificativa

Como salientado anteriormente, para culicideos, transmissores de
Plasmodium spp, os dados de literatura apontam para uma maior atratividade dos
hospedeiros infectados. Para os flebotomineos e Leishmania spp, somente trés
artigos tratam desse assunto: dois com hamsters infectados e outro com pelos de
cées infectados ou néo.

No entanto, tais trabalhos envolvendo flebotomineos e hospedeiros
infectados foram realizados com Lu. longipalpis e L. infantum chagasi, que sdo o
vetor e 0 agente etioldgico da leishmaniose visceral, ndo havendo portanto nenhum
conhecimento a respeito da atratividade de hospedeiros infectados por nenhum dos
agentes etiologicos da LTA.

Além da pequena quantidade de estudos sobre o tema, apenas o trabalho
realizado com pelos de cées infectados ou n&o identificou os volateis emitidos pelos
diferentes grupos de céaes, conseguindo inclusive identificar um determinado grupo

de biomarcadores de infeccao.
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CONCLUSOES

Para os testes de atratividade, ndo foi possivel verificar a existéncia de uma
diferenca na atratividade de Ny. neivai frente a hospedeiros n&o infectados e
infectados com L. (V.) braziliensis, tanto nos testes realizados com o0s

camundongos alocados em gaiolas, quanto para os testes no tuboem Y.

Apesar dos resultados ndo demonstrarem diferenca na atratividade de Ny.
neivai frente aos camundongos infectados e néo infectados, dentre os testes
de atratividade foi obtido um melhor resultado para os testes realizados no
tuboemY.

Apos ajuste de diluicdo, ndo foi observada diferenca na quantidade de sangue
ingerido pelas fémeas alimentadas nos camundongos infectados e nao

infectados.

O perfil de volateis apresentado pelos camundongos infectados e nao
infectados ndo demonstrou diferenca entre os compostos presentes nos dois

grupos de animais.
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7 CONSIDERAQ@ES FINAIS

Embora néo fizessem parte dos objetivos iniciais do trabalho, destacamos
algumas padronizacfes que se mostraram necessarias para o desenvolvimento do
mesmo: padronizacdo das metodologias para avaliacdo do volume de sangue
ingerido pelos flebotomineos e avaliacdo do melhor tempo de extracdo da fibra de
SPME assim como o revestimento mais adequado.

Devido ao menor volume ingerido pelos flebotomineos, apos
determinados reajustes na diluicdo inicialmente estabelecida para avaliacdo do
volume de sangue ingerido por culicideos, foi possivel padronizar a metodologia
para avaliacdo do volume de sangue ingerido pelas fémeas de flebotomineos em
cada um dos grupos de camundongos.

Para avaliacdo dos compostos volateis emitidos pelos camundongos
infectados e nao infectados, apds a padronizacdo da metodologia de extracdo de
volateis dos pelos aquecidos de camundongos com auxilio das fibras de SPME foi
possivel estabelecer um tempo de extracdo de 30 minutos e a utilizacdo da fibra
revestida por PDMS/DVB.
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