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RESUMO

COSTA, L. E. S. Diversidade de Flebotomineos (Diptera, Psychodidae,
Phlebotominae) e deteccdo molecular de parasitas do género Leishmania no
municipio de Bom Jesus dos Perddes, estado de Sdo P  aulo. [Diversity of
Phlebotomines (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) and molecular detection of
Leishmania species in the municipality of Bom Jesus of Perddes, state of S&do Paulo].
2016. 59 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2016.

Os flebotomineos sao dipteros hematéfagos pertencentes a familia Psychodidae e
subfamilia Phlebotominae. Considerando o processo migratorio da doenga no
Estado de Sdo Paulo e a complexidade da relacdo parasito/vetor/hospedeiros da
Leishmaniose € necessario realizar estudo sobre o0s aspectos ecolégicos e
epidemiologicos desta doenca. A expansao da Leishmaniose no interior paulista esta
associada aos processos antrépicos e ao desequilibrio ambiental. O municipio de
Bom Jesus dos Perddes passa por um crescente processo de urbanizacdo onde nao
€ conhecida a fauna de flebotomineos, bem como a pesquisa de parasitas do
género Leishmania nestes vetores. O presente projeto teve por objetivo principal, a
Identificacdo da fauna de flebotomineos (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) e
deteccdo molecular de parasitas do género Leishmania no Municipio de Bom Jesus
dos perddes, Estado de S&o Paulo. Os flebotomineos foram coletados com
armadilha do tipo CDC e armadilha de Shannon, em 12 pontos em trés diferentes
ambientes, sendo areas de mata, area Periurbana e areas urbanas. A taxonomia
alfa foi baseada na chave dicotdmica descrita por Galati (2003) e 0 nome das
espécies foram abreviado segundo Marcondes (2007). Para a pesquisa de parasitas
do género Leishmania foram utilizados marcadores baseados nos genes SSU rDNA,
citocromo e quitinase. No municipio de Bom Jesus dos Perddes foi registrada uma
riqueza de 12 espécies de flebotomineos distribuidos em duas Subtribos: Subtribo
Lutzomyiina com Migonemyia migonei, Pintomyia fischeri, Pintomyia monticola,
Pintomyia misionensis, Evandromyia edwardsi e a Subtribo Psychodopygina com
Psathyromyia lanei, Psathyromyia sp (série forattiniella), Martinsmyia alphabetica,
Psychodopygus arthuri, Psychodopygus lloydi, Psychodopygus ayrozai e Nyssomyia
whitmani. A analise molecular baseado no gene de quitinase identificou a espécie
Leishmania (L.) infantum chagasi em Pi. fischeri, Mg. migonei e Ma. alphabetica e

espécies de Leishmania sp. causadoras da doenca na forma tegumentar em



Migonemyia migonei, Pintomyia fischeri, Evandromyia edwardsi, Martinsmyia
alphabetica, Psychodopygus lloydi, Psychodopygus ayrozai e Nyssomyia whitmani.
Os resultados obtidos alertam para o aumento do risco de transmissdo das
Leishmanioses e aponta para uma maior importancia das medidas de vigilancia
entomolodgica, da fiscalizagdo do uso e ocupacdo do solo e de estudos mais
detalhados sobre as espécies desses vetores e de sua relacdo com os reservatorios

silvestres ou urbanos e a populacéo vulneravel no municipio e regiao.

Palavras-chave: Flebotomineos.  Leishmania. Leishmaniose  tegumentar.

Leishmaniose visceral. Bom Jesus dos Perddes.



ABSTRACT

COSTA, L. E. S. Phlebotomines diversity (Diptera, Psychodidae,
Phlebotominae) and molecular detection of Leishmani a species in the
municipality of Bom Jesus of Pardons, state of Sao Paulo. [Diversidade de
flebotomineos (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) e deteccdo molecular de
espécies de Leishmania no municipio de Bom Jesus dos Perddes, Estado de Sé&o
Paulo]. 2016. 59 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2016.

Sand flies are bloodsucking Diptera belonging to the Psychodidae family and
subfamily Phlebotominae. Considering the migration process of the disease in the
state of S&o Paulo and the complexity of the relation parasite / vector / Leishmaniasis
of hosts is necessary to conduct study on the ecological and epidemiological aspects
of this disease. The expansion of Leishmaniasis in the interior is associated with
anthropogenic processes and environmental imbalance. The municipality of Bom
Jesus of Pardons goes through a growing process of urbanization which is not known
to sandfly fauna as well as the search for parasites of the genus Leishmania in these
vectors. This project has as main objective the identification of the sand fly fauna
(Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) and molecular detection of Leishmania
species in the Municipality of Bom Jesus of Pardons, State of Sao Paulo. The
sandflies were collected with CDC trap type and trap Shannon on 12 points in three
different environments, and forested areas, peri-urban area and urban areas. Alpha
taxonomy was based on the dichotomous key described by Galati (2003) and the
name of the species were abbreviated according to Marcondes (2007). For the
research of the genus Leishmania parasites were used based markers in genes SSU
rDNA, cytochrome and chitinase. In the city of Bom Jesus of Pardons has recorded a
wealth of 12 species of sand flies distributed into two sub-tribes: Subtribe
Lutzomyiina with Migonemyia migonei, Pintomyia fischeri, Pintomyia monticola,
misionensis Pintomyia, Evandromyia edwardsi and Subtribe Psychodopygina with
Psathyromyia lanei, Psathyromyia sp (series forattiniella) alphabetica Martinsmyia,
Psychodopygus arthuri, Psychodopygus lloydi, Psychodopygus ayrozai and
Nyssomyia whitmani. Molecular analysis based on the chitinase gene identified

Leishmania (L.) infantum chagasi Pi. fischeri, Mg. migonei and Ma. alphabetica and



species of Leishmania. causing disease in cutaneous leishmaniasis in Migonemyia
migonei, Pintomyia fischeri, Evandromyia edwardsi, alphabetica Martinsmyia,
Psychodopygus lloydi, Psychodopygus ayrozai and Nyssomyia whitmani. The results
warn of the increased risk of transmission of Leishmaniasis and points to greater
importance of entomological surveillance measures, surveillance of land use and
occupation and more detailed studies of the species of these vectors and their
relationship to the reservoirs wild or urban and the vulnerable population in the

municipality and region.

Keywords: Sand flies. Leishmania. Leishmaniasis, mucocutaneous. Visceral

leishmaniasis. Bom Jesus of Pardons.
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1 INTRODUCAO

Os flebotomineos, assim como a generalidade dos dipteros, sdo insetos
holometabolicos, suas formas imaturas tém habitat terrestre, desenvolvendo-se em
locais ricos em matéria organica em decomposicdo, especialmente de natureza
vegetal (MEDEIROS 2003).

Os adultos sdo amarelados, muito pequenos, com cerca de 2,5 mm de
comprimento, as pernas sao longas e delgadas, possuem voo saltitante e quando
em repouso mantém as asas eretas, que sdo hialinas e densamente revestidas de
cerdas longas (AGUIAR et al., 1987). A superficie corporal € bastante permeavel,
pois apresenta um revestimento quitinoso delgado, necessitando, assim, “abrigar-se
em locais onde possa proteger-se das mudancas bruscas que ocorrem no meio
ambiente” (AGUIAR et al., 1987).

No Brasil, dependendo da regido geografica, os flebotomineos sdo conhecidos
popularmente, como tatuquira, asa dura, asa branca, mosquito palha, birigui,
cangalinha, anjinho (CARREIRA-ALVES, 2008).

Os flebotomineos distribuem-se por quase todas as regides do mundo, sendo
mais abundantes na Regido Neotropical, com maior nimero de espécies e
densidade que flutuam de acordo com a estacéo climéatica (SHERLOCK, 2003).

Shimabukuro & Galati (2011) relatam que em todo o mundo sé&o
conhecidas, aproximadamente, 900 espécies de flebotomineos, das quais, mais de
500 estao presentes na regido Neotropical.

Distintamente do que ocorre na regido noroeste do Estado de Sao Paulo, onde a
transmissdo da leishmania visceral americana (LVA) se d4 em ambiente urbano
consolidado, na regido da Grande S&o Paulo, a ocorréncia tem sido associada a
areas com presenca de matas residuais em uma transicdo entre urbano e rural, ou
mesmo rural (GALVIS OVALLOS, 2011).

Aguiar e Medeiros (2003) sugeriram categorizar as 260 espécies de
flebotomineos brasileiros em trés grupos de acordo com seu atual comportamento:
silvestres, semi-domésticos e domeésticos. Para realizar esta distribuicdo eles

observaram que algumas espécies ainda vivem exclusivamente em areas florestais
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ou até nao florestais, mas s6 encontram-se associadas a homens e animais
domeésticos acidentalmente.

Estas espécies foram classificadas como silvestres, que envolvem 147 (56%)
(SHIMABUKURO; GALATI, 2011) das espécies relatadas no Brasil. As semi-
domésticas, foram assim classificadas, pois vivem fora das habitacdes humanas e
animais, mas adentram estes ambientes para o repasto sanguineo. Por sua vez, as
espécies classificadas como domeésticas vivem associadas ao homem e aos
animais, no interior ou muito proximo de suas habitacdes. (SHIMABUKURO;
GALATI, 2011)
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia Epidemiolégica

Mais de 33 espécies de flebotomineos estéo relacionadas com a transmissao de
agentes de doencas a humanos (CACERES, 1993). Mas apesar de ja esclarecido,
permanece pouco divulgado que eles também estdo envolvidos no ciclo de outras
enfermidades como a reacao de urticaria local denominada Harara, e a competéncia
para transmitir tripanossomatideos para répteis e anfibios.

Pintomyia verrucarum € uma espécie peridomiciliar de flebotomineo, cuja
presenca esta relacionada com as areas de ocorréncia da doenca de Carrion.
Também conhecida como febre de Oroya, bartonelose ou verruga peruana, esta
doenca € causada pela bactéria Bartonella baciliformis e cursa com casos de severa
hemdlise, que pode gerar severa infeccio secundaria e levar a morte (CACERES,
1993).

Como citado, os flebotomineos também s&o vetores de tripanossomatideos. Na
ilha de Malta, trés exemplares de Sergentomyia minuta se infectaram intensivamente
com Trypanosoma platydactylis apos se alimentarem em um lagarto da espécie
Tarentola mauritanica. Na india, Trypanosoma phlebotomi foi encontrado sendo
transmitido por Sergentomyia babu shorttii; e na China Sergentomyia squamirostris €
a espécie vetor de Trypanossoma bocagei, que é um parasito do anfibio Bufo bufo
gargarisans (ADLER; THEODOR, 1957).

Em geral, entre as doencas transmitidas por flebotomineos, a leishmaniose
assume um destaque impar. Antes de conhecer o vetor da leishmaniose, os
pesquisadores procuraram nos insetos, a habilidade deles cumprirem com duas
exigéncias: a primeira € que o vetor deveria estar presente na area de prevaléncia
das doencas, e a segunda é que o vetor proposto deveria possuir um trato alimentar
estéril (ADLER; THEODOR, 1957). Mais tarde, novas caracteristicas ajudaram a
sedimentar este inquérito, pois identificaram capacidade parasitaria de resistir as
atividades das enzimas digestivas do inseto, capacidade parasitaria de escapar do

bolo alimentar e aderir ao epitélio intestinal durante a excre¢cdo do mesmo, completar
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seu ciclo de vida e serem inoculados em um hospedeiro vertebrado (PIMENTA et al.,
2003).

As formas clinicas de leishmaniose humana conhecidas no mundo sé&o: visceral,
muco-cutaneo, cutaneo-difusa e cutanea (DESJEUX, 2004). No entanto, apenas
duas denominagdes s&o utilizadas no Brasil: Leishmaniose Visceral Americana
(LVA) e Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), onde esta Ultima engloba as
diferentes formas clinicas causadas pelas Leishmanias dermotropicas (ALVES,
2005).

A forma de expressdo clinica de leishmaniose no animal vertebrado vai depender
do tipo de Leishmania infectante, de fatores genéticos do hospedeiro, e da espécie
vetora, pois os flebotomineos possuem distribuicdo, habitos alimentares e outros
aspectos individuais (REYES-URIBE et al., 2012).

A leishmaniose visceral na América, segundo Shaw (2007) e Marcili et al. (2014)
€ causada pela Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, possui a Lutzomyia
longipalpis como o principal vetor, podendo ser encontrado desde o México a
Argentina. Ao norte da Coldmbia e Venezuela, Pintomyia evansi € guem atua como
o principal vetor em éareas onde a Lutzomyia longipalpis ndo esta presente ou
apresenta baixa densidade.

Camargo-Neves (2006), relata que, no Brasil, as principais espécies envolvidas
na transmissdo da Leishmaniose Tegumentar Americana s&o: Bichromomyia
flaviscutellata, Nyssomyia whitmani, Nyssomyia umbratilis, Nyssomyia intermedia,
Psychodopygus wellcomei e Migonemyia migonei. Cabe ressaltar que o papel
vetorial de cada uma dessas espécies dependera da espécie de Leishmania
presente no intestino. Embora ainda ndo tenha sido comprovado o papel da
Nyssomyia neivai e Pintomyia fisheri como vetores da LTA, estas espécies tém sido
encontradas com frequéncia em ambientes domiciliares em areas de transmissao da
doenca.

Shimabukuro e Galati (2011) registraram no estado de Sao Paulo 22 géneros de
flebotomineos, que se traduzem em 75 espécies de flebotomineos identificados,
incluindo trés espécies vetoras da leishmaniose tegumentar (Nyssomyia intermedia,
Nyssomyia neivai e Nyssomyia whitmani) e uma espécie vetora da leishmaniose
visceral americana (Lutzomyia longipalpis).

Além disso, ha evidéncias de que a LVA ja se expandiu ao longo das rotas da

atividade humana em direcdo a oeste e centro-oeste do Estado de S&o Paulo,
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afetando, principalmente, mas ndo exclusivamente, as cidades perto da rodovia
Marechal Rondon. Consequentemente, casos autéctones de LVA humana foram
registrados em cidades ao longo dessas vias, como nas seguintes cidades:
Aracatuba (1999), Penapolis (2001), Bauru (2003), Agudos (2006) e Lencois Paulista
(2007) (CUTOLO et al., 2013).

Em Campinas, no final do ano de 2009, foi confirmado o primeiro caso de LVA
canino autoctone em area de protecdo ambiental na regido leste da cidade (VON
ZUBEN, 2014).

Segundo Casanova et al.,, 2015, com base em estudos genéticos e
comportamentais € aceito que o L. longipalpis € uma espécie complexa, mas néo
esta claro quantos membros existem e como eles estdo relacionados. Tambéem
aponta a existéncia de dois padrdes epidemiologicos distintos de LVA no Estado de
Sdo Paulo e a existéncia de duas populacdes L. longipalpis com diferente

capacidade vetorial.

2.2 O Parasito do Género Leishmania

Os agentes etiolégicos das leishmanioses sdo o0s protozoarios
tripanosomatideos do género Leishmania que pertencem ao filo Sarcomastigophora,
ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (ROSS, 1903; CHANCE,1985).

S&o organismos unicelulares com uma organela especializada denominada
cinetoplasto e requerem a participacdo de mais de um hospedeiro para completar o
ciclo bioldgico (FOCACCIA, 2010).

Estes protozoéarios apresentam duas formas morfolégicas distintas durante
seu ciclo: amastigota e promastigota (Figuras 1 e 2). As leishmanias sé&o
encontradas no tubo digestivo dos flebotomineos (fémeas) em sua forma
promastigota (flagelada) e sdo parasitas intracelulares obrigatérios das células do
Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM) dos vertebrados na sua forma amastigota
(forma oval ou esférica, sem flagelo aparente).

Nos hospedeiros vertebrados destes protozoarios, pertencentes a varias

ordens e espécies, 0s parasitos assumem a forma amastigota, arredondada e
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imovel, que se multiplica obrigatoriamente dentro de células do SFM e na medida
em que as formas amastigotas vao se multiplicando, os macréfagos se rompem,
liberando parasitos que séo fagocitados por outros macréfagos (ALVAR et al.,
2012).

Ao realizarem o repasto sanguineo a partir de individuos portadores de
alguma espécie de leishméania, os flebotomineos ingerem células do sangue

contendo parasitos.

Figura 1 — Amastigota (medem cerca de 2 a 6 ym de didmetro)

L]

a' 2 o

Fonte: http://www4.ensp.fiocruz.br/Leishmaniose/lt/definicoes/

Figura 2 — Promastigota (medem cerca de 15 a 30 ym de comprimento por 2 a 3 um de didmetro)

Fonte: http://www4.ensp.fiocruz.br/Leishmaniose/lt/definicoes/

Atualmente sdo conhecidas cerca de trinta espécies de Leishmania que
infectam mamiferos, agrupadas e classificadas em dois subgéneros: o subgénero L.
(Leishmania) e L. (Viannia) (LAINSON, 1985; WHO, 2010).
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De acordo com esta classificacdo, as espécies pertencentes ao subgénero
Leishmania desenvolvem-se de forma exclusiva na por¢cdo média e anterior do
intestino (secdo Suprapilaria), enquanto as espécies do subgénero Viannia
desenvolvem-se nas partes anterior e média, assim como no intestino posterior na
regido do piloro (secao Peripilaria) dos flebotomineos (LAINSON, 1979).

Os parasitos de répteis foram agrupados em um novo género:
Sauroleishmania (RANQUE et al., 1973; KILLICK-KENDRICK et al., 1986).

2.3 Ciclo de Vida das Leishmanias

As fémeas de flebotomineos ingerem o0s macréfagos com as formas
amastigotas através do sangue ou linfa intersticial durante o repasto sanguineo em
animais vertebrados hospedeiros de Leishmanias infectados (DIAS, 2015). No tubo
digestivo destes insetos, os macréfagos séo lisados e as amastigotas liberadas e
dividem-se ao menos uma vez antes de transformarem-se em promastigotas (DIAS,
2015).

As formas reprodutivas nao infectantes prendem-se a parede do tubo
digestivo apds atravessarem a matriz peritréfica, onde sofrem o ataque das enzimas
digestivas. E entdo desencadeada uma metaciclogénese, processo no qual estas
formas deixam de se reproduzir e tornam-se infectantes, ocorrendo a transformacéo
nas formas promastigotas metaciclicas (formas infectivas). Durante a
metaciclogénese, as promastigotas sofrem modificacbes bioquimicas em sua
superficie e perdem sua capacidade de adesédo ao epitélio do intestino médio dos
flebotomineos. Estas formas promastigotas metaciclicas, entdo, migram para a
faringe e cavidade bucal e sédo encontradas livres ou aderidas na porgcéao anterior do
aparelho bucal (proventriculo e faringe) do inseto e sdo transmitidas ao hospedeiro
vertebrado durante o proximo repasto sanguineo (DIAS, 2015).

As formas promastigotas metaciclicas se concentram na regido da valvula
estomodeal (cardia) promovendo sua destruicdo, que acontece devido a degradacéo
de uma camada de quitina que reveste esta porcdo do intestino do inseto através da
liberacdo de quitinase, produzida pelo proprio parasito (SCHLEIN; JACOBSON;
MESSER, 1992).
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A destruicdo da valvula faz com que o flebotomineo regurgite no local da
picada, ao realizar o repasto sanguineo no animal vertebrado, o conteddo intestinal
da porcédo anterior do tubo digestivo (cardia e probdscide) com as promastigotas
metaciclicas, podendo infectar o hospedeiro vertebrado. Estas formas flageladas sao
fagocitadas inicialmente por neutréfilos e eosindfilos e depois por macréfagos e
células dendriticas (POLI et al., 2002; BANETH et al., 2008).

Dentro dos vacuolos dos macrofagos, as formas promastigotas diferenciam-
se em amastigotas e multiplicam-se por divisdo binaria. O ndcleo do macrofago
chega a deslocar-se do centro para dar lugar ao vacuolo com as formas
amastigotas, esgotando-se sua resisténcia e levando ao seu rompimento; as
amastigotas liberadas devido ao rompimento dos macrofagos sdo fagocitadas por
outros macréfagos (PENNA, 1934).

O ciclo continua quando flebotomineos realizam repasto sanguineo em animais
vertebrados portadores de Leishmanias e sao infectados, transmitindo-as a novos

hospedeiros vertebrados (Figura 3).

Figura 3 — Ciclo de vida da Leishmania spp.
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2.4 Leishmaniose Visceral Americana (LVA)

A leishmaniose visceral americana € a mais grave das leishmanioses,
podendo ser fatal se nao tratada. Pode haver pacientes assintomaticos,
oligossintomaticos (manifestagdes clinicas discretas) que evoluem para cura
espontanea, e oligossintomaticos que evoluem para a forma classica da doenca.
Sua manifestacéo clinica esta associada a desnutricdo nos pacientes desnutridos, a
forma classica da doenca da LVA é frequente (BRASIL, 2013).

O periodo de incubagédo é bastante varidvel; em humanos o periodo é de 10
dias a 24 meses, com média entre 2 a 6 meses e em cées é de 3 meses a varios
anos, com média de 2 a 7 meses (BRASIL, 2014).

Nos casos clinicos, os principais sintomas apresentados sdao: febre
prolongada e intermitente, emagrecimento, hepatoesplenomegalia, anemia severa,
leucopenia, hipergamaglobulinemia, tosse, dor abdominal, diarreia, perda de peso
devido a perda de apetite e caquexia. Também pode ocorrer um complexo de
manifestacdes imunomediadas, como uveite e nefrite (DIAS, 2015).

No Novo Mundo, a Leishmania (L.) infantum chagasi é o agente etiologico da
LVA. Sdo duas as espécies de flebotomineos vetores conhecidos da LVA no Brasil:
Lutzomyia cruzi e Lutzomyia longipalpis, sendo esta Ultima mais amplamente
dispersa pelo pais (DIAS, 2015).

Segundo Casanova et al.,, 2015, com base em estudos genéticos e
comportamentais € aceito que o L. longipalpis € uma espécie complexa, mas néo
esta claro quantos membros existem e como eles estdo relacionados. Também
aponta a existéncia de dois padrdes epidemiologicos distintos de LVA no Estado de
Sdo Paulo e a existéncia de duas populacdes L. longipalpis com diferente
capacidade vetorial.

Entretanto, em algumas areas endémicas de LVA ndo sao encontradas
nenhuma destas duas espécies. Os principais hospedeiros silvestres da L. (L.)
infantum chagasi conhecidos sdo as raposas e 0s marsupiais, sendo 0s cées
considerados importantes hospedeiros domésticos (MAURICIO et al., 1999; KUHLS
et al., 201; MARCILI et al., 2014).
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2.5 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

Segundo Goto & Lauletta Lindoso (2015) as leishmanioses tegumentares
podem apresentar varias formas clinicas que dependem da espécie da Leishmania
gue esta envolvida, bem como a resposta do hospedeiro. A lesao inicial € no local da
picada do vetor sob a forma de uma macula, a qual a partir de 2 semanas a 3 meses
em diante podendo se apresentar como uma pequena papula eritematosa e / ou
nodulo, podendo evoluir para um granuloma. Esta lesdo pode resolver
espontaneamente ou pode evoluir para uma Ulcera caracteristica e algumas lesdes
podem, em seguida, evoluir para formas cronicas.

Com base nas suas diferentes manifestacbes clinicas a leishmaniose
tegumentar € classificada como leishmaniose cutanea localizada (LCL),
leishmaniose cutdnea difusa (DCL), leishmaniose disseminada, leishmaniose
recidiva (LR) e leishmaniose mucosa. A LCL é a forma mais prevalente e é causada
por todas as espécies de Leishmania dermotrépicas. O tipo de lesdo mais comum é
caracterizado por uma Ulcera e pode variar desde 1 a 10 lesdes que estédo
localizadas numa area exposta do corpo. Normalmente, a Ulcera é indolor, rosa, e
redonda, com bordas bem delimitadas, um endurecimento da base, e um fundo
limpo, onde as vezes pode aparecer uma crosta central que pode sangrar.

A resolucdo espontanea pode ocorrer, deixando uma cicatriz hipopigmentada,
lisa e fina, no entanto, alguns casos podem evoluir para outras formas da doenca
(GOTO, et al., 2015).

Os principais agentes etiolégicos da LTA nas Ameéricas sdo as espécies:
Leishmania (L.) braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (L.) guyanensis, L. (L.) lainsoni e
L. (L.) panamensis (PIRMEZ et al., 1993; DA-CRUZ et al., 1994; CARVALHO et al.,
1995; COUTINHO et al., 1996).
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3 JUSTIFICATIVA

O estudo da distribuicdo e ecologia das espécies de flebotomineos € essencial
para a vigilancia epidemiolédgica e para estimar o risco de transmissao de diferentes
espécies de Leishmania e Trypanosoma, observando as caracteristicas ambientais
propicias para a sua proliferacdo. O municipio de Bom Jesus dos Perddes apresenta
63% de Mata Atlantica, a maioria dentro do Parque Estadual da Serra do Itapetinga,
localizado entre a Serra da Cantareira e a Serra da Mantiqueira, e esta localizado a
70 km municipio de Campinas, onde ja ocorrem casos autéctones caninos.

O municipio de Bom Jesus dos Perddes é area endémica para Leishmaniose
Tegumentar e € classificado pela Secretaria Estadual de Saude e SUCEN, como
municipio silencioso ndo receptivo vulneravel para a Leishmaniose Visceral, ou seja,
nao apresenta casos autdctones humanos ou caninos da doenga, sem a presenca
conhecida do vetor e selecionada pelos valores de distancia estimados para
caracterizar a vulnerabilidade. Porém, o municipio apresenta um crescente processo
de urbanizacao, o transito de pessoas e cdes, um grande desequilibrio ambiental, a
ocupacgdo de areas silvestres pelo homem e uma maior exposicdo de pessoas aos
vetores.

Considerando a complexidade da relacdo parasito/vetor/hospedeiros da
Leishmaniose é necessario realizar estudo sobre a fauna Flebotominica e seus
aspectos ecoldgicos no municipio de Bom Jesus dos Perddes, para implementacao
de medidas de Vigilancia Epidemiol6gicas, como a vigilancia entomolégica.
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4 OBJETIVOS

O presente projeto tem por objetivo principal, a identificacdo da fauna de
Flebotomineos (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) e deteccdo molecular de
parasitas do género Leishmania nestes vetores capturados no municipio de Bom

Jesus dos perddes, estado de S&o Paulo.

4.1 Os objetivos especificos

Estudar a fauna de flebotomineos em areas de Mata, Periurbana e Urbana no
municipio de Bom Jesus dos Perddes no estado de S&o Paulo;

Deteccdo molecular de parasitas do género Leishmania nos flebotomineos coletados
em areas de Mata, Periurbana e Urbanas no municipio de Bom Jesus dos Perddes
no estado de Sao Paulo;

. Analisar a preferéncia alimentar das espécies de flebotomineos capturadas através

de estudos moleculares baseados no gene de citocromo B.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Area de estudo

O municipio de Bom Jesus dos Perddes faz fronteira com o municipio de
Atibaia, de Nazaré Paulista e de Piracaia onde se encontram as represas do
Sistema Cantareira que abastece a regido e a grande parte da metropole de Sédo
Paulo (PLANO MUNICIPAL DE DESENVOLVIMENTO RURAL DE BOM JESUS
DOS PERDOES, 2010 - 2013).

Possui caracteristicas climaticas tipo Cwb (tropical de altitude) - os totais de
chuva, nessa mesorregido variam de 1.300 a 1.700 mm anuais, no sentido leste-
oeste. As temperaturas meédias variam em funcao, principalmente, da altitude e da
latitude do lugar. As menores temperaturas médias mensais ocorrem entre Maio e
Setembro, com minima em Julho (minima de 15,9°C), caracterizando uma atmosfera
estavel e com temperaturas abaixo da média anual.

J& nos outros meses, ocorrem temperaturas médias mensais acima da média
anual. Sendo as maiores situadas entre Janeiro a Margo (com maxima de 22,3 °C
em fevereiro), 0 que caracteriza uma atmosfera instavel, favorecendo a circulacéo
de ar (PLANO MUNICIPAL DE DESENVOLVIMENTO RURAL DE BOM JESUS DOS
PERDOES, 2010 - 2013).

Apresenta uma temperatura média de 19,1°C. As serras existentes no
municipio fazem parte dos primeiros contrafortes da Serra da Mantiqueira, e
localizam-se, preferencialmente, nas porcoes leste-sul, recebendo denominacéo de
Serra do ltapetinga, onde o afloramento de rochas é bastante comum (PLANO
MUNICIPAL DE DESENVOLVIMENTO RURAL DE BOM JESUS DOS PERDOES,
2010 - 2013).

O municipio de Bom Jesus dos Perddes é cortado pela Rodovia Dom Pedro |,
rodovia que liga a regido de Campinas ao Vale do Paraiba, ficando, portanto na rota
da expansao da Leishmaniose e classificado pela Secretaria Estadual de Saude e
pela SUCEN (Superintendéncia de Controle de Endemias), como municipio

silencioso néo receptivo vulneravel. Portanto, o municipio de Bom Jesus dos
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Perddes sem a confirmacdo de casos autdctones de leishmaniose visceral em
humanos e caninos, sem a presencga conhecida do vetor e selecionada pelos valores
de distancia estimados para caracterizar a vulnerabilidade.

Bom Jesus dos Perddes apresenta grande parte de sua area com presenca
de Mata Atlantica, a maior parte dentro do Parque Estadual da Serra do Itapetinga,
localizado entre a Serra da Cantareira e a Serra da Mantiqueira.

Figura 4 - Mapa da area do Municipio de Bom Jesus dos Perddes

Fonte: https://pt.wikipedia.org/

Com relacdo a diversidade bioldgica e presenca de espécies ameacadas, 0s
dados disponibilizados por Pellin (2010) para a referida area relacionam a existéncia
de 147 espécies de flora nativa, das quais sete sofrem algum tipo de ameaca
estadual (Sdo Paulo), nacional (IBAMA) ou mundial (IUCN); 88 espécies de
avifauna, das quais 30 sdo endémicas da Mata Atlantica, 10 sao consideradas raras
ou incomuns e uma sofre ameaca de extincdo e 33 espécies de mamiferos
(considerando o Parque e seu entorno) das quais trés sdo endémicas, o bugio
(Alouatta clamitans), o saua (Callicebus nigrifons) e o sagui-da-serra-escuro
(Callithrix aurita) e 29 se encontram em alguma categoria de ameaca ou Sao

consideradas como dados deficientes, seja pelo estado, pais ou a nivel mundial.
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5.2 Coleta dos flebotomineos

As coletas foram efetuadas de Fevereiro a Junho de 2014, empregando duas
técnicas de capturas: armadilhas automaticas luminosas tipo CDC e armadilhas
Shannon. As armadilhas luminosas tipo CDC foram construidas seguindo o modelo
de Natal et al., (1991), com uma bateria de 6 voltz como fonte de energia e
armadilha do tipo Shannon modificada na cor branca (GALATI et al., 2001).

Foram utilizadas duas armadilhas luminosas por coleta, instaladas na borda
da mata a 1,5 m do solo e no peridomicilio das casas, preferencialmente, proximas
de canis, galinheiros, pocilgas ou currais, nas areas 9, 11 e 12 foi utilizada somente
uma CDC por coleta. As capturas com essas armadilhas luminosas deram inicio as
18:00h e se estenderam por um periodo de 12 horas, até as 06:00h do dia seguinte.

A armadilha do tipo Shannon era instalada aproximadamente a 20 m dentro
da mata a 1,5 m do solo e as capturas deram inicio as 18:00h se estendendo por um
periodo de 04 horas, até as 22:00h, foram realizadas 9 coletas utilizando esse tipo
de armadilha, pois nédo foi possivel utiliza-las no ecétopo urbano, areas 9, 11 e 12.

O esfor¢o de captura foi de 216 horas trabalhadas nos ecétopos de mata e
periurbano (areas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 10), utilizando a armadilha tipo CDC, sendo
24 horas em cada area. No eco6topo urbano (areas 9, 11 e 12) o esforco foi de 36
horas trabalhadas, sendo 12 horas por area. Para a armadilha tipo Shannon utilizada
nos ecotopos de mata e periurbano (areas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 10), o esfor¢o de
captura foi de 36 horas trabalhadas, sendo 4 horas por area.

Os flebotomineos coletados foram transferidos para uma gaiola entomoldgica.

As capturas ocorreram em 03 ec6topos: Area de Mata, Area periurbana e
Area Urbana.
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Figura 5 — Mapa da area do Municipio de Bom Jesus dos Perddes, com a localizagao dos
pontos de coletas

.
. ‘Batatuba

Fonte: earth.google.com.br

As areas de Mata se localizavam principalmente dentro do Parque Estadual
do Itapetinga, com a caracteristica de mata fechada e pouca presenca do homem,
as areas Periurbanas se caracterizavam em bols6es de matas e capoeiras, com a
presenca de pequenas comunidades e animais domésticos, como caes, gatos,
galinhas, vacas, cavalos, porcos e ovelhas. Ja as areas urbanas se caracterizavam
pela pequena presenca de vegetacéo e pela intensa presenca humana e de animais
domeésticos, principalmente cées, gatos e aves, como galinhas.

Essa pesquisa foi submetida ao CEUA - Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade de S&o

Paulo.

5.3 ldentificagdo dos flebotomineos

Os flebotomineos coletados foram transportados para o Laboratério da Unidade
de Vigilancia de Zoonoses (UVZ) da Secretaria de Saude de Bom Jesus dos

Perdbes e alguns exemplares coletados, também foram levados para o Laboratorio
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de Entomologia de Saude Publica/Phlebotominae da Faculdade de Saude Publica,
Universidade de S&o Paulo.

Todos os flebotomineos coletados foram clarificados segundo Forattini (1973) e
identificados em nivel de espécie seguindo Galati (2003, 2011).

Foram analisados sob microscopia Optica os caracteres: cabeca e seus
apéndices, cervix, térax, abdémen e genitalia dos machos e somente cabeca e seus
apéndices e genitalias (localizada na porcao final do abdéomen) nas fémeas, pois o
restante do espécime foi preservado em etanol 100% (Merck) para a extracdo de
DNA.

Apés a identificacdo, alguns exemplares de cada espécies amostrada sera
depositados na Colecdo Bioldgica do Instituto Butantd e os demais exemplares

preservados em etanol 100% (Merck) para a extracdo de DNA.

5.4 Pesquisa de parasitas do género Leishmania

Os exemplares mantidos em etanol foram submetidos a extracdo de DNA de
acordo com o protocolo estabelecido pelo Kit Wizard SV Clean up ® (Promega,
Wisconsin, USA). As amostras foram separadas em pools de até 12 individuos de
cada espécie, por area de coleta e tipo de armadilha

Para a deteccdo e identificacdo das espécies de Leishmania foi utilizado o
gene da quitinase (SUZUKI et al., 2015). Este gene possui funcdo essencial no
género Leishmania, sendo conservado no grupo, e ausente em outros grupos de
tripanossomatideos. Além disso, estudos iniciais demonstraram alta sensibilidade e
especificidade do gene que codifica a quitinase de Leishmania infantum chagasi em
ensaios de deteccdo molecular por PCR a partir de diferentes amostras clinicas de
humanos e cées. A literatura indica que as quitinases de Leishmania, assim como as
de outros protozoarios patogénicos, podem facilitar a infeccdo parasitaria como a
sobrevivéncia dos protozoarios dentro de seus hospedeiros invertebrados
(SCHLEIN; JACOBSON; SHLOMAI, 1991). Além disso, foi sugerido que as

quitinases também participariam da transmissdo desses organismos aos Sseus
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hospedeiros mamiferos (JOSHI et al., 2005; ROGERS et al., 2008). Assim, para a
deteccdo molecular de parasitas do género Leishmania nos flebotomineos
capturados na area de estudo foi utilizado o gene da quitinase como alvo (SUZUKI
et al., 2015).

Os pools positivos na analise molecular para Leismania spp através o gene
de quitinase foram submetidos ao PCR para os alvos SSU rDNA e Citocromo b
(MAIA DA SILVA et al., 2004, 2007; HAMILTON et al.,, 2004, 2007, 2009;
RODRIGUES et al., 2006; MARCILI et al., 2009a, b, c).

A taxa de infec¢do natural foi expressa como taxa minima de infeccdo (TMI),
calculada dividindo-se o numero de grupos positivos pelo nimero total de espécimes
testados x 100 (PAIVA et al, 2007).

5.5 Purificacdo e sequenciamento

Fragmentos de DNA amplificados por PCR (produtos amplificados em trés
reacoes independentes) foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2% e
corados com Gel-Red (Biotium). Os fragmentos foram cortados dos géis e os DNAs
purificados através do kit EXOSAP (Afemetrix). Os produtos purificados foram
sequenciados ou submetidos diretamente a reacdo de sequenciamento. Os
fragmentos purificados foram submetidos a reagdes de sequenciamento utilizando o
kit Big Dye Terminator (Perkin Elmer), de acordo com especificagdes do fabricante,

em sequenciador automatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Perkin Elmer).

5.6 Andlise da preferéncia alimentar dos flebotomineos capturados

Os lotes para as diferentes espécies de Leishmania spp foram submetidos a
PCR para analisar a preferéncia alimentar das espécies de flebotomineos
capturados através da amplificacdo e sequenciamento do gene de citocromo B de

vertebrados.
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6 RESULTADOS

No municipio de Bom Jesus dos Perdbes foram capturados 878

flebotomineos, pertencentes a 12 espécies e distribuidas em duas subtribos.

Subtribo Lutzomyiina
Migonemyia migonei (FRANCA, 1920);
Pintomyia fischeri (PINTO, 1926);
Pintomyia monticola (COSTA LIMA, 1932);
Pintomyia misionensis (CASTRO, 1959);
Evandromyia edwardsi (MANGABEIRA, 1941).
Subtribo Psychodopygina
Psathyromyia lanei (BARRETO; COUTINHO, 1940);
Psathyromyia sp (série forattiniella) (VARGAS, 1978);
Martinsmyia alphabetica (FONSECA, 1936);
Psychodopygus arthuri (FONSECA, 1936);
Psychodopygus lloydi (ANTUNES, 1937);
Psychodopygus ayrozai (BARRETO; COUTINHO, 1940);
Nyssomyia whitmani (ANTUNES; COUTINHO, 1939).

Na borda de mata em cada uma das areas de coleta foram capturados 98
espécimes com armadilhas luminosas tipo CDC e houve o predominio da Pi. fischeri
(45,92%) seguido por Ps. lloydi (29,59%), Ny. whitmani (10,20%) e Mi. migonei
(5,10%), principalmente nos ecétopos de Mata seguido pelo ecétopo periurbano
(Tabela 1).
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Tabela 1 -NUmero de espécimes capturados na borda da mata com armadilha luminosa tipo

CDC, por espécie e sexo, em cada area de coleta no municipio de Bom Jesus dos Perddes, no

periodo de fevereiro/junho do ano de 2014

Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Area 5

Area 6

Area 7

Area 8

Area 9

Area 10

Area 11

Area 12

Total

Sexo M E M E M E M [= M E

Pi. fischeri - 9 1 2 - 3 4 1 1
Mi. migonei - - &
Ny. whitmani - - 1
Ev. edwardsi
Ps. arthuri 2 1
Ps. lloydi 2 - 1 1 8 & S 2 - 1
Ps. ayrozai - 1

Ma. alphabetica
Pa. lanei

Total 4 11 6 3 8 7 7 3 1 1

M

2

10

F

M

F

2

M

F

M

F

M

F

22

27

M

F

M

F

M

15

36

F

39

62

Fonte: (COSTA, L. E. S., 2015).

O numero de espécimes capturados com a armadilha tipo Shannon foi muito

superior quando comparado a armadilha luminoso tipo CDC, com predominio da

espécie Pi. fischeri (67,54%) seguido pelas espécies Mg.migonei (10,38%), Ny.

whitmani (9,46%) e Ps. lloydi (8,02%), apenas a espécie Pa. lanei ndo foi capturada

com esse tipo de armadilha (Tabela 2).
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Tabela 2 - Niamero de espécimes capturados com armadilha de Shannon, por espécie e sexo, em
cada area de coleta no municipio de Bom Jesus dos Perddes, no periodo de

fevereiro/junho do ano de 2014

Areal Area2 Area3 Aread4 Area5 Area6

Area 7

Area8 Area9

Area 10 Areall Area12

M F M F M F M F M F M F M F M F M F M F M F
Pi. fischeri 4 20 9 12 - 33 3 5 1 - 46 43 17 33 57 231 137 377
Pi. misionensis - - - 1 - - - 1 2
Pi. monticola - - - - - 1 1 2
Mg. migonei = = = 2 = 1 1 4 = = 4 7 22 30 5 G 32 47
Ny. whitmani - - - - - 1 - - - - 28 21 1 21 50 22
Ev. edwardsi - - - - - 1 - - - - 1 2 2 1 6
Ps. arthuri 1 1 - - - 1 11 1 13
Ps.llloydi 1 6 - - - 5 - - - - - 1 5| 23 4 16 10 51
Ps. ayrozai 2 3 2 3
Ma. alphabetica - - - - - 2 1 1 4
Pa.sp (série f oratiniela ) - - - = = = = = - - -1 1
Total 6 27 9 15 - 45 4 10 1 - 79 76 45 88 89 267 233 528

Fonte: (COSTA, L. E. S., 2015).

Nas armadilhas luminosas tipo CDC instaladas no peridomicilio de cada &rea

de coleta foram capturados 19 espécimes, principalmente no ecotopo periurbano,

predominando a espécie Pi. fischeri (47,37%), Ny. whitmani (26,32%), Ev. edwardsi

(10,53%) seguido pelas espécies Ps. ayrozai (5,26%) e Pi. misionensis (5,26%)

(Tabela 3).
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Tabela 3- Nuumero de espécimes capturados no Peridomicilio com armadilha luminosa tipo CDC,
por espécie e sexo, em cada area de coleta no municipio de Bom Jesus dos Perddes, no
periodo de fevereiro/junho do ano de 2014
Area Area Area Area Area Area Area Area Area Area Area Area Total
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sexo M F M F M FMFMFMFMFMFMFMFMEFEFMTEF M F

Pi. Fischeri - - - -1 -2 - - - 4 1 - - - - - - -1 - - - - 7 2
Pi. Misionensis T A I - 1
Mi. Migonei T A T T T S ST T S |
Ny. Whitmani - - - - - - - - - -3 2 - - - - - e e e e e 32
Ev. Edwardsi T T - T T T T T T 4
Ps. Ayrozai T S -1
Total - - - -1 - 31 - - 75 - -4 4 4 4 4 4 2 - - - - 11 8

Fonte: (COSTA, L. E. S., 2015).

O numero de espécimes capturados com os dois tipos de armadilhas por
espécie e sexo é apresentado nas Graficos 1 e 2. A riqueza de espécies (numero de
espécies) variou de 1 a 8 com maior riqueza nas areas 10 e 03, ambas com 8

espécies diferentes e capturadas com armadilha tipo Shannon (Tabela 2).

Grafico 1 - NUmero de espécimes capturados, por espécie e sexo, no municipio de Bom Jesus dos
Perddes, no periodo de fevereiro/junho do ano de 2014
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Fonte: (COSTA, L. E. S., 2015).
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Gréfico 2 — Numero de espécimes capturados, por espécie e sexo, no municipio de Bom Jesus dos
Perddes, no periodo de fevereiro/junho do ano de 2014, excluindo a espécie Pi. fischeri
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Fonte: (COSTA, L. E. S., 2015).

As espécies de flebotomineos com seus respectivos nimero de espécimes
por sexo capturados nas 12 areas de coleta no municipio de Bom Jesus dos
Perddes, no periodo de Fevereiro / Junho de 2014 séo apresentadas nos Graficos 1,
apresentando um predominio muito superior da espécie Pi. fischeri (64,69%)
seguido pelas espécies Ps. lloydi (10,25%), Ny. whitmani (9,91%) e Mg. migonei
(9,68%). No ecoétopo urbano do municipio de Bom Jesus dos Perddes, no periodo de
Fevereiro / Junho de 2014 nédo foi capturada nenhuma espécie de flebotomineo.
Também néo foi encontrada a espécie Lutzomyia longipalpis em nenhum ecotopo do
municipio.

Foram obtidos 96 pools com as fémeas dos flebotomineos capturados no
municipio de Bom Jesus dos Perddes. Os pools foram feitos respeitando as
espécies capturadas, ponto de coleta e tipo de armadilha. Um total de 21 pools de
sete espécies diferentes e originarios das areas 1, 2, 3, 6, 7 e 10 foram positivas
para parasitas do género Leishmania através do PCR para o gene da quitinase.

A taxa de infeccao natural foi expressa como taxa minima de infecgdo (TMI),
calculada dividindo-se o numero de grupos positivos pelo nimero total de espécimes
testados x 100, resultando em uma TMI de 3,5%.

Todas as amostras positivas com fragmento de tamanho correspondente a
espécie de Leishmania causadora da doenca na forma Vvisceral, de

aproximadamente 790 pb, obtidas através do PCR para o gene quitinase foram
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confirmados como Leishmania (L.) infantum chagasi através do sequenciamento do
fragmento obtido (99% AY518251). As amostras com fragmentos com tamanho
correspondente as espeéecies de Leishmania causadoras da doenga na forma
tegumentar, de aproximadamente 370 pb obtidas através do PCR para o gene
quitinase, foram sequenciados, mas ndo ha sequéncia correspondente nos bancos
de sequencias (GenBank) e as amostras de referéncia de cada espécie estdo em
processo de sequenciamento para a comparacdo com as sequencias obtidas neste
estudo.

Os lotes para as diferentes espécies de Leishmania foram submetidos a PCR
para analisar a preferéncia alimentar das espécies de flebotomineos capturados
através da amplificacdo e sequenciamento do gene de citocromo B de vertebrados.
Todos os lotes foram positivos na amplificacdo do gene, mas somente trés lotes
resultaram em sequenciamento confiavel.

Na area 6 um pool de Pi. fischeri foi positiva para Leishmania causadora da
doenca na forma tegumentar, apresentando ter se alimentado em céao (100%
JX849651) e Ny. whitmani também positiva para Leishmania causadora da doenca
na forma tegumentar, apresentando ter se alimentado em humano (100%
KF126161). Na area 7 um pool de Pi. fischeri foi positiva para L. (L.) infantum
chagasi, apresentando ter se alimentado em humano (100% KF126161).

Os fragmentos obtidos também foram clonados e sequenciados. Dos 21 pools
positivos foram realizados os ensaios de PCR para os genes SSUrDNA e citocromo

B, mas todas as amostras foram negativas.
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7 DISCUSSAO

Bom Jesus dos Perddes apresenta grande parte de seu territério dentro do
Parque Estadual da Serra do Itapetinga, localizado préximo a Serra da Cantareira e
a Serra do Itaberaba, apresentando uma importante area remanescente de Mata
Atlantica do estado.

Este estudo observou a diversidade da fauna de flebotomineos no municipio
de Bom Jesus dos Perddes coletados com armadilha luminosa tipo CDC e Barraca
de Shannon, no periodo de Fevereiro a Junho de 2014, em 12 areas localizadas em
trés ecotopos: area de Mata, area Periurbana e area Urbana e constatou uma
riqueza de 12 espécies de flebotomineos.

Capturas de flebotomineos no Parque Estadual da Cantareira realizadas pelo
Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura Municipal de S&o Paulo e Divisdo de
Programas Especiais da Superintendéncia de Controle de Endemias, constataram a
presenca de Pi. fischeri, Mg. migonei, Ps. lloydi, Ny. intermedia, Ny. whitmani, Pa.
pascalei, Ps. arthuri, Ma. alphabetica, Ps. ayrozai, Pi. monticola, Ev. edwardsi e EX.
firmatoi, totalizando 12 espécies (MOSCHIN, 2010).

Em comparacdo com a fauna de flebotomineos encontrada na Serra da
Cantareira, ndo foram encontrados nas capturas realizadas neste estudo as
espécies Ny. intermedia, Pa. pascalei, Ex. firmatoi, porém, observou outras espécies
como Pintomyia misionensis, Psathyromyia lanei e Psathiromyia sp (série)
forattiniella.

Quando observamos a abundancia relativa de cada vetor constatamos que
dentre as espécies coletadas Pi. fischeri (62,48%), Ps. lloydi (9,90%), Ny. whitmani
(9,57%), Mg. migonei (9,35%) e sdo as espécies proporcionalmente mais
abundantes.

Segundo Gomes e Galati (1977) o habitat florestal € essencial para o
desenvolvimento de flebotomineos. Porém, atualmente algumas discussfes surgem
para explicar a capacidades de algumas espécies de flebotomineos sobreviverem
em &reas impactadas e até mesmo no ambiente urbano. As mudancas
comportamentais de alguns flebotomineos podem estar ocorrendo devido as

variacdes climaticas globais e modificacdes ambientais (SHAW, 2008).
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Seguindo esta légica as Leishmanioses estariam se expandindo além do
habitat florestal devido os distarbios ambientais de diferentes naturezas,
ocasionando uma maior exposicdo do homem aos insetos vetores (SHAW, 2007,
2008).

A deteccdo de flebotomineos naturalmente infectados nas areas endémicas,
assim como a identificacdo correta da espécie de Leishmania que € de primordial
importancia para epidemiologia das Leishmanioses (SILVA et al., 1999).

Para deteccdo dos parasitas do género Leishmania nos flebotomineos, o
método mais empregado sempre foi a dissec¢cado do aparelho digestivo do diptero,
seguido do exame microscopio entre lamina e laminula. Neste caso, a positividade
das amostras deve ser confirmada com o isolamento do parasito em meio de cultura
e/ou inoculagcdo em animais de laboratdrio, uma vez que outros flagelados podem
ser encontrados no trato digestivo destes insetos (DIAS, 2015).

Um fator limitante para esta técnica é a dificuldade de processar grande
namero de espécimes capturados nas areas de elevada transmissibilidade, uma vez
que o procedimento é trabalhoso e exige muita experiéncia e pericia técnica do
profissional. A investigacao de infeccdo natural por Leishmania através do uso do
método convencional de disseccdo de flebotomineos fémeas em geral apresentam
indices que se situam abaixo de 1% para as distintas areas endémicas investigadas
tanto no Brasil como em outros paises da Ameérica do Sul (DIAS, 2015).

Com a introducdo de novas estratégias para identificacdo de infeccao natural
em flebotomineos, estes indices apresentam consideravel aumento. Métodos
moleculares baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tém sido
ultimamente utilizados em estudos para deteccao de infeccdo natural e observa-se
um aumentado da sensibilidade e especificidade da identificagdo de Leishmania
spp., porém ndo € possivel determinar do nimero, estagio e localizacdo do parasito
no vetor. Esses métodos possibilitam maior rapidez na analise de uma grande
amostragem, a técnica permite trabalhar com insetos mantidos a seco, congelados
ou conservados em etanol, sem interferir no desempenho da reacéo (DIAS, 2015).

Algumas espécies de flebotomineos néo reconhecidas como vetores de
Leishmania spp, desenvolvem naturalmente (CARVALHO et al., 2008; SAVANI et
al.,, 2009) ou experimentalmente infeccdo pelos parasitas (PAIVA et al., 2007;
ROGERS; BATES, 2007)
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O encontro de infec¢do natural em flebotomineos que séo reconhecidos no
conceito de vetores permissiveis mostra a necessidade de investigar outras
espécies que poderiam atuar na transmisséo dos agentes das Leishmanioses. Neste
sentido, sdo de particular interesse, espécies que possam atuar na cadeia de
transmissao das Leishmanioses (DIAS, 2015).

Segundo o SINAN — Sistema de Informagcdo de Agravos de Notificacdo, a
leishmaniose tegumentar americana (LTA) ocorreu no municipio de Bom Jesus dos
Perddes nos anos de 2010 a 2015 nos trés ecotopos do estudo, ou seja, em area
Urbana, area Periurbana, e em area de Mata.

Foram 04 casos de LTA no periodo, sendo 03 casos autoctones e as
espécies de flebotomineos que apresentaram maior abundéancia foram Pi. fischeri,
Ny. whitmani, Mg. migonei, Ps. lloydi e Ps. ayrozai. Foi constatada infec¢do natural
nas especies Pi. fischeri, Ny. whitmani, Mg. migonei, Ev. edwardsi, Ps. ayrozai e Ps.
lloydi, todas positivas para Leishmanias causadoras da doenca na forma
tegumentar.

A espécie Pi. fischeri foi a mais abundante da fauna flebotominica no
municipio, considerando todos os locais de captura deste estudo.

Em outros municipios paulistas, também, ja& haviam sido observadas fortes
evidéncias de que Ny. whitmani, Mg. migonei, Pi. fischeri e Ps. ayrozai pudessem
manter o ciclo silvestre da Leishmania (V) braziliensis (TOLEZANO et al., 2001b).

Outros autores também indicaram Pi. fischeri, no estado de S&o Paulo,
municipio de Botucatu, como possivel vetor de Leishmania (V) braziliensis na area
(CUTOLO et al., 2013).

Também na Serra da Cantareira, regido da Grande S&do Paulo, a espécie
apareceu como um possivel vetor, pela predominancia e antropofilia (MOSCHIN et
al., 2013).

E se baseando na alta abundéncia da espécie Pi. fischeri em area de
ocorréncia de LTA no municipio associada com os resultados positivos da infeccao
natural para espécies de Leishmania causadoras da doenga na forma tegumentar,
essa espécie poderia ser incriminada como uma da principais vetoras da LTA no
municipio de Bom Jesus dos Perddes.

A leishmaniose visceral encontra-se em expanséo no estado de Sao Paulo e

vem acometendo populacdes humanas e caninas de varios centros urbanos.
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Infeccdo na populagdo canina e felina tem sido identificadas na regiao
metropolitana da Grande Séao Paulo sem que a espécie Lutzomyia longipalpis, tenha
sido encontrada. Em Cotia e Embu a transmissao da leishmaniose visceral ocorre
em ambiente de transicdo urbano-rural, que apresentam residuos de matas nos
quais os flebotomineos antropofilicos, Pintomyia fischeri e Migonemyia migonei se
desenvolvem (GALVIS, 2011).

Segundo Galvis (2011), Lu. longipalpis apresenta a capacidade vetorial em
relacdo a Leishmania (L.) infantum chagasi 18,7 vezes a de Pi. fischeri e esta
espécie 45 vezes a de Mg. migonei. Também relata que, no foco de leishmaniose
visceral canina da regidao Embu/Cotia, a espécie Pi. fischeri poderia atuar na
transmissdo desta doenca em virtude da sua densidade elevada e infeccéo
experimental.

O municipio de Bom Jesus dos Perddes ndo apresenta casos de
Leishmaniose Visceral (humana ou canina) e a presenca do vetor Lutzomyia
longipalpis, mas foi constatada a infeccdo natural para L. (L.) infantum chagasi nas
espécies Pi. fischeri, Mg. migonei e Ma. alphabetica, nas areas 2 e 7 indicando uma
possivel circulacdo da Leishmania causadora da doenca na forma visceral, em
reservatoérios silvestres em area Periurbanas.

Os dados deste estudo indicam que no municipio de Bom Jesus dos
Perddes os casos de Leishmaniose Tegumentar ocorrem nas areas de Mata e areas
Periurbanas, principalmente devido a acdo antropica que vem ocorrendo ao longo
dos anos, mudando o meio ambiente. Também é importante ressaltar a presenca
das espécies Pi. fischeri, Ps. lloydi, Ny. whitmani e Mg. migonei nas areas de
bolsGes de matas e capoeiras com a presenca do homem, animais domeésticos e
silvestres.

Quanto a Leishmaniose Visceral, este estudo aponta que o municipio é
vulneravel principalmente por estar localizado proximo a centros urbanos como
Campinas e municipios da Grande S&o Paulo, onde ja ocorre a transmissdo da
Leishmania (L.) infantum chagasi, em ambiente de transicdo urbano-rural. Tal
constatagao mostra o aumento do risco de transmissao das Leishmanioses e aponta
para uma maior importancia das medidas de vigilancia entomoldgica, da fiscalizagédo
do uso e ocupacdo do solo. Entretanto, estudos mais detalhados objetivando o

isolamento das diferentes espécies de Leishmania nos hospedeiros vertebrados é
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essencial para a confirmagdo dos resultados encontrados no municipio de Bom
Jesus dos Perddes.

Neste estudo, foi possivel detectar a infeccao de fémeas de flebotomineos por
Leishmania sp pela primeira vez no municipio de Bom Jesus dos Perddes, ficando a
taxa minima de infec¢do natural do municipio em 3,5%, mostraram-se proximas as

detectadas por pesquisas anteriores.
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8 CONCLUSOES

- Com esse estudo observou-se uma riqueza de 12 espécies de flebotomineos
distribuidos em duas Subtribos: Subtribo Lutzomyiina com Migonemyia migonei,
Pintomyia fischeri, Pintomyia monticola, Pintomyia misionensis, Evandromyia
edwardsi e a Subtribo Psychodopygina com Psathyromyia lanei, Psathyromyia sp
(série) forattiniella, Martinsmyia alphabetica, Psychodopygus arthuri, Psychodopygus

lloydi, Psychodopygus ayrozai e Nyssomyia whitmani.

- As espécies proporcionalmente mais abundantes foram Pi. fischeri (62,48%), Ps.
lloydi (9,90%), Ny. whitmani (9,57%), Mg. migonei (9,35%).

- Nao foi capturada nenhuma espécie de flebotomineo no ecétopo urbano do

municipio de Bom Jesus dos Perddes, no periodo de Fevereiro / Junho de 2014.

- N&o identificamos a presenca da espécie Lutzomyia longipalpis no municipio.

- Os resultados sugerem a infec¢éo natural para Leishmanias causadoras da doenca

nas formas tegumentar e visceral nos flebotomineos capturados de 3,5%.

- O estudo também constatou que pools das espécies Pintomyia fischeri
apresentavam ter se alimentado em cdes e humanos e a espécie Nyssomyia
whitmani apresentou ter se alimentado em cées. Mas ndo podemos descartar

possiveis contaminac¢des durante alguma fase da pesquisa.
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