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CRITERIOS DE NULIPARIDAD Y DE PARIDAD
EN LUTZOMYIA TOWNSENDI (Ortiz, 1959)
DEL OCCIDENTE DE VENEZUELA

MARGARITA MARQUEZ™
JOSE V. SCORzA™

Lutzomyia townsendi (Ortiz, 1959/ es un flebotomo antropofilico con concor-
dancia gonadotrofica. en las zonas endémicas de Leishmania brasiliensis y L. garnhami
en el pecidente de Venezuela

Mediante el estudio de hembras colonizadas en el laboratorio, nuliparas o pari-
das. de hembras silvestres alimentadas sobre voluntarios y de hembras silvestres manteni-
das con sacarosa, se establecen criterios de nuliparidad con un 56,6% de confianza. En
cambio, signos de paridad aparecen en un 82% de las hembras consideradas como tales.

La digestion de un ingesta sanguinea inicia un ciclo gonadotrofico con oogenesis
abortiva y acumulacion de fosfolipidos en las células epiteliales del estomago y en las
glindulas accesorias. La ovoposicion completa produce un calix ovarico grueso e irregular
con restos de oocitos abortivos y acumulacion de pigmentos. Estos caracteres son sufi-
cientes para precisar un criterio de paridad.

La presencia de fosfolipidos en el estémago y en las glindulas accesorias de hem-
bras nuliparus es una indicacion de ingesta incompleta de sangre.

a leishmaniasis cutdnea es una endemia que particularmente en la ciudad de
Trujillo (Venezuela), tiene caracteristicas urbanas, en tanto que es una enfermedad con
prevalencia en las dreas rurales. En el Nucleo Universitario ‘“‘Rafael Rangel” y con la cola-
boracién fundamental del Servicio de Dermatologia con sede en dicha ciudad, se han diag-
nosticado varios casos urbanos que proceden de las urbanizaciones mas importantes como
Carmona, Alameda y Timirisis.

Este trabajo fuc realizado con financiamento del Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistico de la
Universidad de¢ los Andes, Venczuela y por el componente Leishmaniasis del Programa para el De-
sarrollo de las Naciones Unidas/Banco Mundial/OMS, Programa Especial para Investigacion y En-
trenamiento en Enfermedades Tropicales.
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Siendo la infeccién urbana un fendémeno corriente, se desconoce cuales flebéto-
mos puedan ser los transmisores y cuales mamiferos los reservorios del parasito. Un estu-
dio local (Mogollon, Manzanilla & Scorza, 1977) revela la existencia de por lo menos nue-
ve especies de Lufzomyia que pican al hombre en las dreas central, norcentral y surcentral
del estado Trujillo. Entre estas especies aparecen la Lu. panamensis (Shannon, 1926) con
distribucién muy restringida y en localidades de tierra caliente, y la Lu. rownsendi (Ortiz,
1959), hallada en las urbanizaciones de la ciudad de Trujillo, tambien con predominio por

encima de los 800 m.s.n.m.

La primera especie ha sido incriminada como transmisora en el centro de Vene-
zuela (Pifano et al, 1959), la segunda es la especie principal y dominante en una localidad
del vecino estado Mérida, donde la infeccion es activa (Calderon, 1973). Scorza (1981) ha
encontrado promastigotos en Lu. tfownsendi de una zona endémica proxima a la localidad
de Estanquez, en el mismo Edo. Mérida, que al inocularlos en dos hamsteres, produjeron
lesiones con amastigotos de Leishmania garnhami, parésito que en la localidad produce le-
siones cutdaneas en el campesinado.

Un estudio inédito de Scorza et al (1981) revela que en las urbanizaciones de la
ciudad de Trujillo, de donde proceden los casos de leishmaniasis urbana, el fleb6tomo an-
tropéfilo mds comun es Lu. townsendi En ese estudio se reporta que, por lo menos, cua-
tro cepas de Leishmaniz aisladas de casos clinicos del Distrito Trujillo, en el estado Tru-
jillo, siguen un modelo de desarrollo en la Lu. townsendi que se identifica con el de la
Leishmania braziliensis, especie cuya transmision experimental no ha sido posible.

Lu. rownsendi ha sido criada en condiciones de laboratoric (Scorza, Gomez &
Ramirez, 1968; Castro & Scorza, 1977); la mortalidad de las hembras ovigeras, despues
de la postura en el laboratorio, es casi total y parece ser una constante de casi todas las
especies estudiadas hasta ahora (Killick-Kendrick, 1979).

Conocemos poco la supervivencia natural de fleb6tomos hembras después de la
postura. Killick-Kendrick et al (1978) han recapturado Phlebotomus ariasi y £. masciiiii
en el sur de Francia después de haberlos ingurgitado sobre perros y marcado con polvo
fluorescentes, observando que la retencion de huevos fue un fendmeno raro en hembras
que venian a picar por segunda vez y que no se hallaron espermatozoides en las esperma-

tecas de hembras peridas que venian a picar.

El reconocimiento de hembras paridas en insectos hematofagos parece ser asunto
bien demostrado (Detinova, 1962); sin embargo, este conocimiento en flebotomos es su-
mamente escaso y de poca confirmacién. Lewis (1965) describe e ilustra gspectos morfo-
l6gicos del sistema reproductor y excretor de flebotomos de Belize que atribuye a diferen-
cias entre hembras paridas y nuliparas. No existen evidencias de que las hembras conside-
radas como paridas, [o fueran realmente. Ward (1974) confirma la creencia de que la con-
dicién de las glindulas accesorias pueda tener alguna utilidad para la diferenciacion de

hembras nuliparas y paridas.

Es obvia la importancia del reconocimiento de las hembras paridas en fleboto-
mos que pican al hombre en una localidad donde la transmisién de leishmaniasis tiene lu-
gar. La proporcién de *“paridad” y el estimado de la poblacion de estos insectos, arroja-
rian valiosa informacién epidemiolégica para la escogencia y disefio de medidas de control
de la infeccion.

El objetivo basico de este trabajo es estudiar el ciclo gonadotrofico de Lu. town-
sendi para deducir criterios de paridad.

=
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MATERIALES Y METODOS

Especimenes de Lutzomyia townsendi {Ortiz, 1959)

Para la estimacién de criterios de paridad utilizamos hembras virgenes criadas en
condiciones de laboratorio en condicién nulipara y parida; hembras silvestres fototactica-
mente activas sin alimentar y hembras silvestres ingurgitadas sobre un voluntario.

1. — Hembras virgenes de laboratorio; nuliparas y paridas

Por gentileza de la Profesora Maritza Carnevali pudimos disponer de una veintena
de hembras de L. townsendi de su colonia cerrada en tercera generacion. Los insectos han
sido criados en envases con yeso humedo a 229C y las larvas han sido alimentadas con la
flora microbiana y el micelio que se desarrolla en heces de conejos tostadas y pulveriza-
das. Los insectos, separados a la mafiana siguiente de su emergencia, han sido mantenidos
con solucion de glucosa al 50% hasta el momento de disecarlos.

De estas, diez ejemplares fueron disecados entre el segundo y tercer dias de la
emergencia y se tomaron como insectos controles para criterios de nuliparidad. Otras seis
hembras nacidas en la colonia cerrada que después de haberlas ingurgitado sobre un volun-
tario, sobrevivieron a la postura, se disecaron entre las 12 y 21 horas y fueron considera-
das como insectos controles de paridad reciente.

2. — Hembras silvestres fototdacticamente activas

Provinieron de un cafetal en la localidad de Calderas, a 12km de la ciudad de
Trujillo y 1.350 m.s.n.m. Fueron capturadas en las primeras horas de la noche atrayén-
dolas con una trampa de Shannon cebada con un tubo de luz blanca fluorescente de 20
watios. Los insectos fueron recogidos con un tubo de vidrio por aspiracién y confinados
en envases de vidrio de 50 mm de didmetro por 100 mm de longitud, revestido interior-
mente por una delgada lamina de corcho, cerrado en el extremo con el mismo diametro
por tela de nilon y por el otro, con didmetro reducido, por un tapén de corcho (Fig. 1).
Lotes de 25 hasta 50 hembras fueron traidas hasta el laboratorio y conservadas con solu-
cion de sacarosa al 50% dentro de cavas de pldstico esponjoso opaco, no traslicido con-
teniendo una esponja plastica humedecida.

Ciento cuarenta hembras silvestres de Lu. rowgsendi fueron capturadas durante
la primera hora de la noche en la localidad de “Calderas” (a 12 km de la ciudad de Trujil-
lo, capital) mediante atraccion con una trampa de Shannon cebada con luz fluorescente.
Los insectos se confinaron en envases de vidrio, recubierto internamente con una delgada
lamina de corcho (Fig. 1), a la maifiana siguiente fueron ingurgitados sobre la piel abdomi-
nal de un voluntario; a partir de entonces y hasta la diseccion del altimo sobreviviente, se
alimentaron con solucién de sacarosa comercial al 50%, en un trocito de esponja plistica
impregnada y colocada sobre el tul. A partir del dia siguiente de la ingurgitacion sangui-
nea, cada mafiana y durante cinco dias seguidos, se disecd una alicuota de veinte insectos
para separarles los ovarios y las glindulas accesorias. Estos 6rganos se examinaron en solu-
cién salina de 0,7% bajo una laminilla de 11x11 mm y se observaron microscopicamente
a 450X. Se precisé el estadio de desarrollo de los ovariolos, el mimero de los mismos en
cada ovario y, ademds, el aspecto de las glindulas accesorias.

3. — Diseccion de los insectos

Las hembras a disecar fueron anestesiadas con vapores de cloroformo e inmedia-
tamente fueron sumergidas durante 5 minutos en solucidn salina isotonica con Tritdn al
1:1.000 para despojarlas de los pelos escamosos y se transfirieron seguidamente a solu-
cion salina simple.

Con ayuda de agujas de diseccidon hechas con aplicadores de madera y agujas en-
tomologicas N? 000 los insectos fueron disecados atendiendo las sugerencias de Cha-
niotis & Anderson (1967).
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4. - Preparacion de secciones de hembras con criostato

Hembras silvestres alimentadas cuatro o cinco dias antes sobre un voluntario fue-
ron anestesiadas y desprovistas de patas y alas, se colocaron en grupos de tres, con los
cuerpos paralelos, sobre la superficie de un trocito de higado de raton de 4x4mm y se
cubrieron por otro trocito similar; el “sandwich” fue colocado sobre un fragmento de cor-
cho en un cilindro de bronce para ser congelado a —1709C por inmersién en nitrégeno 1i-
quido. Los bloques se cortaron longitudinalmente hasta llegar a los insectos de los cuales
se hicieron secciones de 5ude espesor con un criostato a —200C.

Se usaron secciones frescas o fijadas segin ¢} propdsito para investigaciones cito-
quimicas en el estdmago y las gldndulas accesorias y precisar la naturaleza del contenido
residual de las células gdstricas o del “cemento’ de las glindulas accesorias.

Se investigd la presencia de hematoidina, pigmentos biliares, bilirrubina, hemo-
siderina y lipofucsinas en las células gdstricas, asi como grasas neutras o acidas y fosfoli-
pidos en éstas y en las glandulas accesorias; se siguieron las técnicas segiin Martoja & Mar-
toja-Pierson (1967), Bancroft (1967} y Pearse (19723.

RESULTADOS

Lutzomyia townsendi (Ortiz, 1959) es un fleb6tomo con armonia gonadotrofi-
ca: las hembras hacen su oviposicion generalmente, al amanecer del quinto dia después de
la ingestion de sangre (Scorza, Ortiz & Gomez, 1968 Castro & Scorza, 1977). Tomando en
cuenta esta propiedad fisiolégica, hemos investigado el aspecto del estomago, de los ova-
rios y de las glindulas accesorias en hembras nacidas en el laboratorio, asi como Ja condi-
ci6n de los mismos érganos en hembras tambien nacidas en el laboratorio que habiéndose
ingurgitado con sangre, sobrevivieron a la postura. Comparamos estos resultados con el es-
tado de los mismos 6rganos en hembras silvestres que habian ingerido unicamente azucar.

Hembras nuliparas nacidas en el laboratorio

Hemos disecado diez (10) virgenes nacidas en el laboratorio, en ayuna de sangre
con los siguientes caracteres:

19} El estémago vacio en siete especimenes exhibio una distincion precisa, en
fresco, de los limites o contornos de las células gastricas (Fig. 2); en tres hembras observa-
mos pequefios residuos amorfos o granulares de color pardo. En ningun ejemplar observa-
mos inclusion de algiin tipo en la pared del estomago.

20} En todas las diez hembras, sin excepcion, las glindulas accesorias presenta-
ron aspecto corniforme pequefio, con las células refringentes y sin contenido alguno en la
luz de los tubulos.

39) Los ovarios transparentes, presentaron ovariolos con un germinarlo tan gran-
de como al oocito que acompaiia {Fig. 3), diferenciindose este ultimo por el nitido epi-
telio folicular que forma una gruesa envoltura y dentro del cual es posiblc diferenciar cla-
ramente a la célula germinal de los trofocitos o células nutricias. Estos ovariolos, sin ex-
cepcion, aparecen en la fase 1 de Christophers (Christophers, 1911).

49} F1 namero de ovariolos por ovario, en diez hembras virgenes nacidas en el la-
boratorio, fuc de X 38,7 = 5,2 para los valores que aparece en el Cuadro NO 1.
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CUADRO 1

Numeros de ovariolos em los ovarios de diez hembras virgenes de Lurzomyia townsendi
nacidas en ¢l laboratorio

Hembras NC de ovariolos Hembras N de ovariolos
NY por ovario NC por ovario

] 35 38 2 28 32

3 35 30 4 40 37

5 40 35 6 46 45

7 36 47 8 39 4]

9 43 44 10 41 4?2

Secuencia gonadotrcfica en hembras silvestres alimentadas en el laboratorio

24 horas. — Se ha iniciado la vitelogénesis y la acumulacion de vitelo en el ooci-
to, el cual ocupa hasta un medio del volumen del foliculo, con las células nutricias ocu-
pando la mitad distal del ovariolo; el crecimiento del foliculo es tal que el germinario apa-
rece ahora con 1/4 hasta 1/8 del volumen del foliculo en maduracién; este desarrollo foli-
cular corresponderia a la fase Il de Christophers. Las glandulas accesorias comienzan a
acumular una secrecién parduzca y granular que se hace mds densa en el fondo del saco

glandular.

El nimero promedio de los foliculos en franca maduracién, en diez hembras di-
secadas es de X 43,2+ 5,1, un numero superior al de los ovariolos contados en las hembras

virgenes nacidas en el laboratorio (x:43,2 £ 5,3).

48 horas. -- El desarrollo ovdrico a las 48 horas después de la ingestién de san-
gre por Lu. townsendi comienza a hacerse irregular o asincrénico. Al lado de foliculos con
franco crecimiento y acumulacién de vitelo, aparecen ovariolos con menor e irregular acu-
mulacion de vitelo (Fig. 4). Se trata de foliculos abortivos retrasados con respecto al de-
sarrollo de otros, en los cuales la relaciéon huevo/germinario €s mucho menor 1: 1 /8y

1: 1/32 respectivamente.

En los foliculos bien desarrollados el oocito ocupa mds de 4/5 del volumen del
huevo v las células nutricias alcanzan el aspecto de un apretado casquete apical. El desar-
rolfo ovirico corresponde al estadio III de Christophers donde el niicleo del oocito no es
visible a través de la masa de vitelo y el foliculo comienza a alargarse. El mimero de foli-
culos bien desarroltlados, contados en 16 hembras, es de x 24,80 £ 4,02,

72 horas. — El desarrollo ovdrico se hace a expensas de un nimero menor de fo-
liculos, si se lo compara con el de las 24 horas; la atrofia, reabsorcion o abortamiento foli-
cular es sobresaliente en la base del ovario (Fig. 5). Acd, envueltos por la intima del ova-
rio, a nivel del oviducto, se acumulan ovariolos abortivos en los cuales se reabsorbe el vite-
lo quedando reducidos a una masa irregular de material granular o amorfo, en la cual se
destaca el germinario; la atrofia ovariolar se observa también a nivel de la porcion apical o
distal del ovario. Las glindulas accesorias se llenan de secrecion y atin conservan una for-
ma regular, isodiamétrica en toda su extension. Los ovariolos se conservan en la fase I1] de

Christophers atin cuando la masa de células nutricias se hace mucho menos evidente. El
numero de huevos por ovario es menor; para veinte hembras examinadas, x: 19,1 = 5,01,

96 horas. - El huevo, en cada foliculo, comienza a alargarse y al lado del vitelo
que se acumula en mayor cantidad, comienzan a diferenciarse globdlos refringentes y cla-
ros que exhiben aspecto de rosetas; el germinario muestra a un nuevo oocito. Es impor-



Fig. 1 — Envase para la alimentacion y mantenimiento de los flebotomos.

Fig. 2 — Epitelio gdstrico de hembra nulipara de Lu. rownsendt mostrando las células epitcliales vacias.

Fig. 3 — Ovarios de nuliparas con calix poco perceptible.

Fig. 4 — Desarrollo irregular de los oocitos de Lu. townsendi, 48 horas después de la ingesta mostrando
oocitos abortivos.

Fig. 5 — Residuos amorfos de oocitos abortivos en hembras de Lu. townsendi a las 72 horas de la 1n-
gesta sanguineca.
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tante observar la considerable atrofia alcanzada por los foliculos abortivos (Fig. 6) que
tienen aspecto de membranas irregulares, al lado de otros (flechas) donde aun persiste
cierta cantidad de vitelo y comienza a acumularse un material de color negro similar a la
melanina. El nimero de los foliculos bien desarrollados, contados en 16 hembras diseca-
das, es de X: 17,3 = 4,9. Los foliculos exhiben un desarrollo intermedio entre las fases IlI

y IV de Christophers.

120 horas. — El desarrollo ovarico toca a su fin; los huevos alcanzan la fase V de
Christophers con desarrollo del corion, desaparicion del drea de las células nutricias, pro-
minente aspecto de los globulos refringentes y claros entre las gotas de vitelo con menor
tamafio y el aplastamiento distal del germinario contra la tinica ovdrica. El nimero de
huevos, para veinte hembras disecadas es de X: 14,1 * 3,1 por ovariolo. Entre los huevos
s¢ observan acumulos de membranas y de material meldnico. Las glindulas accesorias, en
la mayoria de las hembras se hallan dilatadas y repletas de secrecion (Fig. 7). Al final de
este desarrollo, todas las hembras han concluido la digestidn sanguinea y el estbmago apa-
rece vacio con las células epiteliales conteniendo una variable cantidad de pequefios glo-
bulos amarillentos o de vacuolas de mayor tamaifio y con el mismo aspecto.

Hembras paridas en el laboratorio

Hemos obtenido hembras nacidas en el laboratorio que, habiéndose ingurgitado
con sangre de un voluntario, han logrado sobrevivir a la oviposicion. Hemos disecado asf,
seis hembras con 12 hasta 21 horas de paridas. En todas ellas hemos hallado el siguiente
niimero de ovariolos: 38-36, 35-34; 3842; 4540; 42-38; 30-27; para X 37,1 £ 5,2 foli-
culos por ovario. En todas ellas, ademds de foliculos con oocitos y células nutricias con
apariencia normal hallamos un complejo sistema de membranas interfoliculares con
acimulos de granulos de materiales parecidos a la melanina (Fig. 8). La glandula accesoria
tiene forma de saco vacio o de cuerno con células apretadas, pero conteniendo siempre
residuos de la secrecién acumulada durante el ciclo gonadotrdfico. El estomago vacio y
con sus células epiteliales conteniendo variable cantidad de apretados glébulos de color

pardo (Fig. 9).

El estudio de la secuencia de las alteraciones ovaricas, de las glandulas accesorias
en hembras que hacen la digestion de una ingesta sanguinea y ademas, de la condicidon del
epitelio estomacal en las hembras que han concluido una digestion sanguinea, revela los
siguientes hallazgos:

12) El nimero de ovariolos en desarrollo decrece desde el impulso vitelo acumu-
lativo que se observa en las primeras 24 horas, hacia las 120 horas en postingestiéon de san-
gre. El Cuadro 2 presentamos los resultados del recuento de ovariolos bien conformados
en 46 hembras disecadas entre las 24 v 120 horas del ciclo gonadotréfico. El nimero me-
dio de ovariolos turgidos con cantidad progresivamente aumentada de vitelo, decrece pro-
gresivamente asi, 43,2 para 24 horas, 24,8 para las 48 horas, 19,1 para las 72 horas, 17,3
para las 46 horas y 14,1 para las 120 horas.

En otras palabras, en Lu. townsendi ingurgitados con sangre humana se dd un
proceso progresivo de oogenesis abortiva que parece ser funcion o estd correlacionada con
el ndmero de dias del desarrollo gonadotréfico. Para explorar esta posible relacidon hici-
mos un andlisis de regresién entre el numero de horas del desarrollo como variable inde-
pendiente (x) y el nimero medio de foliculos normales en cada ovario (y); la férmula de
la regresidn lineal corresponde a:

Y=434 —-027xconr =090

lo que dd 1/5 de ovocito en abortamiento por hora.



Fig. 6 — Aspecto de los residuos de oocitos abortivos cn ovario de Lu. terwensend! con 96 horas de de-
sarrollo después de la ingestion de sangre.

Fig. 7 — Glandulas accesorias replctas de fosfolipidos al final de la digestion sangu inca.
Fig. 8 - Ovario de Lu. rownsendi parida mostrando acimulos de melanina en un calix hipertrofiado.

Fig. 9 — Estomago de Lu. townsendi parida mostrando inclusiones gldbulares en las celulas epitehales
del estomago.
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CUADRO 2

237

Disminucion gradual del numero de ovariolos desarrolados por Lu. townsendi en el curso
de las 24 hasta las 120 horas de un ciclo gonadotrofico

Horas depués de la ingurgitacion

A’E‘f 24 48 72 96 120
1 48 46 28 — 25 28 — 22 18 — 17 13 — 13
5 48 — 49 24 _ 30 1415 22 _ 23 17 — 18
3 48 _ 40 20 — 24 27 25 11— 22 14 — 15
4 57 _ 52 19 _ 25 4 17 1318 12 - 15
5 76 — 47 19 _ 30 18 _ 23 12 — 16 16— 12
6 40 — 40 30 — 29 22 — 20 10— 14 10 — 10
7 42 _ 38 19 _ 23 15— 15 23 _ 12 20 — 20
8 36 _ 38 27 — 25 21 — 14 22 24 11 — 15
0 43 _ 45 . 10 - 22 o 12 10
10 34 _ 36 L 13— 17 - 15 — 13
- 43.20 24 .80 19 10 17.31 14,05
- 531 4.02 501 4.88 3,05
n- 20 16 20 16 20

20y En el curso de un ciclo gonadotréfico, a partir de una hembra virgen y nuli-
para. las gliandulas accesorias en un comienzo vacias, con células turgidas y con aspecto
corniforme, se van llenando de un material granular de color pardo que se acumula pro-
cresivamente en la luz glandular produciendo la hipertrofia de la glandula; después de la
ovopostura, la glinduia aparece con escaso contenido, forma de saco y contorno irregular.

3%y El estémago, que en las nuliparas nacidas en el laboratorio, exhibe las células
epiteliales sin vacuolas o material alguno distinguible con el microscopio a 450X, después
de la ingestion y ovoposicion, aparece conteniendo desde 4 hasta 8 globulos diminutos o
] hasta 3 globulos de mayor tamafio que no llegan a hipertrofiar a la célula que los con-
tiene.

49) El ovario de las hembras virgenes, con foliculos refractiles y ovariolos apre-
tados con escaso espacio o contentdo interfolicular, después de la ovopostura, exhibe un
calix integrado por conjuntos de membranas o de diminutos globulos irregulares interfo-
liculares v entre ¢llos, a veces, acamulos de material melanoide.

Nuestros resultados sefialan diferencias microscopicas entre los ovarios, glindulas
accesorias y el aspecto del estdmago entre hembras virgenes nacidas en el laboratorio y
hembras paridas silvestres. Las diferencias se resumen en el Cuadro 3.

Estudio citoquimico

Dos estructuras nos han llamado particularmente la atencién; por una parte la
presencia en el estomago de las hembras que han digerido sangre hayan hecho o nd una
postura, de gotitas o glébulos de color pardo y por la otra, la gradual acumulacién de ma-
terial granuloso en la luz de las glindulas accesorias durante el proceso de la digestion san-
guinea.

Para una identificacion aproximada de la naturaleza quimica de tales materiales
hemos aplicado técnicas citoquimicas in foto, sobre drganos frescos disecados y tambi€n,
para mayor precision, a secciones de hembras que han concluido una digestién sanguinea
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CUADRO 3
Diferencias y analogias gonadotroficas entre hembras nulipares y paridas de Lutzomyia
townsendi
Nuliparas Paridas
Qvarios Refrictiles, con apretados ovario- Refrdctiles u opacos, ovariolos
los y con escaso O ningin espacio dispersos entre un calix con es-
o material interfolicular. Calix po- tructuras granulares e membrano-
co visible. sas y a veces granulos melanoides.
Gldndulas Estrechas, vacias y refrictiles; cor- Gruesas, opacas y con restos de
acessorias niformes y sin contenido parduz- unt material pardo oscuro; a veces
co o granular incoloro. imperceptible a rdpida inspeccion.
Estomago Con células epiteliales la mis de Células epiteliales poco o nada
las veces bien definidas y sin ma- diferenciadas, con hasta 8 gra-
terial de inclusién de algun tipo. nulos amarillentos pequefios o 3
glébulos de um material pardo
claro.
QOvariolos Con un namero X: 387 = 5,2 de Con un nimero X: 37,1 £5,2 ova-

ovariolos por ovario y cifras extre-
mas desde 28 hasta 47 foliculos.

riolos por ovario y cifras extremas
desde 27 hasta 46 foliculos.

con retencion de los huevos. Las secciones han sido hechas por cortes con criostato y tra-
tadas de acuerdo con dos marchas analfticas: en un primer intento, partiendo del alto con-
tenido en hemoglobina en la dieta, investigamos los productos de degradacion de estas
proteinas conjugadas y en un segundo intento, considerando la alta tasa de fosfolipidos
de las membranas de los eritrocitos ingeridos o una posible fraccién lipidica procedente
de suero sanguineo de la ingesta, a la presencia de lipidos simples o conjugados.

En los primeros ensayos empleamos directamente al estémago e intestino pos-
terior disecado en hembras con 120 horas de digestion, para hacer sobre ellos reacciones
citoquimicas. Fueron negativas las reacciones de Gmelin para hematoidina y pigmentos
biliares, la técnica de Stein modificada para pigmentos biliares y los métodos de Kutlik y
de Glenner para bilirrubina, hemosiderina y lipofucsina, descritos en el apéndice 26 de la

obra de Pearse (1972).

La marcha analitica para lipidos se hizo de acuerdo con Bancroft (1967); habién-
dose observado reacciones positivas a lipidos con Oil Red, decidimos seguir las observacio-
nes sobre secciones longitudinales de hembras con 120 horas de digestién, con 5 u de es-
pesor. El estudio de las secciones coloreadas segiin la técnica de sulfato de azul de Nilo de
Smith-Dietrich modificada por Cain en 1947, di6é reaccién azul (positiva para lipidos dci-
dos) en el epitelio del estomago y en las glindulas accesorias y reaccion roja (lipidos neu-
tros) en los huevos contenidos en el abdomen. Con la finalidad precisar la naturaleza de
los lipidos dcidos del epitelio estomacal y de las glindulas accesorias, ensayamos la técni-
ca para fosfolipidos de Smith-Dietrich coloreando con hematoxilina de Kultschitzky se-
giin Martoja & Martoja-Pierson (1967); esta reaccion, en las células epiteliales del estoma-
g0, reveld la presencia de fosfolipidos en goticas muy similares a las que se observan in vi-
vo v en fresco o a las tefiidas con Qil Red; en las glandulas accesorias la reacion fue azul

intensa y uniforme con la hematoxilina de Kultschitzky.

Estos ensayos citoquimicos revelan la naturaleza fosfolipidica de las vacuolas re-
siduales de la digestion estomacal de la sangre ingerida por Lu. townsendi y tambien de
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una sustancia similar en la secrecion que se acumula en las glandulas accesorias durante la
digestion y maduracion de los foliculos. En estos uitimos, al lado de los constituyentes
proteicos del vitelo, hay tambien grandes globulos de grasa neutra que se colorean con Oil
Red y azul de Nilo y que se extraen con los solventes organicos en la reaccion de Smith-

Dietrich para fosfolipidos.

Aplicacion de los criterios de paridad al reconocimiento
de Lutzomyia townsendi silvestres

Aplicamos los criterios de paridad, precisados en el Cuadro 3, al estudio de 462
hembras silvestres capturadas con trampa de Shannon en la localidad de Calderas proxima

a la ciudad de Truijillo.

El estudio de 12 secuencia de las alteraciones de los ovarios, de las modificaciones
de las glindulas accesorias y de las células gastricas en hembras silvestres de Lu. townsen-
di, ingurgitadas en el laboratorio, asi como la observacién de hembras nacidas en el labo-

ratorio sean nuliparas o paridas, conduce a las siguientes proposiciones finales.

. — La ingestién de sangre a replecion induce el inicio del ciclo gonadotréfico
con el transporte y la acumulacion de vitelo en fodos los ovariolos.

2. — La digestion progresiva de la sangre ingerida y la adicional acumulacion de
vitelo, induce la maduracién total de tan solo una proporcién de huevos y el aborto pro-
gresivo de algunos oocitos, con la respectiva degeneracion y la acumulacion, a veces, de
granulos de melanina en el ovario.

3. — La digestidn de sangre ingerida conduce a la acumulacion de fosfolipidos en
las células del estébmago y en las glindulas accesorias. Presumiblemente esto sucede inde-

pendiente de la cantidad de sangre ingerida.

4. La presencia de un calix con membranas, glébulos y grinulos de melanina,
son signos inequivocos de una ingesta completa y de una postura a término y generalmen-
te s¢ acompana de un estdmago v glindulas accesorias con fosfolipidos.

5. — La presencia fosfolipidos en el estomago® en las glandulas accesorias revela
simplemente ingestion de sangre en pequeiia o gran cantidad.

6. — Una ingesta no suficiente podria modificar la condicién de los oocitos y co-
locarios en fase diferente a la | de Christophers, lo mismo podria ocurrir tras una postura
donde los oocitos en relevo podrian tambien ser distintos de los de la fase I de Christo-

phers.

Bajo estas seis suposiciones hemos examinado los resultados de las disecciones de
462 hembras silvestres, considerando primero la ausencia de calix como criterio primario
de paridad a juzgar por las observactones de 6 hembras nacidas en el laboratorio y sobrevi-
vientes a la postura y tambien a 10 hembras nuliparas criadas en el laboratorio.

En un primer esfuerzo analitico hemos tomado en cuenta tres de los cuatro ca-
racteres que prestmiblemente podrian considerarse para fijar un criterio de nuliparidad o
de paridad, asi: a) ausencia o presencia de un calix, condicién de los oocitos y de las glan-
dulas accesorias; o bien, b} ausencia o presencia de calix, condicion de los oocitos y del es-
témago. En un segundo esfuerzo consideramos a los cuatro caracteres.

En el Cuadro 4 presentamos los resultados. Considerando a un calix complejo co-
mo signo de paridad y la escasa o nula visibilidad del mismo como signo de nuliparidad, el
estudio de la data a partir de estos supuestos, ofrece resuitados confiables que permiten
distinguir a las hembras nuliparas. En efecto, la ausencia de calix aparece con un valor de
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Resultados de las disecciones de 462 hembras silvestres d¢ Lu. rownsend! mosirando la combinatoria
de cuatro caracteres gonadotréficos y los respectivos porcentajes en la mucstra

Crlandulas
Calix ovarico Oocitos en acces. Estomago Numero en
Variable Presente Fase I Fosfolipidos | Fosfolipidos la %
Ausente | Si No Si No Si No muestra
+ + + 239 51.7
A + + + 76 16.5
+ + + 1 0.2
+ + + }3 2.8
Totales 329 71.20
+ + + 10 2.2
B + + + 4 0.9
+ + + 11 2.4
+ + + 108 234
Totales 133 28.9
+ + + 251 54.3
C + + + 64 13.9
+ + + I 0.2
+ + + 13 2.8
- Totales 329 71.2
+ + + 10 2.2
D + + 4 4 09
+ + + ] 0.2
+ + + 118 25.5
Totales 133 18.8
+ + + + 188 40.7
+ + + + 49 10.6
+ + + + 63 13.6
E + + + + 15 3.3
+ + + + 0 (.0
+ + + + I 0.2
+ + + + | 0.2
+ + + + 15 3.3
Totales 332 71.9
+ + + + 7 1.5
+ + + + 1 0.2
+ + + + 3 0.7
F + + + + 0 0.0
+ + + + 0 0.0
+ + + + 12 2.6
+ + + + [ 0.2
+ + + + 106 22.9
Totales 130 28.1
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mds de 70%, asociado claramente a 1a ausencia de fosfolipidos en el estémago, en las glan-
dulas accesorias o en ambos organos (variables A, C y E). La presencia de calix es tambien
confiable como para utilizarlo @ priori como signo de paridad. En las variables B, D y E se
ofrecen valores de 234,255y 22,9% con respecto a la muestra total. Entre 130 hembras
con calix modificado y tipico de las paridas en condiciones de laboratorio, €l 81,5% apa-
rece asociado a la presencia de tostolipidos en el estémago y las glindulas accesorias, en
cambio no hay ninguna hembra con calix de parida sin fosfolipidos en aquellos drganos;
todas estas hembras mostraron oocitos en fase distinta a la fase [ de Christophers. La aso-
ciacion de la ausencia de un calix aparente con oocitos en fase I, sin la presencia de fosfo-
lipidos en el estomago y en las gldndulas accesorias (variable E) es indicativo no solo de
nuliparidad sino de ayuno sanguineo en tales hembras; el 56,6% de las hembras considera-
das nuliparas —a juzgar por esta asociacidon — no habian ingerido sangre lo que sugiere que
un 53% de las nuliparas han ingerido una cierta cantidad de sangre, sin que esta haya sido
suticiente para desencadenar un ciclo gonadotréfico completo. Una meodificacion de los
oocitos como para colocarlos en una fase mds avanzada de la fase I de Christophers apa-
rentemente solo seria posible después de una postura; apenas 4,5% presentaron esta carac-
teristica en condiciones de nuliparidad.

A juzgar por los resultados obtenidos, la deteccidn de paridad en Lu. townsend;

es confiable en un 81,5%. La ausencia de un calix y la ausencia de fosfolipidos en las
glandulas accesorias aparece en el 72,6% de las nuliparas y el mismo cardcter asociado a la

ausencia de fosfolipidos en el estomago, aparece en el 76,3% de las mismas, lo que dd un
mas bajo criterio de confiabilidad. Es importante sefialar la presencia de dos hembras que
mostrando ovarios con oocitos en fase distinta a la [ de Christophers mostraron fosfol ipi-
dos en el estdmago o en las glaindulas accesorias. La presencia de fosfolipidos en el estd-
mago y en las glindulas accesorias es un fendmeno equivalente e indica simplemente la in-
gestion de sangre.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El conocimiento de la edad fisioldgica de los flebétomos, asi como de sus hdbi-
tos o preferencias alimentarias y la actividad picadora diaria o estacional, constituyen la
data fundamental para estudios epidemiologicos de las enfermedades cuyos agentes etiold-
gicos transmiten.

En la Region Neotropica estos estudios sobre edad fisiolégica han sido realizados
principalmente por investigadores britdnicos y norteamericanos (Chaniotis & Anderson,
1967; Johnson & Hertig, 1961 ; Lewis, 1965).

Flebétomos con pocas horas de emergencia pupal, con asociacion gonadotrifica
y en condiciones de ayuno, los ovarios de cada ovario politréfico estan formados por un
germinario apical y un foliculo conectado al oviducto; las glindulas accesorias asi como el
estOmago aparecen usualmente vacios. Tras la ingestién de sangre a replecion se desenca-
denan cambios dramdticos mediados por mecanismos neuroendocrinos {(Tombes, 1970)
gue culminan con la maduracion de un determinado niémero*de huevos, la acumulacién
de un material granular de secrecidén en las glandulas accesorias v la presencia de glébulos
lipidicos en las células gdstricas. Otros organos como las glandulas salivales y los tubos de
Malpighio sufren tambien modificaciones que por su cardcter irregular no han sido ttiles
para determinar variaciones morfolégicas que pudieran servir para distinguir una hembra
nulipara de una parida (Lewis & Minter, 1960; Lewis, 1965).

El diminuto tamaifo de los ovarios en Phlebotominae hace dificil si né imposible
el empleo de la técnica de Detinova (1962) que permite precisar el mimero de ovopostu-
ras en mosquitos por la diseccion de los ovariolos y el recuento de las reliquias ovariolares
o simplemente la apreciacion de paridad por la compleja morfologia de las tridqueas.
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Utilizando a priori criterios andlogos y derivados del conocimiento con Culici-
dae, Lewis (1965) disecd hembras silvestres de cinco especies de Lutzomyia de Honduras
Britanica. Un calix ovdrico grueso y rugoso fue considerado cardcter de paridad, como
tambien lo fue la presencia de un cuerpo graso bien desarrollado; la presencia de secrecton
granular en las glindulas accesorias no ofrecié resultados confiables. Es importante obser-
var que la validez de estos caracteres vario de una especi¢ a otra.

En un estudio posterior Lewis, Lainson & Shaw (1970) registran la presencia o
ausencia de secrecion granular en las glindulas accesorias de Lu. flaviscutellata 'y en otras
once especies de Lufzomyia con un error aproximado de 6,9% para las paridas y de 13,3%
para las nuliparas. Chaniotis & Anderson (1967) estudiando tres especies de Lutzomyia
de California, encuentran util y confiable la presencia de secrecién en las glindulas acceso-
rias para distinguir a las hembras paridas; en este caso la distincion entre nuliparas y pari-
das se hizo con hembras criadas en el laboratorio; el cardcter aparecié confiable con un
5% de error.

El examen de 462 hembras silvestres de Lu. townsendi capturadas en el Estado
Trujillo, ha tomado en cuenta principalmente ala morfologia del calix ovdrico para sepa-
rar nuliparas y paridas, complementando esa caracteristica con observaciones adicionales
de los foliculos ovariolares y de la presencia o ausencia de fosfolipidos en las células del
estomago y en las glandulas accesorias.

f.a morfologia del calix ovdrico en las hembras paridas es compleja y la complica-
cién deriva de dos procesos funcionales poco conocidos. por una parte la inhibicién del
desarrollo en el tltimo foliculo de algunos ovariclos que es un fenémeno regular en casl
todos los mosquitos y por la otra. la presencia no siempre constante de melanina en el ca-
lix ovarico. El fenémeno de la degeneraciéon folicular o de la oogénesis abortiva ha sido
discutido por Detinova (1962). El proceso de atrotia de algunos fol{culos en ovarios indi-
viduales ocurre simultineamente con la maduracién progresiva de otros y para que ocurra,
la hembra debe haber ingerido sangre y la mayoria de los dltimos foliculos encontrarse cn
la fase 1 — 1I o II de desarrollo.

Se han planteado varias hipdtesis para explicar la oogenesis abortiva. Se ha invo-
cado la accion de un factor humoral que no es producido por el corpora lutea (Larsen &
Bodenstein, 1959) sino producido por los propios ovarios (Clements. [963). Aparente-
mente, el ovario mismo segrega un inhibidor que actiia sobre los foliculos menos desarrol-
lados (Meola & Lea, 1972). En Aedes allatectomizados el fenomeno de la oogenesis abor-
tiva ocurre, lo que indica que la hormona del cuerpo alado no limita el desarroilo de los
huevos (Lea, 1963). La atrofia folicular probablemente conduce 4 la deposicion de mela-
ninas como un proceso de reaccidén inmune del insecto (Nappi, 1975). Es especulable que
en el proceso de atrofia participen activamente lisosomas que normalmente intervienen ¢n
el transporte de vitelo hacia los oocitos (Roth & Porter, 1964). Procesas de autolisis po-
drian conducir a la sintesis de melanina como una reaccion de defensa (Lipke. 19751

El proceso de la digestion de sangre por el estomago en los flebotomos es escasa-
mente conocido: se podrian inferir algunos conocimientos a partir de la abundante litera-
tura sobre el proceso digestivo en Otros hematéfagos. Feng (1951) estudid la formacion
de la membrana peritrfica en tres especies de flebotomos de China, sefialando que la di-
gestion de la sangre se realiza desde la periferia hacia el interior. La digestion ¢S relativa-
mente lenta y en Phlebotomus par.. usi la hemolisis ocurre atn cuatro dias después de la
ingesta (Adler & Theodor, 1926). En Phlebotomus argentipes es posible reconocer, me-
diante precipitinas, sangre humana o de raton ingerida ocho dias antes y en pequena cun-
tidad (Lloyd & Napier, 1930); esta uitima observacion sugerié a Gooding (1972) que al-
gin componente antigenico de la sangre persistia en el estomago resisticndo a la digestion
de las enzimas proteoliticas del mismo. El proceso de la digestion estomacal en Aedesy
Anopheles ha sido estudiado por Gander (1968); al final de una primera fase que concluye
con la formacién de la membrana peritrdfica a las 16 horas en A, eagypti y a las 30 en
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A. stephensi, cesa la actividad secretora de las células epiteliales y comienza la apariciéon
de gotitas oleosas en la masa sanguinea, inicidndose la fase II con la acumulacion de car-
bohidratos y de lipidos en las células epiteliales. En los flebdtomos, a juzgar por los hal-
lazgos de Feng (1951) y de Gemetchu (1974), el proceso de la digestion es similar al de
los Culicidae y la presencia de las gotas de lipidos, particularmente de fosfolipidos, podria
dar cuenta de la reactividad antigénica tardia del “contenido” del estdmago que observa-
ron Lloyd & Napier (1930) y que Gooding (1972) supuso que existia. La cantidad de fos-
folipidos es variable en el estomago de las hembras silvestres de Lu. townsendi o en las na-
cidas en el laboratorio y alimentadas sobre el hamster; es especulable la existencia de

transporte de fosfolipidos desde la pared gdstrica hasta las glindulas accesorias; en estas
altimas la acumulacion es progresiva y alcanza su maximo al final de la digestion.

La consideracion de los tres caracteres morfologicos, cuyos mecanismos de pro-
duccidén hemos discutido para las hembras de Lu. fownsendi, nos ha permitido diferenciar
con un 72% de seguridad, a las hembras nuliparas.

En estudios epidemioldgicos sobre leishmaniasis, la segura paridad de los fleboéto-
mos no es asunto que tenga mayor importancia que el que se refiere al reconocimiento de
hembras que han_ingerido sangre de un posible mamifero reservorio. El establecimiento
de una infeccidon por leishmanias dermotropas en un fleb6tomo no requiere de una ingesta
completa de sangre o de la sangre misma; a menudo hemos registrado infecciones con gran
nimero de promastigotos que completan su desarrollo anterior en Lu. rownsendi que se
han ingurgitado con linfa sobre la pata de un hamster infectado con L. mexicana (Scorza,
1981). En estos términos, lo importante es distinguir a hembras que no han ingerido san-
gre de aquellas que lo han hecho. Esto es tanto mds importante cuando se trabaja con es-
pecies que son gonadotroficamente discordantes y que, por ende, necesitan mds de una in-
gesta de sangre para madurar un fote de huevos.

En nuestro trabajo sin embargo, por ser Lu. townsendi un fleb6tomo con con-
cordancia gonadotrofica, hemos prestado particular atencion a la condicidn de los ovarios,
especialmente a la presencia de un calix irregular y a oocitos terminales en fase distinta de
la fase I de Christophers. Adicionalmente y como un criterio de confirmaciéon, hemos pre-
cisado el aspecto de las células gistric»s y de las gldndulas accesorias, buscando gotitas o
granulos de fosfolipidos respectivam. .. La ausencia de un calix acompafiado de oocitos
en fase I, sin la presencia de fosfolipiuo estomacal o en las glandulas accesorias, consti-
tuyen de acuerdo con nuestros resultados, caracteres inequivocos de nuliparidad. Segan
elio, en una muestra de 462 hembras silvestres estos caracteres aparecieron respectivamen-
te en 239 vy 251 ejemplares para un 51,7 y 54,3% de nuliparas. La presencia de fosfolipi-
dos en las glandulas accesorias, en estas hembras nuliparas tuvo lugar en un 16,5% de la
muestra total y en un 23,1% de las 329 hembras identificadas como nuliparas. 13,9% en
la muestra presentaron en el estomago. Tomando en cuenta los cuatro caracteres, contan-
do aquellas hembras sin calix desarrollado y oocitos en fase 1, que podian o nd presentar
fosfolipidos, la proporcién de nuliparas alcanzé hasta el 68%. Hembras con calices ausen-
tes y ovocitos en fase diferente a la I, son escasas y apenas alcanzan a un 4% de la muestra
total, lo que sugiere que confiando en el cardcter condicién normal de un calix, el error de

nuliparidad es relativamente alto.

La caracterizacién de las her™-~~ =aridas, tomando en cuenta los caracteres en
estudios dan mejores resultados;u* ... .. .. 'mbras consideradas paridas, 106 entre
130, presentaron calices hlpertmfuuns y granulares y con oocitos mas avanzados de la
fase I y podrian considerarse ciertamente como paridas.

En conclusion, estimamos que es mas prdctico y seguro precisar un criterio de
paridad que otro de nuliparidad. Hembras con ovarios refringentes, sin cdlices, y sin fosfo-
lipidos en el estdbmago o en las glandulas accesorias, aproximan la seguridad del diagnosti-

co de nuliparidad en un 56,6% de confianza.
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SUMMARY

Lutzomyia townsendi (Ortiz, 1959) is the main anthropophilic sandfly in en-
demic places for Leishmania braziliensis and L. garnhami in Western Venezuela.

The study of laboratory bred females, nulliparous or parous and, wild females
fed on man as well as wild females maintained with sucrose, allowed to establish a criterion
of nulliparity with 56.6% of confidence for those captured in field conditions. In the
same wild females, parity can be assessed with 81.5% of confidence.

After blood digestion of full-engorged females a gonotrophic cycle is completed.
Abortive oogenesis and accumulation of phospholipids in midgut epitelial cells and into
accessory glands are observed.

The ovoposition produces a thick and irregular ovaric calix with rests of abortive
oocytes and accumulation of a melanin-like black pigment. All these changes are enough

for identification of a parous fly.

The presence of phospholipids in the stomach and accessory glands of a nullipa-
rous sandfly is indicative of digestion of an incomplete blood meal.
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