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RESUMO

A distribuicao de flebotomineos em um determinado local esta ligada a diversos fatores,
incluindo agdes antropicas, que permitem que espécies, primariamente de habitos
silvestres, se direcionem para peridomicilio, no ambiente rural e urbano. O registro
destas, ao longo dos anos, ligado a fatores abiodticos os quais influenciam na densidade
populacional e na consequente transmissao de Leishmania spp. para o ser humano e
outros animais sdo descritos em estudos relacionados ao tema. No Parana, a regido do
Vale do Ribeira ¢ endémica para leishmaniose tegumentar americana (LTA) e dentre os
municipios que a compde esta Itaperucu. Com o objetivo de estudar a fauna de
flebotomineos na é4rea rural do municipio foram: 1) identificadas as espécies; 2)
observadas suas frequéncias mensais; 3) e se a densidade populacional esta relacionada
com fatores abioticos; 4) detectada infeccdo natural por Leishmania spp. As coletas
foram realizadas por dois anos (julho 2016-julho 2018) utilizando dez armadilhas
luminosas do tipo CDC (trés noites consecutivas em peridomicilio) e uma armadilha de
Shannon (uma noite, em area de mata) com um esforco amostral de 8.640 horas e 72
horas de captura, respectivamente. Os flebotomineos foram triados, sexados e
acondicionados para posterior identificacdo especifica e analise molecular. A densidade
dos espécimes foi correlacionada a fatores abioticos com base nos dados fornecidos pelo
Sistema Meteorologico do Parand (SIMEPAR) e para as analises estatisticas utilizou-se
o BioEstat v. 5.3. A fauna foi composta por 3.784 espécimes, sendo 2.559 (67,6%)
fémeas e 1.225 (32,4%) machos (F/M = 2:1) (Teste t, p> 0,05), distribuidos entre 13
espécies sendo as mais frequentes Nyssomyia neivai (93,9%), Pintomyia fischeri
(3,75%), Migonemyia migonei (0,95%) as quais sdo incriminadas como vetores de
Leishmania spp. causadoras de LTA. As demais corresponderam a 1,4% do total. Foi
observada diferenca estatistica significativa na coleta de Ny. neivai (n= 3.556) quando
comparada as demais espécies (Kruskal-Wallis, p< 0,05). O género Brumptomyia foi o
mais diverso com seis espécies, sendo Br. bragai registrada pela primeira vez no
Parand, aumentando sua distribui¢do geografica e a fauna flebotominica para do estado
para 50 espécies. Os flebotomineos estiveram presentes durante todo ano na area de
estudo, independente dos fatores abidticos e a partir do més de agosto observou-se
maior frequéncia, com decréscimo da fauna a partir do més de maio. Das fémeas
capturadas, 1.186 foram dissecadas (totalizando 176 pools) para deteccdo de DNA de
Leishmania. Das espécies analisadas, Ny. neivai foi a mais abundante (88,62%), seguida
por Pi. fischeri (9,2%) e Mg. migonei (1,18); Br. troglodytes e Ex. firmatoi somaram
juntas 1,01 % do total. Trés (3) pools de Ny. neivai foram positivos para a presenca de
DNA de Leishmania spp. Apds o célculo para infec¢do natural de flebotomineos foi
obtido a taxa de infec¢do de 0,25%. Inventariamos a fauna de flebotomineos em uma
regido endémica e que possui poucos estudos direcionados para provaveis vetores das
espécies de Leishmania (Viannia) spp. Com os resultados apresentados poderemos
oferecer a Secretaria de Saude dados sobre a distribui¢do e sazonalidade das espécies
presentes na area, mitigando ac¢des de controle e vigilancia da LTA na regido como
preconizado pelo Ministério da Saude.

Palavras chave: Psychodidae, Nyssomyia neivai, variagdo sazonal, Leishmaniose
Tegumentar Americana, Vale do Ribeira.



ABSTRACT

Sand flies distribution in a place is closed with several factors, such as antropic actions
that provide silvester species to approach of the peridomicile in rural and urban
enviroments. During different years the records of sand flies present relationships with
biotic factors that influence in the faunistic density and consequently Leishmania spp.
transmission to human and animals as described in previous study. In Parana state, the
Ribeira Valley region is endemic to American Tegumentar Leishmaniais (ATL) and
between it municipalities is included Itaperugu. Aimed to investigate tha sand fly fauna
in a rural are located in the mucipality, 1) species were identified; 2) observing their
mensal frequency; 3) and if sand fly density present some relation with abiotic factors;
4) including natural infection by Leishmania spp. Collections were carried out for two
years (July 2016 0 July 2018) using 10 CDC light traps (during three consecutive nights
in peridomicile) and one Shannon trap (during one night in forested area), totaling a
amostral efort of 8,640 hours e 72 hours of capture, respectivelly. Sand flies were
segregated of other insects, sexed and storaged for especific identification and methods
of molecular analysis procedures. Specimens density was correlated with abiotic factors
based on data of the “Sistema Meteorologico do Parana” (SIMEPAR); for statistical
analysis was used the program BioEstat v. 5.3. Sand fly fauna was composed by 3,784
specimens, being 2,559 (67.6%) females and 1,225 (32.4%) males (F/M = 2:1) (T test,
p> 0,05), belonged 13 species. Nyssomyia neivai (93.9%), Pintomyia fischeri (3.75%),
Migonemyia migonei (0.95%) were more frequenty and they are incriminated as vectors
of Leishmania spp. causative agent of ATL. The others sum 1.45 of the total.
Significative different was found to Ny. neivai (n= 3,556) in relation to the others 12
species (Kruskal-Wallis, p< 0,05). Brumptomyia genus did present more diversity
belonged to six species and Br. bragai was recorded at first time to the Parana,
increasing it geographical distribution and the flebotominic fauna of the state for 50
species. The phlebotomine were present all years regardless of the climatic variables
beeing more frequenty after August and less after May. 1,186 specimens were dissected
(totaling 176 pools) for Leishmania DNA dectection. Of these Ny. neivai was more
abundant (88.62%), followed by Pi. fischeri (9.2%) and Mg. migonei (1.18); Br.
troglodytes and Ex. firmatoi represented 1.01 % of the total. Three pools of Ny. neivai
were positive for Leishmania (Viannia) spp. DNA providing an infection rate of 0.25%.
Here we inventoried the sand fly fauna in an endemic area for ATL that present few
studies with supect vectors of Leishmania spp. After results we will be able to provide
data for the Health Secretary about the distribution and sazonality of the species that
occur in the area. Yet, a tool to be applied in the control and monitoring of ATL cases in
the rural area of Itaperugu municipatlity as preconized bu the Ministry of Health of
Brazil.

Keywords: Psychodidae, Nyssomyia neivai, seasonal variation, American Tegumentary
Leishmaniasis, Ribeira Valley.
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1 INTRODUCAO

Os flebotomineos (Diptera: Phlebotominae) sdo insetos com ampla distribuicdo
geografica, representados por 1.026 espécies descritas, dentre as quais 277 ocorrem no Brasil
(SHIMABUKURO et al. 2017, GALATI 2018, ANDRADE et al. 2020). Estes dipteros sdo
vetores de diversos patdgenos para animais € humanos, entre eles espécies de protozoarios do
género Leishmania spp., causadoras das leishmanioses as quais sdo antropozoonozes
negligenciadas que colocam sob risco de infec¢do 350 milhdes de pessoas no mundo, gerando
mais de dois milhdes de novos casos todos os anos (OMS 2018). A classificacao das
leishmanioses ¢ dada por suas formas clinicas sendo descritas como leishmaniose visceral
(LV) e leishmaniose tegumentar (LT) também descrita como leishmaniose cutanea (LC),
cujas sintomatologias estdo ligadas ao tropismo parasito-célula, que ¢ diferente entre as
espécies (OMS 2018).

Nas Américas a LT, dada algumas particularidades da parasitose como, espécies de
Leishmania e de flebotomineos somados a sua eco-epidemiologia ¢ nominada como
leishmaniose tegumentar americana (LTA), sendo que o Brasil apresenta o0 maior numero de
casos registrados, com 72,6% (17.526) do total, quando comparado aos 18 paises de
ocorréncia da doenga (OPAS 2017). O Indice Composto de Leishmaniose cutdnea (ICLc) para
o Brasil, no triénio (2015 a 2017), foi considerado intenso, representado por 17,7 casos para
cada 100.000 habitantes (OPAS/MS, 2017). Em 2014 o coeficiente de detec¢ao (CD) de LTA
foi de 10,01/100 mil habitantes, sendo que o mesmo indicador epidemioldgico observado para
os estados do Norte e Nordeste somaram 69,12/ 100 mil habitantes, no mesmo periodo,
demonstrando a alta prevaléncia de casos de LTA nessas regides. A regido Sul por sua vez
apresentou CD de 1,29/100 mil habitantes. Nesse mesmo ano o estado do Parana apresentou a
maior prevaléncia de casos com CD (3,16/ 100 mil habitantes), totalizando 222 casos dos 253
registrados nos estados da regido. Entre os anos de 2015 a 2018 foram notificados como
autdctones para a doenca 289 dos 399 municipios no estado (MS 2017, SINAN 2018).
Recentemente, Melo et al. (2018) analisaram 217 municipios do Parand com casos de LTA,
obtendo um CD de 28,81, levando em conta dados do SINAN de 2012 a 2016.

Dados fornecidos pelo Ministério da Saude (2020), relativos a 2018, ilustram que houve
um decréscimo no CD para LTA no Brasil para 7,88, quando comparado a 2014 (10,01).
Nagquele ano a regido Norte ainda apresentou o maior CD (41,4), porém a regido Centro-Oeste
(13), ultrapassou a regido Nordeste (6,5), sendo que a trés somadas tiveram um CD de 60,9,

menor também que aquele de 2014, quando somadas as regides Norte e Nordeste. Ainda, em
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2018, a regides Sudeste e Sul apresentaram os menores CD para LTA, de 1,9 e 0,5,
respectivamente, sendo que na regiao Sul, o estado do Parana foi responsavel, em 2018, por
150 casos com CD de 1,3, sendo o maior da regido Sul (158 casos), o que chama a ateng¢ao
para o carater endémico da doenca no estado do Parand quando comparado aos estados do Sul
do Brasil. Sabidamente, essa a ampla distribui¢ao da LTA no Brasil esta ligada a diversidade
e frequéncia de insetos da subfamilia Phlebotominae (flebotomineos), correlacionada aos
fatores socioecondmicos, ambientais e climaticos (BENNALI et al. 2018). Essa diversidade ¢é
heterogénea para as diferentes regides do Brasil (SHIMABUKURO et al. 2017). A regido Sul
do Brasil, que compreende os estados do Parana, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul, esta
representada, atualmente, por 54 (19%) do total (277) de espécies de flebotomineos
conhecidas para o Brasil. Essa diversidade ¢ inferior quando comparada aquela da regido
Norte (159 spp.) (CASTELLON-BERMUUDEZ 2009) e Centro-Oeste (127 spp.)
(ALMEIDA et al. 2010) ou mesmo a estados, como Minas Gerais (93 spp.) (ANDRADE ¢
DANTAS-TORRES 2010) e Tocantins (MACHADO et al. 2017). Por outro lado, das
espécies registradas na regido Sul, 49 (18% do total) j& foram encontradas no estado do
Parana (SHIMABUKURO et al. 2017), diversidade mais elevada que dos estados de
Pernambuco (ANDRADE e DANTAS-TORRES et al. 2010) e de Goias e Distrito Federal
(NASCIMENTO et al. 2018).

Estudos realizados no Parand demonstraram que essa distribuicdo compreende pouco
mais de 70 municipios (18% do total) sendo que Nyssomyia neivai, Nyssomyia whitmani e
Migonemyia migonei sao encontradas em maior nimero e, de modo geral, associadas a
ambientes antropizados de areas endémicas para a LTA (SILVA et al. 2008, OLIVEIRA et al.
2010). Além destas, soma-se a ocorréncia de Ny. intermedia (SANTOS et al. 2009), sendo
que esse conjunto de espécies tem sido implicado como vetores de Leishmania do subgénero
Viannia tanto em ambiente silvestre como em dareas periurbanas (RANGEL er al. 2018)
(Figura 1). Porém, para se incriminar, de fato, alguma espécie de flebotomineo como
transmissora de Leishmania alguns critérios, ainda hoje, direcionam os estudos de capacidade
e competéncia vetorial (KILLICK-KENDRIK 1990). Critérios, considerados essenciais,
referem-se a comprovagdo do comportamento antropofilico, o isolamento repetitivo e a
identificagcao da mesma espécie de Leishmania spp. em flebotomineos, associados a casos
humanos. Os demais complementam a incriminagao, como: 1) verificar se a referida espécie
de flebotomineo se alimenta frequentemente em outros mamiferos; 2) distribui¢do coincidente
com os casos de leishmanioses; 3) se a espécie permite o desenvolvimento do parasito e se

este flebotomineo ¢ capaz de transmitir o parasito através de picada.
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Legend

Nyssomyia whitmani

Nyssomyia intermedia e

o Nyssomyia neivai
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Figura 1: Mapa do Brasil mostrando a distribuicdo geografica das espécies de Phlebotominae
transmissoras de espécies de Leishmania, causadoras de Leishmaniose Tegumentar
Americana [Fonte: Rangel ef al. (2018)]
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Recentemente Ready (2013) incluiu mais trés critérios levando em conta modelos
matematicos que, associados, poderiam ajudar na elucidacdo do papel de espécies
incriminadas como vetoras.

Dentre as espécies implicadas na transmissdo do parasito na regido Sul, Ny. neivai
apresenta maior distribui¢do geografica (SILVA et al. 2008). Desde 2002, casos autoctones de
LTA por Leishmania braziliensis ja haviam sido registrados nos arredores da cidade de Porto
Alegre (Rio Grande do Sul), em 4reas de vegetagdo. Assim como, a infec¢do natural por
Leishmania (Viannia) spp., implicaram Ny. neivai como principal transmissora de Le.

brasiliensis no Parand (PITA-PEREIRA et al. 2009; SANTOS et al. 2016).

1.1  JUSTIFICATIVA

O levantamento da fauna de flebotomineos é o primeiro passo para se ampliar o
conhecimento das areas de ocorréncia das espécies e para compreensdo da sua flutuacio
populacional, o que pode subsidiar projetos na area de conservagao e biodiversidade, além de
direcionar politicas publicas de vigilancia e controle, por meio da presenga e reconhecimento
de possiveis espécies vetoras. Tendo em vista que o Parand ¢ estado mais acometido por
novos casos da doenca (MS 2017, SINAN 2018), dentre os estados do Sul do Brasil, se faz
necessaria a constante investigacdo da fauna de flebotomineos, caracterizacao de infecg¢do
natural dos potenciais vetores e conhecimento das espécies de Leishmania circulantes.

Particularmente na regido do Vale do Ribeira, a bioecologia dos flebotomineos e as
espécies de Leishmania, que circulam nesses insetos, permanecem pobremente caracterizadas
e pouco se sabe sobre o papel vetorial de algumas na manuten¢do do ciclo silvestre, rural e
urbano da LTA (CASTRO et al. 2005, SILVA et al. 2008, SANTOS et al. 2009, BAUM et al.
2013, 2015, GONCALVES et al. 2019). A regido possui areas remanescentes de Mata
Atlantica, ambiente que favorece a presenca de flebotomineos (SILVA ef al. 2010), além do
numero elevado de habitacdes proximas a area de mata, que facilitam a interacdo entre os
vetores e a populagdo humana no peridomicilio. A adaptagdo a ambientes modificados, onde
ha existéncia da acao antropica ¢ uma das caracteristicas da espécie de maior distribuicao
geografica da regido Sul, Ny. neivai, onde a mesma ja foi detectada com a presenca de
Leishmania (Viannia) spp., sendo esse um dos critérios para se incriminar uma espécie como
vetora (SILVA et al. 2008). Dentre os municipios que fazem parte da regido esta Itaperucu

que ¢ endémico para LTA (MELO et al. 2018) e sua descri¢ao de fauna flebotominica ainda ¢
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desconhecida, assim como na maioria dos municipios limitrofes pertencentes ao Vale do
Ribeira.

Segundo o Programa Nacional de Vigilancia e Controle das Leishmanioses, a forma
para levantamento dessa fauna ¢ uso de armadilhas luminosas (tipo CDC: Center for Disease
Control), quer seja em peri ou em intradomicilio, cuja instalagdo ¢ direcionada para onde ha
casos das doengas (MS 2017). Essa metodologia ¢ a preconizada em area urbana quando
detectados casos caninos ¢ humanos de Leishmaniose Visceral. Para a busca de possiveis
vetores ligados a eco-epidemiologia da LTA, a mesma pode ser adaptada acrescida da
armadilha luminosa de Shannon instalada em area de mata, visto que a maioria das espécies
envolvidas na eco-epidemiologia da LTA ainda conservam habitos silvestres (RANGEL ef al.
2018).

A investigacdo de espécies naturalmente infectadas por Leishmania, utilizando técnicas
de biologia molecular vem sendo empregadas de modo a investigar a presenga do DNA do
parasito em flebotomineos capturados (REGO et al. 2020). Dentre essas técnicas destaca-se a
PCR multiplex, pois permite a utilizacdo de dois pares de iniciadores que identificam o DNA
da espécie de Leishmania e também a confirmagdo do DNA do inseto, atribuindo ao
experimento um controle de extragdo desses insetos. Como resultado da utilizagdo desta
técnica visa-se encontrar as espécies de Leishmania circulantes assim como seus possiveis
vetores na regido de estudo (PITA-PEREIRA et al. 2009, NEITZKE-ABREU et al. 2014).

Somado a essas duas varidveis (fauna + infeccdo), para que seja possivel o
entendimento da dindmica da transmissdo do parasito em regides endémicas para LTA, se fez
necessario, inicialmente, o conhecimento da flutuagdo sazonal (MS 2017) das espécies
flebotomineos encontradas, correlacionando a variagdes dos fatores climaticos que pode, por
exemplo, demonstrar se ha ou ndo periodos de maior contato dos hospedeiros e reservatorios
com o inseto e, consequentemente, com o parasito. Assim, fica claro que, a investigagdo sobre
a infec¢@o por espécies de Leishmania e a composi¢ao da fauna flebotominica associadas aos
fatores abioticos sdo prerrogativas importantes para a vigilancia e controle dos casos da
doenca em uma determinada area. Com esses dados o presente estudo podera direcionar agdes
pontuais de prevencao e controle de forma a otimizar os recursos disponiveis € aumentar a sua
efetividade, como preconizado pelo Manual de Controle das Leishmanioses do Ministério da

Satde (MS 2017).
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL
Determinar a sazonalidade de flebotomineos em regido endémica para a Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) como estratégia para implementagdo de medidas de vigilancia

e controle.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Inventariar a fauna de flebotomineos dessa area por meio de capturas em peridomicilio e
area de mata;

B) Determinar a sazonalidade e o indice de constancia das espécies coletadas na area de
estudo;

C) Investigar a presenca de DNA de Leishmania spp. nas espécies de flebotomineos
capturadas;

D) Correlacionar os dados de fauna flebotominica, os fatores abiodticos e os achados do
parasito, para propor possiveis medidas de controle da doen¢a no municipio;

E) Relatar o primeiro registro das espécies de flebotomineos para o estado do Parana, com

impacto direto na biodiversidade do grupo.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A SUBFAMILIA PHLEBOTOMINAE: BIOLOGIA, ECOLOGIA E
COMPORTAMENTO

A familia Psychodidae (do grego psyche- borboleta; oda- picando) estd dividida em seis
subfamilias: Bruchomyiinae, Trichomyiinae, Horaiellinae e Psychodinae, que nao apresentam
importancia médica ou veterindria; Sycoracinae, composta por 36 espécies (incluindo trés
fosseis) onde ha relatos de individuos se alimentando de animais de sangue frio; e
Phlebotominae, cujas fémeas praticam hematofagia em diversos animais, inclusive em seres
humanos (YOUNG 1979). A subfamilia Phlebotominae, recebeu nome a partir do género
Phlebotomus (que s6 ocorre no Velho Mundo) (grego phlebus- veia; tomus- cortar), devido ao
habito hematofagico das fémeas que ¢ quando ocorre a transmissdo de patégenos, incluindo

espécies de Endotrypanum, Bartonella, Plasmodium, Trypanosoma, arbovirus, e
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principalmente Leishmania, agentes etioldgicos das leishmanioses visceral (LV) e tegumentar
(LT) (MUNSTERMANN et al. 2004).

Em todo o mundo sdo conhecidas 1.026 espécies de Phlebotominae, sendo que, 54%
(539 espécies) ja foram registradas nas Américas (Novo Mundo) e 277 (51%) delas ocorrem
no Brasil (SHIMABUKURO et al. 2017, GALATI 2018, ANDRADE et al. 2020), as quais
estdo incluidas em 23 géneros, dos quais Bichromomyia, Lutzomyia, Migonemyia, Nyssomyia,
Pintomyia Psychodopygus e Trichophoromyia apresentam importancia na transmissdo de
Leishmania spp. para mamiferos (GALATI, 2018). No Brasil sdo conhecidos, vulgarmente,
como flebotomineos ou flebotomos e esses nomes podem variar de regido para regido (ex.
freboti, tatuquira, aleijadinho, asa-dura, cangalhinha, mosquito-palha) (MARTINS et al.
1978).

As pesquisas sobre flebotomineos foram impulsionadas apds a suspeita de algumas
espécies destes insetos serem transmissores de patégenos, principalmente, dos protozoarios do
género Leishmania spp. (SHERLOCK 2003). A captura desses insetos pode ser realizada no
interior de matas, peri e intradomicilios por meio de armadilhas que contenham uma fonte
luminosa (para espécies fototropicas) ou iscas animais (para espécies zoofilicas) e sao
direcionadas, na maioria das vezes, para onde ocorrem casos das doencas (MAROLI et al.
1997).

Como todo diptero, sdo insetos que apresentam uma metamorfose completa, ou seja,
ovo, larva, pupa e adulto. Sabe-se que o ovo ¢ depositado em solo imido e rico em matéria
organica, mas nao encharcado. Essa matéria organica serve de alimento para as larvas, que
passam por quatro estddios até o desenvolvimento da pupa. As larvas sdo ativas e
movimentam-se do local de oviposi¢cdo, sendo esse um dos possiveis problemas em se
conhecer seus locais de desenvolvimento. Ja as pupas sdo imoveis e se fixam no substrato até
a emergéncia do adulto. J& nessa fase pode-se diferenciar uma pupa de macho de uma de
fémea, porém a certeza nessa sexagem ¢ mais precisa quando observados os adultos. Alguns
locais onde tém sido encontradas formas imaturas de flebotomineos como tocas de animais no
solo, fendas de rochas, troncos e buracos de arvores, cupinzeiros € guano que sao geralmente
locais umidos, ricos em matéria organica e protegidos da luz solar (FELICIANGELI, 2004).
Porém a biologia desses insetos varia de acordo com diversos fatores, como temperatura,
umidade relativa do ar, disponibilidade de alimento e o ambiente. A exemplo, o regime de
chuvas ao longo da estacdo chuvosa, quando em niveis moderados pode beneficiar o
desenvolvimento dos flebotomineos, mas os prejudica quando encharca o chdo, eliminando as

formas imaturas naquele local (MACEDO et al. 2008).
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As espécies de flebotomineos podem ser divididas em quatro categorias, de acordo com
seu habitat a qual foi proposta na década de 40 e, passados mais de 60 anos, esse cenario nao
¢ muito diferente (TEODORO et al. 1993, 2007). Aquelas chamadas exclusivamente
silvestres vivem em areas de mata fechada e ndo sdo encontradas associadas ao homem ou a
animais domésticos. As espécies silvestres vivem em florestas ou bordas de mata e so
acidentalmente, podem ser encontradas associadas ao ser humano ou aos animais domésticos,
quando estes invadem essas areas. As chamadas espécies semidomésticas vivem fora das
habitagdes humanas e de animais domésticos, somente procurando-as para realizar o repasto
sanguineo. Sdo espécies exofilicas, que repousam de dia ou de noite fora das habitacdes
humanas e exofagicas alimentando-se no peridomicilio. As espécies classificadas como
domésticas vivem associados ao ser humano e aos animais domésticos, no interior de
habitagdes ou proximo delas (RANGEL e LAINSON 2003). Sao classificadas como espécies
endofilicas cujo comportamento leva a invadir casas ¢ endofagicas, pois ao invadir o interior
de casas ou locais fechados, picam mais frequentemente nesses locais (BARRETTO 1943).

Somente as fémeas sao hematofagas, cuja atividade é crepuscular e noturna, porém em
area de mata esses insetos podem se alimentar durante o dia. S3o atraidas por uma diversidade
de substancias emitidas pelos hospedeiros vertebrados através do suor e respiragdo,
denominadas cairomdnios (kairo- oportunista, hormon- estimular). Dentre estes, o diéxido de
carbono (CO2) e o acido latico sdo relatados como importantes no processo de atragdo para
insetos hematdfagos, assim como acidos graxos, aldeidos, alcoois e cetonas provenientes da
respiracdo e da pele dos hospedeiros, as fémeas quando vao alimentar se guiam por uma
pluma de odor produzida por esses cairomdénios (ANDRADE et al. 2008, PINTO et al
2012).Além dessas substancias, a luz ¢ outro fator que potencializa a atratividade de
flebotomineos (MAROLI ef al. 1997). Encontra-se na literatura, trabalhos demonstrando que
quando se retira a luz de um anexo peridomiciliar, menos flebotomineos sdao capturados no
intradomicilio, assim como se afastar esses anexos de uma casa, praticamente a fauna torna-se
inexistente no interior das mesmas (XIMENES et al. 1999). Ja a capacidade de dispersdo dos
flebotomineos ¢ pouco conhecida e hd muito tempo discute-se sobre esse comportamento,
sendo incomum o encontro de flebotomineos que se deslocam mais de 200 m por noite
(FORATTINI 1973). Isso se deve, possivelmente, ao fato de serem insetos que apresentam
pouca tendéncia em se afastar de seus abrigos € voarem em saltos. Porém alguns estudos de
recaptura os flebotomineos que sdo marcados com “p6 fluorescente” tém permitido observar
que algumas espécies podem ser capturadas de um a dois quilometros do seu local de soltura

(CASANOVA et al. 2005, GALVIS-OVALLOS et al. 2018). Os movimentos silenciosos dos
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flebotomineos propiciam uma aproximacao de seus hospedeiros, sem serem notados,
garantindo sucesso na hematofagia e manutengdo do ciclo de transmissao dos patogenos por
eles transmitidos (KILLICK-KENDRICK, 1990).

Uma tnica fémea pode fazer mais de um repasto sanguineo sobre um mesmo
hospedeiro ou, ainda, sobre hospedeiros distintos. Esse comportamento vem sendo
demonstrado por meio da identificacao da fonte alimentar quer seja por métodos sorologicos
(AFONSO et al. 2005) ou moleculares (SALES et al. 2015). Os animais domésticos mais
comumente identificados em estudos de preferéncia alimentares sdo galinhas, caes, gatos,
porcos, cavalos e coelhos (AFONSO et al. 2005, BAUM et al. 2015). Entre os animais
silvestres/sinantropicos estdao gambas, ratos, morcegos, pombos, guaxinins, raposas, serpentes
e sapos (DIAS et al. 2003, MUNIZ et al. 2006, SALES et al. 2015), em alguns casos
identificados a nivel especifico (PEREIRA-JUNIOR ez al. 2019, COSTA et al. no prelo).
Mamiferos silvestres em areas de floresta servem como fonte alimentar para flebotomineos e
sdo considerados reservatérios para diferentes espécies de Leishmania (ROQUE e JANSEN
2014). Contudo, agdes antropicas, podem levar a uma alteracdo do ambiente natural desses
insetos e, consequentemente, de suas fontes alimentares. Isso favorece a dispersdo dos
flebotomineos que irdo colonizar novos ecdtopos se alimentando sobre hospedeiros
mamiferos remanescentes em matas residuais e peridomicilio de residéncias, entrando em

contato com o ser humano e/ou animais domésticos (PAES 1991).

2.2  OSFLEBOTOMINEOS E AS LEISHMANIOSES

O conhecimento, seja taxondmico, bioldgico, ecologico e comportamental, sobre a
subfamilia de Phlebtominae, esta, como dito anteriormente, intimamente associado a
implicacdo das espécies como transmissoras de patdogenos ao ser humano e outros animais
(SHERLOCK 2003), dentre os quais destacam-se as espécies de Leishmania, causadoras das
leishmanioses, como revisado por Roque e Jansen (2014). As leishmanioses sdo um crescente
problema de Satde Publica e sdo classificadas como Doengas Tropicais Negligenciadas
(DTNs) pela Organizacio Mundial da Saade (OMS). Estdo associadas a pobreza e
desvantagens sociais, acometem populagdo com pouca visibilidade, negligenciadas na area de
Pesquisa e Desenvolvimento, ndo se difundem amplamente por grandes extensdes territoriais
de forma rapida e podem ser controladas e possivelmenteevitadas (OMS 2017).

No mundo 350 milhdes de pessoas estdo sob ameaca de se infectarem, onde 102 paises
possuem registro para as leishmanioses, sendo 50 deles endémicos para leishmaniose visceral

(LV) e 52 para leishmaniose tegumentar (LT). A OMS compilou dados de 25 paises
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endémicos tanto para LV, quanto para LT, durante os anos de 2015 e 2016 e os resultados
mostraram que o Brasil ¢ o Gnico pais que apresenta elevada taxa de infec¢ao para ambas as
leishmanioses (OMS 2018). Essas doencas sdo causadas por mais de 20 espécies de
protozoarios do género Leishmania e sdo transmitidas pela picada das fémeas infectadas de
flebotomineos (FORATTINI 1973). No Brasil sao conhecidas 8 (oito) espécies com
comprovada importancia em Saude Publica com destaque para Leishmania infantum (sin. L.
chagasi), parasito causador da LV, Le. braziliensis causadora da LC e Leishmania
amazonensis que pode causar a leishmaniose cutinea difusa (GONTIJO et al. 2003), estas
ultimas também conhecidas como leishmaniose tegumentar americana (LTA).

Anteriormente as leishmanioses eram tidas como zoonoses, contudo com o
desequilibrio ambiental criado pela invasdo do ser humano as florestas, forcou uma adaptacao
dos vetores e reservatdrios silvestres do parasito a um ambiente peridomiciliar ou mesmo
domiciliar, caracterizando-as atualmente como antropozoonose (OMS 2018). A degradagdo
do meio ambiente, 0 movimento migratorio rural urbano, a desorganizacdo do espago urbano,
o aumento da densidade demografica (gerando maior produgdo de residuos sélidos e destino
inadequado destes) e a convivéncia com animais domésticos, sao fatores de risco que
contribuem para a urbanizacdo da LV e LTA (MS 2017). A exemplo, na regido Sul do pais
foram notificados 13.384 casos humanos de LTA no periodo de 1980 a 2005, sendo que
98,7% ocorreram no estado do Parand e destes 94% estavam presentes nas regides norte e
oeste do Estado. Em 25 dos 27 estados brasileiros ja foram registrados casos autoctones de
LV, mais de 3.500 casos reportados entre 1996 a 2001 (MS 2017).

Sabe-se que os principais vetores das espécies de Leishmania sdo os dipteros da familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae (GALATI 2018). A espécie Lutzomyia longipalpis ¢
considerado o principal vetor da Le. infantum, nos paises da América Latina. No Brasil Lu.
longipalpis foi detectado com infec¢ao natural, quer seja por métodos moleculares ou por
disseccdo em estados das regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (LIDANI et al.
2017). Na regido Sul, os primeiros registros de Lu. longipalpis foram feitos no estado do Rio
Grande do Sul em 2009 (SOUZA et al. 2009) e em 2012 no Parana (SANTOS et al. 2012),
sendo que os mesmos precederam os casos da doenga. Contudo, ha relatos de que a espécie
Ny. neivai poderia estar envolvida na veiculacao deste parasito (DIAS et al. 2003, SARAIVA
et al. 2009). Recentemente Lu. cruzi foi comprovado como vetor do parasito na regido
Centro-Oeste do Brasil (FALCAO et al. 2017) e Pintomyia fischeri tem sido incriminado
como vetor suspeito (GALVIS OVALOS et al. 2017). Régo et al. (2018) detectaram DNA

de Le. infantum em Pi. fischeri no Rio Grande do Sul. Carvalho et al. (2010) demonstraram a
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infec¢ao natural de Mg. migonei por Le. infantum em estudo realizado no municipio de Sao
Vicente Férrer (Pernambuco) onde Migonemyia migonei foi a espécie mais prevalente e
abundante durante as coletas em uma area de comprovada transmissdo de LV onde ndo havia
a presenca de Lu. longipalpis. Mais tarde, Guimaraes et al. (2016) observaram, em Baturité
(Ceard), que havia casos de LV humana em ambientes onde comprovadamente, ndo havia o
vetor principal Lu. longipalpis. Dentre as espécies capturadas foi avaliada, em condigdes de
laboratorio, a capacidade vetorial de Mg. migonei que se mostrou permissiva para a infec¢do
com Le. infantum. J4 em 2016, Santos conseguiu comprovar que a espécie foi capaz de
transmitir o parasito, em condi¢gdes experimentais. Segundo Pasquali et al. (2019) a dispersao
da LV na regido Sul do Brasil ¢ recente, onde os primeiros registros de casos caninos e
humanos foram registrados em 2006 e 2008, respectivamente, para o estado do Rio Grande do
Sul, em 2011 para Santa Catarina e em 2012 no estado do Parana.

Entre os vetores envolvidos na transmissdo do agente etiolégico da LTA no Brasil,
destacam-se as espécies Bichromomyia flaviscutellata, Ny. whitmani, Ny. intermedia, Ny.
umbratilis, Mg. migonei e Psychodopygus wellcomei (FRAIHA et al. 1971) e esse cenario nao
¢ muito diferente atualmente (RANGEL et al. 2018). Dentre os géneros que incluem espécies
de flebotomineos implicadas na transmissdo de alguma espécie de Leishmania (RANGEL et
al. 2018), nos estados do sul do Brasil, estdo Lutzomyia, Nyssomyia, Psychodopygus,
Migonemyia e Pintomyia, com destaque para a espécie Ny. neivai. Embora haja evidéncias de
mais de uma espécie de flebotomineo envolvida na eco-epidemiologia da LTA na regido Sul,
para Gongalves ef al. (2019) a ampla distribuicdo de Ny. intermedia [sic] Ny. neivai (ver item
2.5) nos ecdtopos estudados sugere que essa seja a principal espécie envolvida na transmissao

de Le. (Viannia) spp. e mantenedora dos casos de LTA na regido.

2.3 ESTUDOS DE FAUNA E SAZONALIDADE DE FLEBOTOMINEOS EM AREAS
ENDEMICAS PARA LTA NO BRASIL.

Estudos de fauna flebotominica sdo realizados, na maioria das vezes, para observacao e
controle de possiveis espécies vetoras como preconizado pelo Programa Nacional de
Vigilancia Controle das Leishmanioses do Ministério da Saude (MS 2017, 2018). Uma das
variaveis observadas em alguns destes trabalhos trata-se da flutuacdo populacional e da sua
correlagdo com fatores abidticos como temperatura, precipitagdo e umidade relativa, que em
um periodo de dois anos ou mais ¢ chamado de sazonalidade, o que permite entender a
interagdo entre as espécies e seus diferentes habitats (MACEDO et al. 2008). Estudos prévios

demonstraram que a precipitacao beneficia a dispersdo dos flebotomineos quando em niveis



28

moderados ao longo da estagao chuvosa, mas os prejudica quando inunda o chao, destruindo
os criadouros e carreando ou matando as formas imaturas. Quando as variaveis observadas
sdo temperatura e umidade relativa j& foi demonstrado que, pequenas variagdes interferem na
presenca desses insetos jA que os mesmos sdo muito sensiveis a dessecacdo (DIAS et al.
2007) e podem variar entre as regioes do Brasil.

No Norte do Brasil, Barbosa ef al. (2008), em estudo realizado na area periurbana de
Manaus, estado do Amazonas, coletaram 49 espécies de flebotomineos, sendo 4 (quatro)
delas, Ny. umbratilis, Ny. anduzei, Bi. olmeca nociva e Bi. flaviscutellata incriminadas como
transmissoras do agente etioldgico da LTA na regido. Estas espécies ocorreram durante todos
os meses do ano e estiveram presentes em periodos secos € chuvosos, mas com predominio
naqueles com maior indice pluviométrico. No municipio de Paragominas, estado do Pard,
Rebélo et al. (2001) detectaram 32 espécies de flebotomineos em areas varzea e “terra firme”,
destacando a presenca das espécies Psychodopygus complexus, Ps. wellcomei, Bi.
flaviscutellata, Ny. umbratilis, Trichophoromyia ubiquitalis, Ny. whitmani e Ps. paraenses. O
dominio das espécies em geral ocorreu em ambos os periodos (seco e chuvoso), mas com
maior abundancia de espécimes no periodo seco. Chagas et al. (2016) demonstraram que a
endemicidade das leishmanioses (LV e LTA), que ocorre no estado do Pard, ¢ justificada ndo
s0 pela abundancia de espécies de flebotomineos no bioma Amazonia, mas também pela
interagdo entre os fatores climaticos e ambiente antropico entre os vetores € a populagdo dos
municipios acometidos. Neste estudo os autores descreveram que agdes antropicas alteraram a
composi¢do, os habitos, comportamento e capacidade vetorial das espécies de flebotomineos.
No que se refere a distribui¢ao sazonal foi visto que a maior abundancia dos espécimes ocorre
no periodo chuvoso, mas a ocorréncia destes insetos pode ser observada em todas as épocas
do ano.

Semelhante ao estudo de Chagas et al. (2016) a prevaléncia de flebotomineos no
periodo chuvoso também foi observada por Marinho et al. (2008) na regido Nordeste do
Brasil. As coletas foram realizadas em duas reservas florestais remanescentes da floresta
Amazonica, na periferia da area metropolitana de Sao Luis (Maranhdo). Durante o periodo de
1 (um) ano foram capturadas 23 espécies. Nao foi observada correlagdo entre a variacdo
mensal dos valores médios de umidade relativa do ar e temperatura, ¢ a variagao da fauna
desses insetos. No mesmo estado, no municipio do Pago do Lumiar, Barros et al. (2000)
observaram a relacdo entre a frequéncia sazonal dos flebotomineos e os indices
pluviométricos da regido. Como resultados foram obtidos 60% dos espécimes capturados na

estacdo chuvosa (janeiro/junho) e, 40% espécimes na estacdo seca (julho/dezembro). Os
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autores relataram uma fauna de flebotomineos composta por 10 espécies, sendo Ny. whitmani
a mais prevalente dentre os 489 flebotomineos capturados durante o periodo de coleta (um
ano). A espécie Ny. whitmani, juntamente com Pi. fischeri, também foi encontrada em maior
numero durante as coletas realizadas por Carvalho et al. (2010a), em ambientes rurais e
urbanos no municipio de Ilhéus, estado da Bahia, onde foram capturados 3.384 espécimes
flebotomineos pertencentes as 16 espécies. Ja em estudo realizado no municipio de Palmeira
dos Indios, estado de Alagoas, Andrade Filho e Brazil (2009) observaram a predominancia da
espécie Mg. migonei dentre os 563 flebotomineos coletados. Tanto para os resultados de
Carvalho et al. (2010a) e Andrade Filho e Brazil (2009) ndo foi observada a correlacao da
fauna de flebotomineos com fatores climaticos.

No Centro-Oeste, Missawa et al. (2008) reuniram relatdrios de pesquisa entomologica
de coletas realizadas em 83 dos 139 municipios do estado do Mato Grosso, onde foi
observada maior prevaléncia de Ny. whitmani, sendo esta presente em 70 municipios, o que
segundo os autores evidencia a ampla distribui¢do da espécie. Carvalho et al. (2010b) em
coletas realizadas no Distrito Federal, capturaram 17.737 espécimes de flebotomineos, dentre
os quais, foram, identificadas 27 espécies, sendo Ny. whitmani a espécie mais frequente,
seguida de Lu. longipalpis, Ny. neivai e Ps. davisi. Galati et al. (1996) realizaram coletas no
municipio de Corguinho, estado do Mato Grosso do Sul, onde foram capturadas 26 espécies
de flebotomineos, sendo que Ny. whitmani a mais abundante. Conforme as observagdes do
estudos realizados na regido Centro-Oeste, os picos de coletas de flebotomineos foram
associados as épocas mais secas e frias. Bastos et al. (2016) em Goiania, estado de Goias,
realizaram as capturas de flebotomineos durante 1 (um) ano, os pesquisadores observaram as
médias de temperatura e umidade relativa, juntamente a fauna presente na regido. Nesse
periodo mesmo com a fraca correlacdo obtida entre as variaveis observadas, foi descrito que a
menor taxa de captura de flebotomineos ocorreu no primeiro semestre do estudo (setembro a
fevereiro), periodo coincide com o aumento da precipitagdo. Em contrapartida, o pico de
captura ocorreu em abril, com picos secundarios em maio e julho, quando a precipita¢do
reduz e a umidade atinge valores entre 40 e 60%.

Na regido Sudeste, Pita-Pereira et al. (2005) observaram que a espécie Ny. intermedia
foi uma das espécies mais frequente durante as coletas realizadas no municipio Rio de
Janeiro, em um total de 16.415 espécimes, além da presenga de Mg. migonei, Lu. longipalpis
e Evandromyia cortelezzii. Em area endémica para LTA nos municipios de Caparad e Alto
Caparag, no estado de Minas Gerais, que fazem divisa com o estado do Espirito Santo,

Saraiva et al. (2006) coletaram 1.793 espécimes com predominio das espécies Ny.intermedia,
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seguida por Ny. whitmani, Pi. fischeri, Mg. migonei e Evandromyia lenti. Durante o estudo, os
autores verificaram a distribui¢do sazonal dos flebotomineos, ¢ puderam observar que o maior
numero de insetos coletados foi durante 0 més de dezembro e entre os meses marco e julho.
Observou-se correlagdo positiva com o numero € o aumento da temperatura com os
flebotomineos coletados, sendo em meses quentes ¢ imidos ou meses quentes e secos. Os
mesmos autores defendem a influéncia positiva, do aumento da temperatura no
desenvolvimento destes vetores. Em contrapartida Odorizzi e Galati (2007) observaram que
nao houve correlagdo da varia¢do da fauna de flebotomineos com as médias de temperatura,
mas evidenciaram a correlacdo com menores indices pluviométricos. O estudo foi realizado
no municipio de Mirandopolis, estado de Sao Paulo com 35.995 flebotomineos capturados,
com picos de coleta nos meses de junho, agosto e setembro, sendo a espécie Ny neivai
(63,4%) a mais prevalente. Souza ef al. (2015) em estudo realizado no Parque Estadual do Rio
Doce, localizado no estado de Minas Gerais, coletaram 1.993 espécimes distribuidas em 30
espécies sendo as mais abundantes Pressatia choti, Ps. davisi ¢ Ny. intermedia. Durante o
estudo verificaram que nao houve um padrao sazonal de flebotomineos coletados, tampouco
uma correlacdo estatistica entre a fauna de flebotomineos e os fatores climaticos observados,
mas que durante os meses de marco e abril, onde as médias de temperatura e umidade
estiveram mais elevadas e o numero de insetos capturados foi maior.

A Regido Sul, atualmente, possui 13 géneros de flebotomineos relatados, cuja maior
diversidade encontra-se em Brumptomyia (13 spp.), seguido de Psathyromyia (10 spp.) e
Evandromyia (8 spp), onde trés espécies sao endémicas, Lu. gaminarai, Br. angelae ¢ Ev.
gaucha, sendo as duas Ultimas descritas de material-tipo coletado na regido Sul, juntamente
com Br. ortizi e Ev. correalimai. No estado de Santa Catarina, 16 espécies de flebotomineos
j& foram relatadas em 7 (sete) municipios daqueles 295 que compde o estado (Figura 2).
Alguns estudos relatam a prevaléncia das espécies Ny. neivai e Pi. fischeri, ambas
encontradas em ambientes modificados e de interagdo antrdpica, fatores que podem contribuir
para o aparecimento de novos casos de LTA na regido (MARCONDES et al. 2005, GROTT
et al. 2014). No estado do Rio Grande do Sul, ha 24 espécies de flebotomineos conhecidas,
distribuidas em 10 dos 497 municipios gatchos (Figura 3) (PITA PEREIRA et al. 2009).

O estado do Parana esta composto, atualmente, por 49 espécies de flebotomineos das
quais trés, Br. angelae, Br. ortizi e Ev. correalimai foram descritas de espécimes coletados no
territério (GALATI 2018). Desde entdo, diversos trabalhos vém sendo realizados com
diferentes objetivos, sendo que pouco mais de 70 (18%) municipios, dos 399 possuem fauna

flebotominica conhecida (Figura 4). As variaveis climaticas mais associadas com flutuagao
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W Presenca de Flebotemineos
Localidades

Santa Catarira
[ UFs do Brasil

Figura 2: Municipios do estado de Santa Catarina com registro de flebotomineos.
(Elaboragdo: Salvador P. Chaves-Junior).

W Presenca ce Flebolomineos
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1 Rio Grande do Sul

771 UFs do Brasil

Figura 3: Municipios do estado do Rio Grande do Sul com registro de flebotomineos.
(Elaboragao: Salvador P. Chaves-Junior).
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Figura 4: Municipios do estado do Parand com registro de flebotomineos. (Elaboracao:
Salvador P. Chaves-Junior).
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populacional de flebotomineos no estado ¢ a temperatura e precipitagao (MELO et al. 2018).
Em um estudo de Cerino et al. (2009) foi avaliada a fauna, frequéncia e sazonalidade de
flebotomineos na area urbana do municipio de Cianorte (Parana) (CERINO et al. 2009). Os
mesmos autores detectaram a presenga de flebotomineos de forma mais numerosa em abrigos
de animais domésticos e peridomicilio, nos meses mais quentes ¢ Umidos. As mesmas
observagdes foram feitas nos municipios de Bandeirantes (MASSAFERA et al. 2005) e
Japura (CELLA et al. 2011), destacando-se as espécies Ny. neivai e Ny. whitmani.

Como observado nos diferentes estudos conduzidos nas diferentes regides do pais, as
variagoes dos niveis de precipitagdo e médias de temperatura e umidade, parecem influenciar
na distribuicdo das espécies de flebotomineos e por consequéncia na maior ou menor
observagdo de casos de leishmanioses (CARVALHO et al. 2017). Fica claro, também, que
essa interacdo e distribui¢do das espécies em associacdo com fatores abidticos variam, ndo s
entre as diferentes regides do Brasil bem como, de local para local ou mesmo em diferentes
periodos de realizacdo do estudo e de ambientes alvos (antropizados ou preservados). Ainda
assim, nota-se que em determinados estudos nao sao reportados correlagao entre a distribuigao

dos espécimes e/ou espécies em fungao dos fatores abioticos analisados.

2.4  FLEBOTOMINEOS E A LTA NO VALE DO RIBEIRA, PARANA

A regido do Vale do Ribeira (Figura 5) compreende os estados de Sdo Paulo (SP) e
Parana (PR) e estrutura-se a partir da Bacia Hidrografica do Ribeira do Iguape, estendendo-se
desde o litoral sul de Sao Paulo até o litoral norte do Parand, compondo a microrregidao de
Paranagua (IPARDES 2003). O Vale ¢ composto por 32 municipios, sendo 25 e 07, de SP e
PR, respectivamente. No Parand, o Vale ¢ composto pelos municipios de Adriandpolis,
Bocaitva do Sul, Cerro Azul, Doutor Ulysses, Itaperucu, Rio Branco do Sul e Tunas do
Parana (Figura 5), totalizando uma area de 6.093, 54 Km? com uma populagdo de 100.821
habitantes dos quais 57.718 vivem em area urbana e 34.103 em area rural (MDA, 2015).

Segundo Melo et al. (2018) durante o periodo de 2012 a 2016 foram notificados 1.600
casos de LTA em 217 municipios do Parand. Dentre os municipios que compdem o Vale do
Ribeira, Adrianopolis e Cerro Azul, apresentou um Coeficiente de Deteccao (CD) de 117,29 e
72,94, respectivamente, sendo caracterizados com areas com alto indice de transmissao de
LTA. Em Itaperucu foram notificados 6 (seis) casos da doenga, sendo que o CD foi de 4,58 (<
10), o qual ¢ considerado com baixo potencial de transmissdo da doenca. Os demais
municipios que compde a regido, Bocaitiva do Sul, Doutor Ulysses, Rio Branco do Sul e

Tunas do Parana, nao possuem casos de LTA notificados. Ainda segundo os autores, além da
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Figura 5: Municipios que compdem o Vale do Ribeira, estado do Parand, Brasil. [Fonte:

Ministério do Desenvolvimento Agrario (2015)].
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vegetacao fatores climaticos como temperatura, precipitagdo e flutuacdo populacional
interferem na prevaléncia da doenca. Em relacdo a fauna dos flebotomineos (Tabela 1),
alguns estudos foram realizando nestes municipios (CASTRO et al. 2005, SILVA et al. 2008,
SANTOS et al. 2009, BAUM et al. 2013, 2015, GONCALVES et al. 2019), em particular
Adriandpolis e Cerro Azul. A fauna de flebotomineos do Vale do Ribeira esta composta por
15 espécies, que totaliza 31% das espécies de flebotomineos ja registradas no Parana, com
maior diversidade do género Brumptomyia (6 spp.) e maior frequéncia relatada para a espécie

Ny. intermedia “sensu latu”.

2.5 INFECCAO NATURAL DE FLEBOTOMINEOS

A observacdo da infecgdo natural em espécies de flebotomineos ¢ de grande
importancia, uma vez que pode auxiliar na inferéncia sobre sua participacao no ciclo da
transmissdo de Leishmania spp.. A presenca de Leishmania spp. contribui como evidéncia
preliminar para sugerir uma espécie como provavel vetor na eco-epidemiologia das
leishmanioses (CABRERA et al. 2002, PAIVA et al. 2010). Contudo, ha varios motivos pelos
quais o encontro seja do parasito ou de fragmentos de DNA deste, ndo possa ser a Unica
prerrogativa para incriminar determinada espécie de flebotomineo como transmissor. Nesse
sentido, a presenca de flagelados por meio de disseccdo de fémeas, pode ndo se tratar de
Leishmania spp., uma vez que outras formas flageladas como Endotrypanum e Trypanosoma
ja foram observadas no trato digestorio dos flebotomineos (MUNSTERMANN et al. 2004).
Ainda, a deteccdo de DNA de Leishmania spp. pode ser advinda de repastos em animais
positivos e ndo necessariamente de Leishmania spp. que se desenvolveram no inseto
(MISSAWA et al. 2010).

Em funcdo disso, Killick-Kendrick (1990) definiu critérios para a comprovagdao da
competéncia vetorial de espécies de flebotomineos e mais tarde Ready (2013) atribuiu
modificagdes e incluiu mais dois critérios, de modo que atualmente sdo utilizados sete
critérios: 1) a observacao em mais de uma ocasido de promastigotas isoladas a partir de varias
fémeas de flebotomineos silvestrese que ndo contém repastos de sangue recentes, anteriores a
36 h; 2) apresentar crescimento significativo de promastigotas de Leishmania dentro do
intestino das fémeas naturalmente infectadas ou observar os parasitos em colonias apods
xenodiagnostico (infeccdo experimental); 3) ter comportamento antropofilico e zoofilico
(alimentar-se em hospedeiros reservatorios); 4) demonstrar forte associagdo ecoldgica,

incluindo a sazonalidade, entre a espécie de flebotomineo, e a infec¢ao dos seres humanos e
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Tabela 1: Estudos que inventariam a fauna de flebotomineos em municipios da regido do

Vale do Ribeira no estado do Parana.

Municipios  Espécies de Flebotomineos = Armadilhas Locais de Objetivo dos estudos Autores A
Utilizadas' captura? n
0
Adrianépolis  Nyssomyia intermedia s.1.3 CDC Interior de Estudar a eco- Castro et al. 2
residéncias epidemiologia das 0
leishmanioses 0
5
Nyssomyia whitmani Shannon Anexos
domiciliares
Migonemyia migonei Damasceno Area de Mata
Pintomyia fischeri
Psathyromyia lutziana
Brumptomyia mangabeirai
Brumptomyia nitizulescui
Brumptomyia toglodytes
Brumptomyia guimaraesi
Adrianépolis  Nyssomyia neivai Falcdo Interior de Diversidade, Silva et al. 2
residéncias distribuigdo e 0
abundancia de 0
flebotomineos 8
Anexos
domiciliares
Area de Mata
Adriandpolis  Nyssomyia intermedia s.1. Falcao Interior de Confirmar a presenca  Santos et al. 2
residéncias de Ny. intermedia no 0
Parana 0
9
Nyssomyia neivai Shannon Anexos
domiciliares
Migonemyia migonei Area de Mata
Pintomyia fischeri
Psathyromyia lanei
Brumptomyia angelae
Brumptomyia cunhai
Brumptomyia nitizulescui
Evandromyia firmatoi
Evandromyia edwardsi
Adriandpolis  Nyssomyia intermedia s.1. CDC Anexos Investigacdo de fonte  Baum et al. 2
domiciliares alimentar (métodos 0
soroldgicos) 1
3
Area de Mata
Adriandpolis  Nyssomyia intermedia s.1. CDC Interior de Investigacdo de fonte ~ Baum et al. 2
residéncias alimentar (métodos 0
moleculares) 1
5
Shannon Anexos

domiciliares
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Area de Mata
Adrianoépolis  Nyssomyia intermedia s.1. CDC Interior de Abundancia e Gongalves et al. 2
residéncias diversidade de 0
flebotomineos 1
9

Anexos
Pintomyia fischeri domiciliares
Continua...
Cerro Azul Nyssomyia intermedia Area de Mata

Pintomyia fischeri
Pintomyia pessoai

Migonemyia migonei

1.

2.

Florestas compostas por vegetagdo de Mata Atlantica.

3.

Meétodos de coleta: armadilha luminosa Center for Disease Control (CDC), armadilha luminosa de
Falcdo; armadilha luminosa de Shannon, armadilha de Damasceno.
Locais de captura: Interior de residéncias (quarto, salas, cozinhas); anexos domiciliares (galinheiros,
chiqueiros, canis, currais); area de mata (mata ciliar, mata fechada, proximos a rochas e tocas de animais).

Nyssomyia intermedia s.1. (sensu lato) (YOUNG e DUNCAN 1994)
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reservatorios; 5) transmitir a Leishmania, ap6s infec¢do experimental para hospedeiros
naturais ou modelo laboratorial equivalente; 6) demonstrar, por modelo matematico, ¢ usando
dados retrospectivos, que a espécie € essencial para manter a transmissao com ou sem 0
envolvimento de outros vetores; 7) demonstrar, por modelo matematico, com base em um
programa de controle planejado, que a incidéncia da doenca diminui significativamente com a
diminuigao significativa da densidade do vetor especifico.

Pela analise molecular, a relagdo entre a fauna de flebotomineos e o numero de fémeas
infectadas ¢é obtida através da observacdo de dados de infec¢do natural. A taxa de infeccao €
calculada a partir do nimero de pools ou nimero de flebotomineos dissecados positivos/
numero total de flebotomineos X 100 (VASCONCELOS et al. 2019). As taxas estimadas de
infec¢ao natural encontradas em estudos anteriores variam entre 0,2 e 2% (PITA PEREIRA et
al. 2005). Esse dado ¢ primordial para o entendimento da cadeia de transmissdo e controle das
leishmanioses, para a determinagdo das espécies de flebotomineos vetores, sobretudo em
ambientes antropicos (OLIVEIRA-PEREIRA et al.2006).

Pesquisas sobre competéncia vetorial sdo escassas, compilando todos os requisitos
descritos para incriminar uma espécie como vetora, apenas duas espécies de flebotomineos
atenderam, para LTA no Brasil: 1) Ps. wellcomei comprovada como vetora de L. braziliensis;
i) Lu. cruzi como transmissora das espécies Le. braziliensis e Le. amazonensis
(LAVITSCHKA 2017). Somado a estas, entre as espécies suspeitas estdo Ny. neivai, Ny.
intermedia, Ny. whitmani, Ny. umbratilis, Ny. anduzei, Ny. antunesi, Mi. migonei, Bi.
flaviscutellata, Ps. aryozai, Ps. complexus, Ps. davisi, Ps. paraensis, Tr. ubiquitalis Pi.
fischeri, Pi. pessoai e (BRAZIL et al. 2015). Visando contribuir com a eco-epidemiologia das
leishmanioses e ampliar o registro de comprovac¢do de potenciais vetores, estudos sobre

infec¢do natural norteiam pesquisas com este intuito.

2.6 INFECCAO NATURAL DE FLEBOTOMINEOS: TECNICAS DE DETECCAO.

Hé4 wvarias técnicas descritas na literatura para se avaliar a infec¢do natural em
flebotomineos. O método classico, amplamente utilizado, ¢ a pesquisa direta do parasito no
trato digestorio dos espécimes por meio de disseccio e anélise microscopica (ARAGAO et al
1922) o qual permitiu, desde a década de 20, demonstrar o papel dos flebotomineos na
transmissao de Le. brasiliensis onde estava ocorrendo um surto de LTA no estado do Rio de
Janeiro. Os autores evidenciaram a presenga dos flagelados na espécie Phlebotomus

intermedius (= Ny. intermedia). Posteriormente a essa constatacao, foi realizada a descri¢ao
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de um cdo com a presenca de uma ulcera com as formas amastigotas do parasito. Em
pesquisa, realizada no ano de 1952, Forattini e Santos observaram a presenga de infec¢ao
natural nessa mesma espécie de flebotomineo no estado do Parand. Forattini et al. (1972),
desta vez no estado de Sao Paulo, detectaram flebotomineos da espécie Ny. intermedia s.l.
com a presenca de protozodrios em seu trato digestorio que posteriormente foram inoculados
em hamsters e os mesmos apresentaram lesdes caracteristicas para a forma tegumentar da
leishmaniose (FORATTINI 1973). Juntamente com a dissec¢do de espécimes vivos, alguns
estudos avaliaram a taxa de infec¢do de flebotomineos, em regides endémicas para LTA. Em
estudo realizado em 1996, no municipio de Corguinho (Mato Grosso do Sul), Galati ef al.
obeservaram uma taxa de infeccdo natural de 0,15% por Leishmania spp.. Pinheiro et al.
(2008) no estado do Amazonas, avaliaram que dentre a fauna de flebotomineos registrada, a
taxa de infec¢do natural foi de 1,04%. A disseccdo e observagdo microscopica das formas
flageladas do parasito ainda sdo comumente empregadas, porém a mesma pode ser pouco
efetiva quando o nimero de flebotomineos ¢ baixo, visto que a busca de promastigotas de
Leishmania ¢ muito laboriosa e necessita de grande habilidade técnica, além do método
apresentar algumas restricoes (PITA-PEREIRA et al. 2009).

Com os avangos da ciéncia e de modo a garantir resultados mais sensiveis € em menor
tempo, abordagens moleculares vém sendo empregadas para a detec¢dao e identificagdo de
Leishmania spp., principalmente em pesquisas epidemioldgicas (PAIVA et al. 2007). Durante
anos de estudo ferramentas como anticorpos monoclonais especificos em radioimunoensaio e
em ensaios de imunofluorescéncia indireta, o método de hibridizacdo para a deteccdo e
identificacdo de parasitos em flebotomineos e 0 método da reagdo da cadeia polimerase para
identificacdo do DNA do parasito presente em potenciais espécies vetoras (READY et al,
1988, DE BRUIJN e BARKER 1992, ADINI et al. 1998), ao passar dos anos a reagdo de
cadeia polimerase (PCR) tornou-se o método mais utilizado para a avaliacdo das taxas de
infec¢do tanto experimental (em laboratorio), quanto para infec¢do natural (campo) (PITA-
PEREIRA et al. 2011).

Um dos primeiros estudos que utilizaram essa técnica foi realizado por Brujin e Barker
(1992), onde os autores descreveram os primers Bl: (GGGGTTGGTGTAATATAGTGQG),
B2: (CTAATTGTGCACGGGGAGG) os quais sdo especificos para Leishmania do subgénero
Viannia e utilizados ainda hoje em diferentes estudos para identificacdo genérica. Os autores
utilizaram espécimes de Lu. longipalpis infectadas e ndo infectadas, demonstrando que seria
possivel identificar o DNA de Leishmania presente nessas amostras, concluindo que o método

permitiria identificar possiveis vetores do parasito, bem como no estabelecimento da
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frequéncia de infec¢des presentes nas populagdes de flebotomineos. Rodriguez et al. (1999)
observaram em area endémica de LTA na Venezuela, a positividade de Leishmania em
flebotomineos provenientes de campo, por meio da técnica de hibridagdo por PCR com os
iniciadores J1 e J2. Esses iniciadores sdo derivados de uma sequéncia de DNA nuclear
repetitiva, sendo preparados para um alvo de 500pb presente no DNA nuclear de Le.
braziliensis. Durante o estudo foi possivel identificar as espécies Lu. gomezi € Ps. panamensis
como possiveis vetores nesta regiao.

Aransay et al. (2000), em estudo realizado em Atenas, Grécia, demonstraram que a PCR
permite o processamento de um grande nimero de amostras. Cabrera et al. (2002) em
Cundinamarca, Colombia, concluiram que o método de PCR ¢ um grande aliado para estudos
epidemiologicos e programas de controle das leishmanioses, identificagdo taxondmica dos
agentes etiologicos das doengas e das espécies de vetores. Acrescentou a essa investigacao o
fato de que o armazenamento das amostras preconizadas no seu estudo, ndo interferiu no
sucesso da amplificagdo por PCR. Ainda, segundo os autores o método mais econdmico,
etanol a 70% a temperatura ambiente, foi uma opcao recomendada para o armazenamento de
amostras entomologicas em estudos de incriminagdo vetorial. Essa mesma observagdo foi
feita recentemente por Sales et al. (2020).

A incriminacdo espécies de flebotomineos na transmissao de Leishmania spp. contribui
para a elucidacdo de lacunas sobre ciclos de transmissdo do parasito em diversas regides. Em
2002 Miranda et al. observaram em area endémica para LTA no estado da Bahia a presenca
de DNA de Leishmania por PCR, onde as espécies Ny. whitmani e Ny. intermedia,
apresentaram resultados positivos para 30 dos 335 pools formados pelo género Nyssomyia sp.
(os autores ndo separam as espécies), o que gerou uma taxa de infeccdo de 0,4% para a regido
de estudo. Em 2006 Lanus et al. realizaram o primeiro relato de infec¢do natural de Ny. neivai
por Leishmania sp., no noroeste da Argentina. Por meio da PCR avaliaram 440 fémeas de Ny.
neivai capturadas nas provincias de Tucuman e Salta entre os anos de 1999 e 2003. Como
resultado os autores observaram a detecgdo de DNA do subgénero Leishmania (Viannia) em
40 das fémeas capturadas, gerando uma taxa de infec¢do natural de 0,91%.

No Brasil a primeira observacdo de Ny. neivai naturalmente infectada por Leishmania
sp. foi realizada por Pita-Pereita et al. (2009) utilizando PCR multiplex. Durante o estudo
foram analisadas 270 fémeas, coletadas em area periurbana e endémica para LTA, no
municipio de Porto Alegre, estado do Rio Grande do Sul. Como resultado os autores
identificaram 3 pools de fémeas positivos para a presenca de DNA de Le. braziliensis com

taxa de infec¢ao de 1,1%. Considerando que a taxa de infec¢do natural de flebotomineo na
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natureza ¢ baixo, a PCR multiplex possibilita o controle da extracao e da PCR. O iniciador
direcionado ao gene de cacofonia dos flebotomineos ¢ observado como um aliado para
observagdo de falhas na extragdo ou possivel contaminag¢do durante a técnica de PCR Pita—
Pereira et al. (2009) utilizaram o mesmo como controle para a reagdo, durante o estudo todos
os ensaios de PCR multiplex onde amplificaram a banda controle de 220 pb correspondente
ao gene, encontrando uma boa qualidade do DNA extraido e auséncia de inibidores da reacao
de PCR (PITA-PEREIRA et al. 2011). Aliado a esse controle, a ndo utilizagdo de fémeas
ingurgitadas para os ensaios diagnosticos, minimiza a possibilidade de detec¢do do DNA de
Leishmania presentes no sangue recém ingerido, proveniente da fonte alimentar (PITA-
PEREIRA et al. 2011, BRITTO e PITA-PEREIRA 2014).

No estado do Parana a primeira observagdo da espécie Ny. neivai naturalmente infectada
foi descrita por Oliveira et al. (2011), no municipio de Doutor Camargo, que resultou em
1.803 fémeas de flebotomineos coletadas, sendo 1.755 de Ny. neivai. Para a analise molecular
foi realizado o método de PCR multiplex, que teve como resultado a presenga de DNA de
Leishmania (Viannia) spp. em 4 pools, gerando uma taxa minima de infec¢ao de 0,22 para a
regido estudada.

A modificagdo da técnica de PCR visou melhorar sua eficiéncia e diminuir o tempo das
reagdes, onde além da PCR multiplex outras como a PCR-RFLP (PCR-polimorfismo no
comprimento de fragmentos de restricio e RAPD PCR (polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso) também podem ser utilizadas (LIMA JUNIOR et al. 2009).

A PCR multiplex, técnica derivada do método tradicional, faz com que seja possivel
economizar tempo e esforco de formas considerdveis, amplificando simultaneamente
diferentes sequéncias em uma unica reagdo. A PCR multiplex requer que os iniciadores levem
a amplificacdo de regides tnicas do DNA, tanto em pares individuais quanto em combinagdes
de muitos iniciadores, sob um tnico conjunto de condigdes de reagio (MARKOULATOS et
al. 2002). Em pesquisa realizada nos municipios de Doutor Camargo, Fénix ¢ Mandaguari no
estado do Parana, fémeas de flebotomineos foram submetidas a PCR multiplex para a
deteccdo de DNA de Leishmania (Viannia) sp. utilizando primers especificos para o gene da
cacofonia (IVS6 dos flebotomineos) e para o subgénero Viannia [gene da regido do mini
circulo do cinetoplasto (kKDNA)]. A PCR foi realizada em fémeas de exemplares eram Ny.
neivai (N=1000/100 pools), Ny. whitmani (N=220/22 pools) e Pi. fischeri (N=1/1 pool). Das
123 amostras todas foram negativas para Leishmania (Viannia) (NEITZKE ABREU et al.
2008). Utilizando o método de PCR multiplex e disseccdo Neitzke Abreu et al. (2014)

utilizaram primers especificos para Leishmania sp. e para o gene da cacofonia dos
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flebotomineos. Como resultado obtiveram um total de 510 flebotomineos (52 pools) sendo
estes distribuidos entre Mg. migonei (N=9/1 pool), Pi. fischeri (N=17/2 pools), Ny. neivai
(N=216/22 pools) e Ny. whitmani (N=268/27 pools). Dentre os 52 pools de flebotomineos
testados todos continham o fragmento de 220 pb do IVS6 regido do gene de cacofonia e
quatro pools (7,7%) apresentaram o fragmento de 70 pb do mini-circulo kDNA de
Leishmania (Viannia), sendo positivas amostras de Ny .neivai (1/22) e Ny. whitmani (3/27).
Durante as reagdes de PCR multiplex, primers especificos foram utilizados para amplificar a
regido conservada do DNA do minicirculo do cinetoplasto (kDna) de Leishmania spp.
(PASSOS et al. 1996), além do gene da cacofonia IVS6 de flebotomineos (LINS et al. 2002)
(Tabela 2). Por meio desta técnica ¢ possivel amplificar simultaneamente um fragmento de
120 pb das regides conservadas em kDNA de Leishmania sp. e um fragmento de 220 pb
referente a regido desejada do gene de cacofonia dos flebotomineos.

Jorquera et al. (2005) utilizaram o método de PCR multiplex para observar a infec¢do
natural de flebotomineos por dois subgéneros diferentes do parasito, Leishmania e Viannia,
em focos endémicos para leishmanioses, no departamento de Sucre, Venezuela. Durante o
estudo 549 flebotomineos (51 pools) foram analisados, sendo compostos pelas espécies Lu.
ovallesi (N=461/38) e Lu. gomezi (N=88/13). Como resultado os autores obtiveram um total
de 8 pools positivos, sendo trés para Leishmania (Viannia) e cinco Leishmania (Leishmania),
onde o indice geral estimado de infec¢ao natural para a regido estudada foi de 0,62.

Os iniciadores direcionados ao minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA), dos
parasitos dos géneros Leishmania e Viannia, assim como para o gene cacofony dos
flebotomineos, sdo utilizados de forma ampla para a identificagdo do DNA de Leishmania sp.
O amplo uso destes primers para a deteccdo de Leishmania em flebotomineos, nos diversos
métodos de PCR, ocorre pelo fato dessas moléculas estarem presentes em multiplas copias no
genoma mitocondrial (cerca de 10.000), aliado a presenca de uma regido de seqiiéncia
conservada evolutivamente nas diferentes espécies do género Leishmania. (Britto & Pita-
Pereira 2014).

A técnica de PCR-RFLP, com digestdo de produto amplificado a partir de PCR género-
especifica, permite a identificacdo de Leishmania e analise de infecgdo natural em
flebotomineos. Quaresma et al. (2012) utilizando o método PCR-RFLP no municipio de
Uberlandia, Minas Gerais, descreveram a infec¢ao natural por Leishmania sp., em duas
espécies de flebotomineos gerando uma taxa de infeccdo estimada de 5,26%. Utilizando o
mesmo método de identificacdo para infeccdo natural Fonteles et al. (2017) observaram que

das 2.776 fémeas testadas, 48 foram positivas para a presenca de DNA de Leishmania spp.,
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Tabela 2. Iniciadores utilizados para detec¢do de infec¢do natural por espécies de Leishmania

e taxa de infeccao de flebotomineos pelo método de PCR realizados no Brasil.

Autores Ano Primer Alvo Taxa de Infecgiio Tipo de reagiio
LU-5A Leishmania sp.
Jorquera et al. 2005 LM-3A Leishmania (Leishmania) 0,62 PCR multiplex
LB-3C Leishmania (Viannia)
. . A,B (kDNA) de Leishmania sp. 120pb )
Pita Pereira et al. 2005 2 PCR multiplex
SLicac 3LIcac Gene de cacofonia IVS6 de flebotomineos 220pb
JP1,JP3 Leish i .
Laniis et al. 2006 csmanta spp 091 PCR
SLlcac 3Llcac Gene de cacofonia IVS6 de flebotomineos 220pb
Oliveira Pereira et al. 2006 A,B (kDNA) de Leishmania sp. 120pb 0,4 PCR
kato et al, 2007 ]I:I\I\//[[g-—ll}i (kDNA) de Leishmania sp.700pb 1,56 PCR
. MPIL, MP3H (kDNA) de Leishmania (Viannia) 70pb )
Neitzke HC et al . 2008 ) ) 0 PCR multiplex
SLlcac 3LIcac Gene de cacofonia IVS6 de flebotomineos 220pb
. . A,B (kDNA) de Leishmania sp. 120pb .
Pita Pereira et al. 2009 1,1 PCR multiplex
SLicac 3LIcac Gene de cacofonia IVS6_de flebotomineos 220pb
2010 0is in s
Pita Pereira et al. A.B (KDNA) de Leishmania sp. 120pb 4 PCR multiplex
SLicac 3LIcac Gene de cacofonia IVS6_de flebotomineos 220pb
Quaresma et al. 2012 HSP70-F,HSP70-R Gene da protemz'i de' choque termico (hsp70) 5,26 RFLP-PCR
LIT-1S, L58S Gene do Espacador trascrito interno de Leishmania spp. (ITS1)
Neitzke HC et al 2014 MPIL, MP3H (KDNA) de Leishmania (Viannia) 70pb 0.8 PCR multiplex
SLlcac 3LIcac Gene de cacofonia IVS6 de flebotomineos 220pb
Fonteles et al. 2017 LIT-1S, L58S Gene do Espacador trascrito interno de Leishmania spp. (ITS1) 0,17 RFLP-PCR
de Avila et al 2018 HSP70-F,HSP70-R Gene da proteina de choque termico (hsp70) 083 PCR
LIT-18S, L58S Gene do Espacador trascrito interno de Leishmania spp. (ITS1)
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resultando em uma taxa de infec¢do natural estimada em 0,17%. Ambos os estudos tiveram
como alvo o gene ITS1 (Espacador transcrito interno de Leishmania spp.), utilizando os
primers LIT-1S, L58S e o gene da proteina de choque térmico (hsp70), utilizando os primers
HSP70-F e HSP70-R.

Ja a utilizacdo da amplificacdo aleatéria por RAPD-PCR ¢ descrita como uma técnica
rapida e bem estabelecida para gerar padrdes especificos de bandas de genomas complexos
usando iniciadores curtos e Unicos de uma sequéncia de interesse (WILLIAMS et al. 1990).
Mesmo que em menor nimero a técnica vem sendo utilizada para a determinagao de taxas de
infec¢do natural por Leishmania spp. Rassi et al. (2008) realizaram a andlise pelo método de
RAPD-PCR em 1.700 flebotomineos capturados no distrito de Shahrood, Ira, durante os anos
de 2005-2006. Como resultado os pesquisadores descreveram que 14,2% estavam
naturalmente infectados com Leishmania major, sendo a taxa de infec¢ao natural estimado de
0,83% para a regido. Mesmo com observagdes positivas em estudos que utilizaram a RAPD-
PCR, a técnica caiu em desuso, devido a uma subjetividade da andlise e aos problemas com a
reprodutibilidade dos resultados. Além disso, a utilizagdo do sequenciamento, que com o
passar do tempo teve seu custo reduzido, agregou mais um motivo para que a técnica fosse

substituida por outras metodologias (GALVAO et al. 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental, incluindo as fases de campo e laboratorio, encontra-se
resumidos no fluxograma ilustrado na Figura 6 e sera descrito em detalhes na metodologia

abaixo.

3.2 AREA DE ESTUDO

O municipio de Itaperucu (25° 13" 12" S; 49° 20' 52" W), localizado no Vale do Ribeira,
Estado do Parana (Figura 7), possui populagdo estimada em 23.887 habitantes (IBGE 2019).
O Indice de Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM) é de 0,637, considerado bom,
sendo que o Parand apresenta o 5° melhor indice do Brasil, com valor de 0,749. O bioma ¢ do
tipo Mata Atlantica e areas com resquicios da mesma, sendo que o Vale da Ribeira ¢
composto por formagao vegetal de Floresta Ombrofila Densa e Mista, em conjunto com
Floresta de Araucéria, além de Campos Naturais formados por estepes de gramineas
(MAACK 1968). A zona rural, alvo do presente estudo, ¢ composta por 3.931 habitantes, o
que corresponde a 16% da populagdo do municipio. Itaperucu é considerada area endémica
para a LTA tendo sido notificado no periodo de 2012 a 2016, seis casos da doenca no
municipio, sendo que o Coeficiente de Deteccao (CD) foi de 25,11, o qual inclui o municipio
como considerado com baixo potencial de transmissdo da doenga, embora possa haver
subnotificagdo. Por outro lado, Adriandpolis e Cerro Azul, localizados na mesma regido,
nesse periodo, apresentou CD de 117,29 e 72,94, respectivamente, sendo caracterizados com
areas com alto indice de transmissdao de LTA. Os demais municipios que compode a regiao,
Bocaitiva do Sul, Doutor Ulysses, Rio Branco do Sul e Tunas do Parand, ndo possuem casos
de LTA registrados (MELO ef al. 2018).

Na area rural do municipio, as coletas dos flebotomineos foram realizadas nas localidades
de Cagador, Sdo Domingos ¢ Rancharia, as quais, segundo dados da Secretaria Municipal de
Saude (SMS), apresentaram 6 casos de LTA entre os anos de 2012 e 2016 estando presente

em uma regido endémica por anos para esta parasitose. (MELO et al. 2018)
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Figura 6: Fluxograma ilustrando as estadas de desenvolvimento da presente pesquisa até os

resultados finais.
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Figura 7: Mapa do Brasil apontando o estado do Parand com destaque para o municipio de
Itaperucu (Elaboragdo: Salvador P. Chaves-Junior)
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3.3 COLETA, ACONDICIONAMENTO E MONTAGEM DOS FLEBOTOMINEOS

As coletas foram realizadas utilizando armadilhas luminosas do tipo CDC modificada
(http://www.horstarmadilhas.com.br/) e armadilha de Shannon (SHANNON 1939) (Figura
8), no periodo de 2 (dois) anos (junho/ 2016 a junho/ 2018) para sazonalidade. Para andlise de
infec¢ao natural, considerou-se os espécimens do periodo de maio de 2017 a julho de 2018.
As armadilhas CDCs foram instaladas durante trés dias consecutivos, por 24 meses no
peridomicilio de 10 residéncias a 1m ou 1,5m do solo (altura entre a base da armadilha e o
solo). As mesmas permaneceram ligadas por 12 horas (18:00 - 06:00) gerando um esforco
amostral de 8.016 horas de captura (excluindo 624 horas ou 52 armadilhas que estavam
desligadas). As coletas com armadilha de Shannon foram realizadas uma vez ao més em area
de mata, durante trés horas gerando um esfor¢o amostral de 60 horas de captura (excluindo 12
horas ou 4 armadilhas). Para instalacdo das armadilhas priorizou-se residéncias notificadas
com casos humanos de LTA. A descricdo dos pontos de coleta (P1 a P10) encontra-se no
APENDICE I e algumas fotos dos mesmos podem ser observadas no APENDICE II. A
instalagdo das armadilhas seguiu o preconizado pelo Programa Nacional de Controle das
Leishmanioses do Ministério da Saude do Brasil.

De cada ponto de coleta foi retirada a coordenada geografica (latitude e longitude), a
distancia (em metros) entre os mesmos e entre as armadilhas tipo CDC (metros) (Figura 9,
Tabela 3) utilizando uma GPS marca Garmim®, modelo eTrex 10. Os espécimes coletados
foram devidamente identificados e armazenados em alcool 70%. Foram organizados
considerando: o ambiente (peridomicilio/mata); tipo de armadilha (shannon/CDC), ponto;
ano/més/dia de coleta (Tabela 2). Foram transportados para o Laboratério de Parasitologia
Molecular do Departamento de Patologia Basica, Setor de Ciéncias Biologicas, Universidade
Federal do Parana (DPAT/BL/UFPR).

Os flebotomineos foram triados (morfologia externa) e sexados observando a por¢ado final
do abddémen sob microscopio estereoscopico e posteriormente, acondicionados em tubos
(1,5mL) contendo alcool 70%, com as etiquetas de identificagdo correspondentes aquelas
informagdes de campo. Os mesmos foram mantidos a -20°C até o momento de dissec¢do e

identificacdo em nivel de espécie.
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I i M,

Figura 8: Armadilhas luminosas do tipo CDC modificada (A) e de Shannon (B) dispostas em
peridomicilio e area de mata, respectivamente, para a coleta de flebotomineos. (Foto: Andrey
Andrade)

Il

Itaperugu - PR

Google Earth

Figura 9: Pontos de coleta (P1 a P10) em peridomicilio no municipio de Itaperucu, Parana.
(Elaboragao: Salvador P. Chaves-Junior).
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Tabela 3: Pontos de coleta utilizando armadilhas tipo CDC, com suas coordenadas
geograficas, a distancia entre as armadilhas e a elevacdo do ponto escolhido no municipio de
Itaperucu, Parana.

Ponto Coordefladas Distancia fentre Elevaciio
Geograficas as armadilhas

(P) Latitude (S)  Longitude (W) (metros) (metros)
P1 25°03'22,2"  49°33'11,8" 0 432
P2 25°03'16,5"  49°33'09,7" 300 463
P3 25°03'09,8"  49°33'13,3" 200 461
P4 25°03'04,0"  49°33'39,1" 200 433
P5 25°03'35,1"  49°33'40,6" 2.300 437
P6 25°04'07,9"  49°34'02,4" 2.400 550
P7 25°04'13,1"  49°34'(09,4" 200 584
P8 25°04'21,6"  49°34'242" 700 614
P9 25°04'52,6"  49°34'431" 1.600 707
P10 25°05'09.4"  49°34'32.0" 700 707

* Distancia P1-P2: 300m; P2-P3: 200 m; P3-P4: 200 m; P4-P5: 2.300 m; P5-P6: 2.400 m; P6-

P7:200; P7-P8: 700; P8-P9: 1.600; P9-P10: 700.
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34 MONTAGEM E IDENTIFICACAO DOS FLEBOTOMINEOS

Para identificacdo especifica, todos os machos, coletados durante os 2 (dois) anos, foram
clarificados conforme Forattini (1973), como descrito: 1) permaneceram 24 horas em
Hidroxido de Potéassio (KOH); 2) lavados em acido acético 10% por 5 segundos; 3) imersos
por 10 minutos em acido acético 100%; 4) em seguida foi realizada a imersdao em progressivas
concentragdes de alcool (70%, 80%, 90% e 100%) por 10 minutos, cada; 5) para clarificagcdo
foram acondicionados em Eugenol (MERCK®) por 24 horas (Figura 10). Parte das fémeas
coletadas (04/2016 a 04/2017) seguiu o mesmo procedimento de clarificagdo dos machos,
para identificacdo especifica, as quais nao foram utilizadas para biologia molecular. Esse
procedimento foi importante para se conhecer a fauna do municipio.. As fémeas coletadas no
periodo de 05/2017 a 07/2018 foram dissecadas onde os trés ultimos seguimentos do abdomen
foram retirados e o restante do corpo (cabecga, torax, asas, pernas e parte do abdomen) foi
acondicionado em tubos contendo alcool 70% e estocado a -20°C para realizacdo das analises
moleculares (ver item 3.5).

Os flebotomineos foram identificados utilizando a proposta de Galati (2018) e a

abreviacdo dos géneros segue o proposto por Marcondes (2007).
3.5. INFECCAO NATURAL

3.5.1. EXTRACAO DE MATERIAL GENOMICO DOS FLEBOTOMINEOS

Para a extracdo do material genomico foram utilizadas somente fémeas coletadas entre os
meses de maio de 2017 a julho de 2018 (ver item 3.4). Os flebotomineos (fémeas) foram
separados de 1 a 10 espécimes por pool em relagdo ao ponto, armadilha, espécie e data da
coleta. As fémeas, ja separadas em pools, foram maceradas em tubo (1,5mL) com tampao de
lise (TE - 10 mM Tris-HCI pH 9,2 contendo 10 mM de 4cido etileno diamina tetra acético
(EDTA) e 100 pg/mL de proteinase K (INVITROGEN®, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) com auxilio de ponteira e incubadas por 3 horas a 56°C. Na sequéncia as amostras
foram submetidas a centrifugagdo de 13.500 rpm por 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante
recuperado foi aquecido a 95°C por 15 minutos para inativagdo da proteinase e, armazenado a

-20C° até o momento da extragdo do DNA total (PITA-PEREIRA et al. 2005).



FIGURA 10 -Bateria de clarificacdo para identificacao dos flebotomineos. (Foto

: a autora).
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A extracao de DNA foi realizada utilizando o kit comercial Wizard SV Genomic DNA
Purification System (PROMEGA®, Madison, WI, EUA), seguindo as especificagdes do
fabricante. Um volume correspondente a 100 pL. do sobrenadante de cada poo!/ foi submetido
a extracdo do DNA o qual foi eluido em 50ul. de 4gua DNAse free aquecida a 72°C, conforme
indicacao do fabricante. Em seguida foi mensurada sua concentragdo por densidade otica
(DO) a 260nm (A260) e 280nm (A280) e pureza pela relacdo A260/A280 e A260/A230
segundo Sambrook ef al. (1989) em espectrofotometro NanoDrop (TM. 1000).

Apoés essa etapa, foram feitas duas aliquotas (estoque e de trabalho) e ambas foram
armazenadas a -20° C. A extra¢do de DNA foi realizada no laboratério NB2 do Departamento
de Patologia Basica da UFPR, devidamente adequado, com a bancada descontaminada com
hipoclorito de sodio (5%), alcool 70% e sem amplificacio de DNA no mesmo ambiente. Todo
material utilizado foi autoclavado e exposto a exposi¢do a raios ultravioleta em Fluxo

Laminar com UV (VECO™),

3.5.2. DETECCAO DA PRESENCA DE DNA DE Leishmania spp.

Apobs a extragdo do DNA, para investigar a infeccdo natural por Leishmania spp., as
amostras foram submetidas a PCR Multiplex. Para a amplificagdo da regido constante no
minicirculo do kDNA do género Leishmania foi utilizado o par de “primer” A: 5’
(G/C)(G/C)(C/G) CC(A/C) CTA T(A/T)T TAC ACC AAC CCC 3’ e “primer” B: 5° GGG
GTA GGG GCG TTC TGC GAA 3’(PASSOS et al.1996) (Figura 11). O segundo par de
“primers” SLIcac: 5’GTG GCC GAA CAT AAT GTT AG 3’e 3LIcac: 5CCA CGA ACA
AGT TCA ACA TC 3’ (LINS et al. 2002) ¢ direcionado ao gene constitutivo “Cacophony”
que ¢ especifico para flebotomineos, sendo este utilizado como controle endogeno da extracao
(PITA-PEREIRA et al. 2009). A inclusdo deste segundo par de iniciadores (gene cacophony)
¢ para controle do DNA extraido (qualidade, pureza) e da PCR, evitando possiveis resultados
falso negativos, pois todas as amostras (machos e fémeas) de flebotomineos devem amplificar
o produto referente a esse alvo.

As reagdes ocorreram em um volume final de 50 pL, consistindo de GoTaq Hot Start
Master Mix 1 X (Promega), 5 uM de cada primer, 5 pL de DNA e H2O (ultrapura e estéril,
grau Biologia Molecular) para completar o volume. A ciclagem térmica consistiu de 36 ciclos
sendo realizada no aparelho modelo Gene Amp® PCR System 9700, com a seguinte
programacao, por ciclo: desnaturagdo (30 s, 94° C), anelamento (30 s, 55° C) e extensdo (30 s,

72° C). Este programa foi precedido de uma etapa (12 min, 94° C) para ativacao da
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S primers

i,.':k sentido da amplificagdo

> regido constante (~120 pb)

2w regido variavel (~650 pb)

Figura 11: Representacdo esquematica estrutura de um minicirculo do kDNA de Leishmania
spp (~800 pb), demonstrando o local de anelamento dos primers A ¢ B e o sentido da
amplificacao pela PCR (Fonte: Dr. Daniela de Pita Pereira).
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enzima (Hot Start) e apos os 36 ciclos foi incluido um passo de extensao final (10 min, 72°

Q).

3.5.3. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os ensaios de eletroforese foram realizados em cuba horizontal, em géis de agarose
(Seakem e NuSieve, FMC Bioproducts, Rockland, USA) a 2,0%, com dimensdes de 12,5 x 20
cm, preparados em TBE (0,89 M Tris-HCI; 0,89 M 4cido boérico; 0,024M EDTA, pH 8,3 -
TBE 10X). Apods a imersdo do gel solidificado em tampao TBE, aliquotas contendo 10 pL do
produto da PCR foram misturadas a 1 pL do tampao de aplicagao de amostra (30% glicerol,
0,25% azul de bromofenol, 0,25% xileno cianol) e aplicadas no gel. A eletroforese foi
conduzida por 2 h a 70 V. O peso molecular dos amplicons foi determinado pela inclusdo do
marcador de peso molecular de 100 pb (DNA Ladder — Invitrogen, Carlsbad, California,
EUA). O gel foi corado com Nancy-520 DNA Gel Stain (Sigma®) e apds a corrida, os
resultados foram registrados através de um sistema fotografico de documentagao em gel —
UVP Bioimaging Systems (Upland, CA, USA) no Laboratério Multiusuario de Biologia
Molecular do Departamento de Patologia Basica da UFPR.

3.6. DADOS CLIMATICOS

Os dados climaticos pluviosidade (mm), umidade relativa (%), temperatura (°C) do
municipio de Itaperucu/Cerro Azul durante os dois anos de coletas (2016-2018) foram obtidos
mensalmente do SIMEPAR (Sistema Meteoroldgico do Parand). Como nao ha dados para
Itaperugu, foi utilizado aqueles fornecidos para o municipio de Cerro Azul. Para aferir a
interferéncia desses fatores abioticos na fauna flebotominica foram calculadas as médias de

cada dado.

3.7. ANALISES ESTATISTICAS

Apos verificar a normalidade dos dados e para critério de decisao foram aplicados o Teste
t de Student (distribui¢do normal) ou Mann-Whitney (distribuicdo nao-normal) quando
comparadas duas varidveis. Acima de duas, apds andlise da Normalidade aplicou-se o
ANOVA ou Kruskal-Wallis para amostras paramétricas e ndo paramétricas, respectivamente.

Para avaliar a interferéncia dos fatores abioticos na distribuicdo da fauna e cada uma das
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espécies mais abundantes, também apds analise da Normalidade dos dados, foi utilizado o
coeficiente de correlagdo de Spearman (rs). Para todas as andlises os dados foram
considerados significativos levando em conta o nivel de significancia de 5% (p< 0,05). Foi
utilizado o pacote estatistico BIOESTAT Versao 5.0 (AYRES et al.2007). Os meses em que

nao foram capturados flebotomineos foram excluidos das analises.

3.8. VARIAVEIS DE ESTUDO

Os dados analisados foram: i) abundancia (quantidade de espécimes e/ou espécies por
més); i1) variacao sazonal (distribuigao dos espécimes e/ou espécies em relacdo aos fatores
abidticos); iii) sexo (macho ou fémea); iv) armadilhas utilizadas (CDC e Shannon); v) pontos
de coleta (peridomicilio ou 4rea de mata); vi) fémeas com presenga de DNA de Leishmania.

A taxa de infec¢do natural ( deteccdo de DNA de Leishmania spp.) de flebotomineos foi
dada a partir do calculo do ntimero de pools ou numero de flebotomineos dissecados
positivos/ numero total de flebotomineos x 100, onde é pressuposto que ao menos uma fémea
dentre as que compde o pool observado contenha DNA de Leishmania spp.(VASCONCELOS
etal. 2019).

Aplicou-se ainda, o indice de constancia dos flebotomineos que foi calculado a partir da
formula: C = P*100/N (SILVEIRA NETO et al.1976) (P = numero de coletas com a espécie
estudada e N= numero total de coletas efetuadas) classificando as espécies em constantes,
acessorias ou acidentais em relacao a presenga das mesmas nas armadilhas/ locais de captura,
sendo que as espécies foram consideradas como constantes uma vez que estivessem presentes
em mas de 50% das coletas, acessorias com presenga de 50 % nas coletas e acidentais quando

observadas em menos de 50% das capturas realizadas.
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4. RESULTADOS

4.1 ASPECTOS GERAIS DA FAUNA FLEBOTOMINICA DO MUNICIPIO DE
ITAPERUCU

Durante o periodo de estudos (2 anos) foram coletados um total de 3.784 flebotomineos
distribuidos em 7 (sete) géneros e 13 espécies (Tabela 4). O numero de machos capturados,
independente da armadilha utilizada, foi de 1.225 (34% do total) (Figura 12). A razio sexual
entre fémeas e machos (F/M) foi de 2:1 (Mann-Whitney, p> 0,05) sendo que para as trés
espécies mais abundantes o niimero de fémeas foi superior ao nimero de machos, somados
todo o periodo de coleta. Apenas em outubro, novembro, dezembro de 2016 e fevereiro de
2017 o nimero de machos superou o nimero de fémeas (Tabela 4). Por outro lado, entre as
13 espécies capturadas, os machos apresentaram maior riqueza(n= 12 spp.) do que as fémeas
(n= 8 spp.). Interessante notar que a flutuagdo populacional quando observada por sexo foi a
mesma (Figura 13), ou seja, se havia o aumento de fémeas, havia também o de machos; o
mesmo vale para diminui¢do, o que demonstrou um comportamento semelhante da fauna
independente da armadilha utilizada e dos fatores abiodticos associados. Nao foi observada
diferenga significativa quando comparada a captura mensal de flebotomineos (Kruskal-
Wallis, p> 0,05).

Analisando as coletas por ano observa-se que nao houve interferéncia das capturas
mensais sucessivas na fauna estudada. No ano de 2016 (junho-dezembro) foram obtidos 1.387
espécimes, em 2017 (janeiro-dezembro) 1.717 espécimes e 2018 (janeiro-julho) 680
espécimes (Kruskal-Wallis p> 0,05) (Figura 14). A maior riqueza de espécies foi observada
nos meses de dezembro/2017 (8 espécies) e novembro/2016 e fevereiro/2018 com 5 (cinco)
espécies cada. Nos demais meses a presenca variou de 1 (uma) a 4 (quatro) espécies (Figura
15). O género Brumptomyia teve maior riqueza, com 6 (seis) espécies, seguido pelo género
Psathyromyia, com 2 (duas) espécies. Todos os demais somaram 1 (uma) espécie cada.
Brumptomyia bragai foi registrada pela primeira vez no Vale do Ribeira e no estado do
Parana.

Nyssomyia neivai foi a espécie mais frequente totalizando 3.556 espécimes ou 93% dos
espécimes de flebotomineos coletados durante o periodo; seguido por Pi. fischeri e Mg.
migonei com 142 (4%) e 36 espécimes (1%), respectivamente. Expapillata firmatoi,

Psathyromyia pascalei, Pa. pelloni, Br. troglodytes, Br. bragai, Br. avellari, Br brumpti,
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Figura 12: Machos e fémeas de flebotomineos capturados em area de peridomicilio e 4rea de
mata, municipio de Itaperucu, Parana (Mann-Whitney, p> 0,05).
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Figura 13: Flutuacdo populacional de flebotomineos capturados em area de peridomicilio e
area de mata, municipio de Itaperugu, Parana (Mann-Whitney, p> 0,05).
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Figura 14: Machos e fémeas de flebotomineos capturados em éarea de peridomicilio e area de
mata, municipio de Itaperugu, Parana (Mann-Whitney, p> 0,05).
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Figura 15: Riquezamensal de flebotomineos capturados em éarea de peridomicilio e area de

mata municipio de Itaperugu, Parana.
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Br. cunhai, Br. nitzulescui e Ps. ayrozai somaram as outras espécies em um total de 51
individuos (1%). Ainda, Ny. neivai foi a Unica espécie entre as demais que esteve presente em
todos os meses de coleta. Quando observado os meses de agosto e setembro, de ambos os
anos, a mesma representou 40% do total de espécimes coletados. A espécie Pi. fischeri esteve
presente durante 15 dos 24 meses de estudo, sendo que 78 espécimes foram capturados em
fevereiro de 2018, perfazendo 50,6% do total de flebotomineos coletados desta espécie. No
mesmo periodo, foi observado o maior nimero de espécimes de Mg. migonei, que esteve
presente em 13 meses durante o estudo (Tabela 4).

Através do indice de constincia (C) as espécies foram classificadas em constantes,
acessorias ou acidentais. Assim, analisando a Tabela 4 observa-se que duas espécies foram
encontradas em mais de 50% das coletas, sendo consideradas constantes, foram elas: Ny.
neivai (C=88,46) e Pi. fischeri (C = 57,69). A espécie Mg. migonei, por ter (C = 50) foi
considerada acessoria, as outras 10 espécies capturadas durante o tempo de estudo foram

consideradas acidentais

4.2 ANALISE DA FAUNA FLEBOTOMINICA DO MUNICIPIO DE ITAPERUCU POR
ARMADILHA.

Quando comparado o total de flebotomineos por armadilha, observou-se que as CDCs,
em conjunto, coletaram 3.156 espécimes e as armadilhas de Shannon foi de 628 espécimes,
sendo que aquela apresentou um numero de capturas 6 (seis) vezes maior que esta (Mann-
Whitney, p<0,05) (Tabela 5). Cabe destacar que dez (10) CDCs permaneceram ligadas por 12
horas (18:00 - 06:00), gerando um esfor¢o amostral de 8.016 horas de captura. As coletas com
armadilha de Shannon, durante trés horas, geraram um esfor¢o amostral de 60 horas de
captura (ver item 3.3).

As capturas realizadas com armadilhas do tipo Shannon foram mais abundantes durante o
primeiro ano de coleta (2016), o mesmo padrdo ndo foi observado para as armadilhas CDCs,
que capturaram mais espécimes no ano de 2017. As espécies mais abundantes e frequentes
(Ny. neivai, Pi. fischeri, Mg. migonei e Ex. firmatoi) foram coletadas por ambas as técnicas e
nota-se nitida concentragdo dessas no ambiente peridomiciliar, embora as mesmas ocorram
em area de mata, como registrado. As espécies Br. avellari. Br. nitzulescui ¢ Ps. ayrozai
foram coletadas somente na armadilha de Shannon e Br. troglodytes, Br. brumpti, Br. bragai,
Br. cunhai, Pa. pascalei e Pa pelloni pelas CDCs, reforcando o uso de distintas armadilhas

para se investigar a fauna desses insetos, em acréscimo ¢ visto que pela proximidade com as
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habitagdes humanas, as espécies que foram coletadas pelas armadilhas CDC mesmo ndo

sendo incriminadas como vetoras. merecem em termo de servigo, destaque

Tabela 5- Total de flebotomineos coletados em armadilhas de CDC e Shannon durante junho
de 2016 a julho de 2018- Itaperucu —PR.

Espécie

]

Anc ME 7 e Prrhir Mg gt I Jmiaior B wapiedviis e branpti. 1. aveliar B Bl B cinvor . reritecn T g, Pe g oo |
Junho 31 - - - - - - - . B - - 31
Julho 55 > i Z g E 3 £ % 62
- Agosto 294 - - - - - : < - - 294
5 Setembro 239 - - - - - i P = = 239
= Outabro 1 s 1 1 = E = = = < 13
Novembro | 3 2 6 3 - - - - - & 94
Dezembro 129 = 1 i = & - = = 130
Janeiro 35 9 3 2 - - - = = - 49
Fevereiro 241 1 1 2 - - - - - - 245
Margo 107 9 2 - - - - - - - 118
Abril 252 5 3 4 = 3 = s : = 264
Maio 9 3 1 2 ‘ : 3 ; 2 G 101
E £ Jusho = 5 > 3 = 5 = . i 5 0
&) L] Julho - - - - - - - - - - 0
Agosto 159 1 - - - - - - - - 160
Setembro 387 5 5 - - - - - - 1 398
Outabro 16 4 - 1 - - - 1 - - 2
Novembro 43 1 - - 1 - - - - - 45
Dezembro 247 9 1 - 17 1 1 - - 276
Janeiro 4 - 2 1 - - - - - 7
Feverero 391 70 9 1 1 - - - - 472
- Margo 4 - - - - - - - - 4+
= Abril 58 1 - - - - - - 59
iy Maio 68 s : 2 : z : . 73
Junho - - - - - - - - - -
Total 1946 130 35 15 19 1 | 1 7 1 3156
Tusho 2 = E z = E = = = = = = 2
Julho 125 - - - - - - 125
- Agosto = = E = = = =
s Setembro | 373 2 1 = = = = 374
Outabro = E E = - = E
Novembro 14 - - 1 - - 15
Dezembro 8 - - - - §
Janeiro 6 - - - = [3
Fevereiro - - - - - -
z Marge 16 1 - - - 17
Abril - = = = = E
o e ) ) ) )
% = Jonho - - - -
= Juho = = = = -
E Agosto 3 - - - 3
(75) Setembro - - - - - o
Outubro 2 1 1 - - 4
Novembro 5 - - - 5
Dezembro 1 1 1 - 1 4
Janeiro 1 1 - - - 2
Fevereiro 4 3 - 12
= Marco - = .
= Abnl 38 - 38
Maio 4 1 9
Jutho 4 - - - - - - - - - - - - 4
Total 610 12 1 2 0 [] 1 0 0 1 0 0 1 628

Legenda - Ny: Nyssomyia; Pi: Pintomyia; Mg: Migonemyia, Ex: Expapillata; Br:

Brumptomyia; Pa: Psathyromyia; Ps: Psychodopygus.
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4.3 ANALISE DA FAUNA FLEBOTOMINICA DO MUNICIPIO DE ITAPERUCU POR
SITIO AMOSTRAL (PONTO DE COLETA).

Com relagdo aos pontos de captura com CDC em peridomicilio (APENDICE I), o ponto
P2 foi o que durante o estudo teve o maior nimero de flebotomineos coletados (897), seguido
pelo P1 (719), P4 (435) totalizando 2.051 (64,9%) espécimes. A somatodria de capturas dos
outros 7 (sete) pontos foi de 1.111(35,1%). Os pontos de coleta P4 (519) e P5 (70) em area de
mata utilizando armadilhas do tipo Shannon totalizaram 589 (94,5%) espécimes capturados,
os outros oito (8) pontos somaram juntos 33 espécimes, resultando 5,5% do total coletado
(Tabela 6).

Em peridomicilio a espécie Ny. neivai foi capturada em todos os pontos de coleta, sendo
778 espécimes coletados no ponto P2 durante os anos 2016 e 2017, totalizando 32,1% do total
de flebotomineos desta espécie coletados durante o mesmo periodo, em relacdo ao ano de
2018. O ponto de maior nimero de capturas de Ny. neivai (257) foi P1 em peridomicilio. Ao
observar o total de espécimes coletados em area de mata, destaca-se a prevaléncia desta
espécie em P4 (513) totalizando 84,1% do total de Ny neivai durante os dois anos de estudo.

Em 2018, durante o més de fevereiro, o ponto de coleta P6 obteve um total de 85
flebotomineos coletados, sendo 91,8% destes Pi. fischeri, perfazendo 55% do total de
espécimes coletados durante os dois anos de estudo. No mesmo més e ano, a espécie Mg.
migonei foi coletada em maior nimero no ponto P9 (13,9%), a mesma demostrou uma
distribuicdo mais homogénea entre os pontos, de modo diferente da observada para Pi.
fischeri.

Durante os dois anos de captura observou-se que o ponto de maior quantidade de espécies
em peridomicilio foi o P10 com 7 (sete) espécies, sendo quatro delas, capturadas
exclusivamente neste ponto (Br. troglodytes, Br. brumpti, Br. bragai e Br. cunhai). A
exclusividade de espécies capturadas por ponto também foi observada para Pa. pelloni (P2),

Br. avellari (P2), Br. nitzulescui (P10) e Psychodopygus ayrozai (P10 em éarea de mata).

4.4 SAZONALIDADE DE FLEBOTOMINEOS NO MUNIC{PIO DE ITAPERUCU

As associagcdes entre a frequéncia dos espécimes de flebotomineos capturados,
independente de sitios de capturas e armadilhas, com a variacdo da temperatura, pluviosidade
e umidade relativa encontram- se representadas na Figura 16. Nos meses que compreendem o

ano de 2016 (junho-dezembro) nitidamente observa-se que com o aumento mensal da
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Tabela 6. Numero de flebotomineos coletados em armadilhas CDC e Shannon por ponto de

coleta (P) no municipio de Itaperugu no periodo de julho de 2016 a junho de 2018.

Espécies Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 PLO Total
Ny. neivai 707 87 316 430 181 8l 137 119 71 41 2950
Pi. fischeri 1 7 4 3 2 1 15 2 85 10 130
Mg. migonei 4 g 7 2 - 2 2 8 2 35
Ev firmatoi - 12 3 - - - - . - 15
Br. troglodytes 1 - - - - - - - 18 19
ny  Brbrumpti - - - - - - - - 1 1
% Br. bragai - - - - - - - - 1 1
Br. cunhai - 1 - - - - . _ - 1
Br. qvellari - 1 - - - - - - - 1
By nitzulescui - - - - - 1 R R _ 1
Pa pascalet 6 - 1 - - - - _ _ 7
Pa pelloni - 1 - - - - . - - 1
Ps. qyrozai - - - - - - - - - -
Total-CDC 719 897 331 435 183 82 155 123 164 73 3162
Ny. neivai 2 16 - 518 64 - - - - 6 606
Pi. fischeri - 1 - - 6 = = - . 5 12
Mg. migonei - - = 1 - - - _ 1
Ev.firmatoi - - = = - . - _ 2 2
iz Br. troglodytes - - = = - - - - -
g B brumpti - - - - - . - _
2 Br. bragai - - - = - - . - _
% Br. cunhai - - - = = = - - -
Br. avellari - - - = - - - - _
Br nitzulescui - - - = - - - - _
Pa pascalei - - - = . . - _ _
Pa pelloni - - - = = - - - .
Ps. ayrozai - = = = - - - _ _ 1 1
Total-Shannon 2 17 - 519 70 - - - - 14 622
Legenda: Ny: Nyssomyia; Pi: Pintomyia, Mg: Migonemyia; Ex: Expapillata; Br;

Brumptomyia; Pa: Psathyromyia; Ps: Psychodopygus.
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Figura 16: Espécimes de flebotomineos coletados em relagdo as varidveis de temperatura
média (a), Precipitacao média (b) e Umidade relativa (c), entre junho de 2016 a julho de 2018,
municipio de Itaperucu, Parana (Coeficiente de correlagdo de Spearman, p> 0,05).
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temperatura que foi de 13°C (junho) a 17°C (setembro) obteve-se um aumento também no
numero de flebotomineos coletados, de 33 a 613 espécimes, respectivamente.

Em contrapartida esse acréscimo de fauna esteve relacionado com a diminui¢do da
umidade relativa do ar de 87% (junho) a 75% (setembro). Essas mesmas observagdes podem
ser feitas para os meses de agosto e setembro do ano de 2017. Quando observada a
precipitacdo nota-se que a flutuagdo populacional nesses meses aumentou em fun¢do da
diminui¢do do volume de chuva no més anterior. Os meses de junho (0 spp.) e, julho de 2018
(4 spp.), ndo foram possiveis analisar, visto que ndo houve numero suficiente de
flebotomineos coletados.

Ainda no ano de 2016, considerando os meses de outubro, novembro e dezembro,
observa-se, mesmo sendo menor, um aumento gradual no niumero de flebotomineos coletados
e com uma relagdo direta com aumento da temperatura, aumento na precipitacdo € com uma
umidade relativa mais estavel. De setembro a outubro, a temperatura chegou a 3°C, indo a
20°C e aumentando de 1 a 2°C nos meses seguintes; a precipitacdo chegou a 200 mm no més
de dezembro, valor muito superior ao més de setembro (53mm). Quando se observa esses
mesmos trés meses finais do ano de 2017, a flutuagao populacional foi semelhante, com
aumento gradativo de outubro a dezembro, em fun¢do do aumento da temperatura (média de
22°C), aumento da precipitagdo nos meses anteriores que precediam a coleta e umidade
relativa estdvel com média de 75%, igual a dos meses do ano precedente.

Tomando como referéncia os meses de janeiro a maio de 2017 (5 meses), o numero de
flebotomineos foi maior nos meses de fevereiro (484 spp.) e, abril (97 spp.). Observando
esses periodos e, comparando-os, tem-se a mesma flutuagdo dos espécimes, em um
comportamento que oscila, mensalmente, entre queda e aumento na fauna.

Analisando a densidade populacional de flebotomineos no més de fevereiro de 2017, vé-
se a relagdo desta com uma das temperaturas mais altas dos anos de trabalho (25°C), com uma
queda de 6% na umidade relativa em relacdo ao més de janeiro e, também, uma queda muito
elevada na precipitacdo. Em janeiro, o volume de chuvas foi de 291 mm e, chegou a 51 mm,
em fevereiro de 2017. O padrao dessas mesmas varidveis climaticas foi observado em
fevereiro de 2018 onde o numero de flebotomineos coletados foi elevado (484 spp), sendo
inferior, apenas, para aquele de setembro de 2016 (613 spp.).

No conjunto tem-se uma nitida sazonalidade da fauna flebotominica no municipio de
Itaperucu, onde o aumento da fauna estd relacionado com o aumento da temperatura,
diminui¢do da umidade relativa do ar e da precipitacdo, nesse caso, no més que antecede a

esse aumento da fauna.
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Quando observada a interferéncia das variaveis climaticas em relagdo as espécies mais
abundantes, pode-se dizer que, essa flutuacdo populacional da fauna (Figura 16) ¢ a mesma
da espécie Ny. neivai (Figura 17). Essa afirmativa ¢ corroborada por essa espécie representar
93% dos espécimes coletados. A sazonalidade de Pi. fischeri (Figura 18) foi marcada por
elevadas temperaturas, baixos indices de umidade relativa e queda na precipitacdo, com
destaque para o més de fevereiro de 2018 onde 78 espécimes foram capturados. A presenca de
Mg. migonei (Figura 19) nas armadilhas parece estar associada ao aumento da temperatura,
diminui¢do da umidade e baixa precipitagcdo. No entanto, dado ao baixo niimero de espécimes
capturados (36 spp.) trata-se apenas de uma hipotese.

A mesma observacdo feita para Ny. neivai aplica-se a possivel influéncia dos fatores
abioticos na eficacia das armadilhas CDCs (Figura 20). Em relagdo a armadilha de Shannon
(Figura 21), julho e setembro de 2016 foram os meses com mais capturas, 125 e 374
espécimes, respectivamente. De novembro a dezembro de 2016, enquanto as variaveis
climaticas mostravam um aumento na fauna, na armadilha de Shannon houve decréscimo de
captura; o mesmo foi observado para janeiro de 2017. Nota-se ainda que, independente das
variaveis climaticas, aparentemente a fauna em ambiente de mata ¢ mais constante durante o
segundo semestre dos anos estudos, ligada, principalmente ao aumento da temperatura. Nao
foi observada diferenca estatistica significativa entre a distribuicdo dos espécimes em relagao
aos fatores abioticos: temperatura (rs= 0,297, p= 0,2185), precipitagdo (rs= -0,189, p=0,353) e
umidade relativa (rs=-0,358, p= 0,072).

Para N. neivai ndo foi observada interferéncia da temperatura, da precipitagao e umidade
relativa em relacdo a sazonalidade da espécie (Correlagdo de Spearman, p> 0,05). Por outro
lado, a sazonalidade de Mg. migonei (rs= 0,549, p= 0,003) e Pi, fischeri (rs= 0,547, p= 0,003)
foi dependente da temperatura, porém parece nao sofrer com a influéncia das demais variaveis

(Correlagao de Spearman, p> 0,05).
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4.5. DETECCAO DE DNA DE Leishmania

Do total de espécimes obtidos nos meses de maio de 2017 a julho de 2018, um total de
176 pools de flebotomineos (APENDICE III) foram utilizados para a pesquisa de infecgio
natural (Tabela 7). Das espécies analisadas, a espécie Ny neivai foi a mais abundante
(88,62%), seguida por Pi. fischeri (9,2%), Mg. migonei (1,18), sendo que Br. troglodytes e Ex.

firmatoi somaram juntas 1,01 % do total de fémeas coletadas .

Tabela 7: Numero total de fémeas coletadas nos meses de maio de 2017 a julho de 2018
agrupadas em “pools” de até 10 espécimes Itaperugu, Parana, Brasil.

Espécies Total de féemeas (%) Total de pools (%)
Nyssomyia neivai 1.051 (88,62) 143 (81,25)
Pintomyia fischeri 109 (9,2) 26 (14,77)
Migonemyia migonei 14 (1,18) 4(2,27)
Brumptomyia troglodytes 11(0,93) 2 (1,14)
Expapillata firmatoi 1 (0,08) 1 (0,56)
TOTAL (%): 1.186 (100) 176 (100)

Dentre as seis espécies analisadas, tré€s (3) pools de Ny. neivai provenientes dos pontos de
coleta P3 (1 pool, fémeas capturadas durante o més de dezembro/2017) e P4 (2 poolstémeas
capturadas durante o més de abril/2018), foram positivos para a presenca de DNA de
Leishmania spp. Ap0s o célculo para infec¢do natural de flebotomineos (VASCONCELOS et
al, 2019), foi obtido a taxa de infec¢dao de 0,25%. Em todos os ensaios de PCR multiplex
conduzidos foi possivel visualizar o produto de 220 pb, (APENDICE IV) correspondente ao
gene constitutivo cacophony, o que constata que a forma de conservacdo e de extracdo de

DNA foram adequadas.
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5. DISCUSSAO

No municipio de Itaperugu, 3.784 espécimes de flebotomineos foram coletados durante
dois anos, sendo possivel observar que a fauna registrada (13 espécies) apresentou uma
riquezasemelhante a de outros municipios do Vale do Ribeira. Castro et al. (2005) no
municipio de Adriandpolis relataram, na ocasido, fauna composta de 9 (nove) espécies de
flebotomineos, dado muito proximo, (10 espécies) ao observado por Santos et al. (2009) no
mesmo municipio. Em outras regides do Parana esse nimero também foi semelhante, como
observado por Cella et al. (2011) no municipio de Japurd com fauna composta de oito (8)
espécies, durante um ano de estudo. Castro et al. (2008) no municipio de Doutor Camargo,
norte central do Parana, registraram 15 espécies de flebotomineos. Com o mesmo periodo de
captura do presente estudo um numero proximo de espécies foi registrado no leste do estado
em uma reserva florestal no municipio de Morretes por Marcondes et al. (2001), onde foram
capturadas nove (9) espécies. Essa baixa diversidade pode ser explicada pelo tipo de cobertura
vegetal, majoritario no estado, que ¢ o de Mata Atlantica (SILVA et al. 2010), sendo que a
fauna de flebotomineos ¢ mais diversa, quanto mais diverso for o bioma (ALMEIDA et al.
2015).

A razao sexual entre fémeas e machos (2:1) observada no presente estudo foi semelhante
a de Castro et al. (2008) no municipio de Doutor Camargo. Da mesma forma Cerino et al.
(2009) no municipio de Cianorte, regido Norte do Parand, relataram que a propor¢do de
fémeas capturadas em relagdo aos machos foi significativamente maior. A observagdo dessa
predominancia pode ser indicativa do alto grau de antropofilia observado nas espécies
encontradas na regidao (GALATI et al.1996) ou mesmo em relacdo as armadilhas utilizadas.
Dentre as 13 espécies capturadas, os machos apresentaram maior riqueza(n= 12 spp.) do que
as fémeas (n= 8 spp.), assim como observado por Galati et al. (1996) no municipio de
Corguinho, Mato Grosso do Sul. Destaca-se que, considerando o total de flebotomineos
coletados por ano em Itaperugu, observou-se que ndo houve interferéncia das capturas
mensais na fauna estudada, diferente do observado por Andrade ef al. (2008). Este dado torna-
se relevante uma vez que a quantidade de flebotomineos presentes nos diferentes ecotopos
(mata e peridomicilio) na regido estudada, em geral, se manteve a mesma, excluindo-se a
possibilidade de alguma interferéncia na sazonalidade destes que sera discutida abaixo.

O género Brumptomyia foi o que apresentou o maior numero de espécie, seis (6) no total.
De acordo com FORATTINI (1973) e AGUIAR e VIEIRA (2018), o mesmo esta

estreitamente associado a tocas de tatus e animais silvestres, ndo apresentando habito
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antropofilico. Brumptomyia bragai foi registrada pela primeira vez no Vale do Ribeira e no
estado do Parana, sendo que a ocorréncia da espécie ja era descrita nos estados de Sao Paulo e
Santa Catarina (GALATI et al. 2018), estados limitrofes ao estado do Parana. O achado de B.
bragai durante as capturas realizadas no municipio de Itaperugu, fecha uma lacuna de
distribuicao da mesma entre a regido Sudeste e Sul do Brasil.

A espécies mais frequente durante os dois anos de captura foi Ny. neivai, totalizando
3.556 espécimes ou 93% dos espécimes de flebotomineos obtidos. Essa frequéncia mais
elevada em comparagdo a outras espécies ja foi observada em outros estudos no estado do
Parana. Teodoro ef al. (2003) capturaram 12 espécies flebotomineos, pelo mesmo periodo,
das quais Ny. neivai representou 88,4%. Silva et al. (2008) obtiveram alta incidéncia de Ny.
neivai em 37 municipios do Parand, onde 75,6% de todos os espécimes coletados eram desta
espécie, cuja predominancia foi seguida por Pi. fischeri e Mg. migonei, assim como também
observado no presente estudo. Ainda, Ny. neivai foi a Unica espécie que esteve presente em
todos os meses de coleta, entretanto, os meses de agosto e setembro, de ambos os anos,
representou 40% do total de espécimes. Embora Massafera et al. (2005) tenham descrito que
Ny. neivai esteve presente em todos os meses da coleta, com a variagdo do pico de capturas,
os autores observaram que no més de abril obtiveram 45% do total de espécimes capturados.
Teodoro et al. (2003) relataram que Ny. neivai foi predominante em todo o periodo de coletas,
contudo, em maior quantidade nos meses de janeiro, fevereiro, margo e abril, periodo que se
relaciona ao pico secundario de coletas observado no municipio de Itaperucu.

Todos os espécimes coletados em Itaperucu, do género Nyssomyia, pertenciam a espécie
Ny. neivai. Cabe destacar que a mesma ¢ morfologicamente muito semelhante a Ny.
intermedia, o que durante muito tempo gerou registros erroneos de ambas na regido Sul.
Nyssomyia intermedia foi descrita a partir de espécimes coletados na Fazenda Ouro Fino,
localizada no municipio de Além Paraiba, estado de Minas Gerais (LUTZ e NEIVA 1912) e
Ny. neivai de machos coletados no Instituto Butantan na cidade de Sdo Paulo (PINTO 1926),
sendo que 4 (quatro) anos ap6s sua descrigdo o mesmo autor a colocou em sinonimia de Ny
intermedia (PINTO 1930). Até 1994 essas espécies eram entdo identificadas como Ny.
intermedia (YOUNG ¢ DUNCAN 1994). Marcondes (1996), no entanto, redescreveu e
revalidou a fémea de Ny. neivai por meio de espécimes coletados na Bolivia e holotipos
(material utilizado na descricao) de ambas as espécies. A redescricdo do macho deu-se em
seguida (MARCONDES ¢ BORGES 2000). Ainda assim, dada a dificuldade de distingdo
entre as duas espécies, as mesmas foram agrupadas em um complexo de espécies cripticas

denominado, complexo intermedia, cuja distribuicdo geografica foi apresentada por
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Marcondes et al. (1999), na qual as espécies em diferentes estados, incluindo o Parana, foram
denominadas Ny. intermedia s.l. (sensu latu), sem incluir os municipios dos Vale do Ribeira
(PR), visto que o primeiro foi realizado em 2005 (CASTRO et al. 2005). Em 2003 Andrade
Filho et al., redescreveram os sexos de ambas as espécies, e desde entdo chaves taxonomicas
permitem diferencia-las (GALATI 2003, 2018). Em 2007, esses autores atualizaram a
distribuicdo geografica das mesmas nas Américas e constataram que, levando em conta
espécimes depositados em diferentes colecdes, Ny. intermedia, embora pudesse ocorrer em
simpatria com Ny. neivai, ndo ocorria na regido Sul do Brasil (ANDRADE FILHO et al.
2007). Dois anos mais tarde, visando a deteccao de Ny. intermedia no Parana, Santos et al.
(2009) em um estudo faunistico mais abrangente no estado, mostraram que Ny. intermedia
poderia ocorrer desde regides mais altas do primeiro planalto, Serra do Mar até a faixa
litoranea do Parand, respectivamente nos municipios de Adrianopolis (Vale do Ribeira),
Morretes (Serra do Mar) e Pontal do Parand (orla marinha). Porém cabe destacar que, nesse
estudo, 4.649 espécimes eram Ny. neivai € apenas 1 (um) Ny. intermedia.

Marcondes (2014) levantou questdes sobre a correta identificagao das espécies, bem
como de biologia e comportamento, que direcionariam os programas de controle da LTA,
frente ao trabalho de Baum et al. (2013) que referiram as espécies coletadas em Adrianopolis
Ny. intermedia s.l. (complexo). Em resposta, Baum e Castro (2014) justificaram a utiliza¢ao
da chave taxonomica de Young e Duncan (1994). Cabe dizer que, segundo Andrade-Filho e
Brazil (2003) a presenca de espécies cripticas, como Ny. intermedia € Ny. neivai, € resultado
de alopatria, que no caso destas deve ter ocorrido cerca de 250.000 anos atras, indicando que
a separagao das espécies € recente.

A diferenciagdo correta destas espécies ¢ essencial, uma vez que Ny. intermedia s. str.
(Lutz e Neiva, 1912) e Ny. neivai sao apontadas como as possiveis espécies mantenedouras de
circulagdo de Leishmania no Vale do Ribeira, incluindo o estado de Sao Paulo, e
provavelmente, assumam um papel vetorial relevante para Leishmania (Viannia) braziliensis
na regido do Vale (SILVA et al. 2012).

Silvaet al. (2010) descrevem que a simples detec¢do de uma das espécies de
flebotomineos de importancia epidemioldgica, ja configura fator de risco para a LTA, nao
sendo este risco potencializado pela detec¢ao de mais de uma espécie. Dado este fato as agdes
de vigilancia e prevengdo sugeridas pela Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) tem como
primeira a¢do a implementagdo de estudos bioecologicos das espécies apontadas como
vetoras, seguida da realizacdo da pesquisa entomoldgica nos focos € o monitoramento

entomologico por meio de capturas sistemdticas (BEPA 2010). Em relagdo a pesquisa
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entomologica, as capturas sistematicas realizadas no municipio de Itaperugu resultaram em
dados condizentes ao esfor¢o amostral de cada uma das armadilhas, sendo as armadilhas do
tipo CDC responsaveis pela coleta de 3.156 espécimes e, as armadilhas de Shannon, de 628
espécimes. Asarmadilhas CDC apresentaram um numero de flebotomineos coletados seis
vezes maior que as armadilhas Shannon, dados que condizem com estudo realizado por Galati
et al. (1996) no Municipio de Corguinho, Mato Grosso do Sul.

Pinto et al. (2010) observaram que durante o estudo realizado na Reserva Bioldgica de
Duas Bocas estado do Espirito Santo, houve maior riqueza e diversidade de flebotomineos em
armadilhas de tipo CDC. No presente estudo, em relagdo ao ecotopo, foi registrado nimero
maior de espécies no peridomicilio (12 spp.), enquanto que em darea de mata foram
identificadas cinco espécies. Este fato possivelmente esteja aliado ao esforgo amostral das
armadilhas CDCs, sendo 134 vezes superior a da Shannon. Deve-se levar em conta, ainda, os
elementos que compdem o ambiente de peridomicilio, como a proximidade de riachos, locais
com formagdes rochosas, que contribuem para um ambiente mais propicio para o
desenvolvimento destes dipteros, assim como observado por Massafera et al. (2005) e
Teodoro et al. (2004) em estudos realizados no Estado do Parana onde registraram um maior
numero de espécimes no peridomicilio em relacdo a mata. No peridomicilio das areas de
estudo, além da ocorréncia de animais domésticos como caes, ou de criagdo como galinhas e
porcos, observou-se também a presenca de animais silvestres (i.e. tatus), que funcionam como
fonte alimentar para esses insetos (SALES et al. 2015). As unidades domiciliares presentes
nesses locais servem ainda como abrigo para algumas espécies de flebotomineos (AGUIAR e
VIEIRA 2018). Isso pode ser notado no més de dezembro de 2017 no qual a armadilha CDC
capturou um elevado niimero de espécies de Brumptomyia, a qual estd associada com a
presenca desses animais silvestres conforme relatado por Aguiar e Vieira (2018). Somado a
presenga de fontes alimentares, as residéncias selecionadas ao mesmo tempo possuiam em
seus anexos domiciliares fatores de risco, como galinheiros que, sabidamente, contribuem
para o desenvolvimento e permanéncia dos flebotomineos, como o acumulo de matéria
organica (DIAS et al. 2007, CASANOVA et al. 2013). Locais com essas caracteristicas
podem apresentar um aumento do numero de espécies que se adaptam aos ambientes com
interacao antropica.

Durante as coletas no municipio de Itaperucu, os pontos de maior numero de capturas em
peridomicilio foram, em ordem crescente, os P2, Pl e P4 os quais apresentavam

caracteristicas estruturais semelhantes (APENDICE I).
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As condigdes propicias para a manutencao do ciclo de vida dos flebotomineos como o
abrigo de animais domésticos que configura maior disponibilidade de fonte alimentar, assim
como arvores € vegetacdo em geral muito proximas as residéncias, provavelmente contribuiu
para a presenga dos criadouros e maior nimero de flebotomineos nestes pontos (CERINO et
al.2009, CELLA et al. 2011, AVILA et al. 2018). Contribuindo com estes fatores, no
municipio de estudo ha éreas residenciais dentro de regides florestais, o que tem impacto
direto na ecoepidemiologia das leishmanioses, fato esse observado em varias cidades
brasileiras (MS 2017). As transformacdes ambientais contribuem para a mudanga
comportamental dos hospedeiros que albergam agentes etioldgicos de diversas doencas e, dos
vetores.

Com a crescente antropizacgao de regides de mata nativa, pontos que anteriormente eram
preservados se tornam areas de peridomicilio e local de moradia de populagdes, em geral,
mais desfavorecidas e vulneraveis (TEODORO et al. 1993, MUNIZ et al. 2006, OMS 2018).
Como exemplo, em estudos conduzidos por ARAUJO-PEREIRA et al. (2014) no estado do
Acre, no municipio de Rio Branco, foi observado em um ano de coleta, mudancas nas
condi¢gdes ambientais causadas pela destruicdo de habitats, desmatamento e processos de
urbanizag¢do associados, que influenciaram na estrutura populacional de insetos vetores e,
consequentemente, na transmissao de determinadas parasitoses.

Com relagdo as espécies predominantes durante o estudo, Ny. neivai foi capturada em
todos os pontos de coleta, sendo que em peridomicilio P1 foi o ponto de maior nimero de
capturas. Em estudo de Pereira et al. (2020) a predominancia de uma espécie esta relacionada
a sua adaptacdo ao meio ambiente, a disponibilidade, recursos para manutencdo de seu ciclo
de vida e a interagdo competitiva com outras espécies. Estudos apontam que Ny. neivai, em
decorréncia das alteragdes introduzidas no ambiente, apresenta melhor adaptagdao do que as
demais espécies, demonstrando maior grau de antropofilia (TEODORO et al. 2003). Andrade
Filho ef al. (2004) descreveram que Ny. neivai se alimenta principalmente de sangue humano
em dareas de peridomicilio, mas que ¢ considerada uma espécie oportunista e nao
exclusivamente antropofilica, pois possui alternancia dos seus habitos alimentares, variando
com a disponibilidade do hospedeiro.

Em estudo realizado por Massafera et al. (2005), os pesquisadores observaram durante as
coletas realizadas no municipio de Bandeirantes, Parana, que Ny. neivai foi dominante e
muito frequente no peridomicilio durante as capturas, assim como observado em outras
regides endémicas para LTA no estado do Parand. Os autores relataram que no municipio de

estudo havia a proximidade de abrigos de animais domésticos ao domicilio, acamulo de
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matéria organica, umidade do solo provocada pelo descarte de dguas de uso doméstico e pelo
sombreado das arvores, elementos que provavelmente favoreceram a formagao de criadouros
de flebotomineos no peridomicilio.

A segunda espécie de maior numero no peridomicilio foi Pi. fischeri, sendo o ponto de
coleta P6 (peridomicilio) em 2018 (fevereiro) responsavel por 55% do total de espécimes
desta espécie capturadas durante os dois anos. Muniz et al. (2006) destacaram que Pi. fischeri
tem como caracteristica a flexibilidade alimentar, de modo a ajustar seus habitos a
disponibilidade de hospedeiros, mesmo em ambientes antropicos. Esse fato pode ser
correlacionado a presenca e maior abundancia da mesma em areas especificas de modo
pontual. Aqui supde-se que havia um aumento de fonte alimentar de interesse para esta
espécie neste ponto durante um periodo especifico. O ponto P9 em peridomicilio, foi
responsavel pelo maior nimero de capturas de espécimes de Mg. migonei (terceira espécie em
numero total de flebotomineos coletados) de modo diferente do observado para a espécie Pi.
fischeri. Migonemyia migonei apresentou distribui¢do mais homogénea entre os 10 pontos.
Azevedo e Rangel et al. (1991), relataram a possibilidade desta espécie invadir os habitats
peridomésticos em estudo conduzido no municipio de Baturité, Ceard. Camargo-Neves et al.
(2002) descreveram que Mg. migonei pode ser encontrada em ambientes alterados ou do tipo
mata residual, fato que se correlaciona a seu comportamento tanto zoofilico quanto
antropofilico.

Os pontos P4 e P5 foram os de maior nimero de flebotomineos coletados, em area de
mata, sendo que ao observarmos os pontos de captura em geral nesta area a espécie Ny neivai
foi a de maior abundancia assim como em preridomicilio, seguida por Pi. fischeri e Mg.
migonei.

Durante os dois anos de captura observou-se que o ponto de maior quantidade de espécies
foi P10, tanto em area de mata como em peridomicilio. A distribuicao de diferentes espécies,
sendo em sua maioria, espécies nao correlacionadas a LTA, tdo pouco de habito antropofilico,
pode ser devido a menor modificagdo estrutural do ambiente natural onde este ponto se
encontrava, além da baixa adaptagdo destas espécies para os ambientes dos demais pontos de
coleta

Determinados fatores externos (APENDICE II). exercem influéncia tanto no aumento do
numero de flebotomineos quanto na sua diminui¢do (TEODORO et al. 2003). Como
observado durante as capturas realizadas nos pontos de P6 e P10, aos quais foram
responsaveis por 4,9%, dos exemplares coletados, menor percentual dentre todos os pontos,

nos dois anos de capturas. Fatores que ndao foram avaliados no presente estudo como a
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limpeza dos terrenos (peridomicilio), o microclima em decorréncia de condicdes fisicas
especificas, como a topografia e a vegetacdo dos locais de coleta, além da possibilidade de
menor oferta de fontes alimentares nestes pontos, poderiam ser responsaveis pelos resultados
obtidos. Ressalta-se que a descricdo das diferencas pontuais dos dados de cada ponto de
captura nao foi levad em consideragcdo durante a metodologia deste estudo, pois a vegetacao e
o clima em geral eram os mesmos, embora saiba-se que pequenas variagcdes podem contribuir
para um maior ou menor numero de flebotomineos capturados.

As observagdes realizadas no municipio de Itaperucu em relagdo ao numero de
flebotomineos coletados e, a variagao dos fatores climaticos, mostraram que o aumento da
fauna foi diretamente proporcional ao aumento da temperatura e diminui¢do dos indices
pluviométricos, assim como com a manutencdo das médias de umidade relativa. Com relacao
a precipitagdo o mesmo foi observado em estudo realizado por Rebélo et al. (2001) no
municipio de Buriticupu no estado do Maranhao, onde o niumero de flebotomineos foi maior
nos periodos mais secos do ano. Os autores descrevem que periodos chuvosos ou chuvosos de
longo prazo agem negativamente sobre a populacao de flebotomineos, fazendo com que os
mesmos busquem abrigo durante esse periodo, diminuindo desta forma o numero de
flebotomineos capturados. Essas observagdes corroboram os dados apresentados para o
municipio de Itaperugu, assim como a descri¢do feita por Gomes e Galati (1977) em estudo
realizado no municipio de Londrina, Parand. Os autores observaram que durante as capturas a
densidade de flebotomineos sofreu influéncia negativa dos niveis de precipitacdo. Niveis
pluviométricos elevados podem destruir os criadouros ou "varrer” os ovos e/ou demais formas
imaturas (DIAS et al. 2007), o que afeta diretamente na densidade desses insetos. Cabe relatar
que os flebotomineos sdo muito sensiveis a dessecagao e, uma pequena variagdo climatica nos
microhabitats seria suficiente para alterar a dinamica de suas populagdes (DIAS ef al. 2007).
Essa observacdo se faz importante, uma vez que durante o estudo a densidade populacional
foi mais elevada em funcdo das maiores médias de umidade relativa e precipitagdo nos meses
que antecediam os meses de capturas.

As coletas com menor nimero de flebotomineos apresentaram precipitacio média de 6
mm, 7 mm, 66 mm ¢ 15 mm, ja a temperatura média variou de 14 a 16 °C com umidade
relativa entre 83% e 88%, dados proximos aos relatados por Condino et al. (1998).

Perez et al. (2014) observaram que as capturas foram influenciadas por fatores
climaticos, e descreveram que a abundancia de flebotomineos estaria correlacionada
positivamente com a temperatura ¢ a umidade relativa do ar e, negativamente com a

precipitacdo. O niimero de flebotomineos capturados diminuiu a medida que a temperatura



80

também diminuiu. Durante as capturas realizadas no municipio de Japura-Parana CELLA et
al. (2011) encontraram oito (8) espécies de flebotomineos, com predominio de Ny. neivai, a
qual esteve presente em todos os meses de coleta, com elevacdo do nimero de espécimes nos
meses mais quentes ¢ umidos do ano. O mesmo padrdo foi descrito por Massafera et al.
(2005) no municipio de Bandeirantes e no presente estudo, no municipio de Itaperugu.

Com relagdo a sazonalidade de Pi. fischeri, a mesma foi marcada por elevadas
temperaturas, baixos indices de umidade relativa e queda na precipitagdo. Moschin et al.
(2013) relataram que esta espécie se adapta melhor em temperaturas e média de umidade
relativa proximas a 20°C e 70-80%, respectivamente. Dado que corrobora com as observacoes
do més de pico de capturas desta espécie, no municipio de Itaperugu, que apresentou
temperatura média de 20°C. Do mesmo modo a presenca de Mg. migonei parece estar
associada ao aumento da temperatura, diminui¢do da umidade e baixa precipita¢do, assim
como observado em estudo de Teodoro er al. (1993) em que os maiores numeros desta
espécie foram durante os meses mais quentes e umidos. No estudo realizado por Colla-
Jacques et al. (2010) Ny. neivai, Pi. fischeri e Mg. migonei foram caracterizadas como
espécies acidentais em areas periurbanas em um municipio de Sao Paulo, sendo que esta
ultima foi foi tida como constante no ambiente rural, diferindo do observado no presente
estudo. No municipio de Agua Clara, estado do Matro Grosso do Sul, Ny. neivai foi
caracterizada como acidental tanto no intra como no perdidomicilio (ALMEIDA et al. 2019),
demonstrando que essa constancia esta ligada com a area de estudo e com a sazonalidade das
espécies.

Os achados positivos para DNA de Leishmania (Viannia) spp. nos espécimes capturados
em Itaperucgu, reforgam a ideia de que capturas entomologicas direcionadas as areas que
apresentaram casos recentes de leishmaniose e endémicas para LTA s3o mais propensas ao
encontro de flebotomineos naturalmente infectados (PITA-PEREIRA ef al. 2005), sugerindo
um possivel efeito deste achado com o nimero de casos desta parasitose .

Dentre as espécies analisadas Ny. neivai, foi a Gnica positiva para o DNA de Leishmania
spp., atribuindo para os espécimes capturados em Itaperugu uma taxa de infec¢do natural
0,25%. A infeccdo natural para esta espécie também foi descrita por diferentes autores
(LANUS et al. 2006, OLIVEIRA et al, 2011, PITA-PEREIRA et al. 2011) com taxas de
infec¢ao de 1,1%, 0,22% e 0,9%, respectivamente. A taxa de infec¢dao natural observada no
presente estudo ¢ consideravelmente baixa em relacdo aos dados citados por Lanus et al.

(2006) e Pita Pereira et al. (2011).
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A determinagao das taxas de infeccao natural constitui uma ferramenta importante para
os estudos eco-epidemiologicos sobre as leishmanioses e de competéncia vetorial, ainda que
as mesmas parecam nao significativas. Soares et al. (2010) e Miranda et al (2002)
descreveram que a taxa de infec¢do baixa pode ser decorrente da distribuicdo ndo homogénea
de flebotomineos infectados. Segundo estudos sobre infeccdo natural, os fatores de relagdes
ecoldgicas, como habitat, comportamento intraespecifico, ciclo, habitos alimentares e
populacdo de reservatorios de cada regido, podem também influenciar nas taxas de infec¢ao
natural observadas (MIRANDA et al. 2002, SOARES et al. 2010).

A infeccdo natural por Leishmania spp. em Ny. neivai, utilizando PCR, ja foi relatada nos
estados de Minas Gerais (SARAIVA et al. 2009, MARGONARI ef al. 2010) Santa Catarina
(MARCONDES et al,.2009), Rio Grande do Sul (PITA-PEREIRA et al.2009) e Parana
(OLIVEIRA et al2011, ABREU et al. 2014). Nyssomyia neivai tambem foi descrita
naturalmente infectada em Tucuman, Argentina (LANUS et al. 2006). DNA de Le. infantum
chagasi (SARAIVA et al. 2009) e Le. brazliensis (PITA-PEREIRA et al.2009, ABREU et
al. 2014) ja foram identificados em espécimes Ny. neivai. Embora, no presente estudo, nao se
saiba qual a espécie de Leishmania (Viannia) spp. detectada, considerando os dados de outros
autores (OLIVEIRA et al. 2011, ABREU et al. 2014) dada a distribuicdo dos casos de LTA
na forma cutanea unica e localizada na regido, acredita-se que seja Le. braziliensis, uma vez
que outras espécies do subgénero Viannia tem distribui¢ao primaria nos estados da regido
norte do Brasil (MS 2017). Mesmo em numeros reduzidos, acredita-se que Mg. migonei e Pi.
fischeri poderiam atuar como vetores secundarios de Leishmania no municipio de Itaperucu.
Mesmo sem pools positivos para infec¢do natural para as espécies Mg. migonei e Pi. fischeri,
sua possivel participa¢do no ciclo do parasito deve ser destacada. Migonemyia migonei foi
descrita naturalmente infectada por Leishmania spp. em Pernambuco (CARVALHO et al.
2010), Rio de Janeiro (PITA-PEREIRA et al. 2005) e Ceara (AZEVEDO et al. 1991). A
especie ¢ considerada um vetor suspeito de espécies de Leishmania no Brasil e também na
Venezuela e Argentina (BRAZIL et al. 2015). A espécie Pi. fischeri foi observada
naturalmente infectada por Leishmania spp. no estado do Rio Grande do Sul (PITA-
PEREIRA et al. 2011), Espirito Santo (ROCHA et al. 2010) e Minas Gerais (MARGONARI
et al. 2010). Rangel e Lainson et al. (2003) sugeriram que Pi. fischeri teria potencial para
adaptar-se a ambientes alterados e capacidade de transmitir Le. braziliensis no ciclo silvestre
da LTA.

No municipio de Itaperugu, admitimos que (i) devido a densidade muito baixa de outros

vetores suspeitos (RANGEL e LAINSON 2003, RANGEL et al. 2018) somada a sua (ii)
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elevada densidade populacional, (iii) coincidente com os casos de LTA, (iv) sua frequéncia
mensal constante aliada a (v) uma marcante sazonalidade, (vi) com nitida adaptacdo as
ambientes antropizados, (vii) que apresentam condigdes ambientais favoraveis a persisténcia
do ciclo enzodtico de Leishmania e (viii) a deteccdo de DNA de Leishmania do subgénero
Viannia, esses sdao fatores que evidenciam o seu possivel papel vetorial de Ny. neivai no

municipio (KILLICK-KENDRIK 1990, READY et al. 2013).

6 CONSIDERACOES FINAIS

- A fauna flebotominica do municipio de Itaperugu esta composta por 13 espécies, com maior

riqueza detectada em peridomicilio quando comparado a area de mata;

- As espécies apresentaram marcante sazonalidade com picos nos meses de agosto e setembro,

sendo o mesmo padrdo observado para Ny. neivai;

- A taxa de infec¢dao foi de 0,25%, sendo que a Unica espécie positiva para Leishmania

(Viannia) sp. foi Ny. neivai;

- Nos meses que antecedem (maio a julho) e que precedem (outubro a dezembro) o pico da
espécie Ny. neivai sdo aqueles que a Secretaria de Saude devera priorizar para orientagdes a

populagdo quanto a Educagdao em Saude e Vigilancia Sanitaria;

- Brumptomyia bragai foi registrada pela primeira vez no Parand, aumentando sua

distribuicao geografica para o Brasil e a fauna do estado para 50 espécies;

- Levando em conta que Ny. neivai foi a espécie mais frequente, mais abundante, constante
com distribui¢do coincidente com casos de LTA humana, capturada tanto em area de mata e
peridomicilio, com presenca de DNA de Leishmania spp. € com picos mensais caracteristicos,
hipotetizamos que a mesma seja o elo de ligagdo na eco-epidemilogia da LTA no municipio

de Itaperugu;
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7 PERSPECTIVAS

- Os resultados apresentados nesta dissertacdo somam-se a outros estudos para demonstrar a
importancia da observacdo da fauna de flebotomineos nos municipios que sdo endémicos para
LTA e que compde o Vale do Ribeira. Desta forma novas pesquisas devem ser realizadas de
modo a abranger a totalidade destes, contribuindo para o desenvolvimento das agdes em
vigilancia e controle na regido como preconizado pelo Programa de Vigilancia e Controle das
Leishmanioses. Recomenda-se tornar os estudos de sazonalidade dos flebotomineos, levando

em conta as regides endémicas ou mesmo nao endémicas, mais frequentes.

- Em relagdo a utilizagdo dos métodos de biologia molecular, se faz necessaria ainda o
sequenciamento das amostras obtidas, para concluir a espécie de Leishmania (Viannia)

presente no municipio de Itaperugu.

- A comprovagao da espécie Ny neivai como vetora ¢ de real importancia, sendo necessarios
estudos com seu desenvolvimento e sua participacdo na transmissdo de espécies de
Leishmania sp. em laboratorio, acompanhando seu ciclo bioldgico, devido a necessidade de
concluir os requisitos para se incriminar Ny neivai como transmissora de espécies de

Leishmanias sp. .
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APENDICE 1

Pontos

(P)

Caracterizac¢ao das areas de coletas

Caso de LTA relatado
em moradores

P1

Area rural. Presenga de animais domésticos
(galinhas e cachorros) no peridomicilio. Casa de
madeira préxima a borda de mata e afastada da
via de acesso de carros. Presenca de curso de agua
(ramal do Rio Assungui) na parte anterior da casa.
Luz no peridomicilio. Peridomicilio limpo.
Auséncia de vao na parte inferior da casa.

SIM

P2

Area rural. Presenca de animais domésticos
(galinhas) no peridomicilio. Casa de madeira
proxima a borda de mata e frontal a via de acesso
de carros. Presenca de curso de agua (ramal do
Rio Assungui) na parte posterior da casa.
Presenga de bananeiras. Luz no peridomicilio.
Peridomicilio limpo. Auséncia de vao na parte
inferior da casa.

SIM

P3

Area rural. Presenca de animais domésticos
(cachorros, galinhas e porcos) no peridomicilio.
Casa de madeira proxima a borda de mata e
afastada da via de acesso de carros. Presenga de
curso de agua (ramal do Rio Assungui) na parte
anterior da casa. Presenga de bananeciras e
bambuzais. Peridomicilio com acumulo de lixo.
Presenca de vao na parte inferior da casa.

SIM

P4

Area rural. Presenca de animais domésticos
(cachorros e galinhas) no peridomicilio. Casa de
madeira proxima a borda de mata e paredao de
rochas, porém frontal a via de acesso de carros.
Presenca de curso de 4gua (ramal do Rio
Assungui) na parte posterior da casa. Presenga de
horta na lateral da casa. Luz proveniente de
iluminacao publica. Peridomicilio limpo. Presenca
de vado na parte inferior da casa.

SIM

P5

Area rural. Presenca de animais domésticos
(cachorros e galinhas) no peridomicilio. Casa de
alvenaria distante da borda de mata e, porém
frontal a via de acesso de carros. Presenca do Rio
Assungui na parte posterior da casa. Presenca de
luz no peridomicilio. Peridomicilio limpo.
Auséncia de vao na parte inferior da casa.
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Pé6

Area rural. Presenga de animais domésticos
(cachorros e galinhas) no peridomicilio. Casa de
madeira préxima a borda de mata frontal e
distante via de acesso de carros. Presencga de curso
de 4gua (ramal do Rio Assungui) na parte frontal
da casa. Peridomicilio limpo. Auséncia de luz no
peridomicilio. Auséncia de vao na parte inferior
da casa.

SIM

P7

Area rural. Presenca de animais domésticos
(cachorros e galinhas) no peridomicilio. Casa de
alvenaria distante da borda de mata e frontal a via
de acesso de carros. Na parte posterior e lateral da
casa havia plantacdo de Pinus spp. Auséncia de
curso de 4gua proximo a casa. Luz no
peridomicilio. Peridomicilio limpo. Presenca de
pomar na lateral da casa. Auséncia de vao na parte
inferior da casa.

SIM

P8

Area rural. Presenca de animais domésticos
(cachorros e galinhas) no peridomicilio. Presenga
de chiqueiro proximo a casa. Casa de alvenaria
disntante da borda de mata e proxima a via de
acesso de carros. Presenga de curso de agua
(ramal do Rio Assungui) na parte frontal da casa.
Luz no peridomicilio. Peridomicilio limpo.
Presenca de vao na parte inferior da casa.

SIM

P9

Area rural. Presenca de animais domésticos
(cachorros e galinhas) no peridomicilio. Presenga
de galinheiro proximo a casa. Casa de alvenaria
distante da borda de mata e frontal a via de acesso
de carros. Auséncia de curso de 4gua proximo a
casa. Luz no peridomicilio. Peridomicilio limpo.
Presenca de pomar e horta nas laterais e na parte
posterior da casa. Auséncia de vdo na parte
inferior da casa.

SIM

P10

Area rural. Presenca de animais domésticos
(cachorros e galinhas) no peridomicilio. Presenga
de galinheiro proximo a casa. Presenga de
chiqueiro afastado da casa. Casa de alvenaria
proxima a borda de mata e distante da via de
acesso de carros. Auséncia de curso de agua
proximo a casa. Luz no peridomicilio.
Peridomicilio limpo. Presenca de pomar
(incluindo bananeiras) e horta nas laterais e na
parte posterior da casa. Auséncia de vao na parte
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inferior da casa. Presenca de locas de animais
silvestres (ex. tatus).
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APENDICE II

Prancha: A) Ponto 1 mostrando uma casa de madeira com o curso de a4gua do Rio Assungui;
B) Ponto 2 mostrando parte da casa de madeira e a presenca de bananeiras; C) Ponto 3
mostrando o caminho a ser percorrido até a casa, passando por bambuzais e pelo curso de
agua do Rio Assungui; D) Ponto 3 motrando o vdo embaixo da casa de madeira; E) Ponto 5
mostrando a casa de alvenaria; F) Ponto 4 monstrando o vao embaixo da casa com a presenca
de cachorros e de um porco; G) Ponto 9 mostrando o local de instacdo da armadilha CDC.



APENDICE III
Amostra N9 Conc. 260280 260/230
flebs

-05/17-1 3 2 2,1 1,53
1-05/17- 2 7 7,2 228 2,04
1-05/17- 3 8 3,1 252 -2,52
1-05/17- 4 1 1 245 2,60
1-05/17- 5 3 3 238 7,08
1-05/17-6 10 5,6 231 0,64
1-05/17-7 7 15,6 2,25 1,16
1-05/17-8 10 113 251 146
1-05/17- 9 7 105 206 0,89
1-05/17-10 10 13,9 2,32 1,4
-05/17-11 10 13 232 139
1-05/17- 12 4 9,6 2,19 0,67
-05/17-13 10 108 232 082
1-05/17- 14 7 8,5 2,37 1,14
-05/17-15 1 2,8 203 044
1-05/17- 16 2 2,7 2,64 0,78
-08/17-17 10 133 236 1,57
-08/17- 18 10 11 2,33 1,11
-08/17-19 10 7.8 213 0,87
1-08/17- 20 3 3,8 2,45 0,27
-08/17-21 10 4,6 165 046
1-08/17- 22 10 71 1,81 0,25
-08/17-23 10 9,1 196 047
-08/17-24 10 7.9 199 028
-08/17-25 1 16 161 0,08
-08/17-26 1 13 24 0,02
1-08/17- 27 7 5,4 2,14 0,48
-08/17-28 2 3,1 171 011
1-08/17- 29 1 1,8 2,25 0,21
-08/17-30 5 5,3 191 0,08
1-08/17- 31 4 7.2 2,12 0,13
-08/17-32 2 2,8 187 0,07
-08/17-33 6 71 1,91 0,6
09/17-34 10 104 1,93 085
1-09/17- 35 10 7.2 1,8 0,47
09/17-36 10 6,3 187 047
109/17-37 10 6,6 186 0,67
09/17-38 10 128 2,09 11
09/17-39 10 6,4 168 044
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1-09/17- 40
1-09/17- 41
1-09/17- 42
1-09/17- 43
1-09/17- 44
1-09/17- 45
1-09/17- 46
1-09/17- 47
1-09/17- 48
1-09/17- 49
1-09/17- 50
1-09/17- 51
1-09/17- 52
1-09/17- 53
1-09/17- 54
1-09/17- 55
1-09/17- 56
1-09/17- 57
1-09/17- 58
1-09/17- 59
1-09/17- 60
1-09/17- 61
1-09/17- 62
1-09/17- 63
1-09/17- 64
1-09/17- 65
1-10/17-66
1-10/17-67
1-10/17-68
1-10/17-69
1-10/17-70
1-10/17-71
1-11/17-72
1-11/17-73
1-11/17-74
1-11/17-75
1-11/17-76
1-11/17-77
1-12/17-78
1-12/17-79
1-12/17-80
1-12/17-81
1-12/17-82
1-12/17-83
1-12/17-84
1-12/17-85
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8,3

13,9

8,7
6,2
5,7
11,1

19,3
13,7
9,3

3,2
6,2
10,7
6,3
2,2
13,4
16,6
AD
2,8
5,1
2,4
3,2
1,8

53
5,7
1,1
53
4,8
6,3
0,6
1,1
8,7
12,1
13

10
3,2

1,34
2,19
1,62

1,81
2,3
2,13
2,2
2,25
1,93
1,93
1,79
1,81
1,9
1,97
1,95

1,76
2,31
1,94
2,07
1,74
2,1
2,36
2,2
AD
1,99
2,14
2,5
2,27
2,17
1,35
2,32
2,21
4,24
2,14
2,43
2,32
2,05
3,88
2,12
1,81
2,21
2,26
2,1
2,04

0,09
0,2
0,22
1,2
0,61
0,77
1,34
0,85
0,94
0,74
0,44
0,73
0,8
0,85
1,51
1,19
1,17
0,55
0,79
0,99
1,16
0,47
0,14
1,05
1,21
AD
0,59
0,65
0,71
0,45
0,54
0,22
0,47
0,3
0,57
0,61
0,93
1,15
0,37
0,44
0,62
1,15
1,21
0,89
0,97
0,64
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1-12/17-86
1-12/17-87
1-12/17-88
1-12/17-89
1-12/17-90
1-12/17-91
1-12/17-92
1-12/17-93
1-12/17-94
1-12/17-95
1-12/17-96
1-12/17-97
1-12/17-98
1-12/17-99
1-01/18-100
1-01/18-101
1-01/18-102
1-02/18-103
1-02/18-104
1-02/18-105
1-02/18-106
1-02/18-107
1-02/18-108
1-02/18-109
1-02/18-110
1-02/18-111
1-02/18-112
1-02/18-113
1-02/18-114
1-02/18-115
1-02/18-116
1-02/18-117
1-02/18-118
1-02/18-119
1-02/18-120
1-02/18-121
1-02/18-122
1-02/18-123
1-02/18-124
1-02/18-125
1-02/18-126
1-02/18-127
1-02/18-128
1-02/18-129
1-02/18-130
1-02/18-131
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8,1
5,8

5,2
7,2
9,2
7,3
2,1
AD
0,9
6,6
27,3
8,7
4,4
AD
2,9
2,9
2,3
3,6
7,6
5,2
9,5
1,2
6,9
8,5
7,3
7,3
6,4
9,2
7,1
7,5
6,8
4,2
6,9
4,6
6,4
6,5
5,4
31

7,7
8,9
11,5

2,4

1,93
1,89
2,18
2,6
2,29
1,81
1,82
1,78
1,59
AD
4,06
2,14
2,13
2,27
2,21
AD
1,52
1,83
2,27
1,36
1,69
1,96
1,81
2,37
1,66
2,07
1,97
1,64
2,12
2,04
2,33
1,96
2,11
1,77
1,83
2,67
1,86
2,1
1,88
2,02
1,84
1,75
1,91
1,73
4,97
1,86

0,53
0,66
1,23
0,86
0,34
0,5

0,89
0,31
0,56
AD

0,23
1,26
1,67
1,09
0,82
AD

0,25
0,28
0,36
0,22
0,52
0,35
0,43
0,11
0,33
0,6

0,79
0,39
0,91
1,04

0,76
0,81
0,6
0,69
0,49
0,8
0,18
0,62
0,26
0,5
0,21
0,56
0,63
0,3
0,18
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1-02/18-132
1-02/18-133
1-02/18-134
1-02/18-135
1-02/18-136
1-02/18-137
1-02/18-138
1-02/18-139
1-02/18-140
1-02/18-141
1-02/18-142
1-02/18-143
1-02/18-144
1-02/18-145
1-02/18-146
1-02/18-147
1-02/18-148
1-02/18-149
1-03/18-150
1-03/18-151
1-04/18-152
1-04/18-153
[-04/18-154
1-04/18-155
1-04/18-156
1-04/18-157
1-04/18-158
1-04/18-159
1-04/18-160
1-04/18-161
1-04/18-162
1-04/18-163
1-04/18-164
[-05/18-165
1-05/18-166
[-05/18-167
1-05/18-168
1-05/18-169
1-05/18-170
[-05/18-171
1-05/18-172
[-05/18-173
1-05/18-174
[-05/18-175
1-07/18-176
1-07/18-177

NN R NN

AD
9,8
4,8
2,5
5,4
10,1
7,6
3,2
5,3
8,4
7,1
5,9
5,2
6,9
12,6
2,2
11
7,6
1,2
1,1
2,2
AD
10,2
9,2
AD
2,4
7,8
9,6
10,1
8,1
2,8
2,8
2,7

15,6
3,7
6,3
3,1
2,8
4,5
1,8

1,6
2,4
3,3
2,3

AD
1,93
1,68
2,94

2,3
2,24
2,14

1,7
2,03

2,06
1,95
2,13
2,07
2,04
2,92
1,95
2,34
2,12
4,55
2,43
AD
2,55
2,37
AD
4,13
2,6
2,02
2,25
2,14
2,63
3,09
2,23
2,12
2,04
3,02
2,53
2,38
4,07
2,54
2,21
3,22
3,07
1,89
2,66
3,23

AD
0,9
1,27
2,73
2,01
0,6
1,25
0,36
1,6
1,16
1,65
1,21
1,41
1,16
1,78
1,78
1,06
1,15
0,38
0,29
0,15
AD
1,29
0,76
AD
0,62
1,9
0,35
1,33
0,9
0,43
0,91
0,31
0,74
0,63
1,2
1,46
0,77
0,48
0,57
0,55
1,02
1,11
0,73
1,51
0,89

112



113

Pools de Flebotomineos, entre 1 a 10 especimes (N/ Numero de flebotomineos por pool),
(Conc/ Concentragao em ng de DNA total extraido), (Razao 260/280 o resultado da divisao
expressa a propor¢do entre a quantidade de DNA e a quantidade de proteinas extraidos,
indicando a pureza do DNA obtido), (Razdo 260/230 que indica contaminagdo com diversos
compostos: fendis, guanidina, carboidratos e proteinas.), AD/ amostra descartada.
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APENDICE IV

M12345¢6 78 910111213141516171819

220 pb
120 phb

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 bp, 1 e 2 - Controles negativos da rea¢do,3 ao
6 - machos de insetario,7 ao 17 - fémeas do campo,11, 14 e 16 - fémeas positivas,18 e 19 -
controle positivo
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