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‘i; i“ Ministéric da Saude

t FIOCRUZ
Fundacio O lda Cruz

Centra de Pesquisa René Rachou

Programa e Pés-Graduagao am Cidncias da Saude

Ata da décima sexta defesa de dissertagdo de mestrado do Programa de Pds-
Graduagdo em Ciéncias da Saude, da aluna Ana Cristina Bahia Nascimento,
sob a orientagdo da Dr. Paulo Filemon Paolucci Pimenta e co-orientada pela
Dra. Nagila Francinete Costa Secundino.

Aos vinte um dias do més de fevereiro do ano de deois mil e sels, as
guatorze horas, realizou-se no auditorio do Centro de Pesquisa René
Rachou, o exame da décima sexta dissertacdo de mestrade do Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncias da SaGde do Centro de Pesguisa René
Rachou/FIOCRUZ, comc partz dos requisites para a obtengdo do titulo de
Mestre em Cié&ncias - area de concentracdo Biologia Celular e Molecular.
A dissertacdo da aluna Ana Cristina Bahia Nascimento intitula-se
"Microanatomia ultrasstrutural dos oves, larvas e 06rgdos sensoriais de
vetores de Leishmanioses através da microscopia eletrdnica de
varredura”. A banca examinadora foi constituida pelos professores: Dr.
Paulo Filemon Paclucci Pimenta CPgRR/FIOCRUZ (orientador e presidente
da banca), Dr.Reginalde Peganha Brazil - IOC/FIOCRUZ (membro titular),
Dr. Marcelo Gustave Lorenzo - CPgRR/FIQCRUZ (membro titular) e Dr.
Edelberto Santos Dias - CPQRR/FIOCRUZ (membro suplente). Apds arguir a
aluna e considerandc que a mesma demonstrou capacidade no trato do tema
escolhido e sistematizacdc na apresentacdo dos dados, a Banca
Examinadora assim se pronunciou: De acordo com © regulamente do
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias da saude, a aluna foi considerada

APLCUADA . Uma vez encerrado o exame, eu, Paulo

Filemon Paolucci Pimenta, presidente da Banca, assino a presente ata
juntamente com os membros da Banca Examinadecra. Belo Horizonte, vinte e

um de fevereiro de dois mil e seis.
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RESUMO

Lutzomyia intermedia e Lutzomyia whitmani sdo transmissores de leishmanioses no
Novo Mundo e Phlebotomus papatasi € Phlebotomus duboscqi no Velho Mundo. Neste
estudo observamos e comparamos os aspectos morfoldgicos gerais e detalhados dos
ovos e larvas de L. intermedia e L. whitmani. Estudamos também a microanatomia dos
seus orgdos sensoriais nas larvas e nos adultos comparando-as com P. papatasi e P.
duboscqi. Observagdes detalhadas do exocorio dos ovos mostraram que ambas as
espécies L. intermedia e L. whitmani possuem ornamentacdes de cristas ndo conectadas.
Em geral, todas as fases larvais das duas espécies sdo similares. Contudo, algumas
caracteristicas distintas foram observadas, tais como: morfologia do 16bulo anal e
padrao dos poros dos filamentos caudais. As larvas das duas espécies apresentam uma
antena lobular em L;, a qual é trocada para a forma digitiforme em L, que persiste até a
fase L4. Foram visualizados trés tipos de sensilas nas larvas: basicOnica clavada,
celoconica (romba pequena e clavada multiporo) e tricoide (longa, pequena, longa
curva, tipo escova, fracamente escova, longa multiporo). Nas antenas das fémeas das
quatro espécies estudadas foram encontrados cinco tipos de sensilas: celocOnica
(sulcada I, IT e “maos em prece”), tricoide (de ponta fina, de ponta romba e pequena),
caética, escamiforme e campaniforme. Sensilas basiconicas foram encontradas somente
para o género Phlebotomus. Poucas variagdes foram observadas nos tipos de sensilas
das quatro espécies estudadas. Porém, diferengas foram observadas em quantidade e
localizag@o. Diferencas na dimensdo dos segmentos antenais e da sensila caética foram
também encontradas. Poros ou sulcos porosos foram visualizados na superficie dos
filamentos caudais e na sensila celoconica clavada das larvas; e, na sensila caética e
celoconica dos adultos, indicando a funcdo de quimiorecepcdo. Este estudo podera
estabelecer novas bases para a taxonomia desses importantes vetores e podera auxiliar
no direcionamento adequado dos trabalhos de eletrofisiologia e de controle bioldgico

com semioquimicos.



ABSTRACT

Lutzomyia intermedia and Lutzomyia whitmani are able to transmit leishmaniasis in the
New World, and Phlebotomus papatasi and Phlebotomus duboscqi in the Old World. In
this study, we observed and compared the general morphological aspects and the details
of the eggs and larvae of L. intermedia and L. whitmani. We also studied the
microanatomy of their sensory organs in the larvae and adults stages comparing them
with those of P. papatasi and P. duboscqi. Detailed observations of the egg exochorion
showed that both species have ornamentations of unconnected ridges. In general, all
larval phases of the two species are similar. However, we observed some distinct
characteristics, such as: anal lobule morphology and pattern of pores of the caudal
filaments. The larvae of these species showed a lobular antenna in L;, which changed to
the digitiform format in L, and persisted until the L, phase. Three types of sensilla were
visualized on the larvae: clavate basiconic, coeloconic (smaller blunt and multiporous
clavate) and trichoid (long, small, curved long, brush-like and weakly brush —like). On
the antennae of the females of the four studied species we observed five types of
sensilla: coeloconic (grooved I, II and hands-prayer), trichoid (fine tip, blunt tip and
small), chaetic, squame and campaniform. The basiconic sensilla were only found on
the Phlebotomus species. On the four species, few variations were observed on the types
of the sensilla; but, differences were found in quantity and distribution. Differences in
the dimensions of the antennal segments and chaetic sensilla were also found. Pores and
porous grooves were visualized on the surface of the caudal filaments and on the clavate
coeloconic sensilla of larvae; and, on the chaetic and coeloconic sensilla of adults,
suggesting as olfactory function. This study may establish new basis for the taxonomy
of these important vectors and can aid electrophysiology studies and biological control

with semiochemicals.
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1. INTRODUCAO

1.1 Os flebotomineos

Os flebotomineos sdo insetos pertencentes a Ordem Diptera, Sub-ordem Nematocera,
Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae. Sao insetos corcundas, pilosos e muito
pequenos com aproximadamente dois a trés milimetros de comprimento. Possuem varios nomes
vulgares, como: “mosquito-palha”, devido a sua coloracdo amarelada semelhante a palha vegetal;
“asa-branca” e “asa-dura”, por possuirem asas grandes de formato lanceolado que se mantém
eretas durante o pouso; “tatuquira”, devido ao habito de se abrigarem em buracos de tatu;
“arrepiado”, por possuirem o corpo piloso; e “pula-pula”, devido ao vdo do tipo saltitante.

A forma adulta desses insetos vive entre quinze e vinte sete dias em laboratorio (Pessoa &
Martins 1978). Os machos dos flebotomineos sdo exclusivamente fitofagos, enquanto as fémeas,
além de ingerirem seiva vegetal, sdo hematofagas. O sangue ingerido pelas fémeas ¢ uma
importante fonte de proteinas necessaria para a maturagdo dos seus odcitos. Além disso, os
carboidratos servem como fonte de energia inclusive podendo atuar no desenvolvimento e na
infectividade da Leishmania no tubo digestivo dos insetos vetores (Jacobson & Schlein 2001). As
fémeas estdo aptas a hematofagia podendo realizar o repasto sangiliineo apos o segundo dia de
vida, tanto de sangue humano quanto de animais. Algumas espécies de flebotomineos sdo
oportunistas ¢ invadem o peridomicilio e o intradomicilio, podendo ter uma intima associagao
com o homem e com os seus animais. De acordo com Neves et al. (1995), das mais de 350
espécies de Lutzomyia conhecidas, pelo menos 12 estdo adaptadas a situacdes domésticas e
peridomésticas.

Os flebotomineos possuem uma ampla distribui¢do geografica, podendo ser encontrados
principalmente nas zonas temperadas ao nivel do mar; como também em elevadas altitudes tendo
como exemplo de ocorréncia a 3.300m na cordilheira dos Andes (Forattini 1973). A maioria das
espécies de flebotomineos ¢ encontrada em ambientes silvestres, normalmente em areas florestais
e rochosas. Esses insetos estdo adaptados a sobreviverem em abrigos umidos e escuros
normalmente em condi¢des de alta umidade e temperaturas moderadas. Em geral, tornam-se
ativos no inicio do crepisculo quando saem desses abrigos visando a obtencdo de sangue,
podendo persistir nessa busca ao longo de toda a noite, porém algumas espécies sao diurnas. Suas
atividades sao fortemente influenciadas por variagdes climaticas como as chuvas, os ventos, as

oscilacdes de temperatura e o ciclo lunar (Sherlock et al. 1996, Tapia et al. 1996).
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Os flebotomineos possuem uma grande importancia médica. Sao os vetores de arbovirus,
bartonelas e exclusivos de varias espécies de Leishmania que ocasionam respectivamente, as
arboviroses, as bartoneloses e principalmente as leishmanioses. A picada desse inseto ¢
extremamente dolorosa e pode ocasionar dermatose nos individuos mais sensiveis. Os
flebotomineos estdao distribuidos em dois géneros de importancia médica e veterinaria: o género
Phlebotomus, transmissores no Velho Mundo e o género Lutzomyia no Novo Mundo. Em 1990,
Killick-Kendrick revisando trabalhos da literatura incriminou como vetoras onze espécies de
flebotomineos do Velho Mundo e oito espécies do Novo Mundo dentre as 700 espécies descritas
em todo o globo. Trabalhos posteriores excluiram e outros incluiram novas espécies de
flebotomineos como vetoras. Recentemente, destas 700 espécies relatadas, cerca de 70 espécies ja

estdo incriminadas ou consideradas suspeitas de transmitir Leishmania (Marcondes 2001).

1.2 As leishmanioses

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (WHO) (2005), a leishmaniose esta entre as
seis doengas infecto-parasitarias de maior importancia. E considerada doenga endémica em 88
paises e esta dispersa em 5 continentes, Africa, Asia, Europa, América do Norte e América do
Sul. Acredita-se que 12 milhdes de pessoas encontram-se afetadas por essa doenca e que 350
milhdes estdo sob risco de contrai-la (Dejeux 1992, WHO 2005). Possui uma incidéncia anual de
1-1.5 milhao de casos de leishmaniose cutanea e 500.000 casos de leishmaniose visceral (Dejeux
2001). Mais de 90% das leishmanioses cutaneas ocorrem no Ird, Afeganistdo, Siria, Arabia
Saudita, Brasil e Peru; e mais que 90% da leishmaniose visceral ocorre em Bangladesh, Brasil,
india e Suddo (WHO 2005). Nas Américas encontra-se amplamente distribuida desde o Texas até
o norte da Argentina, ndo havendo relato apenas no Chile, Uruguai e Canada. No Velho Mundo,

as leishmanioses encontram-se distribuidas no Sul da Europa, na Asia (exceto no sul), no Oriente

Médio e na Africa (particularmente no leste e norte) (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/

Leishmaniasis.htm).

No Brasil, as leishmanioses vém se expandindo e crescendo a cada dia, particularmente
nos ultimos 20 anos, associando-se a altas taxas de mortalidade (Brandao-Filho et al. 1999). As
leishmanioses encontram-se distribuidas em 17 dos 27 estados brasileiros, com uma alta
incidéncia na regido Nordeste, seguida pelas regides Sudeste, Norte e o Centro-Oeste.

As leishmanioses sdo doencas infecciosas € nao contagiosas, resultantes de uma infecc¢ao

por protozoarios pertencentes ao género Leishmania. O género Leishmania engloba parasitos
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pertencentes ao Filo Sarcomastigophora, Sub-filo Mastigophora, Ordem Kinetoplastida e Familia
Trypanosomatidae. O género Leishmania ¢ dividido em dois subgéneros: Viannia e Leishmania
(Lainson & Shaw 1987, Shaw 1994). O subgénero Viannia encontra-se distribuido nas regioes
tropicais do Novo Mundo e reune as espécies de Leishmania do complexo Leishmania
braziliensis, dentre elas, a Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Viannia) panamensis e Leishmania (Viannia) peruviana. O subgénero Leishmania
pode ser encontrado em todo o mundo distribuido em distintos complexos: 1 - Complexo
Leishmania mexicana agrupa as espécies: Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania
(Leishmania) pifanoi e Leishmania (Leishmania) amazonensis; 2 - Complexo Leishmania
donovani agrupa as espécies: Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania (Leishmania)
infantum e Leishmania (Leishmania) chagasi; 3- Complexo Leishmania tropica agrupa as
espécies: Leishmania (Leishmania) tropica, Leishmania (Leishmania) aethiopica e Leishmania
(Leishmania) major.

A Leishmania apresenta apenas duas formas durante o seu ciclo vital: a forma amastigota
e a promastigota. A forma amastigota ¢ ovoide, sem flagelo aparente e ¢ encontradas dentro de
células do sistema monocitico fagocitario (os macrdfagos dos hospedeiros vertebrados). A forma
promastigota ¢ altamente modvel, alongada e com flagelo aparente podendo ser classificada em
sub-tipos: prociclico, nectomona, haptomona, paramastigota e metaciclico segundo a
classificagdo de Lawer (1990). Estes sub-tipos multiplicam e se desenvolvem dentro do tubo
digestivo do vetor. Contudo, em meio de cultura, somente € possivel diferenciar os promastigotas
em duas formas: prociclicos e metaciclicos.

Nas areas endémicas, as leishmanioses ocorrem em focos que possuem uma fonte natural
de infeccdo (reservatorios animais) e flebotomineos vetores vivendo sob as condigdes de
proximidade espacial, o que possibilita que o parasito seja transferido continuamente entre eles
(Rojas et al. 2004). O homem ndo possui um papel significante como parte do sistema de
reservatdrios, mas meramente atua como hospedeiro acidental (Ashford 1996). Segundo Ashford
(1996), os reservatorios de infeccdo sdao definidos como sendo um sistema ecologico no qual o
agente infeccioso sobrevive persistentemente. Os reservatorios podem ser do tipo: a) primarios -
responsaveis pela manutencao da transmissao endémica do parasito; b) secundarios - importantes
para a circulagdo e a reprodu¢do do parasito, porém sao incapazes de manter o ciclo enzodtico; e
¢) acidentais - nao possuem um papel no ciclo de transmissao do parasito (Shaw 1988, Reithinger

& Davies 1999).
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Ocorreram aumentos significativos no nimero de casos em todo o mundo nas areas
endémicas de leishmaniose. Este acréscimo estd potencialmente relacionado aos fatores que
afetam as interagdes naturais entre parasito-vetor-reservatorio e estd também associado as
mudan¢as no meio ambiente ocasionadas pelo homem. Alguns fatores que acarretam este
aumento sdo: 1) o desmatamento que resulta na diminui¢do dos ambientes silvestres, levando a
invasdo e proliferacdo de vetores no ambiente doméstico; 2) a adaptacdo do vetor ao ambiente
doméstico e as mudangas climaticas drasticas que podem levar a um aumento e extensao dos
focos da doenga; 3) as migragdes humanas urbano-rurais tais como os projetos agroindustriais
que trazem pessoas ndo imunes para area endémica; 5) doengas imunossupressoras como a AIDS;
e finalmente, 6) reducdo das estratégias de controle especificas e de campanhas de intervengao
para outras doencas infecciosas como a malaria (Falqueto et al. 1991, Sherlock et al. 1996, Gratz
et al. 1999, Reithinger & Davies 1999, Campbell-Lendrum et al. 2001, Dejeux 2001, Rispail et
al. 2002, Travi et al. 2002, WHO 2002).

1.3. Vetores da leishmaniose cutinea

Através de estudos epidemioldgicos e experimentais, algumas espécies de flebotomineos
sdo incriminadas ou sugeridas como transmissoras da leishmaniose cutdnea. Para que uma
espécie de flebotomineo seja incriminada como vetora, ¢ necessario que ela apresente: a) alto
grau de sinantropia; b) isolamento repetido da Leishmania; c¢) a mesma espécie de Leishmania
seja encontrada em pacientes; d) comportamento alimentar nos mamiferos hospedeiros
(reservatdrios) de areas endémicas; e) capacidade de suportar o desenvolvimento da Leishmania;
f) capacidade de transmiti-la pela picada a um novo hospedeiro vertebrado (Killick-Kendrick

1990).

1.3.1 Importantes vetores no Novo Mundo

No Novo Mundo, L. intermedia e L. whitmani sdo consideradas transmissoras da
leishmaniose cutdnea em varias regides do Brasil, do Paraguai e da Argentina (Rangel et al. 1984,
Hashiguchi et al. 1992, Salomoén et al. 2001a, 2001b). Sao espécies altamente antropofilicas e
abundantes, além de ja terem sido encontradas naturalmente infectadas por Leishmania
braziliensis (Rangel et al. 1984, Killick-Kendrick 1990, Pereira & Hoch 1990, Hashiguchi et al.
1992, Miranda et al. 2002).
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As duas espécies sdo espécies muito proximas e relacionadas (Mazzoni et al. 2002).
Pertencentem ao subgénero Nyssomyia, o qual ¢ caracterizado por apresentar os seguintes
caracteres taxondmicos: a soma do quinto e do quarto articulo dos palpos maior do que o terceiro
articulo; cibario apresentando cinco a seis pares de dentes horizontais, estiletiformes discretos e
bem separados; terminalia do macho menor ou igual ao comprimento do torax, em geral sem tufo
de cerdas no gonocoxito; e espermatecas (6rgao para estocagem de esperma) aneladas (Young &
Duncan 1994, Marcondes 2001).

Barreto (1941), através da microscopia Optica, verificou que os ovos, as larvas e as pupas
de L. intermedia e L. whitmani sdo morfologicamente similares, sendo impossivel distinguir os
seus estagios imaturos. Devido a esse fato e por serem encontradas co-existindo em algumas
localidades, estas duas espécies podem ser confundidas e identificadas como sendo uma unica
espécie. Forattini (1973) estudou as formas adultas (machos e fémeas) e estabeleceu diferencas

que sdo utilizadas na taxonomia para diferenciar essas duas espécies simpatricas.

Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia (Lutz and Neiva 1912)

Possui uma ampla distribuicdo na América do Sul sendo encontrada desde o norte da
Argentina, Paraguai e Brasil (Para, Piaui, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Sul,
Bahia, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Sdo paulo, Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Goias, Tocantins) (Rangel & Laisson 2003). Essa espécie
habita florestas primitivas e de formagao secundaria encontrando-se adaptada a borda das matas e
aos ambientes modificados (Rey 1991). Sua captura pode ocorrer tanto no peridomicilio quanto
no domicilio (Miranda 1998, Souza et al. 2002).

De acordo com Forattini (1973) e Young & Duncan (1994) (Fig. 1A), a fémea da espécie
L. intermedia possui espermateca com corpo segmentado dotado de cabega volumosa, com
aproximadamente dez anéis sub-iguais formando um conjunto distinto em relacdo ao duto
individual, com o qual se continua ap6s uma brusca transi¢do. Os dutos individuais sdo cerca de

duas vezes mais longos do que o corpo e o duto comum ¢ praticamente inexistente.

Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani (Antunes and Coutinho 1939)

Apresenta uma distribui¢ao vasta pela América do Sul (Brasil, Peru, Paraguai ¢ Guiana

Francesa). No Brasil é encontrado (Acre, Rondonia, Pard, Maranhdo, Ceara, Paraiba,
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Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sergipe, Alagoas, Bahia, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul
Tocantins, Goids, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parana, Rio Grande do Sul (Rangel
& Laisson 2003), sendo abundante em areas de transmissdo da leishmaniose cutanea. Essa
espécie possui habito silvestre invadindo pouco o ambiente intradomiciliar (Neves et al. 1995,
Souza et al. 2002). E comumente encontrada em locais onde as florestas primarias foram
destruidas, o que os leva a invadir o peridomicilio (Miranda 1998). Além de ser uma espécie
vetora da L. braziliensis no Brasil, no estado da Bahia ¢ também considerada responsavel pela
transmissdo da L. amazonensis (Barral et al. 1991, Neves et al. 1995), ¢ tem sido finalmente
considerada vetora da L. guyanensis no Pard e na Guiana Francesa.

Segundo Forattini (1973) e Young & Duncan (1994) (Fig. 1B), a fémea de L. whitmani
possui espermateca com corpo segmentado, cabeca volumosa e anéis desigualmente
desenvolvidos que decrescem da regido distal para o duto sem transicdo brusca. Os dutos
individuais possuem trés a quatro vezes o comprimento do corpo e o duto comum ¢ praticamente

inexistente.

1.3.2 Importantes vetores no Velho Mundo

No Velho Mundo, Phlebotomus duboscqi € Phlebotomus papatasi sdo espécies vetoras da
L. major causadora da leishmaniose cutanea (Dedet et al. 1978, Beach et al. 1984, Killick-
Kendrick 1985, Grebe-Michael et al 1993, Hanafi et al. 1998, Mukhopadhyay & Ghosh 1999) e
pertencentes ao subgénero Phlebotomus. Este subgénero engloba apenas quatro espécies: P.
duboscqi, P. papatasi, Phlebotomus salehi ¢ Phlebotomus bergeroti, as quais sdo relacionadas
morfologicamente (Rispail & Léger 1998). As fémeas de P. papatasi e P. duboscqi sao
semelhantes ¢ morfologicamente indistinguiveis exceto por algumas pequenas diferencas
estruturais. Madulo-Leblond et al. (1991) e Pesson et al. (1994) encontraram diferencas na
armadura faringeal e na forma da espermateca, as quais foram confirmadas por andlise

isoenzimatica e pela inexisténcia de entrecruzamentos.

Phlebotomus (Phlebotomus) papatasi (Scopoli 1786).

Este vetor possui uma distribuicdo ampla no Velho Mundo estendendo-se desde o leste
europeu até a India. E uma espécie estabelecida como agente transmissor da leishmaniose

cutanea na antiga Unido soviética, [ra, Arabia Saudita, Egito e Tunisia (Killick-Kendrick 1985,
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revisdo Killick-Kendrick 1990, Hanafi et al. 1998). Essa espécie tem se difundido e se tornado
abundante em areas urbanas na Italia (Maroli & Bettini 1997).

De acordo com Madulo-Leblond (1991) e Pesson et al. (1994), a armadura do atrio genital
dessa espécie ¢ formada por uma faixa estreita, com largura constante, de espinhos agrupados
principalmente de dois a quatro com, ocasionalmente, um unico espinho. Os espinhos sdo
pequenos e fortes e possuem depressoes porosas em sua extremidade. A sua espermateca tem um

corpo segmentado formado por oito a dez anéis de altura similar e cabega cilindrica (Fig. 1C).

Phlebotomus (Phlebotomus) duboscqi (Neveu-Lemaire 1906)

Encontra-se distribuido na Africa Central e Ocidental e no sul do Saara. E uma espécie
estabelecida como sendo agente transmissor da leishmaniose cutdnea em vdrios paises,
particularmente, na Tunisia e na Etidpia e ainda sendo suspeita de transmissdo no Senegal e no
Kénia (Dedet et al. 1978, Beach et al. 1984, revisao Killick-Kendrick 1990, Grebe-Michael et al.
1993).

De acordo com Madulo-Leblond (1991) e Pesson et al. (1994), a armadura do atrio genital
dessa espécie ¢ formada por uma faixa estreita de espinhos agrupados principalmente de trés a
cinco nao arranjados em um simples padrao. A largura dessa faixa ndo ¢ constante, sendo as
extremidades mais largas do que o centro. Os espinhos sdo grandes, delgados e flexiveis e nao
possuem depressdoes porosas em sua extremidade. A espermateca tem um corpo segmentado
formado por oito a dez anéis de altura similar e uma cabeca dilatada em forma de tulipa (Fig.

D).
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Fonte: Young & Duncan (1994)

Fig. 1: Espermatecas dos flebotomineos L. intermedia (A), L. whitmani (B), P. papatasi (C) e P. duboscqi (D).
Observe as cabegas das espermatecas, os seus anéis e os dutos individuais que se unem em um unico duto, o duto

comum.
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1.4 Descricao dos estagios imaturos dos flebotomineos

Os flebotomineos sdo insetos holometabolos, isto €, sdo insetos que possuem
metamorfose completa. O seu ciclo de vida ¢ constituido por quatro fases de desenvolvimento:
ovo, larva, pupa e adulto. A duragdo de cada estagio varia de acordo com a espécie e com as
condigdes ambientais a que estdo submetidos. A diapausa (parada do desenvolvimento),
fenomeno que acontece quando as condigdes ambientais ndo sdo apropriadas, pode retardar o
ciclo de vida desses insetos (Forattini 1973). As formas imaturas possuem habito terrestre e
encontram-se incluidas no grupo dos midobiontes, pois se desenvolvem em locais ricos em
matéria organica em decomposi¢ao (Forattini 1973).

Trés a oito dias apds a alimntagdo sangiiinea, as fémeas depositam algumas dezenas de
ovos em local terrestre imido e protegido da luz. Num periodo de quatro a dez dias, os ovos
eclodem e entdo, emergem as larvas de primeira fase. As larvas alimentam-se de matéria
organica e tornam-se mais ativas a medida que se desenvolvem. Apds as quatro fases que duram
entre trinta e sessenta dias, as larvas L4 eliminam o conteudo gastrintestinal e se fixam a um
substrato transformando-se em pupa. A forma adulta emerge entre sete a vinte dias através de
uma fenda longitudinal mediana ao longo do dorso da pupa. Geralmente, o ciclo de vida dos
flebotomineos dura em meédia um a dois meses (Pessoa & Martins 1978, Miranda 1998,

Marcondes 2001).

1.4.1 Os ovos

Durante a oviposi¢ado realizada pela fémea dos flebotomineos, os ovos depositados fixam-
se a um substrato através da aderéncia de uma substancia viscosa que os recobre e que foi
secretada pela glandula acessoria (Forattini 1973). A coloragdo dos ovos logo apos a postura ¢
esbranquigada, tornando-se de amarronzada a preta cerca de vinte e quatro horas apos a sua
postura. Quando se aproxima o momento da eclosdo, os ovos tornam-se mais claros e turgidos e a
ornamentacao do exocorio torna-se mais evidente (Barreto 1941). A saida da larva se da através
de uma fenda longitudinal no ovo que ¢ produzida pelo 6rgao perfurador localizado na cabeca da
larva de primeira fase, onde emerge primeiro a cabeca e depois o corpo (Secundino & Pimenta
1999).

O cério dos ovos dos flebotomineos ¢ constituido de duas camadas: uma camada interna

ou envelope vitelinico que envolve o embrido, chamada de endocério; e uma externa, o exocorio,
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secretadas pelo epitélio folicular (Clements 1963). O exocdrio ¢ ainda subdividido em: uma fina
camada interna, uma intermedidria porosa e uma camada externa, a qual, geralmente, apresenta
ornamentacdes. Nos estagios finais da embriogénese, pode-se observar a presengca de uma
cuticula serosa abaixo do endocoério, a qual € secretada pela serosa do embrido (Fig. 2) (Clements
1963). Essas camadas sdo consideradas fundamentais para o perfeito desenvolvimento do
embrido, sendo fundamentais para a troca de gases envolvidos na respiragao e protecdo mecanica
dos ovos. O padrao de ornamentagao da ultima camada do exocorio dos ovos de flebotomineos
vem sendo estudado e utilizado como parametro taxondmico para diferenciar género e espécie
(Zimmerman et al. 1977, Endris et al. 1987, Rogo et al. 1992, Feliciangeli et al. 1993, Ghosh &
Bhatacharya 1993, Enrique Perez & Ogusuku 1997, Fausto et al. 2001, Almeida et al. 2004).

exocorio

endocdrio 1] I:' *:I 7

cuticula serosa

oviposi¢ao eclosdo

Fonte: Clements 1963

Fig. 2: Seccdo das camadas do ovo. A. Camadas do ovo mostrando o exocdrio, endocoério e a cuticula serosa; B.

Ornamentag¢des do exocorio.

Em 1975, Ward & Ready agruparam os padroes de ornamentagdo dos ovos dos
flebotomineos em trés grandes grupos: poligonal, estrias paralelas e montanhoso ou tipo vulcao.
Endris et al. (1987) sugeriram que a divisdo das estrias paralelas fosse subdividida em conectadas
e ndo conectadas. Fausto et al. (1992) acrescentaram o padrdo regular e Feliciangeli et al. (1993)
o padrao eliptico. Enrique Perez & Ogusuku (1997) sugeriram mais dois padrdes, o verruculoso e
disperso. Almeida (2004) acrescentou os padrdoes de estrias paralelas ndo conectadas com
tubérculos entre as estrias, estrias paralelas conectadas com poucas conexdes, combinagdo de

estrias paralelas conectadas com a reticular e combinagao das estrias paralelas duplas conectadas
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com a reticular. Atualmente existem doze categorias para a ornamentagdo do exocorio dos ovos

dos flebotomineos.

1.4.2 As larvas

As larvas dos flebotomineos sdo claras, vermiformes, com cépsula cefalica escura e
esclerotinizada. Desenvolvem-se em ambiente terrestre e necessitam de muita umidade, pouca luz
e abundancia de matéria organica para seu desenvolvimento, pois se alimentam vorazmente.
Segundo Leite & William (1996, 1997). As larvas s6 param de comer antes das ecdises,
retornando a se alimentarem mais ou menos duas horas apds, tempo no qual ocorre o
endurecimento do exoesqueleto e das suas pecas bucais. Em cada muda, a larva procura um local
solido e se fixa ao substrato. A emergéncia da larva ocorre através de uma fenda longitudinal
dorsal e mediana entre a cabeca e o térax com o auxilio de movimentos peristalticos.

As quatro fases larvais sdo muito semelhantes, porém diferem significantemente em
tamanho e pela presenca de um par de filamentos caudais nas larvas de primeira fase e dois pares
nas demais fases. A larva de primeira fase ¢ a de menor tamanho e a de quarta fase, ou seja,
ultima fase antes da pupacdo, a de maior tamanho. O corpo das larvas encontra-se coberto por
cerdas, totalizando entre 160 a 210 cerdas em toda sua extensdo (Barreto 1941). Ele ¢ dividido
em doze segmentos, sendo trés segmentos toracicos: protérax (com aparéncia de dois), meso e
metatorax; e nove segmentos abdominais (Fig. 3) (Leite & William 1997). Os dois ultimos
segmentos abdominais sdo bastante diferenciados dos demais. O oitavo (pentltimo segmento) ¢é
mais achatado e como o ultimo ndo apresenta pseudoperna. O nono (ultimo segmento) ¢ o mais
diferenciado de todos. E um 6rgio de locomogdo acessorio e é também responsavel pela fixagdo
das larvas antes das mudas e na fase prepupal. E formado por dois lobos: o lobo caudal dorsal e o
anal ventral. O lobo caudal ¢ subdividido em dois l6bulos caudais que sustentam as cerdas
caudais. O lobo anal ¢ protratil e dependente da fase de movimentacao da larva e de seu estado de

evacuacao (Barreto 1941).
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Segmentos corporais

Toracicos Abdominais

Filamentos
caudais

Lobo caudal

Lobo anal

Fig. 3: Aspecto geral representativo para todas as fases larvares de flebotomineos mostrando a cabeca e os segmentos

corporais (toracicos e abdominais). No ultimo segmento abdominal podem ser observados o lobo caudal e o anal.

1.4.3 As pupas

As pupas possuem uma colora¢do amarelada tornando-se um pouco mais escura a medida
que se aproxima a eclosdo. Esta ¢ a fase mais resistente as variagdes de temperatura e ¢ a fase
imovel do ciclo, pois as pupas ndo se alimentam e nem se locomovem, exceto com movimentos
bruscos de flexdo e extensdo quando sdo estimuladas (Forattini 1973). Ficam fixas ao substrato
em posicao ereta pela parte posterior da extvia da larva. A pupa dos flebotomineos possui uma
fina cobertura de espiculas e o seu corpo ¢ dividido em cefalotérax (cabega, protérax, mesotdrax
e metatdrax) e abdomen com nove segmentos (Fig. 4). Este estagio esboca varias estruturas do

novo inseto, tais como as asas, as antenas, as patas e¢ os olhos (Marcondes 2001).

Pernas
Exuvia larval

Antena

Cefalotorax Abdomen

Fig. 4: Aspecto geral da pupa de flebotomineo mostrando a divisdo em cefalotorax e abdomen, a exuvia da larva de

quarta fase e estruturas do futuro flebotomineo como pernas, asas ¢ antenas.
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1.5 O avanco dos estudos das formas imaturas

Poucos flebotomineos tiveram os seus estagios imaturos estudados no passado, devido a
dificuldade de obté-los no meio natural. Porém, a partir da década de 70, com o sucesso na
criacdo e colonizacdo desses insetos em laboratdrio, houve um aumento significativo nesses
estudos.

Os estudos pioneiros das formas imaturas dos flebotomineos foram realizados através da
microscopia Optica que era a ferramenta comumente utilizada, como visto em Barreto (1941) e
em Ward (1972). Ward & Ready (1975), utilizaram a microscopia eletronica de varredura (MEV)
para descrever os detalhes da ornamentagao dos ovos de 13 espécies de flebotomineos brasileiros.
Logo em seguida, trabalhos utilizando a mesma técnica tornaram-se mais freqiientes. Killick-
Kendrick et al. (1989) descreveram os estagios imaturos do Phlebotomus tobbi. Leite et al. (1991)
descreveram a pupa de L. longipalpis e Leite & William (1996 e 1997) descreveram a 1* ¢ a 4°
fase das larvas desta mesma espécie. Secundino & Pimenta (1999) revelaram detalhadamente os
caracteres morfologicos de todos os estagios do desenvolvimento de L. longipalpis.
Recentemente, Almeida et al. (2004) descreveram a ornamentagdo dos ovos de sete espécies de

flebotomineos encontradas na América do Sul.

1.6 Os orgaos sensoriais dos insetos

Os insetos sdo altamente moveis, abundantes e estdo diversamente distribuidos, estando
adaptados as mais variadas e surpreendentes condicoes de vida, podendo possuir diferentes
habitats em seus estagios de desenvolvimento. Ha insetos terrestres, subterraneos, aquaticos;
alguns que vivem e se reproduzem em galerias abertas, outros nas areias escaldantes dos desertos,
em geleiras e em charcos. Diversas especializagdes, como por exemplo, os receptores sensoriais
foram se desenvolvendo em insetos possibilitando-os explorar esta grande diversidade de habitats
e estilos de vida. O sistema nervoso dos insetos ¢ formado por trés sistemas interconectados: um
cérebro localizado na cabeca, um ganglio subesofagico ligado ao cérebro e um corddo nervoso
ventral que se estende na direcdo posterior. O sistema nervoso atua em quatro eventos
seqlienciais: a) recepcao do estimulo pelos receptores sensoriais € a passagem para o sistema
sensorial periférico; b) decodificagao e integracao da informacgao recebida pelo sistema nervoso;

¢) ativagdo de um sistema eferente apropriado; e d) resposta do individuo (Mclver 1982).
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Os receptores sensoriais permitem aos insetos monitorar adequadamente e
especificamente os estimulos do ambiente externo e monitorar constantemente o seu estado
interno coordenando assim as fungdes como um todo (Zacharuk 1985, Zayed et al. 2002).

A maioria dos 6rgdos sensitivos (sensilas) dos insetos encontra-se principalmente na
parede do corpo sendo a maioria de tamanho microscdpico. Possuem diferentes localizagdes,
formas e fung¢des determinadas de acordo com os habitos de cada inseto e conseqiientemente pela
exposicao a diversidade de estimulos existentes. As sensilas sdo responsaveis pela recepgao da
energia do estimulo e pela transformagdo dessa informag¢do em forma de impulsos nervosos. As
sensilas sdo 6rgdos cuticulares pequenos formados por trés elementos: uma estrutura cuticular;
células sensoriais, isto €, um ou mais neurdnios bipolares; e células acessorias (Chapmam 1998)
(Fig. 5). De acordo com esse mesmo autor, as células acessorias sao formadas por trés tipos de
células: uma célula do tipo glial (célula tecdgena) que forma um envelope em torno das células

sensoriais e duas outras células, as tricdgena e tormdgena, que circundam esta ultima.

Linfa do receptor

Dendritos
distais

Base do pélo

Exocu?i(?ula
Endocuticula

Bainha do dendrito
Cavidade de linfa do receptor

Regido
ciliar

Célula tecdgena

Dendritos
proximais

Célula tricégena
Célula tormdgena
Soma

Célula epitelial

Fonte: Chapam (1998)

Axonios Lamina basal

Fig 5: Desenho da estrutura de uma sensila.
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A composi¢ao celular das sensilas € surpreendentemente uniforme em contraste com a sua
funcionalidade fisiologica extremamente variavel (Keil 1997a). Nos artrépodes, as sensilas sdao
responsaveis pelo reconhecimento dos estimulos envolvidos na alimentacao, agregacao, copula,
foresia e parasitismo (Chapmam 1998). Podem perceber diversos estimulos como odores,
temperatura, umidade, estimulos mecanicos, didéxido de carbono, gravidade, radiagdo
infravermelha e ondas sonoras (Hallberg & Hansson 1999). Diferentes sensilas, geralmente,
respondem a diferentes estimulos do meio ambiente. Porém, uma mesma sensila pode ser capaz
de responder a mais de um estimulo.

Nos insetos que apresentam morfologia completa (holometabolos), os estagios imaturos e
os adultos tém estilos de vida e aspectos morfoldgicos completamente diferentes. Portanto, os
seus Orgaos sensoriais podem também ser completamente diferentes ou apresentarem poucas
similaridades (Keil 1999). Por exemplo, em contraste com os adultos, nas larvas os olhos sdo
freqlientemente reduzidos ou ausentes, as antenas sdo pequenas e constituidas por um simples
segmento ou sdo ausentes.

Os estagios imaturos, devido a sua restricio de habitat, mobilidade, necessidade de
desenvolvimento e crescimento rapido, utilizam a gustagdo como principal modalidade sensorial
seguida pela olfacdo a curtas distancias (Zacharuk & Schields 1991). Além destes sentidos,
utilizam as sensilas mecanoreceptoras, as termoreceptoras e as higroreceptoras para a deteccao
das condi¢des ambientais, monitoramento visual para a orientacao e prote¢ao. Os insetos adultos
utilizam as sensilas para o encontro de um parceiro potencial, sitios de oviposi¢ao adequados, de
comida, para detec¢cdo de niveis de temperatura e umidade adequados, para orientacdo e protecao
(Zacharuk & Schields 1991). Os odores emitidos por estas fontes sdo importantes pistas para a
orientagdo desses insetos. Estes odores podem ser detectados tanto a longas distancias (olfagdo)
quanto a curtas distancias (gustacao). De acordo com Mclver (1982), 93% dos neurdnios das
antenas de Aedes aegypti e 85% das de Anopheles stephensi carreiam informagdes de odores,
identificando uma grande variedade de odores no ambiente. Contudo, a orientagcdo desses insetos
também pode envolver estimulos visuais e estimulos auditivos. Além desses sentidos, a
percep¢ao de mudangas na temperatura e umidade ¢ muito importante para a fémea no
monitoramento do ambiente ao seu redor, para o encontro de sitios de oviposi¢do adequados e
para a procura do seu hospedeiro.

Dentre os sentidos dos insetos adultos destaca-se a olfagdo como o mais importante, sendo
em alguns a principal modalidade sensorial. Nos adultos, a olfagdo ocorre tanto a curta como a

longas distancias, devido a grande capacidade de dispersdo dos adultos (Zacharuk & Schields
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1991). Alguns insetos podem distinguir entre diferentes odores, misturas complexas destes e
odores intermitentes. A antena ¢ o 6rgao sensorial mais importante do inseto possuindo sensilas
olfatérias, gustativas, mecano-, higro- e termoreceptoras, além de algumas sensiveis ao dioxido

de carbono (Zacharuk 1985).

1.6.1 A classificagdo das sensilas

As sensilas podem ser classificadas através dos estimulos detectaveis, sendo divididas em:
a) termo-higroreceptoras: capazes de detectar calor e umidade; b) quimioreceptoras: possuem
poros capazes de detectar moléculas na fase liquida e gasosa, sendo subdivididas em gustativas e
olfativas; c) mecanoreceptoras: recebem estimulos por contato fisico, sons, ar em movimento;
sendo subdivididas em: cl) exteroceptores: recebem estimulos do ambiente; c2) proprioceptores:
recebem estimulos mecanicos de partes do seu proprio corpo.

Altner (1977) propds um sistema de classificagdo através da presenca e auséncia de poros,
sendo entdo divididas em trés grupos: a) sem poros; b) sensilas com poros que podem ainda ser
subdivididas em: bl) poro terminal; b2) com poros na parede, sendo com uma Unica parede ou
dupla parede.

As sensilas podem ser classificadas através da sua distribuicdo, estrutura cuticular,
comprimento, presenga ¢ numero de poros e de sulcos na haste, localizagdo dos poros e a
natureza dos seus estimulos. Porém, a classificacdo das sensilas mais aceita e atual para insetos ¢
fundamentada na morfologia cuticular e sustentada por estudos de ultra-estrutura e
eletrofisiologia (Hallberg & Hansson 1999, Mitchell et al. 1999).

Entretanto, a nomenclatura tradicional citada por Zacharuk (1985) e Keil (1999) leva em

consideragao mais caracteres para definir os tipos mais comuns de sensilas (Fig. 6), tais como:

a) Sensila tricoide — € uma sensila com pélo longo, setiforme, de largura e didmetro variados,
baixo nimero de células sensoriais (1 a 3), normalmente com dendritos nao ramificados, cuticula
comparativamente grossa. Pode apresentar uma grande densidade de poros, encaixe nao flexivel

(quimioreceptora) ou apresentar encaixe flexivel (mecanoreceptora ou sensila gustativa).

b) Sensila basiconica — € basicamente um pélo tricoide reduzido em comprimento que possui uma

forma de estaca, cone ou papila; um nimero variavel de células sensoriais (1 a 50), com dendritos
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ramificados e uma cuticula delgada com alta densidade de poros. Possui as mesmas fun¢des da

sensila tricdide além de poder ser higroreceptora.

c¢) Sensila placdide — € uma sensila com um numero variavel de células sensoriais (2 a 50), com

dendritos ramificados; e esta situada sob uma placa cuticular oval e fina com numerosos poros.

d) Sensila ampuliforme — ¢ um gancho com parede fina que possui sulcos inervados por um ou
mais neurdnios sensiveis ao CO,, situado na base de um longo canal; muito parecida com a

sensila celocoOnica.

e) Sensila auricular — € uma sensila basiconica com parede fina porosa, a qual ¢ inervada por trés

neurdnios com dendritos ramificados.

f) Sensila celoconica — ¢ uma sensila do tipo cone ou estaca com uma fendas com poros,
geralmente situada em uma cova na cuticula. Possui um moderado numero de células sensoriais

(3 a2 5) com dendritos ndo ramificados. E considerada como quimio-, termo- ou higrosensivel.

g) Sensila estiloconica — € uma sensila em formato de um gancho curto, inserida na ponta de uma
projecao conica ou cilindrica de cuticula ndo sensivel. Ela ¢ inervada por trés células com

dendritos pequenos e ndo ramificados, dois dos quais respondem a umidade e um a temperatura.

h) Sensila caética — é uma sensila em forma de pélo ou espinho longo geralmente preso em seu
encaixe. Parece com a sensila tricoide, porém ¢ mais forte, possui parede mais grossa € um poro

apical, 4 a 5 células sensoriais, geralmente com fun¢ao mecanosensora e gustativa.

1) Sensila escamiforme — ¢ uma sensila em forma de pélo tricéide semelhante a uma escama na
sua forma externa, possui um ou mais neurdnios. Ela ¢ considerada como mecano- e

quimioreceptora.

j) Sensila campaniforme — é uma sensila do tipo papila ou ctipula inervadas. E situada na cuticula
ou em profundidade em relacdo a superficie da cuticula, usualmente associada a lamelas; ¢

mecanosensora,

1) Sensila escolopofora — € uma sensila tipicamente subcuticular que se mantém ligada a cuticula
através de uma cuticula vestigial ou através de uma célula acessoria. Ela ¢ inervada por um a trés

neurdnios € ¢ mecanoreceptora.
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? y
Fonte: Zacharuk (1985)

Fig. 6: Caracteristicas cuticulares de varios tipos de sensilas. A. tricoide; B.caética; C. basiconica; D. placoide; E.

campaniforme; F. celocOnica; G. ampuliforme; H. estiloconica; 1. escolopofora.
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1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo geral

Analisar comparativamente os aspectos ultraestruturais da superficie externa dos estagios
imaturos de L. intermedia e L. whitmani e estudar a microanatomia dos seus Orgaos sensoriais

inclusive nas formas adultas comparando-as com P. papatasi € P. duboscqi.

1.7.2 Objetivos especificos

A) Estudo da superficie das formas imaturas dos flebotomineos

1) Identificar os aspectos microanatomicos distintos de cada estagio de desenvolvimento
dos flebotomineos L. intermedia e L. whitmani;

2) Analisar possiveis diferengas morfoldgicas entre os estagios imaturos das duas espécies

simpatricas L. intermedia e L. whitmani;

B) Estudo das sensilas dos flebotomineos

1) Identificar e caracterizar os tipos morfologicos e funcionais de sensilas nas larvas dos
flebotomineos L. intermedia e L. whitmani através de analogia com os tipos descritos
anteriormente para insetos e outros artropodes;

2) Estabelecer possiveis diferencas entre os tipos de sensilas encontrados nas larvas de L.
intermedia e L. whitmani,

3) Caracterizar a morfologia das antenas de L. intermedia, L. whitmani, P. papatasi e P.
duboscqi;

4) Identificar os tipos morfoldégicos e funcionais de sensilas presentes nas antenas dos
adultos L. intermedia, L. whitmani, P. papatasi € P. duboscqi, através de analogia com os tipos
descritos anteriormente para outros insetos e artropodes;

5) Estabelecer possiveis diferengas nos tipos de sensilas das antenas entre as espécies L.
intermedia e L. whitmani, as espécies P. papatasi e P. duboscqi, e os diferentes géneros de

flebotomineos estudados, Lutzomyia e Phlebotomus.
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1.8 A relevancia

A taxonomia de flebotomineos foi declarada como base indispensavel para todo o
trabalho de competéncia vetorial e da biologia dos flebotomineos pela WHO (1977). Incessante ¢
a procura da comunidade cientifica por caracteres taxondmicos, por formas de identificacdo e
classificagdo dos flebotomineos, principalmente devido as espécies cripticas que sao dificilmente
distinguidas e separadas. O emprego de metodologias modernas, como por exemplo, a
caracterizacdo do DNA, as isoenzimas e os outros métodos bioquimicos e moleculares,
adicionardo mais conhecimentos sobre a sistematica de flebotomineos; porém, nio substituirdo
inteiramente os conhecimentos classicos de diagnose existentes, os quais estdo baseados na
morfologia e na biologia de cada taxon. A habilidade para identificar com precisdo as espécies
vetoras pode ajudar a estabelecer o papel de cada espécie na transmissao das leishmanioses.

Barreto et al. (1941) e Pessoa & Martins (1978) apontaram a escassez de trabalhos com
flebotomineos da regido Neotropical e também de estudos de suas formas imaturas. A
possibilidade de se criar esses insetos em laboratdrio incrementou o nimero de trabalhos desse
género, proporcionando estudos mais detalhados de todo o ciclo de vida desses insetos.
Atualmente, porém, os estudos com as formas imaturas ainda ndo acompanham os trabalhos com
flebotomineos adultos (Ward 1976a, 1976b, Pessoa et al. 2001). Grande parte dos trabalhos de
morfologia e fisiologia sdo realizados com insetos adultos, pois estes sdo considerados como
fornecedores de mais informagdes do meio ambiente do que os estagios imaturos, os quais estao
restritos em habitat ¢ mobilidade (Zacharuk & Schields 1991).

Os estudos dos estagios imaturos dos flebotomineos podem ter uma ampla significancia
cientifica, pois podem fornecer espago para a taxonomia das formas imaturas proporcionando
uma identificagdo mais precisa das espécies; auxiliar no entendimento das diversas adaptagoes e
do comportamento das diferentes espécies de flebotomineos na natureza.

Comparado com o rapido aumento do conhecimento em bioquimica e fisiologia de alguns
insetos, os estudos de morfologia t€m ficado para tras (Shanbhag et al. 1999). Além disso, poucos
estudos morfologicos das sensilas das antenas de Nematocera em geral e particularmente de
flebotomineos estdo sendo desenvolvidos. Segundo Ilango (2000), as sensilas podem ser
utilizadas como uma caracteristica satisfatéria para a identificagdo de sub-populacdes, como foi
observado em seu trabalho com o Phlebotomus argentipes. Zayed et al. (2002) conseguiram

separar com sucesso as espécies proximamente relacionadas P. papatasi e P. bergeroti, sugerindo
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que as sensilas das antenas podem ser utilizadas como um método bem sucedido para a
identificacao de flebotomineos.

Estudos morfologicos das sensilas dos insetos podem também auxiliar estudos de
eletrofisiologia e de comportamento dos insetos na natureza (Sutcliffe 1994). Além disso, esses
estudos podem auxiliar no desenvolvimento de estratégias de controle, especialmente através de
armadilhas que utilizem feromonios. Para que estratégias de controle com os semioquimicos
(moléculas capazes de modificar o comportamento de insetos) cheguem ao campo sao
necessarios muitos estudos em laboratério, como por exemplo, os estudos de eletrofisiologia, os
quais sdo importantes para definir a funcionalidade sensorial das sensilas. Porém, estudos de
eletrofisiologia tornam-se dificeis em trabalhos com insetos diminutos, como ¢ o caso dos
flebotomineos. Portanto, estudos ultra-estruturais ¢ morfo-funcionais das sensilas que serdo
micromanipuladas tornaram-se indispensaveis. O MEV ¢ um método muito adequado para os
estudos ultra-estruturais e morfo-funcionais, pois é capaz de revelar detalhadamente a superficie
em estudo com formacao de imagens tridimensionais € com aumentos e profundidades de focos
muito bem definidos.

Uma das relevancias desse estudo ¢ a possibilidade de se mapear e inferir uma
funcionalidade baseada na estrutura cuticular para as sensila presentes nas antenas de L.

intermedia, L. whitmani, P. duboscqi e P. papatasi.
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2. MATERIAL E METODO

2.1 Captura dos flebotomineos

Os flebotomineos L. intermedia e L. whitmani foram capturados em Corte de Pedra (13°

32’ latitude Sul e 39° 25’ longitude Oeste), vilarejo pertencente ao municipio de Presidente

Tancredo Neves, regido Sudeste do Estado da Bahia e distante 280 quilometros de Salvador (Fig.

7). A regido ¢ formada por pequenas montanhas com altitude variando entre 600 a 900 metros e

clima quente e umido (Fig. 8). Possui como atividade predominante a cultura de cacau, seguida

da de cravo e da criagao de bovinos. Nessa regido, existe o maior numero de casos notificados de

leishmaniose tegumentar americana no estado da Bahia e alta incidéncia das duas espécies de

flebotomineos (Jones et al. 1987, Miranda 1998).
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Fig. 7: Localizacdo da area de estudo, Corte de Pedra- BA, municipio Presidente Trancredo Neves.

38



s Mo
Fig. 8: Regido de Corte de Pedra - BA mostrando uma area com alta ~ Fig. 9: Armadilha C.D.C. — “Center

densidade de flebotomineos onde foram coletados espéciemes de L. for Disease Control Light Trap”.
intermedia e L. whitmani. Setas mostrando domicilios.

Para a captura foram utilizadas armadilhas luminosas do tipo C.D.C.- “Centers for
Diseases Control Light Trap” (Sudia & Chamberlain 1962) (Fig. 9). As armadilhas foram
colocadas no peridomicilio (estabulos, galinheiros, pocilgas e chiqueiros) ao entardecer, devido
ao habito crepuscular dos flebotomineos. Ao amanhecer, essas armadilhas foram retiradas. Apds
a captura, os flebotomineos foram mantidos em gaiolas de criacao confeccionadas com tecido do
tipo voil. Sobre o tecido foram colocados pequenos chumacos de algoddo contendo solugdo
acucarada 50%. As gaiolas foram acondicionados em pequenas caixas de isopor contendo
algodao molhado para manutencdo da umidade ambiente e temperatura. Em seguida, foram
transportadas até o Insetario do Laboratorio de Imunoparasitologia (LIP) do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz-FIOCRUZ-BA, num veiculo com ar condicionado devido a dura¢dao da viagem e
as altas temperaturas da regido.

Os flebotomineos adultos P. papatasi (linhagem Turquia) e P. duboscqi (linhagem
Senegal), provenientes de coldnias estabelecidas e mantidas na “Faculty of Sciences” da “Charles

University” em Praga, Republica Tcheca, foram gentilmente cedidas pelo professor Peter Volf.

2.2 Alimentacio sangiiinea

Antes da alimentagdo sangiiinea, os chumacos de algodao contendo a solugdo agucarada
foram retirados das gaiolas e um hamster (Mesocricetus auratus) anestesiado com Ketamin

(0,ImL/ 100g) foi introduzido na gaiola. Para que todas as fémeas se alimentassem, o animal foi
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mantido no interior da gaiola durante o efeito do anestésico de aproximadamente uma hora.
Apos a retirada do hamster, foi colocado um novo chumaco de algodao embebido com solugdo
agucarada para que as fémeas e os machos se alimentassem. No dia seguinte, um novo hamster

foi oferecido para aumentar as chances das fémeas se alimentarem.

2.3 Individualizacao

As fémeas ingurgitadas (trés a quatro dias apos alimentagdo sangiiinea) foram transferidas
individualmente para potes forrados com papel de filtro para realizarem a postura (Fig. 10). As
fémeas foram mantidas nestes potes até a oviposi¢do e morte. Foram oferecidos diariamente com
solucdo acucarada; e num papel de filtro foi gotejada dgua para manuten¢do da umidade
necessaria para potencializar a oviposigao.

Apbés a morte, cada fémea foi cuidadosamente dissecada em lupa (microscépio
estereoscopico) com o auxilio de estiletes entomologicos. Parte das fémeas (o ultimo segmento)
foi montada sobre lamina e laminula e realizada a identificagdo taxondmica da espermateca no
microscopio Optico. A identificagdo das espécies L. intermedia e L. whitmani foi realizada com

base nos critérios descritos por Young & Duncan (1994).

Fig. 10: Pote de individualizagao dos flebotomineos.

2.4 Manutencao da colonia

Apos a identificagdo das espécies (L. intermedia e L. whitmani), os ovos foram
transferidos para potes de plastico transparente (6 cm de altura por 10 cm de diametro)
devidamente etiquetados. A base destes potes era constituida de gesso para manutencdo da
umidade, necessdria para a eclosdo dos ovos, emergéncia e sobrevivéncia das larvas. O

procedimento de transferéncia dos ovos foi executado com o auxilio de leves jatos de agua
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destilada em seringa de 3mL e agulha de 13x4mm para minimizar os danos aos ovos ¢ a
conseqiiente interrup¢do do desenvolvimento embrionario. Apos o nascimento, as larvas foram
mantidas até a fase de pupa com ragdo constituida de terra vegetal, fezes de coelho e ragao
comercial para peixe, na propor¢ao de 0,45: 0,45: 0,1, respectivamente. Apos a emergéncia dos
adultos, estes foram transportados para gaiolas de criacdo e receberam dieta agucarada e
sanguinea.

Para o combate de organismos prejudiciais a criagcdo alguns procedimentos foram
realizados: a) lavagens dos ovos com alcool 70%, seguidas de trés enxagiies com agua destilada;
b) utilizacdo de areia seguida de agitacdo para destruicdo de hifas de fungos (procedimento

realizado diariamente); e c¢) retirada manual de dcaros com auxilio de estilete.

2.5 Coleta das amostras

2.5.1 Coleta das formas imaturas

Vinte exemplares de cada estdgio de desenvolvimento de L. intermedia e L. whitmani
foram coletados dos potes para o estudo das formas imaturas. Antes da fixacdo, as amostras
foram lavadas em solu¢do de detergente neutro e enxaguadas em PBS (tampao fosfato salina) pH
7.2 para diminuir possiveis contaminagdes (areia, fungos, restos de racdo). As amostras foram
transferidas para microtubos do tipo “Eppendorf” contendo ImL de solu¢ao fixadora
(glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M), e permaneceram durante toda a noite
a temperatura ambiente e na auséncia de luminosidade.

Para a separacdo das larvas de segunda (L,), terceira (Ls;) e de quarta (Ls) fases foi
realizada a contagem dos dias do ciclo de vida. Para tanto, a cada dois dias foi separado um pote
no qual foram colocadas todas as larvas L, recentemente transformadas. Cinco a sete dias ap0s, as
larvas L3 eram coletadas. Apds este mesmo periodo, as larvas Ls foram também coletadas. As

demais larvas L4 seguiram o ciclo de vida e transformaram- se adultos.

2.5.2 Coleta dos adultos

Dez exemplares de fémeas adultas de L. intermedia, L. whitmani, P. papatasi ¢ P.
duboscqi foram utilizados para os estudos das sensilas. Os adultos foram imobilizados em freezer

a -20°C, lavados em solu¢do de detergente neutro, enxaguados com PBS pH 7.2, e dissecados em
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lupa com o auxilio de estiletes entomoldgicos de forma que restasse apenas o torax (sem patas e
asas) e a cabeca dos insetos. As amostras foram transferidas para microtubos do tipo “Eppendorf”
contendo 1mL da solucao fixadora (glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio 0,1 M)

durante toda a noite e foram processadas como descrito abaixo.

2.6 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

O material previamente fixado foi lavado trés vezes em PBS pH 7.2, p6és-fixado com 1%
tetroxido de dsmio (OsO4) acrescido de 0.8% de ferricianato de potdssio em tampao cacodilato
0.1M pH 7.2 durante 2h a temperatura ambiente ¢ no abrigo da luz. Em seguida, as amostras
foram lavadas trés vezes com PBS e, entdo, desidratadas em gradiente crescente de etanol (10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100% por 3 vezes) por dez minutos. Apos a
desidratacdo, as amostras foram submetidas a secagem pelo método do ponto critico e montadas
em suportes apropriados com fita de carbono dupla face; e entdo metalizadas. As amostras para
estudos das formas imaturas foram metalizadas com particulas de ouro. As amostras para estudos
das sensilas com particulas de platina (Fernandes et al. 2002). A seguir, as amostras foram

analisadas e fotografadas ao microscopio JSM 5600 JEOL.

2.7 Classificacao das sensilas
Os tipos morfo-funcionais das sensilas foram classificados de acordo com a sua
morfologia cuticular baseados em correlagdes com sensilas descritas na literatura (Altner 1977,

Zacharuk 1985, Keil 1997b, 1999, Hallberg & Hansson 1999, Mitchell et al. 1999).

2.8 Contagem de sensilas das antenas

Ap6s a identificacdo de cada morfotipo de sensila, todas as sensilas localizadas em cada
segmento das antenas de 10 fémeas de L. intermedia, L. whitmani, P. papatasi ¢ P. duboscqi
foram contadas. Para tanto, consideramos que foram contados % das sensilas visualizadas nos
dezesseis segmentos das antenas destes flebotomineos, pois o % restante estava aderido a fita
adesiva de carbono necessaria para a fixacdo do material nos suportes do microscopio eletronico

de varredura. Essa regido nao foi considerada na contagem das sensilas.
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2.9 Medicao das estruturas das formas larvares, dos segmentos antenais e das sensilas

caéticas das formas adultas

Estruturas de 10 exemplares de cada estagio larvar; cada segmento antenal e as sensilas
cadticas das antenas de 10 exemplares fémeas de L. intermedia, L. whitmani, P. papatasi e P.
duboscqi foram medidos utilizando o programa analitico do MEV. O tamanho total das antenas

foi obtido através da soma dos segmentos antenais.

2.10 Analise estatistica

Para comparar a dimensdo dos segmentos antenais e da sensila caética; e o nimero de
sensilas presentes nas antenas de L. intermedia, L. whitmani, P. papatasi e P. duboscqi foi
utilizado o teste ANOVA com comparagdes multiplas de Tukey. Quando o modelo paramétrico
(ANOVA) nao foi adequado utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis com compara¢des multiplas de

Dunn. Todos os testes foram realizados com nivel de confianca de 95% (a= 0,05).

43



3. RESULTADOS

3.1 Aspectos microanatomicos das formas imaturas de L. intermedia e L. whitmani

Através da microscopia eletronica de varredura, pela primeira vez, foram observados
aspectos gerais e detalhados dos estagios imaturos, ovos ¢ larvas, de L. intermedia e L. whitmani,
permitindo, desta forma, comparar aspectos morfoldgicos esses dois importantes vetores de

leishmaniose cutanea.

3.1.1 O ovo

Os ovos dos flebotomineos estudados apresentaram formato eliptico e alongado (L.
intermedia - comprimento de 0,308+0,016mm e largura 0,074+0,003mm e L. whitmani -
comprimento de 0,307+£0,010mm e largura 0,077+0,002mm). Nas duas espécies estudadas
observarmos no exocoério cristas arranjadas longitudinalmente, as quais na sua maioria ndo sao
conectadas (Figs. 11 e 12). Detalhes em grande aumento permitiram observar que estas cristas
sdo formadas por fileiras de estruturas palisadicas individualizadas (didmetro de 0,576+0,074um
em L. intermedia e 0,775+0,095um em L. whitmani) se projetando da superficie do ovo (altura de
0,454+0,040um em L. intermedia e 0,597+0,043um em L. whitmani) (Figs. 13 e 14). Pequenos

tubérculos foram também observados em toda a superficie dos ovos (Figs. 13 e 14).

3.1.2 A eclosdo da larva

Através da microscopia eletronica de varredura foi possivel observar o momento de
eclosdo das larvas de L. intermedia e L. whitmani. A eclosdao das larvas provocou uma fratura
obliqua irregular na parede do ovo. (Figs. 15-17 e 20). O primeiro sinal observado foi o
aparecimento da cabega da larva em uma pequena abertura lateral no polo anterior do ovo (Figs.
15 e 16). Seguindo este evento inicial, a cabeca inteira foi exposta para fora do ovo sendo
possivel observar o 6rgao perfurador (Figs. 16-18). Neste mesmo momento, o longo filamento
caudal também foi visualizado no lado de fora (Figs. 17-19). A seguir, o corpo da larva saiu do

ovo (Figs. 19 e 20). Todos esses eventos seqiienciais permitiram o total escape da larva.
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3.1.3 A larva

3.1.3.1 Aspectos gerais

As larvas de L. intermedia e L. whitmani apresentaram aspectos gerais similares, porém
diferenciando-se em algumas estruturas morfologicas.

O tamanho entre cada estagio larvar diferiu. A larva de primeira fase, foi a de menor
tamanho (L. intermedia - comprimento de 0,467+0,09mm e largura de 0,0854+0.002mm e L.
whitmani - comprimento de 0,491+0.089mm e largura de 0,078+£0.021mm). A larva de quarta
fase ¢ a ultima fase larvar anterior a pupagao (L. intermedia - comprimento de 2,116+0.392mm e
largura de 0,262+0.052mm e L. whitmani - comprimento de 2,032+0.420mm e largura de
0,349+0,093mm).

O tegumento das larvas de ambas as espécies apresentam-se coberto por minusculos
espinhos dispostos irregularmente (Figs. 21-24), exceto na regido basal da cabeca e nas

extremidades (aparelho bucal e 16bulo anal) (Figs. 25-29).

3.1.3.2 O corpo

O corpo das larvas de L. intermedia e L. whitmani foi observado como sendo longo e
dividido em doze segmentos (trés toracicos e nove abdominais) (Figs. 21-24). Na parte ventral
das larvas foram encontradas estruturas elipticas e bulbosas projetando-se da superficie de cada
segmento, as pseudopernas (Figs. 21-24). As pseudopernas diferenciaram os segmentos toracicos
dos abdominais, pois se encontraram somente presentes nos segmentos abdominais, exceto no
penultimo e ultimo, no qual se localiza o 16bulo anal (Figs. 23 e 24). As pseudopernas das duas
espécies de Lutzomyia mostraram pequenas diferengas no tamanho (L. intermedia - comprimento
de 0,068+0,00lmm e largura de 0,030+£0,00dmm e L. whitmani - comprimento de
0,108+0,005mm e largura de 0,057+0,006mm). Em adicao, a morfologia do 1ébulo anal foi
completamente diferente nas duas espécies. (Figs. 25 e 26). O l6bulo anal de L. whitmani
mostrou-se mais enrugado e menor do que o de L. intermedia (L. intermedia - comprimento de
0,114+0,002mm e largura de 0,123+0,003mm e L. whitmani - comprimento de 0,067+0,006mm e
largura de 0,076+0,006mm).
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3.1.3.3 A cabeca

As larvas de L. intermedia e de L. whitmani apresentaram cabeca globular, esclerotinizada
e bem individualizada (Figs. 27-29). Na parte ventral da cabeca foi visualizado o aparelho bucal
que ¢ do tipo mastigador. Este aparelho apresentou pecgas bucais proeminentes situadas em uma
regido circular, a qual sobressaiu da superficie do tegumento. No centro superior desta regiao
localizou-se o clipeo e abaixo dele o labro ladeado por um par de mandibulas. Abaixo das
mandibulas encontraram-se as maxilas e, abaixo destas estruturas, na regido central, localizou-se
o memtum (Figs. 27 e 29). Porém, foram facilmente notadas diferencas morfologicas nas pecas
bucais entre as duas espécies, pois o L. whitmani apresentou este érgao melhor definido e robusto
(Figs. 27 e 28). Uma pequena diferenca também foi encontrada no tamanho do aparelho bucal
entre as espécies (L. intermedia - comprimento de 0,147+0,025mm e largura de 0,135+0,025mm
e L. whitmani - comprimento de 0,092+0,032mm e largura de 0,091+0,027mm).

No topo da cabega pdde ser observado o 6rgao perfurador (Figs. 16, 18, 19 e 29), estrutura
somente encontrada na L; que a auxilia a sair do ovo. Esse 6rgao possui um aspecto de piramide
com cristas sobressaindo de uma base arredondada que se unem no é4pice. O 6rgdo perfurador
encontrado nas duas espécies de flebotomineos estudadas apresentou morfologia similar com
pequenas diferencas nas suas dimensdes (L. intermedia - comprimento de 0,027+0,003mm e
largura de 0,018+0,001lmm e o L. whitmani - comprimento de 0,023+0,002mm e largura de
0,019+0,001mm).

Na regido apical da cabeca das larvas foi observado um par de antenas. A estrutura das
antenas foi igual nas duas espécies estudadas. Porém, foi observada uma modifica¢do na estrutura
das antenas entre a fase L; e a L,. A antena das larvas L; apresentou-se com formato de estruturas
globulares com um segmento cilindrico fusionado com um segundo segmento ovoide distal (Figs
30 e 31). As antenas das larvas L,, L 5 e L4 apresentaram-se como estruturas digitiformes ligadas
a um cone truncado (Figs. 32 e 33).

Em ambas as espécies, detalhes das antenas de todas as fases larvais revelaram que estas
possuem sensilas inseridas na regido ventral e no &pice, independentemente da mudanca da sua

morfologia que acontece durante a maturagao para as larvas L, (Figs. 30-33).
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3.2 Orgaos sensoriais das larvas de L. intermedia e L. whitmani

Seis diferentes tipos de sensilas tricoides foram visualizados em todas as fases larvais de
L. intermedia e L. whitmani: tricoide do tipo escova, tricdide do tipo fracamente escova, tricdide
longa e curva, tricéide pequena, tricdide longa e tricoide multiporo longa.

As sensilas tricoides do tipo escova sdo assim denominadas por possuirem ramificagoes
que crescem em tamanho da base para o apice (Figs. 34 e 35) e as tricoides do tipo fracamente
escova por possuirem poucas destas ramificacdes (Fig. 36). As demais sensilas tricdides
encontradas apresentaram um aspecto liso (Figs. 37 e 38).

As sensilas tricdides do tipo escova localizaram-se em linha no topo da cabega atrds das
antenas, nas regioes dorsal e lateral do corpo da larva, estando ausentes na regido ventral (Figs.
21-24 e 29). As sensilas tricdides do tipo fracamente escova encontraram-se no meio da cabeca
em frente as antenas (Fig. 29). As sensilas tricdides pequenas e tricéides longas foram
encontradas no aparelho bucal e dispostas em linha em frente as do tipo fracamente escova, além
de serem encontradas em circulo, formando uma coroa ao redor do I6bulo anal de L. intermedia e
de L. whitmani (Figs. 25-29). As tricoides longas e curvas foram encontradas dispostas em cada
extremidade da pseudoperna em ambas as espécies formando um par em cada estrutura
locomotora (Figs. 23 e 24). Foram observados diferentes graus de curvatura deste tipo de sensila
(Figs. 37 e 38). A sensila tricoide multiporo longa é conhecida nos flebotomineos como filamento
caudal. Foram encontrados poros nos filamentos caudais de todas as fases larvais de L.
intermedia e L. whitmani. Utilizando um pequeno aumento nao foi possivel observar diferencas
no padrao dos poros entre as duas espécies (Fig. 42). Porém, num grande aumento foi possivel
revelar padrdes distintos da organizagao dos poros cuticulares. O L. intermedia possui 0s poros
dispostos em sulcos e o L. intermedia arranjados na superficie da sensila (Figs. 43 e 44).

Foi possivel observar as sensilas tricdides recobrindo abundantemente todo o corpo das
larvas (Figs. 34-39). Porém, foram também observados trés diferentes tipos de sensilas inseridas
nas antenas das larvas Li: a) uma sensila reduzida em forma de estaca com dilatagdo bulbosa,
denominada de basiconica clavada, no 4pice da antena; b) trés pequenas sensilas do tipo cone
protegidas pela estrutura antenal, denominadas de celocOnica romba na regido proximal da

antena; ¢) uma sensila do tipo cone com dilatacao bulbosa protegida pela estrutura antenal, a
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celoconica clavada multiporo (Fig. 40). Foram observados poros na superficie da regido em

forma de bulbo desta sensila (Fig. 41).

3.3 Aspectos anatomicos e sensilas das antenas das fémeas de L. intermedia, L. whitmani, P.

duboscqi e P. papatasi

3.3.1 Aspectos gerais das antenas

As fémeas de L. intermedia, L. whitmani, P. duboscqi e P. papatasi apresentaram um par
de antenas filiformes formadas por dezesseis segmentos: um escapo triangular (primeiro ou
segmento basal) (Figs. 45 e 46), pedicelo globular (segundo segmento) (Figs. 45 ¢ 47) e quatorze
flagelomeros filiformes (Fig. 45). Estas estruturas apresentaram aspectos gerais similares em
todas as espécies estudadas com excegao de P. duboscqi como descreveremos abaixo.

Os flagelomeros I-XI apresentaram um aspecto filiforme, sendo o flagelomero I o mais
filiforme (Fig. 53). Os flagelomeros II-XI apresentaram-se morfologicamente semelhantes (Figs.
66, 68, 69, 71 e 72). Em P. duboscqi foi encontrado uma subdivisdo na base dos flagelomeros VI
ao XI que o diferenciou das outras espécies (Fig. 67). As demais espécies apresentaram algumas
subdivisdes em sua base, porém de maneira aleatéria. Os flagelomeros XII, XIII e XIV
apresentaram-se globulares e enrugados, sendo esta caracteristica, em geral, mais acentuada a
partir do flagelomero XII (Figs. 73-75 ¢ 79 e 80).

Todos os dezesseis segmentos das antenas encontraram-se cobertos por pequenos
espinhos ndo inervados denominados na literatura como microtriquias (Shanbhag et al. 1999,
Fernandes et al. 2002, 2004). Estas estruturas foram a maior parte das pilosidades encontradas

nas antenas (Figs. 48-52, 64 e 65).

3.3.2 Dimensao dos segmentos antenais:

As antenas das espécies estudadas apresentaram um comprimento médio de: a) L.

intermedia 1,354+0,037mm; b) L. whitmani 1,271+£0,036mm; ¢) P. duboscqi 1,349+0,034mm; e
d) P. papatasi 1,260+0,037mm.
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Em todas as espécies estudadas, o primeiro flagelomero foi o de maior dimensao (Graf.
1). Foi também observado um comprimento significativamente maior nos flagelomeros IX-XI
das antenas das espécies do género Lutzomyia, e no flageldmero XIV do género Phlebotomus

(Graf. 1).

3.3.3 Tipos de sensilas

Foram encontrados seis tipos e nove subtipos de sensilas nas antenas dos flebotomineos
estudados: a) celoconica (sulcadas I, II e “maos em prece”); b) tricdide (de ponta fina, de ponta
romba e pequena); c) caética; d) escamiforme; e) campaniforme, f) basicOnica. Sensilas
basiconicas somente foram encontradas nas espécies do género Phlebotomus.

Segue abaixo a descri¢do detalhada da estrutura cuticular de cada um dos tipos e subtipos

de sensilas encontradas.

a) Sensilas celoconicas sulcadas

Sensilas em forma de estaca com sulcos em sua superficie e com estrutura protetora de
cobertura. Foram observados trés subtipos desta sensila, as sulcadas I, IT e “maos em prece”. A
sensila celoconica sulcada I possui uma estrutura protetora de microtriquias que se unem apenas
na regido basal (Figs. 76-78); a sensila celocOnica sulcada II possui microtriquias com base
fusionada e 4pice solto formando pontas (Fig. 61); a sensila celoconica sulcada “maos em prece”
possui uma estrutura cuticular de cobertura semelhante a duas maos unidas em posicao de reza

(Figs. 62 e “inset”).

b) Sensilas tricéides
- Sensilas tricoides de ponta romba
Pélos setiformes cilindricos e longos de tamanhos variados, com arestas do tipo escova,
ponta romba e com encaixe flexivel (Figs. 55, 65, 66 e 68).
- Sensilas tricdides de ponta fina

Pélos setiformes longos com encaixe parcialmente fixo, ponta fina (Figs. 79-82).
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- Sensilas tricdides pequenas

As sensilas tricoides pequenas foram formadas por pélos setiformes curtos com encaixe
flexivel. Foram encontrados dois subtipos de sensilas tricoides pequenas: a) as sensilas tricoides
pequenas com ponta afiada (Figs. 48-50 e 56); b) as sensilas tricdides pequenas com ponta
romba, as quais quando comparados sdo menores do que as de ponta afiada (Figs. 57-59 ¢ 70 e

“inset”).

c¢) Sensilas caéticas

Pélos longos e robustos presos em seus encaixes apresentando poros em suas superficies
(Figs. 63-65). Foi observado um padrao diferente na disposicdo dos poros entre os géneros
estudados. No género Phlebotomus os poros encontraram-se dispostos em sulcos paralelos e em
Lutzomyia dispostos na superficie (Figs. 64 e 65). Foi observada em um unico espécime de L.

intermedia uma sensila caética com base bifurcada (Fig. 60).

d) Sensilas escamiformes
Pélos tricdides com formato lanceolado e com ramificagdes ou arestas do tipo escova em

sua superficie semelhante a escama (Figs. 51 e 54).

e) Sensilas campaniformes
Sensilas em forma de papilas ou cupula com pouca projecdo da superficie do tegumento

(Figs. 51 e 52).

f) Sensilas basiconicas

Pélos tricoides diminutos sem encaixe similares a uma estaca (Figs. 58 e 59).
3.3.4 Distribui¢do das sensilas nos segmentos antenais

Os flagelomeros apresentaram uma maior variedade de tipos e subtipos de sensilas
quando comparados ao escapo e pedicelo (Tab. 1).

A localizacao das sensilas em cada um dos segmentos das antenas das quatro espécies de

flebotomineos estudadas encontra-se detalhada conforme descrito abaixo e na tabela 1:
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3.3.4.1 Escapo

No escapo de todas as espécies foram encontradas as seguintes sensilas: tricdides de ponta
romba distribuidas no meio do segmento e pequenas de ponta afiada na regido basal (Fig. 46).
Foram observadas trés a quatro sensilas tricoides pequenas de ponta afiada em todas as espécies,

exceto em P. papatasi, no qual foram observadas apenas trés destas sensilas (Figs. 48 e 49).

3. 3.4.2 Pedicelo

No pedicelo de todas as espécies foram observadas as seguintes sensilas: escamiformes e
tricdides de ponta romba dispostas em linha no meio do segmento; duas a trés tricéides pequenas
de ponta afiada encontradas na regido basal (Figs. 47, 49 e 50) e duas campaniformes na regiao

apical (Figs. 51 e 52).

3.3.4.3 Flagelo

- Flagelomero I

No flagelomero I foram observados o maior nimero e tipos diferentes de sensilas (Fig. 53
e Tab. 1). Neste segmento foram observadas as sensilas: caética, celoconica, escamiforme,
tricoide de ponta romba, tricdide pequena (de ponta romba e de ponta afiada) e basiconica.

Na regido basal do flagelomero I foram encontradas sensilas escamiformes (Fig. 54) e as
tricdides pequenas de ponta romba em todas as espécies. As sensilas tricdides pequenas de ponta
romba foram encontradas em grupos de quatro no género Lutzomyia (Fig. 57) e de duas no
Phlebotomus sempre localizadas proximas as sensilas basiconicas (Figs. 58 e 59). As sensilas
basiconicas em P. duboscqi foram encontradas em nimero de seis dentro de uma cova sensorial
rasa (Fig. 58) diferenciando-a de P. papatasi com cinco unidades em cova sensorial profunda
(Fig. 59). A sensila tricoéide pequena de ponta afiada somente foi observada em L. whitmani e em
L. intermedia (Fig. 56).

Na regido mediana foram encontradas inimeras sensilas escamiformes (Figs. 53 e 54) e

tricdides de ponta romba (Figs. 53 € 55) em todas as espécies.
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Na regido apical foram encontradas varias sensilas tricéides de ponta romba e duas
caéticas em todas as espécies (Figs. 53 e 55). Uma sensila celoconica foi observada no apice
deste apenas em duas espécies (Fig. 55). Em L. intermedia a sensila celoconica foi do tipo

sulcada II (Figs. 60 e 61) e em P. papatasi sulcada “maos em prece” (Figs. 62 e “inset”).

- Flagelomeros 11

Foram observadas cerca de vinte unidades das sensilas tricéides de ponta romba e duas
sensilas caéticas ao longo e uma celoconica no apice (Fig. 66). As sensilas celoconicas foram de
dois tipos: as sensilas celoconicas sulcada “maos em prece” em P. duboscqi, P. papatasi e L.
whitmani (ausente em L. intermedia) (Figs. 62 e “inset”) e a sensila celoconica sulcada II
encontrada apenas em L. intermedia (Fig. 61). Porém, excepcionalmente, em 2 exemplares de L.
whitmani a sensila celoconica sulcada “maos em prece” foi substituida por uma sensila

celoconica sulcada II (Fig. 61).

- Flagelomeros I1I
As sensilas encontradas foram similares as do flagelomero II, porém ndo foram

encontradas as sensilas celoconicas sulcadas II.

- Flagelomeros [V-VIII
Nestes flagelomeros foram encontradas cerca de vinte unidades das sensilas tricdides de

ponta romba e duas caéticas ao longo dos segmentos (Fig. 68).

- Flagelomero IX
As sensilas encontradas neste flagelomero foram similares as dos descritos acima
(flagelomeros IV-VIII), porém com uma sensila tricdide pequena de ponta romba localizada na

regido apical (Figs. 69 e 70 e “inset”).

- Flagelomero X
As sensilas deste flagelomero foram similares as descritas nos flagelomeros IV-VIII,
porém a espécie P. duboscqi apresentou entre uma e duas sensilas tricdides de ponta fina

localizadas na regido apical (Figs. 71 e 72).
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- Flagelomero X1

As sensilas deste flagelomero foram similares as do flagelomero IX. Porém, nao foi
encontrada a sensila tricdide pequena de ponta romba na regido apical em P. papatasi; e ocorreu
a presenca de uma a duas sensilas tricéides de ponta fina na regido apical no género Phlebotomus

(Figs. 71-72).

- Flagelomeros XII e XIII

As sensilas tricdides de ponta romba, tricdides de ponta fina e celoconicas sulcada I foram
encontradas em todas as espécies (Figs. 73-76). Duas sensilas caéticas foram observadas somente
no género Phlebotomus (Fig. 75). Em contraste, uma ou duas sensilas caéticas bem pequenas
foram observadas em L. whitmani e ausentes em L. intermedia (Figs. 73 e 74 e Graf. 2). As
sensilas tricdides pequenas de ponta romba foram encontradas somente no apice do flageldomero

XIIT de todas as espécies (Fig. 70 e “inset”).

- Flagelomero XIV

Foram observadas neste flagelomero as seguintes sensilas: tricdide de ponta romba
principalmente na regido basal; tricoides de ponta fina por quase todo o segmento, exceto na
regido basal; duas sensilas tricéides pequenas de ponta romba no &pice e celoconicas sulcadas I
dispostas por todo segmento (Figs. 79-80). Esse segmento apresentou um prolongamento na sua
regido distal terminando com uma sensila tricoide em todas as espécies estudadas (Fig. 81).
Curiosamente, uma sensila tricdide maior do que a normalmente encontrada foi observada apenas

em P. papatasi (Fig. 82).

3.3.5 Dimensdo da sensila caética

Durante a analise da presenga das sensilas caéticas nas espécies estudadas, notamos
diferengas nas suas dimensdes. Este fato nos levou a uma analise comparativa detalhada das suas
dimensodes e distribui¢des ao longo dos flageldomeros.

Encontramos variagdes nas dimensdes das sensilas caéticas em todos os flagelomeros em

que esta sensila se encontrava presente (Graf. 2). O L. whitmani foi o que mostrou a maior
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variagdo desta sensila (16,3-64,6um). A espécie que apresentou o tamanho mais estavel foi o L.
intermedia (58,6-68,6um) seguida de P. papatasi (25,0-47,5um) e de P. duboscqi (41,0-79,8um).

Nao encontramos diferencas nas dimensoes da sensila caética entre L. intermedia ¢ L.
whitmani (Graf. 2). Porém, encontramos diferencas entre as espécies do género Phlebotomus. As
dimensdes das sensilas caéticas foram maiores em todos os flagelomeros de P. duboscqi quando
comparada com as de P. papatasi. Comparando cada uma das espécies estudadas, todas as
sensilas caéticas de P. papatasi foram as de menores dimensdes com excec¢do dos flageldomeros
XII e XIII. Além disso, as dimensodes das sensilas caéticas nos flagelomeros foram caracteristicas
de cada uma das espécies estudadas, sendo as do género Lutzomyia similares do flagelomero I até

o XI.

3.3.6 Numero de sensilas

Os flagelomeros de todas as espécies estudadas apresentaram um maior nimero de
sensilas quando comparados ao escapo e o pedicelo (Graf. 3). Dentre os flagelomeros, o
flagelomero I apresentou cerca de quatro vezes mais sensilas do que os outros. Porém, o nimero
de sensilas no ultimo flagelomero das espécies do género Phlebotomus foi cerca de duas vezes
maior do que as espécies do género Lutzomyia (Graf. 3 e Figs. 79 e 80). Um numero
significativamente maior de sensilas também foi encontrado em outros flagelomeros do género
Phlebotomus, tais como: os flageldomeros II, III, V. No escapo da espécie P. papatasi foi
encontrada uma diminui¢ao e no flagelomero XIII um aumento significativo do nimero de
sensilas.

Para verificar qual ou quais sensilas estariam envolvidas na diferenca quantitativa
observadas nos ultimos flagelomeros, foi realizada uma andlise quantitativa separada de cada
sensila. Nao foi observada diferenca significativa no nimero de sensilas celoconicas sulcadas |
no ultimo flagelomero, mas esta foi significativa nos flagelomeros XII e XIII do género
Phlebotomus (Graf. 6). Um nimero (cerca de 7 vezes maior) foi observado nas sensilas tricoides
de ponta fina no ultimo flagelomero das espécies do género Phlebotomus (Graf. 5). Um aumento
significativo no numero de sensilas tricdides de ponta romba foi observado no ultimo flagelomero
para as espécies do género Lutzomyia, ao contrario dos flagelomeros II, Il e V, nos quais as

espécies P. papatasi e P. duboscqi apresentaram maior numero (Graf. 4).
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Figs. 11-14. Superficie externa de ovos de L.intermedia (Figs. 11 e 13) e L.whitmani (Fig. 12
e 14) mostrando a ornamentacdo do exocdrio com cristas longitudinais nido conectadas
(cabegas de seta). Imagens de grande aumento do exocoérion (Figs. 13 e 14) mostrando
detalhes das cristas formadas por unidades de estruturas palisadicas (asteriscos). Aumentos:

Fig. 11 =300x, Fig. 12 = 300x, Fig. 13 =4000x, Fig. 14 = 3000x.
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Figs. 15-20. Eventos seqiienciais da quebra do ovo de L.intermedia (Figs. 15-20) e
L.whitmani (ndo mostrado). As figuras 15 e 16 mostram uma pequena fratura lateral (no
polo anterior) (seta) na parede dos ovos onde a cabeca da larva ¢ inicialmente exposta.
Nas figuras 17 e 18 podem ser observadas as cabecas (c) das larvas expostas para fora da
parede do ovo. Na figura 18 € possivel visualizar o 6rgao perfurador (cabeca de seta) na
cabeca (c) da larva e o longo filamento caudal (fc). As figuras 19 e 20 mostram larvas
saindo do ovo tendo a metade e quase todo o corpo para fora. Note o 6rgao perfurador
(cabeca de seta) na cabeca (c) da larva. Aumentos: Fig. 15 = 270x, Fig. 16 = 330x, Fig.
17 =230x, Fig. 18 = 550x, Fig. 19 = 230x, Fig. 20 = 190x.
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Figs. 21-24. Aspectos gerais da microanatomia das larvas de L.intermedia (Figs. 21 ¢ 23) e
L.whitmani (Fig. 22 e 24). Vista lateral das larvas (Figs. 21 e 22) mostrando as cabegas (c),
os corpos segmentados e os filamentos caudais (cabecas de seta). Na superficie externa
ventral (Figs. 23 e 24) sdo facilmente visualizados os trés segmentos toracicos € os nove
abdominais (asteriscos branco), sendo possivel também distinguir a cabe¢a do l6bulo anal
(asteriscos preto). Nas figuras 23 e 24 ¢ possivel visualizar as pseudopernas (asteriscos
brancos) que estdo somente presentes nos segmentos abdominais. Detalhes da superficie
externa ventral mostrando as pseudopernas e as sensilas tricoides curvas e longas (circulo)
em ambas as espécies. As sensilas tricdides do tipo escova (setas) estdo presentes em toda a
regido dorsal e lateral dos segmentos das larvas. Aumentos: Fig. 21=220x, Fig. 22 =60x, Fig.

23 =160x e inset = 500x, Fig. 24 = 35x e inset = 250x.
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Figs. 25 e 26. Lobulos anais das larvas de L.whitmani (Fig. 25) e L.intermedia (Fig. 26).
Detalhes dos 16bulos anais mostrando em L.whitmani a presenga de uma estrutura mais
enrugada e menor quando comparada ao L.intermedia (Fig. 26). Observe a coroa de sensilas
tricoides pequenas e longas (setas), as quais contornam a base dos l6bulos anais. Algumas
sensilas tricdides pequenas e longas foram perdidas durante o processamento da amostra
mostrando somente as inser¢oes (cabecas de seta). Aumentos: Fig. 25 = 500x, Fig. 26 =

400x.

58






Figs. 27-29. Microanatomia da cabega das larvas de L.intermedia (Figs. 27 e 29) e
L.whitmani (Fig. 28). Detalhes da face ventral das cabeg¢as mostrando o robusto aparelho
bucaL.E possivel distinguir o clipeo (c), labro (asterisco), mandibulas (ma), maxilas (mx) e
memtum (me) (Figs. 27 e 28). Observe que estas estruturas estdo melhor definidas em
L.whitmani (Fig. 28). Note as sensilas tricoides no apice da cabega (cabecas de seta) e a
sensilas tricoides pequenas no aparelho bucal (setas). Grande aumento da face dorsal da
cabeca (Fig. 29) mostrando a estrutura do 6rgao perfurador (asterisco) semelhante a uma
piramide; quatro sensilas tricoides do tipo escova (cabegas de seta) em frente ao orgao
perfurador (asterisco), as duas antenas (ant) no meio da cabega, sensilas tricoides do tipo
fracamente escova (setas pequenas) localizadas em frente as antenas e na face mais frontal as
sensilas tricoides longas (setas grandes). Aumentos: Fig. 27 = 350x, Fig. 28 = 300x e Fig. 29
=1000x.
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Figs. 30-33. Microanatomia das antenas das larvas de L. infermedia (Figs. 30 e 32) e
L.whitmani (Figs. 31 e 33). A antena da L, ¢ uma estrutura lobular composta de um
segmento cilindrico fusionado com um segundo segmento distal ovoide (asteriscos) (Figs.
30 e 31). A antena da L,, a qual permanece até o estagio L,, ¢ uma estrutura digitiforme
ligada a um cone truncado (c) (Figs. 32 e 33). Observe a presenga de sensilas inseridas na
regido superior e apical nas antennas (setas). Aumentos: Fig. 30 = 2000x, Fig. 31 = 2000x,

Fig. 32 =1000x, Fig. 33 = 1000x.
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Figs. 34-39. Microanatomia dos tipos de sensilas das larvas de L.intermedia e L.whitmani
(Figs. 34-39). Sensilas tricoides do tipo escova encontradas na cabeca (Fig. 34) e nas regides
lateral e dorsal dos segmentos corporais (Fig. 35). Sensilas tricoides do tipo fracamente
escova observadas no meio da cabega (Fig. 36). Sensilas tricoides longas e curvas localizadas
na lateral de cada pseudoperna com diferentes graus de dobramentos (Figs. 37 e 38). Sensilas
tricdides pequenas (cabega de seta) e sensilas tricoides longas (setas) presentes no topo da
cabeca (Fig. 39). Aumentos: Fig. 34 = 1000x, Fig. 35 =1000x, Fig. 36 = 2000x, Fig. 37 =
2000x, Fig. 38 = 3000x e Fig. 39 = 2000x.
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Figs. 40-44. Microanatomia das sensilas de L.intermedia (Figs. 40, 41, 42 e 43) e
L.whitmani (Figs. 44). A figura 40 mostra uma vista geral da antena das larvas L, de
L.intermedia, a qual ¢ morfologicamente similar a de L.whitmani. Note as inser¢des de
cinco sensilas. Observe a sensila basiconica clavada (bc) no d&pice, trés sensilas
celoconicas pequenas e rombas (cr) na regido proximal e na base da sensila celoconica
clavada multiporo (asterisco). Observe em grande aumento os poros da sensila celoconica
clavada (Fig. 41). A figura 42 mostra uma visao geral de um par de filamentos caudais (fc)
(sensilas tricoides) localizados no ultimo segmento das larvas L, de L.intermedia. Grande
aumento desta estrutura revelou poros em sua superficie e padroes de distribuigdes
distintos nas duas espécies, tendo a L.intermedia os poros dispostos na superficie e a
L.withmani poros dentro dos sulcos (Fig. 44) e . Aumentos: Fig. 40 = 9.000x, Fig. 41 =
21.600x, Fig. 42 = 150x, Fig. 43 = 6.000x, Fig. 44 = 8.000x.
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Figs. 45-50: Sensilas das antenas de L. intermedia, L. whitmani (Figs. 46-48), P.duboscqi
(Figs. 45 € 50) e P. papatasi (Fig. 49). Fig. 45 - Vista lateral de parte de um flebotomineo
mostrando o térax (asterisco branco) e a cabega (c) com antenas (ant) e palpos labiais
(pl). Na antena podemos diferenciar o escapo (seta fina), o pedicelo (p) € um longo
flagelo (fl). Figs. 46-47 - Escapo (e) e pedicelo (p) com sensilas tricoides pequenas de
ponta afiada (cabecgas de seta brancas), sensilas tricdides de ponta romba (cabecas de seta
pretas) e sensilas escamiformas (seta). Figs. 48-50 - Microtriquias (cabecas de seta) e
sensilas tricoides pequenas de ponta afiada encontradas no escapo e pedicelo. Note o
encaixe flexivel que sustenta as sensilas tricoides pequenas de ponta afiada (asterisco
preto). Fig. 48 - Quatro sensilas tricoides pequenas de ponta afiada encontradas no escapo
de L. intermedia, L. whitmani e P.duboscqi. Fig. 49 - Trés sensilas tricoides pequenas de
ponta afiada encontradas no escapo e pedicelo de todas as espécies. Fig. 50 - Duas
sensilas tricoides pequenas de ponta afiada encontradas no pedicelo de todas as espécies.
Aumentos: Fig. 45 = 76x, Fig. 46 = 661x, Fig. 47 = 400x, Fig. 48 = 1000x, Fig. 49 =
4000x, Fig. 50 = 4000x.
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Figs. 51-56: Sensilas das antenas de L. intermedia, L. whitmani (Figs. 54-56), P.duboscqi
(Figs. 51 e 52) e P. papatasi (Fig. 53). Fig. 51 - Pedicelo com microtriquias (cabegas de
seta); sensilas tricoides de ponta romba (setas), sensilas escamiformas (asteriscos pretos)
e sensilas campaniformas (asteriscos brancos). Fig. 52 - Grande aumento das sensilas
campaniformas (asteriscos brancos), da sensila tricoide de ponta romba (seta grossa) e
das microtriquias (cabecas de seta). Fig. 53 - Vista geral do flageldmero I com sensilas
escamiformas (asteriscos) na regido basal-mediana, sensilas tricoides de ponta romba
(setas) na regido mediana-distal e duas sensila caética (ca) na regido apical encontradas
em todas as espécies; e uma sensila celoconica (ce) encontrada apenas nas espécies L.
intermedia e P. papatasi. Fig. 54 - Foto em grande aumento da base do flagelomero I
mostrando as sensilas escamiformas de formato lanceolado (asterisco preto e "inset").
Fig. 55 - Foto em grande aumento da regido apical do flagelomero I mostrando as
sensilas tricoides de ponta romba de formato cilindrico (setas grossas) e uma sensila
caética (ca). Nas figuras 54 a 56 podem ser observados o encaixe flexivel (setas finas) e
apenas o encaixe sem as sensilas (cerdas caducas) (cabecas de seta) das sensilas tricdides
de ponta romba (Fig. 55) e das escamiformas (Figs. 54 e 56). Nas figuras 51, 52, 54 e
"inset" e 55 podem ser visualizadas as arestas ou ramificagdes que se projetam da
superficie das sensilas tricoides de ponta romba (Figs. 52 e 55) e das escamiformas (Figs.
51 e 54 e "inset"). Fig. 56 - Sensila tricdide pequena de ponta afiada (circulo) na base do
flagelomero I presentes apenas em L. whitmani e em L. intermedia. Aumentos: Fig. 51 =
1400x, Fig.52 =3200x, Fig. 53 =2000x, Fig. 54 = 700x "inset" = 2000x, Fig. 55 = 1200x,
Fig. 56 = 3000x.
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Figs. 57-62: Sensilas das antenas de L. intermedia (Figs. 57, 60 e 61), L. whitmani (Fig.
62), P.duboscqi (Fig. 58) e P. papatasi (Fig. 59). Fig. 57 - Quatro sensilas tricdides
pequenas de ponta romba (seta) encontradas na base do flagelomero I de L. intermedia e
L. whitmani. Fig. 58 - Grupo de sensilas agrupadas na base do flagelomero I de P.
duboscqi. Observe duas sensilas tricdides pequenas de ponta romba (setas) e seis sensilas
basiconicas (setas finas) em depressao rasa do tegumento. Fig. 59 - Grupo de sensilas
agrupadas na base do flagelomero I de P. papatasi. Observe duas sensilas tricdides
pequenas de ponta romba (setas) e cinco sensilas basiconicas (setas finas) em depressao
profunda do tegumento. Nas figuras 57 a 59 pode-se observar o encaixe flexivel
(asterisco branco) das sensilas tricoides pequenas de ponta romba; e a auséncia de
encaixe nas sensilas basiconicas (seta fina). Fig. 60- Apice do flagelémero I de L.
intermedia mostrando uma sensila caética (ca) com base bifurcada, uma sensila
celoconica sulcada II (seta) e encaixes das sensilas tricdides de ponta romba (cabecas de
seta). Fig. 61 - Grande aumento da sensila celoconica sulcada II encontrada nos
flagelomeros I e II de L. intermedia e no Il de L. whitmani mostrando os sulcos em sua
superficie e a estrutura de microtriquias protetoras, as quais sdo unidas na base ao seu
redor (cabecas de seta brancas) e duas microtriquias laterais (cabegas de seta pretas). Fig.
62 - Sensila celoconica "maos em prece” em face frontal e lateral ("inset") com duas
microtriquias (cabegas de seta) ao seu redor encontradas no apice do segundo e terceiro
flagelomeros das espécies estudadas, exceto L. intermedia. Observe a estrutura cuticular
protetora desta sensila que parece com duas maos unidas em posi¢do de reza. Aumentos:
Fig. 57 = 3800x, Fig. 58 = 3600x, Fig. 59 = 5300x, Fig. 60 = 850x, Fig. 61 = 7600x, Fig.
62 = 15500x e “inset” = 7300x.
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Figs. 63-68: Sensilas das antenas de L. intermedia (Figs. 65 e 68), L. whitmani, P.
duboscqi (Figs. 63, 64, 66 ¢ 67) e P. papatasi. Fig. 63- Estrutura cuticular da sensila
caética (p€lo robusto) (asterisco) e sensilas tricoides de ponta romba (setas grossas)
encontradas em todas as espécies estudadas. Figs. 64 ¢ 65 - Sensila caética com poros
(po), sensilas tricoides de ponta romba (setas) e microtriquias (cabecas de seta)
caracteristicas de todas as espécies. Note o encaixe firme da sensila caética que a deixa
presa a superficie do tegumento; e as ramificagdes na superficie da sensila tricdide de
ponta romba. Observe os diferentes padrdes de poros, os quais encontram-se dispostos em
sulcos paralelos no género Phlebotomus (Fig. 64 “inset”) e dispostos na superficie no
Lutzomyia (Fig. 65 “inset”). Fig. 66 - Aspecto geral do flagelomero II e III comum a
todas as espécies com microtriquias, varias sensilas tricoides de ponta romba (seta
grossa), duas sensilas caéticas (uma ndo esta completamente visivel) (asteriscos) ao longo
do segmento. Vé-se também uma sensila celoconica (ce) na regido apical. Fig. 67 -
Subdivisao da base do flagelomero (seta fina) somente encontradas nos flageldémeros VI a
X de P. duboscqi. Fig. 68 - Aspecto geral dos flagelomeros IV a VIII em todas as
espécies com sensilas caéticas (asteriscos) e sensilas tricdides de ponta romba (setas)
distribuidas ao longo do segmento. Aumentos: Fig. 63 = 820x, Fig. 64 = 4500x, Fig. 65 =
5500x, Fig. 66 = 600x, Fig. 67 = 1200x, Fig. 68 = 700x.

66






Figs. 69-74: Sensila das antenas de L. intermedia (Figs. 71 e 73), L. whitmani (Figs. 70 e
74), P. duboscqi (Fig. 69) e P. papatasi (Fig. 72). Fig. 69 - Aspecto geral dos
flagelomeros IX e XI caracteristico de todas as espécies com duas sensila caética
(asteriscos) e diversas sensilas tricdides de ponta romba (setas grossas) distribuidas ao
longo de segmento.Veja uma sensila tricoide pequena de ponta romba (cabeca de seta) na
regido apical. Figs. 70 e "inset" - Grandes aumentos de duas sensilas tricoides pequenas
de ponta romba (cabecas de seta) com encaixe fixo (asteriscos) encontradas nos
flagelomeros IX, e XI e XIII dos flebotomineos, exceto no flagelomero XI de P.
papatasi. Fig. 71 - Flagelomero X das espécies de Lutzomyia com duas sensilas caética
sensilas tricdides de ponta romba (setas) e duas sensilas caéticas distribuidas ao longo do
segmento (asteriscos). Neste mesmo flagelomero e no XI foi possivel observar uma
sensila tricoide de ponta fina (seta longa) caracteristica do género Phlebotomus (Fig. 72).
Fig. 73 e 74 - Flagelomeros XII das antenas de L. intermedia (Fig. 73) e L. whitmani,
(Fig. 74) com sensilas tricdides de ponta romba (setas), sensilas tricdides de ponta fina
(setas finas), sensilas celoconicas sulcadas (ce). Observe o tamanho reduzido das sensilas
caéticas de L. whitmani (Figs. 74 e "inset") e a auséncia desta em L. intermedia (Fig. 73).
Aumentos: Fig. 69 = 1000x, Fig. 70 = 10500x e “inset” = 5500x, Fig. 71 = 900x, Fig. 72
= 1300x, Fig. 73 = 6400x, Fig. 74 = 1500x e “inset”= 2300x.
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Figs. 75-78: Sensilas das antenas de L. intermedia, L. whitmani (Figs. 76-78), P. duboscqi
(Fig. 75). Fig. 75 - Flagelomeros XII e XIII de P. papatasi e P. duboscqi. Observe as
sensilas caéticas (asteriscos pretos) sensilas tricoéides de ponta romba (setas grossas) e de
ponta fina (setas finas) e as sensilas celoconicas sulcadas II (asteriscos brancos) por todo
o segmento. Fig. 76 - Virias sensilas celoconicas sulcadas II (asteriscos brancos)
encontradas num mesmo flagelomero. Figs. 77 e 78 - Grande aumento das sensilas
celoconicas sulcadas II (asteriscos brancos) encontradas nos flagelomeros XII ao XIV de
todas as espécies. Observe os sulcos na superficie desta sensila e as a estrutura protetora
formada por microtriquias que se unem apenas na base (cabecas de seta) rodeando estas.
Aumentos: Fig. 75 = 1700x, Fig. 76 = 5000x, Fig. 79 = 66000x, Fig. 78 = 10800x, Fig. 79
= 1100x, Fig. 80 = 1400x.
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Figs. 79-82: Sensilas das antenas de L. intermedia (Fig. 81), L. whitmani (Fig. 79), P.
duboscqi (Fig. 80) e P. papatasi (Fig. 82). Figs. 79 e 80 - Flagelomeros XIV das espécies
de Lutzomyia e de Phlebotomus, respectivamente. Note as sensilas tricoides de ponta
fina (setas finas) por todo o segmento exceto na regido basal, as tricdides de ponta romba
(setas grossas) na regido basal, as tricdides pequenas de ponta romba (tp) na base do
prolongamento, e as sensilas celoconicas sulcadas I (asteriscos) por todo o segmento.
Observe a diferenca na quantidade das sensilas tricdides de ponta fina entre os dois
géneros estudados. Fig. 81 - Grande aumento da parte distal do flagelomero XIV
representativa para todas as espécies com sensilas tricoides de ponta fina (setas finas), de
ponta romba (setas grossa) e pequena de ponta romba (tp) na base da extensao e a sensila
celoconica sulcada I (asterisco). Observe na ponta da extensdao a existéncia de uma
sensila tricéide (cabega de seta). Fig. 82 - Apice do flagelomero XIV de um espécime de
P. papatasi com sensila tricoide grande na ponta da extensdo (cabega de seta). Aumentos:

Fig. 79 = 1100x, Fig. 80 = 1400x, Fig. 81 = 3000x, Fig. 82 = 5100x.
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Tabela 1: Tipos e subtipos de sensilas encontrados em cada segmento antenal de L. intermedia, L.

whitmani, P. duboscqi e P. papatasi.

Segmentos Sensila tricéide Sensila celocdnica Sensila Sensila Sensila Sensila
antenais caética basiconica escami- campani-
pequena ponta ponta sulcada forma forma
romba fina
ponta ponta I II “maos
afiada romba em
prece”
Escapo LiLw LiLw
Pd Pp Pd Pp
Pedicelo Li Lw Li Lw Li Lw Li Lw
Pd Pp Pd Pp Pd Pp Pd Pp
Flag. 1 LiLw Li Lw Li Lw Li Pp LiLw Pd Pp LiLw
Pd Pp Pd Pp Pd Pp Pd Pp
Flag. I Li Lw Li Lw Lw LiLw
Pd Pp Pd Pp Pd Pp
Flag. 11 LiLw Lw Li Lw
Pd Pp Pd Pp Pd Pp
Flag. IV - VIII Li Lw Li Lw
Pd Pp Pd Pp
Flag. IX LiLw Li Lw LiLw
Pd Pp Pd Pp Pd Pp
Flag. X LiLw Pd LiLw
Pd Pp Pd Pp
Flag. XI LiLw Li Lw Pd Pp Li Lw
Pd Pd Pp Pd Pp
Flag. XII LiLw LiLw LiLw Lw
PdPp | PdPp | PdPp Pd Pp
Flag. XIII LiLw Li Lw Li Lw LiLw Lw
Pd Pp PdPp | PdPp | PdPp Pd Pp
Flag. XIV Li Lw Li Lw Li Lw Li Lw
Pd Pp Pd Pp PdPp | PdPp

Li - L. intermedia;

Lw - L. whitmani;

Pd - P. duboscqi;
Pp - P. papatasi,

Flag.- flagelomeros.
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Dimensdes dos segmentos antenais
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Graf. 1: Dimensdes dos segmentos das antenas de L. intermedia (Li), L. whitmani (Lw) , P.

duboscqi (Pd) e P. papatasi (Pp). Flag. - Flagelomero.

a; (Pp-Li) - p<0,01; a, (Li- Pd) - p<0,01; a3 (Lw-Pd) - p<0,05;
b; (Pp-Li) - p<0,01; b, (Li- Pd) - p<0,01; b; (Lw-Pd) - p<0,05;
c; (Pp-Li) - p<0,01;

dy (Pp-Li) - p<0,05; d (Pp-Lw) - p<0,05; ds (Li-Pd) - p<0,05; ds (Lw-Pd) - p<0,01.
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Dimensoes das sensilas caéticas
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Graf. 2: Dimensdes das sensilas caéticas nos diferentes flageldmeros das antenas das fémeas das
espécies L. intermedia , L. whitmani , P. duboscqi e P. papatasi . Obs: S6 foram representados
no grafico os seguimentos que possuem as sensilas caéeticas, os flagelomeros [-XIII. Flag.-

Flagelomero.

al (Pp-Pd) - p<0,001;

bl (Pp-Li) - p<0,001; b2 (Pp-Lw) - p<0,01; b3 (Pp-Pd) - p<0,001; b4 (Li- Pd) - p<0,001; b5 (Lw-Pd)- p<0,001;
cl (Pp-Li) - p<0,001; c2 (Pp-Lw) - p<0,01; c3 (Pp-Pd) - p<0,001; c4 (Li- Pd) - p<0,01; c5 (Lw-Pd)- p<0,01;
dl1 (Pp-Li) - p<0,01; d2 (Pp-Lw) - p<0,01; d3 (Pp-Pd) - p<0,001; d4 (Lw-Pd)- p<0,01;

el (Pp-Li) - p<0,001; d2 (Pp-Lw) - p<0,001; d3 (Pp-Pd) - p<0,001; d4 (Li- Pd) - p<0,05; c¢5 (Lw-Pd)- p<0,01;
fl (Pp-Li) - p<0,001; f2 (Pp-Lw) - p<0,001; f3 (Pp-Pd) - p<0,001; f4 (Li- Pd) - p<0,05; £5 (Lw-Pd)- p<0,01;
gl (Pp-Li)- p<0,001; g2 (Pp-Lw) - p<0,001; g3 (Pp-Pd) - p<0,001; g4 (Lw-Pd)- p<0,05;

h1 (Pp-Li) - p<0,001; h2 (Pp-Pd) - p<0,01;

il (Pp-Li) - p<0,001; i2 (Pp-Lw) - p<0,001; i3 (Pp-Pd) - p<0,01; i4 (Li- Pd) - p<0,01;

j1 (Pp-Li) - p<0,001; j2 (Pp-Lw) - p<0,001; j3 (Pp-Pd) - p<0,001; j4 (Li- Pd) - p<0,05;

11 (Pp-Li) - p<0,01; 12 (Pp-Lw) - p<0,05; 13 (Pp-Pd) - p<0,05;

ml (Pp-Lw) - p<0,001; m2 (Pp-Pd) - p<0,001; m3 (Lw-Pd)- p<0,001;

nl (Lw-Pd)- p<0,01.
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Numero de sensilas

Quantidade de sensilas nas antenas dos flebotomineos
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Graf. 3: Numero total de sensilas por segmento da antena de L. intermedia (Li), L. whitmani

(Lw), P. duboscgi (Pd) e P. papatasi (Pp). Flag. - Flagelomero.

a; (Li-Lw) - p<0,05;

b; (Pp-Pd) - p<0,01; b, (Li- Pd) - p<0,01; c; (Lw-Pd) - p<0,01;

c; (Pp-Li) - p<0,001; c; (Pp-Lw) - p<0,001; c5 (Pd-Li) - p<0,01; c4 (Pd- Lw) - p<0,01;

d; (Pp-Li) - p<0,05; d, (Pp-Lw) - p<0,01; d3 (Lw-Pd) - p<0,05;

e; (Pd-Li) - p<0,01; e, (Pd-Lw) - p<0,01;

f; (Pp-Li) - p<0,05;

g (Pp-Li) - p<0,001; g, (Pp-Lw) - p<0,001; g3 (Pp-Pd) - p<0,001; g, (Li-Pd) - p<0,001; gs (Lw-Pd) - p<0,001.
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Quantidade e distribui¢ao da sensila tricéide de ponta romba
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Graf. 4: : Numero de sensilas tricoides de ponta romba encontradas nos segmentos das antenas de

L. intermedia (L1), L. whitmani (Lw), P. duboscqi (Pd) e P. papatasi (Pp). Flag. - Flagelomero.

a; (Li-Pd) - p<0,01; b, (Pp-Li) - p<0,001; b, (Pp-Lw) - p<0,001; b (Li- Pd) - p<0,01; by (Lw-Pd) - p<0,01;
c; (Pp-Li) - p<0,05; ¢, (Pp-Lw) - p<0,05; c3 (Lw- Pd) - p<0,05;

d; (Li- Pd) - p<0,01; d, (Lw-Pd) - p<0,01;

e1 ( Pp-Li) - p<0,05; e, ( Pp-Lw)- p<0,01; e53 (Lw-Pd) - p<0,01.
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Quantidade e distribui¢ao da sensila tricéide de ponta fina
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Graf. 5 Numero de sensilas tricdides de ponta fina encontradas nos ultimos trés segmentos das

antenas de L. intermedia, L. whitmani, P. duboscqi e P. papatasi. Flag. - Flagelomero. As

sensilas tricoides de ponta fina encontradas nos flagelomeros X e XI de P. duboscgi e no XI de P.

papatasi nao foram aqui representadas, pois devido ao seu encontro apenas em poucos

exemplares o seu numero esteve em torno do zero.
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Quantidade e distribui¢ao da sensila celoconica sulcada I
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Graf. 6: Numero de sensilas celoconicas sulcada I encontradas nos trés ultimos segmentos das

antenas de L. intermedia, L. whitmani, P. duboscqi ¢ P. papatasi. Flag.- Flagelomero. Esta

sensila somente estd presente nos flagelomeros XII-XIV.

76



L4. DISCUSSAO

4.1 Aspectos morfologicos das formas imaturas de L. intermedia e L. whitmani

Com o auxilio da microscopia eletronica de varredura, este trabalho pode esclarecer em
detalhes os aspectos morfologicos das espécies L. intermedia e L. whitmani, os quais
provavelmente ndo poderiam ser observados com a microscopia optica. Com essa ferramenta
conseguimos encontrar diferencas nas formas imaturas entre as duas espécies estudadas,
diferentemente do que foi descrito por Barreto (1941).

O padrao de ornamentacdo do exocorio dos ovos encontrado em L. intermedia e L.
whitmani € o de cristas paralelas ndo conectadas. Contudo, em algumas regides dos ovos foram
encontradas cristas que se conectavam entre si. Foram também visualizados pequenos tubérculos
entre estas cristas, semelhante a descricdo de Almeida et al. (2004) em L. intermedia.
Diferentemente, Barreto (1941) descreveu um padrdo de ornamentagdao de cristas paralelas
conectadas para L. intermedia e L. whitmani, porém utilizando a microscopia optica. Foi também
possivel observar a constituicdo das cristas formadas por fileiras de estruturas palisadicas
individuais que se projetam do tegumento do ovo. Diferentemente, os ovos de L. longipalpis
apresentaram cristas ndo conectadas formadas por linhas de estruturas palisddicas duplas sem
tubérculos entre elas (Secundino & Pimenta 1999).

Através da utilizagdo continuada do MEV a partir da década de 70, alguns autores
passaram a especular que os padrdes de cristas sdo estruturas adaptativas que facilitam a postura
de ovos em distintos ambientes (Ward & Ready 1975, Enrique Perez & Ogusuku 1997). No
nosso estudo, ndo foram encontradas diferen¢as na ornamentacao do exocoério entre as duas
espécies simpatricas. Porém, Rogo e colaboradores (1992) mostraram variagdes intra-especificas
no exocorio de Phlebotomus aculeatus e Phlebotomus martini que co-existiam na mesma regiao
geografica. Além disso, por exemplo, Phlebotomus pedifer, L. longipalpis e Lutzomyia diabolica
possuem o mesmo padrdo de cristas do exocdrio, o de cristas ndo conectadas (Endris et al. 1987,
Rogo et al. 1992, Secundino & Pimenta 1999) mesmo vivendo em regides geograficas distantes e
completamente diferentes. Outra sugestdo apresentada por diversos autores através de
observacdes de 23 espécies de flebotomineos utilizando a microscopia eletronica de varredura,
foi a de que as ornamentagdes do exocorio refletiriam relagdes filogenéticas entre as espécies
(Endris et al. 1987, Feliciangeli et al. 1993, Enrique Perez & Ogusuku 1997, Fausto et al. 2001).

Em conclusdo, de acordo com os nossos resultados e com a literatura acima mencionada podemos
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concluir que as ornamentagdes do exocédrio ndo devem ser utilizadas exclusivamente como
ferramenta taxonomica.

A eclosdo dos flebotomineos dos ovos ocorre através de uma fratura na casca do ovo,
similarmente a outros Diptera. De acordo com os nossos resultados, as larvas de primeiro estagio
de L. intermedia e L. whitmani provocam uma fratura obliqua irregular na parede do ovo, pela
qual podem ser visualizados a cabec¢a da larva com o 6rgdo perfurador em seu apice e os longos
filamentos caudais enrolados. A fratura do ovo ¢ provavelmente provocada pela fricgao do 6rgao
perfurador contra o endocério; e o escape da larva provavelmente ocorre com o auxilio de
movimentos do corpo da larva e dos filamentos caudais. Um mecanismo similar de quebra e de
escape foi descrito em L. longipalpis (Leite & Williams 1997, Secundino & Pimenta 1999) que
mostrou os ovos obliquamente fraturados. Nos flebotomineos podemos supor que ndo ha uma
area preferencial para a quebra do ovo como nos mosquitos, nos quais a fratura é sempre
transversal e localizada na regido anterior do ovo (Rodriguez et al. 1992, Pereira et al. 2005).

Através do MEV visualizamos detalhes da estrutura do 6rgao perfurador. Esse orgao ¢
apenas encontrado nas larvas de primeira fase, sendo perdido ap6s a muda para as larvas L,. Esta
estrutura tem sido utilizada como ferramenta taxondmica para diferenciar as larvas L; das L, nos
mosquitos e simulideos (Breland 1959, Alvan-Aguilar & Hamada 2003).

O 6rgao perfurador, similar em ambas as espécies, apresentou uma formagao cuticular de
aspecto piramidal com base arredondada e foi localizado no dorso da cabega das larvas L. Leite
et al. (1997) e Secundino & Pimenta (1999) observaram um o6rgao perfurador similar em L.
longipalpis. Distintamente, os o6rgaos perfuradores das larvas L; dos mosquitos Aedes aegypti e
Anopheles albimanus possuem um formato de cone que termina em uma ponta muito fina. O
orgdo perfurador de A. albimanus, distintamente dos demais, ¢ capaz de se contrair e expandir,
sendo exposto na cabeca da larva somente durante o escape do ovo (Rodriguez et al. 1992,
Pereira et al. 2005). Portanto, parece que a estrutura do o6rgao perfurador pode diferenciar género,
mas nao espécies, pelo menos para flebotomineos.

As larvas de L. intermedia e L. whitmani exibiram poucas diferengas entre si e
apresentaram aspectos similares aos descritos nos flebotomineos Phlebotomus bahiensis e L.
longipalpis (Sherlock & Carneiro 1963, Secundino & Pimenta 1999). As larvas dos
flebotomineos estudados sdo semelhantes em diversos aspectos, tais como: formato filiforme e
divisdo do corpo em doze segmentos (3 toracicos e 9 abdominais); cabega arredondada e bem
definida acima dos segmentos toracicos, aparelho bucal do tipo mastigador; pseudopernas

localizadas somente nos segmentos abdominais; espinhos por todo corpo com excec¢do do lobulo
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anal, aparelho bucal e base da cabeca; um par de filamentos caudais nas larvas L; e dois pares nas
demais.

Uma caracteristica importante que possibilitou distinguir as duas espécies foi encontrada
no lobulo anal, o qual ¢ completamente diferente nas duas espécies. O 16bulo anal de L.
intermedia apresentou-se muito maior e com um aspecto menos enrugado do que o de L.
whitmani. Essa caracteristica pode ser uma ferramenta taxondmica para ajudar a identificar e
separar estas espécies simpatricas.

Um aspecto comum as duas espécies foi a modificacdo da morfologia das antenas, sendo
lobular em L; e digitiforme nas demais fases. Com estes resultados, podemos inferir que as
antenas mudam de forma apos a muda das larvas L; para a L, continuando com o mesmo formato
até o ultimo estdgio de larva (Ls). Estas observagdes contrastam com Barreto (1941) que
descreveu antenas do tipo digitiforme em todas as fases larvais de L. intermedia e L. whitmani.
Pessoa et al. (2001) descreveram o mesmo padrio que observamos nas antenas das larvas de
quarto estagio em ambas as espécies. A modificagdo do aspecto da antena que ocorre da L; para a
L, e permanece até a ultima fase larval somente pode ser observada e caracterizada pelo fato de
termos estudado todas as fases larvais, distintamente dos outros autores.

A morfologia das antenas, a quantidade de filamentos caudais e a presenca ou auséncia de
orgdo perfurador sdo caracteristicas que poderdao ser utilizadas na taxonomia para diferenciar as
larvas L; das demais fases. O fato de tantas mudangas nas estruturas entre L; e L, pode ser
reflexo de uma delicada e importante fase de desenvolvimento das larvas de flebotomineos.

Em resumo, as espécies L. intermedia e L. whitmani sao em geral similares, mas podem
ser distinguidas na sua microanatomia. A maior parte das similaridades encontradas entre as duas
espécies pode ser devido ao fato destas espécies compartilharem um ancestral comum recente
como demonstrado por Mazzoni et al. (2002); ou destas ocorrerem simpatricamente, adaptando-

se ao longo do tempo as condigdes ambientais muito semelhantes.

4.2 Aspectos morfologicos dos orgaos sensoriais

Foram estudadas e analisadas comparativamente as sensilas das larvas de L. intermedia,
de L. whitmani e as sensilas das antenas das fémeas de L. intermedia, L. whitmani, P. papatasi e
P. duboscqi.

A funcao dos 6rgaos sensoriais foi inferida a partir da morfologia cuticular do 6rgao e da

presenca de poros, correlacionando-o com outras sensilas de insetos descritas na literatura. De
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acordo com Altner et al. (1977) e Schaller (1982) existe uma correlacdo entre a morfologia ¢ a
fisiologia de tipos de células sensoriais.

Observamos visualmente um nimero relativamente menor de sensilas nas larvas quando
comparado com os insetos adultos. Somente nas antenas das fémeas de flebotomineos estudados
foram encontradas cerca de 620 a 710 sensilas. Segundo Barreto (1941), as larvas de
flebotomineos possuem cerca de 160 a 210 sensilas em toda a sua extensdo. Esses resultados
estdo de acordo com as observacoes de Zacharuk (1985) que revisou trabalho de varios autores e
encontrou um grande aumento no numero de sensilas durante a diferenciacdo para o estigio
adulto de insetos, sendo devido em parte a pélos (sensilas tricoides) e a ganchos olfatorios
(sensilas basiconicas). Esse aumento do nimero de sensilas demonstra uma necessidade de
sensorial dos adultos que provavelmente estd relacionada a reproducdo e a dispersao
proporcionada pelo voo. No nosso estudo, ndo foi observado nenhum subtipo de sensila em
comum entre a fase larvar e o inseto adulto. Segundo Hallberg & Hansson (1999), 6rgaos
sensoriais das larvas e dos insetos adultos sao sempre diferentes em termos de nimero de células,
organizacao e func¢ao, refletindo os diferentes estilos de vida dos dois estagios.

As sensilas tricoides predominaram em relacdo a todos os outros tipos tanto nas larvas
quanto nas antenas das fémeas dos flebotomineos estudados. Para Zacharuk (1985), quase todas
as sensilas que sao encontradas por todas as partes do tegumento dos insetos sdo sensilas tricoides
de varios tamanhos e formas, além dos 6rgaos campaniformes que possuem distribui¢cdes mais ou

menos regulares e em padrdes bilaterais.

4.2.1 Orgaos sensoriais das larvas de L. intermedia e L. whitmani

Nas larvas de L. intermedia e L. whitmani foram observados seis tipos de sensilas
tricoides distribuidas ao longo do corpo. Nos flebotomineos algumas destas estruturas como as
sensilas tricdides do tipo escova e a longa multiporo nunca haviam sido descritas como sendo
orgdos sensoriais, mas simplesmente como apéndices, sendo denominadas como cerdas e
filamentos por diversos autores (Barreto 1941, Sherlock & Carneiro 1963, Leite & William 1996
e 1997, Secundino & Pimenta 1999).

As sensilas tricoides longas e curvas com diferentes graus de curvatura (aspecto
morfoldgico) foram observadas em cada lado das estruturas locomotoras, as pseudopernas. Esta
sensila pode ser uma caracteristica particular destas duas espécies, pois nao foram observadas em

L. longipalpis (Leite & William 1996 e 1997, Secundino & Pimenta 1999) e no Phlebotomus
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bahiensis (Sherlock & Carneiro 1963). Baseado neste fato pode-se supor que esta sensila deve ser
uma estrutura importante para a adaptacdo de L. intermedia e L. whitmani aos microambientes
em que habitam, provavelmente devido a simpatria em destas espécies. Além dessa consideragao,
outra caracteristica peculiar destas espécies sdo as sensilas tricoides pequenas e sensilas tricoides
longas ao redor do 16bulo anal. Esse tipo de sensila ndo foi descrito em L. longipalpis e P.
bahiensis (Sherlock & Carneiro 1963, Leite & William 1996 e 1997, Secundino & Pimenta
1999).

Foram observadas as sensilas tricdides pequenas e tricoides longas apresentando-se
algumas vezes retas e outras curvas. Este fato foi também observado por Fernandes & Linardi
(2002) no segmento II do aparelho bucal da mosca Dermatobia hominis (Diptera: Oestridae).
Sensilas mecanoreceptoras analogas a estas, também foram encontradas nos palpos maxilares de
Drosophila melanogaster por Riesgo-Escovar et al. (1997). A sensila tricdide do tipo escova,
devido a localizacao bilateral em todos os segmentos do corpo da larva, pode ser uma importante
estrutura no fornecimento de informacdes mecanicas relacionadas com a orientacdo espacial. A
sensila tricoide do tipo escova, as tricoides longas e curvas encontradas nas pseudopernas e as
tricdides pequenas e as longas observadas ao redor do 16bulo anal parecem ter estrutura cuticular
caracteristicas de sensilas mecanoreceptoras (Keil 1997b).

Algumas sensilas tricdides pequenas, devido a sua localizagdo no aparelho bucal e bem
perto das pecas bucais, podem ter a fungao de quimiorecepcao por contato (gustacdo), podendo
desta forma ser importantes na identificacao do alimento. A procura do alimento para as larvas ¢
muito importante, visto que estas sdo vorazes e s6 param de procurar comida e de se alimentar
durante as fases de muda e na fase pupal.

Além dessas sensilas tricoides, foram também descritos mais dois tipos de sensilas
inseridas nas antenas das larvas: a basicOnica clavada e a celoconica (romba e a clavada
multiporo). Foram identificados poros na parede da sensila celoconica clavada nas antenas das
larvas de L. intermedia e L. whitmani. Portanto, esta sensila passou a ser denominada como
celoconica clavada multiporo. Sensilas olfatérias com dilatagdao apical semelhante a um bulbo e
com poros na parede tem sido encontradas nas antenas de Trichogramma galloi e Trichogramma
pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae), nos palpos maxilares de Culicoides hollensis e
Culicoides melleus (Diptera: Ceratopogonidae), na antena da mosca Cochliomyia hominivorax
(Diptera: Calliphoridae) (Consoli et al. 1999, Kline & Axtell 1999, Fernandes et al. 2004,
respectivamente). Spiegel et al. (2005) revelaram uma sensila nos palpos maxilares dos adultos

de L. longipalpis, semelhante a que encontramos na antena das larvas de L. intermedia e L.

81



whitmani. Esses autores também revelaram através do MEV a presenca de poros na superficie
desta sensila, os quais sugerem uma fun¢do quimioreceptora.

Foi também encontrada outra sensila com poros na sua superficie, a sensila tricéide longa
multiporo. Esta sensila ¢ conhecida nas larvas de flebotomineos como filamentos caudais
presentes em todas as larvas de flebotomineos, exceto no Phlebotomus tobii (Killick-Kendrick et
al. 1989). Nas espécies estudadas foram observadas diferencas no padrao de poros. O L.
intermedia apresentou os poros dos filamentos caudais dispostos em sulcos e em L. intermedia os
poros encontraram-se arranjados homogeneamente na superficie da sensila sem a presenca de
sulcos. Poros nestas sensilas ja tinham sido descritos por Pessoa et al. (2001) em L. intermedia, L.
whitmani, Lutzomyia lenti, L. longipalpis e Lutzomyia evandroi. Contudo, esses autores nao
descreveram nenhuma diferenga entre o padrao de poros das duas primeiras espécies, como
demonstrado neste trabalho.

O encontro de uma sensila olfatoria (sensila celoconica clavada multiporo) na antena das
larvas de flebotomineos € coerente com o sugerido por Zacharuk (1985). Segundo o autor,
antenas que tem como caracteristica um flagelo muito reduzido, como nas formas larvais,
possuem seus receptores com fungdo de quimio-, termo- e higrorecepcdo. As sensilas
quimioreceptoras encontradas nas larvas devem ser importantes para o encontro de comida e para
responder a feromdnios de agregacao liberados por outros individuos.

No presente estudo foram entdo encontradas uma maioria de sensilas com aparente funcao
mecanoreceptora (sensilas tricoides), uma com possivel funcdo gustativa (sensilas tricoides
pequenas) e duas sensilas com fung¢des quimioreceptoras demonstradas, a sensila celoconica
clavada multiporo e a sensilas tricdides longas multiporo. Estes achados e as interpretacdes
corroboram os dados encontrados nas larvas de Toxorhynchites brevipalpis (Mclver 1982), as
quais apresentavam cerca de 85% dos neurdnios associados principalmente com as cerdas
corporais sensiveis a pistas mecanicas, e os 15% restantes associados a quimioreceptores restritos

as antenas, aparelho bucal e faringe.
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4.2.2 Morfologia e 6rgaos sensoriais das antenas de L. intermedia, L. whitmani, P. papatasi ¢ P.

duboscqi

4.2.2.1 Aspectos gerais das antenas

Encontramos em L. intermedia, L. whitmani, P. papatasi € P. duboscqi um par de antenas
filiformes, formadas por um escapo triangular, um pedicelo globular e 14 flagelomeros
filiformes. Aspectos similares foram descritos por Ilango (2000) no Phlebotomus argentipes. Em
contraste, Zayed et al. (2002) descreveram a antena de P. papatasi e P. bergeroti com um escapo,
pedicelo e 13 flagelomeros. Estas diferengas encontradas entre os dois trabalhos podem ser
devido a utilizacdo de diferentes populagdes de P. papatasi, sendo o do presente estudo da
Turquia e o de Zayed et al. (2002) do Egito. E provavel que estas populagdes de P. papatasi do
Egito e Senegal acumularam diferencas particulares por diferentes pressdes seletivas sofridas nos
diferentes habitats devido ao isolamento geografico.

Todos os segmentos antenais das espécies de flebotomineos estudadas apresentaram-se
cobertas por pélos (tricomas, espinhos) considerados ndo inervados chamados microtriquias,
sendo estas as pilosidades mais abundantes que recobrem as antenas. Esses resultados
corroboram com o descrito em diferentes espécies de Cyclorrafa (Shanbhag et al. 1999,

Fernandes et al. 2002, 2004).

4.2.2.2 Dimensdo das antenas e da sensila caética

Foram encontradas poucas diferengas nas dimensdes das antenas nas espécies estudadas,
sendo a de P. papatasi a de menor tamanho seguida por L. whitmani, por P. duboscqi; € por fim a
de L. intermedia com o maior tamanho.

No nosso estudo ndao foram encontradas diferengas significativas nas dimensodes do
flagelomero I entre as espécies estudadas, apesar do comprimento do flagelomero I ser um carater
utilizado para diferenciagcdo de espécies (Galati 2003). Porém, diferengas nas dimensdes foram
encontradas em outros flagelomeros das antenas entre as espécies incluidas no estudo, inclusive
diferencas que separam os géneros em estudo. Encontramos também variagdes nas dimensodes dos
flagelomeros das antenas em cada espécie de flebotomineo. Esse achado concorda com Zacharuk
(1985) que cita grandes variagdes nos flagelomeros, principalmente no comprimento, indo desde

pequenos flagelomeros até grandes com subdivisdes formando sub-segmentos. No presente
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estudo, subdivisdes delimitando regides na base do flageldmeros foram encontradas em P.
duboscqi. Contudo em todas as outras espécies somente foram encontradas subdivisdes
ocasionais dos flagelomeros.

Diferencas marcantes foram encontradas na dimensao das sensilas caéticas. Estas sensilas
possuem tamanhos diferentes entre as espécies estudadas, exceto quando se compara os
flagelomeros 1 ao XI nas espécies L. intermedia e L. whitmani. Diferengas marcantes na
dimensao foram detectadas entre as duas espécies de Phlebotomus, sendo este um carater
importante para diferenciar estas espécies cripticas, inclusive podendo ser utilizado como
ferramenta taxonOmica. Variagdes também ocorreram entre o tamanho destas sensilas nos
diferentes flagelomeros das antenas de todas as espécies. A grande variacdo observada na espécie
L. whitmani é devido a diminui¢do drastica do comprimento das sensilas caéticas a partir do
flagelomero XII. Além disso, a espécie L. intermedia ndo apresentou esta sensila a partir do XII
flagelomero. Essas caracteristicas sdo importantes e também poderdo ser utilizadas como
caracteres taxonOmicos destas espécies. Estas observagdes concordam com as descrigdes de
Rispail & Léger (1998). Para Galati (2003)., as sensilas caéticas (ascoides em flebotomineos)
podem variar muito em comprimento e este carater pode ser uma caracteristica importante para a

taxonomia dos mesmos.

4.2.2.3 Tipos de sensilas

Nas antenas das quatro espécies de flebotomineos estudados foram encontrados trés tipos
de sensilas tricdides, trés tipos de celoconicas sulcadas, um de campaniforme, um de caética e um
de basiconica. As sensilas basiconicas foram encontradas somente no subgénero Phlebotomus.

Ilango (2000) realizou um estudo morfologico das sensilas das antenas de Phlebotomus
argentipes e descreveu para esta espécie as sensilas tricoide, celoconica, caética, basiconica e
“auricilicum”. Zayed et al. (2002) analisaram as sensilas de P. papatasi e P. bergeroti
descrevendo as seguintes sensilas: tricoide, celocOnica, caética, basicOnica, campaniforme,
escamiforme, “bohm™ e “falcate”. Encontramos no nosso trabalho sensilas semelhantes em L.
intermedia, L. whitmani, P. duboscqi e P. papatasi, porém algumas sensilas ndo foram
encontradas, tais como as sensilas “bohm”, “falcate” e a “auricilicum”. Essa diferenga tanto entre
diferentes géneros, quanto dentro do mesmo género e da mesma espécie (P. papatasi) pode ser
devido a diferencas inter e intra-especificas ou a diferentes sistemas de classificagdo utilizados.

Segundo Zacharuk (1985) ¢ muito dificil caracterizar as sensilas dentro das categorias propostas
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atualmente, apesar de todas as terminologias disponiveis; e, portanto, a tendéncia ¢ nomear
sensilas que fogem dos padrdes sugeridos criando-se novos tipos. Outra explicacao plausivel para
a diferenca encontrada em P. papatasi seria o estudo de diferentes populagdes dessa espécie visto
que no presente trabalho foram estudadas as sensilas de P. papatasi da Turquia e no estudo de
Zayed et al. (2002) P. papatasi do Egito como abordado anteriormente.

No presente estudo foram encontrados trés diferentes sub-tipos de sensilas tricdides nas
antenas de todas as espécies estudadas: tricdide pequena, de ponta fina e de ponta romba. Este
tipo de sensila foi o mais abundante e diverso, sendo a Unica distribuida em todos os segmentos
das antenas. As sensilas tricoides de ponta fina foram observadas a partir do flagelomero X.
Pophof et al. (2005) testaram a resposta de uma sensila tricoide nas fémeas de mariposas
Cactoblastis cactorum (também similares a tricoide de ponta fina dos flebotomineos aqui
estudados) a diferentes volateis e revelaram que estas sensilas respondiam a certos terpenos.
Spiegel et al. (2005) utilizando o método de coloracdo pela prata em L. longipalpis mostraram
que as sensilas tricoides das labelas eram quimioreceptoras de contato (gustatorias) e que as
sensilas tricoides dos palpos eram olfatorias. Todavia, as sensilas tricoides de ponta romba e a
pequena de ponta afiada encontradas em nosso estudo possuem um encaixe flexivel que ¢
caracteristico de mecanosensilas. Além disso, as sensilas tricdides pequenas de ponta afiada
encontram-se localizadas na base do escapo e pedicelo em todas as espécies e na base do
flagelomero I em L. whitmani e L. intermedia. A proximidade destas sensilas com as juncdes dos
segmentos sugere a fungdo de propriocepcao. Esses dados sdo semelhantes aos descritos por
Zacharuk (1985) e Spénhoff et al. (2003) que mostraram escapos e pedicelos suportando
principalmente mecanosensilas, como exteroceptores e proprioceptores nos insetos em geral.

As sensilas escamiformes sdo pélos com formato de escama que foram observados no
pedicelo e no flagelomero I de todas as espécies analisadas. Essas estruturas foram consideradas
em nosso estudo como sendo sensilas de acordo com sua estrutura cuticular e utilizando o sistema
de classsificacdo descrito por Zacharuk (1985), o qual define as sensilas escamiformes como
sendo pélos tricdides semelhantes a escamas e que possuem um ou mais neurdnios. Spiegel et al.
(2005) descreveram uma estrutura similar nos palpos de L. longipalpis, porém como estruturas
ndo inervadas. Estudos complementares da ultra-estrutura desta sensila devem ser realizados
através da procura de células sensoriais para confirmar que estas estruturas sejam realmente
sensilas.

As sensilas campaniformes foram observadas em todas as espécies localizadas perto da

articulagdo do pedicelo e do flagelomero I, sendo provavelmente importantes na deteccdo de
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movimentos da antena (propriocep¢ao). Spiegel et al. (2005) também encontraram sensilas
campaniformes na juncdo dos palpos maxilares de L. longipalpis. Além disso, um estudo de
revisdo realizado por Keil (1997b) mostra que estas sensilas sdo encontradas em diferentes
articulagdes, sendo importantes na percepcao de estresse cuticular. Portanto, podemos inferir que
essa sensila deve ter a fun¢do de propriocepcao.

Nas antenas de todas as espécies analisadas foi encontrado um pequeno nimero de
sensilas celoconicas, sendo encontrada uma unica nos trés primeiros flagelomeros e de duas a
quatro nos trés ultimos flagelomeros. Esse dado estd de acordo com Chapmam (1998) que
descreveu que nos insetos as sensilas celocOnicas aparecem em pequeno numero, ocorrendo
principalmente em grupos nos segmentos terminais ou em numero de uma a duas nos primeiros
flagelomeros. Em nossos estudos observamos um tipo desta sensila: a sulcada, a qual foi
subdividida em I, Il e “maos em prece”. Encontrou-se em todas as espécies a celoconica sulcada
com microtriquias livres que denominamos de I. Porém outro tipo, a celoconica II com
microtriquias unidas na base até a regido mediano-distal, foi encontrada apenas no género
Lutzomyia. Em L. whitmani esta sensila s6 esteve presente apenas em poucos exemplares e
quando a sensila sulcada “maos em prece” ndo era encontrada, podendo esta caracterisitca ser
devido a uma variabilidade fenotipica de alguns espécimes. Pophof et al. (2005) descreveram
uma sensila celoconica na mariposa Cactoblatis cactorum semelhante em sua ultra-estrutura a
sensila celoconica sulcada I encontrada nas antenas dos flebotomineos aqui estudados. Neste
trabalho, os autores demonstraram a resposta destas sensilas a odores como aldeidos alifaticos e a
acidos. Em baratas (Periplaneta americana) foi mostrada uma sensila celoconica (sem estrutura
protetora visivel), semelhante morfologicamente com as sensilas celoconicas vislumbradas nas
sulcadas I e II, a qual respondia a acidos graxos e a mudancas de temperatura e umidade (Altner
etal. 1977).

Com excec¢do da espécie L. intermedia, todas as demais espécies estudadas apresentaram
um novo sub-tipo de sensila celoconica, a sensila celoconica sulcada “maos em prece”. Essa
sensila foi recentemente descrita nos flagelomeros I a III de fémeas e machos de L. longipalpis
(Fernandes comunicagdo pessoal, Fernandes et al. artigo em preparag¢do). Esta sensila possui
sulcos em sua superficie que devem ser expostas, através da abertura da estrutura cuticular
protetora em formato de duas maos unidas, quando provavelmente esta sensila ¢ submetida a
estimulos apropriados.

Os sulcos das sensilas celoconicas sdo considerados por apresentar poros microscopicos

(Shields & Hildebrand 2001). Portanto, inferimos que as sensilas celocOnicas com estas
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caracteristicas, as quais foram encontradas nas diferentes espécies de flebotomineos estudadas,
sdo sensilas quimioreceptoras com funcao olfatéria. Contudo, ndo podemos descartar a termo e
higrorecepcao que sao funcdes descritas para muitas sensilas celoconicas encontradas em varios
insetos, como por exemplo foi mostrado em baratas por (Altner et al. 1977).

As sensilas caéticas, conhecidas nos flebotomineos como ascoides, apresentaram-se em
todas as espécies como pélos longos e robustos. Uma variagao desta sensila (sensila caética com
base bifurcada) foi observada em um tUnico espécime de L. intermedia. Spiegel et al. (2005)
também observaram uma sensila capitada com base bifurcada nos palpos maxilares de L.
longipalpis. Essa variagdo de carater pode ter ocorrido devido por uma variacao do padriao gerada
por exemplo por uma modificagdo apenas no fendtipo do individuo, por uma mutacdo em genes
ou também devido a um reaparecimento de caracteristicas ancestrais (atavismo). Em todas as
espécies estudadas, essa sensila mostrou-se coberta por poros, porém um padrio diferente de
poros foi observado entre os diferentes géneros estudados, sendo estes dispostos em sulcos
paralelos no género Phlebotomus e dispostos homogeneamente sob a superficie no Lutzomyia. O
encontro de poros na superficie desta sensila sugere uma fun¢do de quimiorecepgao a distancias
(olfagdo). E considerado que a auséncia de poros na cuticula sensorial impede a quimiorecepgao,
um unico poro limita a quimiorecep¢do ao contato, € muitos poros possibilitam a olfagdo
(Zacharuk 1985). Dougherty et al. (1995) demonstraram que as sensilas caéticas de L. longipalpis
respondem a extratos de feromonios e a odores de fezes de coelho e de galinha; e que estes dois
ultimos odores provocam uma resposta de oviposicao nas fémeas gravidas. Além disso, esses
autores observaram também uma resposta destas mesmas sensilas a terpenos volateis, os quais
sdo moléculas liberadas por plantas. Dougherty et al. (1999) mostraram também que as sensilas
caéticas de L. longipalpis respondem a odores das glandulas anais e caudais de raposa. Merivee et
al. (2004) monstraram uma resposta das sensilas caéticas de Pterostichus aethiops a nove
diferentes tipos de sais, provavelmente possuindo fun¢do quimioreceptora de contato, podendo
perceber variagdes no teor de sais do meio ou na mudanga de pH deste. Contudo, de acordo com
os resultados do padrao de poros encontrados no nosso estudo e nos trabalhos com o
flebotomineo L. longipalpis, as sensilas caéticas podem ser importantes na percep¢ao de odores
pelos flebotomineos oriundos de hospedeiros vertebrados e de plantas, necessarios para o
direcionamento do inseto até as suas fontes de alimentagdo (sanguinea e de carboidratos).
Considerando estas propriedades, podemos especular que a maior dimensdo desta sensila foi
encontrada em P. duboscqi e pode estar influenciando e aumentando a eficiéncia desta espécie na

localizagao das suas fontes alimentares.
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Sensila basiconicas foram encontradas por ndés como caracteristica do género
Phlebotomus, estando ausentes em Lutzomyia. Estas sensilas mostraram-se como pélos pequenos
similares a um cone. Aspectos morfologicos similares foram revelados em moscas e gafanhotos
(Ochieng et al. 1998, Fernandes et al. 2004). Onchieng et al. (1998) observaram ultra-
estruturalmente as sensilas basiconicas no gafanhoto Schistocerca gregaria, e as descreveram
com parede de poros e com varios dendritos ramificados, caracteristica tipica de receptores
olfatoérios. Fernandes et al. (2004) observaram parede de poros na sensila basiconica na mosca
Cochliomyia hominivorax, os quais permitem o acesso de substincias volateis sendo esta sensila
considerada quimioreceptora.

Poucas variagdes ocorreram nos tipos e subtipos de sensilas encontrados nas antenas
desses quatro importantes vetores de leishmaniose cutanea. Foi encontrada pelo menos uma
sensila com localizagdo particular em cada espécie estudada, exceto em L. whitmani, como se
segue: a) A espécie que mais apresentou singularidades foi L. intermedia seguida de P. papatasi.
O L. intermedia foi o unico que apresentou a sensila celoconica sulcada I no apice do seu
flagelomero 1. Porém, estiveram ausentes as sensilas celoconicas sulcadas “maos em prece” nos
flagelomeros I a III e as sensilas caéticas nos flagelomeros XII e XIII. b) Somente em P.
papatasi foram encontrados as sensilas celoconicas “maos em prece” no flagelomero I, todavia,
as sensilas tricoides pequenas de ponta romba foram ausentes no flagelomero XI. ¢) Em P.
duboscqi foi encontrada a sensila tricdide de ponta fina no flagelomero X.

Além dessas diferencas particulares encontradas separando as espécies, foram encontradas
diferencas importantes distinguindo os géneros de flebotomineos. Por exemplo, a sensila
celoconica sulcada II e a tricéide pequena de ponta afiada no flageldomero I somente foram
encontradas no género Lutzomyia. Porém, as sensilas basiconicas no flagelomero I e a tricoide de
ponta fina somente foram encontradas no flagelomeros XI do género Phlebotomus. Apesar de
poucas variacdes ocorrerem nos tipos e subtipos de sensilas entre as espécies estudadas,
diferengas foram observadas na quantidade e localizagdo dos diferentes tipos e subtipos de
sensilas nos segmentos antenais. Resultados similares foram encontrados por Catald (1997)
comparando as sensilas das antenas de cinco géneros de triatomineos e por Gracco & Catala
(2000) estudando quatro espécies pertencentes a dois géneros da familia Triatominae, Triatoma
sordida, Triatoma infestans, Rhodnius neglectus e Rhodnius prolixus. Essa conservagao de tipos
de orgdos sensoriais entre os dois géneros estudados, os quais habitam diferentes areas
geograficas sendo submetidos a diferentes pressoes seletivas, refletem a importancia desses

orgaos nas fémeas de flebotomineos. Adaptagdes associadas a exploracdo de diferentes habitats e
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hospedeiros culminando na modificagdo do padrio ancestral, poderiam explicar essas diferencas

em abundancia e distribuicdo de sensilas.

4.2.2.4 Numero de sensilas

Em geral, a maior diversidade e quantidade de sensilas foi encontrada principalmente no
primeiro e no ultimo flagelomeros. A maior variedade de tipos de sensilas ocorreu nos
flageldmeros e estas tendem a serem mais numerosas nas por¢des mais distais, como foi revisado
por Zacharuk (1985) em varios insetos.

Os resultados da contagem das sensilas das antenas dos flebotomineos revelaram
variagoes significativass entre os dois géneros e diferentes espécies. Este tipo de estudo tem sido
amplamente utilizado em insetos como ferramenta taxonomica (Chapmam 2002; Catald &
Schofield 1994, Catala 1997, Gracco & Catala 2000).

Foram demonstradas variagdes significativamente maiores no niumero de sensilas nos
quatro flagelomeros (II, III, V e XIV) das espécies do género Phlebotomus quando comparado ao
Lutzomyia. O flageldmero que apresentou um nimero mais significativo de sensilas foi o tltimo.
Este fato pode estar associado ao maior tamanho do ultimo flagelomero nas espécies do género
Phlebotomus. De acordo com Chapmam (1998), o maior numero de quimioreceptores pode estar
relacionado com o comprimento da antena. Porém, verificamos que a variacdo no comprimento
ndo esta relacionada com o aumento abrupto no nimero de sensilas no ultimo flagelomero do
género Phlebotomus. A nossa analise também demonstrou que esta diferenga foi relacionada a
um tipo especifico de sensila, a sensila tricoide de ponta fina, a qual € cerca de 8 a 10 vezes mais
numerosa no ultimo flagelomero de Phlebotomus que no de Lutzomyia. Esta diferenca poderia ser
explicada por uma modificagdo no padrao ancestral durante o curso da evolugdo, tanto por
diminui¢do no nimero desta sensila em Lutzomyia quanto por um aumento em Phlebotomus, 0s
quais poderiam ser determinados por diferentes pressoes seletivas impostas pelo ambiente e pela
adaptacao destas espécies a estas pressoes. Esse maior numero de sensilas poderia refletir um
comportamento diferente nas espécies de Phlebotomus como, por exemplo, pode influenciar na
localizacao e preferéncia de hospedeiros.

Poros foram observados em uma sensila inserida na antena e nos filamentos caudais de
larvas de L. intermedia e de L. whitmani, como também nas sensilas caéticas encontradas nas
antenas de L. intermedia e L. whitmani, P. papatasi ¢ P. duboscqi. Além destas sensilas, nas

antenas das fémeas dos flebotomineos estudados foram também observados sulcos nas sensilas
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celoconicas que sustentam poros microscopicos. A presenca de poros na parede destas sensilas
indicam a funcao quimiorecepg¢ao. A quimiorecep¢ao ¢ uma modalidade muito importante nao so6
para os estagios adultos como também para os estagios imaturos de insetos. A importancia dessa
modalidade para os flebotomineos pode estar correlacionada com o seu estilo de vida, com a
necessidade de encontrar alimento, uma fonte de carboidrato, um hospedeiro no qual conseguira
o alimento sanguineo necessario para a producao dos seus ovos; na percep¢ao de feromonios para
comunicagao intra-especifica, para o encontro de um parceiro potencial; e finalmente no encontro
de um sitio de oviposi¢ao adequado. Estudos subseqiientes podem revelar a quimiorecep¢ao em
outras sensilas descritas neste trabalho, como por exemplo, as sensilas basiconicas, e alguns tipos
de sensilas tricoides, como a de ponta fina citadas por outros autores. Segundo Zayed et al.
(2002), em P. papatasi e P.bergeroti, além da sensila caética, a basiconica e a tricdide devem ter
um papel importante na procura do seu hospedeiro através da olfagao.

Variagdes encontradas nas dimensdes dos segmentos antenais € na sensila caética, nos
tipos € nos niameros de 6rgdos sensoriais entre as espécies estudadas podem ser importantes e
utilizadas como caracteristicas taxondmicas para separar os géneros, assim como para separar as
espécies simpatricas (L. intermedia e L. whitmani) e as espécies cripticas (P. papatasi e P.
duboscqi).

Este estudo morfologico podera estabelecer bases fundamentais para consideragdes
taxondmicas posteriores de importantes vetores. Estudos morfoldgicos com esses insetos sao
muito relevantes e, devem continuar a serem executados para que se possa entender cada vez
mais sobre esses organismos, seu comportamento, fisiologia, habilidades e adaptacdes a
diferentes ambientes, principalmente, os que os tornam aptos a sobreviverem em ambientes
altamente modificados e antropofilicos.

Os resultados obtidos para as sensilas dos flebotomineos estudados revelam que as larvas
e os insetos adultos sdo equipados de oOrgdos sensoriais. Este estudo podera auxiliar no
direcionamento adequado dos trabalhos de eletrofisiologia que sdo importantes para corroborar
e/ou auxiliar na identifica¢ao das fungdes das sensilas. Podendo entao, ser utilizado como comego
para mapeamento das sensilas potenciais para serem utilizadas num controle bioldgico com
semioquimicos, além de poder estabelecer bases para serem utilizadas posteriormente na

taxonomia desses importantes vetores.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel observar e caracterizar diversos aspectos microanatomicos dos estagios de
desenvolvimento de L. intermedia e de L. whitmani através da Microscopia Eletronica de
Varredura.

As formas imaturas de L. intermedia e de L. whitmani sao similares morfologicamente,
porém possuem alguns aspectos que as diferenciam, tais como: tamanho das estruturas,
morfologia do 16bulo anal e padrdo de poros dos filamentos caudais;

Os aspectos morfologicos das antenas de L. intermedia, L. whitmani, P. papatasi e P.
duboscqi estabeleceram diferencas entre as espécies.

Os trés tipos de sensilas presentes nas larvas de L. intermedia e L. whitmani: basicOnica
clavada, celoconica (romba e clavada multiporo), tricoéide (do tipo escova, do tipo fracamente
escova, curva e longa, pequena longa e longa multiporo) foram caracterizadas.

Cinco tipos comuns de sensilas foram caracterizadas nas antenas de L. intermedia, L.
whitmani, P. papatasi € P. duboscqi: caética, celoconica (sulcada I e II, e “maos em prece”),
tricoide (pequena de ponta romba e de ponta afiada; de ponta fina; de ponta romba),
campaniforme e escamiforme. Sensilas basiconicas foram caracteristicamente encontradas no
género Phlebotomus.

Foram encontradas diferencas entre a presenca e localizacdo das sensilas nas antenas dos
L. intermedia, L. whitmani, P. papatasi e P. duboscqi. Estas caracteristicas poderao ser utilizadas
para a separagdo dos géneros como também das espécies estudadas.

Parede de poros ou sulcos porosos foram observados em quatro sensilas, duas destas
presentes nas larvas (celoconica clavada multiporo e tricoide longa multiporo) e duas nas antenas
dos flebotomineos adultos (caética e celoconica), inferindo a estas a fungao quimioreceptora.

Foi possivel também supor provaveis fun¢des das sensilas encontradas neste estudo

baseado na sua localizag¢do e na literatura existente.
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7. APENDICE

7.1 Manuscrito em fase final de preparacio

BAHIA AC, SECUNDINO NFC, MIRANDA JC, FERNANDES FF, PIMENTA PFP 2006.
The microanatomy of antennae and sense organs of Old and New World sandflies species by

Scanning Electron Microscopy. Manuscrito em preparacao.
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external morphology of the developmental stages of Lutzomyia (Nyssomia) intermedia and
Lutzomyia (Nyssomia) whitmani (Diptera: Psychodidae), vectors of cutaneous leishmaniasis,

by scanning electron microscopy.
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ABSTRACT

Lutzomyia (Nyssomia) intermedia and Lutzomyia (Nyssomia) whitmani are vectors of
American Cutaneous Leishmaniasis in several endemic regions of Brazil. Here, we analyzed the
external morphological aspects of the immature stages of these two vectors using scanning electron
microscopy. In general, the larval stages of the two species were morphologically similar, although
some differences were also noted. Detailed examination of the eggs of both species revealed
similar exchorionic ornamentations of unconnected parallel ridges. The larval head capsules were
well defined, heavily sclerotized and beared prominent chewing mouthparts. The abdominal
segments were easily recognized by the presence of prolegs on their ventral surfaces. The
morphology of the anal lobe on the terminal abdominal segment differed on the two species. We
found the following three types of sensillae inserted on the antennae: 1) clavate basiconic; 2) small,
blunt coeloconic and 3) multipourous clavate coleoconic. In addition; five subtypes of trichoid
sensillae on the larval body were found: 1) long, 2) short, 3) curved long, 4) brush-like and 5)
weakly brush-like. The caudal filaments located on the last abdominal segment were recognized as
a long trichoid sensillum. We observed pores on the surface of the clavate coelonic sensillae and on
the caudal filaments, that presumably function as chemoreceptors. The larvae of the two species
showed similarities in the lobular-form antennae of L1 larvae, which changed to digitiform in L2,
L3, and L4. This study demonstrated that the external surface of the eggs and larvae of Lu.
intermedia and Lu. whitmani were morphologically similar, but could be distinguished by details in

the microanatomy observed by scanning electron microscopy.

KEYWORDS: Lu. intermedia, Lu. whitmani, immature stages, scanning electron microscopy.
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INTRODUCTION

Lutzomyia (Nyssomia) intermedia (Lutz and Neiva 1912) and Lutzomyia. (Nyssomia)
whitmani (Antunes and Coutinho 1939) are American phlebotomine sand flies and proven vectors
of Leishmania braziliensis (Vianna 1911), the causative agent of American Cutaneous
Leishmaniasis in Brazil and other South American countries (Vexenat et al. 1986, Jones et al. 1987,
Rangel et al. 1990, Hashiguchi et al. 1992, Salomén et al. 1995, 2001a, 2001b, Brito et al. 2002,
Souza et al. 2002). In some endemic areas, these two species are sympatric (Santos et al. 1993,

Miranda et al. 2002).

Sand flies are holometabolous insects with four life cycle developmental stages: egg, larva,
pupa and adult. Pioneer taxonomic studies of immature stages of phlebotomines used optical
microscopy as a common tool (Barreto 1941, Guitton and Sherlock 1969, Ward 1972). Further on,
Ward and Ready (1975) introduced scanning electron microscopy (SEM) to describe details of the
exchorionic ornamentation of the eggs of thirteen species of Brazilian phlebotomines. Thereafter,
other studies used SEM to reveal ultrastructural details of various immature stages of Phlebotomus
tobbi (Adler and Theodor 1930) (Killick-Kendrick et al. 1989), and of pupae, and first and fourth
instars of larvae of Lu. longipalpis (Lutz and Neiva 1912) ((Leite et al. 1991, Leite and William
1996, 1997). Recently, Secundino and Pimenta (1999) revealed morphological characteristics of all
developmental stages of Lutzomyia longipalpis through SEM. Until now, only optical microscopic
observations have been made on the external morphology of Lu. intermedia and Lu. whitmani
(Barreto 1941). This is the first time SEM has been used to compare ultrastructural features on the
surfaces of their immature stages. Therefore, here we used SEM to analyze comparatively the
structural aspects of the external surface of the immature stages of these two sand fly vectors from

the same endemic area.

MATERIALS AND METHODS

Sand flies: Sand flies were captured at Corte de Pedra (13° 32’ South latitude and 39° 25° West
longitude) in the State of Bahia, Brazil. They were then blood fed on hamsters and kept on a 50%
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sugar solution ad libitum. Flies were held in colony cages and maintained at 26°C with 60%
humidity to allow breeding. Three to four days after the blood meal, females were allowed to lay
eggs, which hatched after 3 to 4 days. The larvae were fed with the appropriate diet (Secundino and
Pimenta, 1999) in order to complete their life cycle. Twenty specimens of each developmental
stage, except pupae, were collected (eggs and the four larval instars), washed in phosphate buffered
saline (PBS) and immediately fixed overnight in 2.5% glutaraldehyde in 0.1M caccodylate buffer

(pH 7.2) at room temperature.

Scanning Electron Microscopy (SEM): Fixed samples were processed for SEM as described
elsewhere (Secundino and Pimenta 1999). Briefly, they were post-fixed in 1% osmium tetroxide
(Os0O4) plus 0.8% potassium ferrycianide in 0.1M caccodylate buffer (pH 7.2) and dehydrated in a
series of crescent ethanol concentrations. After that, the samples were critical-point dried under
CO2. They were then coated with a 20 nm layer of gold particles and examined under SEM (JEOL
JSM5600).

RESULTS AND DISCUSSION

Several ultrastructural details of the external surface of the immature stages of Lu.
intermedia and Lu. whitmani were revealed by SEM allowing us to compare the microanatomy of

these two important vectors.

The eggs of Lu. intermedia and Lu. whitmani are about the same size (length =
0.308+£0.016mm and width = 0.074+0.003mm for Lu. intermedia; length = 0.307£0.010mm and
width = 0.077+£0.002mm for Lu. whitmani), having a long oval shape and ornamentations that
consist of parallel ridges covering the entire exchorion (Figs. 1-4). Barreto (1941) described these
ridges as “connected ridges” in these same species, using optical microscopy. However, our SEM
observations revealed that most of these ridges are unconnected and have small tubercles between
them (Figs. 1 and 2). Similar observations of unconnected ridges were seen by Almeida and
collaborators on Lu. intermedia eggs (2004). Here, high SEM magnification revealed that these
ridges are formed by single lines of rounded palisade units (diameter = 0.576+0.074um for Lu.
intermedia and 0.775£0.095um for Lu. whitmani) that project themselves from the eggshell (high =
0.454+0.040um for Lu. intermedia and 0.597+0.043um for Lu. whitmani) (Figs. 3 and 4). In
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contrast, Lu. longipalpis eggs present unconnected ridges formed by lines of double-rounded

palisade units without tubercles between them (Secundino and Pimenta 1999).

Some authors have speculated that exchorionic ornamentations are adaptive structures that
facilitate oviposition in distinct environments (Ward and Ready 1975, Perez and Ogusuku 1997). In
the present work, observations of the egg surfaces showed no differences in the exchorion
ornamentation of the two sympatric sand flies. In another study, Rogo and collaborators (1992)
showed intraspecific differences in the exchorions of Phlebotomus aculeatus (Lewis, Minter and
Ashford 1974) and Phlebotomus martini (Parrot 1936). Yet another report showed that the egg
exchorions of Phlelbotomus pedifer (Lewis, Mutinga and Ashford), Lu. longipalpis and Lu.
diabolica (Hall 1936) have similar patterns of unconnected ridges (Endris et al. 1987, Rogo et al.
1992, Secundino and Pimenta 1999), even though these species occur in widely separated
geographic areas. Others suggest, based on SEM examination of twenty-three sand fly species, that
exchorionic ornamentations reflect phylogenetic relationship between the species (Endris et al.
1987, Feliciangeli et al. 1993, Perez and Ogusuku 1997, Fausto et al. 2001). Because the exchorion
ornamentation is not necessarily species-specific, it seems like it cannot be used reliably as a

taxonomic tool.

Sand fly larvae escape from the egg by breaking the shell in a manner similar to other
Diptera. The egg hatching of first instar larvae of Lu. intermedia and Lu. whitmani causes irregular
oblique fractures in the eggshells (Figs. 5-7 and 10). The first sign of egg hatching is an opening as
a door-like flap at the anterior end of the eggshell where the larva head appears (Figs. 5 and 6).
Following this initial event, the entire head is exposed (Figs. 6 and 7) revealing the egg buster (Fig.
8). It appears that the head movements, along with the friction of the egg buster, are responsible for
breaking the eggshell. At the same time, the distal ends of the larva caudal filaments also appear
outside (Figs. 7-9). These sequential events allow the larva to escape (Figs. 9 and 10). A similar
mechanism of egg breaking and larval escape was described for Lu. longipalpis (Leite and

Williams 1997, Secundino and Pimenta 1999).

The egg breaking in several Diptera is due to the action of a structure called egg buster
(synonyms: hatching spine, egg-breaker or busting teeth). Here, SEM showed the egg buster on the
apex of the head of Lu. intermedia and Lu. whitmani. The egg buster only exists on the dorsal

surface of the first instar larva head and has been used to differentiate the first instar from the
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second instar larvae in Diptera, along with other taxonomic characters (Breland 1959, Alvan-
Aguilar and Hamada 2003). Details of the microanatomy of the sand fly egg buster can be seen on
the dorsal region when the larva head is completely out of the eggshell (Fig. 19). The egg busters of
these two sand flies are similar structures with small differences in their dimensions (length =
0.027+£0.003mm and width = 0.018+0.001mm for Lu. intermedia; length = 0.023£0.002mm and
width = 0.019+£0.001mm for Lu. whitmani). The egg buster is a cuticular formation that rises from
the top of the larva’s head like a miniature volcanic cone (Fig. 19). Leite et al. (1997) and

Secundino and Pimenta (1999) observed a similar egg buster in Lu. longipalpis.

We found Lu. intermedia and Lu. whitmani immatures to be very similar in aspects such
egg exchorionic ornamentations and egg busters, but we found some differences. For example, the
larva sizes differ slightly between the two species. The first instar larvae of the L. intermedia are
sized length = 0.467+0.09mm and width = 0.085+0.002mm; while the dimensions of the first instar
of Lu. whitmani are length = 0.491+£0.089mm and width = 0.078+0.021mm. The fourth instar larva,
which represents the last larval stage, has the following dimensions for Lu. intermedia: length =
2.116+0.392mm and width = 0.262+0.052mm; as for dimensions of fourth instar of L. whitmani are
length = 2.032+0.420mm and width = 0.349+0.093mm. These size differences may not be
significant and probably cannot be relied upon to differentiate the two species. Moreover, larva
sizes are determined in part by diet, thus in the wild, the larvae of the two species may have
entirely different diets and sizes may vary accordingly. Differences in sizes of laboratory-reared

larvae kept on the same diet may not reflect what is observed in nature.

The general microanatomy revealed by SEM of the larvae of both sand fly species also
shows similarities between them. The bodies of both larvae are long and divided into twelve
segments: three thoracic and nine abdominal segments (Figs. 11-14). In both species, the larval
tegument is adorned dorsally and laterally with numerous setae (Figs. 11-14), which are absent on
the anal lobe (Figs. 15 and 16), on the head bases and on the mouthparts (Figs. 17-19). The
abdominal segments have prolegs (protruding elliptical structures) on its ventral side, that are used
for locomotion and are not present on the first three segments nor on the anal lobe (Figs. 13, 14
and insets). These anatomical aspects are similar in Lu. longipalpis and Lu. bahiensis (Mangabeira
and Sherlock 1964) larvae (Sherlock and Carneiro 1963, Leite and William 1996, 1997, Secundino

and Pimenta 1999). Lu. intermedia and Lu. whitmani prolegs have small differences in size (length
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= 0.068+£0.001mm and width = 0.030+£0.004mm for Lu. intermedia; length = 0.108+0.005mm and
width = 0.057+0.006mm for Lu. whitmani). In addition, the morphology of the anal lobe is
different between the species (Figs. 15 and 16). The anal lobe of Lu. whitmani is more wrinkled
and shorter than that of Lu. intermedia (length = 0.114+0.002mm and width = 0.123+0.003mm for
Lu. intermedia; length = 0.067£0.006mm and width = 0.076+£0.006mm for Lu. whitmani). These
characteristics may comprise distinguishing features that might be useful in the bona fide

identification of these species under SEM, further supporting ordinary adult taxonomy.

The larvae have well-defined, round and sclerotized head capsules in both sandfly species
(Figs. 11-14 and 17-19). The mouth apparatus, consisting of clypeus, labrum, mandibles, maxillas
and memtum, is located in the ventral part of the head (length = 0.147+0.025mm and width =
0.135+£0.025mm for Lu. intermedia; length = 0.092+0.032mm and width = 0.091£0.027mm for Lu.
whitmani) (Figs. 17-18). This type of mouth apparatus is considered as a “masticator”, as described

by Leite and Willians (1996, 1997) and Mukhopadway and Gosh (2000).

Antennal morphology is similar in Lu. intermedia and Lu. whitmani and changes between
L1 and subsequent larval instars (L2 to L4). In L1, the antennae are two-segmented with a basal
conical segment fused with a short ovoid distal segment that is almost as long as the basal segment
(Figs. 19-21). In L2 through L4, the antennae are also two-segmented but the distal segment is
greatly elongated (digitform) to about three times the length of the conical basal segment (Figs. 22
and 23). This observation differs from the initial findings of Barreto (1941), who observed
digitiform antennae on all larval instars of both species using optical microscopy. Recently, Pessoa
and collaborators (2001) described the same digitiform antennae on L4 of several sand flies. Here,
details of the antennae of all larval instars revealed they have three types of sensillae on the ventral
part and on the apex of the distal segment, independent of the change in antennal morphology from
L1 to L2-1L4 instars (Figs. 24-30). These sensillae are important sensory organs that function as
hygroreceptors, contact chemoreceptors, tactile receptors, olfactory receptors and temperature

receptors, which enable the insects to detect changes in the surrounding environment (Keil, 1997).

We analyzed in detail all the sensilla types present on the immature stages of Lu. intermedia
and Lu. whitmani. The classification of sensillae was made according to Hallberg and Hasson,
(1999) and Mitchell and collaborators (1999). There are five subtypes of trichoid sensillae which
were classified as: 1) long, 2) short, 3) curved long, 4) brush-like and 5) weakly brush-like. The



200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218

219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229

brush-like trichoid sensillae are localized along the dorsal and lateral parts of the larvae, but are
absent in the ventral parts, and behind the antennae on the top of the head (Figs. 11-14, 19, 24-25).
The weakly brush-like trichoid sensillae are found in the middle of the head in front of the antennae
(Figs. 19 and 26). The curved long trichoid sensillae are located in the lateral sides of the prolegs in
both species, however, they present different degrees of bending (Figs. 13, 14 and insets, and 27-
28). The presence of curved long trichoid sensillae on the prolegs of the two studied sand flies
differs from what was observed in Lu. bahiensis (Sherlock and Carneiro, 1963) and in Lu.
longipalpis (Leite and William 1996, 1997, Secundino and Pimenta, 1999). The short trichoid
sensillae (0.021+0.010mm for Lu. intermedia and 0.028+0.012mm for Lu. whitmani) are observed
on the mouthparts (Figs. 17, 18 and 28). The long trichoid sensillae (0.066+0.01 1mm long for Lu.
intermedia and 0.068+0.022mm long for Lu. whitmani) are located in the forehead, forming a line
in front of the weakly brush-like trichoid sensillae (Figs. 17-19 and 28). Short trichoid sensillae and
long trichoid sensillae are around of the anal lobe of Lu. whitmani and in Lu. intermedia (Figs. 15
and 16). This type of sensillum was not found in Lu. longipalpis and Lu. bahiensis (Sherlock and
Carneiro, 1963, Leite and William 1996, 1997, Secundino and Pimenta 1999). Straight and curved
forms of long trichoid sensillae and short trichoid sensillae were previously observed by Fernandes
and Linardi (2002) in segment II of the mouthparts of Dermatobia hominis (Linnaeus Jr. 1781)
(Diptera: Oestridae). Mechanosensory sensillae with similar morphology have been found in the

maxillary palps of Drosophila melanogaster by Riesgo-Escovar et al (1997).

Other sensillae are found on the antennae of Lu. whitmani and Lu. intermedia larvae. One
clavate basiconic sensillum is located in the apex of the larval antenna (Fig. 30). On the proximal
part of the antenna, three short blunt coeloconic sensillae are observed on the insertion of one large
sensillae of type multiporous clavate coeloconic sensillum (Figs. 30 and 31). Olfactory sensillae
with a bulbous apical dilation with pores in its wall (clavate sensillae), similar to the multiporous
clavate coeloconic sensillum described here, have been observed on the antennal clava of
Trichogramma galloi (Zucchi 1988) and T. pretiosum (Riley 1879) (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), on the maxillary palps of Culicoides hollensis (Melander and Brues 1903)
and C. melleus (Coquillett 1901) (Diptera: Ceratopogonidae), and on the antennal funiculus of
Cochliomyia hominivorax (Coquerel 1858) (Diptera: Calliphoridae) (Consoli et al. 1999, Kline and
Axtell 1999, Fernandes et al. 2004).
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Another long type of trichoid sensillae with wall pores are located on the last larval
segments (Fig. 32). In sand flies, these sensillae are known as caudal filaments. There are two
caudal filaments on L1 and four on L2 to L4. Different patterns of pores exist on the caudal
filaments of the two species studied. Lu. whitmani has pores situated inside the wall grooves (Fig.
34). In Lu. Intermedia, the grooves are not as deep as in Lu. whitmani, and the pores appear to be
on the surface (Fig. 33). Pessoa et al (2001) found pores on caudal filaments of larvae of Lu.
intermedia, Lu. whitmani, Lu. lenti (Mangabeira 1938), Lu. longipalpis and Lu. evandroi (Costa
Lima and Antunes 1936), but did not find any differences in the pattern of pores between the first
two species. Zacharuk (1985) believes that the absence of pores on the sensorial cuticle does not
allow chemical sensitivity, and that the presence of one single pore limits the sensitivity to taste,
while several pores allow the sense of olfaction. According to this author, the caudal filaments and
the multiporous clavate coeloconic sensillae of the first instar larvae of Lu. intermedia and Lu.

whitmani respond to olfactory molecules, thus are considered chemoreceptors.

In this study, we found mainly trichoid sensillae on the larva segments of both sandfly
species. Green and Hartenstein (1997) analyzed the sensillar patterns on the thoracic and abdominal
segments of several insect orders and described hairs and bristles (trichoid and chaetica sensillae)
of varied sizes and number in primitive insects and peg-like sensillae (basiconica, styloconica and
coeloconica) and papilla sensillae in Diptera. These authors suggested that the trichoid sensillae
represent mechanoreceptors that are stimulated by hair deflection. However, Zacharuk (1985)
claims that trichoid sensillae can have various functions including mechanical, chemical and
thermal reception that enable the larvae to discern changes in their environment. Future
ultrastructural and electrophysiological studies will be necessary to determine the exact function of
these sensillae in sand flies. Added to the results of the present work, these studies may supply
information about the behavior and physiology of these important vectors that might be useful for

the development of vector control strategies.

In summary, our comparative study showed that the external morphology of the eggs and
larvae of Lu. intermedia and Lu. whitmani have similar features but are distinguishable by details in
their microanatomy observed by SEM. The similarities shared between these two sympatric

species may reflect their adaptation to similar environmental conditions.
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LEGENDS

Figs. 1-4. Egg surfaces of Lu. intermedia (Figs. 1 and 3) and Lu. whitmani (Figs. 2 and 4) show
exchorions of unconnected parallel ridges (arrowheads). High magnification images show that
these ridges are formed by single lines of round palisade units (asterisks). Magnifications: Fig. 1 =

300x, Fig. 2 = 300x, Fig. 3 =4000x, Fig. 4 = 3000x.

Figs. 5-10. Sequential events of egg hatching of Lu. intermedia and Lu. whitmani. Figures 5 and 6
show a door-like flap at the anterior end of the eggshell (arrow), where the larva head appears. The
entire heads (h) are exposed outside the eggshells in figures 7 and 8. In figure 8 it is possible to
visualize the egg buster (arrowhead) on larva’s head and on the distal ends of the caudal filaments
(cf). Figures 9 and 10 show, respectively, two larvae with half and almost the entire bodies outside
the eggshells. Note the egg buster (arrowhead) on the larva’s head. Magnifications: Fig. 5 = 270x,
Fig. 6 = 330x, Fig. 7 = 230x, Fig. 8 = 550x, Fig. 9 = 230x, Fig. 10 = 190x.

Figs. 11-14. External morphology of Lu. intermedia (Figs. 11 and 13) and Lu. whitmani larvae
(Figs. 12 and 14). Lateral views of sand fly larvae (Figs. 11 and 12) show the heads (h) and the
caudal filaments (arrowheads). Ventral views (Figs. 13 and 14) show the larvae bodies divided into
twelve parts: three thorax and nine abdominal segments (white asterisks) between the head and the
anal lobule (black asterisks). Note the prolegs (white asterisks in figures 13 and 14) are only
present on the abdominal segments. Details of the prolegs and curved long trichoid sensillae
(circle) are seen in the two insets. The brush-like trichoid sensillae (arrows) are located in dorsal
and lateral parts of larva’s segments. Magnification: Fig. 11=220x, Fig. 12 = 60x, Fig. 13 = 160x
and inset = 500x, Fig. 14 = 35x and inset = 250x.

Figs. 15 and 16. Details of the larvae’s anal lobe. In Lu. whitmani (Fig. 15) this structure is more
wrinkled and shorter than in Lu. intermedia (Fig. 16). Observe the crowns of short and long
trichoid sensillae (arrows) surrounding the base of the anal lobes. Some sensillae were accidentally
removed during sampling process and it is possible to see their insertions sites (arrowheads).

Magnifications: Fig. 15 = 500x, Fig. 16 = 400x.
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Figs. 17-19. External morphology of the larvae heads of Lu. intermedia (Figs. 17 and 19) and Lu.
whitmani (Figs. 18). Ventral views of the heads show the mouth apparatus consisting of clypeus
(c), labrum (asterisks), mandibles (ma), maxillas (mx) and memtum (me). Note trichoid sensillae
on the apex of the head (arrowheads) and the short trichoid sensillae on the mouth apparatus
(arrows). Dorsal view of the head (Fig. 19) shows the egg buster (asterisk) as a “volcanic cone”
structure. A line set of brush-like trichoid sensillae (arrowheads) is located in front of the egg
buster (asterisk). In the forehead, weakly brush-like trichoid sensillae (small arrows) are in front of
the antennae (ant) and long trichoid sensillae (large arrows) in the forehead. Magnifications: Fig.

17 =350x, Fig. 18 = 300x and Fig. 19 =1000x.

Figs. 20-23. Antennal morphology in larvae of Lu. intermedia (Figs. 20 and 22) and Lu. whitmani
(Figs. 21 and 23). The antenna in L1 larvae is two-segmented with a basal conical segment fused
with a short ovoid distal segment (asterisks) (Figs. 20 and 21). The antennae in L2 larvae, which
remains until L4 larvae, are also two-segmented but the distal segment is greatly elongated
(digitiform) (c) (Figs. 22 and 23). Observe the sensillae inserted on the superior portion of the
antennae (arrows). Magnifications: Fig. 20 = 2000x, Fig. 21 = 2000x, Fig. 22 = 1000x, Fig. 23 =
1000x.

Figs. 24-29. Microanatomy of the sensillae of Lu. intermedia and Lu. whitmani larvae showing: a)
brush-like trichoid sensillum present on the head (Fig. 24) and on the lateral-dorsal body segments
(Fig. 25); b) weakly brush-like trichoid sensillum on the middle of the head (Fig. 26); c) curved
long trichoid sensillae with different degrees of bending on the lateral sites of the prolegs (Figs. 27
and 28); and d) short trichoid sensillum (arrowhead) and long trichoid sensillum (arrow) on the top
of the larva’s head (Fig. 29). Magnifications: Fig. 24 = 1000x, Fig. 25 = 1000x, Fig. 26 = 2000x,
Fig. 27 = 2000x, Fig. 28 = 3000x and Fig. 29 = 2000x.

Figs. 30-34. Microanatomy of the antennae and caudal filaments of Lu. intermedia (Figs. 30, 31, 32
e 33) and Lu. whitmani (Figs. 30, 31 e 34) larvae. Figure 30 shows a general view of the antenna of
Lu intermedia 1.1 larva (similar to Lu. whitimani). Note five sensillae: one clavate basiconic
sensillum (cb) on the apex, one multiporous clavate coeloconic sensillum (asterisk) on the base,
and three short blunt coeloconic sensillae (bc) on the proximal region. Observe the pores on the

clavate coeloconic sensillum at a higher magnification (Fig. 31).
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Figure 32. shows the general view of the caudal filaments (cf) (i.e. long type of trichoid sensillae)
of Lu intermedia L1 larvae, similar to Lu. whitmani (not shown) at low magnification. Pores in the
caudal filaments are only seen at high magnifications. In Lu. whitimani, the pores are inside wall
grooves (Fig. 34), while in Lu. intermedia (Fig. 33) the pores are revealed in the surface because
the grooves are not so deep. Magnifications: Fig. 30 = 9.000x, Fig. 31 = 21.600x, Fig. 32 = 150x,
Fig. 33 = 6.000x, Fig.34 = 8.000x.



























