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RESUMO

Algumas espécies de protozoarios do género Leishmania Ross, 1903 s&o
causadores da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no Novo Mundo,
incluindo o Brasil, e sédo transmitidos por flebotomineos do género Lutzomyia
Franca, 1924 (Psychodidae: Phlebotominae). A LTA, endémica no Parana, tem
o Vale do Rio Ribeira de Iguape como uma das suas principais areas de
transmissdo neste estado. No municipio de Adriandpolis, a ocorréncia da
doenca apresenta uma média de 11 casos em humanos por ano desde 2007, e
a espécie patogénica é Leishmania (Viannia) braziliensis. Em Epitacio Pessoa,
localidade da area rural de Adrianopolis, ocorreram casos de LTA, constituindo-
se portanto na area de estudo do presente trabalho. Com o objetivo de verificar
a diversidade, a variacdo populacional por ecoétopo, frequéncia horaria e
abundancia dos flebotomineos de acordo com as estacBes climaticas,
procederam-se coletas destes vetores na area mencionada. Para tanto,
armadilhas do tipo CDC foram instaladas no peridomicilio, domicilio e mata,
entre outubro de 2010 e janeiro de 2011, e a armadilha de Shannon foi utilizada
entre a Primavera de 2012 e o Inverno de 2013. Uma parte dos flebotomineos
coletados foram dissecados para a pesquisa de infeccdo natural por
Leishmania. Os flebotomineos coletados foram identificados conforme as suas
caracteristicas morfologicas, e analisados estatisticamente por meio do Teste
de qui-quadrado, Teste Z para duas propor¢des e foram calculados os indices
de abundancia ISA (indice de Abundancia Especifico) e SISA (indice de
Abundancia Especifico Padronizado). Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia foi a
espécie mais abundante, representando 99,11% dos flebotomineos coletados
com as armadilhas CDC e 99,34% dos coletados com armadilha de Shannon.
Esteve presente em todos os ecétopos, com maior prevaléncia no
peridomicilio, que por constituir um ambiente modificado pela acdo humana é
um ecotopo que permite a selecdo desta espécie. Os flebotomineos
prevaleceram nas épocas quentes (Verdo e Primavera), o que denota para
estes periodos maior risco de transmissdo de L. (V.) braziliensis. Lutzomyia
(N.) intermedia apresentou um padrdo de aumento da sua densidade até a
metade da noite, para em seguida entrar em declinio. Lutzomyia (Pintomyia)
fischeri foi coletada praticando hematofagia na segunda metade da noite,
guando esta espécie foi capturada em maior numero. Apesar de nenhum dos
flebotomineos dissecados ter apresentado infec¢édo pelo protozoario, é possivel
afirmar que L. (N.) intermedia e L. (P.) fischeri possam estar atuando como
vetores na area estudada. A primeira, por apresentar densidade crescente no
inicio da noite, no peridomicilio, e no domicilio na segunda metade, quando
passaria a frequentar este ecotopo na busca de abrigo. A segunda, suspeita-se
gque possa ser a vetora secundaria de L. (V.) braziliensis, pela baixa densidade
mas com ocorréncia no periodo final da noite e inicio da manha, quando os
trabalhadores rurais estdo expostos no peridomicilio. Estes resultados sao
importantes para conhecimento do perfil epidemioldgico da LTA na regido e
estabelecimento de medidas de controle.

Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar americana. Adriandpolis. Lutzomyia
(Nyssomyia) intermedia. Frequéncia horaria.



ABSTRACT

Protozoa of the genus Leishmania Ross, 1903 causes American Cutaneous
Leishmaniosis (ACL) in the New World, including Brazil, and are transmitted by
sand flies of the genus Lutzomyia Franca, 1924 (Psychodidae: Phlebotominae).
The ACL, endemic in the State of Paranda, has the Ribeira River Valley as one
of its main areas of transmission. In the municipality of Adrianopolis, the
occurrence of the disease has an average of 11 human cases per year, since
2007, caused specifically by Leishmania (Viannia) braziliensis. Epitacio Pessoa
is a rural town nearby Adriandpolis where occurred ACL cases and corresponds
to the study area of this work. Aiming to verify the diversity, population variation
for ecotype, hourly frequency and population density of the sand flies according
to climate stations, it were preceded up collection of these vectors in
aforementioned area. For this study, CDC traps were installed in places outside
the home, peridomicile and in wild areas, from October 2010 to January 2011,
and the Shannon trap was used in the period between spring 2012 and winter
2013. Part of the sand flies were dissected for research of natural Leishmania
infection. Sand flies collected were identified according to their morphological
characteristics, and statistically analyzed using the chi-square test, Z test for
two proportions and the abundance index ISA (Index of Species Abundance)
and SISA (Standardized Index of Species Abundance). A Lutzomyia
(Nyssomyia) intermedia was the most prevalent species, with 99.11% of the
sandflies collected with CDC traps and 99.34% with the Shannon trap.
Lutzomyia (N.) intermedia was present in all ecotypes, with the highest
prevalence in the peridomicile, which is an environment modified by human
action and, for that, is an ecotype that allows the selection of this species. The
sand flies prevailed in the warm seasons (spring and summer), denoting for
these periods greater risk of transmission of L. (V.) braziliensis. Lutzomyia (N.)
intermedia showed a pattern of increased population density until the middle of
the night, going into decline afterwards. Lutzomyia (Pintomyia) fischeri was
collected practicing hematophagy in the second half of the night, when this
species was captured in highest number. Although none of the sandflies
dissected presented protozoan infection, it is possible to assert that L. (N.)
intermedia and L. (P.) fischeri may be acting as vectors in the studied area. The
first one, by presenting an increasing density in the early evening, in the
peridomicile, and in the domicile in the second half of evening, when it would
start at tending this ecotype in search for shelter. The latter, is suspected as
secondary vector of L. (V.) braziliensis, due to the low density, but occurring at
the end of the night and early morning, when farm workers are exposed in the
peridomicile. These results are important for understanding the epidemiologic
profile of ACL in the region and the establishment of control measures.

Key Words: American cutaneous leishmaniosis. Adriandpolis. Lutzomyia
(Nyssomyia) intermedia. Hourly frequency.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo endemias de vasta distribuicdo no Velho e no
Novo Mundo, comprometendo, atualmente, cerca de 12 milhGes de pessoas,
em 98 paises, abrangendo América Central, América do Sul, Africa, india, Asia
Oriental e Central e paises europeus da Bacia do Mediterraneo. Do total dos
casos de leishmaniose visceral do mundo, 90% correspondem aos de
ocorrénia no Suddo, Bangladesh, india, Nepal e Brasil. O mesmo percentual
dos casos de leishmaniose tegumentar ocorre no Brasil, Peru, Arabia Saudita,
Siria, Ird e Afeganistdo. Para ambas as infec¢fes, estima-se a ocorréncia de
1,2 milhdo de novos casos e 20 a 30 mil mortes anuais (ALVAR et al., 2012;
WHO, 2014).

Estas endemias sdo causadas por espécies de protozoarios
pertencentes ao género Leishmania Ross, 1903 (Metakinetoplastina:
Trypanosomatida), que sao capazes de parasitar o sistema fagocitico
mononuclear de hospedeiros mamiferos (TITUS et al., 1993; DEDET et al.,
1999). Quando apresentam tropismo pela pele, estas espécies sdo causadoras
da leishmaniose tegumentar, podendo se manifestar nas formas cutanea,
mucocutanea ou cutanea difusa (SILVEIRA et al., 2004; DUJARDIN, 2006). As
espécies que apresentam viscerotropismo causam a forma visceral, com
acometimento de diversos 0Orgaos, principalmente o baco, figado, medula
0ssea, linfonodos e mucosa intestinal (GUERIN et al., 2002; CHAPPUIS et al.,
2007).

Os protozoarios sdo transmitidos para os animais vertebrados mediante
a alimentacdo sanguinea realizada nestes, pelas fémeas de dipteros da familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. Nas Américas, os flebotomineos
transmissores das leishméanias pertencem ao género Lutzomyia Franca, 1924
(SHAW & LAINSON, 1987; YOUNG & DUNCAN, 1994). A transmissao ocorre
qguando as formas flageladas do protozoario (promastigotas) desenvolvem-se
no intestino dos flebotomineos vetores, para depois, durante novo repasto de
sangue, serem regurgitadas em outro hospedeiro vertebrado, no qual séo
fagocitadas pelos macrofagos e transformadas em formas amastigotas
(BANULS et al., 2007; HIDE et al., 2007).
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No Brasil, as leishmanioses estdo em franca expansdo geogréfica,
presentes em capitais federativas como: Fortaleza (Ceara), Natal (Rio Grande
do Norte), Sdo Luiz (Maranh&o), Teresina (Piaui), Belo Horizonte (Minas
Gerais), Campo Grande (Mato Grosso do Sul), Palmas (Tocantins) e Rio de
Janeiro (Rio de Janeiro), e na periferia de cidades de médio e grande porte
como: Santarém (Para), Montes Claros (Minas Gerais), Corumba (Mato Grosso
do Sul), Aracatuba (Sao Paulo) e Sdo Borja (Rio Grande do Sul). Fazem parte
da lista de doencas que compdem o Sistema de Doencas de Notificacdo
Compulséria (BRASIL, 2006; 2007).

As principais espécies de leishméanias causadoras de leishmaniose
tegumentar e que ocorrem no nNosso pais (leishmaniose tegumentar americana
— LTA) sé&o: Leishmania (Viannia) braziliensis Vianna, 1911, Leishmania
(Leishmania) amazonensis Lainson & Shaw, 1972, e Leishmania (Viannia)
guyanensis Floch, 1954. Estas espécies tém como seus respectivos vetores:
Lutzomyia (Psychodopygus) wellcomei (Fraiha, Shaw & Lainson, 1971),
Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani (Antunes & Coutinho, 1939), e Lutzomyia
(Nyssomyia) intermedia (Lutz & Neiva, 1912) (para L. (V.) braziliensis);
Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata (Mangabeira, 1942) (para L. (L.)
amazonensis) e Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis (Mangabeira, 1942),
Lutzomyia (Nyssomyia) anduzei (Rozeboom, 1942) e L. (N.) whitmani (para L.
(V.) guyanensis). A leishmaniose visceral é causada por Leishmania
(Leishmania) infantum Nicolle, 1908 (GRIMALDI & TESH, 1993; ASHFORD et
al., 2010). A espécie Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) é
incriminada pela transmisséo de L. (L.) infantum (DEANE & DEANE, 1962;
RANGEL & LAINSON, 2003).

Cada uma destas espécies de leishmania estd relacionada com
diferentes padrbes epidemioldgicos, em que estdo implicados distintos vetores
e reservatorios (PETERSON & SHAW, 2003; ROQUE & JANSEN, 2014). A
espécie L. (V.) braziliensis é responsavel pela maior parte dos casos de LTA no
Brasil, estando distribuida por todo o pais, e com importantes areas de
transmissao na regidao Sudeste, nos estados de S&o Paulo (TOLEZANO, 1994),
Rio de Janeiro (BUSTAMENTE et al., 2009), Espirito Santo (FALQUETO et al.,
2003) e Minas Gerais (MARCELINO et al., 2011). Na regido Sul, o estado do

Parana € o que apresenta o maior numero de casos de LTA, onde L. (V.)
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braziliensis foi isolada de animais e seres humanos de areas endémicas nas
regides norte, central e no Vale do Rio Ribeira (LUZ et al., 2000; CASTRO et
al., 2002; 2005; THOMAZ-SOCCOL et al., 2009).

Na regido do Vale do Rio Ribeira, a populacdo predominante de
flebotomineos pertence a espécie L. (N.) intermedia, e recai sobre a mesma a
suspeita de atuar como vetor de L. (V.) braziliensis para os seres humanos e
animais domésticos (DOMINGOS et al, 1998; CASTRO et al., 2005;
GONGALVES, 2010).

A compreensdo da dindmica de transmissao do parasito é regida pelo
conhecimento dos diferentes aspectos da biologia dos insetos vetores. Entre as
metodologias utilizadas para estudar estes aspectos, encontram-se as analises
de variagcdo sazonal (SOUZA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2008; COSTA et al.,
2013), andlises da frequéncia horaria destes insetos e das esta¢cfes climéticas
do ano (SOUZA et al., 2005; GONZALEZ et al., 1999; CARVALHO et al., 2012).

Estudos conduzidos na regido Neotropical sugerem claramente a
existéncia de padrBes diferenciados de atividade horaria e antropofilia das
espécies de flebotomineos: algumas demonstram um pico de atividade no
crepusculo vespertino, enquanto outras nas horas mais avancadas da noite
(WILLIANS, 1966; 1970; GOMES et al., 1983; HASHIGUCHI et al., 1985;
MORRISON et al., 1995; FELICIANGELI, 1997). Investigacdes desenvolvidas
em varias regides do Brasil tém discutido os ritmos de atividade de L. (N.)
intermedia e L. (N.) whitmani (ARAUJO-FILHO, 1979; GOMES et al., 1983;
RANGEL et al., 1990; AZEVEDO & RANGEL, 1991; GALATI et al., 1996;
BARROS et al., 2000; SOUZA et al., 2005).

Neste estudo, considerando o potencial papel vetorial de L. (N.)
intermedia na regido do Vale do Ribeira, objetivou-se pesquisar esta espécie,
no municipio paranaense de Adrianopolis, onde tém sido notificados em torno
de 11 casos anuais de LTA desde 2007 (BRASIL, 2014). Esta investigacéo
esta sustentada em dois pontos principais: andlise da variacdo, frequéncia e
preferéncia dos flebotomineos pelos ecotopos de captura, e a analise da
frequéncia horaria e antropofilia destes, nas quatro estacdes do ano.

Assim, investigagbes que procurem esclarecer o0s padrbes

comportamentais dos transmissores de Leishmania spp. sdo de fundamental
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importancia para o controle da LTA neste municipio, servindo como referéncia

para outras areas endémicas do pais com perfis epidemiolégicos similares.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Analisar os aspectos ecolégicos de flebotomineos, com enfoque na

espécie L. (N.) intermedia, em Adriandpolis, regido do Vale do Rio Ribeira, area

endémica de LTA no estado do Parana, Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar quais espécies compdem a fauna flebotominica na regiao

durante os periodos estudados, bem como a sua abundancia;

Verificar a variacdo populacional dos flebotomineos em diferentes

ecotopos da area estudada ao longo de quatro meses;

Investigar a frequéncia horaria dos flebotomineos na regiéo;

Estudar a flutuacédo da fauna flebotominica na area acima mencionada,

ao longo das quatro esta¢cdes do ano;

Determinar a presenca de L. (V.) braziliensis em flebotomineos e os

vetores do parasito da area estudada.

Objetivos
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leishmania e leishmanioses

Protozodrios do género Leishmania Ross, 1903 sdo parasitos
heteroxenos de varias espécies de vertebrados, e que, para completarem o seu
ciclo, necessitam de hospedeiros invertebrados da subfamilia Phlebotominae
(Diptera: Psychodidae), os flebotomineos. O parasito tem duas formas: a
amastigota, presente nos vertebrados, e a promastigota, nos hospedeiros
invertebrados (ADLER & THEODOR, 1957; LAINSON & SHAW, 1987). Nas
Américas, estes protozoarios estdo presentes desde a Peninsula de Yucatan
até o norte da Argentina e sul do Brasil, ocorrendo em 22 paises (THOMAZ-
SOCCOL, 1993). De acordo com Adl et al. (2005), as leishméanias possuem a

seguinte classificagéo:

EXCAVATA Cavalier-Smith, 2002, emend. Simpson, 2003
*EUGLENOZOA Cavalier-Smith, 1981, emend. Simpson, 1997
*KINETOPLASTEA Honigberg, 1963

**METAKINETOPLASTINA Vickerman in Moreira, Lopez-Garcia and
Vickerman, 2004

****TRYPANOSOMATIDA Kent, 1880, emend. Vickerman in Moreira, Lopez-
Garcia and Vickerman, 2004

e+ LEISHMANIA Ross, 1903

O status taxondmico dos parasitos do género Leishmania tem sido foco
de sucessivas pesquisas que envolveram desde a andlise de caracteres
clinicos (ADLER, 1964), morfolégicos (WILLIAMS & COELHO, 1978),
sorologicos (GRIMALDI et al., 1987), a analise do desenvolvimento dos
parasitos em animais de experimentacdo, nos meios de cultura e nos insetos
vetores (LAINSON & SHAW, 1972; 1979), até a tipagem por meio de MLEE
(Eletroforese de Enzima Multiloco) (THOMAZ-SOCCOL et al., 1993a;
CUPOLILLO et al., 1995; THOMAZ-SOCCOL et al., 2000) e de marcadores
moleculares diversos (ODDONE et al., 2009; FRAGA et al., 2013; MARCILI et
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al., 2014; CORTES et al., 2014). Uma das propostas que logrou éxito entre 0s
pesquisadores foi a de Lainson & Shaw (1987), que separaram 0s protozoarios
em dois subgéneros: Leishmania Safjanova, 1982 e Viannia Lainson & Shaw,
1987. Os protozoarios do subgénero Leishmania possuem as formas
amastigotas maiores (3-6 um) que as do subgénero Viannia (2-4 ym), além de
crescerem com maior rapidez nos meios de cultura. As formas promastigotas
do subgénero Leishmania desenvolvem-se somente nas partes anterior e
média do intestino dos insetos vetores, enquanto que as promastigotas do
subgénero Viannia desenvolvem-se no intestino anterior, médio e posterior. A
divisdo em dois subgéneros foi confirmada posteriormente por estudos de
MLEE (THOMAZ-SOCCOL et al., 1993b; CUPOLILLO et al., 1995) e biologia
molecular (De BRUIIN & BARKER, 1992; VOLPINI et al., 2004).

O ciclo de vida do género Leishmania esta relacionado com o repasto
sanguineo realizado pelas fémeas dos flebotomineos (Figura 1). Para que elas
possam transmitir o protozodrio, € preciso que fagam uma refeicdo sanguinea
em um hospedeiro vertebrado que seja reservatorio, ou seja, aquele que
mantém o ciclo do parasito na natureza, constituindo assim uma fonte de
infeccdo (HERRER et al., 1973). As formas amastigotas presentes no
reservatério sdo entdo ingeridas pelo flebotomineo juntamente com o sangue
do animal, e quando atingem o intestino médio do inseto iniciam a
transformacdo em formas promastigotas. Estas formas, ap6s romperem a
matriz peritrofica que envolve o bolo alimentar, colonizardo a regiao do intestino
pela qual tém preferéncia, segundo a espécie/subgénero a que pertencem
(LAINSON & SHAW, 1979; OLIVEIRA et al., 2009). Apos intensa multiplicacéo,
as promastigotas migram em direcdo ao intestino anterior do inseto, e secretam
um gel (promastigote secretory gel — PSG) que bloqueia a por¢édo anterior do
intestino meédio. Este bloqueio dificulta a succdo de sangue pelo flebotomineo,
e assim, quando realiza um segundo repasto, ele regurgita 0s protozoarios
juntamente com a saliva e o PSG diretamente no local da picada (STIERHOF
et al., 1999; ROGERS et al., 2004).
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Figura 1: Ciclo bioldgico das leishménias: A infec¢do do flebotomineo ocorre quando o
mesmo ingere formas amastigotas durante o repasto sanguineo, no hospedeiro
reservatorio. As amastigotas transformam-se em promastigotas, que colonizam e se
multiplicam no intestino anterior, médio e/ou posterior do inseto. Promastigotas
infectantes (metaciclicas) migram para o intestino anterior do flebotomineo, e séo
transmitidas para outro hospedeiro mamifero pela regurgitacdo, durante nova tentativa
de repasto. Estas promastigotas sdo opsonizadas e fagocitadas pelos macréfagos, onde
resistem dentro de fagolisossomos, transformando-se em amastigotas. As amastigotas se
multiplicam nas células infectadas por divisdo binaria. Fonte: Sacks & Noben-Trauth,
2002 (com modificacdes)

As leishmanioses no Novo Mundo podem ser divididas em leishmaniose
visceral americana (LVA) e leishmaniose tegumentar americana (LTA), com
manifestacdes clinicas diversas, podendo evoluir desde a cura espontanea até
a morte. (Figura 2). Enquanto que, nas Américas, a LVA é causada unicamente
por L. (L.) infantum?!, a LTA pode ser causada por varias espécies, cada qual
relacionada com uma ou mais formas especificas de patologia humana
(ASHFORD et al., 2010):

1 Sin.: Leishmania (Leishmania) chagasi Cunha & Chagas, 1937
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- Leishmaniose cutanea: desenvolve-se com lesbes Unicas ou mudltiplas,
Ulceras com bordas elevadas, base eritematosa, podendo ocorrer também
formas disseminadas (HERWALDT, 1999) (Figura 2A). E causada no Brasil
pelas seguintes espécies (GRIMALDI et al., 1989; SILVEIRA et al., 2002): L.
(V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis (principais),
Leishmania (Viannia) lainsoni Silveira, Shaw, Braga & Ishikawa, 1987,
Leishmania (Viannia) shawi Lainson, Braga, de Souza, PoOvoa, Ishikawa &
Silveira, 1989, Leishmania (Viannia) naiffi Lainson & Shaw, 1989 e Leishmania

(Viannia) lindenbergi Silveira, Ishikawa, Souza & Lainson, 2002.

- Leishmaniose mucocutanea: no Brasil, 3 a 5% dos casos por L. (V.)
braziliensis sdo acometidos por lesdes destrutivas nas mucosas das vias
aéreas superiores, geralmente secundarias a lesdo cutanea (Figura 2B)
(OLIVEIRA-NETO et al., 1988; REITHINGER et al., 2007).

- Leishmaniose cutanea difusa: no Brasil, causada por L. (L.) amazonensis.
Associada com pacientes imunocomprometidos, desenvolve-se com mdultiplas
lesbes papulosas e nodulares nédo ulceradas, relacionada com forte anergia e
resposta terapéutica pobre ou ausente (Figura 2C) (CONVIT et al.,, 1993;
AZULAY & AZULAY, 1995).

A LVA, também conhecida como calazar americano, € causada por L.
(L.) infantum. Esta espécie é parasita das células do sistema fagocitico
mononuclear do baco, figado e medula éssea, ocasionando febre irregular,
acentuado emagrecimento e também hepatoesplenomegalia, anemia,
leucopenia e trombocitopenia (Figura 2D) (DESJEUX, 2004: BANULS et al.,
2007).
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Figura 2: Formas clinicas das leishmanioses: (A) leishmaniose cutanea, (B)
leishmaniose mucocutanea, (C) leishmaniose cutanea difusa e (D) leishmaniose
visceral. Fonte: Bafiuls et al., 2007

3.2 Os flebotomineos

Os vetores de Leishmania pertencem a subfamilia Phlebotominae. Das
inUmeras propostas de classificagdo dos flebotomineos americanos, destacam-
se as de Forattini (1973), Martins et al. (1978), Artemiev (1991), Young &
Duncan (1994) e Galati (2003). De acordo com Young & Duncan (1994), estes

vetores possuem a seguinte classificagao:
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- Classe: Insecta Linné, 1758

- Ordem: Diptera Linné, 1758

- Familia: Psychodidae Newman, 1834

- Subfamilia: Phlebotominae Rondani, 1840

- Género: Lutzomyia Franca, 1924

No Velho Mundo, cabe ao género Phlebotomus Rondani & Berté, 1840 a
responsabilidade pela transmisséo de Leishmania (KILLICK-KENDRIK, 1999).
Nas Américas, além do género Lutzomyia, a subfamilia Phlebotominae alberga
0S géneros Brumptomyia Franca & Parrot, 1921 e Warileya Hertig, 1948, sem
qualquer participacdo na transmissdo do patdgeno (YOUNG & DUNCAN,
1994).

Cerca de 476 espécies compdem o género Lutzomyia, distribuidas em
toda regido Neotropical e ao sul da regido Neartica. Destas, em torno de 20 sao
vetoras confirmadas ou potenciais de Leishmania no Brasil (KILLICK-
KENDRIK, 1990; YOUNG & DUNCAN, 1994; BERMUDEZ, 2009).

Para sustentar a condicdo de espécie vetora, o flebotomineo deve
atender a alguns critérios: (1) permitir o encontro de formas promastigotas em
fémeas selvagens sem refeicdo sanguinea recente, (2) apresentar crescimento
exuberante destas formas dentro do intestino, (3) apresentar atracao por seres
humanos e hospedeiros reservatorios, (4) mostrar forte associacdo ecolégica,
incluindo a sazonalidade, entre o flebotomineo, seres humanos e reservatorios,
(5) permitir a transmissao experimental apés a infeccéo a partir de hospedeiros
naturais ou modelo laboratorial equivalente, (6) demonstrar, por modelo
matematico, e usando dados retrospectivos, que a espécie é essencial para
manter a transmissdo com ou sem o envolvimento de outros vetores, e (7)
demonstrar, por modelo mateméatico, com base em um programa de controle
planejado, que a incidéncia da doenca diminui significativamente com a
diminuicdo significativa da densidade do vetor especifico (KILLICK-KENDRIK,
1990; BATES, 2007; ASHFORD et al., 2010; READY, 2011; 2013).

Além da transmissdo de Leishmania, flebotomineos também estédo
implicados com a transmissdo de outros microrganismos, como a bactéria

Bartonella bacilliformis (causadora da doenca de Carrion), arbovirus e outros
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tripanosomatideos (ANDERSON & NEUMAN, 1997; SHAW et al.,, 2003;
SOARES & TURCO, 2003; READY, 2013).

Os flebotomineos, no Brasil, recebem diferentes denominacdes
populares, conforme as regides onde sao encontrados: birigui, mosquito-palha,
asa-dura, asa-branca, tatuquira, cangalha, cangalhinha, anjinho, ligeirinho,
péla-égua, arrupiado. As caracteristicas gerais listadas a seguir sdo as mais
evidentes para descrever os flebotomineos (FORATTINI, 1973):

- Geralmente n&o ultrapassam 5 mm de comprimento,
- Cor parda ou castanho clara,

- Corpo densamente cerdoso,

- Pernas longas e delgadas,

- Cabeca forma um angulo de 90° com o térax,

- Asas lanceoladas e hialinas,

- Voo saltitante,

- Manutencéo das asas abertas, mesmo em repouso, ao contrario dos outros
dipteros,

- Criadouros terrestres, onde h& acumulo de matéria organica em
decomposicao,

- Criptozoérios (vivem escondidos em abrigos Umidos, com pouca ou henhuma
luminosidade),

- Atividade crepuscular/noturna.

Os flebotomineos séo insetos holometabolos cujas formas imaturas se
desenvolvem em ambiente Umido e alimentam-se de matéria organica em
decomposicdo. Os adultos, criptozoarios, possuem delgado exoesqueleto
quitinoso, 0 que os tornam sensiveis as variacdes do ambiente (FORATTINI,
1973). Em flebotomineos, ambos o0s sexos alimentam-se de sucos vegetais ou
da secrecdo de afideos (honeydew), substéncia rica em carboidratos
(FORATTINI, 1973; KILLICK-KENDRICK, 1979; SOUZA et al., 1995). A

hematofagia em flebotomineos esta restrita as fémeas, desempenhando um
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papel importante na ovogénese, sendo que apenas estas possuem o aparelho
bucal adaptado para sucgéo e perfuracao (KILLICK-KENDRICK, 1990).

Tais alimentag¢des sdo essenciais: a primeira, rica em carboidratos, atua
como fonte de energia, executando um papel importante na sua atividade de
vOo, acasalamento e longevidade. A segunda, rica em proteinas, propicia a
maturacdo dos odcitos. Essas dietas sdo tomadas por meio de duas formas de
succdo: a primeira é obtida de substancias doces disponiveis na superficie dos
varios substratos encontrados na natureza, e a segunda € interna, por meio da
perfuracdo de tecido animal ou vegetal (WATERHOUSE, 1957). Normalmente,
em insetos hematofagos, o alimento ingerido segue dois caminhos. Sangue
tomado por meio de perfuracdo da pele do hospedeiro entra diretamente para o
intestino médio, enquanto que a alimentacédo acucarada é estocada no papo ou
proventriculo (FRIEND & SMITH, 1975; FRIEND & STOFFOLANO, 1983;
SOUZA, 1993).

Os flebotomineos passam por um ciclo completo — metamorfose
completa — com a presenca de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 3). A
oviposicdo ocorre em torno de 5 dias ap0s o repasto sanguineo. Apés 5 a 7
dias ocorre a eclosdo dos ovos: as larvas apresentam quatro estadios, com
duracdo aproximada de 20 dias. As pupas séo claras, mas vao escurecendo
conforme se aproxima a emergéncia do adulto. A duracéo da fase de pupa leva
em torno de 10 dias. Depois de emergirem, as fémeas j4 estdo aptas para
exercer a hematofagia (FORATTINI, 1973; RANGEL et al, 1985;
NASCIMENTO et al., 2012).
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Figura 3: Fases de desenvolvimento dos flebotomineos: (A) ovos, (B) larva, (C) pupa e
(D) fémea adulta. Fonte: Dr? Nataly Aradjo de Souza, Laboratério de Transmissores de
Leishmanioses/FIOCRUZ

Os criadouros naturais dos flebotomineos s&o terrestres e se
caracterizam pela riqueza de matéria organica em decomposicdo: folhas,
detritos, vegetais diversos, restos de artropodes, fezes de animais e humus em
geral. As larvas necessitam de ambiente Umido para o desenvolvimento
(CHANIOTIS, 1967; VIEIRA et al., 1999). Estes podem ser tocas de animais no
solo, troncos de arvores, fendas de rochas, galinheiros, currais e chiqueiros
(MANGABEIRA, 1969; FORATTINI, 1973; AGUIAR & VILELA, 1987).

3.3 Epidemiologia

As leishmanioses possuem distribuicdo mundial com presenca
registrada em 98 paises, com prevaléncia global de 12 milhdes de pessoas e
uma populacdo de 350 milhdes sob risco de se infectar (DESJEUX, 2004;
ALVAR et al., 2012; WHO, 2014).

A forma visceral esta presente em 77 paises, com a ocorréncia de 200 a
400.000 casos por ano (ASHFORD et al., 2010; ALVAR et al., 2012). No Brasil,

apresenta alta taxa média de incidéncia anual (Figura 4), com cerca de 2 casos
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por 100.000 habitantes e presenca registrada em 19 das 27 Unidades da
Federacdo, com aproximadamente 1.600 municipios apresentando transmissao
autoctone (BRASIL, 2006). Encontra-se em fase de continua expanséo para as
areas urbanas do pais, o que, entre outros fatores, esta relacionado com o
comportamento do vetor, L. (L.) longipalpis, que possui uma notavel
capacidade de adaptacdo aos ambientes peridomésticos, domeésticos e
urbanizados (MAIA-ELKHOURY et al., 2008; WERNECK, 2008; MICHALSKY
et al., 2009; BARRETO et al., 2011). Em Corumba e Ladéario (Mato Grosso do
Sul), Lutzomyia cruzi (Mangabeira, 1938) foi incriminada de participar na
transmissao de L. (L.) infantum, com base em estudos que registraram a alta
densidade e a infeccdo natural na espécie (GALATI et al., 1997; SANTOS et
al., 1998). Na Colébmbia, Lutzomyia (Lutzomyia) evansi (Nunez-Tovar, 1924),
pelos seus habitos e por ter sido encontrada naturalmente infectada, também
esta sendo considerada como vetora de L. (L.) infantum (TRAVI et al., 1990).

Lutzomyia (L.) longipalpis esta distribuido em todas as regifes do pais
(RANGEL & VILELA, 2008; SOUZA et al., 2009). No estado do Parand, a
presenca deste flebotomineo foi relatada recentemente, em Foz do Iguacu
(SANTOS et al., 2012).

Nas areas urbanas de LVA, existe a tendéncia de se apontar o céo
domeéstico - Canis familiaris - como reservatério de L. (L.) infantum (OLIVEIRA
et al., 2001; BRASIL, 2006). No entanto, este animal também pode desenvolver
a doenca gquando infectado. Sugere-se que o canideo silvestre Cerdocyon
thous e Didelphis possam ter alguma participacdo no ciclo de L. (L.) infantum
(DEANE & DEANE, 1955; SILVEIRA et al., 1982; SHERLOCK, 1997).

Os animais reservatérios variam para cada espécie de Leishmania. Em
relacdo as trés principais espécies causadoras de LTA ocorrendo no Brasil, L.
(V.) guyanensis, um parasito que tem distribuicdo restrita a regido norte, e
associado as florestas primarias, tem como principais reservatérios preguicas
do género Choloepus, tamandua (Tamandua tetradactyla), os gambas
(Didelphis marsupialis) e roedores do género Proechimys (ARIAS & NAIFF,
1981; GRIMALDI et al., 1989). Leishmania (L.) amazonensis, de ampla
distribuicdo na regido amazonica, tem o seu ciclo mantido por roedores dos
géneros Proechimys e Oryzomys, D. marsupialis e outros marsupiais (DEDET
et al., 1985; LAINSON & SHAW, 1987). Pouco se sabe sobre os reservatorios
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originais de L. (V.) braziliensis. Parasitos foram relatados em roedores dos
géneros Akodon, Proechimys, Rattus, Oryzomys, Rhipidomys, e no marsupial
Didelphis (FORATTINI, 1960; LAINSON & SHAW, 1987; BRANDAO-FILHO et
al., 2003; BASANO & CAMARGO, 2004; CASTRO et al., 2007).

No periodo entre 1988 e 2007, 554.475 casos foram notificados, com
uma meédia anual de 27.723 casos autoctones e uma incidéncia média de 17,3
casos por 100.000 habitantes (Figura 4). Durante os anos 1980, a LTA foi
registrada em 19 estados e, em 2003, os casos autoctones confirmados
ocorreram em 27. A incidéncia da doenca diminuiu de 20,3 em 2000 para 10,5
por 10.000 habitantes em 2008 (ASHFORD et al., 2010; ALVAR et al., 2012).
Das espécies causadoras de LTA, no Brasil, L. (V.) braziliensis responde pela
maior parte dos casos, estando presente em todos os estados (LAINSON &
SHAW, 1998; BRASIL, 2007).

LT = Leishmaniose tegumentar

A LV = Leishmaniose visceral
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Figura 4: Incidéncia anual de leishmaniose visceral americana e leishmaniose
tegumentar americana no Brasil, no periodo de 2000 a 2010. Fonte: Uliana, 2012

No Brasil, a LTA esta relacionada com diferentes ciclos de transmisséo
nas diversas regifes, ocorrendo com consideravel incidéncia em todo territorio
nacional e, segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude, do Ministério da

Saude, em 2003, pode-se assumir que a LTA esta presente em todos os
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Estados. Assim, podem-se classificar trés padrées epidemiolégicos (BRASIL,
2007):

a) Silvestre — neste padrdo, a transmissdo ocorre em area de vegetacao
primaria, e é fundamentalmente, uma zoonose de animais silvestres, que
pode acometer o ser humano quando este entra em contato com o ambiente
silvestre, onde esteja ocorrendo a epizootia.

b) Ocupacional e Lazer — este padrdo de transmissdo esta associado a
exploracdo desordenada da floresta e derrubada de matas para construcao
de estradas, usinas hidrelétricas, instalacdo de povoados, extracdo de
madeira, desenvolvimento de atividades agropecuarias, de treinamentos
militares e ecoturismo.

c) Rural e periurbano em areas de colonizacdo — este padrdo esta
relacionado ao processo migratério, ocupacdo de encostas e aglomerados

em centros urbanos associados a matas secundarias ou residuais.

A modalidade classica da epidemiologia da LTA remete ao conceito de
zoonose silvestre, no qual os seres humanos e animais domésticos sdo
considerados hospedeiros acidentais do parasito apdés a sua incursdo nas
florestas (BRUMPT & PEDROSO, 1913; PESSOA & BARRETO, 1948;
PAVLOVSKY, 1965; LAINSON, 1983). No Brasil, o carater endémico da
doenca ficou evidenciado em éareas de coloniza¢Bes antigas e recentes, em
que as matas remanescentes ou residuais sucederam a floresta primaria e
onde ocorre a adaptacdo de algumas espécies de flebotomineos aos
ambientes peridomiciliar e domiciliar (FORATTINI et al., 1976; GOMES et al.,
1990; GOMES & NEVES, 1998; MARTINS et al., 2004). Surtos epidémicos
também sdo relatados, e a bacia amazo6nica, em razao da devastacao florestal,
destaca-se como uma importante area de transmissdo (GOMES, 1992;
CONFALONIERI et al., 2014). Devido a extensao das atividades rurais, a LTA
se espalhou para outras areas, e atualmente também se caracteriza por ser
uma doenca periurbana (PASSOS et al., 1993; BRANDAO-FILHO et al., 1999;
ALVAR et al., 2012).

No Brasil, foram identificadas sete espécies de Leishmania

dermotropicas responsaveis por infeccdes humanas, cujos ciclos de
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transmissao estdo associados a algumas espécies de flebotomineos (Tabela

1).

-.Tabela 1: Espécies de leishmanias dermotropicas causadoras de LTA, que ocorrem no
Brasil, sua distribuicdo geogréafica, seus potenciais vetores e referéncia
bibliografica

Distribuicdo
Espécie Geografica Vetor Referéncia
Leishmania (Viannia) Para *Lutzomyia (Psychodopygus) Lainson et al. (1973), Shaw et al.
braziliensis Vianna, wellcomei (Fraiha, Shaw & (1987), Ryan et al. (1987), Lainson
1911 Lainson, 1971) & Shaw (1998), Shaw (2002)
Para *Lutzomyia (Psychodopygus) Souza et al. (1996), Lainson &
complexa (Mangabeira, 1941)  Shaw (1998), Shaw (2002)
Bahia, Cear3, *Lutzomyia (Nyssomyia) Pessba & Barretto (1948), Forattini
Parang, Sao whitmani (Antunes & Coutinho, et al. (1972), Hoch et al. (1986),
Paulo, Minas 1939) Ryan et al. (1990), Azevedo et al.
Gerais, Mato (1990), Queirdéz et al. (1994),
Grosso do Sul Lainson & Shaw (1998), Luz et al.
(2000), Shaw (2002)
Rio de Janeiro, **Lutzomyia (Nyssomyia) Aragdo (1922), Forattini & Santos
Séao Paulo, intermedia (Lutz & Neiva, 1912) (1952), Forattini et al. (1972),
Espirito Santo, Rangel et al. (1984;1992),
Parana Falqueto (1995), Lainson & Shaw
(1998), Shaw (2002)
Ceara, Séao Paulo *Lutzomyia migonei (Franca, Pessba & Pestana (1940), Pessba
1920) & Coutinho (1941), Pessfa &
Barretto (1948), Forattini et al.
(2972), Araujo-Filho (1979),
Rangel et al. (1986), Azevedo et
al. (1991), Lainson & Shaw (1998)
Séo Paulo **Lutzomyia (Pintomyia) pessoai Pess6a & Coutinho (1940; 1941a),
(Coutinho & Barretto, 1940) Pessba & Barretto (1948), Forattini
et al. (1972), Lainson & Shaw
(1998), Shaw (2002)
Leishmania (Viannia) Norte do Rio *Lutzomyia (Nyssomyia) Arias & Freitas (1978), Lainson et
guyanensis Floch, Amazonas umbratilis Ward & Fraiha, 1977 al. (1979; 1981), Arias et al.
1954 (1985), Ryan et al. (1987), Lainson
& Shaw (1998), Shaw (2002)
Norte do Rio *Lutzomyia (Nyssomyia) anduzei Lainson et al. (1976), Arias &
Amazonas (Rozeboom, 1942) Freitas (1977; 1978), Christensen
et al. (1982), Arias et al. (1985),
Ryan et al. (1987), Lainson &
Shaw (1998)
Leishmania (Viannia) Sul do Rio *L. (N.) whitmani Lainson et al. (1989), Naiff et al.
shawi Lainson, Braga, Amazonas (1991), Lainson & Shaw (1998),
de Souza, Poévoa,

Ishikawa & Silveira,
1989
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Leishmania  (Viannia) Regido Amazonica
lainsoni Silveira, Shaw,
Braga & Ishikawa, 1987

*Lutzomyia (Trichophoromyia)
ubiquitalis (Mangabeira, 1942)

Silveira et al. (1991)

Para e Amazonas

Leishmania  (Viannia) *Lutzomyia (Psychodopygus)  Arias et al. (1985), Lainson &
naiffi Lainson & Shaw, paraensis (Costa Lima, 1941)  Shaw (1998), Shaw (2002)
1989
Par4d e Amazonas *Lutzomyia (Psychodopygus)  Arias et al. (1985), Lainson &
ayrozai (Barretto & Coutinho, Shaw (1990), Silveira et al. (1991),
1940) Lainson & Shaw (1998), Shaw
(2002)
Para e Amazonas *Lutzomyia (Psychodopygus)  Arias et al. (1985), Lainson &
squamiventris squamiventris Shaw (1998), Shaw (2002)
(Lutz & Neiva, 1912)
Leishmania (Viannia) Para **Lutzomyia (Nyssomyia) Silveira et al. (2002)
lindenbergi Silveira, antunesi (Coutinho, 1939)
Ishikawa, Souza &

Lainson, 2002

Leishmania
(Leishmania)
amazonensis Lainson
& Shaw, 1972

Regido Norte e
Nordeste do Brasil;
Minas Gerais e
Séo Paulo

*Lutzomyia (Nyssomyia)
flaviscutellata (Mangabeira,
1942)

*Lutzomyia (Nyssomyia) olmeca
nociva Young & Arias, 1982

(1987), Shaw (2002)

Fonte: Andrade-Coelho, 2007 (com modificagfes). *infec¢do natural, parasito isolado e
caracterizado **infeccdo natural, supostamente L. (V.) braziliensis.

Nas regides Sudeste e Sul, algumas espécies de flebotomineos com
capacidade de adaptacdo ao ambiente domiciliar com intensa acao antrépica
estdo associadas ao ciclo de transmissdo de Leishmania (GOMES, 1994;
LAINSON et al., 1994, THOMAZ-SOCCOL et al.,, 2009). Neste contexto,
destaca-se L. (N.) intermedia, sugerida como um dos principais vetores do
protozoario ao homem (FORATTINI et al., 1976; GOMES et al., 1983; 1986;
GOMES & GALATI, 1989; GOMES, 1992; RANGEL et al., 1984; 1986; 1990;
TANIGUCHI, et al. 1991; CASANOVA et al., 1995; MENESES et al, 2002;
CASTRO et al., 2005).

Contudo, outros flebotomineos séo arrolados como transmissores na
cadeia epidemioldgica da LTA, tais como: L. (N.) whitmani, L. (P.) pessoai, L.
(Pinto, 1926),
frequentadores do ambiente domiciliar e matas remanescentes (RANGEL et al.,
1986; GOMES & GALATI 1989; TOLEZANO, 1994; SOUZA et al., 2001), sendo

que tem sido conferido importante papel a L. (N.) whitmani no ciclo de

migonei e Lutzomyia (Pintomyia) fischeri por serem

transmissao nos Estados de Minas Gerais, Espirito Santo, S&o Paulo e Parana
(MAYRINK, 1979; TANIGUCHI et al.,, 1991; FALQUETO, 1995; LUZ et al.,
2000).
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O Parana constitui um dos estados brasileiros onde a LTA representa
importante problema de saude publica, com 98,7% dos casos da regido sul
(1980-2005) (BRASIL, 2007). Até o0 momento, trés areas de transmissao foram
identificadas: o vale do Rio Ribeira, na regido leste, a regido norte e noroeste, e
a regido central (LUZ et al., 2000; CASTRO et al., 2002; CASTRO et al., 2005;
CASTRO et al.,, 2007; THOMAZ-SOCCOL et al., 2009). Em Adrianépolis, a
ocorréncia de LTA est4 relacionada com a entrada da populacdo na mata, seja
para exercer o trabalho rural ou para atividades de pesca e caca (CASTRO et
al., 2005), configurando um padrdo epidemiolégico ocupacional e de lazer. Na
regido do Vale do Rio Ribeira, as pesquisas realizadas em Cerro Azul e
Adrianopolis também atestam a ampla dominancia de L. (N.) intermedia e sua
capacidade de adaptacdo aos ambientes modificados, pelo que recai sobre a
mesma a suspeita do papel vetorial de Leishmania (CASTRO et al., 2005;
SANTOS et al., 2009; GONCALVES, 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descri¢do da area de estudo

O municipio de Adriandpolis esta situado no estado do Parand, regido
Sul do Brasil, a 24°39'26” Sul e 48°59°'28” Oeste. Possui uma altitude de 250m,
area de 1.341,334km? e uma populacdo de 6.416 habitantes (IPARDES, 2014).

O municipio esta localizado na bacia do Rio Ribeira de Iguape, que se
estende da cumeeira da Serra de Paranapiacaba para o extremo sul do
territério paulista, e da Serra do Mar paranaense para a fronteira leste desse
estado (SEVA FILHO & KALINOWSKI, 2012). Este rio possui uma extensdo de
502km, dos quais 210 em territorio paranaense, desde a nascente até a foz do
Rio Pardo, e 292km em territorio paulista, desde a foz do Pardo até a sua
vazéo no Atlantico (CAMARGO, 1998).

De acordo com a classificacdo de Kdppen, o clima dominante na regiao
€ Cfa: clima subtropical, temperatura média no més mais frio inferior a 18°C
(mesotérmico) e temperatura média no més mais quente acima de 22°C, com
verdes quentes e tendéncia de concentragdo das chuvas nesta estacao, e sem
estacdo seca definida. A precipitacdo anual é 1.200-1.300mm, distribuidos em
todo o ano com 180 dias de chuva, concentrados principalmente nos meses de
janeiro a marco (IAPAR, 1994; CASTRO et al., 2005).

A mata pluvial-tropical-subtropical do litoral e da Serra do Mar
acompanha o Vale do Ribeira. E caracterizada por arvores de troncos
elevados, palmaceas, lianas e epifitas, bem como pela umidade, calor e
periodo vegetativo ininterrupto. Fazem parte desta flora variada as moraceas
(figueiras - Ficus spp.), leguminosas (guapiruvu - Schizolobium parahybum,
angico — Piptadenia rigida) e outras espécies, como cabriliva (Myrocarpus sp.)
e coracao de negro (Machaerium stipitatum) (MAACK, 2002).

A area pesquisada esta situada na zona rural do municipio de
Adriandpolis, na localidade de Epitacio Pessoa (Figura 5). Esta situada numa
depressao proveniente de um afloramento na forma de blocos e matacdes de
rocha granitica. O substrato rochoso é constituido por uma pequena intrusao
de biotita-granito, de cor cinza claro, granulagdo grossa e textura anisotropa.

Aflora numa area de relevo suave ondulado e topograficamente rebaixado em
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relacdo aos terrenos adjacentes, contendo varias areas de pastagem (CPRM,
2014).

ESTADO DO PARANA

p

Municipio de Cerro Azul

/ Epitacio Pessoa
(area de coleta)

52'

&

&

Municipio Tunas do Parana
Municipio de
Bocaiuva do Sul

Figura 5: Localizacdo da &rea de coleta de flebotomineos na localidade de Epitacio
Pessoa, municipio de Adriandpolis, Parand, Brasil. Fonte: o autor (2014)

As coletas foram realizadas em trés propriedades (denominadas “P1”,
‘P2” e “P3”), entrecortadas pelo Ribeirdo Grande. Em duas destas
propriedades (P1 e P3) sdo desenvolvidas as culturas de cana-de-agucar
(Saccharum spp.), banana (Musa paradisiaca), feijao (Phaseolus vulgaris),
mandioca (Manihot sp.) ou milho (Zea mays). Fragmentos desmatados da mata

original estavam presentes juntamente com mata do tipo secundaria. As trés

Material e Métodos


http://pt.wikipedia.org/wiki/Phaseolus_vulgaris

37

possuiam galinheiros (Figura 6A), e animais domésticos como céaes, suinos,
equinos e galinhas comumente estavam soltos. Ainda em ambas, pelo menos
um dos moradores foi diagnosticado com LTA. O peridomicilio apresentava-se
com grande acumulo de residuos e matéria organica, o que formava uma

paisagem caracteristica (Figura 6B).

Figura 6: Aspectos da paisagem dos ambientes de coleta de flebotomineos na localidade
de Epitacio Pessoa, Adriandpolis, Parand, Brasil: (A) galinheiro e (B) espago
peridomiciliar. Fonte: o autor (2012)

4.2 Andlise da distribuicdo por ecoétopo e variacdo populacional dos

flebotomineos

Armadilhas luminosas do tipo CDC (Centers for Diseases Control)
(SUDIA & CHAMBERLAIN, 1962) foram instaladas entre outubro de 2010 e
janeiro de 2011, no periodo compreendido entre as 18 e 06h, nos seguintes
ecotopos: domicilio, peridomicilio e mata (Figura 7), em cinco pontos distintos
(Tabela 2). A temperatura dos ambientes de coleta foi registrada quando do

horario de instalacdo das armadilhas e da retirada das mesmas.
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Figura 7: Ecotopos onde foram instaladas armadilhas CDC na localidade de Epitacio
Pessoa, Adriandpolis, Parand, Brasil: (A) domicilio, (B) peridomicilio e (C) mata.
Fonte: o autor (2012)

Tabela 2: Datas, tipos de ecotopo e propriedades onde foram realizadas as coletas de
flebotomineos com armadilhas CDC na localidade de Epitacio Pessoa,

Adriandpolis, Parana, Brasil

Data da coleta Ecotopo Local
26/0Outubro/2010 Peridomicilio (bananal) P1
26/0Outubro/2010 Domicilio P2
26/Outubro/2010 Peridomicilio (galinheiro) P2
26/0Outubro/2010 Mata P3

23/Novembro/2010 Peridomicilio (galinheiro) P2
21/Dezembro/2010 Peridomicilio (galinheiro) P2
21/Dezembro/2010 Mata P3
24/Janeiro/2011 Peridomicilio (galinheiro) P2
24/Janeiro/2011 Domicilio P3

4.3 Pesquisa de infec¢ao natural por Leishmania em flebotomineos

Das fémeas que chegaram ainda vivas no laboratério, coletadas com as

armadilhas CDC referidas no item anterior, foram realizadas pesquisas da

infecc@o natural do flebotomineo por formas flageladas. Para tanto, as fémeas

capturadas, mortas com cloroférmio, foram colocadas em uma lamina

esterilizada com uma gota de solucéo salina (NaCl) a 0,9%, para entdo serem

dissecadas com o auxilio de estiletes e de microscépio estereoscopico. Apds
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este procedimento, o trato digestério foi analisado em microscopio Optico na
tentativa de se encontrar formas promastigotas e isola-las. O restante do corpo
foi separado para a identificagdo taxon6mica, sendo montado em lamina e

laminula (Figura 8A) (item 4.5).

Figura 8: Material utilizado nas coletas, dissec¢des e preparacdo morfologica de
flebotomineos: 1aminas e laminulas (A), capturadores de Castro (B) e tubos Falcon (C).
Fonte: o autor (2014)

4.4 Andlise da frequéncia horaria dos flebotomineos por estacfes climaticas

A armadilha de Shannon (SHANNON, 1939), instalada na propriedade
P3, foi utilizada por 8 noites (outubro e novembro de 2012, margo, maio, junho,
julho e agosto de 2013), no peridomicilio, de modo que cada estacdo climatica
do ano foi contemplada com duas coletas (Tabela 3). O local da coleta (Figura
9) é um pequeno espaco aberto, contornado por vegetacdo secundaria,
apresentando quantidade consideravel de folhas e residuos variados e onde
eventualmente cdes domésticos frequentavam o peridomicilio. Préximo ao
ponto de coleta encontram-se um abrigo para equinos, uma residéncia, um
fragmento de mata original e o Ribeirdo Grande.

Os flebotomineos foram coletados com auxilio do capturador de Castro
(CASTRO, 1937) (Figura 8B) a cada hora conforme o horario da captura, entre
18 e 06h, e acondicionados em tubos do tipo Falcon de 15 ml contendo etanol
a 70% (Figura 8C). Como isca luminosa, foi utilizada uma lamparina de luz
branca. A temperatura do ambiente foi registrada a cada hora, e os insetos que

vieram sugar os coletores foram capturados e identificados.
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Tabela 3: Datas e estacdes do ano das coletas realizadas com armadilha de Shannon na
localidade de Epit4cio Pessoa, Adriandpolis, Parana, Brasil

Data da coleta Estacéo climatica

16/Outubro/2012 Primavera

20/Novembro/2012 Primavera
05/Margo/2013 Veréo
18/Marg¢o/2013 Veréo
25/Abril/2013 Outono
21/Maio/2013 Outono
02/Julho/2013 Inverno
20/Agosto/2013 Inverno

Figura 9: Armadilha de Shannon instalada no peridomicilio na localidade de Epitacio
Pessoa, Adriandpolis, Parana, Brasil. Fonte: o autor (2013)

4.5 Identificacdo taxonémica dos flebotomineos

Os flebotomineos foram coletados e clarificados em hidroxido de
potassio (KOH) a 20%, e apds 24h visualizados em microscépio 6ptico e
identificados de acordo com as caracteristicas morfolégicas. Nos machos foram
avaliados os palpos e a termindalia, e nas fémeas foram avaliados palpos e as

Material e Métodos



41

espermatecas. As espécies foram identificadas usando-se a chave taxonémica

de Forattini (1973) e classificadas conforme Young & Duncan (1994).
4.6 Andlise estatistica dos dados

As analises estatisticas dos dados obtidos com as armadilhas CDC
foram realizadas com o uso do software Excel 2013 (Microsoft) com
programacdo apropriada. Foi realizado o Teste de qui-quadrado (x?) para o
namero de representantes de cada espécie coletados com as armadilhas em
funcdo do seu ecotopo de origem, e em funcdo da sua variacado populacional
ao longo dos 4 meses no peridomicilio (galinheiro da propriedade 2). O Teste Z
para duas proporc¢des - categorias mutuamente exclusivas (Teste bicaudal) —
também foi aplicado sobre o niumero de exemplares de L. (N.) intermedia. As
analises foram consideradas significativas quando p<0,05.

A partir dos dados obtidos por meio da identificacdo dos espécimes
coletados com a armadilha de Shannon, foram calculados os indices ISA
(indice de Abundancia Especifico) e SISA (indice de Abundancia Especifico
Padronizado).

O teste do indice ISA foi elaborado a partir da organizacdo dos dados
em uma tabela, com um numero de linhas e de colunas de acordo com o
tamanho das suas amostras. As linhas representam as espécies, e as colunas,
as amostras, ou seja, o0 numero de coletas realizadas durante o trabalho de
pesquisa.

Apos o término da classificacdo dos ranks, os indices ISA foram

calculados a partir da férmula:

|SAZM

Sendo:

K: Numero de colunas da tabela (nUmero de coletas).

a: Multiplicacdo do numero de auséncias de cada espécie em K por c.
c: Posicdo da espécie mais elevada (rank) na classificacdo mais um.

Rj: Somatdrio das classificacdes de cada espécie.
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Os limites maximo e minimo deste indice foram determinados de acordo
com o maior valor classificatorio da distribuicdo, portanto estes limites variam
em cada série de dados. Para evitar esta variacdo e padronizar o indice, este
foi convertido para uma escala de valores entre 0 e 1 a partir do calculo do

SISA:

sisa- =158
(c-1

Sendo:

c: Posicdo da espécie mais elevada na classificacdo mais um.

ISA: indice de Abundancia Especifico.

A partir do calculo do indice SISA, as espécies foram consideradas mais
abundantes quando seus valores ficaram mais préximos a um, sendo entdo
classificadas do maior para o menor valor de SISA. O resultado obtido forneceu

informacdes sobre a abundéancia relativa das espécies capturadas.
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5 RESULTADOS

5.1 Distribui¢cdo por ecétopo e variagéo populacional dos flebotomineos

Foram coletados 1.014 flebotomineos, pertencentes as seguintes
espécies: L. (P.) pessoai (02), L. (P.) fischeri (07) e L. (N.) intermedia (1.005)
(Tabela 4).

Tabela 4: Espécies de flebotomineos, por ecétopo, coletadas com armadilhas CDC entre
outubro de 2010 e janeiro de 2011, na localidade de Epitacio Pessoa, municipio
de Adrianopolis, estado do Parand, Brasil

Espécie Domicilio  Peridomicilio Mata Total
L. (N.) intermedia 152 680 173 1.005
L. (P.) fischeri 1 4 2 7
L. (P.) pessoai 0 1 1 2
Total 153 685 176 1.014

Exemplares da espécie L. (P.) fischeri foram coletados em sua maioria
no peridomicilio (57,14%), seguido da mata (28,57%) e do domicilio (14,28%).
Lutzomyia (P.) pessoai teve 2 representantes coletados: 1 (50%) no
peridomicilio e 1 (50%) na mata. A grande maioria dos espécimes, 99,11%,
pertencia a espécie L. (N.) intermedia, que foi mais numerosa no peridomicilio
(67,66%), seguido da mata (17,21%) e do domicilio (15,12%) (Figura 10).

O més de maior abundancia de flebotomineos foi outubro, com 56,9%
dos insetos coletados, seguido de dezembro (32,93%), novembro (7,29%) e
janeiro (2,85%). A Tabela 5 mostra a quantidade de flebotomineos, de cada
espécie, que foi coletada mensalmente, entre outubro de 2010 e janeiro de
2011, em relacdo aos ecotopos.

O Teste de qui-quadrado ndo demonstrou diferencas significantes sobre
0 numero de representantes de cada espécie em funcdo do seu ecoétopo de
origem (y?=4,7247; GL=4; p=0,3167). O Teste Z para duas proporcdes, por sua
vez, identificou diferencas entre as proporcdes de representantes da espécie L.
(N.) intermedia coletados no peridomicilio em relacdo ao domicilio e daquele

em relacdo a mata (p=0,0000) (Tabela 6).
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Figura 10: Distribuicdo da espécie Lutzomyia (Nissomyia) intermedia nos trés ecétopos
na localidade de Epitacio Pessoa, municipio de Adriandpolis, estado do Parana, Brasil,
entre outubro de 2010 e janeiro de 2011

Tabela 5: Espécies de flebotomineos coletadas mensalmente, por ec6topo, no periodo
entre outubro de 2010 e janeiro de 2011, na localidade de Epitacio Pessoa,
municipio de Adrianopolis, estado do Parana, Brasil

Espécie Ecotopo Outubro Novembro Dezembro Janeiro Total
Domicilio 150 0 0 2 152
L. (N.) intermedia Peridomicilio 301 73 279 27 680
Mata 121 0 52 0 173
Domicilio 1 0 0 0 1
L. (P.) fischeri Peridomicilio 1 1 2 0 4
Mata 2 0 0 0 2
Domicilio 0 0 0 0 0
L. (P.) pessoai Peridomicilio 0 0 1 0 1
Mata 1 0 0 0 1
Total 577 74 334 29 1.014
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Tabela 6: Comparagdes estatisticas aplicadas as amostras de Lutzomyia (Nissomyia)
intermedia coletadas nos diferentes ecotopos, entre outubro de 2010 e janeiro
de 2011, na localidade de Epitacio Pessoa, municipio de Adriandpolis, estado
do Parana, Brasil

Domicilio Domicilio Peridomicilio
X X X
Peridomicilio* Mata Mata*
Teste Z 4,919 1,596 6,685
Valor-p 0,0000 0,1105 0,0000

* - Teste Z para duas proporgdes: diferencas estatisticamente significantes entre
as proporcdes nos ecotopos (Z critico bicaudal, 1,96)

Com as coletas realizadas com a armadilha CDC utilizada no
peridomicilio da propriedade 2 (galinheiro), foi possivel capturar 625
flebotomineos (Tabela 7). No més de dezembro obteve-se a maior densidade
de flebotomineos (282), seguido de outubro (242) e novembro (74). Janeiro foi
o0 més em que foi capturado menor nimero de insetos neste ponto de coleta
(27). As temperaturas médias nas datas das coletas de outubro, novembro,
dezembro e janeiro foram de 21,8°C, 23,9°C, 24,6°C e 25,2°C,
respectivamente. Os dados pluviométricos destas datas, gentiimente cedidos
pelo Sistema Meteorologico do Parana — SIMEPAR, através da estacdo de
Cerro Azul (mais proxima de Adrianopolis), foram os seguintes: Omm (outubro),

1,4mm (novembro), Omm (dezembro) e 0,2mm (janeiro).

Tabela 7: Espécies de flebotomineos coletadas com armadilha CDC instalada no
peridomicilio, referente ao periodo de outubro de 2010 a janeiro de 2011, na
localidade de Epitacio Pessoa, municipio de Adriandpolis, estado do Parana,

Espécie = Outubro  Novembro Dezembro Janeiro Total
L. (N.) intermedia 241 73 279 27 620
L. (P.) fischeri 1 1 2 0 4

L. (P.) pessoai 0 0 1 0 1
Total 242 74 282 27 625
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Por ter sido realizada durante os quatro meses, a coleta feita com a CDC
instalada no galinheiro de P2 foi eleita para demonstrar a flutuacao

populacional de L. (N.) intermedia durante este periodo (Figura 11).

300 26
;o] .
=]
n.u — H
g 200 e 24 E
E &
g 150 23 E
I ~
2 100 - 22 )
o = i
g
i=
et S0 -t I 21

0 | | m

out/10 fav/10 dez/10 janf11

mmm Numero de flebotomineos
w— Temperatura

Figura 11: Variacdo populacional de Lutzomyia (Nissomyia) intermedia entre outubro
de 2010 e janeiro de 2011, no peridomicilio (galinheiro) na localidade de Epitacio
Pessoa, municipio de Adrianopolis, estado do Parana, Brasil

O Teste de qui-quadrado ndo demonstrou diferencas significantes entre
as propor¢cdes dos espécimes coletados entre outubro de 2010 e janeiro de
2011 (%°=2,1994; GL=6; p=0,9004). Todavia, o Teste Z para duas proporcdes
detectou diferencas entre as propor¢des de representantes da espécie L. (N.)
intermedia coletados a cada més, quando comparadas entre si (p<0,05),
exceto entre a proporcdo de espécimes coletados em outubro em relagdo a
dezembro (p=0,0947) (Tabela 8).
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Tabela 8: Comparagdes estatisticas aplicadas as amostras de Lutzomyia (Nissomyia)
intermedia coletadas nos diferentes meses entre outubro de 2010 e janeiro de
2011, localidade de Epitacio Pessoa, municipio de Adriandpolis, estado do
Parana, Brasil

Outubro Outubro Outubro Novembro Novembro
X X X X X
Novembro*  Dezembro Janeiro* Dezembro* Janeiro*
Teste Z 11,222 -1,671 -21,715 -13,540 5,180
Valor-p 0,0000 0,0947 0,0000 0,0000 2,21x107

Dezembro
X
Janeiro*
25,395

0,0000

* - Teste Z para duas proporcdes: diferencas estatisticamente significantes entre
as proporcdes nos ecdtopos (Z critico bicaudal, 1,96). Valores de Z negativos indicam
observagdes menores que as esperadas.

5.2 Infecg&o natural por Leishmania

Nenhuma das fémeas dos flebotomineos apresentou formas

promastigotas de Leishmania quando dissecadas.

5.3 Atividade noturna dos flebotomineos

Com a armadilha de Shannon foram coletados 9.044 flebotomineos,
pertencentes as seguintes espécies: L. (N.) intermedia (99,34% dos
flebotomineos coletados), L. migonei (0,34%), L. (P.) fischeri (0,26%),
Lutzomyia firmatoi (Barretto, Martins & Pellegrino, 1956) (0,02%), L. (P.)
pessoai e Lutzomyia (Evandromyia) edwardsi (Mangabeira, 1941) (0,01%
cada). A estacdo em que mais insetos foram coletados foi o Verdo (63,82%),
seguido da Primavera (13,14%), Inverno (11,68%) e Outono (11,34%) (Tabela
9). Prevalecendo em todas as coletas, L. (N.) intermedia foi a espécie mais
abundante em todas as estacdes. Lutzomyia migonei foi a segunda espécie
mais frequente, estando presente em todas as estagdes, enquanto que a
terceira, L. (P.) fischeri, esteve presente em 3 estacdes (Primavera, Verdo e
Inverno). As demais espécies — L. firmatoi, L. (P.) pessoai e L. (E.) edwardsi —
estiveram presentes em apenas uma estacdo: Inverno, Verdo e Outono,

respectivamente.
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Tabela 9: Espécies de flebotomineos, por sexo, coletadas em cada estacdo, com
armadilha de Shannon, na localidade de Epitacio Pessoa, municipio de
Adrianopolis, estado do Parana, Brasil, entre o periodo de outubro de 2012 e
agosto de 2013

Espécie Primavera Verao Outono Inverno

Total

3 ? 3 3 ? 3
L. (N.) intermedia 360 800 3.202 555 339 676 272
L. migonei 10 2 3
L. (P.) fischeri 0 17
L. firmatoi 0
L. (P.) pessoai 0
L. (E.) edwardsi 0

O L, O A O N 4O
, O O O ~N

781

o O O +» O

8.985
31
24
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Total 1.189 72 .026 .057

9.044

As capturas realizadas no campo, divididas de acordo com as estacdes
sazonais, foram realizadas com a intencdo de se estimar os indices de
abundancia ISA e SISA. Assim, na Primavera (Tabela 10), as coletas renderam
1.189 exemplares, e L. (N.) intermedia apresentou o indice SISA de 1,0000, ou
seja, esta espécie atingiu o pico desse indice que varia de 1 quando é a mais
abundante a zero quando a espécie € menos encontradica. As outras duas
espécies apresentaram indices proximos a zero, ficando L. migonei com SISA
em 0,111111, e L. (P.) fischeri com SISA 0,166667.

Tabela 10: indices ISA e SISA para as espécies de flebotomineos coletadas durante a
Primavera, com armadilha de Shannon, na localidade de Epitacio Pessoa,
municipio de Adrianopolis, estado do Parand, Brasil, entre o periodo de
outubro e novembro de 2012

Espécie Numero de exemplares ISA SISA Classificacao

L. (N.) intermedia 1.160 1, 00000 1,000000 1
L. migonei 12 3,66667 0,111111 3
L. (P.) fischeri 17 3,50000 0,166667 2
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O Veréo (Tabela 11) foi a estacdo com maior numero de individuos
coletados, com 5.772 flebotomineos capturados e com L. (N.) intermedia
chegando novamente ao maximo exigido pelo indice SISA, que foi 1,000000.
As outras espécies coletadas foram L. migonei com SISA 0,08333, L. (P.)
fischeri com SISA 0,11806 e por ultimo L. (P.) pessoai, com SISA em 0,02083.

Tabela 11: indices ISA e SISA para as espécies de flebotomineos coletadas durante o
Verdo, com armadilha de Shannon, na localidade de Epitacio Pessoa,
municipio de Adrianopolis, estado do Parand, Brasil, no més de marco de 2013

Espécie Numero de exemplares ISA SISA Classificacao
L. (N.) intermedia 5.757 1, 00000 1,000000 1
L. migonei 8 3,75000 0,08333 3
L. (P.) fischeri 6 3,64583  0,11806 2
L. (P.) pessoai 1 3,93750 0,02083 4

O Outono (Tabela 12) teve um rendimento de 1.026 individuos.
Novamente L. (N.) intermedia foi a espécie mais encontradica, com SISA
0,958333. As outras espécies coletadas no Outono foram L migonei, com SISA
0,166667, e L. (E.) edwardsi com SISA 0,016667.

Tabela 12: indices ISA e SISA para as espécies de flebotomineos coletadas durante o
Outono, com armadilha de Shannon, na localidade de Epitacio Pessoa,
municipio de Adriandpolis, estado do Parana, Brasil, entre o periodo de abril e

maio de 2013
Espécie NUumero de exemplares ISA SISA Classificacao
L. (N.) intermedia 1.015 1,10417  0,958333 1
L. migonei 10 3,08333 0,166667 2
L. (E.) edwardsi 1 3,45833 0,016667 3

No Inverno (Tabela 13) foi possivel coletar uma quantidade de insetos
quase semelhante a da estacdo anterior (Outono) e a da Primavera, com a
captura de 1.057 exemplares. Dentre as espécies mais abundantes, L. (N.)
intermedia foi a que compareceu em todas as coletas realizadas nesse
periodo, com indice SISA de 1,0000. As outras espécies coletadas nessa
estacdo sazonal foram L. migonei, com SISA de 0,020833 - o mesmo indice

para as outras espécies, L. firmatoi e L. (P.) fischeri.
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Tabela 13: Indices ISA e SISA para as espécies de flebotomineos coletadas durante o
Inverno, com armadilha de Shannon, na localidade de Epitacio Pessoa,
municipio de Adriandpolis, estado do Parand, Brasil, entre o periodo de julho e
agosto de 2013

Espécie NUumero de exemplares ISA SISA Classificacao
L. (N.) intermedia 1.053 1,00000 1,00000 1
L. migonei 1 2,95833 0,020833 2
L. firmatoi 2 2,95833  0,020833 2
L. (P.) fischeri 1 2,95833  0,020833 2

Os horarios de maior frequéncia dos flebotomineos por cada estacdo

estdo expressos no grafico da Figura 12, em que sdo mostrados os dois

horarios de maior densidade a cada coleta:
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Figura 12: Frequéncia dos flebotomineos, nos horéarios de sua maior densidade, em cada
coleta realizada, com armadilha de Shannon, entre outubro de 2012 e agosto de 2013, na
localidade de Epitacio Pessoa, municipio de Adriandpolis, estado do Parana, Brasil

A flutuacdo da ocorréncia de L. (N.) intermedia com o decorrer da noite

mostrou padrbes semelhantes entre Primavera e Verdo e entre o Outono e

Inverno. Assim, na Primavera, esta espécie apresentou dois picos de maior

abundancia, o primeiro entre as 22 e 01h (para ambas as coletas) e o segundo

entre 03 e 06h (para a primeira coleta, em que foi mais abundante). A espécie
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se mostrou ativa entre 03 e 06h, com uma pequena diminuicdo entre 04 e 05h,
voltando a subir entre 05 e 06h (Figura 13). A média da temperatura da noite
da primeira coleta foi de 19,9°C, enquanto que a da segunda coleta foi de
19,6°C (Tabela 14). Na primeira coleta a temperatura variou de 23,4°C para o
primeiro horario (18-19h) para 21,6°C até as 24h. A partir deste horario a
temperatura diminuiu com o decorrer da noite até atingir 16,4°C no ultimo
horario (05-06h). A temperatura da noite na segunda coleta foi semelhante a
primeira, que iniciou com 24,8°C até atingir 19,4°C as 24h, e a partir deste

horario diminuiu até 17°C no ultimo horario.

Tabela 14: Datas, estacfes do ano e temperaturas médias das coletas realizadas com
armadilha de Shannon na localidade de Epitacio Pessoa, Adriandpolis, Parana,

Brasil
Data da coleta Estacao climatica Temperatura média (°C)

16/Outubro/2012 Primavera 19,9
20/Novembro/2012 Primavera 19,6
05/Margo/2013 Veréao 21,8
18/Mar¢o/2013 Veréao 18,4

25/Abril/2013 Outono 17
21/Maio/2013 Outono 19,5

02/Julho/2013 Inverno 15
20/Agosto/2013 Inverno 14,8

No Veréo, L. (N.) intermedia foi bem mais abundante durante a segunda
coleta, que rendeu 5.485 espécimes a mais em relacdo a primeira, que
apresentou pluviosidade na data em que foi realizada. Enquanto que na
primeira coleta a espécie apresentou maior frequéncia entre 23 e 24h e entre
21 e 22h, na segunda ela apresentou dois picos de maior densidade, o
primeiro, maior, entre 20 e 22h, e o segundo, entre 02 e 03h (Figura 14). A
temperatura da noite na primeira coleta manteve-se estavel, com uma meédia
de 21,8°C. A noite da segunda coleta também teve a sua temperatura estavel,
com uma média de 18,4°C.

No Outono, L. (N.) intermedia foi mais coletada entre 18 e 20h e entre 20

e 23h na primeira coleta, enquanto que na segunda, que rendeu mais insetos,
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0s picos de maior frequéncia foram entre 21 e 23h e entre 02 e 03h (Figura 15).
A média da temperatura na primeira coleta foi de 17°C, iniciando com 20,6°C
até atingir 16,6°C na metade da noite. Da metade da noite em diante a
temperatura manteve uma meédia de 16,2°C. Na segunda coleta, a média da
temperatura foi de 19,5°C, com a temperatura em 21,2°C no primeiro horario
até atingir 19,3°C as 24h. A partir deste horéario, a temperatura manteve uma
média de 19,2°C até o final da noite.

Na estacdo do Inverno, em ambas as coletas, L. (N.) intermedia
apresentou maior densidade no inicio da noite, entre 18 e 20h na primeira
coleta e entre 18 e 19h e entre 21 e 22h na segunda coleta (Figura 16). Ainda
na primeira coleta, a espécie apresentou um segundo pico de frequéncia, entre
02 e 03h. A temperatura da noite da primeira coleta do Inverno teve 15°C de
média, iniciando o primeiro horario com 16°C até atingir 14,9°C na sua metade,
que a partir de entdo apresentou uma temperatura estavel média de 14,8°C até
o final. Na noite da segunda coleta, que apresentou maior densidade de
flebotomineos, a média de temperatura foi de 14,8°C. O primeiro horério
apresentou 16,9°C, e a média da temperatura na primeira metade da noite foi
de 15,3°C. A média da temperatura da segunda metade da noite foi de 14,3°C.

A segunda espécie mais prevalente, L. migonei, apresentou 0s maiores
picos de frequéncia entre 23 e 01h, na Primavera, sendo capturada na primeira
coleta (com picos secundarios entre 21 e 22h, entre 03 e 04h e entre 05 e 06h),
entre 22 e 23h no Verdo, quando foi capturada na segunda coleta (com picos
secundarios entre 20 e 21h e entre 01 e 02h), entre 18 e 20h no Outono, sendo
capturada nas duas coletas (com picos menores entre 21 e 22h), e entre 00 e
01h da segunda coleta do Inverno (Figura 17). A espécie foi mais numerosa na

Primavera, seguida do Outono, Verao e Inverno.
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Figura 13: Frequéncia horaria dos exemplares de Lutzomyia (Nissomyia) intermedia
coletados durante a Primavera, com armadilha de Shannon, na localidade de Epitécio
Pessoa, municipio de Adriandpolis, estado do Parand, Brasil, no periodo de outubro a
novembro de 2012
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Figura 14: Frequéncia horaria dos exemplares de Lutzomyia (Nissomyia) intermedia
coletados durante o Verdo, com armadilha de Shannon, na localidade de Epitacio
Pessoa, municipio de Adrianopolis, estado do Parand, Brasil, no més de marco de 2013
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Figura 15: Frequéncia horaria dos exemplares de Lutzomyia (Nissomyia) intermedia
coletados durante o Outono, com armadilha de Shannon, na localidade de Epitécio
Pessoa, municipio de Adriandpolis, estado do Parana, Brasil, no periodo de abril a maio
de 2013
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Figura 16: Frequéncia horaria dos exemplares de Lutzomyia (Nissomyia) intermedia
coletados durante o Inverno, com armadilha de Shannon, na localidade de Epitéacio
Pessoa, municipio de Adrianopolis, estado do Parana, Brasil, no periodo de julho a
agosto de 2013
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Figura 17: Frequéncia horaria dos exemplares de Lutzomyia migonei coletados em cada
estacdo, com armadilha de Shannon, na localidade de Epitacio Pessoa, municipio de
Adriandpolis, estado do Parana, Brasil, no periodo de outubro de 2012 a agosto de 2013

A terceira espécie mais frequente, L. (P.) fischeri, teve maior abundancia
na Primavera, seguida do Verédo e do Inverno. A primeira coleta da Primavera,
que rendeu 15 dos 17 exemplares capturados nesta estacao, apresentou maior
densidade desta espécie entre 05 e 06h (com 5 espécimes coletados), entre 03
e 04h (com 4 espécimes) e entre 01 e 02h (com 3 espécimes). Os demais
exemplares foram coletados entre 23 e 24h, 00 e 01h e entre 04 e 05h (1
espécime em cada horario). Na segunda coleta da Primavera, L. (P.) fischeri
esteve presente com 1 representante entre 22 e 23h e entre 23 e 24h. No
Veréo, L. (P.) fischeri teve 1 representante capturado na primeira coleta (entre
04 e 05h) e 5 na segunda, sendo que nesta Ultima os horarios que
apresentaram maior frequéncia foram entre 03 e 04h (com 2 espécimes) e
entre 20 e 21h, 21 e 22h e 02 e 03h (1 espécime em cada). No Inverno, foi
possivel capturar 1 exemplar apenas, entre 04 e 05h na primeira coleta.

A quarta espécie mais frequente, L. firmatoi, esteve presente na
segunda coleta do Inverno, entre 18 e 19h, com 2 representantes. Lutzomyia
(P.) pessoai esteve presente no Verdo, com 1 representante capturado entre
21 e 22h da segunda coleta, e L. (E.) edwardsi esteve presente no Outono,
com 1 representante capturado entre 01 e 02h da segunda coleta.

Para a pesquisa de antropofilia, 2 exemplares da espécie L. (P.) fischeri
foram capturados sugando os coletores, entre 01 e 02h da primeira coleta da

Primavera.
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6 DISCUSSAO

Nos periodos pesquisados (outubro de 2010 a janeiro de 2011 e outubro
de 2012 a agosto de 2013), foi possivel identificar a presenca de seis espécies
compondo a fauna flebotominia em Epitacio Pessoa, municipio de Adrianopolis:
L. (N.) intermedia, L. migonei, L. (P.) fischeri, L. firmatoi, L. (P.) pessoai e L. (E.)
edwardsi. Em todo o estado do Parand, esta fauna é composta de pelo menos
40 espécies (TEODORO et al.,, 1999; CASTRO et al., 2005; REINHOLD-
CASTRO et al., 2008; SILVA et al., 2008; CRUZ et al., 2012; SANTOS et al.,
2012; CRUZ et al., 2013; MELO et al., 2013). No estado, L. (N.) intermedia
ocupa o primeiro lugar em abundancia, seguida de L. (N.) whitmani, L. migonei,
L. firmatoi e L. (P.) fischeri (SILVA et al., 2008). Com exceg¢é&o de L. firmatoi, as
demais espécies sdo comprovadamente suspeitas e de estarem envolvidas
com a transmisséao de L. (V.) braziliensis no Brasil (LAINSON, 1983; GRIMALDI
& TESH, 1993; ASHFORD et al., 2010).

No presente estudo, L. (N.) intermedia prevaleceu sobre as demais
espécies. Esta espécie de flebotomineo foi descrita no inicio do século XX por
Lutz & Neiva (1912), pelo encontro de exemplares no estado de Minas Gerais.
E considerada por alguns autores como o complexo L. (N.) intermedia sensu
lato, formado pelas espécies ou linhagens L. (N.) intermedia sensu strictu e
Lutzomyia (Nyssomyia) neivai (Pinto, 1926) (MARCONDES, 1996; 1997,
ANDRADE-FILHO et al., 2003; 2006). Possui distribuicdo em todo o territério
brasileiro, desde os estados das regiées Norte e Nordeste até o Rio Grande do
Sul, estando presente ainda no sul da Bolivia, norte da Argentina e Paraguai
(ANDRADE-FILHO et al., 2007).

A alta prevaléncia de L. (N.) intermedia é confirmada por outros estudos
no Vale do Rio Ribeira, tanto no Parana (CASTRO et al., 2005; SILVA et al.,
2008; SANTOS et al., 2009; GONCALVES, 2010) quanto em S&o Paulo
(GOMES et al., 1986; DOMINGOS et al.,, 1998; TOLEZANO et al.,, 2001;
GALATI et al., 2009; 2010; 2010a). Em Adrianépolis, Parana, Castro et al.
(2005) determinaram a prevaléncia de 97,58% desta espécie entre o0s
flebotomineos coletados, e Silva et al. (2008), Santos et al. (2009) e Goncalves

(2010) encontraram 98,7, 96,27 e 98,64% respectivamente, naquele municipio.
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Esta prevaléncia € devida a alta capacidade de adaptacdo de L. (N.)
intermedia a ambientes modificados, que formam uma paisagem caracteristica
no Vale do Ribeira, em que a mata do tipo secunddaria sucedeu apds a
influéncia antropica (BARRETTO, 1943; GOMES et al., 1986). Nestas areas
degradadas, esta espécie assume a condicdo de dominancia quase que
absoluta perante as demais espécies (GOMES & GALATI, 1989).

Neste trabalho as coletas com as armadilhas CDC permitiram detectar a
espécie L. (N.) intermedia em todos os ambientes de pesquisa e em grande
guantidade, sendo mais frequente no peridomicilio, e com diferenca
estatisticamente significante entre as propor¢cdes dos espécimes coletados
neste ambiente em relagdo aos demais. Na area de estudo, este espaco
apresenta grande quantidade de residuos e matéria organica, além da
presenca de abrigos de animais domésticos. De acordo com Forattini (1953), L.
(N.) intermedia € frequente nas areas peridomiciliares, onde se encontram
instalados os abrigos dos animais domésticos, como o0s chiqueiros, que
favorecem a formacéo de criadouros para as formas imaturas.

No Parana, em Prudentopolis, regido central do estado, a espécie mais
abundante também é L. (N.) intermedia, com alta densidade encontrada nos
domicilios e abrigos de animais domésticos (THOMAZ-SOCCOL et al., 2009;
TEODORO et al.,, 2011). Em Itambaraca, Cruz et al. (2012) realizaram
levantamento em area urbana e periurbana, relatando a predominéncia de L.
(N.) intermedia e a sua atracdo para o peridomicilio, demonstrando a
capacidade de adaptacdo da espécie neste tipo de ambiente.

Na regido norte do Parand, pesquisas realizadas em diversas areas
rurais em municipios onde ocorre transmissdo de L. (V.) braziliensis, apontam
para o predominio de L. (N.) whitmani sobre as demais espécies. Nestas areas,
a transmissdo de L. (V.) braziliensis esta relacionada com a existéncia de
matas remanescentes e a ocupacao humana e com a presenca de galinheiros,
chiqueiros, paibdis e outros anexos préximos ao domicilio, favorecendo a
manutencao dos criadouros dos flebotomineos (LUZ et al., 2000; MEMBRIVE
et al.,, 2004; LONARDONI et al., 2006; TEODORO et al., 2006; NEITZKE-
ABREU et al., 2012). Nesta regiao, L. (N.) whitmani foi encontrado infectado
por L. (V.) braziliensis, no municipio de Cambira (LUZ et al., 2000).
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Em alguns municipios da regido norte paranaense, L. (N.) intermedia é a
espécie mais frequente (TEODORO & KUHL, 1997; CELLA et al., 2011; MELO
et al., 2013). Em Cianorte e Doutor Camargo, Teodoro et al. (2001) verificaram
a predominancia de L. (N.) whitmani e L. (N.) intermedia, respectivamente, com
namero significativo de insetos coletados em abrigos de animais domesticos.
Em Japurd, regido noroeste, L. (N.) intermedia é a espécie dominante, seguida
de L. (N.) whitmani (CELLA et al., 2011), e em Bandeirantes, Melo et al. (2013)
também relataram a predominancia de L. (N.) intermedia sobre L. (N.)
whitmani. Teodoro et al. (2003; 2006) sugerem que L. (N.) intermedia € mais
frequente nas areas de solos mais arenosos e bem drenados, enquanto L. (N.)
whitmani prevalece nas areas de latossolos vermelhos e vermelho-amarelos ou
nitossolos, mais umidos.

A influéncia das condicbes ambientais sobre a densidade das espécies
de flebotomineos também foi avaliada por varios estudos conduzidos no norte
do Parana. Numa propriedade rural de S&o Jorge do lvai, noroeste do estado,
Teodoro & Kuhl (1997) observaram que a populacdo destes vetores nos
ambientes domiciliares diminuiu, apdés o deslocamento de um chiqueiro e a
desobstrucdo de um pordo onde repousavam animais domeésticos. Em Terra
Boa, Teodoro et al. (1999) realizaram coletas em area que passou por
desmatamento e desinsetizacdes perioddicas, observando grande reducdo da
quantidade de flebotomineos, e com L. (N.) whitmani ocupando a posi¢cédo de
dominancia em relacdo a L. migonei. Reinhold-Castro et al. (2008), em Doutor
Camargo, avaliaram medidas de controle de flebotomineos, como
desinsetizacdo, solo livre de residuos e umidade, e a atuacdo de galinhas
(Gallus gallus) como barreira zooprofilatica, e também verificaram reducédo do
namero de insetos, especialmente no caso das aves. O papel das galinhas
como fonte de atracdo de flebotomineos também ja foi estudado no estado
(TEODORO et al., 2001; 2007).

A eficiéncia dos galinheiros como barreira zooprofilatica é tema
controverso entre diferentes autores. Rodrigues et al. (1999) relataram um
aumento no risco de contrair a infec¢ao por L. (L.) infantum em habitac6es com
galinheiros no peridomicilio, e Alexander et al. (2002) relacionam a presenca
dos galinheiros como fator de atracdo dos mamiferos potenciais reservatorios

de Leishmania. A presencga dos galinheiros também poderia constituir fator de

Discusséao



59

atracdo dos proprios flebotomineos ao ambiente domiciliar (GOMES et al.,
1980). Além disso, a grande prevaléncia destes insetos no ambiente
peridomiciliar pode refletir o comportamento lekking dos flebotomineos em
ambientes artificiais, em que ocorre o agregamento de um grande numero de
machos nos locais visitados pelas fémeas a fim de que ocorra o
estabelecimento de territérios e acasalamento, sendo frequentemente estes
locais os ambientes habitados pelos hospedeiros vertebrados, como os animais
domésticos (QUINNELL & DYE, 1994; KILLICK-KENDRICK, 1999).

Em nosso trabalho, a presenca dos flebotomineos na mata e no
domicilio também caracteriza estes ecOtopos como ambientes em que pode
ocorrer a transmissao de Leishmania (FORATTINI, 1953; GOMES et al., 1980;
DOMINGOS et al.,, 1998; VIRGENS et al., 2008). Aragdo & Lima (1987)
definem L. (N.) intermedia como uma espécie das florestas tropicais e
subtropicais das encostas e de suas extensdes. Teodoro et al. (1991), no
municipio de Terra Boa, avaliaram a frequéncia de flebotomineos em é&rea de
mata residual alterada, com L. (N.) intermedia sendo a segunda espécie mais
frequente, com L. (N.) whitmani ocupando a primeira posigao.

Ao longo do processo de adaptacdo a novos habitats, em funcdo de
alteracbes ambientais, algumas espécies de flebotomineos no Brasil se
adaptaram a novos cenarios ecoldgicos, chegando ao ambiente domiciliar. No
Sudeste do Brasil, ao longo dos anos, algumas das associacdes
flebotomineos-mamiferos-parasitos vém sendo modificadas. Flebotomineos,
vetores primitivos, podem ter desaparecido ou se tornado tdo incomuns que
perderam efetivamente a fungcédo na transmissdo dos parasitos, seu papel teria
sido ocupado por outra espécie que teria se adaptado as novas condicoes
ecolégicas, e com algumas chegando ao ambiente domiciliar. Isso parece ser o
caso, em graus variados, de L. (P.) pessoai, L. (P.) fischeri, L. migonei, L. (N.)
whitmani, L. (N.) intermedia e L. (L.) longipalpis (SOUZA, 2003). As quatro
primeiras estdo, possivelmente, envolvidas na manutencdo da infeccéo entre
animais silvestres, ciclo que ainda persiste nos residuos de florestas primarias
degradadas ou secundarias (LAINSON, 1983). Destas seis espécies citadas,
trés parecem estar mais adaptadas ao ambiente peridoméstico: L. (L.)
longipalpis, que participa da transmissao de L. (L.) infantum, L. (N.) intermedia,
que parece ser o provavel vetor domiciliado de L. (V.) braziliensis, e L. (N.)
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whitmani, que € um importante transmissor deste parasito no Brasil, inclusive
no Parana (LAINSON, 1983; RANGEL, 1995; LUZ et al., 2000; GONTIJO et al.,
2002; SOUZA, 2003).

O sucesso adaptativo de L. (N.) intermedia nos ambientes modificados,
no Vale do Ribeira, esta relacionado com o tempo de colonizacdo humana nas
areas endémicas. Silva & Gomes (2001) apontam para a natureza do perfil
epidemiologico de transmissdo de Leishmania na regido, onde o
estabelecimento da area endémica € recente e coincide com o0 aparecimento
de L. (N.) intermedia no ambiente rural. No estado do Parand, a LTA passou a
ser relatada no Vale do Ribeira somente a partir da década de 1950 (MIRANDA
& SCHWEIDSON, 1955).

Existem evidéncias do aumento dos fatores de risco na transmissao das
leishmanioses em muitas partes do mundo. Este aumento é resultado
principalmente das drasticas mudancas no meio ambiente que estdo
associadas com o desenvolvimento econbmico. Elas s&o causadas
principalmente, por movimentos migratérios ocorridos nas ultimas décadas, por
meio de projetos de colonizacdo e construcdo de rodovias, que tém resultado,
na maioria das vezes, em modelos de ocupacdo desordenados aliados a
destruicdo da cobertura vegetal. Como consequéncia dessas alteracdes
ambientais, alguns mamiferos silvestres que atuam como reservatérios de
Leishmania poderiam invadir areas antropicas, onde flebotomineos com hébito
alimentar eclético poderiam transmitir o parasito, presente nestes animais, para
0 homem (RANGEL & LAINSON, 2003; SOUZA, 2003).

No Vale do Ribeira paranaense, a obtencdo de prata e ouro era
realizada por meio da exploracdo de minério de chumbo, como subproduto, em
minas préximas do Rio Ribeira entre Cerro Azul e Adrianépolis (BITAR, 1990).
Este tipo de exploracdo vigorou por muito tempo em Adriandpolis, e pelo
menos desde 2012 a instalacdo de industrias proximas aos distritos rurais,
pode ter contribuido para que estas alteracfes ambientais favorecessem a
selecdo de flebotomineos que adaptaram-se melhor a este tipo de paisagem
modificada, como parece ser o caso de L. (N.) intermedia.

Estudos realizados em outras regides do pais apontam para uma maior
densidade de L. (N.) intermedia nos meses quentes, como entre outubro e

fevereiro, em Silva Jardim e Casimiro de Abreu (SOUZA et al.,, 2001), em
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Petrépolis (SOUZA et al., 2002; 2005) e em Angra dos Reis (AGUIAR et al.,
2014) (Rio de Janeiro), no Espirito Santo (VIRGENS et al., 2008) e em marco
em lIporanga (S&o Paulo) (GALATI et al.,, 2010). Contudo, Forattini (1973)
descreve um comportamento irregular desta espécie, indicando maior
abundancia nos meses mais frios. Rangel et al. (1990), no estado do Rio de
Janeiro, também registrou a presenca de L. (N.) intermedia durante o ano todo,
com os meses de junho, agosto e outubro apresentando maior densidade. Em
Mirandopolis (Sado Paulo), Odorizzi & Galati (2007) determinaram a maior
abundancia de L. (N.) intermedia no Inverno. Em Terra Boa, Teodoro et al.
(1993) encontraram L. (N.) intermedia em maior nimero no Outono.

Em véarios municipios do norte do Parana, Luz et al. (2000) verificaram
maior abundancia de L. (N.) whitmani entre dezembro e marco (Verao), e entre
marco e junho (Outono). Em é&rea urbana de Cianorte, Cerino et al. (2009)
também detectaram a predominancia de L. (N.) whitmani, seguida de L. (N.)
intermedia, com maior numero de insetos sendo coletado no periodo entre
novembro e abril. Em Bandeirantes, Cruz et al. (2013) coletaram L. (N.)
intermedia em maior quantidade, seguida de L. (N.) whitmani, que atingiram
seu pico durante a estacdo seca. No mesmo municipio, Massafera et al. (2005)
observaram L. (N.) whitmani (em maior nimero) e L. (N.) intermedia sendo
mais frequentes em marco e abril, quando as temperaturas e precipitacdes
ainda séo elevadas. Estes sdo, via de regra, os padrées para as densidades
destas espécies no estado do Parana (CONSOLIM et al., 1990; TEODORO et
al., 1993a; 2001; 2003; LEGRIFFON et al.,, 2012; NEITZKE-ABREU et al.,
2012). De fato, neste trabalho, com as coletas com a armadilha de Shannon, L.
(N.) intermedia mostrou-se muito mais abundante no Verdo (més de margo) e
Primavera (outubro e novembro) que em relagdo ao Outono (abril e maio) e ao
Inverno (julho e agosto).

Neste trabalho foram observadas duas redugbes no numero de
exemplares de L. (N.) intermedia coletados no peridomicilio da propriedade 2,
em novembro de 2010 e janeiro de 2011, mesmo com a elevac¢ao continua da
temperatura. Apenas a proporcdo de espécimes coletados em outubro em
relacdo a dezembro ndo apresentou diferenca estatisticamente significante.
Conforme os dados de pluviosidade apresentados, nas datas das coletas de

novembro e janeiro houve precipitacdo. De acordo com Domingos et al. (1998),
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as chuvas tendem a reduzir a populagéao flebotominica, possivelmente devido
ao impacto destas sobre os criadouros.

De um modo geral, em Adrianépolis L. (N.) intermedia apresentou uma
maior preferéncia pelos periodos que compreendem os horarios da primeira
metade da noite, com uma maior frequéncia entre 21 e 24h, para em seguida
entrar em declinio. No Inverno, quando as temperaturas foram mais baixas, a
espécie apresentou maior abundéancia entre 18 e 20h. Na segunda metade da
noite, a espécie exibiu picos geralmente entre 02 e 03h. Forattini et al. (1976)
consideram que a temperatura 6tima para os flebotomineos seja em torno dos
20°C. A média da temperatura para o periodo compreendido entre as 21 e 24h
de todas as coletas, com exceg¢éao do Inverno, foi de 19,6°C, enquanto que para
0 mesmo periodo, nas coletas do Inverno, este valor foi de 14,9°C.

Em Petropolis, Souza et al. (2005) também verificaram L. (N.) intermedia
no ambiente peridomiciliar em condi¢cées semelhantes ao presente estudo, com
a primeira metade da noite apresentando os maiores picos de frequéncia deste
flebotomineo, principalmente entre 21 e 22h. Na area estudada pelos autores,
L. (N.) whitmani foi a espécie prevalente no ambiente silvestre, que mostrou
maior atividade no meio da noite.

Em Terra Boa, a atividade noturna de L. (N.) whitmani apresentou o
maior pico entre 04 e 05h, enquanto L. (N.) intermedia mostrou preferéncia
pelos horérios entre 22 e 24h (TEODORO et al., 1993). Em Maringa, L. (N.)
whitmani apresentou maior pico entre 24 e 02h (TEODORO et al.,, 2003),
enguanto que em Bandeirantes, esta espécie e L. (N.) intermedia apresentaram
maior pico de frequéncia entre 20 e 21h (MASSAFERA et al., 2005), 22 e 02h
(para L. (N.) intermedia) e entre 20 e 22h e 20 e 24h (para L. (N.) whitmani)
(CRUZ et al., 2013).

O aumento progressivo da atividade de L. (N.) intermedia até a metade
da noite, para decrescer em seguida, ja foi relatado no Vale do Ribeira paulista,
por Forattini et al. (1976) e Domingos et al. (1998) no municipio de Pedro de
Toledo, por Gomes et al. (1983) no municipio de Pariquera-Ac¢u e por Galati et
al. (2010) no municipio de Iporanga, onde a espécie prevaleceu entre 19 e 21h.
Ainda no estado de S&o Paulo, L. (N.) intermedia exibiu o mesmo

comportamento, e foi mais numerosa em setembro, sendo que e o0 més de
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junho foi o que apresentou menos espécimes, no municipio de Teodoro
Sampaio (CONDINO et al., 1998).

Fuenzalida et al. (2011), no departamento de Monteros (Tucuman,
Argentina), determinaram a maior densidade de L. (N.) intermedia no més de
abril (Outono), quando alcancou o pico entre 03 e 04h, e em janeiro (Verdo) a
espécie foi mais frequente na primeira metade da noite. Os autores
relacionaram estes resultados com o fato dos moradores ainda permanecerem
fora das suas residéncias no periodo de Verdo, estando expostos a atividade
dos flebotomineos, enquanto que no Outono a implicacdo epidemioldgica
estaria ligada aos habitos endofagicos e endofilicos de L. (N.) intermedia. Os
resultados do presente trabalho corroboram o relato deste pico de frequéncia
entre 03 e 04h por Fuenzalida et al. (2011), uma vez que, apesar de declinar na
segunda metade da noite em Adrianépolis, L. (N.) intermedia apresentou picos
de frequéncia entre 03 e 04h na Primavera, e entre 02 e 03h no Ver&o, Outono
e Inverno.

Na tentativa de buscar melhores condicBes, em funcdo da baixa
temperatura nestes horéarios, L. (N.) intermedia em Adrianépolis poderia
apresentar a tendéncia de invadir as casas, viabilizando a transmisséao de L.
(V.) braziliensis dentro do proprio domicilio. Lutzomyia (N.) intermedia €
reconhecida por ter comportamento antropofilico, e pela tendéncia que
apresenta em invadir os domicilios, ndo somente para buscar fontes
sanguineas, mas também abrigo (NERY-GUIMARAES, 1955; FORATTINI et
al., 1976). Campbell-Lendrum et al. (1999) chamam a atenc&o para o carater
endofagico e endofilico de L. (N.) intermedia e sua atracdo pela luz, o que
influiria positivamente no encontro do hospedeiro humano. Esta busca pelo
abrigo domiciliar poderia justificar, em parte, o declinio da populacéo de L. (N.)
intermedia a partir da meia noite, tornando-se entdo o domicilio um dos fatores
mais importantes para a transmisséo de Leishmania neste cenario.

Esta plasticidade ecolégica exibida por L. (N.) intermedia pode ser
explicada pelas conclusées a que chegaram os estudos genéticos sobre esta
espécie, que demonstraram a existéncia de grande variabilidade intra-
especifica. Marcondes et al. (1997) sequenciaram DNA mitocondrial de seis
populac6es do Sul e Sudeste do Brasil, e encontraram haplétipo pertencente a

L. (N.) whitmani em uma das populacdes, 0 que poderia sugerir introgressao
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entre as duas espécies. A mesma hipoétese foi apresentada por Mazzoni et al.
(2006), que utilizaram o gene period para demonstrar a possibilidade de
introgressao entre L. (N.) intermedia e L. (N.) whitmani, e por Mazzoni et al.
(2008), que também relataram a possibilidade de fluxo génico entre as duas
espécies por meio de andlise multiloco de 10 loci nucleares.

Meneses et al. (2005), verificando populacdes de L. (N.) intermedia do
municipio de Mesquita (Rio de Janeiro), encontraram homogeneidade genética
por meio de MLEE e SSCP (Polimorfismo de Conformacédo de Fita Unica) e
baixo nivel de estruturacdo populacional por meio de RAPD (Amplificacédo
Randémica de DNA). Rocha et al. (2007) utilizaram RAPD ao estudarem
populac6es de areas endémicas do Espirito Santo (Viana e Afonso Claudio), e
encontraram baixo nivel de estruturacdo genética entre as populacdes destas
duas areas. Os autores, porém, detectaram alto nivel de estruturacdo genética
das populagcBes coletadas nos diferentes ecétopos de Viana, sugerindo uma
independéncia entre o ciclo doméstico e o ciclo peridomiciliar de transmisséo
de L. (V.) braziliensis. Gongalves (2010) também utilizou RAPD para
caracterizar populagbes de L. (N.) intermedia provenientes de Cerro Azul e
Adriandpolis (Parana), onde encontrou grande variabilidade intra-especifica e
evidéncias da existéncia de migracao e fluxo génico entre as populagdes das
duas areas.

Lutzomyia migonei, a segunda espécie mais prevalente nas coletas com
a armadilha de Shannon neste trabalho, foi a Unica que esteve presente em
todas as estacles, juntamente com L. (N.) intermedia. O flebotomineo L.
migonei foi mais numeroso na Primavera, sendo detectado em maior nimero
nos horarios entre 23 e 01h, no Verdo entre 22 e 23h e no Outono entre 18 e
20h. Teodoro et al. (1993), em Terra Boa, detectaram L. migonei tendo maior
atividade entre 01 e 03h, e prevalecendo no Verdo. Barretto (1943) e Forattini
(1973) apontam para a auséncia de L. migonei em alguns periodos do ano,
como 0s meses secos e frios. Apesar dos picos de frequéncia estarem na
primeira metade da noite, no presente trabalho L. migonei apresentou maior
densidade na segunda metade. Recai também sobre L. migonei o papel
vetorial de Leishmania, por ter sido encontrado com formas flageladas por
Pessba & Coutinho (1941). Em Baturité, Ceara, a espécie também foi

encontrada com flagelados por Azevedo et al. (1991). Em Angra dos Reis,
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Aguiar et al. (2014) demonstraram o carater exofilico de L. migonei, sugerindo
que a espécie possa atuar como vetor secundario no peridomicilio; e no
ambiente silvestre, mantendo o foco enzod6tico natural. Este nicho, em relagéo
a mata, pode estar sendo desempenhado por L. migonei na area estudada da
presente investigacdo, pois proximo ao ponto de coleta existem mata
secundéria e residuos da floresta primaria, onde os moradores levam a efeito a
pratica de caca, pesca e estabelecem novas é&reas para a agricultura,
constituindo o ambiente silvestre um dos ecétopos em que a transmissédo de
Leishmania é factivel.

O maior numero de exemplares capturados da espécie L. migonei em
relacdo a L. (P.) fischeri neste trabalho pode refletir um aspecto mais
acentuado daquela espécie em ser atraida pela cor branca da armadilha, e
portanto em adaptar-se aos ambientes antrépicos, ao contrario dos ambientes
sombreados e umidos, em que L. (P.) fischeri seria mais prevalente (MOSCHIN
et al.,, 2013). No norte do Parana, Teodoro et al. (1993) encontraram maior
densidade de L. (P.) fischeri no més de fevereiro. No nosso trabalho, em
Adrianopolis, a espécie foi mais frequente na Primavera e Verdo, e teve
preferéncia acentuada pelos horarios da segunda metade da noite, com 19
exemplares coletados neste periodo de um total de 24. Os horarios que
apresentaram maior frequéncia foram entre 03 e 04h, 05 e 06h e entre 01 e
02h. Na Serra da Cantareira, regidao da Grande S&o Paulo, Moschin et al.
(2013) verificaram maior abundancia de L. (P.) fischeri na Primavera, e durante
a segunda metade da noite, além de verificarem a ocorréncia de antropofilia
desta espécie pela captura de exemplares tentando realizar o repasto
sanguineo. Os autores correlacionaram estes achados com a maior
possibilidade de transmisséo de Leishmania préxima ao amanhecer.

Esta condicdo parece estar relacionada com o resultado do presente
trabalho referente a pesquisa de antropofilia, pois as fémeas capturadas
tentando realizar o repasto sanguineo nos coletores pertenciam a espécie L.
(P.) fischeri, e esta captura foi feita entre 01 e 02h. Souza et al. (2005)
encontraram um padréo semelhante em Petropolis, com maior intensidade de
antropofilia praticada no inicio da manha por L. (N.) whitmani, e no inicio da

noite, por L. (N.) intermedia. Assim, os autores relacionam estes resultados
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com a possibilidade de transmissdo de L. (V.) braziliensis para o0s
trabalhadores que iniciam suas atividades no inicio da manha.

Lutzomyia (P.) fischeri foi a segunda espécie mais coletada com as
armadilhas CDC, e a terceira mais coletada com a armadilha de Shannon.
Alguns estudos tém discutido o potencial papel de L. (P.) fischeri na
manutencdo da enzootia silvestre associada a L. (V.) braziliensis (RANGEL &
LAINSON, 2009; PITA-PEREIRA et al., 2011). Em adicéo, Barretto (1943) faz
referéncia ao encontro de L. (P.) fischeri realizando o repasto sanguineo
durante o dia, e Coutinho & Barretto (1941) aceitam a responsabilidade da
espécie por participar da transmissdo do protozoario, em face da sua
acentuada antropofilia e pela abundancia em areas com ocorréncia de LTA.

Apesar de L. (N.) intermedia n&o ter sido por nés capturada praticando o
repasto sanguineo nos coletores, pela sua biologia e densidade na area
pesquisada, recai sobre a mesma a suspeita de atuar como espécie vetora em
Adrianopolis. Em Pedro de Toledo, Gomes et al. (1983) observaram que a
hematofagia desta espécie iniciou nas horas precedentes ao crepusculo
vespertino e se encerrou logo apds as primeiras horas que sucederam ao
crepusculo matutino. Em Petrépolis, Souza et al. (2002) capturaram L. (N.)
intermedia sugando os coletores, especialmente no peridomicilio, e nos meses
mais quentes.

Lutzomyia (N.) intermedia € incriminada pela transmissdo de L. (V.)
braziliensis em areas endémicas de LTA do Sudeste e Sul, como em Minas
Gerais (LEMOS & LIMA, 2005; SARAIVA et al., 2006), Espirito Santo
(FALQUETO, 1995; VIRGENS et al., 2008), Sdo Paulo (FORATTINI et al.,
1976; GOMES et al., 1986; CONDINO et al., 1998; GALATI et al., 2010), Rio de
Janeiro (RANGEL et al., 1990; SOUZA et al., 2001; 2002; 2005; RODRIGUES
et al., 2013; AGUIAR et al., 2014), Parana (THOMAZ-SOCCOL et al., 2009) e
mesmo em outras regides, como na Bahia (PEREIRA & HOCH, 1990).

A capacidade vetorial de L. (N.) intermedia foi demonstrada pela primeira
vez por Aragédo (1922) no Rio de Janeiro, ao produzir lesédo no focinho de um
céo, a partir da inoculacéo de triturado de exemplares dessa espécie infectados
com L. (V.) braziliensis. A espécie foi encontrada naturalmente infectada por
flagelados por Forattini & Santos (1952) no Parana, Forattini et al. (1972) em
Séo Paulo e por Rangel et al. (1984) no Rio de Janeiro. Rangel et al. (1992;
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1993), Silva & Gomes (2001) e Diniz et al. (2014) também obtiveram a
infectividade experimental de L. (N.) intermedia por L. (V.) braziliensis.

Apenas trés exemplares da espécie L. (P.) pessoai foram capturados no
presente trabalho, dois com as armadilhas CDC e um por meio da armadilha de
Shannon. Este flebotomineo esteve presente na primeira metade da noite no
Verdo, entre 21 e 22h. No Pontal do Paranapanema, estado de Séo Paulo, L.
(P.) pessoai foi mais frequente no Outono e na Primavera, prevalecendo entre
20 e 21h (ALESSI et al., 2009). No municipio de Itambaracéa (Parand), em duas
localidades rurais sob a influéncia das usinas hidrelétricas Canoas | e I, no Rio
Paranapanema, Cruz et al. (2012) identificaram o predominio de L. (P.)
pessoai, seguida de L. (N.) intermedia. Em relacdo a primeira, recairia sobre si
0 papel vetorial nas areas de matas mais preservadas, engquanto que €
relacionada a segunda maior densidade em areas degradadas. De acordo com
Rangel & Lainson (2003), L. (P.) pessoai é um dos possiveis flebotomineos
vetores de L. (V.) braziliensis no Brasil.

As demais espécies por nés capturadas neste trabalho, L. firmatoi e L.
(E.) edwardsi, foram as menos frequentes. Em levantamento realizado por
Silva et al. (2008) no estado do Parana, L. firmatoi mostrou-se uma espécie de
habitos silvestres, enquanto que Ashford et al. (2010) consideram L. (E.)
edwardsi como uma das espécies vetoras de L. (V.) braziliensis no Brasil,
sendo que este flebotomineo foi diagnosticado com o protozoario em Cotia
(Sao Paulo) por meio de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) (SUCEN,
2005).

Os resultados negativos da pesquisa de infecgdo natural por L. (V.)
braziliensis nos flebotomineos séo condizentes com os resultados de outros
estudos que utilizam a disseccdo como método de busca do protozoério
(GOMES et al., 1990), o que sugere a condi¢cédo destes vetores de estarem sob
uma baixa pressdo parasitaria (CASTRO et al., 2005; GONCALVES, 2010).
Esta condicdo € muito mais acentuada para L. (N.) intermedia, quando
considerada a abundancia desta espécie em relagdo as demais.

A eficacia dos métodos moleculares para deteccdo da infeccao natural
por Leishmania em flebotomineos, em comparagcdo com a disseccdo, é
evidenciada pela sensibilidade destes métodos: por meio da PCR Multiplex, L.
(N.) intermedia foi detectada com o DNA de L. (V.) braziliensis no Rio de
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Janeiro por Pita-Pereira et al. (2005) e no Rio Grande do Sul por Pita-Pereira et
al. (2009). Entretanto, Rocha et al. (2010) chamam a atencdo para a
necessidade de aprimoramento destas técnicas moleculares, em razdo da
possibilidade de reacéo cruzada com outros tripanosomatideos. Recentemente,
Marcussi et al. (2013) avaliaram o desempenho de primers especificos para L.
(V.) braziliensis, com baixa correlacdo com os resultados de outros métodos
diagnosticos, mas com 87,7% de especificidade para a identificacdo de um dos
serodemas desta espécie. E importante salientar que o método de dissec¢éo
constitui a Unica alternativa que permite detectar a infeccédo por Leishmania e o
posterior isolamento e caracterizacdo do parasito por métodos bioquimicos e
moleculares.

Svobodova et al. (2009) procurando determinar os vetores em area de
transmissdo de leishmaniose tegumentar na Turquia, encontraram alta
prevaléncia de infeccéo das fémeas de Phlebotomus (Larroussius) tobbi com L.
(L.) infantum. Esta alta prevaléncia de infec¢cdo encontrada é apontada pelos
autores como devida ao comportamento antropofilico de P. (L.) tobbi na regido,
coincidindo com o alto niumero de casos humanos, sugerindo um ciclo de
transmissao antroponético para L. (L.) infantum. Kato et al. (2013) também
realizaram dissecc¢des nos intestinos de flebotomineos coletados em éarea
endémica de LTA no Equador, encontrando Lutzomyia (Nyssomyia) yuilli yuilli
parasitada por protozoarios do género Endotrypanum e Lutzomyia (Lutzomyia)
tortura parasitada com L. (V.) naiffi, esta Ultima com maior numero de
flagelados. Enquanto que L. (L.) tortura foi coletada essencialmente por meio
de isca humana, L. (N.) yuilli yuilli foi também coletada por meio de armadilhas
luminosas (CDC e Shannon), sugerindo os autores que aquela espécie possui
maior predile¢cdo pela hematofagia e justificando o fato de terem encontrado
maior numero de flagelados, pois o parasito prolifera e se desenvolve melhor
em flebotomineos que sdo mais atraidos por fontes sanguineas, resultando em
maior transmissdo do mesmo entre os hospedeiros mamiferos. Esta condicao
aventada para L. (N.) yuilli yuilli poderia ser sugerida em relagcdo a L. (N.)
intermedia em Adriandpolis, que prevalece no ambiente antrépico e onde ha a
presenca de fontes luminosas que garantem a sua atracdo, enquanto que L.
(L.) tortura seria analoga a L. (P.) fischeri, que foi coletada praticando

hematofagia nos coletores.
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Assim, o presente estudo evidencia a importancia dos flebotomineos
vetores na cadeia de transmisséo de L. (V.) braziliensis em Adrianépolis. Pela
alta densidade e plasticidade ecologica, L. (N.) intermedia deve ser
considerada como espécie vetora, oferecendo maior risco de infeccdo para as
populacdes humana e animal nos meses mais quentes (Primavera e Verao)
durante toda a noite: no inicio, quando os trabalhadores estdo expostos no
peridomicilio; e a partir do meio da noite em diante, possivelmente no domicilio.
Lutzomyia migonei seria responsével pela manutencdo da enzootia silvestre.
No entanto, pode ser atraida pela luz no peridomicilio e, ainda, poderia ser
responsavel juntamente com L. (N.) intermedia e L. (P.) fischeri pela
transmissao de Leishmania quando os individuos entram na mata para exercer
atividades profissionais ou de lazer. Ainda, na segunda metade da noite, e
especialmente na Primavera e Verdo, o potencial vetorial deve pesar também
sobre L. (P.) fischeri, pelo encontro desta espécie praticando hematofagia a
partir de 00h, e pelo encontro da maior parte dos seus representantes a partir
das 03 e 04h e 05 e 06h, periodos em que os trabalhadores rurais saem das
residéncias para exercer suas atividades. Esta Ultima hipotese tende a ser
ratificada pelo fato de que os casos humanos de LTA em Adrianépolis
consistem majoritariamente em adultos do sexo masculino. A Figura 18 faz um
resumo grafico dos possiveis ciclos de transmissdo de Leishmania na area por
nos estudada, levando em consideracdo os diferentes flebotomineos vetores,

ecotopos e fatores de risco.
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Figura 18: Esquema dos ciclos de transmissdo de L. (V.) braziliensis na localidade de
Epitacio Pessoa, municipio de Adrianopolis, estado do Parana, Brasil
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7 CONCLUSOES

1 Durante o periodo estudado (outubro de 2010 a janeiro de 2011, e outubro de
2012 a agosto de 2013), foram coletados 10.058 flebotomineos em
Adrianodpolis, Parana, sendo que esta fauna foi representada pelas espécies L.
(N.) intermedia (99,11% dos flebotomineos coletados com armadilhas CDC e
99,34% dos coletados com armadilha de Shannon), L. migonei (0,34% dos dos
flebotomineos coletados com armadilha de Shannon), L. (P.) fischeri (0,69%
dos flebotomineos coletados com armadilhas CDC e 0,26% dos coletados com
armadilha de Shannon), L. firmatoi (0,02% dos flebotomineos coletados com
armadilha de Shannon), L. (P.) pessoai (0,19% dos flebotomineos coletados
com armadilhas CDC e 0,01% dos coletados com armadilha de Shannon) e L.
(E.) edwardsi (também 0,01% dos flebotomineos coletados com armadilha de
Shannon); com ampla abundancia de L. (N.) intermedia em todos os ecétopos
— domicilio, peridomicilio e mata. Lutzomyia migonei e L. (P.) fischeri foram a

segunda e a terceira espécies mais abundantes, respectivamente;

2 O espaco peridomiciliar e a paisagem com influéncia antrépica oferecem
situacdo de risco para a infeccao por L. (V.) braziliensis por permitir a selecéo
natural de L. (N.) intermedia, que foi encontrada com alta densidade (99,27%

dos flebotomineos coletados com armadilhas CDC neste eco6topo);

3 A fauna flebotominica em Adrianépolis apresentou maior densidade nos
periodos mais quentes — Verdo e Primavera, quando compareceram 5.772 e
1.189 flebotomineos, o que corresponde a 63,82 e 13,14% do total destes

dipteros capturados com a armadilha de Shannon, respectivamente;

4 Lutzomyia (N.) intermedia foi a espécie mais abundante em todas as
estacbes climéticas, com 97,56, 99,74, 98,92 e 99,62% dos flebotomineos
capturados na Primavera, Verdo, Outono e Inverno, respectivamente.
Lutzomyia migonei foi a segunda espécie mais frequente no Verdo e Outono,
com 0,14 e 0,97% dos flebotomineos coletados nestas estacoes,
respectivamente. Lutzomyia (P.) fischeri foi a segunda espécie mais abundante

na Primavera, e a terceira no Verado, correspondendo a 1,43 e a 0,1% dos
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flebotomineos presentes nestas duas estacdes, respectivamente. Lutzomyia
firmatoi foi a segunda espécie mais frequente no Inverno, com 0,19% dos
flebotomineos capturados nesta estacdo, enquanto L. (P.) pessoai e L. (E.)
edwardsi estiveram presentes apenas no Verao e no Outono, respectivamente,
correspondendo a 0,01 e a 0,09% dos flebotomineos coletados em cada uma

destas estacoes;

5 Lutzomyia (N.) intermedia apresentou um padrdo geral de frequéncia
conforme o decorrer da noite de modo crescente até a sua metade, para a
partir de entdo entrar em declinio. No entanto, esteve presente em todos os

horéarios;

6 O domicilio também oferece situagdo de risco para a transmissdo de L. (V.)
braziliensis, por permitir a frequéncia de L. (N.) intermedia. Neste caso, a
infeccdo poderia ocorrer provavelmente na segunda metade da noite, quando
L. (N.) intermedia busca este ec6topo para o encontro de abrigo, em fungéo da

gueda de temperatura no ambiente externo;

7 Nao foram encontradas formas promastigotas de Leishmania nos
flebotomineos dissecados, o que denota uma baixa pressao parasitaria no ciclo
de transmissdo do patdégeno na regido, especialmente no caso de L. (N.)

intermedia;

8 Lutzomyia migonei desempenharia o papel de manutencgéo do ciclo silvestre
de L. (V.) braziliensis, e juntamente com L. (N.) intermedia e L. (P.) fischeri,
poderia estar atuando como espécie vetora quando da entrada dos moradores

na mata para atividades de lazer ou profissionais;

9 Lutzomyia (P.) fischeri foi capturada exercendo atividade antropofilica, ao
sugar os coletores na segunda metade da noite, na Primavera. Recai portanto,
sobre esta espécie, a suspeita de atuar como vetora de L. (V.) braziliensis no
ambiente peridomiciliar, uma vez que a maior parte dos seus espécimes foi

coletada neste periodo.
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8 PERSPECTIVAS

Dentre as doencas tropicais consideradas como negligenciadas pela
Organizacdo Mundial da Saude, as leishmanioses merecem enorme atencao
por parte das instituicbes cientificas e governamentais: estdo em expansao,
ndo possuem medidas imunoprofildticas disponiveis para uso em seres
humanos, apresentam agravantes clinicos diante das imunodrepressfes e
estédo diretamente relacionadas com fatores sécio-econdmicos e geograficos.

O sucesso no controle destas enfermidades passa invariavelmente, mas
nao somente, pelo sucesso no controle dos vetores de seus agentes
etiolégicos. Este sucesso, por sua vez, esté relacionado com a compreensao
dos varios aspectos biologicos e epidemiolégicos de tais vetores:
comportamentais, ecoldgicos, competéncia vetorial, genéticos, bioquimicos,
taxondmicos, e outros.

No caso da LTA, que no Brasil constitui um dos maiores desafios para a
salde publica, os estudos dos seus principais vetores vém logrando algum
éxito em diferentes campos, porém muitas lacunas carecem de respostas. O
presente estudo, em suas investigacdes pertinentes a regidao do Vale do
Ribeira, no estado do Parana, procurou fornecer respostas a algumas questées
gue envolvem uma das principais espécies relacionadas com a epidemiologia
da doenca no pais — L. (N.) intermedia — e seu papel na manuten¢éo do ciclo
de L. (V.) braziliensis naquela area endémica, juntamente com as espécies
menos frequentes, porém ndo menos importantes, como é o caso de L. (P.)
fischeri.

Sendo uma espécie polimorfica, recaem sobre L. (N.) intermedia as
mesmas perguntas que orbitam o entendimento de como muitos taxons de
importancia sanitaria que apresentam situacdes semelhantes, a exemplo dos
complexos de espécies cripticas, diferem em sua importancia como vetores de
patdgenos.

Nesse sentido, colocam-se como perspectivas de trabalho a execucgao
de algumas metodologias que venham a contribuir para responder estas
perguntas: ampliacdo dos estudos genéticos (como a adocdo de marcadores
isoenzimaticos e moleculares), aprofundamento das pesquisas ecoldgicas e

comportamentais (como estudos de sazonalidade e da verificagdo do
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isolamento  reprodutivo entre  diferentes populacbes, mediante o
estabelecimento de colénia em laboratorio), e estudos bioguimicos (como o0s
que analisam os feromonios envolvidos com a cépula) e de infectividade
natural, bem como os relacionados com a taxonomia classica, como a
morfometria de formas adultas e imaturas.

Por fim, espera-se que os resultados deste trabalho possam ser Uteis e
encorajem o poder publico para a ado¢édo de medidas de controle e prevencgao
da LTA, no Vale do Ribeira e em outras areas endémicas. Em corolério, estas
medidas devem ser estruturais e permanentes. Tao importantes quanto estas
medidas, as intervenc¢des oriundas dos profissionais de saude e pesquisadores
sdo prementes, em face de que sao estes 0s que estabelecem maior contato
com as comunidades das éareas endémicas. Para tanto, propfe-se o0
estabelecimento de programas informativos e educacionais, que visem, de
maneira geral: (1) a adocdo de uma linguagem acessivel e didatica aos
moradores destas comunidades, com especial enfoque nos jovens e criangas,
(2) o auxilio para a execucdo de medidas de saneamento e higiene, e (3)
adocdo de medidas para evitar a exposicdo aos flebotomineos, conforme os
horarios de maior risco de contrair a infeccdo, em funcdo da presenca dos
moradores nos diferentes ecétopos.

Espera-se que a concretizacdo destas propostas seja um dos passos
iniciais para a verdadeira emancipacao social nestas areas de baixos indices

de desenvolvimento humano.
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