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Flebotomineos insulares e infec¢do natural de Nyssomyia neivai por Leishmania, sul do Brasil

RESUMO

As leishmanioses sdo amplamente distribuidas e t€ém grande impacto na saide publica
mundial. No Brasil, a leishmaniose tegumentar (LT) tem sido notificada em todos os estados e
a leishmaniose visceral em vinte e um. Este estudo teve como objetivo determinar a fauna e
investigar a taxa de infec¢do natural por Leishmania em flebotomineos de ilhas do rio Parana,
no estado do Parand. Os flebotomineos foram coletados com armadilhas de Falcdo nas ilhas
Mutum, Bandeira, Carioca ¢ Fina, situadas na parte média do Alto Rio Parand, noroeste do
estado do Parand. Apo6s a identificacdo, exemplares fémeas de Nyssomyia neivai foram
submetidas a técnica Multipla Reagdo em Cadeia da Polimerase (multipla-PCR) para a
deteccdo de Leishmania. Para a realizacdo desta técnica foram empregados dois pares de
iniciadores: 1) MP3H e MPIL para amplificagio do fragmento de 70-pb da regido do
minicirculo do cinetoplasto do subgénero Leishmania; e ii) SLIcac e 3LIcac, que amplificam
um fragmento de 220-pb da regido do gene /VS6 da cacofonia em insetos do género
Lutzomyia, que exercem fun¢@o de controle interno da reagdo. Foram coletados e identificados
19.818 exemplares de Ny. neivai, dos quais 16.746 fémeas ¢ 3.072 machos, além de dois
exemplares fémeas de Ny. whitmani e uma fémea de Psathyromyia shannoni. Do total de 378
(38 pools) fémeas de Ny. neivai submetidas & PCR detectou-se um exemplar (0,26%)
infectado por Leishmania (Viannia) sp., considerando-se um inseto infectado para cada pool
positivo. Desta forma, constata-se a importancia desta espécie na epidemiologia da LT, uma
vez que esta espécie tem sido frequentemente assinalada com infecg¢ao natural por protozoarios
do género Leishmania. Além disso, a densidade populacional, a distribui¢cdo geografica, a
frequéncia no peridomicilio e domicilio, a antropofilia, a adaptagdo desse inseto nos
ambientes antropicos e as condi¢des climaticas sdo fatores que favorecem a persisténcia do
ciclo enzootico de Leishmania em areas endémicas de LT. A deteccao de Ny. neivai com
infeccdo natural por Leishmania na ilha Mutum evidencia a necessidade de trabalhos de
investigacdo sobre o comportamento de flebotomineos nas ilhas do rio Parand, principalmente
aquelas com habitantes permanentes e temporarios, ¢ a necessidade da interven¢dao dos
servicos de saude publica para o uso de medidas de controle da populagdo desses insetos.

Palavras-chave: Flebotomineos, Nyssomyia neivai, Leishmaniose tegumentar, Multipla-PCR,

Leishmania.



Sandflies insular and natural infection by Leishmania in Nyssomyia neivai, southern Brazil

ABSTRACT

Leishmaniasis are widely distributed and have great impact on public health worldwide. In
Brazil, cutaneous leishmaniasis (CL) has been reported in all states and visceral leishmaniasis
in twenty-one. This study aimed to determine the fauna and investigate the rate of natural
infection by Leishmania in sandflies of islands of the Parana River, in the state of Parana.
Sandflies were collected with Falcdo traps in islands Mutum, Bandeira, Carioca and Fina,
situated in the middle part of the Upper Parana River, northwest of the state of Parana. After
identification, the female specimens of Nyssomyia neivai were subjected to Multiplex
Polymerase Chain Reaction technique (Multiplex-PCR) for detection of Leishmania. To
perform this technique were employed two pairs of primers: i) MP3H and MPIL for
amplification of fragment 70-bp region of the minicircle kinetoplast of Leishmania subgenus
and ii) SLlcac and 3LIcac, which amplify a fragment of 220-bp region the cacophony gene
IVS6 in insects of the genus Lutzomyia, exercising internal control function of reaction. Were
collected and identified specimens of Ny. neivai 19,818 of which 16,746 females and 3,072
males, and two female specimens of Ny. Whitmani and one Psathyromyia shannoni female. Of
the total of 378 (38 pools) females of Ny. neivai subjected to Multiplex-PCR was detected in
an exemplary (0.26 %) infected by Leishmania (Viannia) sp. considering an insect infected for
each positive pool. Thus, we see once again the importance of this species in the
epidemiology of CL, since this species has often been marked by natural infection by
protozoa of the genus Leishmania. In addition, population density, geographic distribution,
frequency outside the home and domicile, the anthropophily, the adaptation of this insect in
anthropic environments and climatic conditions are factors that favor the persistence of
enzootic cycle of Leishmania in endemic areas of CL. The detection Ny. neivai naturally
infected by Leishmania in island Mutum highlights the need for research on the behavior of
sandflies in the islands of the Parand River, especially those with permanent and temporary
residents, and the need for intervention by public health services for the use of measures
population control of these insects.

Keywords: Sandflies, Nyssomyia neivai, Cutaneous Leishmaniasis, Multiplex-PCR,

Leishmania.
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CAPITULO I

HISTORICO

A leishmaniose tegumentar (LT) ¢ uma doenga que acompanha o homem desde a
antiguidade, com relatos e descricdes encontrados na literatura desde o séc. I d.C.
(LAINSON, 1997, CAMARGO e BARCINSKI, 2003). Na América do sul, ceramicas
pré-colombianas, de 400 a 900 anos d.C., produzidas pelos indios do Peru apresentam
mutilagdes de labios e nariz caracteristicas da leishmaniose cutaneomucosa (SANTOS e
COIMBRA, 1994).

No Brasil, Cerqueira em 1855 observou doencas da pele que identificou clinicamente
como botdo de Biskra. Contudo, as lesdes cutaneas e nasofaringeas de leishmaniose s6 foram
confirmadas no Brasil, pela primeira vez em 1909, por Lindenberg, que encontrou formas
amastigotas de Leishmania em lesdes cutaneas de individuos que trabalhavam nas matas no
interior do Estado de Sao Paulo (PESSOA, 1982). Gaspar Vianna, em 1911 denominou o
agente etioldgico da leishmaniose, conhecida como “llcera de Bauru”, “ferida brava” ou
“nariz de tapir, de Leishmania braziliensis” (SILVEIRA et al., 1997).

No Brasil, até a década de 70, todos os casos de LT eram atribuidos a Leishmania
braziliensis, mas com o aprimoramento das técnicas de analise e a intensificacao dos estudos,
mais seis espécies de Leishmania foram descritas até o momento (BASANO e CAMARGO,
2004).

No estado do Parand, ha registro de casos de LT desde o inicio do século passado até
1958 (BRASIL, 2007). Ap6s um periodo de quiescéncia a doenga voltou a ser oficialmente
notificada em 1980, mantendo-se endémica desde entdo em diversos municipios do referido

estado (TEODORO et al., 1991, 2010).

LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo um complexo de doengas com distinto espectro clinico e
epidemiologico, representando um agravo importante de satide publica. As leishmanioses tém
as seguintes formas clinicas: 1) leishmaniose visceral - a forma mais grave apresenta periodos
de febre, perda de peso gradual, anemia, e leucopenia. Os linfonodos aumentam, ocorre
esplenomegalia e hepatomegalia, a medula 6ssea, os rins, pulmdes e o trato gastrointestinal
podem ser afetados; em algumas situagdes, ha histéria de ulceras cutaneas persistentes que
cicatriza lentamente; ii) leishmaniose cutanea - caracteriza-se por Ulceras, noédulos solitarios

ou multiplos na pele, com lento desenvolvimento, € que habitualmente -cicatrizam
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espontaneamente; iii) leishmaniose mucocutanea - as tlceras sao cronicas e localizam-se nas

cavidades orais e nasais (WHO, 2010).

EPIDEMIOLOGIA

A LT possui ampla distribuicdo mundial, com notificacdo em 98 paises. Na América, o
Brasil € o pais onde ha maior ocorréncia, com 90% dos casos de todo o continente e um
grande impacto na satde publica (WHO, 2010, 2013). A LT ocorre em todos os estados
brasileiros (BRASIL, 2011) apresentando diferengas clinicas e epidemioldgicas de acordo
com a regido do pais (BRASIL, 2009).

A LT ocorre em 286 dos 399 municipios do estado do Parana (LIMA et al., 2002;
BRASIL, 2012), com registro 94,9% dos 13.161 casos notificados na regido sul do Brasil de
1990 a 2011.

LEISHMANIA spp

Os agentes etiologicos da LT sdo espécies de protozoarios do género Leishmania (Or-
dem Kinetoplastida; Familia Trypanosomatidae). A doenca ndo ¢ contagiosa, tem evolugdo
cronica, acomete as estruturas da pele e cartilagens nasofaringeas, de forma localizada ou di-
fusa (BASANO e CAMARGQO, 2004).

Os protozoarios Leishmania se apresentam sob a forma amastigota, que sdo estruturas
arredondadas ou ovaladas e atuam como parasito intracelular do sistema fagocitico mononu-
clear do hospedeiro vertebrado (RASO e GENARO, 1994).

Os vetores sao flebotomineos (Ordem Diptera; Familia Psychodidae; Sub-Familia Ph-
lebotominae) que sugam o sangue de um animal mamifero infectado com as formas amastigo-
tas, as quais se alojam no intestino do inseto, onde se transformam em promastigotas, que se
apresentam sob formas alongadas e t€ém um longo flagelo livre. No sistema digestorio do ve-
tor, as promastigotas se multiplicam por divisao simples e assexuada, migram para o aparelho
bucal do inseto onde permanecem e podem ser inoculadas na pele do hospedeiro vertebrado,
junto com a saliva (NEVES et al., 2005).

No Brasil as sete espécies de Leishmania dos subgéneros Leishmania e Viannia, que
causam a LT sdo: Leishmania (Viannia) braziliensis ¢ a espécie de maior importancia pela sua
distribuicdo de norte a sul, em areas de colonizacdo antigas ou recentes, ocasionando lesdes
cutdneas e mucosas no homem e em caes domésticos; Leishmania (Viannia) guyanensis,
ocorre nos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Para e Roraima, ocasiona a forma cutanea,

com multiplas lesdes, mas pode acometer a mucosa; Leishmania (Viannia) naiffi ocorre nos
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estados do Pard e Amazonas, ocasiona lesdo que evolui de forma benigna; Leishmania
(Viannia) shawi € responsavel por casos esporddicos no Maranhdo e Para; Leishmania
(Viannia) lainsoni, descrita no Acre, Pard e Roraima; Leishmania (Viannia) lindenberg,
presente no Para, at¢é o momento foi isolada apenas de casos humanos; Leishmania
(Leishmania) amazonensis, ocorre no Norte (Amazonas, Pard, Acre ¢ Rondonia), Nordeste
(Maranhao e Bahia), Sudeste (Minas Gerais), Centro-Oeste (Goias ¢ Mato Grosso do Sul) e
no Sul (Parani e Santa Catarina), ¢ responsavel pela forma cutdnea e ocasionalmente pela

forma cutanea-difusa anérgica (BRASIL, 2007).

FLEBOTOMINEOS

Os flebotomineos fazem parte de um grupo de insetos hematéfagos, que sdo
responsaveis pela transmissdo dos parasitos que causam as leishmanioses. Estes insetos tém
porte reduzido, raramente ultrapassam 0,5 cm de comprimento, as pernas sdo longas e
delgadas e o corpo densamente piloso. Tém como caracteristica o voo saltitante e a
manuten¢do das asas eretas, quando estdo em repouso, ao contrario de outros dipteros.
Somente as fémeas de flebotomineos t€ém aparelho bucal apropriado para picar a pele de
vertebrados e sugar o sangue. Apresentam varios nomes populares que varia segundo o pais,
estado ou regido. No Brasil sdo conhecidos como mosquito palha, asa dura, asa branca,
tatuquira, birigui, cangalha, cangalhinha, ligeirinho, péla-égua e arrupiado (REBELO, 1999).

No Brasil sdo relatadas 260 das 480 espécies de flebotomineos descritos na regido
Neotropical (SHIMABUKURO e GALATI, 2011) e apenas algumas delas estdo envolvidas no
ciclo de transmissdo de Leishmania.

As espécies Nyssomyia neivai (Pinto), Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho),
Migonemyia migonei (Franga), Lutzomyia shannoni (Dyar) estdo presentes na maioria das
localidades estudadas no estado do Parand e tém relevancia na epidemiologia da LT
(TEODORO et al., 2006; REINHOLD-CASTRO et al., 2008; SILVA et al., 2008).

Os criadouros de flebotomineos se localizam em detritos nas fendas de rocha,
cavernas, raizes de vegetagdo no solo, entre folhas mortas e umidas (REBELO, 1999).

A investigacdo sobre a fauna e o comportamento das diferentes espécies de
flebotomineos ¢ de extrema importidncia para encontrar meios para controlar a populacao
desses dipteros (TEODORO e KUHL, 1997). O conhecimento da distribui¢io geografica dos
flebotomineos se torna fundamental para a compreensdo das caracteristicas relativas a
epidemiologia das leishmanioses, indicando as areas onde ha risco de transmissdo destas

parasitoses (MELO, 2009).
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JUSTIFICATIVA

A LT ¢ uma zoonose de grande impacto na satide publica. No Parand incide em todo o
estado, principalmente em municipios das mesorregides Norte-Central, Noroeste e Norte
Pioneiro Paranaense (MEMBRIVE et al., 2004; TEODORO et al., 2006; SILVA et al., 2008;
TEODORO et al., 2010). Onde é endémica e a maioria dos casos tem ocorrido na zona rural,
na presenca de capdes de matas nativas modificadas, situadas em areas de abrangéncia das
bacias hidrograficas dos rios Ivai, Pirap6, Tibagi, Cinzas e Laranjinha (LIMA et al., 2002;
MONTEIRO et al., 2009).

Apesar dos diversos estudos realizados no estado do Parand, as ilhas do rio Parana
ainda nao foram contempladas com o desenvolvimento de pesquisas sobre a fauna, o
comportamento de flebotomineos e a taxa de infec¢do natural de flebotomineos por
Leishmania para esclarecer a epidemiologia da LT nestas ilhas, uma vez que ha notificagdo da
doenga em habitantes permanentes e individuos que as frequentam em busca de lazer (pesca,
praia, turismo). As pesquisas podem vir a auxiliar os trabalhos de vigilancia sanitaria ¢ a
escolha de medidas de controle de flebotomineos que possam ser incorporadas na rotina da
populagdao humana que vive nas ilhas. A reducdo da densidade desses insetos no peridomicilio
¢ domicilio podem diminuir a incidéncia da LT nos habitantes permanentes e individuos que

frequentam as ilhas em atividades de lazer.

OBJETIVOS
GERAL
Verificar a fauna de flebotomineos e investigar a infec¢ao natural de flebotomineos por
Leishmania utilizando a técnica da multipla-PCR em areas endémicas para LT nas ilhas do rio

Parana, no estado do Parana.

ESPECIFICOS
Identificar a fauna de flebotomineos das ilhas Mutum, Bandeira, Carioca e Fina, no rio
Parand, municipio de Porto Rico e Queréncia do Norte, na mesorregido noroeste do estado do
Parana.
Verificar a frequéncia de flebotomineos na mata e em abrigos de animais domésticos,
os fatores bidticos (flora e a presenca de animais silvestres) e abioticos (temperatura, umidade
e pluviosidade) que podem interferir na dinamica populacional desses insetos.

Pesquisar a taxa de infec¢do natural de flebotomineos por Leishmania (Viannia).
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RESUMO

As leishmanioses tém sido notificadas em 98 paises e tém grande impacto
na saulde publica mundial. No Brasil, a leishmaniose tegumentar (LT)
ocorre em todos os estados e a leishmaniose visceral em vinte e um.
Verificou-se a fauna de flebotomineos e a taxa de infeccao natural por
Leishmania destes insetos, provenientes de ilhas do rio Paranda, no estado
do Parana. Os flebotomineos foram coletados com armadilhas de Falcao
nas ilhas Mutum, Bandeira, Carioca e Fina. Apds a identificacao, os
exemplares fémeas de Nyssomyia neivai foram submetidas a técnica da
Multipla Reacao em Cadeia da Polimerase (multipla-PCR) para a deteccao
de Leishmania. Foram coletados e identificados 19.818 exemplares de Ny.
neivai, dos quais 16.746 fémeas e 3.072 machos, além de duas fémeas de
Ny. whitmani e uma fémea de Psathyromyia shannoni. De 378 (38 pools)
fémeas de Ny. neivai submetidas a multipla-PCR detectou-se a taxa de
infeccao de 0,26%, considerando-se um inseto infectado para cada pool
positivo. Desta forma, constata-se a importancia desta espécie na
epidemiologia da LT. Além disso, a densidade populacional, a distribuicao
geografica, a frequéncia no peridomicilio e domicilio, a antropofilia, a
adaptacao desse inseto nos ambientes antropicos e as condicoes
climaticas sao fatores que favorecem a persisténcia do ciclo enzoodtico de

Leishmania em &reas endémicas de LT. A deteccao de Ny. neivai com
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infeccao natural por Leishmania na ilha Mutum evidencia a necessidade de
trabalhos de investigacdo sobre o comportamento de flebotomineos nas
ilhas do rio Parana, principalmente aquelas com habitantes permanentes e
tempordrios, e a necessidade da intervencdao dos servicos de salde
publica para o uso de medidas de controle da populacdao desses insetos.

Palavras-chave: Flebotomineos, Nyssomyia neivai, Leishmaniose tegumentar, Multipla-PCR,

Leishmania.

Introducio

A distribuicdo geografica e a importancia de flebotomineos na epidemiologia das
leishmanioses t€ém norteado os estudos sobre a fauna, biologia e ecologia desses insetos nos
continentes onde eles estdo presentes (WHO, 2013). Tais estudos buscam o encontro de meios
de controlar o desenvolvimento da populacao de flebotomineos e evitar a infec¢do humana
por Leishmania. A distribuicdo das espécies de flebotomineos pode ser influenciada por
fatores abidticos (temperatura, pluviosidade, relevo, tipo de solo, entre outros) e bidticos
(flora e fauna de mamiferos). Assim, as variagdes especificas desses dipteros de um local para
outro esta vinculada a riqueza da fauna de mamiferos e aves e a presenca de matas
remanescentes (Lima et al.,1988; Silva et al., 2008; Monteiro et al., 2009).

As alteragdes ambientais por causas naturais e antropicas induzem a adaptacdo das
espécies de flebotomineos nos novos ambientes. No ambiente antropico estes insetos
encontram refiigio em abrigos de animais domésticos, paiois e outras edificacdes e fontes
sanguineas, no peridomicilio (Teodoro et al., 2007). As habita¢des humanas de ma qualidade
em locais insalubres, a presenca de abrigos de animais domésticos, o acumulo de matéria
organica e a auséncia de saneamento basico sdo fatores que propiciam a formagdo de
criadouros de flebotomineos no peridomicilio e a incidéncia da leishmaniose tegumentar (LT)
nas zonas rurais do Parana (Lima et al.,1988). A variedade de espécies e o tamanho da
populacdo dos flebotomineos nos ambientes antropicos dependem do grau de degradagdo da
area estudada e da existéncia de fontes alimentares, representadas principalmente pelos
animais domésticos (Silva et al., 2008).

No Brasil a presenga de flebotomineos tem sido constatada em todos os estados e, de
aproximadamente 500 espécies que ocorrem no Novo Mundo, 260 sdo brasileiras e destas, 43
ocorrem no estado do Parana (Aguiar e Medeiros, 2003; Shimabukuro ¢ Galati, 2011). ALT
tem sido notificada em todos os estados brasileiros e, no estado do Parana, abrange 286 dos

399 municipios, onde diversos estudos foram realizados, disponibilizando informagdes sobre
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a distribui¢do geografica, a biologia, 0 comportamento, a taxa de infec¢do por Leishmania e
de medidas que visam evitar o contato do homem e de animais domésticos com os
flebotomineos (Membrive et al., 2004; Teodoro et al., 2006; Silva et al., 2008; Teodoro et al.,
2010; Oliveira et al., 2011; Neitzke-Abreu et al., 2013; Reinhold-Castro et al., 2013)

A realizacdo de estudos sobre flebotomineos e da taxa de infeccdo natural por
Leishmania t€m importancia para verificar a competéncia vetorial de espécies destes insetos.
Para tanto, os métodos moleculares tém se mostrado eficientes, especificos e sensiveis, a
exemplo da técnica da Multipla Reagdo em Cadeia da Polimerase (multipla-PCR) (Perez et
al., 1994; Rodriguez et al., 1994; Michalsky et al., 2002; Kato et al., 2005).

Apesar dos diversos estudos realizados no estado do Parand, nas ilhas do rio Parana
inexistem pesquisas sobre a fauna, o comportamento e a taxa de infec¢do natural de
flebotomineos para esclarecer a epidemiologia da LT. As ilhas, no Alto Rio Parana, tém
morfologia, idade e génese diferentes, comumente sdo formadas por anexacao de barras e tém
padrao "anabranching" (multicanal) (Souza Filho e Stevaux, 1997; Leli et al., 2013). Na ilha
Mutum hé notificacdo de trés casos humanos (dois habitantes permanentes e um temporario) e
de oito cdes que se infectaram por Leishmania (Informagao pessoal de Edilson C. Cristovao e
Norberto A. Membrive). O conhecimento do comportamento de flebotomineos pode indicar
0s meios para o controle desses insetos, que podem ser incorporados na rotina da populacao
humana que vive nas ilhas. Assim, os objetivos deste trabalho foram identificar a fauna,
verificar a frequéncia na mata, no peridomicilio e domicilio e pesquisar a taxa de infec¢do

natural de flebotomineos por Leishmania, em ilhas do rio Parana.

Materiais e Métodos

As coletas de flebotomineos foram realizadas nas ilhas Mutum,
Bandeira e Carioca, muito préximas entre si, localizadas no municipio de
Porto Rico (53°16’' O e 22°46’ S). As coletas também foram realizadas na
ilha Fina a aproximadamente 60 km das ilhas anteriores, no municipio de
Queréncia do Norte. As ilhas Mutum e Bandeira tém dez e cinco
habitantes, respectivamente. As quatro ilhas estao situadas na parte
média do Alto Rio Parana, na mesorregiao noroeste do estado do Parana
(Figura 1.A). As ilhas estdo inseridas na Area de Protecdo Ambiental (APA)
das llhas e Varzeas do Rio Parand. O clima ¢ do tipo subtropical tmido mesotérmico,
com verdes quentes € com tendéncia a concentracdo de chuvas e geadas esporadicas. A

temperatura média € superior a 22°C no verao e inferior a 18°C no inverno, sem estacao seca
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definida (Aguiar et al., 2007). A vegetacdo das ilhas ¢ do tipo floresta estacional
semidecidual, com uma fauna de mamiferos representada por 34 espécies € uma avifauna com
espécies nedrticas migratorias (Aguiar et al., 2007).

O Alto Rio Parana apresenta um sistema de arquipélagos fluviais com ilhas em grande
parte formadas por anexagdo de barra lateral (Souza Filho e Stevaux, 1997). Neste trecho, o
rio Parana tem padrao anabranching (multicanal) e apresenta a separagao dos canais por ilhas
e barras. As ilhas tém morfologia, idade e génese diferentes e comumente sdo formadas por
anexacao de barras (Leli et al., 2013). Na formagao das ilhas, os “ressacos” desempenham um
estagio importante, pois nas anexacdes de barras, a ilha tem acrescimento lateral e aumenta
sua estabilidade conforme mais barras forem anexadas (Figura 1.B) (Leli et al., 2013).
“Ressaco” ¢ um termo regional usado para denominar um canal fechado que se forma entre
uma ilha ou banco e uma barra lateral. Este ambiente se desenvolve, normalmente, nas
margens laterais das ilhas, mas pode se desenvolver, também, nas margens do canal, embora
seja menos comum (Leli et al., 2013). O canal ¢ fechado a montante e aberto na jusante, onde
a conexdo com as aguas do canal ocorre normalmente, mas sem fluxo e evidencia bem um
ambiente 1éntico (Leli et al., 2013). Os canais fechados desempenham um papel importante na
morfologia, com a sucessdo das seguintes facies sedimentares: i) fase canal — na base ha
material arenoso, geralmente com estratificacdes; i1i) fase abandono de canal — ha cobertura
por material areno-lamoso podendo ter poucos restos vegetais, iii) fase lagoa — cobertura com
lama plastica podendo ou ndo ter um pouco de areia fina; iv) fase pantano — ha material
lamoso podendo ser plastico e depende do teor organico; v) fase terrestrializacdo — acima de
todos ambientes deposicionais, o material ¢ composto de solo desenvolvido, geralmente
grumoso € com muitas raizes (Leli et al., 2013).

As coletas de flebotomineos foram realizadas com armadilhas de Falcao, em junho,
agosto e outubro de 2012. Os flebotomineos foram coletados nos seguintes ecotopos, na ilha
Mutum: casa, galinheiro, margem da mata (1 e 2), pocilga e poleiro; Ilha Bandeira: canil,
casa, casa desabitada, galinheiro, interior da mata, margem da mata (1 e 2) e poleiro; Ilha
Carioca: casa desabitada, margem da mata (1, 2 e 3) e pocilga desativada; e Ilha Fina: canil,
casa, galinheiro, interior da mata, margem da mata (1, 2, 3 ¢ 4). Em junho foram realizadas
duas coletas, das 18 as 6 horas, nas ilhas Mutum e Bandeira, num total de 24 horas. Em
agosto foram realizadas coletas nas ilhas Mutum, Bandeira e Carioca, das 18 as 23 horas, num
total de 5 horas. Em agosto foi realizada apenas uma coleta na ilha Fina, das 18 as 6 horas.
Nas ilhas Mutum e Bandeira foram realizadas 29 horas de coletas. Calculou-se a média

horaria (MH) de flebotomineos capturados em cada um dos ecotopos de todas as ilhas. Os
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flebotomineos coletados foram sacrificados com cloroféormio e acondicionados em eppendorf
contendo alcool 80%, para conservacao e posterior identificagdao. A identificacdo foi realizada
no Laboratério de Entomologia da Universidade Estadual de Maringd. As fémeas de
flebotomineos foram colocadas em laminas de vidro, previamente lavadas com hipoclorito a
2% e desinfetadas em alcool a 70%, contendo uma gota de salina estéril 0,9% e sob
microscopia estereoscopica, foram feitos pequenos cortes na por¢ao final do abddémen para a
exposicao da espermateca. Em seguida a ldmina foi coberta com laminula e examinada ao
microscopio optico (400X), para a identificacdo da espécie. A nomenclatura utilizada ¢ de
Galati (2003) e a abreviacdo de Marcondes (2007). Apods a identificacdo, os insetos foram
conservados em eppendorfs contendo isopropanol, em pools com 9 a 10 espécimes da mesma
espécie, para posterior extragdo do DNA.

Para a deteccdo de DNA de Leishmania em flebotomineos foi utilizada a técnica da
multipla-PCR, que tem elevada sensibilidade e especificidade, independente do estagio,
localizagdo e do baixo niimero de parasitos no trato digestério do inseto vetor (Perez et al.,
1994; Medeiros et al., 2002; Michalsky et al., 2002). O uso de um segundo par de iniciadores
na multipla-PCR, para controle interno da reacdo, confere seguranca ao resultado, pois detecta
a possibilidade de interferéncia do exoesqueleto de artropodes na reagdo (Higgins e Azard,
1995; Siridewa et al., 1996).

O processamento dos flebotomineos foi realizado no Laboratorio de Leishmanioses do
Departamento de Analises Clinicas e Biomedicina da Universidade Estadual de Maringa. A
extragdo do DNA foi realizada segundo Oliveira et al. (2011). Os pools de fémeas de
flebotomineos foram macerados com espatula estéril em tampao de lise (50 mM NaCl, 10
mM EDTA, pH 8,0, 50 mM Tris-HCL pH 7.4, Triton X-100 1% e 10 mM DTT) e para a
extragdo foi utilizada solu¢do de isotiocianato de guanidina e fenol. O DNA foi ressuspendido
em 20 pL de H,O destilada e estocado a 4°C até o uso. Para cada 22 amostras extraidas foi
utilizado um controle positivo [machos de flebotomineos acrescido de 10° promastigotas de L.
(V) braziliensis] e um controle negativo (machos de flebotomineos).

Para amplificagdo do DNA foram utilizados dois pares de iniciadores: MP3H (5’-GAA
CGG GGT TTC TGT ATG C-3°) e MPIL (5’-TAC TCC CCG ACA TGC CTC TG-3’), que
amplificam um fragmento de 70-pb da regido conservada do minicirculo do cinetoplasto
(kDNA) do subgénero Leishmania (Lopez et al., 1993); e os iniciadores SLIcac (5°’-GTG GCC
GAA CAT AAT GTT AG-3’) e 3LIcac (5’-CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC-3’), que
amplificam um fragmento de 220-pb da regido do gene /V'S6 da cacofonia em insetos do

género Lutzomyia (Lins et al., 2002). A mistura de reacdo (volume final de 25 uL) continha:
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0,5 uM de cada um dos iniciadores (Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo Brasil), 0,2 mM
de ANTP (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 1U de Platinum 7ag DNA Polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), 1,5 mM de MgCl,, 1X Tampao de enzima e¢ 2 pL de DNA. A
amplificacdo foi realizada em Termocicladora PC (Biometra, Alemanha) a 94°C por 7
minutos, seguido por 30 ciclos (1,5 minutos a 95°C; 1,5 minutos a 57°C; 2 minutos a 72°C)
(Oliveira et al. 2011). A extensdo foi continuada a 72°C por mais 10 minutos e os tubos foram
mantidos a 4°C até a andlise da amplifica¢do. Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (Invitrogen, Paisley, Scotland, UK), corado pelo brometo de
etideo 0,1 pg/mL, a 10-15 V/cm. Para cada 6 amostras foi utilizado um controle positivo [1 pg
de DNA de L. (V) braziliensis] e um controle negativo (dgua). A presenca de bandas foi

verificada em transiluminador (Macro Vue™ UV-20, Hoefer).

Resultados

Foram coletados 19.818 exemplares de Nyssomyia neivai (Pinto), dos quais 16.746
fémeas e 3.072 machos (Tabela 1), além de 2 exemplares fémeas de Ny. whitmani (Antunes e
Coutinho) e 1 fémea de Psathyromyia shannoni (Dyar). Na ilha Mutum capturou-se o maior
numero de exemplares de Ny. neivai (MH 489,00), especialmente no ecétopo poleiro (MH
408,14) (Tabela 1). Na ilha Bandeira, do total capturado (MH 134,59), também no ecotopo
poleiro capturou-se o maior numero de exemplares de Ny. neivai (MH 71,83) (Tabela 1). Na ilha
Carioca (desabitada) a maioria dos exemplares de Ny. neivai (MH 188,80) foram capturados
principalmente na margem da mata 1 (MH 67,20) e na pocilga desativada (MH 67,00) (Tabela
1). Na ilha Fina, nos ecétopos casa (MH 16,66), galinheiro (MH 23,66) e margem da mata 2
(MH 23,50) capturou-se o maior numero de exemplares de Ny. neivai (Tabela 1). Os exemplares
de Ny. whitmani foram capturados na ilha Bandeira e o exemplar de Ps. shannoni foi
capturado na ilha Carioca.

Do total de 378 (38 pools) fémeas de Ny. nmeivai submetidas a maultipla-PCR
detectou-se um exemplar (0,26%) infectado por Leishmania (Viannia) sp., considerando-se

um inseto infectado para cada pool positivo (Figura 2).

Discussio

Apenas trés espécies, Ny. neivai, Ny. whitmani e Ps. shannoni, foram coletadas e
identificadas nas ilhas onde se realizou o trabalho. Anteriormente, Gasparotto et al. (dados
ndo publicados) detectaram exemplares de Ny. neivai e de uma unica fémea de Brumptomyia

cunhai (Mangabeira) na ilha Mutum. O numero de espécies coletadas ¢ pequeno frente as 43
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espécies descritas no estado do Parana (Aguiar e Medeiros, 2003), possivelmente pelo
isolamento das ilhas e pela incapacidade de outras espécies se adaptarem no ambiente insular
ou por ndo conseguirem atingir as ilhas devido a distancia da margem do rio Parana.

A espécie Ny. neivai predomina, quase absolutamente, em todas as ilhas onde foram
realizadas as coletas de flebotomineos. Nos ecotopos galinheiro e poleiro capturou-se a MH
de 529,91 do total coletado (MH 878,20) desta espécie, principalmente no poleiro da ilha
Mutum (MH 408,14). Ny. neivai predomina em varios municipios do estado do Parana,
alguns com dareas de solo similar ao das ilhas em pauta, principalmente em abrigos de
animais domésticos, inclusive em municipios com areas de solo similar ao das ilhas em pauta
(Teodoro et al., 2006; Reinhold-Castro et al., 2008; Cerino et al., 2009; Teodoro et al., 2010).
A deteccdo de Ny. neivai infectado por Leishmania no municipio de Doutor Camargo, onde
houve casos autoctones de LT, mostra a importancia desta espécie na epidemiologia da LT no
Parana (Reinhold-Castro et al., 2008; Oliveira et al., 2011; Neitzke-Abreu et al., 2013).

O predominio de Ny. neivai (99,9%) sugere que essa espécie vem se adaptando muito
bem nas ilhas do rio Parand, onde se constata a presenca de aves e mamiferos (Aguiar et al.,
2007) e de ambiente favoravel a procriacdo de insetos. Acredita-se que Ny. neivai migrou da
mata ciliar das margens desse rio, provavelmente na ultima fase de formacdo das ilhas (fase
terrestrializacao) (Leli et al., 2013). As sucessivas soldaduras de barras para a formacao da
ilha Mutum sugerem que esta ilha tem aproximadamente 8.200 anos (Leli et al., 2013). A
espécie Ny. neivai ocorre em matas e se adapta muito bem as suas bordas e nos ambientes
modificados, podendo se desenvolver no peridomicilio e invadir o domicilio (Membrive et al.,
2004; Teodoro et al., 2006; 2010). Esta espécie esta presente no litoral e interior da regido sul,
no oeste de Sao Paulo, Parana, sul ¢ oeste de Minas Gerais, sul de Goias ¢ sul do Para, além
de Argentina, Bolivia e Paraguai (Andrade-Filho et al., 2007).

Do total de 378 fémeas de flebotomineos submetidas a multipla-PCR, se constatou a
infeccao natural de 0,26% (1/38 pools) da espécie de Ny. neivai, coletada na ilha Mutum. Os
trabalhos referentes a infeccdo natural de flebotomineos mostram que o nimero de insetos
infectados pode ser baixo, por sofrerem influéncia de fatores bioticos, tais como o tamanho da
populacdao de mamiferos reservatorios, a taxa de infeccdo destes e as barreiras que o parasito
encontra para se reproduzir no tubo digestorio do inseto vetor (Pimenta et al., 2003). Por meio
da técnica da PCR, diferentes autores encontraram infeccdo natural por Leishmania em
espécie de Ny. neivai. Cordoba-Lanus et al. (2006) encontraram uma taxa de infec¢ao de 9,1%

em 440 fémeas, enquanto Marcondes et al. (2009) detectaram 13,1% em 562 fémeas,
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Pita-Pereira et al. (2009) 1,11% em 270 fémeas e Oliveira et al. (2011) 0,23% em 1.755
fémeas.

A infeccdo por Leishmania de Ny. neivai corrobora a importincia desta espécie na
epidemiologia da LT, uma vez que esta espécie tem sido encontrada com infeccdo natural. A
densidade populacional, a frequéncia no peridomicilio e domicilio e a adaptacdo nos
ambientes antropicos desses insetos sdo fatores favoraveis a persisténcia do ciclo enzoodtico de
Leishmania. Estes fatos evidenciam a necessidade de trabalhos de investigagdo sobre o
comportamento de flebotomineos, incluindo a taxa de infeccdo, cujos resultados podem ser
um indicador da necessidade da interven¢do dos servigos de saude publica para o
desencadeamento de medidas de controle da populacao desses insetos, uma vez que as ilhas
do rio Parand sdo frequentadas por turistas em busca de lazer, praia e pesca, ficando

comprovada a importancia do controle desses vetores nesta regiao.
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Figura 1. A) Rio Parand onde se localiza as ilhas em que foram coletados os
flebotomineos, nos municipios de Porto Rico e Queréncia do Norte, estado do
Parana, sul do Brasil (Guilherme et al., 2001); B) Canal fechado (ressaco) resultante
da anexacdo da barra lateral na ilha Mutum, no rio Parand, municipio de Porto Rico

(Leli et al., 2013).
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Figura 2. Multipla-PCR mostrando os fragmentos de 70-pb da regido do
minicirculo do k-DNA do subgénero Leishmania amplificado com os iniciadores
MP3H e MPIL e 220-pb da regido do gene /V'S6 da cacofonia de insetos do género
Lutzomyia amplificado com os iniciadores SLIcac e 3LIcac. Raia 1: amostra positiva
de pool de flebotomineos; Raia C+: controle positivo de amplificagdo [DNA de
promastigotas de L. (V) braziliensis]; Raia C-: controle negativo de amplifica¢do

(dgua); Raia M: marcador molecular de 100-pb.

33



34

Tabela 1. Total de exemplares de Ny. neivai coletados nas ilhas do rio Parand, nos municipios

de Porto Rico e Queréncia do Norte, estado do Parana, sul do Brasil, em junho, agosto e outu-

bro de 2012.

Espécie Nyssomyia
neivai

Ilha Mutum/Ecétopo Macho Fémea Total Média horaria
Casa 23 245 268 9,24
Galinheiro 59 543 602 20,76
Margem mata 1 108 1.227 1.335 46,03
Margem mata 2 7 48 55 1,90
Pocilga 13 72 85 2,93
Poleiro 1.851 9.985 11.836 408,14
Subtotal 2.061 12.120 14.181 489,00
Ilha Bandeira/Ecotopo
Canil 53 150 203 7,00
Casa 74 521 595 20,52
Casa desabitada 127 333 460 15,86
Galinheiro 28 132 160 5,52
Interior da mata 5 147 152 5,24
Margem mata 1 15 9 24 0,83
Margem mata 2 57 169 226 7,79
Poleiro 483 1.600 2.083 71,83
Subtotal 842 3.061 3.903 134,59
Ilha Carioca/Ecétopo
Casa desabitada - 200 200 40,00
Margem mata 1 24 312 336 67,20
Margem mata 2 8 32 40 8,00
Margem mata 3 5 28 33 6,60
Pocilga desativada 27 308 335 67,00
Subtotal 64 880 944 188,80
Ilha Fina/Ecétopo
Canil 7 9 16 1,33
Casa - 200 200 16,66
Galinheiro 52 232 284 23,66
Interior da mata 1 3 4 0,33
Margem mata 1 1 1 2 0,17
Margem mata 2 42 240 282 23,50
Margem mata 3 1 - 1 0,08
Margem mata 4 1 - 1 0,08
Subtotal 105 685 790 65,81
Total 3.072 16.746 19.818 878,20
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CAPITULO 111

CONCLUSOES

Apesar da pequena diversidade de espécies de flebotomineos nas ilhas do rio Parana, a
frequéncia desses insetos, especialmente no ambiente humano (peridomicilio e domicilio) e a
deteccdo de Leishmania em Ny. neivai mostram a existéncia do ciclo enzodtico de
Leishmania nos ambientes insulares. Fica evidente a necessidade de se investigar o
comportamento de flebotomineos nas ilhas do rio Parand, tendo em vista que os resultados
poderdo nortear os servigos de saude publica na utilizagdo de medidas mais apropriadas para o

controle desses insetos.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

O fato de ter sido detectada a infeccdo natural de flebotomineos em espécie de Ny.
neivai, significa que a verificacdo desta taxa, ¢ importante para os servigos de vigilancia nas
areas onde a LT ¢ endémica, uma vez que as ilhas do rio Parana sdo frequentadas por turistas
em busca de lazer, praia e pesca, ficando comprovada a importancia do controle desses
vetores nesta regido. Dai a necessidade do servigo especializado de entomologia médica nos
departamentos de saide dos municipios para o monitoramento da densidade populacional de
vetores da LT, assim como de outros vetores, a exemplo da dengue e esquistossomose nos

municipios onde ha possibilidade de ocorréncia das doencas referidas.
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