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FAUNA FLEBQTOI\/II'NEA DE FRAGMENTOS DE MATA E
PERIDOMICILIOS NA AREA URBANA DE NOVA ANDRADINA-MS
E INFECCAO NATURAL POR Leishmania

RESUMO

Os flebotomineos, com ampla distribuicdo mundial, constituem um grupo de insetos de
grande importancia na saude publica, cujas fémeas estdo envolvidas na transmissao de
Leishmania, agentes das leishmanioses tegumentar e visceral. Esses insetos sdo encontrados
com frequéncia em fragmentos de matas, onde habitats naturais favorecem a manutencéo do
ciclo de vida desses vetores na natureza. No municipio de Nova Andradina, Estado de Mato
Grosso do Sul, Brasil tem sido notificados varios casos de leishmaniose tegumentar. O
objetivo deste estudo foi conhecer a fauna flebotominea de fragmentos de mata e
peridomicilios em &rea urbana e investigar a presenca de espécies infectadas naturalmente por
Leishmania. Os insetos foram coletados de novembro de 2013 a janeiro de 2015; utilizando-se
armadilhas luminosas, tipo CDC distribuidas em trés fragmentos de matas e peridomicilios
adjacentes a estes, em area urbana de Nova Andradina. Foi realizado exame parasitoldgico
para pesquisa de flagelados e anélise molecular para identificacdo da espécie de Leishmania.
Foram coletados 302 espécimes de flebotomineos; 101 machos e 201 fémeas. A fauna
flebotominea constituiu-se de seis géneros e 11 espécies: Brumptomyia brumpti, Evandromyia
cortelezzii, Evandromyia lenti, Evandromyia teratodes, Evandromyia termitophila,
Nyssomyia neivai, Psathyromyia aragaoi, Psathyromyia bigeniculata, Psathyromyia
campograndensis, Pintomyia christenseni e Sciopemyia sordellii. Dentre as espécies
assinaladas, Ny. neivai é a Unica com importancia na transmissao de agentes da leishmaniose
tegumentar no Sudeste e Sul no Brasil, Paraguai e Argentina, e pode estar associada aos casos
ocorridos em Nova Andradina-MS. Br. brumpti foi a espécie mais abundante e presente nos
peridomicilios juntamente com Ev. lenti, Ev. termitophila, Ny. neivai e Pi. christenseni. Os
espécimes foram coletados em quase todos 0s meses e verificou-se 0 aumento na abundancia
de individuos em periodos chuvosos e maior riqueza das espécies Br. brumpti, Sc. sordellii,
Pi. christenseni e Ev. lenti em periodos com alta precipitacdo pluviométrica. Das 106 fémeas
dissecadas e acondicionadas em 55 pools, detectou-se a presenca de DNA de Leishmania
(Leishmania) amazonensis pela PCR seguida da analise de polimorfismo de comprimento de

fragmentos de restricdo, em um pool de cada uma das espécies: Ev. lenti, Ev. teratodes e Sc.
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sordellii, assim como de DNA de Leishmania spp., em dois pools de Pi. christenseni e um
de Sc. sordellii; resultando, portanto, em uma taxa de infec¢cdo minima de 5,66% para cada
uma das leishmanias.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmanioses, Flebotomineos, Infeccdo natural.
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SANDFLY FAUNA OF FLOREST FRAGMENTS
AND PERIDOMICILE IN URBAN AREA OF NOVA ANDRADINA-MS
AND NATURAL INFECTION BY Leishmania

ABSTRACT

The sand flies are widely distributed throughout the world. This insect group is of great
interest in public health because their females are involved in the transmission of Leishmania,
agents of cutaneous and visceral leishmaniasis. Forest fragments favor the maintenance of the
life cycle of both, vector and agent, in nature. In Nova Andradina municipality, Mato Grosso
do Sul state, Brazil, some cases of cutaneous leishmaniasis (CL) have been notified. So the
goal of this study was to identify the sand fly fauna and investigate the presence of species
naturally infected by Leishmania of urban forest fragments and peridomiciles close to them in
Nova Andradina. The insects were captured from November 2013 to January 2015, using
CDC light traps distributed in three urban forest fragments. Parasitological examination was
performed to investigate flagellates in sand fly guts and Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) for identification of Leishmania
spp. A total of 302 sand flies were captured (101 males and 201 females) of six genus and 11
species: Brumptomyia brumpti, Evandromyia cortelezzii, Evandromyia lenti, Evandromyia
teratodes, Evandromyia termitophila, Nyssomyia neivai, Psathyromyia aragaoi,
Psathyromyia bigeniculata, Psathyromyia campograndensis, Pintomyia christenseni and
Sciopemyia sordellii. Only Ny. neivai is recognized as vector of cutaneous leishmanaisis
agents in Southeast and South Brazilian regions, Paraguay and Argentina. Thus it may be
linked to cases in Nova Andradina-MS. Br. brumpti was the most abundant and present in
peridomiciles along with Ev. lenti, Ev. termitophila, Ny. neivai and Pi. christenseni. Although
specimens were collected in nearly every month, their highest frequencies occurred during
rainy periods, mainly for Br. brumpti, Sc. sordellii, Pi. christenseni and Ev. lenti. Of the 106
females dissected and placed in 55 pools, the presence Leishmania (Leishmania) amazonensis
DNA was detected by PCR-RFLP in three species: Ev. lenti, Ev. teratodes and Sc. sordellii, as
well as of Leishmania spp. in two females of Pi. christenseni and one of Sc. sordellii,

resulting in a minimum infection rate of 5.66% for each taxon of Leishmania.

KEY-WORDS: Leishmaniasis, Sandflies, Natural infection.



1 INTRODUCAO

Os flebotomineos sdo os vetores de alguns agentes etioldgicos de doengas humanas e
de animais, como protozoarios do género Leishmania e outros tripanossomatideos, bactérias
do género Bartonella e numerosos arbovirus (SHERLOCK 2003). As leishmanioses,
antropozoonoses causadas por protozodarios parasitas do género Leishmania, sdo consideradas
pela Organizagdo Mundial de Satude (OMS) dentre as seis doencas tropicais mais impactantes
em salde publica sendo, depois da maléria, a segunda em importancia, infectando cerca de 14
milhdes de pessoas em todo o mundo e 350 milhdes de pessoas vivendo em areas de risco
(WHO 2014). As leishmanioses ainda estdo entre as doengas mais negligenciadas do mundo,
afetando em grande parte as populacbes mais pobres, principalmente nos paises em
desenvolvimento. No Continente Americano, a distribuicdo dessas parasitoses se estende
desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina (WHO 2014). No Brasil, casos
autoctones de leishmaniose tegumentar (LT) sdo assinalados em todos os Estados e de
leishmaniose visceral (LV), na maioria deles. Em Nova Andradina, Mato Grosso do Sul (MS)
ndo h& notificagcdo de casos humanos de LV, porém, entre 2001 e 2014 foram notificados 33
casos de LT, sendo dez autdctones e 23 importados (SINAN/SMS 2015). O aumento na
ocorréncia dessas zoonoses vem sendo registrado em decorréncia de mudancas ambientais,
resultantes das atividades humanas, com modificacdo do perfil epidemiol6gico tanto em areas
onde a transmissdo € florestal, como em focos enzoGticos naturais e em éareas onde a
transmissao € periurbana envolvendo reservatorios domésticos (SHAW 2002, BRASIL 2007).

Os flebotomineos sdo encontrados com frequéncia em ecdtopos naturais, como
troncos de &rvores, tocas de animais, folhas caidas no solo, frestas em rochas e cavernas
(GALATI et al. 2003a, 2003b, 2006), bem como, em ambientes rurais e urbanos, proximos a
habitacdes humanas e animais domésticos, demonstrando que se encontram em processo de
adaptacdo (TOLEZANO et al. 2001, BARATA et al. 2004). Isto vem ocorrendo devido a
diminuicdo das matas nativas, com alteracdes dos habitats naturais e restricdo dos ambientes
utilizados por esses vetores (TOLEZANO et al. 2001). Em muitos casos as doencas
transmitidas por vetores estdo relacionadas a presenca de florestas. A destruicdo destas
florestas pode levar a eliminagdo de patdgenos e vetores relacionados a certas doencas, ou
pode forcar a adaptacdo destes animais a outros ambientes que ndo necessariamente as
florestas (APARICIO 2001). Essas alteragdes ambientais ocasionadas pelo homem também

levaram a dispersdo de animais silvestres que serviam como fonte de alimentacdo aos



flebotomineos e consequentemente contribuindo para a ocupacgdo de diferentes ambientes,
inclusive o antropico (GOMES et al. 1989, MARZOCHI 1989).

Os flebotomineos tendem a ndo se afastar muito dos seus criadouros ou locais de
abrigo. Embora a maioria ndo va além dos 250 metros, podendo ser capturados até cerca de
um quilémetro do ponto de soltura (MORRISON et al. 1993, CASANOVA et al. 2005).
Segundo FORATTINI (1973), DOURADO et al. (1989), GOMES et al. (1989), MIRANDA
et al. (1996), CORTE et al. (1996) e COSTA (2001), o alcance de voo dos flebotomineos
pode variar entre 200 e 1.000 metros. Estudos realizados no Sul do Brasil e no Peru
mostraram que os flebotomineos se dispersam de 200 a 500 metros, todavia existem registros
de até 1.500 metros na Russia. No entanto, a pequena capacidade de dispersdo desses insetos
ndo os impede do contato com humanos que tém o habito de construir suas habitacfes
préximas as matas (FORATTINI 1973).

Desse modo, as espécies que de alguma forma resistem as condi¢Bes adversas,
conseguem explorar novos ambientes, aproximando-se cada vez mais dos peridomicilios
(FORATTINI 1973, OLIVEIRA et al. 2006). Uma vez atraidos, eles se estabelecem nessas
areas e representam um risco constante como vetores de Leishmania, podendo manter o ciclo
de transmisséo entre animais domésticos e humanos (BARBOSA et al. 1999, BRASIL 2007).
Essa proximidade do homem a zonas de mata e a criacdo de animais domésticos tem atraido
um grande numero de espécies de flebotomineos (MISSAWA et al. 2008), aumentando a
probabilidade de transmissdo de parasitas para 0 homem conforme aumenta a proximidade de
suas habitaces aos habitats desses insetos (FORATTINI 1973).

O conhecimento da fauna de flebotomineos em fragmentos de matas é importante para
verificar a presenca ou auséncia de espécies incriminadas da transmissdo das leishmanioses,
principalmente quando estdo proximos de areas residenciais, que pode favorecer o risco de

transmissdo destas zoonoses.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Vetores

Os flebotomineos sdo dipteros pertencentes & familia Psychodidae (FORATTINI
1973), conhecidos popularmente, dependendo da localizacdo geografica, como mosquito
palha, tatuquira, birigui, entre outros (BRASIL 2007), onde o conhecimento sobre esses
dipteros esté associado tanto a areas rurais quanto urbanas (NUNES et al 1995, GALATI et al
1996, 2006, OLIVEIRA et al 2001, 2003, ALMEIDA et al 2010).

S&o insetos de pequeno porte, medindo de 2 a 3 mm que apresentam em Seu COrpo
intensa pilosidade (BRAZIL e BRAZIL 2003). O aspecto hirsuto, devido ao revestimento
constituido principalmente por cerdas finas e longas, quando recebem luz incidente refletem
tonalidade clara ou amarelada. Essa € a principal origem da denominacdo popular de
“mosquito palha”. S3o facilmente reconheciveis pelo seu comportamento ao voar em
pequenos saltos sobre a superficie e pousar com as asas entreabertas (FORATTINI 1973).

Na fase imatura desenvolvem-se em ambientes terrestres Umidos e ricos em matéria
organica e de baixa incidéncia luminosa, porém, na fase adulta estdo adaptados a diversos
ambientes. O ciclo biolégico holometabolo dos flebotomineos processa-se no ambiente
terrestre. O ciclo se completa quando as posturas séo realizadas em criadouros ricos em
matéria organica, calor, umidade e ao abrigo da luz (CIMERMAN e CIMERMAN 1999). O
desenvolvimento de ovo ao inseto adulto € de aproximadamente 30 a 40 dias (BRASIL 2009).
A longevidade dos adultos em condi¢cBes naturais é praticamente desconhecida, mas
observacgdes em laboratorio indicam que os machos e fémeas podem sobreviver entre 20 a 30
dias (BRAZIL e BRAZIL 2003).

Machos e fémeas adultos se alimentam de seiva vegetal, e particularmente as fémeas
praticam a hematofagia em varias classes de vertebrados (CHANIOTIS 1974, AZEVEDO et
al. 2011). A atividade hematofagica é predominantemente noturna, porém, pode exercé-la
durante o dia, principalmente em ambientes com pouca luminosidade como cavernas e areas
florestais (GOMES et al. 1989, GALATI et al. 2003a, 2003b, 2006). Ambos 0s sexos, durante
o dia, se refugiam em abrigos naturais ou artificiais.

O sangue de vertebrados promove a maturacdo dos od0citos, portanto, parte dos
estimulos para a oviposicdo (READY 1979). Decorridos trés e oito dias ap0s o repasto
sanguineo, dezenas de ovos sdo ovipostos pela fémea em local imido e protegido da luz. A

autogenia ocorre em algumas espécies. Embora seja pouco conhecida a relacdo entre a



hematofagia e a postura de um lote de ovos, a concordancia gonotrofica parece menos
marcada que nos culicideos (MARCONDES 2011). Em média as fémeas pGem de 40 a 70
ovos (CIMERMAN e CIMERMAN 1999).

O acasalamento dos flebotomineos ocorre durante o periodo de maior atividade na
natureza, o noturno. Associa-se a este comportamento o ato de vibrar as asas, e para Varias
espécies, a atracdo entre os sexos pode ocorrer por meio de feroménios liberados por
glandulas tergais do abdémen de machos (BRAZIL e BRAZIL 2003).

As picadas de flebotomineos sdo incémodas, principalmente, quando numerosas.
Podem ser muito dolorosas, tendo sido comparadas ao toque de uma agulha em brasa e causar
eritema, que clareia quando comprimido com o dedo (MARCONDES 2011).

Embora os flebotomineos possam transmitir varios agentes, a sua maior importancia
em termos de salde publica se deve ao seu papel como vetores dos protozoarios do género
Leishmania. A infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas, ao sugarem o sangue de
mamiferos infectados, ingerem macréfagos parasitados por formas amastigotas da Leishmania
(BRASIL 2006).

S80 quatro os critérios essenciais sugeridos para apontar efetivamente uma
determinada espécie de flebotomineo como vetora de leishmanias: A) antropofilia; B)
distribuicdo espacial em concordancia com a ocorréncia dos casos de infeccdo humana; C)
infeccdo natural por parasitas identificados como pertencentes a mesma espécie
de Leishmania que infecta 0 homem; D) atracdo por mamiferos reservatorios de Leishmania.
Somam-se dois os critérios complementares: E) os exemplares experimentalmente infectados
com Leishmania devem manter, em laboratdrio, todas as etapas do desenvolvimento
parasitario; F) a capacidade desses flebotomineos de se infectarem e transmitirem
experimentalmente o parasita, através da picada, de hamster para hamster (KILLICK-
KENDRICK e WARD 1981, KILLICK-KENDRICK 1990, BRAZIL 2007).

Os flebotomineos apresentam ampla distribuicdo mundial, sendo mais abundantes em
meses mais quentes e chuvosos (REBELO 2001, SARAIVA et al. 2006, CELLA et al. 2011).
Atualmente existem quase mil espécies descritas no mundo, das quais cerca de 500 ocorrem
na regido Neotropical (SHIMABUKURO e GALATI 2011). No Brasil 284 espécies estdo
descritas (AGUIAR e MEDEIROS 2003, GALATI 2003), sendo 63 delas encontradas no
Estado de Mato Grosso do Sul (GALATI et al. 1996, 2003a, 2003b, 2006, 2010, OLIVEIRA
et al. 2001, 2003) e 12 no municipio de Nova Andradina (ALMEIDA et al. 2013).

No Brasil, considera-se como transmissores de Leishmania spp. associadas a

leishmaniose tegumentar (LT) as espécies Migonemyia migonei, Nyssomyia whitmani,



Nyssomyia intermedia, Nyssomyia umbratilis, Nyssomyia neivai, Nyssomyia anduzei,
Pintomyia pessoai, Pintomyia fischeri, Psychodopygus wellcomei, Psychodopygus
squamiventris, Psychodopygus paraensis, Psychodopygus ayrozai, Trichophoromyia
ubiquitalis, Bichromomyia flaviscutellata e Bichromomyia olmeca (BRASIL 2007, GAMA
NETO 2010, RANGEL e LAINSON 2009) e da Leishmania infantum chagasi associada a
LV as espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (BRASIL 2006).

2.2 Leishmanioses

As leishmanioses sdo antropozoonoses, denominadas de LT quando acomete a pele e
mucosas, e LV quando atinge érgdos internos (FIOCRUZ 2013).

Segundo a WHO (2014) estas doencas afetam principalmente pessoas pobres na
Africa, Asia e América Latina, e estdo associadas a desnutricdo, deslocamento da populagéo,
condicBes precérias de habitacdo, sistema imunoldgico deficiente e falta de recursos. Em
recente analise mostra que mais de 98 paises e territorios sdo endémicos para as leishmanioses
e que as doencas estdo ligadas a mudancas ambientais, como o desmatamento, construcdo de
barragens, sistemas de irrigacao e de urbanizagao.

Estimativa aponta cerca de 1,3 milhdes de casos anuais de LV com 20 e 30 mil mortes
no mundo. Mais de 90% dos novos casos de LV ocorrem em seis paises: Bangladesh, Brasil,
Etidpia, India, Suddo do Sul e Sudo. A distribuicdo mundial da LV no ano de 2012 pode ser
vista na Figura 1 (WHO 2014a). Estima-se que cerca de 95% dos casos de LT ocorram nas
Américas, na Bacia do Mediterraneo e no Oriente Médio na Asia Central, e que mais de 2/3
dos novos casos ocorrem em seis paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, Iran
(Republica Islamica) e RepUblica Arabe da Siria (WHO 2014). A distribuicio mundial da LT
no ano de 2012 é apresentada na Figura 2 (WHO 2014b).

Os nameros de casos nos anos 2011, 2012 e 2013 da LV no Brasil ultrapassaram trés
mil casos (MINISTERIO DA SAUDE 2014); no Estado de MS os numeros foram
respectivamente 273, 330 e 238 (SINAN/SES 2015), e no municipio de Nova Andradina ndo
ha registro de casos de LV (SINAN/SMS 2015). Ja os nimeros da LT nos anos 2011, 2012 e
2013 no Brasil foram 21.981, 23.547 e 18.226 (MINISTERIO DA SAUDE 2014a). No
Estado de MS foram 116, 162 e 152 (SINAN/SES 2015), e no municipio de Nova Andradina
no periodo de 2001 a 2015 foram registrados 10 casos autdctones (SINAN/SMS 2015).

A LT caracteriza-se como doenca infecciosa e nio contagiosa. E causada por

diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania, que acometem pele e mucosas.



Primariamente afeta animais. O ser humano pode ser envolvido secundariamente. No Brasil, é
uma das afecgdes dermatoldgicas que merece atencdo, devido & sua magnitude e risco de
provocar deformidades no ser humano, ocasionando problemas psicolégicos, com reflexos no
campo social e econdmico, podendo ser considerada na maioria dos casos uma doenca
ocupacional. Apresenta ampla distribuicdo com registro de casos em todas as regides
brasileiras (BRASIL 2007). E classificada como leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose
mucosa (LM) e leishmaniose cutanea difusa (LCD). A LC ¢ definida pela presenca de lesdes
exclusivamente na pele (GONTIJO e CARVALHO 2003). A LM também denominada
espundia, na quase totalidade dos casos acometem a mucosa nasal, com importante
comprometimento do septo, seguindo-se em ordem de frequéncia o envolvimento da mucosa
oral, com risco de deformidades permanente em ambos os casos (GONTIJO e CARVALHO
2003, GREVELINK e LERNER 1996, PEARSON e SOUSA 1996). A LCD é caracterizada
por lesbes multiplas, geralmente ulceradas, distribuidas por diversas areas do tegumento,
distantes do sitio de inoculacdo priméaria (GONTIJO e CARVALHO 2003, MARZOCHI e
MARZOCHI 1994).

A LV é uma doenca cronica grave e sistémica; Apresenta alta letalidade quando nédo
tratada (GONTIJO e MELO 2004, PELISSARI et al. 2011), e é considerada entre as doengas
negligenciadas no Brasil (MALAFAIA et al. 2010). A LV é caracterizada clinicamente
suspeita pela presenca de febre e esplenomegalia associada ou ndo a hepatomegalia. A

evolucdo clinica da LV é dividida em periodo inicial, de estado e final (BRASIL 2006).

2.3 Agentes Etiologicos

As leishmanioses sdo doencas infecciosas que tém como agentes etioldgicos
protozodrios digenéticos pertencentes ao sub-reino Protozoa, ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania (DESJEUX et al. 2004). As leishmaénias estdo
agrupadas em dois subgéneros na América, Leishmania e Viannia (GRAMICCIA e
GRADONI 2005).

Vaérias espécies sdo descritas no mundo. As espécies conhecidas como causadoras da
LT no Brasil séo sete: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia)
naiffi, Leishmania (Viannia) lindenberg e Leishmania (Viannia) shawi (BRASIL 2007). A
causadora da LV no Brasil é a espécie Leishmania (Leishmania) infantum chagasi (BRASIL
2006).



MARCONDES (2011) defende que a distribuicéo das espécies de Leishmania deve ser
bem mais ampla que a conhecida, que em geral se baseia apenas no encontro de casos
humanos; e que ha varias espécies pouco conhecidas que ndo infectam (ainda) humanos.

A transmissao da Leishmania num local depende muito das condigdes ambientais, as
quais em decorréncia de modificagdes pode provocar tanto a substituicdo do parasita que
atinge os humanos quanto dos flebotomineos envolvidos, nessas condigdes. O ciclo de
transmisséo de algumas espécies de Leishmania pode, do mesmo modo que ocorre com certas
arboviroses, envolver mais de um vetor (MARCONDES 2011, LAINSON e SHAW 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a fauna flebotominea e a presenca de espécies infectadas por Leishmania
spp. em trés fragmentos de matas e peridomicilio proximos a estes, em &rea urbana de Nova
Andradina-MS.

3.2 Objetivos Especificos

Identificar a fauna flebotominea em ambiente silvestre e antrépico e conhecer quais as
espécies de flebotomineos apresentam comportamento silvestre e antropico;

Avaliar a abundéancia e diversidade das espécies;

Observar a variacdo mensal das espécies;

Pesquisar flagelados por microscopia;

Investigar a presenca de possiveis vetores;

Investigar a infeccdo natural por Leishmania pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
seguida de Polimorfismo pelo tamanho do fragmento de Restricdo (PCR-RFLP)

Caracterizar as espécies de Leishmania pela PCR-RFLP.
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4 HIPOTESES

O presente estudo procurou avaliar em relacdo a fauna flebotominea de fragmentos de
mata e peridomicilios em area urbana do municipio de Nova Andradina-MS as seguintes
hipoteses:

= A diversidade de espécies é maior que a registrada em estudo anterior

= A presenca e abundancia das espécies no ambiente de mata e antropico corroboram
com o resultado anterior

» Ha espécies que se destacam em ambiente antropico

= Existem periodos mais propicios para a abundancia das espécies

= Os fragmentos de mata diferenciam-se em relacdo a diversidade e abundancia das
espécies

= Espécies vetoras de Leishmania estéo presentes

= Ha espécies infectadas naturalmente por Leishmania spp.

= Ha presenca de espécies de Leishmania causadoras de LT e LV.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Area de Estudo

A pesquisa foi conduzida na sede municipal de Nova Andradina (22°14°00” S e
53°20°35” O), que apresenta altitude aproximada de 380 metros e distante 288 km de Campo
Grande, capital de Mato Grosso do Sul (MS). Possui uma &rea estimada em 4.776,002 Km?
que representam uma extensdo de 1,34% do Estado e populagdo de 45.585 habitantes.
Pertence & Bacia do Rio Parand, caracterizado pelo Bioma Cerrado e Mata Atléantica (IBGE
2011).

O levantamento da fauna flebotominea foi realizado em area urbana, em trés
fragmentos de mata: mata A localizada na Fazenda Sdo Miguel da Catequesi proxima ao
Bairro Argemiro Ortega; a mata B que é a Mata Municipal localizada préxima ao Bairro
Cohab 11l e mata C localizada na Estancia Santa Clara préxima ao Bairro Portal do Parque
(Figura 3).
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Figura 3. Pontos (1 a 18) de coleta de espécimes de flebotomineos em trés fragmentos de
mata e peridomicilios no municipio de Nova Andradina-MS.
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Utilizou-se para a producdo da Figura 3 Imagens de satélite Landsat-8, sensor OLI,
com o0 emprego da banda pancromatica, datada de 21 de agosto de 2014; e os dados digitais
Shp disponiveis pelos 6rgaos publicos, como no caso do limite do municipio e area urbana
pelo IBGE e drenagem do IMASUL.

As trés areas sdo fragmentos de Floresta Estacional Semidecidual. Na mata A com
area aproximada de 95.42 hectares ocorre a presenca de gambas, macacos-prego, veados,
oncas, porcos-espinho, tatus, lagartos, serpentes e passaros. No peridomicilio estdo presentes
galinaceos e cées. O galinheiro fica cerca de 105 metros do limite da mata e a residéncia mais
proxima esta a 119 metros do limite da mata e a 64 metros do galinheiro.

A mata B possui area aproximada de 10.69 hectares. Os animais observados em seu
interior sdo quatis, macacos-prego, tatus, passaros e lagartos. No peridomicilio ha a presenca
de cdes. As residéncias mais proximas ficam aproximadamente 45 metros do limite da mata.

A mata C tem uma &rea aproximada de 3.57 hectares. Em seu interior presencia-se
macacos-prego, tatus, lagartos e passaros, e cées no peridomicilio. Cerca de 70 a 80 metros

estdo as residéncias mais proximas.

5.2 Coleta de Flebotomineos

As coletas foram feitas no periodo de novembro de 2013 a janeiro de 2015, uma vez
por més, das 17h as 8h, totalizando 4.320 horas. Foram utilizadas armadilhas automaticas
luminosas, tipo CDC (NATAL et al. 1991), na altura de 0,80 a 1,5 metros. Buscando
aumentar a densidade e nimero de espécimes, no més de janeiro de 2015 foram amostradas
duas noites seguidas em cada area de estudo. Em cada fragmento de mata foram instaladas
duas armadilhas no peridomicilio, duas na borda do fragmento (a 5 metros do limite da mata

adentro) e duas no interior do fragmento, totalizando 18 pontos de coletas.

5.3 Disseccao e Identificacao dos Flebotomineos

Os flebotomineos coletados foram separados por sexo. Os machos foram clarificados e
montados em balsamo do Canada entre 1&mina e laminula no Laboratorio de Entomologia
(LABENT) do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Nova Andradina-MS. A
clarificacdo dos machos foi realizada segundo técnica descrita por FORATTINI (1973), para

posterior identificacdo da espécie de acordo com Galati (2014).



14

A disseccdo das fémeas e identificacdo das espécies foi realizada no Laboratoério de
Insetos Vetores (LIVE) do Programa de Pos-Graduagdo em Entomologia e Conservacao da
Biodiversidade da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA), Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD).

As fémeas foram dissecadas segundo procedimento utilizado por JOHNSON,
MCCONNELL, HERTIG (1963) e LAINSON (1997), como a seguir: colocaram-se duas
gotas de solucéo salina sobre lamina esterilizada; em uma delas colocou-se a fémea, que sob
microscopio estereoscopico e com auxilio de dois estiletes, teve o torax fixado na lamina e os
segmentos terminais do abdémen na altura do 8° tergito separados. A seguir, com movimento
de tracdo no 8° tergito, as espermatecas e todo o tubo digestorio foram expostos. O restante do
corpo foi transferido para outra gota de solucdo salina. O tubo digestorio e a parte terminal do
abdémen foi coberta com laminula e examinada sob microscopio Optico, em aumento de
400X, para observacao de protozoarios flagelados e identificacdo da espécie de flebotomineo,
por meio das espermatecas. Quando necessario foram observadas estruturas nas antenas e
cibario para auxiliar na identificacdo, segundo Galati (2014).

As fémeas dissecadas e identificadas foram acondicionadas individualmente ou em
pools de no maximo 10 individuos por espécie, considerando-se a data e ecotopo, em tubos
tipo eppendorf com alcool isopropilico e conservadas sob refrigeracdo até a analise molecular
para pesquisar a presenca de Leishmania.

A nomenclatura adotada para identificacdo das espécies de flebotomineos seguiu a
padronizacdo de GALATI (2003, 2014) e a abreviacdo dos géneros, a de MARCONDES
(2007).

5.4 Anélise Molecular das Fémeas de Flebotomineos

A analise molecular das fémeas selvagens de flebotomineos foi realizada pela técnica
da Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction-PCR-), a fim de investigar a
presenca de DNA de Leishmania, seguido da identificacdo do agente etiologico pela técnica
de Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdo (Restriction Fragment Length
Polymorfism-RFLP-) com a enzima de restricdo Hae I11. A analise molecular foi realizada no
Laboratorio de Pesquisa em Ciéncias da Saude (LPCS) da Faculdade de Ciéncias da Saude
(FCS), Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).
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5.4.1 Extracdo do DNA de flebotomineos

As amostras com fémeas de flebotomineos agrupadas individualmente ou em pools de
10 insetos por tubo em alcool isopropilico foram colocadas para secar em estufa a 50°C. Foi
adicionado em cada tubo (1,5 mL) 300 ul da solugdo de resina Chelex® Molecular Biology
Grade Resin (Bio-Rad Laboratories) a 5% e os insetos foram triturados com auxilio de pistilo
de polipropileno (Pellet Pestles, azul, autoclavavel). A solugcdo foi misturada com ajuda de
vortex por 15 segundos e posterior centrifugacdo por um minuto a 13.000 rpm. Foi colocado
entdo em banho-maria a 90°C por 30 minutos e um spin no vortex; apés mais uma
centrifugagdo por um minuto. O sobrenadante foi retirado e transferido para outro microtubo,
devidamente autoclavado, e depois armazenado a -20°C durante pelo menos 12 horas para

realizacdo da PCR posteriormente.

5.4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR teve como alvo uma regido do espacador transcrito interno 1 (ITS1) para isso
foram utilizados os seguintes iniciadores: LITSR (5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’) ¢
L5.8S (5-TGATACCACTTATCGCACTT-3"), segundo EL TAI et al. (2000).

Estes iniciadores flanqueiam a regido ITS1 de tamanho estimado entre 300 a 350pb
dependendo da espécie. As reacdes foram realizadas com volume final de 25uL: tampao 1X
Invitrogen, dNTPs 0.2mM, MgCl; 1,5 mM, formamida 1pL (100%) iniciadores 10 pmol, Taq
polimerase Phoneutria 5U/uL, DNA Sul, agua 13,25uL e termociclador BIO-RAD
T100™ThermalCycler. Os ciclos foram de 95°C - 3min, 35 ciclos de: 95°C - 30 seg, 55°C -
30 seg, 72°C - 1 min e extensao final de 72°C - 5 min.

As condicdes de amplificacdo foram: 95°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos (de
95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto), com pos-extensdo a 72°C
por 5 minutos. Como controle negativo foi utilizado uma reacdo sem DNA e como controles
positivos, cepas (L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum do Laboratério de
Leishmanioses do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées de Recife-PE (CPgAM, FIOCRUZ-
PE).

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2,0 %
e corados com gel red® e visualizados sob luz ultravioleta. Para tanto 8uL dos produtos
amplificados form homogeneizados com 2ul de solugdo de gel red e 3 puL de tampdo e

submetidos a corrida eletroforética a 110 volts, 400A por 90 minutos em tampao tris-borato



16

EDTA (TBE) 0,5x. A visualizagdo das bandas foi realizada sob incidéncia de luz ultravioleta,

com filtro de 300nm.

5.4.3 Polimorfismo de comprimento de fragmento de restri¢cdo (RFLP)

Os produtos das PCRs foram submetidos & digestdo com enzima de restricdo Hae 11
(isolada de Haemophilus aegyptius), que cliva fragmentos nos segmentos onde tém a
seqiliéncia 5..GGYCC...3 ou 3°....CCAGG...5°.

Para a caracterizagdo das espécies de Leishmania envolvidas, os amplicons dessas
PCR foram submetidos a Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) utilizando a
enzima de restricdo Hae 111 (SCHONIAN et al 2003). Condicdes da RFLP: volume de 25uL,
Hae Il 1pL, tampao 10x 2 pL, agua estéril 5 pL, amplicon 17 pL, seguido de incubacdo a
37°C durante 3 horas. Em seguida os produtos de PCR-RFLP foram submetidos a corrida
por eletroforese em gel de agarose de alta resolugdo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a
3% com tampdo tris-borato-EDTA (TBE) 1X pH 8,0 a 100V e 400A por 90 minutos. Os géis

foram corados com gel red (1X) e visualizados em luz ultravioleta.

5.5 Analise Populacional

Para analisar a abundancia das espécies considerando-se todos os fragmentos de mata
foi utilizado o indice de abundancia de espécies (IAE), segundo ROBERTS e HSI (1979).

IAE=a+RJ
K

Onde:
a = numero de fragmentos de mata onde se fez coletas em que a espécie esteve ausente X C
C = maior valor obtido no ranking das espécies, segundo suas frequéncias em cada
fragmento, considerando todos os fragmentos, + 1.
RJ = somatoria das posi¢des no ranking de cada espécie
K = namero de fragmentos de captura

Convertendo-se os valores obtidos em IAE em uma escala entre zero e um obtém-se o
indice de abundéancia de espécies padronizado (IAEP). Neste indice, o valor um ou mais
préximo de um, corresponde a espécie mais abundante e 0 mais proximo de zero a menos
abundante.

A formula para o calculo de IAEP:
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IAEP =C - IAE
C-1

Para andlise de diversidade utilizou o indice de Shannon-Wiener (H’) calculados pelo
programa DivEs, Diversidade de espécies versdo 3.0.
A formula para o calculo do indice Shannon-Wiener (H’):
n

H' = -Zpi xlogn pi
i=1

Onde: pi é a propor¢do da espécie em relacdo ao numero total de espécimes

encontrados nos levantamentos realizados, Logn = logaritmo natural (SHANNON 1948).
5.6 Dados Climaticos

Os dados climaticos de temperatura (°C) foram obtidos no interior dos fragmentos de
mata utilizando termémetro, e a precipitacdo pluviométrica (mm) mensal acumulada, foi
obtida junto ao Instituto Nacional de Meteorologia de Brasilia (INMET), e Estacdo
Climatoldgica de Ivinhema-MS.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Fauna Flebotominea

A fauna flebotominea constituiu-se de seis géneros e 11 espécies: Brumptomyia
brumpti, Evandromyia cortelezzii, Evandromyia lenti, Evandromyia teratodes, Evandromyia
termitophila, Nyssomyia neivai, Psathyromomyia aragaoi, Psathyromomyia bigeniculata,
Psathyromomyia campograndensis, Pintomyia christenseni e Sciopemyia sordellii, além de
individuos do género Brumptomyia que ndo puderam ser identificados em nivel da espécie em
virtude da perda de estruturas morfoldgicas necessarias para uma identificacdo segura. O
estudo anterior apresentou uma diversidade de 12 espécies (ALMEIDA et al. 2013).

As espécies coletadas distribuem-se em trés subtribos: 1) Lutzomyiina: Ev. cortelezzii,
Ev. lenti, Ev. termitophila, Pi. christenseni e Sc. sordellii; 2) Psychodopygina: Pa. aragaoi,
Pa. bigeniculata, Pa. campograndensis e Ny. neivai; 3) Brumptomyiina: Br. brumpti.

Foram coletados 302 espécimes de flebotomineos, sendo 101 (33,44%) machos e 201
(66,56%) fémeas.

O maior nimero de flebotomineos coletados por més foi de 23,18% (70) em
janeiro/2015, seguido por 22,51% (68) em janeiro/2014, seguido por 13,24% (40) em
abril/2014, 11,26% (34) em fevereiro/2014, 9,60% (29) em outubro/2014, 6,29% (19) em
novembro/2014; e os demais meses abaixo de 6% (Tabela 1). Observou-se na distribuicéo
mensal das espécies, que no més com aumento na precipitacdo pluviométrica e no posterior,
hd uma tendéncia de aumento na abundancia das espécies. O aumento no numero de
individuos ficou mais evidente nas espécies com maiores abundancias: Br. brumpti, Sc.
sordellii, Pi. christenseni e Ev. lenti. Porém, a presenca de Ny. neivai, Ev. cortelezzii e Pa.
aragaoi, mesmo que em numero reduzido de individuos, ainda demarcou sua ocorréncia em
periodos chuvosos (Figura 4).

Os indices de diversidade foram maiores na mata A (H’= 1,54) seguido pela mata C
(H’=0,98) e mata B (H’= 0,86) (Tabela 2). A maior riqueza de espécies foi no fragmento de
mata C (08) e mata A (08) seguida a menor na mata B (04) (Tabela 2). Assinala-se que mata
C juntamente com a mata A S0 as que mais conservam suas caracteristicas naturais e com
menor impacto da acdo humana. Os espécimes de flebotomineos foram coletados em maior
ndmero no interior das matas, sequido da borda das matas e peridomicilios (Tabela 2),

mostrando que ambientes com menor a¢do do homem atende as necessidades da maioria.
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Brumptomyiina apresentou o maior numero de espécimes, 166 (54,97%) (Tabela 2). O

IAEP das espécies de flebotomineos coletados nos trés fragmentos de mata apresentou Br.

brumpti como a mais abundante 0,96, seguida de Sc. sordellii 0,88 e Pi. christenseni 0,42

(Tabela 2).

Foi registrado pela primeira vez em Nova Andradina-MS a presenca das espécies Ev.

cortelezzii, Pi. christenseni, Pa. aragaoi e Pa. bigeniculata.

Tabela 1. Distribuicdo mensal das espécies de flebotomineos capturados em ambiente de
mata, no periodo de novembro de 2013 a janeiro de 2015; Nova Andradina, Mato Grosso do

Sul, Brasil.
MATA A
Espécies 2014 2015 TOTAL
J F M A M S O N D J
Br. brumpti - 2 - 17 2 - 1 25 8 2 5 62
Ev. lenti 1 5 - 3 - - - 1 1 1 1 23
Ev. termitophila 1 - - - - - - 4 5
Ny. neivai - - - - - - - 2 3
Pa. bigeniculata 1 - - - - - - - - - 1
Pa. campograndensis - - - - - - 1 - - 2 3
Pi. christenseni 2 - - - 1 - - 8 - 11 22
Sc. sordellii - 18 - 2 2 - - 1 - 1 27 51
Subtotal 1 29 22 4 1 1 28 18 4 62 170
MATA B
J F M A M J S 0 N D J TOTAL
Br. brumpti - - 1 - - - - 1 - - - 2
Ev. cortelezzii - - - - - - - - 1 1
Ev. teratodes - - - - - - - - 1 1
Sc. sordellii - 4 3 - - - - - - 4 11
Subtotal - 5 3 - - - 1 - - 6 15
MATA C
J F M A M J S 0 N D J TOTAL
Br. brumpti 46 5 6 14 - 11 3 - - - - 85
Br. sp. 17 - - - - - - - - - 17
Ev. lenti - 1 - - - - - - - 1
Ev. teratodes - - - - - - - - 1 1
Pa. aragaoi - - 1 - - - - - - - 1
Pa. bigeniculata 1 - - - - - - - - - 1
Pa. campograndensis 1 - - - - - - - - - 1
Pi. christenseni 1 - 1 - - - 1 - - 1 4
Sc. sordellii 1 - 3 1 - - - 1 - - 6
Subtotal 67 5 12 15 11 4 - 1 - 2 117
Total 68 34 17 40 4 12 5 29 19 4 70 302
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Figura 4. Acumulado mensal da precipitacdo pluviométrica (mm), temperatura (°C) e distribuicdo mensal dos nimeros totais das espécies Br.
brumpti, Sc. sordellii, Pi. christenseni, Ev. lenti, Ny. neivai, Pa. aragaioi e Ev. cortelezzii, no periodo de novembro de 2013 a janeiro de 2015.
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Tabela 2. Numero absoluto, indice de Shannon-Wiener, indice de abundancia de espécies padronizado (IAEP) e frequéncia de machos e fémeas
de flebotomineos em fragmentos de mata e peridomicilios, no periodo de novembro de 2013 a janeiro de 2015; Nova Andradina, Mato Grosso do

Sul, Brasil.

FRAGMENTOS DE MATAS
Mata A Mata B Mata C
ESPECIES Peri Borda Interor Peri Borda Ineror Peri Borda Interor AL
12 3 ! 56 T#l 7 8 9 00 R T@W B ¥ L % 7 B T
§9 40 g9 40 49 g0 9 g9 49 49§90 49 49 49 g0 49 49 49 N

Br. brumpti T A R VA B A I i - .- L2 20 33 6- 63 890 51 & & 6 19 0¥ 0%
Br. p. .- 00 1 56 09 ¢
Ev. cortelezi - .- . I -1 - -l
Ev. lent 20 12 b 29 3 .- -1 -1 6 18 24 1% 08 &
Ev. teratodes - - - - I | L1 -2 12 0% 031 ¥
Ev. termitophila I -1 2 1 5 L4 5 16 07 1
Ny. neivai -1 1 3 - : L2 3 0% 00 1
Pa. arageo - . - 1 -1 LoL 0% 00l 12
Pa. bigeniculata | | | 22 066 013 ¢
Pa. campograndensi - -1 3 .- e S A A A R KA NI
P, christenseni N S R R /i .- . N A B % % 86 0 ¥
S sordel -0 o-6 28 -6 8 .- e -2 -3 -1 1 -1 12 -1 6 6 6 6 2% 08 2

Subtotal 0 9 % % 4 0 0 0 5 2 6 2 K R T VA N 0 20 32 1000

Total 1 15 17 0

Total Geral 0
Shemon-Werer () 194 066 0%
& = machos Q = fémeas % = Frequéncia relativa IAEP = indice de abundancia das espécies padronizado P = posicdo da espécie no ambiente.
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Trés exemplares de Ny. neivai foram coletados em peridomicilio e borda da mata A
(Tabela 2) e, embora em baixa frequéncia neste estudo e em estudo anterior (ALMEIDA et al.
2013), ressalta-se que € incriminada como a principal vetora do agente etiolégico da LT no
Estado de S&o Paulo e em paises americanos do Cone Sul, e é suspeita de transmitir L. (V.)
braziliensis (CUTOLO et al. 2009, CARVALHO et al. 2010). Em Porto Alegre-RS
apresentou a mais alta frequéncia com nimero superior de machos, e ficou evidenciada sua
importancia na transmissdo de LT pelo diagnostico positivo para L. (V.) braziliensis
(ECKERT e SOUZA 2010). Em estudo realizado em areas rurais nos estados do Parana e Séo
Paulo sobre preferéncia alimentar, os autores sugerem que a espécie ajusta seu habito
alimentar & disponibilidade de hospedeiros (DIAS-SVERSUTTI et al. 2007, MARASSA et al.
2013). Tem antropofilia comprovada e adaptacdo as alteracbes ambientais (CASANOVA et
al. 2005, ANDRADE-FILHO et al. 2007, SOUZA et al. 2008, GALATI et al. 2010,
MARASSA et al. 2013).

A espécie Br. brumpti destacou-se por estar presente em 12 dos 18 pontos de coletas e
por ser a espécie com maior abundancia de 49,34% (149) (Tabela 2). As espécies do género
Brumptomyia estdo associadas a tocas de tatu e ao comportamento selvatico ja observado por
outros autores (FORATINI 1973, MAGABEIRA 1942, FRAIHA et al. 1970, AGUIAR e
MEDEIROS 2003). A baixa frequéncia (02) na mata B também foi encontrada (03) por
ALMEIDA et al. (2013), que sugerem que este baixo valor esteja ligado ao impacto da
antropizacdo, como deslocamento de humanos, erosdo resultada do alto volume de agua
pluvial vindo das areas superiores, descarte de residuos solidos na borda e deslocamento para
interior da mata (Figura 5).

Sc. sordellii destacou-se neste estudo e em outros pela alta abundancia em relacéo as
demais espécies. Nesta pesquisa foi a segunda mais frequente (Tabela 2) tanto como ocorrido
em uma gruta de Corumba-MS (GALATI et al. 1997). Foi a quarta em abundancia entre 23
espécies em S&o0 Luis-MA (MARINHO et al. 2008), e a quinta em Pagco do Lumiar-MA
(BARROS et al. 2000), em Caceres-MT (ALVES et al. 2012), e em caverna de Lassance-MG,
onde foi encontrada naturalmente infectada por flagelados (CARVALHO et al. 2012).



Figura 5. Caracteristicas dos fragmentos de mata: Mata A (Al e A2), Mata B (B1, B2,
B3 e B4) e da Mata C (Cl e C2).

23



24

Varias espécies de flebotomineos coletados neste estudo ja foram encontradas
infectadas por Leishmania em outros estados brasileiros:

Ev. cortelezzii apresentou-se infectada naturalmente por L. (L.) chagasi em Santa
Luzia-MG (CARVALHO et al. 2008) e por L. (V.) braziliensis em Belo Horizonte-MG
(SARAIVA et al. 2010); por Leishmania spp. em aldeia indigena de Dourados-MS (SANTOS
2010) e por L. chagasi em area urbana de Ponta Pord-MS (ANDRADE et al. 2011).

Ev. lenti foi encontrada naturalmente infectada com Leishmania sp. em Jacobina-BA
(SHERLOCK et al. 1996), por L. (V.) braziliensis em Divinopolis-MG (MARGONARI et al.
2010) e por L. (L.) chagasi em Campo Grande-MS (PAIVA et al. 2010).

Ev. termithophila foi encontrada infectada por L. (L.) infantum em Belo Horizonte-
MG (SARAIVA et al. 2010).

Pi. christenseni foi encontrada em ambiente de mata infectada naturalmente por
Leishmania spp. em aldeia indigena de Dourados-MS (SANTOS 2010), e no Parque do
Gafanhoto em Divinopolis-MG (MARGONARI et al 2010).

Pa. aragaoi foi encontrada infectada naturalmente por L. (V.) braziliensis em Campo
Grande-MS (OLIVEIRA et al. 2003, PAIVA et al. 2010) e em Guarai-TO (VILELA et al.
2013); por Leishmania spp. em aldeia indigena de Dourados-MS (SANTOS 2010) e no
Parque do Gafanhoto em Divinopolis-MG (MARGONARI et al 2010).

Portanto, novos estudos devem buscar elucidar o papel destas espécies e sua relacao

com as leishmanioses.

6.2 Infeccao Natural

6.2.1 Exame Parasitologico

O exame parasitologico foi realizado em 106 fémeas e ndo foi observado formas
flageladas. Constatou-se a presenca de nematdides em uma fémea de Sc. sordellii coletada no
interior da mata A, e em uma fémea de Ev. teratodes coletada no interior da mata B (Figura
6).
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Figura 6. Imagens de nematdides presentes em flebotomineos fémeas quando dissecadas.

6.2.2 Analise molecular - PCR-RFLP

Das 106 fémeas dissecadas foram montados 55 pools (amostras), das espécies Br. sp.,
Br. brumpti, Ev. cortelezzii, Ev. lenti, Ev. teratodes, Ev. termitophila, Ny. neivai, Pa. aragaoi,
Pa. bigeniculata, Pa. campograndensis, Pi. christenseni e Sc. sordellii.

Apresentaram-se positivas para 0 género Leishmania na PCR seis amostras de quatro

espécies de flebotomineos: Pi. christenseni, Ev. lenti, Sc. sordellii e Ev. teratodes (Tabela 3).

Tabela 3. Numero absoluto de fémeas de cada espécie positiva para o género Leishmania, no
periodo de novembro de 2013 a janeiro de 2015.

Amostras P de fémeas Espécies Mata Ecotopo Epoca da coleta
14 1 Pi. christenseni Miguel borda junho-2014
27 2 Pi. christenseni Miguel borda novembro-2014
29 1 Ev. lenti Miguel interior janeiro-2015
40 5 Sc. sordellii Miguel interior janeiro-2015
41 1 Sc. sordellii Miguel interior janeiro-2015
52 1 Ev. teratodes Municipal interior janeiro-2015

Total 11
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Foram observadas trés fémeas positivas para Leishmania, todas para a espécie Pi.
christenseni e em borda de mata. Mais oito fémeas foram positivas, sendo que a espécie Sc.
sordellii foi predominante e todas em interior de mata.

A taxa minima de infeccdo por Leishmania para o total de fémeas foi 5,66 % e esta

representada na tabela 4.

Tabela 4. Ndmero de fémeas de flebotomineos submetidas a analise molecular para
investigacdo da presenca de DNA de Leishmania e frequéncia de positividade segundo a
espécie de Leishmania.

EspeC|e§ de N° de fmeas submetidas a PCR NP de pooks positivos Lelstlmama PPy e fomeas osihas

flebotomineos (N° de pooks) (N° de fémeas positivas)
Br. brumpti 30 (16)
Ev. cortelezzii 1(1) - - -
Ev. lenti 12 (6) 1 L. amazonensis (1) 0,94
Ev. teratodes 2(2) L. amazonensis (1) 0,94
Ev. termitophila 3(2)
Ny. neivai 2(2)
Pa. aragaoi -
Pa. bigeniculata
Pa. campograndensis 1(1) - - -
Pi. christenseni 24 (11) 2 Leishmania spp. (3) 189
Sc. sordellii 31(14) 2 L. amazonensis (5) 189

Leishmania spp. (1)
Total 106 (55) 6 1 566

As seis amostras amplificadas na PCR foram submetidas a RFLP que determinou a
infeccdo por L. (L.) amazonensis nas espécies Ev. lenti (amostra 29), Sc. sordellii (amostra
40) e Ev. teratodes (amostra 52) (Figura 7). Até o momento nao havia registro de infeccao por
L. (L.) amazonensis nestas espécies.

Para as trés amostras: 14 e 27 (Pi. christenseni) e 41 (Sc. sordellii) ndo se pode
afirmar que amplificaram para L. (L.) amazonensis. Na impossibilidade de confirmagdo do

agente etioldgico, seréo consideradas infectadas naturalmente por Leishmania spp.



27

Figura 7. Produtos amplificados pela técnica de PCR seguida de Polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo ITS 1 (RFLP) com a enzima Hae Ill. Colunas:
controles positivos: La = L. (L.) amazonensis; Lb = L. (V.) braziliensis; Li = L. (L.) infantum.
C- = controle negativo. M = marcador molecular de 100 pb. Amostras: 14 e 27 = Pi.
christenseni (positivas para Leishmania spp.; 29 = Ev. lenti e 40 = Sc. sordellii (positiva para
L. (L.) amazonensis); 41 = Sc. sordellii (positiva para Leishmania spp.) e 52 = Ev. teratodes
(positiva para L. (L.) amazonensis).

Leishmania amazonensis tem sido associada a uma variedade de formas clinicas da
LT (BARRAL et al. 1991), inclusive com a leishmaniose cutanea difusa, de dificil cura com
qualquer forma de quimioterapia (LAINSON 1997, MARZOCHI e MARZOCHI 1994) e tem
Bichromomyia flaviscutellata como principal vetor (LAINSON e SHAW 2005). Em Mato
Grosso do Sul, a infeccdo por este parasita apresenta-se dispersa e € encontrada em humanos,
felinos domésticos e em flebotomineos. No municipio de Campo Grande, foi encontrada em
felino doméstico (SOUZA et al. 2005), em Bela Vista, em humanos (DORVAL et al. 2006)
e em hamsters que permaneceram como isca em armadilhas de Disney (DORVAL et al.
2010), no municipio de Ribas do Rio Pardo, em felino doméstico (SOUZA et al. 2009) e em
Bonito, no flebotomineo Lutzomyia longipalpis (PAIVA et al. 2006, SAVANI et al. 2009).
Portanto, o presente relato de infecgdo natural por L. (L.) amazonensis nas trés espécies de
flebotomineos (Ev. lenti, Sc. sordellii e Ev. teratodes), até entdo sem registros da infeccgéo,
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suscita a necessidade de investigagdes sobre o significado destes achados na cadeia de
transmissao deste parasita nas areas estudadas do municipio de Nova Andradina-MS, uma vez
que ha a presenca de animais mamiferos, como gambas, macacos-prego, veados, oncas,
porcos-espinho e tatus na mata Miguel (A); quatis, macacos-prego e tatus na mata Municipal

(B) que podem ser hospedeiros de Leishmania sp.
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7 CONCLUSOES

A fauna flebotominea nas trés areas de fragmentos de mata e dos peridomicilios
adjacentes constituiu-se de 11 espécies: Br. brumpti, Ev. cortelezzii, Ev. lenti, Ev. teratodes,
Ev. termitophila, Ny. neivai, Pa. aragaoi, Pa. bigeniculata, Pa. campograndensis, Pi.
christenseni e Sc. sordellii. Agrupadas em seis géneros, em trés subtribos: Brumptomyiina,
Lutzomyiina e Psychodopygina.

E registrado pela primeira vez a presenca de Ev. cortellezii, Pi. christenseni, Pa.
aragaoi e Pa. bigeniculata em Nova Andradina-MS; ampliando o conhecimento da
diversidade da fauna de flebotomineos do municipio, que acrescida de informacGes de estudo
prévio, é constituida por 16 espécies, cinco anteriormente assinaladas: Br. avellari, Br. pintoi,
Ev. carmelinoi, Pi. pessoai e Pa. punctigeniculata, mais as 11 espécies obtidas no presente
estudo.

A maior diversidade e abundancia das espécies foram observadas na borda e interior
das matas, areas com menor acdo humana. Portanto, a conservacdo destes fragmentos é
importante para abrigar animais silvestres, a fauna de flebotomineos e assim evitar que os
mesmos se desloquem para areas residenciais.

Apesar da baixissima frequéncia de Ny. neivai no presente estudo e em estudo
anterior, a capacidade adaptativa deste importante vetor de LT em areas no Sul e Sudeste do
Brasil e em dois paises do Cone Sul (Paraguai e Argentina) e em ambiente antrépico, bem
como a presenca de outra espécie vetora suspeita, Pi. pessoai (estudo anterior), em Nova
Andradina-MS; devem servir de alerta para os 6rgaos competentes de saude publica e meio
ambiente, quanto a possibilidade de transmissdo da doenca. Medidas de preservacao dos
fragmentos de matas que servem de abrigos para os hospedeiros e vetores da LT, podem
evitar a dispersdo e adaptacdo destes as areas residenciais. No entanto, adverte-se que Ny.
neivai, embora ainda dependente de ambiente de matas, pode ter a sua abundancia muito
aumentada em peridomicilios com a presenca de animais domésticos e situados préximos a
fragmentos de matas, conforme relatos de varios estudos. Portanto, nestas circunstancias, as
chances de transmisséo de Leishmania para a populacdo humana pode em muito ser ampliada.

E tendo em vista a ocorréncia de espécies vetoras de agentes da LT, aconselha-se a
continuidade de vigilancia entomoldgica e estudos de infec¢do natural de flebotomineos em
fragmentos de matas e areas vizinhas com vistas a acompanhar o comportamento de vetores e

de seus agentes etiologicos.
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Registra-se, pela primeira vez a presenca de DNA de L. (L.) amazonensis em Ev. lenti,
Ev. teratodes e Sc. sordellii e de Leishmania spp. em Pi. christenseni e Sc. sordellii,
denotando a importancia de continuidade de investigacGes para verificar se estas espécies

podem desempenhar papel de vetor de agente etioldgico da leishmaniose tegumentar.
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