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RESUMO

Mosquitos pertencentes aos géneros Culex, Aedes, Anopheles, Mansonia, Psorophora e
Coquillettidia sdo susceptiveis a infec¢do por Dirofilaria immitis (Leidy, 1856), podendo
transmitir o filarideo aos cdes e gatos. Os vetores de D. immitis no Brasil sdo conhecidos
apenas nos Estados do Rio de Janeiro e do Maranhao, fazendo-se necessaria a investigacao da
susceptibilidade e da competéncia vetorial de espécies existentes nos demais Estados
brasileiros. O presente trabalho teve por finalidade verificar a freqiiéncia de infeccao por D.
immitis em cdes domiciliados na Regido Metropolitana do Recife, bem como avaliar a
susceptibilidade e a competéncia vetorial de Culex quinquefasciatus Say, 1823, Aedes aegypti
Linnaeus, 1762 e Ae. albopictus Skuse, 1894 provenientes de area endémica e ndo endémica
para a transmissdo desse filarideo, em condi¢des experimentais. A resposta imune humoral
(melanizagdo) apresentada pelos mosquitos expostos a infecgdo também foi avaliada. Para a
realizagao do inquérito epidemiologico, 816 amostras de sangue canino foram coletadas nas
areas costeiras da Regido Metropolitana do Recife e no municipio de Bezerros, agreste do
Estado de Pernambuco. As amostras sangiiineas foram analisadas por meio de teste
parasitologico para a pesquisa de microfilarias de D. immitis, utilizando-se o método
modificado de Knott. Para a avaliagdo da competéncia vetorial Cx. quinquefasciatus
populacdo RECIFE, Ade. aegypti populagdes RECIFE, UNICAMP e linhagem ROCKFELLER
e Ae. albopictus populacdo RECIFE foram criados em insetario sob condig¢des controladas (28
+ 1°C e 80 + 5% de umidade relativa do ar). As fémeas das espécies estudadas foram
alimentadas com sangue canino contendo diferentes densidades de microfilarias de D. immitis,
por meio de membrana artificial confeccionada com pele fresca de animal. Para Cx.
quinquefasciatus, que ¢ uma espécie ornitofilica, foi utilizada pele de codorna, e para Ae.
aegypti e Ae. albopictus a membrana artificial foi confeccionada com pele de rato. Os
resultados obtidos no estudo mostraram freqiiéncia de 3,61%, 7,89% e 7,69% de caes
infectados na Ilha de Itamaraca, Igarassu e Recife, respectivamente. Apds as infecgdes
experimentais, observou-se que a mortalidade de Cx. quinquefasciatus nao foi influenciada
pela exposi¢do a diferentes densidades de microfilarias de D. immitis (F = 0,0615, p>0,05) e
os indices encontrados variaram de 8,9% a 36,25%. Os indices de eficiéncia vetorial (IEV)
apresentados por Cx. quinquefasciatus populagdo RECIFE variaram de 7,8% a 56,5%. Em

relagdo a razdo de infecg¢do, o maior indice foi encontrado no grupo de fémeas expostas a
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densidade de 1913 microfilarias/ml, entretanto, ndo foi influenciado pela taxa de
ingurgitamento das fémeas (F=3,2937, p>0,05). Por meio de melanizagdo, Ckx.
quinquefasciatus populacdo RECIFE, limitou a intensidade do parasitismo, promovendo o
equilibrio da relagdo parasito-hospedeiro e deste modo passando a ser um excelente vetor de
D. immitis na Regido Metropolitana do Recife. Dentre as espécies de Aedes estudadas,
verificou-se que a populagdo RECIFE de Ae. aegypti apresentou maior mortalidade (70,7%)
ao final dos experimentos, apresentando diferenga estatisticamente significante (p<0,01) em
relacio & linhagem ROCKFELLER, populagdio UNICAMP e Ae. albopictus populagdo
RECIFE, que ndo diferiram entre si (p>0,05). Em relagdo ao indice de eficiéncia vetorial
(IEV) foi detectado um indice de 7,4% para a linhagem ROCKFELLER e uma variacdo de
20,0% a 53,8% para as populagdes de Ae. aegypti e 25,2% para Ae. albopictus populagao
RECIFE. O maior numero de larvas de D. immitis infectantes na proboscide foi apresentado
por Ae. albopictus populagdo RECIFE, além de uma baixa mortalidade. Desta forma, esta
populagdo mostrou-se susceptivel ao filarideo e por apresentar baixa mortalidade, foi
considerada como a melhor vetora. 4e. aegypti populagdo RECIFE nao apresentou reacdo de
melanizagdo e apresentou mortalidade acentuada, enquanto que Ae. aegypti populagdo

UNICAMP e linhagem ROCKFELLER mostraram-se refratarias a infec¢@o por D. immitis.

Palavras-chave: dirofilariose, mosquitos, susceptibilidade, transmissao
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ABSTRACT

Mosquitoes belong to the genus culex, Aedes, Anopheles, Mansonia, Psorophora and
Coquillettidia are susceptible to infection of Dirofilaria immitis (Leidy, 1856) and
some of them serve as vectors heartworm disease in dogs and cats. Although the potential
vectors of canine heartworm in Brazil have been recorded only in Rio de Janeiro and
Maranhao State and no more date are available. The objective of this study was to verify the
frequency of heartworm infection in dogs in metropolitan region of Recife and also identify
under experimental conditions their ability of Culex quinquefasciatus Say, 1823, Aedes
aegypti Linnaeus, 1762 and Ae. albopictus Skuse,1894 from enzootic and non enzootic areas
to become infected with and transmit D. immitis. After the experimental infection of
mosquitoes, the melanization response to larvae of D. immitis also was evaluated. The survey
study were performed on a total of 816 dogs from costal areas of Metropolitan Region of
Recife and Bezerros County, located in agreste area of Pernambuco State. Whole blood
samples were collected from all animals and were examined for the presence of microfilariae
of D. immitis by the modified Knott test. To verify the vector competence of Ckx.
quinquefasciatus RECIFE population, Ae. aegypti RECIFE, UNICAMP populations and also
ROCKFELLER strain and Ae. albopictus RECIFE population, the mosquitoes were reared
under constant insectary conditions (28 £ 1°C and 80 + 5% relative humidity). Females
mosquitoes, were exposed to blood’s dog with diferents density of D. immitis microfilariae by
artificial feeding apparatus made by fresh animal skin. For this puporse, ornithophilic Cx.
quinquefasciatus was feeding by skin quail menbrane, and for the Ae. aegypti and Ae.
albopictus the artificial membrane was made by rat skin. The results of the survey study
showed 3.61%, 7.89%, and 7.69% of heartworm infection frequency in dog from Itamaracé
Island, Igarassu and the city of Recife respectively. The mortality of Cx. quinquefasciatus
RECIFE population observed in the vector competence study did not show influence of
different density of microfilariae of D. immitis (F = 0.0615, p>0.05) and the mortality rate was
8.9% to 36.25%. The vector efficiency (VE) rates of Cx. quinquefasciatus RECIFE population
were 7.8% to 56.5%. The higher infection rate was showed in females feeding with blood
containing 1913 mf/ml, but no influence was observed in engorged females. The melanization
response observed in Cx. quinquefasciatus was important for vector survival by limiting the

number of larvae, acting as an important mechanism of parasitic-host interactions. The data
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indicate that the Cx. quinquefasciatus RECIFE population should is an excelent vector of D.
immitis at metropolitan region of Recife. Significant difference (p<0.01) was observed in the
mortality rates between the RECIFE population of Ade. aegypti, UNICAMP population,
ROCKFELLER strain, and Ae. albopictus RECIFE population. Although no difference were
observed between Ae. aegypti ROCKFELLER, UNICAMP and Ae. albopictus RECIFE
population. The vector efficiency (VE) rates of Ae. aegypti and Ae. albopictus RECIFE
population were 7.4% to 53.8% and 25.2% respectively. Not only the high number of infective
third stage larvae of D. immitis in mouth of mosquitoes but also low mortality was observed in
Ae. albopictus RECIFE population. This data showed that this specie is the best vector of
heartworm infection in the study area. No melanization response was observed in Ae. aegypti
RECIFE population but high mortality was reported. The UNICAMP population and
ROCKFELLER strain of Ae. aegypti were refractory to infection to D. immitis.

Key words: Heartworm infection, mosquitoes, susceptibility, transmission
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RESUMO

Mosquitos pertencentes aos géneros Culex, Aedes, Anopheles, Mansonia, Psorophora e
Coquillettidia sdo susceptiveis a infec¢do por Dirofilaria immitis (Leidy, 1856), podendo
transmitir o filarideo aos cdes e gatos. Os vetores de D. immitis no Brasil sdo conhecidos
apenas nos Estados do Rio de Janeiro e do Maranhao, fazendo-se necessaria a investigacao da
susceptibilidade e da competéncia vetorial de espécies existentes nos demais Estados
brasileiros. O presente trabalho teve por finalidade verificar a freqiiéncia de infeccao por D.
immitis em cdes domiciliados na Regido Metropolitana do Recife, bem como avaliar a
susceptibilidade e a competéncia vetorial de Culex quinquefasciatus Say, 1823, Aedes aegypti
Linnaeus, 1762 e Ae. albopictus Skuse, 1894 provenientes de area endémica e ndo endémica
para a transmissdo desse filarideo, em condi¢des experimentais. A resposta imune humoral
(melanizagdo) apresentada pelos mosquitos expostos a infecgdo também foi avaliada. Para a
realizagao do inquérito epidemiologico, 816 amostras de sangue canino foram coletadas nas
areas costeiras da Regido Metropolitana do Recife e no municipio de Bezerros, agreste do
Estado de Pernambuco. As amostras sangiiineas foram analisadas por meio de teste
parasitologico para a pesquisa de microfilarias de D. immitis, utilizando-se o método
modificado de Knott. Para a avaliagdo da competéncia vetorial Cx. quinquefasciatus
populacdo RECIFE, Ade. aegypti populagdes RECIFE, UNICAMP e linhagem ROCKFELLER
e Ae. albopictus populacdo RECIFE foram criados em insetario sob condig¢des controladas (28
+ 1°C e 80 + 5% de umidade relativa do ar). As fémeas das espécies estudadas foram
alimentadas com sangue canino contendo diferentes densidades de microfilarias de D. immitis,
por meio de membrana artificial confeccionada com pele fresca de animal. Para Cx.
quinquefasciatus, que ¢ uma espécie ornitofilica, foi utilizada pele de codorna, e para Ae.
aegypti e Ae. albopictus a membrana artificial foi confeccionada com pele de rato. Os
resultados obtidos no estudo mostraram freqiiéncia de 3,61%, 7,89% e 7,69% de caes
infectados na Ilha de Itamaraca, Igarassu e Recife, respectivamente. Apds as infecgdes
experimentais, observou-se que a mortalidade de Cx. quinquefasciatus nao foi influenciada
pela exposi¢do a diferentes densidades de microfilarias de D. immitis (F = 0,0615, p>0,05) e
os indices encontrados variaram de 8,9% a 36,25%. Os indices de eficiéncia vetorial (IEV)
apresentados por Cx. quinquefasciatus populagdo RECIFE variaram de 7,8% a 56,5%. Em

relagdo a razdo de infecg¢do, o maior indice foi encontrado no grupo de fémeas expostas a
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densidade de 1913 microfilarias/ml, entretanto, ndo foi influenciado pela taxa de
ingurgitamento das fémeas (F=3,2937, p>0,05). Por meio de melanizagdo, Ckx.
quinquefasciatus populacdo RECIFE, limitou a intensidade do parasitismo, promovendo o
equilibrio da relagdo parasito-hospedeiro e deste modo passando a ser um excelente vetor de
D. immitis na Regido Metropolitana do Recife. Dentre as espécies de Aedes estudadas,
verificou-se que a populagdo RECIFE de Ae. aegypti apresentou maior mortalidade (70,7%)
ao final dos experimentos, apresentando diferenga estatisticamente significante (p<0,01) em
relacio & linhagem ROCKFELLER, populagdio UNICAMP e Ae. albopictus populagdo
RECIFE, que ndo diferiram entre si (p>0,05). Em relagdo ao indice de eficiéncia vetorial
(IEV) foi detectado um indice de 7,4% para a linhagem ROCKFELLER e uma variacdo de
20,0% a 53,8% para as populagdes de Ae. aegypti e 25,2% para Ae. albopictus populagao
RECIFE. O maior numero de larvas de D. immitis infectantes na proboscide foi apresentado
por Ae. albopictus populagdo RECIFE, além de uma baixa mortalidade. Desta forma, esta
populagdo mostrou-se susceptivel ao filarideo e por apresentar baixa mortalidade, foi
considerada como a melhor vetora. 4e. aegypti populagdo RECIFE nao apresentou reacdo de
melanizagdo e apresentou mortalidade acentuada, enquanto que Ae. aegypti populagdo

UNICAMP e linhagem ROCKFELLER mostraram-se refratarias a infec¢@o por D. immitis.

Palavras-chave: dirofilariose, mosquitos, susceptibilidade, transmissao
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ABSTRACT

Mosquitoes belong to the genus culex, Aedes, Anopheles, Mansonia, Psorophora and
Coquillettidia are susceptible to infection of Dirofilaria immitis (Leidy, 1856) and
some of them serve as vectors heartworm disease in dogs and cats. Although the potential
vectors of canine heartworm in Brazil have been recorded only in Rio de Janeiro and
Maranhao State and no more date are available. The objective of this study was to verify the
frequency of heartworm infection in dogs in metropolitan region of Recife and also identify
under experimental conditions their ability of Culex quinquefasciatus Say, 1823, Aedes
aegypti Linnaeus, 1762 and Ae. albopictus Skuse,1894 from enzootic and non enzootic areas
to become infected with and transmit D. immitis. After the experimental infection of
mosquitoes, the melanization response to larvae of D. immitis also was evaluated. The survey
study were performed on a total of 816 dogs from costal areas of Metropolitan Region of
Recife and Bezerros County, located in agreste area of Pernambuco State. Whole blood
samples were collected from all animals and were examined for the presence of microfilariae
of D. immitis by the modified Knott test. To verify the vector competence of Ckx.
quinquefasciatus RECIFE population, Ae. aegypti RECIFE, UNICAMP populations and also
ROCKFELLER strain and Ae. albopictus RECIFE population, the mosquitoes were reared
under constant insectary conditions (28 £ 1°C and 80 + 5% relative humidity). Females
mosquitoes, were exposed to blood’s dog with diferents density of D. immitis microfilariae by
artificial feeding apparatus made by fresh animal skin. For this puporse, ornithophilic Cx.
quinquefasciatus was feeding by skin quail menbrane, and for the Ae. aegypti and Ae.
albopictus the artificial membrane was made by rat skin. The results of the survey study
showed 3.61%, 7.89%, and 7.69% of heartworm infection frequency in dog from Itamaracé
Island, Igarassu and the city of Recife respectively. The mortality of Cx. quinquefasciatus
RECIFE population observed in the vector competence study did not show influence of
different density of microfilariae of D. immitis (F = 0.0615, p>0.05) and the mortality rate was
8.9% to 36.25%. The vector efficiency (VE) rates of Cx. quinquefasciatus RECIFE population
were 7.8% to 56.5%. The higher infection rate was showed in females feeding with blood
containing 1913 mf/ml, but no influence was observed in engorged females. The melanization
response observed in Cx. quinquefasciatus was important for vector survival by limiting the

number of larvae, acting as an important mechanism of parasitic-host interactions. The data
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indicate that the Cx. quinquefasciatus RECIFE population should is an excelent vector of D.
immitis at metropolitan region of Recife. Significant difference (p<0.01) was observed in the
mortality rates between the RECIFE population of Ade. aegypti, UNICAMP population,
ROCKFELLER strain, and Ae. albopictus RECIFE population. Although no difference were
observed between Ae. aegypti ROCKFELLER, UNICAMP and Ae. albopictus RECIFE
population. The vector efficiency (VE) rates of Ae. aegypti and Ae. albopictus RECIFE
population were 7.4% to 53.8% and 25.2% respectively. Not only the high number of infective
third stage larvae of D. immitis in mouth of mosquitoes but also low mortality was observed in
Ae. albopictus RECIFE population. This data showed that this specie is the best vector of
heartworm infection in the study area. No melanization response was observed in Ae. aegypti
RECIFE population but high mortality was reported. The UNICAMP population and
ROCKFELLER strain of Ae. aegypti were refractory to infection to D. immitis.

Key words: Heartworm infection, mosquitoes, susceptibility, transmission
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1 - INTRODUCAO GERAL

A dirofilariose canina ¢ uma doenca parasitdria de carater zoondtico de
distribuigdo cosmopolita, que pode atingir taxas de prevaléncia superiores a 50% em
determinadas 4reas geograficas, levando os cdes a 6bito (LUZON-PENA & GOMEZ-
BAUTISTA, 1993). Freqiientemente os parasitas localizam-se nas artérias pulmonares e no
ventriculo direito do coragdo de cdes, podendo ainda ser encontrado erraticamente no
cérebro, espaco epidural, artéria femural, no interior de abscessos no membro pélvico e
globo ocular destes animais (GRIEVE et al., 1983). Tais parasitas podem acometer também
felinos e outros mamiferos, incluindo o homem (OMS, 1979). Na literatura mundial
registra-se 270 casos de dirofilariose pulmonar humana, onde o filarideo ¢ encontrado
freqiientemente encapsulado, sendo que destes registros, 41 foram feitos no Brasil
(RODRIGUES-SILVA et al., 1995; CAMPOS et al., 1997).Vale ressaltar ainda, que TO et

al. (2003) relataram a ocorréncia de localizagdo ectdpica do filarideo também em humanos.

1.1 — Agente etiolégico

A classificacdo sistemdtica do agente etioldgico da dirofilariose apresentada abaixo

foi elaborada segundo ANDERSON & BAIN (1976) e MAGGENTT (1981).

Reino: Animalia

Filo: Nematoda

Classe: Secernentea

Subclasse:Spiruria

Ordem: Spirurida

Superfamilia: Filarioidea Weiland, 1958
Familia: Onchocercidae Leiper, 1911
Subfamilia: Dirofilariinae Sandground, 1921
Género: Dirofilaria Railliet & Henry, 1911
Espécie: Dirofilaria immitis (Leidy, 1856)



O género Dirofilaria possui espécies que na fase adulta, apresentam-se como
nematddeos longos, de coloragdo esbranquicada, com regido oral circundada por papilas
cefalicas pequenas e esofago dividido em porg¢des anterior muscular e posterior glandular.
Estes adultos apresentam acentuado dimorfismo sexual. Os machos medem de 12 a 20 cm
de comprimento, apresentando a cauda espiralada, dois espiculos diferentes em tamanho e
em forma, sem gubernaculo. As fémeas medem de 25 a 31cm de comprimento, apresentam
extremidade caudal arredondada e vulva ligeiramente abaixo da jun¢do do esdéfago com o
intestino (ANDERSON, 1952; WEBBER & HAWKING, 1955; SOULSBY, 1968; LOK,
1988; BOWMAN & LYNN, 1995).

Espécimes adultos de D. immitis parasitam principalmente canideos domésticos e
silvestres, podendo infectar também outros mamiferos, inclusive o homem. Os adultos
localizam-se nas artérias pulmonares e no ventriculo direito do coragdo dos canideos, onde
liberam larvas de primeiro estagio (L1), conhecidas como microfilarias (SOULSBY, 1968;
LOK, 1988).

As microfildrias de D. immitis, apresentam em média 308 pm (295 — 325 pum) de
comprimento e 7 um (5 — 7,5 um) de espessura, ndo possuem bainha e sdo encontradas em
quantidades varidveis na corrente sangiiinea de caes infectados (LOK, 1988). Quando
amostras de sangue sdo analisadas utilizando-se o método modificado de Knott (NEWTON
& WRIGHT, 1956), observam-se as microfilarias com o corpo ¢ extremidade caudal
estendidas e com a extremidade cefalica afilada (REDINGTON et al., 1977).

Assim como a maioria dos filarideos, as espécies do género Dirofilaria necessitam
de um artrépode como hospedeiro intermediario para completar o seu ciclo bioldgico. Este
género ¢ o unico na familia Onchocercidaec em que seus estagios larvais desenvolvem-se
nos tubulos de Malpighi de mosquitos da familia Culicidae (SYMES, 1960; WALTERS &
LAVOIPIERRE, 1982; SAUERMAN & NAYAR, 1983).

1.2 — Ciclo Biolégico
Os nematddeos adultos localizam-se nas artérias pulmonares e no ventriculo direito
dos hospedeiros susceptiveis, onde liberam as microfilarias ou larvas de primeiro estagio

(L1).



As fémeas de culicideos ingerem sangue canino contendo as microfilarias durante o
repasto sangiiineo. Estas permanecem no intestino médio do mosquito por
aproximadamente 24 horas e ap6s este periodo, as larvas migram pela luz dos tabulos de
Malpighi e invadem suas células primarias distais, alojando-se no citoplasma (TAYLOR,
1960; BRADLEY & NAYAR, 1987).

Durante os quatro dias seguintes, as larvas tornam-se mais grossas e curtas,
passando para o estdgio chamado de “salsichdide”. A partir do sexto dia apds a infeccdo, as
larvas migram das células dos tubulos de Malpighi para a luz dos mesmos, e entdo realizam
a primeira muda passando para o segundo estidgio, e a seguir fazem a segunda muda,
atingindo o terceiro estagio que ¢ infectante para os hospedeiros vertebrados. As larvas
infectantes medem cerca de 1,3 mm de comprimento e sdo muito ativas quanto a
movimentagdo. A seguir, as larvas perfuram a extremidade distal dos tibulos de Malpighi,
migram pela hemocele e vao se alojar nos espagos cefalicos e na proboscide do mosquito
(KARTMAN, 1953; TAYLOR, 1960). As larvas de D. immitis no estagio infectante
permanecem na proboscide do mosquito até que este realize o repasto sangiiineo, para que
elas possam migrar para os tecidos da pele de um novo hospedeiro vertebrado susceptivel.

A penetragdo das larvas no tecido subcutdneo do hospedeiro vertebrado se da pelo
orificio produzido durante a picada do mosquito (ABRAHAM, 1988). Caso o hospedeiro
seja um canideo ou um felideo, o ciclo do parasita se completard conforme ilustrado na
Figura 1. Nos caninos as larvas fazem uma muda, passando para larvas de quarto estagio,
trés a quatro dias apos a infecgdo. Nesta fase as larvas medem 18 mm de comprimento e
iniclam a migragdao em direcdo ao térax. A ultima muda ocorre 50 a 70 dias apos a
infeccdo, quando se desenvolvem as larvas de quinto estidgio ou estdgio de adulto jovem
(ABRAHAM, 1988; KNIGHT, 1987).

Entre 71 e 110 dias ap6s a infec¢do os parasitas atingem as artérias pulmonares € o
ventriculo direito. Apds trés meses, os nematodeos atingem a maturidade sexual, acasalam
e o ciclo bioldégico do mesmo se completa com a liberagdo de microfilarias no sangue
circulante dos caes (KNIGHT, 1987). As microfilarias sdo encontradas na circulagao

periférica apos seis meses da infeccao.



Microfilarias

Dirofilaria immitis

Mosquito - Vetor

Hospedeiros
Eventuais

‘Aedes scapularis

Hospedeiro Definitivo

Figura 1 - Representagdo esquematica do ciclo biolégico de Dirofilaria immitis

(LABARTHE et al., 2002).

1.3 - Distribuicao Geografica e Prevaléncia

A dirofilariose tem sido apontada como uma parasitose em dispersdo principalmente
devido ao deslocamento de cades infectados para areas contiguas através da utilizagdo de
eixos vidrios em comum, além da via aérea ou maritima (SLOCOMBE & McMILLAN,
1977; GUERRERO et al., 1992; WALTERS, 1995). Ao acompanharem seus proprietarios
em viagens, os cdes constituem-se em fontes de infecgdes para os mosquitos locais
susceptiveis, podendo resultar no estabelecimento de novos focos da doenga (GUERRERO
et al., 1989; GUERRERO et al., 1992; WALTERS, 1995).

De acordo com OTTO (1969), quatro condi¢des sdo necessarias para a dirofilariose
ocorrer ¢ permanecer em um determinado local: populagdo hospedeira; reservatério da
doenga; populagdo estavel de espécies vetoras competentes e temperaturas favoraveis ao

desenvolvimento do hospedeiro inverterbrado e do parasita.



Quanto ao clima, as larvas de D. immitis necessitam de aproximadamente duas
semanas em temperatura igual ou superior a 27°C, ndo sendo possivel o desenvolvimento
em temperaturas abaixo de 15°C (LUZON-PENA & GOMEZ-BAUTISTA, 1993;
McCALL, 2000).

A dirofilariose canina vem ocorrendo em todos os continentes nas regides tropicais,
subtropicais e temperadas, exceto na Antartida (JOHNSTONE et al., 1997).

Na Europa, ha registros de dirofilariose em varios paises (GUERRERO et al., 1992;
GUERRERO et al., 1995; GENCHI et al., 1995; ARANDA et al., 1998; CRINGOLI et al.,
2001). Na Franca, GUERRERO et al. (1992) encontraram uma baixa prevaléncia nao
ultrapassando 1%. Em Portugal, ARAUJO (1996) registrou uma prevaléncia variando entre
10 a 30% e na Espanha encontrou 6,6% na costa mediterrdneo sul. GALIANA (1995),
ainda na Espanha, encontrou 33,8% dos cées da regido do delta do rio Ebro apresentando a
infeccdo. Na Itdlia, apesar de FIORETTI et al. (2003) terem observado apenas 19,6% de
caes infectados na regido da Umbria, a maior prevaléncia foi registrada por GENCHI et al.
(1992) no norte da Italia com 50 a 80% dos caes infectados.

Nos paises da Africa, a prevaléncia da infecgio varia de 10,2% na Tanzinia
(MATOLA, 1991) a 30,7% em Mogambique (SCHWAN & DURAND, 2002).

No continente asiatico, foi registrada a presenca de D. immitis no Japdo com
prevaléncia variando de 5,7 a 20,6% (HATSUSHIKA et al., 1992; ODA et al., 1995),
enquanto que na Coréia do Sul as taxas de infec¢do variaram de 1,5% a 40% (YOON et al.,
2002; SONG et al., 2003) e no Ird, LOLE (1988) encontrou uma prevaléncia de 11,3% para
dirofilariose canina.

WU & FAN (2003) observaram que a prevaléncia aumentou nos ultimos dez anos
em Taiwan, chegando a atingir indices de 30% de caes apresentando microfilarias de D.
immitis.

Pesquisas recentes demonstraram prevaléncia de 9,3% da infecgdo em cades da
Turquia (OGE et al., 2003).

Em 1991, KENDALL et al registraram uma prevaléncia de 30% em caes
domiciliados em Sidney, Australia. Posteriormente, BIDGOOD & COLLINS (1996)

reportaram a freqiiéncia da infecgdo em 11,4% dos cdes. Estes resultados levaram



McCALL (2000) a concluir que a dirofilariose ¢ enzodtica ao longo da costa norte ocidental
da Australia, além dos estados de Queensland, Nova Gales do Sul e Victoria.

Na América do Norte, SLOCOMBE (1992) detectou a prevaléncia de 0,24% no
Canada. Nos Estados Unidos a infec¢do ja foi detectada em todos os estados apresentando
maior prevaléncia na regido Sudeste (STROMBERG et al, 1995; WALTERS, 1995;
McCALL, 2000).

Na América Central a infecg¢do foi constatada em Porto Rico com uma prevaléncia
variando entre 3,1 a 20,4% de caes infectados (KOZEK et al, 1995). No México,
GUERRERO et al. (1992) encontraram uma prevaléncia de dirofilariose de 7,5%.
DURAN-STRUUCK et al. (2005) relataram 18,2% de caes parasitados por D. immitis na
Republica Dominicana. Na América do Sul ha registros em todos os paises (GUERRERO
et al., 1992; ROSA et al., 2002; LABARTHE & GUERRERO, 2004), com exce¢dao do
Chile (ALCAINO et al., 1984), com areas apresentando prevaléncia variando de 3,8 na
Colombia a 34,2% em Formosa, Argentina (GUERRERO et al., 1992).

No Brasil, o parasitismo por D. immitis em cades ja foi registrado em todas as
regides, com prevaléncia média nacional de 10,2% em exames parasitologicos e de 9,1%
para testes soroldgicos (SILVA et al., 1999). Em 2001, a prevaléncia no pais declinou para
2% (LABARTHE & GUERRERO, 2005).

Na regido Sul foi observado 1,1% no Rio Grande do Sul, 12,5% a 15% em Santa
Catarina (LABARTHE et al., 1992; ARAUJO et al., 2003) e 5,47% no Parana (REIFUR et
al., 2004). Na regidao Sudeste 8,0% no Estado de Sao Paulo, sendo 12,2% na area litoranea;
14% no Estado do Rio de Janeiro, com uma taxa de 24,5% na cidade de Niteroi.
(LABARTHE, 1997; LABARTHE et al., 1997; SOUZA & LARSSON, 2001). Na regido
Centro-Oeste, 9,6% em Cuiaba-MT (FERNANDES et al., 1996). Na regidao Norte, 10,7%
em Belém-PA (SOUZA et al., 1997). Em Estados da regido Nordeste SILVA et al. (1999)
observaram 10,6% de caes infectados por D. immitis, sendo que na Bahia foi registrado
7,4% de animais positivos; em Sergipe a prevaléncia foi de 5,6% (BARBOSA, 2001);
12,5% no Estado de Alagoas; 12,4% na Paraiba e 4,6% no municipio de Patos, localizado
no sertdo do Estado paraibano (BARBOSA et al., 1999); Rio Grande do Norte com 8,66%
(SUASSUNA et al., 1999) e 40,8% no Maranhao (AHID et al., 1999).



No Estado de Pernambuco, a dirofilariose vem sendo investigada em diversas
localidades da regido litoranea (PIMENTEL & ALVES, 1987; PIMENTEL et al., 1988;
ALVES et al., 1993; SILVA et al., 1999; ALVES et al., 1999; ALVES et al., 2001). Na
cidade do Recife, ALVES et al. (1999) observaram que 2,3% dos cdes estavam parasitados,
sendo que 1% dos animais apresentava microfilarias circulantes e 1,3% dos animais
apresentaram-se sorologicamente positivos. SILVA et al. (1999), estudando a regido
litoranea do Estado por meio de pesquisa parasitoldgica, detectaram uma variagao de 3,2%
no litoral Sul a 21,3% no litoral Norte, no entanto, os resultados soroldgicos revelaram

prevaléncia de 6% e 43%, nas respectivas regioes.

1.4 - Vetores

Apesar de D. immitis ser considerado parasito cosmopolita, adaptando-se a
mosquitos de varias espécies, em muitas partes do mundo os vetores deste nematédeo ainda
sao desconhecidos. Entre os transmissores que tém sido assinalados, destacam-se as
espécies pertencentes aos géneros Aedes Meigen, 1818, Culex Say, Anopheles Meigen,
1818, Mansonia Walker, Psorophora Robineau-desvoidy, 1827 e Coquillettidia Dyar, 1905
(LUDLAM et al., 1970).

De acordo com LUDLAM et al. (1970) varias espécies de diversos géneros de
mosquitos podem participar do ciclo de D. immitis, entretanto, ha uma grande variacdo na
capacidade dessas espécies como vetoras (SAUERMAN, 1980), pois fatores intrinsecos,
como as reagdes imunes dos mosquitos, ¢ aqueles extrinsecos relacionados com fatores
ambientais podem interferir na sobrevivéncia das larvas do nematddeo no interior do corpo
dos mosquitos, além das diferengas genéticas existentes entre as espécies ou entre
populacdes de determinadas espécies do vetor (SULAIMAN & TOWSON, 1980;
CHRISTENSEN, 1977).

Deve-se considerar ainda que a sobrevivéncia do vetor € um fator limitante para que
se complete o ciclo do nematddeo, tanto no hospedeiro invertebrado, como nos cées. Sendo
assim, ha dois periodos criticos, onde as chances de mortalidade do culicideo aumentam.
Inicialmente, quando as larvas de primeiro estdgio de D. immitis invadem os tibulos de

Malpighi e o outro no momento em que as larvas do nematodeo ja estdo em terceiro estagio



ou fase infectante e rompem os tibulos de Malpighi para migrarem para a cabeca e
probdscide (KERSHAW et al., 1953).

Neste contexto, diversos estudos tém sido realizados com intuito de determinar os
vetores da dirofilariose canina, através de infec¢ao natural e/ou experimental.

No continente asiatico foram encontradas quatro espécies naturalmente infectadas
com D. immitis, sendo elas Ae. albopictusl Skuse, 1894, Cx. tritaeniorhynchus Giles, 1901,
Cx. quinquefasciatus Say, 1823 e Mansonia uniformis (Theobald, 1901) (CHOOCHOTE et
al., 1986; CHOOCHOTE et al., 1987; SULAIMAN & JEFFERY, 1986; KONISHI, 1989;
LAletal.,2001; GRATZ, 2004).

Na Australia, RUSSELL (1985) e RUSSELL & GEARY (1996) demonstraram que
Ae. notoscriptus (Skuse) e Cx. annulirostris Skuse sdo os vetores primarios de D. immitis e
que Anopheles annulipes Walker, 1856 e Cx. quinquefasciatus sdo os secundarios.

Na Itélia, as espécies consideradas vetoras deste filarideo foram Ae. caspius (Pallas)
e Cx. pipiens Linnaeus, 1758 (CANCRINI et al., 1995) além de Ae. albopictus
(CANCRINI et al., 2003; GRATZ, 2004). Na Espanha segundo ARANDA et al. (1998) os
vetores de D. immitis sdo os mosquitos das espécies Cx. pipiens e Ae. vexans (Meigen,
1830).

Nos Estados Unidos os principais vetores da dirofilariose sdo Ae. taeniorhynchus
(Wiedemann, 1821), Ae. sollicitans (Walker, 1856), Ae. albopictus, Cx. salinarius
Coquillett, 1904, Cx. quinquefasciatus € An. quadrimaculatus Say, 1824, Ae. vexans (YEN,
1938; JOHNSTONE et al., 1997; GRATZ, 2004). LOFTIN et al. (1995) relataram que, no
Novo México, as espécies Ae. vexans, Cx. quinquefasciatus ¢ Cx. tarsalis Coquillett, 1896
possuem potencial para a transmissao de D. immitis.

No Brasil, particularmente na regido Sudeste, LOURENCO-DE-OLIVEIRA &
DEANE (1995) encontraram Ae. taeniorhynchus e Ae. scapularis (Rondani, 1848)
parasitados por D. immitis na baixada litoranea do Rio de Janeiro, sugerindo serem estes os
vetores de dirofilariose nesta localidade. Posteriormente, LABARTHE et al. (1998 a,b)
consideraram estas espécies como vetores primarios ¢ Cx. quinquefasciatus como vetor

secundario da dirofilariose na regido oceanica de Niterdi, Rio de Janeiro.

' Géneros abreviados de acordo com REINERT (2001)



De acordo com LOURENCO-DE-OLIVEIRA & DEANE (1995) e LABARTHE et
al. (1998) a espécie Ae. scapularis é o vetor primario da dirofilariose apenas na regido
Sudeste do pais.

Na regido Nordeste, duas espécies foram encontradas naturalmente infectadas. Em
Sdo Luis, Estado do Maranhdo, AHID & LOURENCO-DE-OLIVEIRA (1999)
encontraram Ae. taeniorhynchus e Cx. quinquefasciatus naturalmente infectados por D.
immitis, indicando serem estes os vetores naturais da dirofilariose canina nesta localidade.
Em Maceid, no estado de Alagoas, BRITO et al. (2001) encontraram espécimes de Cx.
quinquefasciatus naturalmente infectados.

Portanto, como Ae. taeniorhynchus foi detectado naturalmente infectado por D.
immitis no Sudeste e no Nordeste, AHID & LOURENCO-DE-OLIVEIRA (1999) sugerem
que essa espécie seja vetora primaria da dirofilariose canina ao longo do litoral brasileiro,

entre as regides supra citadas.

1.5 - Competéncia vetorial para a transmissao de D. immitis

A competéncia vetorial dos mosquitos transmissores de D. immitis ¢ dependente de
fatores como: resisténcia a infec¢do, relacionada a capacidade de suportar o
desenvolvimento das larvas do nematddeo até a forma infectante; ocorréncia do
hematofagismo em espécies hospedeiras susceptiveis a infec¢do; adaptacdo a regido
geografica; abundancia; estacionalidade; dispersao e longevidade (LUDLAM et al., 1970;
APPERSON et al., 1989; SCOLES & CRAIG, 1993; SCOLES, 1998); além da diversidade
genética de cada populagdo de culicideo (McGREEVY et al., 1974; SULAIMAN &
TOWNSON, 1980).

No que concerne a adaptacdo das espécies vetoras em diversos ambientes, a
competéncia vetorial encontra-se associada aos habitats de cada espécie. Sendo assim, Ae.
canadensis Theobald, Ae. stimulans (Walker, 1848) vivem em habitats silvestres
(BUXTON & MULLEN, 1980), enquanto que Cx. quinquefasciatus, An. punctipennis
(Say, 1823) e Ae. vexans habitam os peridomicilios e os domicilios (VILLAVASO &
STEELMAN, 1970; TOLBERT & JOHNSON, 1982).



O comportamento reprodutivo de uma espécie de mosquito durante o ano ¢ muito
importante, pois espécies que apresentam altas taxas reprodutivas produzem vdrias
geragdes anuais. Como exemplo, Ae. sollicitans e Ae. vexans, Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus (LUDLAM et al., 1970; HENDRIX et al, 1980; CONSOLI &
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994) tém mais condigdes de se infectarem e de
transmitirem a D. immitis aos hospedeiros vertebrados. Por outro lado, espécies como Ae.
canadensis e Ae. stimulans que apresentam apenas um pico populacional por ano também
podem desempenhar papel importante na transmissao do parasita (MAGNARELLI, 1978).

Vale salientar que as espécies Ae. vexans, Ae. sollicitans, Ae. aegypti e Ae.
taeniorhynchus que apresentam grande capacidade de dispersao (LUDLAM et al., 1970;
HENDRIX et al., 1980) sdo mais importantes na cadeia de transmissdo da doenca do que
Ae. sierrensis (Ludlow, 1905) que possui pequena dispersio (WALTERS &
LAVOIPIERRE, 1982).

Em relagdo ao repasto sangiiineo, o potencial de transmissdo ¢ maior entre as
espécies de culicideos que realizam varias alimentacdes durante a vida. Algumas espécies
necessitam de muitos repastos sangiiineos para completar o desenvolvimento dos ovos,
sendo que este comportamento fisioldgico aumenta o potencial para a infeccdo e
transmissdo do nematddeo. Nestas circunstancias a transmissao a um novo hospedeiro ¢
assegurada pelo rapido desenvolvimento de D. immitis nos seus vetores (TRAVI &
ORIHEL, 1987).

A longevidade do mosquito vetor é primordial, para que o nematddeo se desenvolva
até o estagio infectante (L;). Véarios fatores ambientais e bioldgicos influenciam na
longevidade dos culicideos, entre eles, pode-se citar a temperatura, a umidade, a
precipitacdo pluviométrica, a intensidade de luz, a disponibilidade de alimento, a predagao
e a ocorréncia de doengas, nestes vetores. CHRISTENSEN (1978) ressalta ainda o fato dos
efeitos patologicos das larvas de D. immitis limitarem a longevidade do vetor, pois
dependendo do numero de larvas do nematddeo nos tibulos de Malpighi do mosquito este
pode ndo sobreviver a infecgao.

Deste modo, algumas espécies como Ae. fluviatilis (Lutz, 1904) (KASAI &
WILLIAMS, 1986), Ae. aegypti (MENDONCA et al., 1998), Cx. quinquefasciatus (BRITO
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et al., 1999) e Ae. albopictus (LAI et al., 2000), apresentam longevidade suficiente para
desenvolvimento de larvas infectantes.

Um outro fator que faz com que ocorra variagdo da competéncia vetorial para D.
immitis ¢ a capacidade do mosquito limitar o nimero de larvas em desenvolvimento em
seus o0rgaos por meio de reagcdes imunes especificas.

Diversos estudos em laboratorio foram realizados visando avaliar a competéncia
vetorial de diferentes espécies de mosquito em relagdo a transmissdo de D. immitis. Dentre
as espécies mais estudadas encontra-se Ae. aegypti (NAYAR & SAUERMAN, 1975;
BUXTON & MULLEN, 1981; SULAIMANN, 1983; APPERSON et al, 1989;
MAHMOOD, 2000), Ae. albopictus (APPERSON et al., 1989; KONISHI, 1989; ZYTOON
et al., 1992; NAYAR & KNIGHT, 1999; LAI et al., 2000), Ae. canadensis (BICKLEY et
al., 1977), Ae. taeniorhynchus (PARKER, 1993; 2000; THEIS et al., 2000), Ae.
notoscriptus (RUSSELL & GEARY, 1992), Ae. sierrensis (SCOLES et al., 1993), Ae.
sollicitans (PARKER, 2000), Ae. togoi (Theobald, 1907) (JUNKUM et al., 2003), Ae.
trivittatus (Coquillett, 1902) (CHRISTENSEN, 1977), Ae. vexans (LOFTIN et al., 1995;
ARANDA et al., 1998), An. annulipes (RUSSELL, 1985; LOFTIN et al., 1995), 4n.
quadrimaculatus (BRADLEY & NAYAR, 1987), Cx. annulirostris (RUSSELL &
GEARY, 1992), Cx. quinquefasciatus (RUSSELL, 1985; LOFTIN et al., 1995, LAI et al.,
2000), Cx. tarsalis (LOFTIN et al, 1995), Cx. tritaeniorhynchus (KONISHI, 1989),
Mansonia titillans Walker, 1848 (LUDLAM et al., 1970) e Culiseta incidens (Thomson,
1869) (THEIS et al., 2000).

No Brasil, apenas as espécies Ade. fluviatilis, Ae. scapularis, Ae. aegypti, Ae.
albopictus e Cx. quinquefasciatus demonstraram susceptibilidade e potencial para a
transmissao de D. immitis (KASAI & WILLIAMS, 1986; MACEDO et al., 1998; BRITO
et al., 1999; AHID et al., 2000; SERRAO et al., 2001; SERRAO, 2004).

McGREEVY et al. (1974) e SULAIMAN & TOWNSON (1980) observaram
diferencas genéticas em Ae. aegypti que implicavam em variagdes na susceptibilidade desta
espécie a D. immitis. Varios estudos comprovaram que estas diferengas genéticas entre as
espécies ou linhagens do vetor influenciam na competéncia vetorial, podendo ocorrer
variacdo na susceptibilidade a D. immitis entre populagdes de mosquito isoladas

geograficamente (SULAIMAN & TOWNSON, 1980; CHRISTENSEN, 1977).
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1.6 - Reac¢odes imunes do vetor a D. immitis

Os insetos apresentam respostas contra infec¢des que podem ser do tipo celular ou
humoral (BREY & HUTMARK, 1998; HOFFMANN et al., 1999; BASSET et al., 2000).

A resposta celular nos insetos esta relacionada com o tamanho, a quantidade e a
propriedade do agente invasor, e se caracteriza por fagocitose, formacdo de nddulos e
encapsulamento (GOTZ & VEY, 1974; RATCLIFFE & ROWLEY, 1979; RATCLIFFE &
WALTERS, 1983; WIESNER, 1992).

Segundo RATCLIFFE (1986), a presenca de lipopolissacarideos na membrana
plasmatica do patdogeno pode desempenhar um papel importante no processo de fagocitose.
Portanto, a inducdo da adesdo de células pode ocorrer como conseqiiéncia da degranulagao
celular, ativagdo da cascata de profenoloxidase, com depositos de melanina ao redor do
agente e o conseqiiente encapsulamento melanético (MANDATO et al., 1997; INFANGER
et al., 2004; WANG et al., 2005).

O encapsulamento celular se d4 pela deposi¢ao de camadas de plasmatdcitos sobre o
patégeno melanizado que ao unir-se com células granulares degeneradas formam-se os
nddulos (MANDATO et al., 1997).

WILSON et al. (2001) observaram que insetos quando em grandes densidades
populacionais, como por exemplo, Spodoptera exempta (Walker) (Lepidoptera)
desenvolvem mais reacdes imunes aos patdégenos do que aqueles em baixas densidades
populacionais e que a reacdo se da principalmente por meio de melanizacgao cuticular, com
contribuicdo da enzima fenoloxidase, presente também em dipteros.

Nos dipteros o encapsulamento ¢ considerado uma resposta humoral, pois h4 pouca
participagdo de hemocitos, uma vez que estes insetos possuem um numero reduzido destas
células (VEY & GOTZ, 1975). O encapsulamento celular ocorre pela formagdo de um
envelope multicelular ao redor do parasita que se torna melanizado apos varias horas do
inicio da infec¢do (HO ef al., 1982). Por outro lado, o encapsulamento humoral ¢ realizado
dentro de poucos minutos apds a infeccdo, sendo realizado por material homogéneo
depositado ao redor do parasita (CHRISTENSEN et al., 1984).

O encapsulamento humoral ¢ descrito em culicideos como resposta a infeccao por

fungos (VEY & GOTZ, 1975; BENTO, 1999) e por nematédeos (ESSLINGER, 1962). A
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resposta humoral caracteriza-se pela inducdo de peptideos e proteinas antibacterianas
secretados na hemolinfa e ocorre apds a resposta celular (LAMBERT et al., 1989;
DIMARCQ et al., 1994; CHALK et al., 1995; HETRU et al., 1998). Os peptideos sdo
produzidos no corpo gorduroso ou nos hemécitos dos insetos. Os peptideos associados com
a defesa humoral nos mosquitos sao as defensinas (CHALK et al, 1995;
LOWENBERGER et al., 1995; LOWENBERGER et al., 1999).

No que se refere a D. immitis, os mosquitos possuem a capacidade de limitar o
nimero de larvas do nematdédeo em desenvolvimento em seus Orgdos através de resposta
humoral, sendo este mecanismo de defesa evidenciado em varios géneros de mosquitos,
particularmente espécies de Aedes (MACEDO et al., 1998; SHIAO et al., 2001). Espécies
como Armigeres subalbatus Coquillett, 1898, Ae. trivittatus e Ae. aegypti reduzem o
nimero de microfilarias de D. immitis ingeridas por meio destes mecanismos (LI &
CHRISTENSEN, 1990; SHIAO et al., 2001; INFANGER et al., 2004; WANG et al.,
2005).

O desenvolvimento das microfilarias de D. immitis pode, entretanto, ser
interrompido antes do aparecimento do estidgio ‘‘salsichoide”, sem ocorrer o
encapsulamento (SULAIMAN & TOWNSON, 1980; BUXTON & MULLEN, 1981).
Nestas circunstancias, as células dos tubulos de Malpighi infectadas pelo filarideo, emitem
informagdes intracelulares, que ativam mecanismos que lisam a cuticula do parasita e a
destroem (TALLURI & CANCRINI, 1994). Esta reagdo ¢ um dos mais importantes efeitos
moduladores da carga parasitaria de varios vetores incluindo Ae. aegypti (LINDEMANN,
1977), Ae. trivittatus (CHRISTENSEN, 1981), Mansonia titillans, Ae. sollicitans e Ae.
taeniorhynchus (NAYAR & SAUERMAN, 1975).

Outros mecanismos também utilizados por algumas espécies sdo: a destrui¢do das
larvas do filarideo pela armadura cibarial (COLUZZI & TRABUCCHI, 1968) ou por
cristais de oxihemoglobina no codgulo formado no trato digestorio do mosquito (NAYAR
& SAUERMANN, 1975; LOWRIE, 1991), aprisionamento das microfilarias pela formacao
rapida de codgulo apos ingestdo do sangue infectado (KARTMAN, 1953), lise da cuticula
da larva por a¢do das proprias células dos tubulos de Malpighi do vetor (TALLURI &
CANCRINI, 1994) e ainda a infec¢ao por outros parasitas como protozoarios (VAUGHAN,
1997, COMISKEY et al., 1999).
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Em locais onde os caes apresentam alta microfilaremia de D. immitis, algumas
espécies de culicideo demonstram ter maior capacidade que outras espécies para reduzir o
numero de larvas do nematédeo que atingiriam o estagio infectivo e, portanto tem maior
capacidade de infec¢do. Esse fato foi observado por RUSSELL & GEARY (1996), LAI et
al. (2000) e PARKER (2000) nas espécies Cx. annulirostris, Cx. quinquefasciatus e Ae.

taeniorhynchus, respectivamente.
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2 - OBJETIVOS:

2.1 - GERAL:
Estudar a competéncia de quatro populagdes e de uma linhagem de mosquitos
(Diptera, Culicidae) para a transmissdo de Dirofilaria immitis na regido metropolitana do

Recife (RMR) e em Campinas, SP.

2.2 - ESPECIFICOS:

e Avaliar a ocorréncia de infec¢do natural por D. immitis em caes na regido metropolitana
de Recife (RMR), PE, area endémica para dirofilariose canina.

e Estudar a competéncia vetorial de Culex quinquefasciatus proveniente de area endémica
(RMR) quando exposto a diferentes densidades de microfilarias de D. immitis, por meio
de infec¢des experimentais em laboratorio.

e Estudar a susceptibilidade e a competéncia vetorial de populacdes e linhagem de Ae.
aegypti e populacdo Aedes albopictus, provenientes de area endémica (RMR) e de area
ndo-endémica (Campinas, SP) & D. immitis, por meio de infecgdes experimentais em
laboratorio.

e Verificar a ocorréncia de melanizagdo em larvas de D. immitis nas populagdes e

linhagem de culicideos estudadas ap6s infecgao experimental.
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CAPITULO 1

3. FREQUENCIA DA INFECCAO POR Dirofilaria immitis (LEIDY, 1856)
(NEMATODA, ONCHOCERCIDAE) EM CAES DOMICILIADOS NA REGIAO
METROPOLITANA DO RECIFE E NO MUNICiPIO DE BEZERROS, ESTADO

DE PERNAMBUCO, BRASIL
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3. FREQUENCIA DA INFECCAO POR Dirofilaria immitis (LEIDY, 1856)
(NEMATODA, ONCHOCERCIDAE) EM CAES DOMICILIADOS NA REGIAO
METROPOLITANA DO RECIFE E NO MUNICIiPIO DE BEZERROS, ESTADO
DE PERNAMBUCO, BRASIL.

RESUMO

A dirofilariose canina é uma zoonose com distribuicdo mundial. No Brasil, ocorre
em praticamente todos os estados, com maior prevaléncia no nordeste, sendo endémica na
Regido Metropolitana do Recife (RMR), PE. No presente estudo foi avaliada a presenca da
infeccdo por microfilarias de D. immitis em caes domiciliados na regido metropolitana do
Recife e no municipio de Bezerros, localizado no agreste pernambucano. Amostras de
sangue de animais, com idade superior a seis meses, foram obtidas por meio de pung¢do
venosa da veia cefalica e analisadas por meio do método modificado de Knott. Foi
detectada uma freqiiéncia de 3,61%, 7,89% e 7,69% de caes parasitados por D. immitis na
Ilha de Itamarac4, Igarassu e Recife, respectivamente. Esses dados comprovam que a RMR

continua sendo endémica para essa parasitose.

3.1 - INTRODUCAO

A dirofilariose canina ¢ uma cardiopatia parasitaria (KNIGHT, 1987; LABARTHE
et al., 1997; McCALL, 2000), que acomete os canideos (ALVES et al., 1999; McCALL,
2000), podendo também atingir os felideos e humanos (GRIEVE et al., 1983) constituindo-
se assim em uma zoonose (OMS, 1979; LABARTHE et al., 1997). Entre os filarideos
conhecidos por infectar caes, somente D. immitis ¢ patogénica aos seus hospedeiros
(ALVES et al., 1999).

Dentro da cadeia epidemioldgica, D. immitis € transmitida aos vertebrados por
fémeas de mosquitos da familia Culicidae (PARKER, 1993) que depositam a larva
infectante do nematodeo sobre a pele destes ao realizarem o repasto sangiiineo (TAYLOR,
1960).

A doenga tem distribuicdo geografica mundial, ¢ vem sendo encontrada na maioria
das regides tropicais e subtropicais (McCALL, 2000) com predominancia para areas

litoraneas (GENCHI et al., 1988). As taxas de infec¢do variam nas diferentes regides
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geograficas, podendo apresentar um grande nimero de animais infectados em determinados
locais, enquanto que em outros ndo ha presenca de animais infectados (LUZON-PENA &
GOMES-BAUTISTA, 1993; ALVES et al., 1999).

Na Europa, ha registros de dirofilariose na Franga (GUERRERO et al., 1992), Italia
(GENCHI et al., 1995; CRINGOLI et al., 2001) e na Espanha (GUERRERO et al., 1995;
ARANDA et al., 1998).

No continente asiatico, foi registrada a ocorréncia da infeccdo no Japdo
(HATSUSHIKA et al., 1992; ODA et al., 1995), Coréia (LEE et al., 1996; SONG et al.,
2003), Ira (LOLE, 1988), Malasia, Indonésia e Papua Nova Guiné (McCALL, 2000).

Na Australia, BIDGOOD & COLLINS (1996) e McCALL (2000) reportaram a
presenca de dirofilariose canina.

Por outro lado, na Africa, MATOLA (1991) ¢ SCHWAN & DURAND (2002)
relataram a ocorréncia da doenga em caes na Tanzania e em Mogambique, respectivamente.

Nas Américas, a dirofilariose ocorre em quase todos os paises. Na América do
Norte hé4 ocorréncia no Canadd (SLOCOMBE, 1992) e no Estados Unidos (STROMBERG
et al., 1995; WALTERS, 1995; McCALL, 2000); na América Central a infeccdo foi
constatada em Porto Rico (KOZEK ef al., 1995), no México (GUERRERO ef al., 1992) e
na Republica Dominicana (DURAN-STRUUCK et al., 2005), enquanto que na América do
Sul, h4 registros em todos os paises (GUERRERO et al., 1992; ROSA et al., 2002;
LABARTHE & GUERRERO, 2004), com excecao do Chile (ALCAINO et al., 1984).

No Brasil, SILVA ef al. (1999) reportaram que a prevaléncia média nacional para
dirofilariose ¢ de 10,17% em exames parasitologicos e de 9,07% para testes sorologicos,
entretanto, segundo LABARTHE & GUERRERO (2005) em 2001 esta prevaléncia
declinou para 2%.

O parasitismo em caes por D. immitis ja foi registrado em todas as regides
brasileiras. Na regido Sul foi observado 1,1% no Rio Grande do Sul, 12,5% em Santa
Catarina (LABARTHE et al., 1992) e 5,47% no Parana (REIFUR ef al., 2004). Na regido
Sudeste, 14% no Estado do Rio de Janeiro e 8,0% no Estado de Sdo Paulo, sendo que neste
Estado foi observada uma freqiiéncia de 12,2% na area litorAnea (LABARTHE, 1997;
LABARTHE et al., 1997, SOUZA & LARSSON, 2001). Na regido Centro-Oeste, 9,6%
(FERNANDES et al., 1996), enquanto que, na regido Norte foi detectado 10,7% de caes
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infectados (SOUZA et al., 1997). Em Estados da regido Nordeste, SILVA et al. (1999)
observaram 10,6% de caes parasitados por D. immitis, sendo que na Bahia foi registrado
7,41% de animais positivos; em Sergipe, a prevaléncia foi de 5,61% (BARBOSA, 2001),
12,5% no Estado de Alagoas, 12,4% na Paraiba. Neste ultimo, foram encontrados ainda
animais infectados (4,6%) no sertdo do Estado (BARBOSA ef al., 1999). No Rio Grande
do Norte também houve a ocorréncia de dirofilariose, com uma freqiiéncia de 8,66%
(SUASSUNA et al., 1999) e no Maranhao foi detectado 40,8% de caes portando o filarideo
(AHID et al., 1999).

No Estado de Pernambuco, a dirofilariose vem sendo investigada em diversas
localidades da regido litoranea (PIMENTEL & ALVES, 1987; PIMENTEL et al., 1988;
ALVES et al., 1993; ALVES et al., 1999; ALVES et al., 2001). Na cidade do Recife,
ALVES et al. (1999) detectaram que 2,3% dos caes estavam parasitados, sendo que 1% dos
animais apresentava microfilarias circulantes e 1,3% dos animais apresentavam antigenos
circulantes. SILVA et al. (1999) estudando a regido litoranea do Estado por meio de
pesquisa parasitologica, obtiveram uma varia¢do de 3,2% no litoral Sul a 21,3% no litoral
Norte e por meio de testes soroldgicos observaram uma prevaléncia entre 6% e 43%,
respectivamente.

Trabalhando nas mesmas localidades ALVES et al. (2001) encontraram variacao de
11,5%, 30,8% e 28,7% nos municipios de Olinda, Igarassu e Ilha de Itamaracd, no litoral
norte do Estado, respectivamente.

Informagdes referentes a dirofilariose canina em areas distantes do litoral
pernambucano ainda sdo escassas, entretanto PIMENTEL et al. (1988) encontraram 2% de
caes microfilarémicos no municipio de Caruaru, situado no agreste do Estado, confirmando
a ocorréncia de filarias em areas distantes do litoral.

O presente trabalho teve por objetivo verificar a freqiiéncia de D. immitis em caes
domiciliados na Regido Metropolitana do Recife e no municipio de Bezerros localizado no

agreste pernambucano.
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3.2 - MATERIAL E METODOS

3.2.1 - Areas de Estudo

O desenvolvimento deste estudo iniciou-se com a realizacao de coletas de sangue
canino nas areas costeiras de cidades pertencentes a Regido Metropolitana do Recife e em
bairros e vilas do municipio de Bezerros (Figura 1) situado no Agreste do Estado de

Pernambuco (Tabela 1).

20



‘agraay op ewepodos]a] o815 Bp STEI0] A 315aIET
optday] U soMazag ap o1diaunur o anbejsap Wod sepEpnisa sea sep opleziEdol e Wod olnguenia ap opelsy op edep] — [ BANST]

SEpEpNISa seary ]

BB Bp BLUDF

21



Tabela 1 — Localizagdo e area dos municipios do Estado de Pernambuco onde o estudo foi
desenvolvido.

Localizagdo ~ Municipios Coordenadas Area Locais de coleta
do Estado de geograficas (Km?)
Pernambuco Latitude / Longitude

Litoral Norte ~ Itamaracd  7°44°007/ 34°49°32” 65 Vila Velha

Forte Orange

Igarassu 7°53°29/ 34°49°28” 306 Nova Cruz I
Nova Cruz 11
Paulista 7°56°27/ 34°52°23” 94 Janga

Pau Amarelo
Maria Farinha

Recife 8°03°147/ 34°52°52” 217 Boa Viagem
Litoral Sul Ipojuca 8°23°56/35°03°50” 527 Serrambi
Agreste Bezerros  8°14°007/ 35°47°49” 493 Area rural e vilas

3.2.2 - Animais

Foi analisado um total de 816 animais, no periodo de agosto de 2001 a abril de
2003. Para tanto foi realizada a amostragem nao probabilistica por conveniéncia segundo
REIS (2003).0s cdes eram pertencentes a ragas variadas, de ambos os sexos, com idade
superior a seis meses e domiciliados e residentes nos locais pesquisados. Para cada animal
foi preenchida uma ficha de identificagdo individual (ANEXO 1) contendo dados referentes
a presenga de ectoparasitos, estado nutricional dos caes, presenga de mosquitos e local de

procedéncia dos animais.

3.2.3 - Coleta de sangue
Uma amostra de aproximadamente trés mililitros (ml) de sangue foi obtida de cada
animal por meio de punc¢do venosa da veia cefalica com auxilio de seringa de 5 ml com

agulha de 28 x 8 mm (Plastik). O sangue foi colocado em tubos de ensaio estéreis contendo
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acido etilenodiaminotetracético de so6dio — EDTA (Reagen) a 10%, identificado,
acondicionado em caixa isotérmica ¢ encaminhado ao Laboratorio de Doencas Parasitarias
dos Animais Domésticos, do Departamento de Medicina Veterinaria, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, para a realizagdo de testes parasitologicos. De cada amostra,

foi retirado um ml para realizagdo do teste parasitologico.

3.2.4 - Processamento do Material
3.2.4.1 - Teste Parasitologico

O teste parasitoldgico para a pesquisa de microfilarias circulantes de D. immitis ou
Dipetalonema reconditum foi realizado por meio do Método Modificado de Knott
(NEWTON & WRIGHT, 1956). O sedimento obtido no final do processamento foi retirado
com pipeta automatica de 20 microlitros (pul) e utilizado na confeccdo de esfregacos em
lamina, que foram posteriormente fixados em dalcool metilico (Reagen), corados pelo
método Pandtico (Newprov) e examinados em microscopio Optico utilizando-se a objetiva
de 10x. As espécies de microfilarias foram diferenciadas conforme as descricdes de

REDDINGTON et al. (1978).

3.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
Do total de animais avaliados, 1,59% (13/816) mostraram-se positivos ao

parasitismo (Tabela 2) apresentando microfilarias circulantes, sendo sete cdes com

microfilarias de D. immitis e seis com microfilarias de D. reconditum.
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Tabela 2 — Numero de cdes infectados com D. immitis e/ou D. reconditum na Regido
Metropolitana do Recife e em Bezerros no agreste pernambucano.

Municipios Locais de coleta  Numero de caes Numero de caes com
examinados Microfilarias

D. immitis D. reconditum
Itamaraca Vila Velha 35 03 02
Forte Orange 48 0 02
Igarassu Nova Cruz | 12 01 0
Nova Cruz I 26 02 0
Paulista Janga 72 0 0
Pau Amarelo 56 0 0
Maria Farinha 57 0 0
Recife Boa Viagem 13 01 0
Ipojuca Serrambi 12 0 0
Bezerros Area Rural eVilas 485 0 02
Total 816 07 06

Os resultados obtidos demonstram que a prevaléncia de D. immitis (Figura 2) na
IlTha de Itamaraca (3,61%) e no litoral de Igarassu (7,89%) continuam representando areas
endémicas, estando de acordo com os resultados obtidos por SILVA et al. (1999) e ALVES
et al. (2001) que realizaram estudo epidemioldgico na populacdo canina dos referidos
municipios e encontraram uma prevaléncia superior a 25%. Apesar das taxas de prevaléncia
serem diferentes, a eliminacdo dos animais sororeagentes nos programas de controle do
calazar e na vigilancia epidemioldgica da raiva, realizados pelas Prefeituras municipais, o
repovoamento da populacdo de cdes, com grande quantidade de animais jovens, ¢ a
utilizagdo desordenada de anti-helminticos devem ser considerados como fatores

importantes em relacdo a queda das referidas taxas.
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Figura 2 — Microfilaria (larva de 1° estagio) de D. immitis encontrada no sangue de cao
infectado por meio do método modificado de Knott (472x).

De acordo com LABARTHE & GUERRERO (2005) varios fatores podem afetar a
transmissdo de D. immitis, como por exemplo, a reducdo de cdes com microfilaremia
devido a quimioprofilaxia com ivermectina, ou ainda pelo uso das tetraciclinas e seus
derivados para o controle da erliquiose canina. As tetraciclinas eliminam bactérias do
género Wolbachia sp. que vivem em simbiose com adultos de D. immitis, provocando
assim a redu¢do da capacidade reprodutiva destes nematddeos.

Por outro lado, ndo foram detectados animais com infeccdo por filarideos no
municipio de Paulista.

Sabe-se que a deteccdo de microfilarias algumas vezes pode ser mascarada por
reacOes imunologicas existentes que levam a supressdo das microfilarias na circulagao
sangiiinea e conseqiientemente o resultado do teste apresenta-se negativo, demonstrando
entdo um resultado falso negativo. Contudo esperava-se encontrar animais positivos no
municipio de Paulista, uma vez que a referida cidade encontra-se situada entre as cidades
de Olinda e Igarassu que sdo areas endémicas para a dirofilariose canina (SILVA et al.,

1999; ALVES et al., 2001).
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Provavelmente as espécies de mosquito que vivem nesta faixa litoranea deslocam-se
por toda regido propiciando a transmissao da dirofilariose em ambas as areas. Entretanto, os
resultados obtidos podem estar relacionados a diversos fatores como a presencga de animais
amicrofilarémicos devido a utilizacdo de anti-helminticos e também a grande expansio
imobiliaria que vem ocorrendo na regido, modificando os criadouros e fazendo com que
ocorra o deslocamento das espécies vetoras para outros locais.

No bairro de Boa Viagem na cidade do Recife, a deteccdo de 7,69% (01/13)
caracteriza a area como endémica. Apesar deste resultado, deve-se considerar que a
amostragem foi pequena no local, pois se sabe que a area estudada possui baixa
transmissibilidade por ser um bairro muito urbanizado, dificultando o desenvolvimento dos
vetores de D. immitis, j& que o ambiente natural foi degradado e assim muitas das espécies
vetoras desapareceram.

Segundo LABARTHE ef al. (1997), ambientes degradados nao favorecem a
transmissdo do filarideo por dificultar a sobrevivéncia dos vetores primarios, mesmo
havendo grande densidade populacional de cdes e de outras espécies de mosquito,
corroborando assim com os dados de ALVES et al. (1999) que obtiveram baixa prevaléncia
na cidade do Recife.

Da mesma forma, que ocorreu em Paulista, ndo foi encontrado nenhum animal
parasitado por filarideos na praia de Serrambi localizada em Ipojuca, litoral Sul, diferindo
dos achados de SILVA et al. (1999) que encontraram uma prevaléncia variando de 6,0% a
17,8% em Porto de Galinhas, praia também localizada no municipio de Ipojuca, e na cidade
de Tamandaré, respectivamente. Para a elucidacdo da natureza atual da infec¢do em
Serrambi serdo necessarios mais estudos.

No que se refere ao municipio de Bezerros, foi detectada a presenca de microfilarias
circulantes de D. reconditum (0,41%), enquanto que microfilarias de D. immitis nao foi
registrada.

PIMENTEL ef al., (1988) relataram uma baixa prevaléncia de caes microfilarémicos
no municipio de Caruaru, cidade situada no agreste pernambucano, distante 26 Km da
cidade de Bezerros, contudo nao foi realizada a identificagdo das microfilarias.

Embora tenha sido detectada a presenca do filarideo D. reconditum em uma area

rural do municipio de Bezerros, o0 mesmo ndo apresenta carater patogénico aos caes. Os
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vetores de D. reconditum sao pulgas e as baixas condigdes sdcio-econdmicas do local onde
foi detectado contribuem para o aumento destes vetores e para a transmissdo do nematodeo.

Apesar de existirem espécies de culicideos com potencial vetor para a transmissao
de D. immitis em todas as regides estudadas, a taxa de transmissdo encontra-se baixa,
provavelmente devido ao pequeno numero de cdes infectados apresentando microfilarias
circulantes. Vale salientar que durante as coletas de sangue canino observou-se a presenga
de Ae. albopictus, Ae. aegypti, Cx. quinquefasciatus e Psorophora sp. na RMR e Cx.
quinquefasciatus no municipio de Bezerros.

Por outro lado, a grande diversidade geografica das areas estudadas, incluindo

vegetacao e grau de urbanizacao nao influenciou na freqiiéncia da infecgao.

3.4 - CONCLUSAO

A Regido Metropolitana do Recife continua sendo endémica para a dirofilariose
canina, com predominancia no litoral norte. O municipio de Bezerros situado no agreste
pernambucano, ndo apresentou endemicidade para D. immitis. O risco dos animais se

infectarem com D. immitis ¢ maior na Regido Metropolitana do Recife.
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CAPITULO 2

4. COMPETENCIA VETORIAL DE Culex quinquefasciatus SAY, 1823
(DIPTERA, CULICIDAE) EXPOSTO A DIFERENTES DENSIDADES
DE MICROFILARIAS DE Dirofilaria immitis (LEIDY, 1856)
(NEMATODA, ONCHOCERCIDAE)
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4. COMPETENCIA VETORIAL DE Culex quinquefasciatus SAY, 1823 (DIPTERA,
CULICIDAE) EXPOSTO A DIFERENTES DENSIDADES DE MICROFILARIAS
DE Dirofilaria immitis (LEIDY, 1856) (NEMATODA, ONCHOCERCIDAE)

RESUMO

A Regido Metropolitana do Recife ¢ endémica para Dirofilaria immitis e possui alta
densidade de Culex quinquefasciatus que ¢ um dos vetores deste nematddeo. Neste estudo
avaliou-se a competéncia vetorial de Cx. quinquefasciatus populacio RECIFE para a
transmissdo do referido filarideo. As fémeas foram alimentadas, por meio de membrana
natural, com sangue canino contendo diferentes densidades de microfilarias de D. immitis,
variando de 1820 a 2900 mf/ml. Os dados obtidos demonstraram que Cx. quinquefasciatus
populacao RECIFE tem grande potencial para a transmissdo de D. immitis, pois permitiu o
desenvolvimento do filarideo até o estdgio infectante nas diferentes densidades de

microfilarias as quais foi exposta.

4.1 - INTRODUCAO

Dirofilaria immitis ¢ um parasita comumente encontrado nas cavidades cardiacas e
artérias pulmonares de canideos e de felideos, podendo também infectar o homem
(SAMARAWICKREMA et al., 1992).

A transmissdo de D. immitis € realizada por espécies de Culex, Aedes, Anopheles,
Mansonia, Psorophora e Coquillettidia (LUDLAM et al., 1970). Muitos estudos estdo
sendo realizados em vdrias regides do mundo com a finalidade de elucidar quais sdo as
espécies de culicideos transmissoras deste nematodeo. Entre as espécies que se destacam,
Cx. quinquefasciatus desempenha um importante papel como vetor de D. immitis em areas
endémicas de dirofilariose canina, como Estados Unidos, Australia e Taiwan
(VILLAVASO & STELLMAN, 1970; RUSSEL, 1985 e WU et al., 1997).

No Brasil, Cx. quinquefasciatus ¢ considerado um vetor em potencial para D.

immitis nos Estados do Rio de Janeiro, de Alagoas e do Maranhao (LOURENCO-DE-
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OLIVEIRA & DEANE, 1995; LABARTHE et al., 1998 a,b; AHID & LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1999; BRITO et al., 1999 ¢ AHID et al., 2000).

No nordeste brasileiro, Cx. quinquefasciatus tem grande importancia nas localidades
endémicas para Wuchereria bancrofti (Cobbold, 1877), por ser o principal vetor deste
filarideo (MEDEIROS et al., 1992), particularmente na Regido Metropolitana do Recife, no
Estado de Pernambuco, onde a filariose bancroftiana (ALBUQUERQUE et al., 1999 e
LIMA et al., 2003) e a dirofilariose canina (ALVES et al., 1999) sdao endémicas.

O desenvolvimento de D. immitis em Cx. quinquefasciatus provenientes da cidade
do Recife foi observado por AHID et al. (2000), sem, entretanto, verificar a influéncia da
densidade de microfilarias.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a competéncia vetorial de Cx.
quinquefasciatus populacdo RECIFE quando exposta a diferentes densidades de

microfilarias de D. immitis.

4.2 - MATERIAL E METODOS

4.2.1 - Criacao e manutencio dos mosquitos utilizados nos experimentos
A colonia de Cx. quinquefasciatus populagdo RECIFE foi estabelecida a partir de

ovos fornecidos pelo Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes (FIOCRUZ), Recife, PE.

A manuteng¢do da colonia foi feita em sala climatizada com temperatura de 28 £ 1°C
e 80 + 5% de umidade relativa do ar e ciclo natural de fotoperiodo no Insetirio do
Laboratorio de Doengas Parasitarias dos Animais Domeésticos, do Departamento de
Medicina Veterinaria, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife, PE.
As larvas eclodiram dos ovos em cubas plasticas contendo dois litros de dgua declorada e
receberam diariamente alimento industrializado para cdes moido (T-Bone® - Nutron
Alimentos Ltda.). As pupas foram transferidas para recipientes plasticos com agua e
colocadas em gaiolas teladas (30 x 30 x 25 cm) para emergéncia dos adultos. Estes foram
alimentados permanentemente com cubos de aglicar colocados sobre algoddao umedecido
com agua. Uma vez por semana foi oferecido sangue de cdo em alimentador artificial

(RUTLEDGE et al., 1964; MENDONCA et al., 1998) as fémeas para que realizassem o
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repasto sangiiineo. Os recipientes plasticos onde as pupas foram mantidas serviram também

para as fémeas realizarem a oviposi¢ao.

4.2.2 - Obtencao de microfilarias de D. immitis:

As microfilarias de D. immitis utilizadas para as infecgdes experimentais das fémeas
de mosquito foram obtidas do sangue de um cdo sem racga definida, naturalmente infectado,
domiciliado na Regido Metropolitana do Recife.

Este estudo foi desenvolvido apos a aprovacao do Projeto pelo Conselho de Ensino
Pesquisa e Extensio da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Resolugdo n°

245/2002 — ANEXO 2).

4.2.2.1 - Coleta do sangue

Dez mililitros de sangue foram coletados através de puncdo venosa da veia cefalica
e em seguida um mililitro foi colocado em um tubo de ensaio contendo &cido
etilenodiaminotetracético de sodio — EDTA (Reagen) a 10% para realizar a quantificacdo
de microfilarias. Os nove mililitros restantes foram divididos em tubos de ensaio contendo
heparina (SoloPak Laboratories Inc.), pois este sangue foi destinado a alimentagdo

infectante das fémeas de mosquito.

4.2.2.2 — Processamento do material

A microfilaremia do animal foi quantificada utilizando-se o método modificado de
Knott (NEWTON & WRIGTH, 1956), onde ap6s o processamento do sangue, o sedimento
obtido foi retirado com pipeta automatica de 20 pl e utilizado na confec¢do de laminas para

posterior observagdo em microscopio optico.

4.2.3 - Exposicoes experimentais dos mosquitos as microfilarias de D. immitis:
4.2.3.1 — Teste preliminar

Por ndo haver no Brasil informagdes sobre infeccdo experimental com D. immitis
em mosquitos por meio de alimentagdo artificial, em aparelhos utilizando pele de animais
in natura (como membrana para o repasto), decidiu-se elaborar um teste preliminar para

avaliar a viabilidade do uso de pele animal na infeccdo experimental de mosquitos. Como
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Cx. quinquefasciatus ¢ predominantemente ornitofilico, utilizou-se pele de codorna
(Coturnix coturnix (L.)).
Este teste constou de uma alimentacdo de 52 fémeas de Cx. quinquefasciatus

populagdao RECIFE.

4.2.3.2 - Exposi¢cdes experimentais

Para a exposi¢do foram utilizadas 2104 fémeas de Cx. quinquefasciatus populagao
RECIFE com idade entre trés e sete dias, expostas a diferentes densidades de microfilarias
de D. immitis por mililitro de sangue, € como controle foram utilizadas fémeas alimentadas
com sangue nao infectado (Tabela 1). Os mosquitos foram mantidos em caixas de papelao

com dimensdes de 8,75cm de didmetro por 17cm de altura, cobertas com tela fina.

Tabela 1 — Numero de fémeas de Cx. quinquefasciatus populacdo RECIFE alimentadas
com sangue contendo diferentes densidades de microfilarias de D. immitis € com sangue

sadio (Controle).

Densidades de Numero de fémeas Numero de fémeas
microfilarias/ml expostas as microfilarias utilizadas como
de sangue de D. immitis Controle
1.820 302 300
1.913 250 250
2.000 900 300
2.558 52 50
2.900 600 300

Antes da exposi¢do as fémeas de mosquito foram privadas de alimentagdo
sangiiinea e de solugcdo agucarada por 24 horas. As fémeas foram alimentadas
artificialmente por meio de membrana (RUTLEDGE et al., 1964) por duas horas, contendo
sangue canino com microfilarias de D. immitis e anticoagulante (Figuras 1A e 1B). A
membrana utilizada foi pele fresca de codorna (C. coturnix).

ApOs a exposi¢ado, as fémeas ingurgitadas foram alimentadas com solucao agucarada

que foi obtida colocando-se cubos de agucar sobre algoddo umedecido com agua. As
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fémeas de mosquito que nao ficaram totalmente ingurgitadas durante o repasto sangiiineo

foram descartadas.
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Figura 1A — Alimentagao artificial de Culex quinquefasciatus populagdo RECIFE por meio
de membrana com pele de Coturnix coturnix (codorna), com sangue canino contendo
microfilarias de D. immitis.

H20a 37°C

(maniém o sangue
aguecido, simulando o
corpo do animal vive )

Mosquitos

Figura 1B — Desenho esquematico do alimentador artificial.
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4.2.4 - Dissec¢ao dos mosquitos e observacao de larvas de D. immitis:

Durante 14 dias, dez fémeas foram retiradas diariamente da caixa com o auxilio de
aspirador manual, as quais foram transferidas para frascos de vidro onde eram anestesiadas
com éter e posteriormente colocadas em placas de Petri plasticas onde as pernas e as asas
foram removidas. As fémeas foram transferidas individualmente para ldminas onde os
tubulos de Malpighi foram extraidos em solucdo salina. Posteriormente a cabega e o torax
também foram separados em diferentes gotas da mesma solu¢do, macerados por meio de
compressdo entre ldmina e laminula e corados pelo método de Giemsa (Merck) para
facilitar a analise microscopica das larvas de D. immitis. As observagdes foram realizadas
em microscopio Optico com objetiva de 10X e de 40X. As dissec¢des foram realizadas com
o auxilio de estiletes e pingas oftalmoldgicas para recuperagdo das larvas do filarideo e

observacgao dos estagios de desenvolvimento determinados segundo TAYLOR (1960).

4.2.5 — Analise da competéncia vetorial de Cx. quinquefasciatus para transmitir D.
immitis

ApoOs o repasto sangiiineo em alimentador artificial foi calculada a porcentagem de
fémeas ingurgitadas. O nimero médio de microfilarias ingeridas foi calculado apds a
alimentagdo com sangue canino infectado. Para tanto, dez mosquitos tiveram seus
intestinos médios dissecados sobre uma gota de solucdo salina, e foi confeccionado um
esfregaco com o conteudo intestinal. O esfregaco foi fixado com alcool metilico e corado
através do método Pandtico (Newprov) e analisado em microscopio Optico com objetiva de

40X, para mensura¢ao do numero de microfilarias ingeridas.

A mortalidade foi observada diariamente de forma cumulativa e expressa em
valores absolutos e relativos. Os mosquitos mortos foram dissecados e examinados para
larvas de D. immitis, conforme descrito no item 4.2.4.

A razdo de infeccao (RI) expressa em porcentagem foi calculada de acordo com a

expressdo: RI = (Numero de fémeas infectadas x 100) / Numero de fémeas dissecadas

(AHID et al., 2000).
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O indice de eficiéncia das espécies como vetoras (IEV) em porcentagem foi
determinado conforme KARTMAN (1954), onde: IEV = [Numero médio de larvas

infectantes (L3)] x 100 / Niimero médio de microfilarias ingeridas.

4.2.6 — Analise Estatistica

A ingestdo de microfilarias por Cx. quinquefasciatus populagdo RECIFE nas
diferentes densidades de microfilarias de D. immitis por ml de sangue, foi avaliada pelo
teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis. O desenvolvimento de larvas até o estdgio
infectante nas fémeas do culicideo, bem como a variagdo da mortalidade dos mosquitos nas
diferentes densidades de mf/ml foi comparada por ANOVA.

O teste de regressdo linear foi utilizado para avaliar a influéncia das varias
densidades de microfilarias de D. immitis por ml de sangue, as quais os mosquitos foram
expostos, sobre a ingestao de microfilarias, sobre o nimero de larvas infectantes e sobre a
mortalidade dos mosquitos.

A influéncia da propor¢do de ingurgitamento das fémeas e a diferenga de
microfildrias ingeridas sobre a razdo de infec¢do, e ainda de microfilarias ingeridas sobre a
o numero de larvas infectantes também foi avaliada por regressao linear.

O software utilizado para a obtencdo dos calculos estatisticos foi o BioEstat na

versao 2.0 para microcomputador (AYRES et al., 2000).

4.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A alimentag¢do de Cx. quinquefasciatus com sangue canino contendo microfilarias
de D. immitis, durante duas horas por meio de membrana natural, com pele fresca de
codorna mostrou-se eficiente na infeccdo experimental. Estes resultados estdo de acordo
com CARVALHO et al. (no prelo), que avaliaram a utilizagdo de pele de codorna como
membrana para o estudo da infecg¢do de D. immitis em Cx. quinquefasciatus (ANEXO 3).

Cx. quinquefasciatus ¢ uma espécie de mosquito preferencialmente ornitofilica

(CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994), sendo assim a pele de codorna
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utilizada como membrana natural para alimentagdo proporcionou uma acao atraente sobre
as fémeas fazendo com que o repasto sangiiineo fosse mais satisfatorio.

Apoés a alimentacdo de Cx. quinquefasciatus populagdo RECIFE com sangue
contendo diferentes densidades de microfilarias/ml observou-se uma variagao de 92,3% a
98,8% de fémeas ingurgitadas (Tabela 2). O nimero médio de microfilarias ingeridas por
fémea variou de 6,6 a 29,2, sendo que a menor média foi observada na densidade mais
baixa (1820), e diferiu estatisticamente (p<0,05) das médias encontradas para as densidades
1913 e 2558. Nao houve diferenga estatistica quanto a ingestdo de microfilarias entre as
outras densidades. Foi observado também que a média de ingestdo de microfilarias nao
sofreu acréscimo com o aumento da densidade das mesmas (F = 0,1244, p>0,05).

Os resultados do presente trabalho sdo similares aos relatados por AHID et al.
(2000) sobre Cx. quinquefasciatus proveniente da cidade do Recife, que obteve uma média
de 24,6 microfilarias ingeridas por mililitro de sangue. Tal similaridade sugere que apesar
da densidade de microfilarias utilizada no presente trabalho ser 30 a 48 vezes superior
aquela utilizada por AHID et al. (2000), deve existir um mecanismo de regulagdo do
numero de microfildrias ingeridas por parte do inseto vetor.

Sabe-se que Cx. quinquefasciatus pode ingerir grandes quantidades de microfilarias,
no entanto devido a reagdes fisiologicas e imunoldgicas os mesmos conseguem limitar o
numero de larvas do parasita que se desenvolverdo até o estagio infectante. Esta estratégia
garante a sobrevivéncia do culicideo, pois o desenvolvimento de grande quantidade de
larvas de D. immitis destroi os tibulos de Malpighi do mosquito causando alta mortalidade
(PALMER et al., 1986).

Por outro lado, os resultados aqui expressos, referentes a média de microfilarias
ingeridas (28,3) por Cx. quinquefasciatus RECIFE para a densidade de 2.558 mf/ml foram
superiores aos observados por LAI et al. (2000) para a populacdo de Taiwan (15,3).

Vale salientar que a mortalidade e o indice de eficiéncia vetorial observados em Cx.
quinquefasciatus RECIFE para esta densidade foi de 8,9% e 56,5% respectivamente.

Segundo SCOLES (1998) uma espécie de culicideo para apresentar eficiéncia
vetorial deve resistir a infecgdo independente da carga parasitaria, sobreviver por tempo
suficiente para permitir o desenvolvimento das larvas at¢ a forma infectante para

mamiferos, alimentar-se também de sangue canino, estar bem adaptada a regido geografica,
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ser abundante e apresentar varios picos populacionais ao longo do ano (LUDLAM et al.,

1970; CHRISTENSEN, 1977).

A populagdo RECIFE de Cx. quinquefasciatus demonstrou as condi¢des acima
citadas, ¢ mesmo exposta a diferentes densidades de microfilarias de D. immitis a
mortalidade ndo ultrapassou os 36,25%.

No final dos experimentos, observou-se que a mortalidade de Cx. quinquefasciatus
ndo foi influenciada pela exposicao a diferentes densidades de microfilarias de D. immitis
(F =0,0615, p>0,05) e os indices encontrados variaram de 8,9% a 36,25% (Figura 2).

Taxas de mortalidade semelhantes (ANOVA p>0,05) foram encontradas em fémeas
expostas as densidades de 1913 e 2558 mf/ml de sangue. Essas taxas foram inferiores
(ANOVA p<0,05) as encontradas nas densidades 1820, 2000 e 2900 mf/ml de sangue e
que nao diferiram estatisticamente entre si (ANOVA p > 0,05).

A mortalidade observada nas fémeas alimentadas com sangue sadio (controle)
variou de 3,0% a 9,0%. (Figura 3). A porcentagem de mortalidade observada no grupo de
fémeas utilizado como controle foi inferior a encontrada no grupo de fémeas exposto as
microfilarias de D. immitis. Este resultado demonstra que a mortalidade esta diretamente
relacionada ao parasitismo.

Sabe-se que os mosquitos infectados ficam mais sensiveis as variagdes de
temperatura, diminuindo a sobrevivéncia em temperaturas elevadas (KUTZ & DOBSON,
1974). Entretanto, a principal causa de mortalidade de fémeas infectadas estd atribuida ao
desenvolvimento do parasita no corpo do mosquito, ocorrendo geralmente um pico de
mortalidade nas primeiras 48 horas de infec¢do que é quando se observa as larvas de 1°
estagio (L) do nematddeo e a invasdo dos tibulos de Malpighi das fémeas e posteriormente
entre 0 12° ¢ o 14° dia quando as larvas infectantes rompem os tibulos de Malpighi e
migram para a cabega e proboscide dos culicideos (KARTMAN, 1953; BUXTON &
MULLEN, 1981).
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Figura 2 — Porcentagem de mortalidade de Cx. quinquefasciatus populagdo RECIFE apos
alimentagdo com sangue contendo diferentes densidades de microfilarias de D. immitis.
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Figura 3 — Porcentagem de mortalidade dos cinco grupos Controle de Cx. quinquefasciatus
populacdo RECIFE apds alimentagdo com sangue sadio.
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O tempo de desenvolvimento de D. immitis na populagdo RECIFE de Cx.
quinquefasciatus foi semelhante para todas as densidades de microfilarias, estando de
acordo com os dados obtidos por TAYLOR (1960) e MENDONCA et al. (1998) para Ae.
aegypti, além de ser também semelhante aos resultados obtidos por AHID et al. (2000) para
Cx. quinquefasciatus. O estagio salsichdide comecou a ser observado a partir do terceiro
dia apo6s a infec¢do, persistindo até o nono dia. Entretanto, em 86 larvas neste estdgio houve
resposta imune do vetor e esta reagcdo foi observada até o 14° dia nas diferentes densidades.
Entretanto, este mecanismo ndo foi observado nas larvas presentes nos mosquitos expostos
a densidade de 2.558 mf/ml de sangue.

Nas densidades de 1.913 e 2.900 mf/ml de sangue encontrou-se uma e trés larvas de
primeiro estagio (L;), respectivamente, com as extremidades alteradas devido a resposta de
defesa do mosquito.

A observagdo de larvas de D. immitis que sofreram resposta imune nos
experimentos enfatiza a limitagdo que a populagdo de culicideo exerceu sobre o parasita em
relacao ao seu desenvolvimento.

Segundo McGREEVY et al. (1978) e COLUZZI et al. (1982), Cx. quinquefasciatus
elimina grande nimero das microfildrias ingeridas por meio de aprisionamento no cibario e
posterior destruicdo, além de mecanismos de melaniza¢ao do parasita (CHRISTENSEN &
FORTON, 1986), ou ainda por coagulagdo rapida do sangue ingerido e também pela
presenca de cristais de oxihemoglobina no conteudo intestinal resultante da oxidacdo do
sangue ingerido (NAYAR & SAUERMAN, 1975; LOWRIE, 1991, LOFTIN et al., 1995),
permitindo apenas o desenvolvimento de um niimero suportavel de larvas que nao lhe cause
muitos danos.

Do 6° ao 11° dia foram observadas larvas de segundo estagio (L), enquanto que
larvas de terceiro estagio (Ls) foram observadas a partir do 12° dia apods a infec¢do para
todas as densidades, exceto para a densidade de 1913 mf/ml de sangue que apresentou
larvas infectantes a partir do 13° dia.

As fémeas de Cx. quinquefasciatus apresentaram larvas infectantes (L3) nos tibulos
de Malpighi a partir do 12° dia, enquanto que na cabega e na proboscide foram observadas

a partir do 13° dia ap0s a infecgao.
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BRITO et al. (1999) encontraram larvas infectantes nos tibulos de Malpighi de Cx.
quinquefasciatus populagio ALAGOAS no 14° dia, enquanto que AHID et al. (2000)
observaram larvas infectantes (L3;) nos tubulos de Malpighi de Cx. quinquefasciatus
populagdo RECIFE no 11° dia e na probdscide apenas no 14° dia ap0s a infecgio.

Os periodos de detec¢dao dos estagios larvais aqui observados estdo de acordo com
os relatos de TAYLOR (1960) e MENDONCA et al. (1998) para Ae. aegypti.

Os indices de eficiéncia vetorial (IEV) apresentados por Cx. quinquefasciatus
populacao RECIFE foram de 7,8 a 56,5 (Tabela 2). Em relacdo a razao de infecg¢do, o maior
indice foi encontrado no grupo de fémeas expostas a densidade de 1913 microfilarias/ml
(Tabela 3), entretanto, nao foi influenciado pela taxa de ingurgitamento das fémeas
(F=3,2937, p>0,05) e pelo nimero de microfilarias ingeridas (F = 2,1952, p>0,05). Estes
dados sao semelhantes aos de RUSSELL & GEARY (1996) que observaram a auséncia de
relacdo entre o aumento da densidade de microfilarias de D. immitis com aumento da razao

de infeccao de Cx. annulirostris.

Tabela 2— Porcentagem de fémeas de Cx. quinquefasciatus populacio RECIFE
ingurgitadas, apds alimentagdo com diferentes densidades de microfilarias de D. immitis /
ml de sangue (mf/ml) em alimentador artificial, com respectiva média de mf ingeridas e
Indice de eficiéncia vetorial (IEV).

Densidades de mf/ Fémeas X mf ingeridas* X L3** IEV (%)
ml de sangue ingurgitadas (%)
1820 94,7 6,6+80° 22+1,4 A 33,3
1913 93,6 29,2 + 11,7b 23+194 7,8
2000 94,8 17,7+ 14,5° 1,8+1,6%° 10,2
2558 92,3 28,3 +4,1 b 16,0+2,6°" 56,5
2900 98,8 16,5+85"° 22+1,4 A 13,3

" nimero médio de microfilaria ingeridas - observado logo apds o repasto sangiiineo.

" numero médio de L; de D. immitis nas fémeas de mosquito. Valores representados nas colunas
por letras distintas sdo estatisticamente diferentes.
mf - microfilarias
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Tabela 3— Razdo de infeccdo (%) de Cx. quinquefasciatus populacio RECIFE exposta
experimentalmente a diferentes densidades de microfilarias de D. immitis.

Densidades de mf/ Numero de fémeas Numero de fémeas Razao Infeccao

ml de sangue dissecadas infectadas (%)
1820 276 85 30,8
1913 224 105 46,8
2000 824 111 13,5
2558 45 18 40,0
2900 573 146 25,5

mf - microfilarias

Em rela¢do ao desenvolvimento de larvas de D. immitis até o estigio infectante em
Cx. quinquefasciatus, o presente estudo confirma a limitagdo do desenvolvimento do
nematodeo citada por diversos autores (RUSSELL & GEARY, 1992; RUSSELL &
GEARY, 1996; LAI et al., 2000), uma vez que foi observado que o nimero de larvas
recuperadas no estagio infectante ndo foi influenciado pelas diferentes densidades de
microfilarias (F=0,5912, p>0,05) as quais os mosquitos foram expostos e nem pelo
aumento de microfilarias ingeridas (F=1,3569, p>0,05).

Os dados obtidos demonstraram que Cx. quinquefasciatus populagcdo RECIFE
apresentou grande potencial para a transmissdo de D. immitis, pois 0 mesmo suportou bem
o desenvolvimento do nematddeo até o estagio infectante nas diferentes densidades de
microfildrias as quais foi exposto. Para se caracterizar como um bom vetor, ¢ necessario
ainda, verificar a sua biologia, abundancia e taxas reprodutivas. Outro fator que reforga esta
hipotese ¢ que o Cx. quinquefasciatus apresenta altas taxas reprodutivas na Regido
Metropolitana do Recife (OLIVEIRA, 1996).

Cx. quinquefasciatus foi considerado por LABARTHE et al. (1998a) como vetor
secundario no Rio de Janeiro, assim como em Sao Luis, MA e AHID et al. (1999)
encontraram esta espécie naturalmente parasitada por larvas no estagio infectante sugerindo
ser um bom vetor de D. immitis no Nordeste. Os resultados do presente estudo ampliam

esta possibilidade.
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4.4 - CONCLUSAO
A populagao RECIFE de Cx. quinquefasciatus demonstrou ter competéncia para a
transmissdo de D. immitis, por meio de infecgdes experimentais, sugerindo que possa ser

uma das espécies transmissoras deste nematodeo na Regido Metropolitana do Recife.
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CAPITULO 3

5. EXPOSICAO EXPERIMENTAL DE DUAS POPULACOES E DE UMA
LINHAGEM DE Aedes aegypti LINNAEUS, 1762 E DE UMA POPULACAO DE
Aedes albopictus SKUSE, 1894 (DIPTERA, CULICIDAE) A Dirofilaria immitis
(LEIDY, 1856) (NEMATODA, ONCHOCERCIDAE)

53



5. EXPOSICAO EXPERIMENTAL DE DUAS POPULACOES E DE UMA
LINHAGEM DE Aedes aegypti LINNAEUS, 1762 E DE UMA POPULACAO DE
Aedes albopictus SKUSE, 1894 (DIPTERA, CULICIDAE) A Dirofilaria immitis
(LEIDY, 1856) (NEMATODA, ONCHOCERCIDAE)

RESUMO

Aedes aegypti e Ae. albopictus sdo susceptiveis a D. immitis podendo transmitir o
filarideo aos cdes e gatos. Fémeas de Ae. aegypti Linnaeus, 1762 populacdes RECIFE,
UNICAMP e linhagem ROCKFELLER e de Ae. albopictus Skuse, 1894 populacao
RECIFE foram expostas experimentalmente a D. immitis com a finalidade de avaliar a
eficiéncia destes culicideos na transmissdo do mesmo. Os mosquitos foram expostos a uma
concentragao de 2000 microfilarias por mililitro de sangue, por meio de membrana natural
confeccionada com pele de rato. Dentre as espécies estudadas, Ae. albopictus populagao
RECIFE apresentou o maior numero de larvas de D. immitis infectantes na probdscide, com

indice de eficiéncia vetorial de 25,2%, além de uma baixa mortalidade.

5.1 - INTRODUCAO

Apesar de mais de 70 espécies de mosquitos pertencentes a familia Culicidae serem
susceptiveis a infec¢ao por D. immitis, apenas 14 possuem capacidade de transmissao deste
nematodeo (LUDLAM et al., 1970), sendo que em muitas partes do mundo as espécies
vetoras ainda sdo desconhecidas (McCALL, 2000).

Entretanto, para ocorrer o processo de transmissdo, fatores intrinsecos aos
hospedeiros invertebrados como resisténcia a infec¢do, desenvolvimento da larva
infectante, alimentacdo em hospedeiro susceptivel, adaptacdo a regido geografica e
apresentacao de varios picos populacionais, entre outros, sdo caracteristicas importantes em
se tratando de vetor (LUDLAM et al.,, 1970; APPERSON et al, 1989 ¢ SCOLES &
CRAIG, 1993).

Sendo assim, a limitagdo do desenvolvimento de microfildrias pode ser um fator
decisivo para a sobrevivéncia do parasita (LAI et al., 2000). Como o ciclo biologico do
nematodeo se desenvolve nos tubulos de Malpighi do mosquito (TAYLOR, 1960), ocorre

muitas vezes destruicdo total destes Orgdos quando a infecgdo ¢ alta (BUXTON &
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MULLEN, 1981). Assim, a sobrevivéncia do vetor e do parasita ¢ garantida nas espécies
aonde ocorre o desenvolvimento de apenas um nimero limitado de microfilarias (LAI et
al., 2000; MAHMOOD, 2000).

No Brasil, as espécies Ae. taeniorhynchus, Ae. scapularis ¢ Cx. quinquefasciatus
foram at¢ o momento reconhecidas como vetores nos Estados do Rio de Janeiro e do
Maranhao respectivamente (LOURENCO-DE-OLIVEIRA & DEANE, 1995; LABARTHE
et al., 1998 a,b; AHID & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1999). Nos demais Estados os
vetores naturais e suas respectivas competéncias para transmissdo do parasita ainda
necessitam de esclarecimentos.

Segundo ALVES et al. (1999) a regido metropolitana do Recife além de ser
endémica para dirofilariose, registra a ocorréncia de Ae. aegypti e Ae. albopictus, o que
ressalta a importancia de se verificar a competéncia destas espécies na transmissao de D.
immitis.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o desenvolvimento de D. immitis em
populagdes e linhagem de Ae. aegypti e populagdo de Ae. albopictus em condig¢des
experimentais de laboratério, para determinar a eficiéncia vetorial das espécies de areas

endémica e ndo-endémica.

5.2 - MATERIAL E METODOS

5.2.1 - Criac¢ao dos mosquitos utilizados nos experimentos
Para a realizagdo dos experimentos foram utilizadas fémeas de Ae. aegypti

populagdes RECIFE, UNICAMP e linhagem ROCKFELLER obtidas de coldnias
estabelecidas a partir de ovos de Ae. aegypti populagio RECIFE e linhagem
ROCKFELLER, fornecidos pelo Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (FIOCRUZ),
Recife, PE e Ae. aegypti UNICAMP proveniente de Campinas, SP que foi estabelecida a
partir de ovos de populacao existente no Departamento de Zoologia, Instituto de Biologia,
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP. A colonia de Ae.
albopictus populacdo RECIFE foi obtida a partir de larvas coletadas no Campus da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) em Recife, PE.

Os mosquitos foram criados e mantidos em sala climatizada com temperatura de 28

+ 1°C e 80 + 5% de umidade relativa do ar e ciclo natural de fotoperiodo, no Insetario do
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Laboratorio de Doengas Parasitarias dos Animais Domésticos, do Departamento de
Medicina Veterinaria, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE. As larvas
eclodiram dos ovos em cubas plésticas contendo dois litros de agua declorada e receberam
diariamente alimento industrializado para caes moido (T-Bone®, Nutron Alimentos Ltda.).
As pupas foram transferidas para recipientes plasticos com agua e colocadas em gaiolas
com dimensdes de 30 x 30 x 25 cm para emergéncia dos adultos. Estes foram alimentados
permanentemente com solugdo agucarada obtida colocando-se cubos de acticar em algoddes
umidecidos com agua sobre a gaiola. Uma vez por semana as fémeas foram alimentadas
com sangue canino em membrana natural confeccionada com pele de rato [Rattus
novergicus (Berkenhout, 1769)], conforme RUTLEDGE et al. (1964) e MENDONCA et al.
(1998). Recipientes contendo 4gua declorada foram revestidos com papel de filtro e

colocados nas gaiolas para as fémeas de 4edes realizarem a oviposi¢ao.

5.2.2 - Obtencao de microfilarias de D. immitis

As microfildrias de D. immitis utilizadas para as infec¢des experimentais das fémeas
de mosquito foram obtidas do sangue de um cdo naturalmente infectado, sem raga definida,
com idade de aproximadamente seis anos, macho, domiciliado procedente da Regido

Metropolitana do Recife.

5.2.2.1 - Coleta do sangue

O sangue foi coletado por meio de puncgdo venosa da veia ceflica, e em seguida
uma amostra foi colocada em tubo de ensaio contendo acido etilenodiaminotetracético de
sodio — EDTA (Reagen) a 10%, para quantificar a microfilaremia, utilizando-se o método
modificado de Knott (NEWTON & WRIGTH, 1956). O sangue restante foi destinado a
alimentagdo infectante das fémeas de mosquito e por esse motivo foi transferido para tubos

contendo heparina (SoloPak Laboratories Inc.).

5.2.3 - Exposicoes experimentais dos mosquitos as microfilarias de D. immitis
Foram utilizadas 2.700 fémeas de Ade. aegypti, sendo 900 de cada populacdo e
linhagem estudada, e 900 fémeas de Ae. albopictus, sempre com idade entre trés e sete dias,

expostas a densidade de 2.000 microfilarias de D. immitis por mililitro de sangue. Como
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controle, foram utilizadas 300 fémeas, de cada populagdao e linhagem, alimentadas com
sangue nao infectado.

Antes da exposi¢do, as fémeas de mosquitos foram privadas de alimentagdo
sangiiinea ¢ de solu¢do agucarada por 24 horas. Decorrido este tempo, as fémeas foram
alimentadas com sangue canino contendo microfilarias de D. immitis por meio de
membrana natural (RUTLEDGE et al., 1964; MENDONCA et al., 1998), durante duas
horas. Apos a exposi¢do, as fémeas visivelmente bem ingurgitadas foram alimentadas com
solucdo acucarada. As fémeas que ndo ficaram totalmente ingurgitadas durante o repasto
sangiiineo foram descartadas. O calculo do porcentual de fémeas ingurgitadas foi realizado
ap6s uma contagem por meio de visibilizagao.

Para calcular o nlimero médio de microfilarias ingeridas, dez mosquitos foram
mortos diariamente e tiveram seus intestinos médios dissecados sobre uma gota de solucao
salina, para a confec¢do de esfregacos, que foram fixados e corados pelo método Pandtico
(Newprov). O numero de microfilarias ingeridas foi estabelecido pela contagem direta em
microscopio Optico com objetiva de 40X. A mortalidade de fémeas expostas a D. immitis
também foi acompanhada diariamente e expressa em valores cumulativos absolutos e em

porcentagem.

5.2.4 - Dissec¢ao dos mosquitos e observacio de larvas de D. immitis

Diariamente, durante 14 dias, dez fémeas foram retiradas da caixa com o auxilio de
aspirador manual, transferidas para frascos de vidro, anestesiadas com éter e posteriormente
colocadas em placas de Petri plasticas para a remog¢ao das pernas e das asas. Depois foram
transferidas individualmente para laminas visando a extragdo dos tibulos de Malpighi em
solugdo salina. Posteriormente ocorreu a separacao da cabeca e do torax em diferentes gotas
da mesma solug@o, onde foram macerados por meio de compressao entre lamina e laminula
e corados com Giemsa (Merck) para facilitar a analise microscopica das larvas de D.
immitis. Realizaram-se as observagdes em microscopio Optico com objetiva de 10X e de
40X. Utilizaram-se estiletes e pincas oftalmologicas durante as dissecgdes para a
recuperagao das larvas do filarideo e os estagios de desenvolvimento determinados segundo

TAYLOR (1960).

57



Apo6s o término dos experimentos, foram calculados a razdo de infeccdo (RI)
expressa em porcentagem, de acordo com AHID et al. (2000) e o indice de eficiéncia

vetorial (IEV) em porcentagem, conforme KARTMAN (1954), onde:

RI =Numero de fémeas infectadas X 100 / Numero de fémeas dissecadas
e

IEV =Numero médio de larvas infectantes (L3)X 100/ Nimero médio de microfilarias ingeridas

5.2.5 — Analise Estatistica

O niimero médio de microfilarias ingeridas e a mortalidade observada nas diferentes
populagdes e linhagem estudadas foram analisados utilizando-se o teste paramétrico de
Tukey aplicado a ANOVA, enquanto que, o nimero médio de larvas infectantes foi
comparado através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

A andlise de regressao linear foi feita para verificar a influéncia da ingestdo de
microfilarias na mortalidade das fémeas infectadas. Foi utilizado também para verificar a
mesma influéncia sobre a razdo de infeccdo e sobre o nimero de larvas infectantes. A
mesma andlise foi realizada para relacionar a razdo de infecgdo a proporcdo de
ingurgitamento.

Para tanto, utilizou-se o software estatistico BioEstat na versdo 2.0 para

microcomputador (AYRES et al., 2000).

5.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem de ingurgitamento de fémeas de Ae.aegypti apds o repasto
sangiliineo em membrana artificial foi de 97,6% para a populacdo RECIFE, de 91,5% para a
populacdo UNICAMP, e de 97,6% para a linhagem ROCKFELLER, enquanto que para a
espécie Ae. albopictus populacdo RECIFE o ingurgitamento foi de 93,3%.

Em um estudo semelhante, SERRAO (2004) observou taxas de fémeas ingurgitadas
de 52,83% para Ae. aegypti linhagem ROCKFELLER e de 39,1% para Ade. albopictus
populacio ALBUQUERQUE. A razdo para esta diferenca deve-se ao fato da membrana
utilizada pelo referido autor ser a Baudruche confeccionada com intestino bovino

industrializado, € que ndo exerceu a mesma atragao que a pele animal “fresca” produziu as
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fémeas de culicideo. No presente estudo foi utilizada uma membrana com pele de rato

recém eutanaziado, contendo pélos, simulando assim as condi¢des naturais de um repasto

sangiliineo em um animal vivo, o que proporcionou uma excelente atracdo das fémeas de
culicideo.

Diversos autores tém pesquisado varias técnicas de alimentagdo artificial utilizando
diferentes membranas para estudar a transmissdo de parasitas e patdogenos por
artropodos (RUTLEDGE et al., 1964; WALADDE et al., 1996; MOURYA et al.,
2000).

KASAP et al. (2003) verificaram a eficiéncia de trés membranas para a alimentagao
de Anopheles sacharovi Favre, 1903 e observaram que uma membrana produzida por pele
de intestino de bezerro proporcionou maior porcentagem de fémeas ingurgitadas (50,5%)
do que aquelas confeccionadas com latex ou membrana plastica de polietileno (Parafilm®).
TSENG (2003) também observou um ingurgitamento relativamente baixo para Ae. aegypti
e Ae. albopictus, de 31% e de 53% respectivamente, ao utilizar membrana pléstica de
polietileno como membrana de alimentacao.

Por outro lado, MELLOR (1971) ao alimentar Culicoides nubeculosus (Meigen) e
C. variipennis sonorensis Coquillett sobre uma membrana confeccionada com pele de
galinha, obteve ingurgitamento total dos dipteros. BLACKWELL et al. (1994) estudando
também pele de galinha e membrana plastica de polietileno (Nescofilm®) para alimentacao
de C. impunctatus Goetghebuer, obtiveram 61,7% de fémeas ingurgitadas.

Os dados obtidos no presente estudo estdo de acordo com as observacdes realizadas por

BURKOT ef al. (2001) quando estudaram o ingurgitamento de artrépodes sobre membrana

confeccionada com pele de rato, obtendo taxas de ingurgitamento satisfatorias.

Quanto a ingestdo de microfilarias (Tabela 1), observou-se que Ae. albopictus
populagdo RECIFE ingeriu quantidade semelhante a Ae. aegypti populacio RECIFE e
linhagem ROCKFELLER (p>0,05), enquanto que Ae. aegypti populagio UNICAMP
ingeriu um nimero de microfilarias inferior as outras populagdes e linhagem (p < 0,01).

A populacdo de Ae. aegypti RECIFE apresentou maior mortalidade (Figura 1) ao
final do experimento, apresentando diferenca estatisticamente significante (p<0,01) em
relacdo a linhagem ROCKFELLER, populagio UNICAMP e Ae. albopictus populacio

RECIFE, que nao diferiram entre si (p > 0,05). Entretanto, verificou-se que o aumento da
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proporc¢ao da mortalidade ndo foi influenciado pelo aumento da ingestao de microfilarias
(F=0,6899, p>0,05).

O parasitismo por D. immitis exerceu grande impacto sobre as fémeas de Ae.
aegypti populagdo RECIFE comprometendo a sobrevivéncia das fémeas logo apds o
repasto sangiliineo contendo microfilarias. Observagao semelhante foi realizada por PAIGE
& CRAIG, (1975); SAMARWICKERMA & LAURENCE (1978) e MAHMOOD &
NAYAR (1989), onde a susceptibilidade de Ae. aegypti ao nematddeo comprometeu a
sobrevivéncia dos mosquitos.

MENDONCA et al. (1998) estudando a competéncia vetorial de Ae. aegypti
linhagem LIVERPOOL para a transmissdo de D. immitis, obtiveram 77,95% de
mortalidade, ressaltando que além da grande motilidade das microfilarias no intestino do
mosquito, fatores ambientais como a temperatura e a umidade relativa do ar também podem

influenciar a mortalidade das fémeas infectadas.

% mortalidade acumulada

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Dias apos a exposicao

—&— Aec. aegypti RECIFE —— Ae. aegypti ROCKFELLER
—0— Ac. acgypti UNICAMP —&— Ae. albopictus RECIFE

Figura 1 — Porcentagem de mortalidade de Ae. aegypti populagcdes RECIFE, UNICAMP e
linhagem ROCKFELLER e de Ae. albopictus populagdo RECIFE expostas a densidade de
2000 microfilarias de D. immitis por mililitro de sangue.

60



Com relagao ao periodo de desenvolvimento de D. immitis encontrado para as trés
populagdes e linhagem estudadas, pequenas diferengas foram detectadas quando comparado
as observagdes de TAYLOR (1960) e MENDONCA et al. (1998) para Ae. aegypti. Esses
autores ressaltaram que diferencas entre cepas do nematddeo podem ser responsaveis pela
variacdo no tempo de duragdo dos estagios larvais. Vale salientar que o estagio salsichoide
comegou a ser observado em Ae. aegypti RECIFE a partir do quarto dia apos a infecgao.

Na populagdo UNICAMP e na linhagem ROCKFELLER de Ae. aegypti ocorreu a
permanéncia de larvas de primeiro estagio (L;) de D. immitis até o término dos
experimentos no 14° dia apds a exposi¢do. O tempo de desenvolvimento de D. immitis da
populagdo foi igual ao da linhagem, sendo observadas larvas no estagio salsichoide a partir
do 6° dia.

Em se tratando de Ae. albopictus RECIFE, a biologia de D. immitis apresentou um
ciclo mais precoce em relagdo a Ae. aegypti, pois no segundo dia apds a exposi¢do ja foram
encontradas larvas no estagio salsichdide (Figura 2A). Essa antecipagdo permaneceu para
os outros estagios, sendo encontradas larvas de segundo estagio -L, (Figura 2B) no quinto
dia e larvas infectantes (L3) a partir do nono dia, permanecendo até o 14° dia (larvas no
tubulo de Malpighi, cabega e proboscide).

KARTMAN (1953), McGREVY et al. (1974), NAYAR & SAUERMAN (1975),
BUXTON & MULLEN (1981), trabalhando com infec¢do experimental de diferentes
populagdes de Ae. aegypti com D. immitis também observaram o estdgio L; durante todo o
experimento, o que segundo estes autores, demonstra a inibi¢do do desenvolvimento do
parasita, podendo refletir na resisténcia do mosquito a infecgao.

A populagdo UNICAMP e a linhagem ROCKFELLER de Ae. aegypti apresentaram
larvas de D. immitis em L, no oitavo dia e larvas infectantes -L; (Figura 2C e 2D) a partir
do décimo dia para a populagdio UNICAMP e 14° para a linhagem ROCKFELLER, sendo
que foram observadas reacdo de melanizagdo nos dois vetores. Esse fato demonstra a
limitagdo que estes mosquitos exerceram sobre o desenvolvimento do parasita.

Em relagdo ao niimero de larvas infectantes (L3;) observadas (Tabela 1), ndo houve
influéncia do nimero de microfilarias ingeridas (F=0,0415; p>0,05).

Neste contexto, a populagdo UNICAMP e a linhagem ROCKFELLER de Ae.

aegypti apresentaram o mesmo nimero médio de larvas infectantes (p > 0,05), e diferiram
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das populagdes RECIFE de Ade. aegypti e de Ae. albopictus que também apresentaram

diferenga estatistica entre si (p<0,05).
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Figura 2A —

Figura 2B —

Figura 2C -

Figura 2D —

Estagio salsichdide de D. immitis isolada de tabulo de Malpighi de Ae.
albopictus populagdo RECIFE (153,5x)

Larvas de 2° estagio de D. immitis em tabulos de Malpighi de Ae.
albopictus populagao RECIFE (58,5x)

Larvas infectantes de D. immitis na proboscide de Ae. aegypti linhagem
ROCKFELLER (51,7x)

Larva de 3° estagio de D. immitis isolada da probdscide de Ade. aegypti
linhagem ROCKFELLER (54x)
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Sabe-se que a ROCKFELLER ¢ uma linhagem resistente a infec¢ao por D. immitis
(BUXTON & MULLEN, 1981), assim o comportamento semelhante da populacao
UNICAMP sugere que esta nao seja também susceptivel ao nematodeo, ou que ndo esteja
adaptada ao mesmo.

Entre os culicideos estudados, Ae. albopictus populagio RECIFE apresentou o
maior nimero de larvas de terceiro estdgio, destas, 5,75% (05/87) foram encontradas na
cabega, 42,52% (37/87) na proboscide e as demais 51,72% (45/87) nos tabulos de
Malpighi. Vale salientar que nesta populagdo também foi observada resposta humoral,
como descrito para as populacdes anteriores.

A razdo de infeccdo de Ae. aegypti foi de 17,5, 11,6 e 16,9% para as populagdes
RECIFE, UNICAMP e para a linhagem ROCKFELLER, respectivamente, enquanto que
para Ae. albopictus RECIFE a razao foi de 15,6% (Tabela 2).

Ao comparar as taxas de razdo de infeccdo com as propor¢des de ingurgitamento
das fémeas e de ingestdo de microfilarias, observou-se que ndo houve influéncia da taxa de
ingurgitamento sobre a razdo de infeccdo (F=12,8754; p>0,05), entretanto, o aumento do
nimero de microfildrias ingeridas proporcionou maiores razoes de infec¢do (F=141,3808;
p<0,01).

O indice de eficiéncia vetorial (IEV) para as populacdes e para a linhagem de Ae.
aegypti variou de 7,4% a 53,8% e para Ae. albopictus RECIFE foi de 25,2% (Tabela 1).

O indice obtido para Ae. aegypti populagio UNICAMP foi superior ao encontrado
por SERRAO et al. (2001) para Ae. aegypti populagio RIO DE JANEIRO (6,3%). Embora
a populacdo UNICAMP tenha apresentado um IEV de 20%, o comportamento biologico foi
semelhante ao da linhagem ROCKFELLER, para a qual foi obtido o menor indice (7,4%)
confirmando a refratariedade da populacdo a D. immitis, como observado por SULAIMAN
(1983).

Apesar de Ae. aegypti RECIFE ter apresentado maior razdo de infec¢do e indice de
eficiéncia vetorial esta populagdo ndo pode ser considerada uma boa vetora devido a alta
taxa de mortalidade apresentada (70,7%), demonstrando assim nao ter competéncia vetorial

para a transmissao de D. immitis.
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Segundo SCOLES (1998) uma espécie de culicideo para apresentar eficiéncia

vetorial deve resistir a infec¢do independente da carga parasitaria, sobreviver por tempo
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Tabela 1 — Indice de eficiéncia vetorial (IEV) de fémeas de Ae. aegypti populagdes
RECIFE, UNICAMP e linhagem ROCKFELLER e Ae. albopictus populagdo RECIFE,
alimentadas com sangue canino com a densidade de 2000 microfilérias de D. immitis/ml de
sangue em membrana artificial, com respectivas médias e desvios padroes (DP) de

microfilarias (mf) ingeridas e de larvas infectantes.

kK

Espécies X mf ingeridas + DP* X L;+ DP IEV (%)
Aedes aegypti RECIFE 13,0+104° 70+08 53,8
Ae. aegypti UNICAMP 50+4,0° 1,0+£0% 20,0
Ae. aegypti ROCKFELLER 134+7,7° 1,0+0% 7,4
Ae. albopictus RECIFE 11,3+9,4° 2,8+2,0° 25,2

* mimero médio de microfilarias ingeridas observado logo ap6s o repasto sangiiineo.
** numero médio de larvas infectantes (L;) de D. immitis nas fémeas de mosquito.
Valores representados nas colunas com letras distintas sdo estatisticamente diferentes.

Tabela 2 — Numero de fémeas dissecadas e nimero de fémeas infectadas de Ae. aegypti
populacdes RECIFE, UNICAMP e linhagem ROCKFELLER ¢ Ae. albopictus populagido
RECIFE, alimentadas com sangue canino com a densidade de 2000 microfilarias de D.

immitis/ml de sangue.

Espécies Numero de fémeas Numero de fémeas
dissecadas infectadas
Aedes aegypti RECIFE 849 149
Ae. aegypti UNICAMP 821 95
Ae. aegypti ROCKFELLER 878 149
Ae. albopictus RECIFE 838 131
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suficiente para permitir o desenvolvimento das larvas até a forma infectante para
mamiferos, alimentar-se também de sangue canino e/ou felino, estar bem adaptada a regido
geografica, ser abundante e apresentar varios picos populacionais ao longo do ano
(LUDLAM et al., 1970; CHRISTENSEN, 1977).

O indice encontrado para Ae. albopictus populacdo RECIFE foi semelhante ao
observado por SERRAO (2004) para populacio ITAIPU (27,8%). LAI et al. (2001)
estudando a eficiéncia vetorial de Ae. albopictus populacio TAIWAN encontrou um indice
de 19,7%. Entretanto, CANCRINI e al. (1995) ao pesquisar a populacdo
CIVITAVECCHIA obteve um indice de eficiéncia vetorial de 86%.

LAl et al. (2001) e CANCRINI et al. (2003) enfatizaram que Ae. albopictus oferece
maior risco potencial para a transmissao de D. immitis, da populacdo canina a humana, pois
esta espécie além de fazer transicdo com area urbana e rural possui intenso comportamento

antropofilico.

5.4 - CONCLUSAO

A populagdo RECIFE de Ae. albopictus foi susceptivel a infeccdo por D. immitis e
permitiu o desenvolvimento do filarideo apresentando um numero elevado de larvas
infectantes na proboscide além de baixa mortalidade, demonstrando ser um vetor em

potencial da dirofilariose na RMR.
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CAPITULO 4

6. ESTUDOS SOBRE A MELANIZACAO DE LARVAS DE Dirofilaria immitis
(LEIDY, 1856) (NEMATODA, ONCHOCERCIDAE) EM Culex quinquefasciatus
SAY, 1823, Aedes aegypti LINNAEUS, 1762 E Aedes albopictus SKUSE, 1894
(DIPTERA, CULICIDAE)
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6. ESTUDOS SOBRE A MELANIZACAO DE LARVAS DE Dirofilaria immitis
(LEIDY, 1856) (NEMATODA, ONCHOCERCIDAE) EM Culex quinquefasciatus
SAY, 1823, Aedes aegypti LINNAEUS, 1762 E Aedes albopictus SKUSE, 1894
(DIPTERA, CULICIDAE)

RESUMO

A melanizagdo ¢ o processo de resposta imune que mais ocorre em
mosquitos, sendo importante por controlar a capacidade de transmissdo de parasitas nas
espécies vetoras. O presente trabalho teve por finalidade verificar a ocorréncia de
melanizacdo em Culex quinquefasciatus populacdo RECIFE, Aedes aegypti populagdes
RECIFE, UNICAMP e linhagem ROCKFELLER e em Ae. albopictus populagio RECIFE
que foram expostas a D. immitis, por meio de infeccdes experimentais. Apenas Ae. aegypti
populacdo RECIFE ndo apresentou reagdo de melanizagdo ao desenvolvimento de D.
immitis. Entretanto, Ae. aegypti linhagem ROCKFELLER e populagio UNICAMP
apresentaram refratariedade ao desenvolvimento de D. immitis. Cx. quinquefasciatus
populagdo RECIFE, por meio de melanizacdo, limitou a intensidade do parasitismo,
promovendo o equilibrio da relagdo parasito-hospedeiro ¢ deste modo passando a ser um

bom vetor de D. immitis.

6.1 - INTRODUCAO

Segundo LACKIE (1988) os hemdcitos presentes na hemolinfa dos insetos sao
classificados de acordo com a sua morfologia. Desta maneira, oito tipos tém sido
observados: prohemécitos, plasmatdcitos, granuldcitos, coagulécitos, adipohemocitos,
esferuldcitos, oenocitdides e células cristais. Entretanto, o nimero de tipos de hemdcitos
presentes nos insetos ¢ variavel entre as espécies.

As principais fun¢des dos hemocitos sdo realizar a fagocitose, o encapsulamento,
bem como a melanizagdo, a coagulacdo, a distribuicdo e o estoque de nutrientes, além da
sintese de proteinas.

A resposta imune de mosquitos adultos contra nematddeos tem sido estudada

intensamente, em condigdes de laboratorio, em Ae. aegypti, Ae. trivittatus, An.
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quadrimaculatus e Armigeres subalbatus (CHRISTENSEN, 1986; CHRISTENSEN &
TRACY, 1989; ZHAO et al., 1995; SHIN et al., 2003; INFANGER et al., 2004; HUANG
et al., 2005).

Dentre os mecanismos de defesa, a melanizagdio ¢ um dos processos mais
importantes em mosquitos, onde o parasita ¢ englobado por uma cépsula melandtica
(HUANG et al., 2005), formada ao seu redor bloqueando completamente os nutrientes
necessarios a sua sobrevivéncia (CHEN & CHEN, 1995), além de liberar metabdlitos
oxigenados toxicos culminando com a morte do agente invasor (NAPPI et al., 1995).

FORTON et al. (1985) ¢ BEERNTSEN et al. (2000) observaram deposi¢ao de
substancias melandticas em microfilarias de Dirofilaria immitis ap6s a agregacdo de
hemocitos lisados a superficie das mesmas em Ar. subalbatus. Observag¢ao semelhante foi
realizada por DRIF & BREHELIN (1983) em Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus.
Posteriormente, CHRISTENSEN et al. (1984) e MAHMOOD (2000) também observaram
o processo de melanizagdao em diferentes populacdes de Ae. aegypti.

De acordo com PASKEWITZ & CHRISTENSEN (1996), a resposta imune pode
reduzir ou restringir a capacidade vetorial de algumas espécies de mosquitos para a
transmissdo de parasitas. Por outro lado, a resposta imune pode proporcionar o aumento do
potencial de competéncia dos culicideos para a transmissdo, por permitir o
desenvolvimento de um numero suportavel de parasitas, equilibrando a interacao parasita-
vetor. Esse fato pode ser observado em algumas espécies de Aedes que por meio de
melaniza¢do permitem o desenvolvimento de um numero limitado de larvas de D. immitis
em seus orgdos (CHRISTENSEN, 1981; MACEDO et al., 1998).

Este trabalho teve por finalidade verificar a ocorréncia de melanizacdo em Cx.
quinquefasciatus populacdo RECIFE, Ae. aegypti populagdes RECIFE, UNICAMP e
linhagem ROCKFELLER e em Ae. albopictus populacdo RECIFE, expostas a D. immitis,

por meio de infecgdes experimentais em laboratorio.

6.2 - MATERIAL E METODOS
6.2.1 - Criacdo e manutencio dos mosquitos utilizados nos experimentos
Para a realizagdo dos experimentos foram utilizadas fémeas de Cx. quinquefasciatus

populagdo RECIFE, Ae. albopictus populagao RECIFE, Ae. aegypti populagdes RECIFE,
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UNICAMP e linhagem ROCKFELLER obtidas de colonias estabelecidas a partir de ovos
de Cx. quinquefasciatus populagdo RECIFE e de Ae. aegypti populagio RECIFE e
linhagem ROCKFELLER, fornecidos pelo Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes
(FIOCRUZ), Recife, PE e Ae. aegypti UNICAMP proveniente de Campinas, SP que foi
estabelecida a partir de ovos de populagdo existente no Departamento de Zoologia, Instituto
de Biologia, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP. A colonia
de Ae. albopictus populacdo RECIFE foi obtida a partir de larvas coletadas no Campus da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) em Recife, PE.

Os mosquitos foram criados e mantidos em sala climatizada com temperatura 28 +
1 °C e 80 + 5% de umidade relativa do ar e ciclo natural de fotoperiodo no Insetario do
Laboratério de Doengas Parasitarias dos Animais Domésticos, do Departamento de
Medicina Veterinaria, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE. As larvas
eclodiram dos ovos em cubas plasticas contendo dois litros de agua de torneira declorada e
receberam diariamente alimento industrializado para cdes moido (T-Bone ®, Nutron
Alimentos Ltda.). As pupas foram transferidas para recipientes plasticos com agua e
colocadas em gaiolas com dimensdes de 30 x 30 x 25 cm, para emergéncia dos adultos. Os
insetos foram alimentados permanentemente com solugdao acucarada obtida colocando-se
cubos de agucar em algoddes umidecidos com agua sobre a gaiola. Uma vez por semana as
fémeas de Aedes sp. foram alimentadas com sangue canino em membrana natural
confeccionada com pele de rato [Rattus novergicus (Berkenhout, 1769)], enquanto que as
fémeas de Cx. quinquefasciatus com pele de codorna (Coturnix coturnix) conforme
RUTLEDGE et al. (1964) e MENDONCA et al. (1998). Os recipientes plasticos onde as
pupas de Cx. quinquefasciatus foram mantidas serviram também para as fémeas realizarem
a oviposi¢do. Nas gaiolas com fémeas de Aedes sp. foram colocados recipientes contendo

agua declorada e revestidos com papel de filtro para a realizacao da postura.

6.2.2 - Obtencao de microfilarias de D. immitis:
As microfilarias de D. immitis utilizadas para as infec¢des experimentais foram
obtidas do sangue de um cao naturalmente infectado, sem raga definida, com idade de

aproximadamente seis anos, macho, domiciliado na Regido Metropolitana do Recife.
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6.2.2.1 - Coleta do sangue

O sangue foi coletado por meio de puncdo venosa da veia cefilica, e em seguida
uma amostra foi colocada em tubo de ensaio contendo acido etilenodiaminotetracético de
sodio — EDTA (Reagen) a 10%, para quantificar a microfilaremia através do Método
Modificado de Knott (NEWTON & WRIGTH, 1956), sendo o restante transferido para
tubos contendo heparina (SoloPak Laboratories Inc.) e destinado a alimentagdo infectante

das fémeas de mosquito.

6.2.3 - Exposicoes experimentais dos mosquitos as microfilarias de D. immitis

As populagdes de mosquito expostas experimentalmente as microfilarias de D.
immitis foram Cx. quinquefasciatus RECIFE, Ae. albopictus RECIFE, Ae. aegypti RECIFE,
Ae. aegypti UNICAMP e Ae. aegypti linhagem ROCKFELLER.

Novecentas fémeas, de cada populacao e linhagem, com idade de trés a sete dias
foram expostas a densidade de 2000 microfilarias de D. immitis por mililitro de sangue e
como controle foram utilizadas 300 fémeas, de cada populacdo e linhagem, alimentadas

com sangue nao infectado.

6.2.4 - Disseccao dos mosquitos e observacio de larvas de D. immitis

Diariamente, durante 14 dias, dez fémeas de cada popula¢do e linhagem foram
retiradas da caixa com o auxilio de aspirador manual, transferidas para frascos de vidro,
anestesiadas com éter e colocadas em placas de Petri plésticas para a remogao das pernas e
das asas. Posteriormente as fémeas foram transferidas individualmente a ldminas para a
extracdo dos tubulos de Malpighi em solugdo salina. Utilizaram-se estiletes e pingas
oftalmoldgicas durante as dissecgdes para a separagao da cabega e do térax em diferentes
gotas da mesma solugdo, onde foram macerados por meio de compressao entre lamina e
laminula e corados com Giemsa (Merck) para facilitar a visibilizagdo dos estdgios larvais
de D. immitis melanizados na hemocele, nos tibulos de Malpighi, na cabeca e na
probodscide dos mosquitos. As laminas foram examinadas em microscopio Optico com
objetiva de 10X e de 40X e os estagios de desenvolvimento do filarideo foram

determinados segundo TAYLOR (1960).
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Apo6s o término dos experimentos, foram calculadas as porcentagens de fémeas
infectadas e de fémeas apresentando larvas de D. immitis melanizadas. A porcentagem de

larvas do filarideo melanizadas também foi calculada.

6.2.5 — Analise Estatistica

Com o objetivo de verificar a influéncia da melanizagdo de D. immitis na
competéncia vetorial de diferentes espécies e populagdes de mosquitos estudadas foi
realizado o teste de independéncia do Qui-quadrado: Parti¢do, utilizando-se o software

estatistico BioEstat na versao 2.0 para microcomputador (AYRES et al., 2000).

6.3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a ocorréncia de larvas de D. immitis melanizadas nos
culicideos estudados estdo apresentados na Tabela 1.

Culex quinquefasciatus populagdo RECIFE apresentou larvas melanizadas no
estagio salsichoide, no periodo de dez a 14 dias apds a alimentacdo infectante, enquanto
que em Ae. albopictus populagdo RECIFE foi observada apenas uma larva parcialmente
melanizada no estagio salsichdide no 11° dia pds-infecgao.

A populagdo UNICAMP e a linhagem ROCKFELLER de Ae. aegypti apresentaram
reacdo de melanizacdo no primeiro estagio (L;) de D. immitis (Figuras 1A e 1B),
encontrando-se estas larvas melanizadas na regido distal dos tubulos de Malpighi. Estes
dados estdo de acordo com os resultados obtidos por MAHMOQOD (2000) que ao estudar
cinco populagdes de Ae. aegypti de regides geograficas distintas da Florida observou
microfilarias melanizadas nos tabulos de Malpighi, intestino e hemocele.

No que se refere a linhagem ROCKFELLER, observa-se que as larvas melanizadas
no primeiro estagio foram detectadas a partir de trés dias apds o inicio dos experimentos e
permaneceram até o Gltimo dia de avaliagdo (14° dia), enquanto que as larvas no estagio
salsichéide (Figura 1C) foram observadas entre o 11° ¢ 0 14° dias, € uma larva no segundo

estagio (Figura 1D) foi encontrada melanizada no 14° dia de avaliag3o.
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Figura 1A -

Figura 1B —

Figura 1C —

Figura 1D -

Larva de 1° estagio de D. immitis melanizada em tibulo de Malpighi de Ae.
aegypti linhagem ROCKFELLER (56,3x)

Larva de 1° estdgio de D. immitis melanizada, isolada do tabulo de
Malpighi de Ae. aegypti linhagem ROCKFELLER (107x)

Larva no estadgio salsichoide de D. immitis melanizada em tabulo de
Malpighi de Ae. aegypti linhagem ROCKFELLER (60x)

Larva de 2° estagio de D. immitis melanizada em tibulo de Malpighi de Ae.
aegypti linhagem ROCKFELLER (70x)
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Ae. aegypti populacio UNICAMP apresentou melanizacdo em 2,9% (06/209) das
larvas de D. immitis encontradas nos tibulos de Malpighi. Nas larvas de primeiro estagio
(L1), a reacdo de melanizagdo foi total em 1,2% (02/173) das larvas e parcial em 1,7%
(03/173) dos filarideos. Foi observada melanizacdo em 20% (01/05) das larvas no estagio
infectante (L3). Estas rea¢des foram observadas nos periodos de cinco a sete dias para as
larvas de primeiro estagio e no 14° dia para a larva no estagio infectante.

Neste estudo, houve a permanéncia de larvas no estagio de L; na linhagem
ROCKFELLER e na populagdo UNICAMP de Ae. aegypti até o Gltimo dia do experimento
(14° dia). Observagdo semelhante foi realizada por MAHMOOD (2000) que encontrou
larvas de D. immitis no estagio de L, e salsichoides nos tibulos de Malpighi até o 13° dia
apos a infecgdo.

A reagdo de melanizacdo parcial ou total observada nas larvas de D. immitis ocorre
em fémeas pertencentes a populagdes refratdrias ao parasitismo, podendo sugerir resisténcia
do mosquito ao parasita (CHRISTENSEN, 1981). BUXTON & MULLEN (1981) e
SAUERMAN & NAYAR (1985) ao estudar Ae. aegypti linhagem ROCKFELLER
observaram resisténcia desta ao desenvolvimento de D. immitis.

A refratariedade a infeccgdo por filarias em Ae. aegypti é controlada pela presenga de
um gene dominante. De acordo com SULAIMAN & TOWNSON (1980) a susceptibilidade
de Ae. aegypti a D. immitis ¢ uma caracteristica controlada pelo gene f.. Fémeas que
possuem os genes F'F' ou F'f' sdo refratarias e esses genes influenciam diretamente na
fisiologia dos tibulos de Malpighi, afetando assim o desenvolvimento do parasita.
Provavelmente esse fator genético influencie também no desencadeamento do processo de
melanizacdo, podendo causar modificagdes neste mecanismo (SHIN et al, 2003; e
HUANG et al., 2005).

Estudos genéticos de espécies vetoras demonstraram que a presenca do gene F' pode
afetar consideravelmente a competéncia vetorial (WATTAM & CHRISTENSEN, 1992).

KARTMAN (1953) sugeriu que as diferengas do nimero de fémeas infectadas com
larvas melanizadas em diferentes populagdes de Ae. aegypti deve-se a influéncia genética
para este tipo de resposta imune. LINDEMANN (1977) confirmou esta suposi¢do ao
observar uma porcentagem de microfilarias melanizadas de zero a 100%, num periodo de

trés a sete dias apos a infeccdo. Estes dados concordam com as observacdes de
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SULAIMAN & TOWNSON (1980) que enfatizaram que as diferencas genéticas entre as
populagdes de Ae. aegypti podem implicar em linhagens com maior susceptibilidade e
competéncia vetorial para agentes patogénicos (McGREEVY et al., 1974), ou em linhagens
refratarias, indicando assim resisténcia ao desenvolvimento de D. immitis.

Das fémeas que apresentaram melanizagdo ao desenvolvimento de D. immitis houve
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,01) entre Ae. aegypti linhagem
ROCKFELLER em relagdo a Ae. albopictus populagdo RECIFE e Ae. aegypti populacio
RECIFE, sugerindo que as populacdes RECIFE de Ae. albopictus e Ae. aegypti sejam
susceptiveis a infec¢do pelo filarideo. Estas populagdes também apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,01) da populacao RECIFE de Cx. quinquefasciatus. Ae.
aegypti linhagem ROCKFELLER diferiu (p < 0,05) também de Ae. aegypti populagdo
UNICAMP.

Neste estudo, uma maior reacdo de defesa ao parasitismo por D. immitis foi
observada em Ae. aegypti linhagem ROCKFELLER, seguida por Cx. quinquefasciatus
populagdo RECIFE, que também demonstrou eficiéncia ao limitar o nimero de parasitas,
que poderia se desenvolver, por meio de melanizagdao e morte das larvas do nematodeo. Ae.
aegypti populacio UNICAMP, embora tenha apresentado uma resposta imune mais
discreta, também demonstrou limitacdo ao desenvolvimento do nematédeo por meio dos
mesmos mecanismos.

Em todas as populacdes e linhagem foi observada uma destruigdo total das células
dos tabulos de Malpighi nas regides parasitadas por D. immitis. As membranas plasmaticas
das células dos tubulos de Malpighi foram rompidas durante a migracdo dos estagios
larvais de D. immitis ficando com aparéncia de que os tibulos foram dilatados quando
comparados aos tubulos ndo infectados do grupo controle. As larvas infectantes causaram a
destrui¢do das paredes dos tubulos ao migrarem para a cabecga e probdscide do mosquito
com a finalidade de passarem para o hospedeiro vertebrado. Nesta fase, apds a saida dos
tubulos de Malpighi, ndo foi observada reacdo imune em nenhum dos culicideos estudados.
Observacdo semelhante foi realizada por MAHMOOD (2000), que ndo detectou reacao
imune em Ae. aegypti apos as larvas de D. immitis deixarem os tubulos de Malpighi.

Ae. aegypti populacdo RECIFE e Ae. albopictus populagdo RECIFE mostraram-se

susceptiveis a D. immitis, porém Ae. aegypti populagdo RECIFE ndo apresentou eficiéncia
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como vetor deste nematddeo por ndo suportar o desenvolvimento do mesmo, apresentando
alta mortalidade (70,7%). Entretanto, Ae. albopictus populagdo RECIFE pode ser
considerado um bom vetor, por ser susceptivel e apresentar baixa mortalidade (16,9%).

A melanizagdo observada em Cx. quinquefasciatus populagdo RECIFE limitou a
intensidade do parasitismo, permitindo entdo que um numero adequado de larvas atingisse
o estagio infectante, demonstrando ser um bom vetor de D. immitis. CHRISTENSEN
(1981) também observou a limitagdo desses filarideos em Ae. trivittatus, garantindo a
sobrevivéncia do vetor.

A resposta imune ¢ importante na manutencao do sistema vetor-parasita por reduzir
consideravelmente a carga parasitaria e, portanto, garantir a sobrevivéncia do culicideo e
permitindo assim a sua eficiéncia como vetor (CHRISTENSEN, 1981).

Com excec¢do da linhagem ROCKFELLER, a resposta de melanizagdo ocorrida nas
populacdes de mosquito estudadas ndo indicou refratariedade, pois houve o
desenvolvimento de larvas do nematddeo até o estagio infectante. Pode-se dizer entdo, que
a reacdo de melanizacdo neste caso teve a func¢dao de equilibrar o sistema mosquito-

nematodeo.

Tabela 1 — Porcentagens de fémeas de Cx. quinquefasciatus populacdo RECIFE, Ae.
albopictus populacdo RECIFE e Ae. aegypti populagdes RECIFE, UNICAMP e linhagem

ROCKFELLER apresentando, ou ndo, melanizagdo contra as larvas de D. immitis.

Cx. quinquefasciatus Ae. albopictus  Ae. aegypti Ae. aegypti Ae. aegypti
populacao populacao populacao populacao linhagem
RECIFE RECIFE RECIFE UNICAMP  ROCKFELLER

Fémeas com larvas 13,47 15,63 17,55 11,57 16,97
de D. immitis (%0)* (111/824) (131/838) (149/849) (95/821) (149/878)
Fémeas com larvas 10,81 * 0,76 ° 0° 5,26 ¢ 19,46 ¢
de D. immitis (12/111) (01/131) (0/149) (05/95) (29/149)
melanizadas**(%)

*Numero de fémeas infectadas/ Numero de fémeas dissecadas; **Numero de fémeas com
larvas melanizadas / Numero de fémeas infectadas.

Letras iguais — ndo ha diferenca estatistica; Letras diferentes - ha diferenca estatistica.

Obs.: Cx. quinquefasciatus populagdo RECIFE ndo difere estatisticamente da populagdo UNICAMP e da
linhagem ROCKFELLER de Ade. aegypti, entretanto esta populagdo e esta linhagem de Ae. aegypti diferem
entre si.
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6.4 — CONCLUSAO

A transmissdo de D. immitis na Regido Metropolitana do Recife provavelmente ¢
realizada por Cx. quinquefasciatus populagdo RECIFE que limitou a intensidade do
parasitismo por meio de melanizagdo e por Ae. albopictus populagdo RECIFE que

apresentou-se susceptivel ao nematddeo.
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7 - CONCLUSOES GERAIS

1 — A regido metropolitana do Recife continua sendo endémica para a dirofilariose canina,
com predomindncia da parasitose no litoral norte. O municipio de Bezerros, situado no

agreste pernambucano, ndo apresenta endemicidade para D. immitis.

2 — Cx. quinquefasciatus populacio RECIFE demonstrou ter competéncia para a
transmissdo de D. immitis na Regido Metropolitana do Recife, sugerindo que possa ser uma

das espécies transmissoras deste nematodeo nesta localidade.

3 — Ae. aegypti populacio RECIFE ndo ¢ um bom vetor por ndo suportar o

desenvolvimento de D. immitis apresentando alta mortalidade.

4 - Ae. aegypti populagdo UNICAMP ¢ refrataria ao desenvolvimento de D. immitis,

portanto ndo ¢ a espécie transmissora deste filarideo na regido de Campinas, SP.

5 - Ae. albopictus RECIFE demonstrou permitir um melhor desenvolvimento de D. immitis
até o estagio infectante, sendo assim uma das espécies com potencial de transmissao deste

filarideo na Regido Metropolitana do Recife.

6 — A reacdo de melanizago apresentada pelos culicideos estudados exerceu a limitagdo do

desenvolvimento do parasita, equilibrando o sistema mosquito-nematodeo.
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ANEXO 1

Ficha de Inquérito Epidemioldgico sobre Dirofilariose
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PROJETO DE PESQUISA (DIROFILARIOSE)

1 — FICHA DE IDENTIFICACAO:

NOME DO ANIMAL: N° IDADE
SEXO: RACA: PELAGEM:

PROCEDENCIA:

PROPRIETARIO:

ENDERECO:

COMPLEMENTO: BAIRRO:

2 — AVALIACAO DO ANIMAL:

ESTADO NUTRICIONAL  (OTIMO) (BOM) (REGULAR) (PESSIMO)

ECTOPARASITOS (SIM) (NAO) CARRAPATICIDA?
ENDOPARASITOS (SIM) (NAO) VERMIFUGADO?
INAPETENCIA (SIM) (NAO)

PERDA DE PESO (SIM) (NAO)

DISTENSAO ABDOMINAL (SIM) (NAO)

CANSACO (SIM) (NAO)

DISPNEIA (SIM) (NAO)

3 — OUTRAS INFORMACOES QUE JULGAR NECESSARIO:

4 — DADOS SOBRE O VETOR:

HA QUEIXA DE MOSQUITOS? (SIM) (NAO)

PERIODO DE MAIOR QUEIXA (MANHA) (TARDE) (NOITE)
VEGETACAO PRIMARIA () OU SECUNDARIA () NAS
MEDIACOES

5—-RESULTADO DOS EXAMES:

SOROLOGIA COM PLASMA / SORO:
METODO MODIFICADO DE KNOTT:
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ANEXO 2
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ANEXO 3

Revista Entomologia y Vectores

Nota de pesquisa / Research note
USE OF THE QUAIL Coturnix coturnix (LINNE, 1758) SKIN AS FEEDING
MEMBRANE TO CONTINUOUSLY STUDY Dirofilaria immitis (LEIDY, 1856) IN Culex

quinquefasciatus SAY, 1823.
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Nota de pesquisa / Research note
USE OF THE QUAIL Coturnix coturnix (LINNE, 1758) SKIN AS FEEDING
MEMBRANE TO CONTINUOUSLY STUDY Dirofilaria immitis (LEIDY, 1856) IN Culex

quinquefasciatus SAY, 1823.

Gilcia A. Carvalho'", Leucio C. Alves?, Rafael T. Maia®®, Carlos F. S. Andrade®®,

Fabio L. C. Brito®” & Maria A. G. Faustino?

Abstract

To continuously study the development of Dirofilaria immitis, the suitability of the quail
(Coturnix coturnix) skin as a feeding membrane was assessed on a total of 52 females of
Culex quinquefasciatus. The mosquito strain was reared and maintained at the insectary
of Parasitic Disease Laboratory at Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife,
Brazil. The developmental stages of the parasite were identified and mortality rate of

engorged females was recorded daily. D. immitis larvae were detected in 57.8 % (26/45) of
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the Cx. quinquefasciatus dissected mosquitoes and the percentage of engorged females

was 92.3%. The use of this feeding membrane showed to be comparatively advantageous.

Key Words: Heartworm, mosquitoes, model

Dirofilariasis is a serious dog health problem in many parts of the world and various
species of mosquitoes have been identified as the potential vector of this disease (Ludlam
et al., 1970). Despite many efforts, it must be pointed that in many areas of the world the
vector species involved, the vector competence and also the prevalence of the disease
remain unknown, making the understanding of the prime aspects of the vector-parasite
interaction essential for the rational development of control measures (Albuquerque et. al.,
1999). Beside the regular use of dogs as a model to study Dirofilaria immitis (Leidy, 1856),
transmission of pathogens by mosquitoes has been assessed by a number of artificial
feeding systems and methodologies proposed (Rutledge et al., 1964; Mellor, 1971;
Blumberg, et. al., 1973; McCall, 1981; Ahid et al., 2000). These include some membranes
from animals (e.g. cotton rat, tail white rat and chicken skin, or bovine and pig intestine),
as well as parafilm membrane feeders. The aim of this study was to evaluate the use of a
quail skin membrane as a tool to continuously study of D. immitis in mosquitoes.

Culex quinquefasciatus Say, 1823 strains were established from field
collections in Recife. The larvae were daily fed with powdered commercial dog food and
the adult mosquitoes were maintained in screened boxes (30 X 25 X 25 cm) at 27-30°C
and 80% of humidity in light/dark cycle.

A D. immitis strain was obtained from the blood of a domestic dog, found in the

metropolitan region of Recife. Heparin treated syringes was used for the blood samples
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and the obtained material was immediately refrigerated at 4°C for transportation. The
density of microfilariae was determined by the modified Knott test (Newton & Wrigth, 1956)
for 20 ul samples of blood.

Female mosquitoes were fed (2:20 hours) with the infected blood in order to
achieve vector infection. Artificial apparatus used in this study was the same as descrited
by Rutledge et al. (1964), McCall (1981) and Mendonca et al. (1998), and it was mounted
with the quail skin as a membrane. Engorged females were maintained in the screened
boxes at 27 — 30°C. Three individual mosquitoes were removed each time from the boxes
and immobilized by low temperatures (4°C). Mosquitoes were dissected daily during 14
days. The head, thorax and abdomen were dissected and examined for developmental
larval stages of D. immitis. The mortality rate and percentage of engorged females were
also recorded.

The mean number of microfilariae assessed in the blood offered to the mosquitoes
was 2,558 microfilariae/ml by Knott test. From a total of 52 mosquitoes, 92.3% of
engorged females was observed. Brito et al. (1999) reported 65.6% of Cx.
quinquefasciatus engorged females after feeding through the same apparatus and only
34.4% on dogs. Ahid et al. (2000) reported a variable percentage ranging from 40 to 98%
of engorged females, for different Cx. quinquefasciatus populations, by the use of an
infected dog as the microfilariae source. Considering that Cx. quinquefasciatus is an
ornitophilic species (Cénsoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994), it could be argued that the
quail skin probably produces an additional attractive to mosquitoes. The highest mortality
occurred in the second day after the experimental infection and the final mortality (8.9%)
observed was considered high. Ahid et al. (2000) reported mortality rates from 1.46% to
7.06%. Larval stage of D. immitis have been observed only in 57.8% (26/45) of the
engorged females. The periods of detection of the larval stage in mosquitos was similar

are those found by Taylor (1960) and Mendoncga et al. (1998) for Aedes aegypti. The
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present data support the hypothesis that a quail skin membrane facilitates to the

experimental infection of Cx. quinquefasciatus with D. immitis
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