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Investigacdo de infeccdo natural de flebotomineos por Leishmania (Viannia), no

sul do Brasil

RESUMO

As leishmanioses sdo amplamente distribuidas no mundo e t€ém grande impacto na satde
publica. O ciclo evolutivo de Leishmania envolve mamiferos reservatorios e flebotomineos
vetores que o mantém em zonas rurais € urbanas. A Multipla Reacdo em Cadeia da
Polimerase (multipla-PCR) ¢ uma técnica com alta especificidade e sensibilidade e tem sido
util para detectar a presenga de Leishmania em flebotomineos. O objetivo deste estudo foi
investigar a infec¢do natural por Leishmania (Viannia) em flebotomineos no municipio de
Bandeirantes, estado do Parana. Para a multipla-PCR foram empregados dois pares de
iniciadores: 1) MP3H e MPIL para amplificacio do fragmento de 70 pb da regido do
minicirculo do cinetoplasto do subgénero Leishmania (Viannia); e ii) SLlcac e 3Llca, que
amplificam um fragmento de 220 pb da regido do gene /VS6 da cacofonia em insetos do
género Lutzomyia, que exercem funcao de controle interno da reagdo. Foram identificadas 737
fémeas de flebotomineos, das quais 640 (66 pools) que foram submetidos a multipla-PCR. As
espécies identificadas foram Pintomyia pessoai, Nyssomyia whitmani, Pintomyia fischeri,
Nyssomyia neivai, Migonemyia migonei, Expapillata firmatoi ¢ Brumptomyia firmatoi. Todos
0s pools apresentaram o fragmento de 220 pb para deteccao de DNA de flebotomineos, porém
ndo se constatou a infecg¢@o por Leishmania em nenhuma amostra. A multipla-PCR contendo
um controle interno de amplificagdo tem se mostrado eficiente para a deteccdo de Leishmania
em flebotomineos. Apesar de ndo ter sido detectada a presenca de Leishmania nos
flebotomineos analisados, ndao se pode negar a importancia de Pi. pessoai, Ny. whitmani, Pi.
fischeri e Ny. neivai na epidemiologia da LT, uma vez que estas espécies t€m sido assinaladas
com infeccdo natural. A densidade populacional, a distribuicdo geografica, a frequéncia no
peridomicilio e domicilio, a antropofilia, a adaptagdo nos ambientes antropicos desses insetos
e as condi¢gdes climaticas sdo fatores favoraveis a persisténcia do ciclo enzootico de
Leishmania. Estes fatores pdem em evidéncia a necessidade de trabalhos de investigacdao
sobre o comportamento de flebotomineos, incluindo a taxa de infeccdo, cujos resultados
podem ser um indicador da necessidade da intervengao dos servigos de saude publica para o
desencadeamento de medidas de controle da populagdo desses insetos.

Palavras-chave: Leishmaniose. PCR. Leishmania. Flebotomineos.



Investigation of natural infection of sand flies by Leishmania (Viannia) in

southern Brazil

ABSTRACT
Leishmaniasis is widespread in the world and has a significant impact on public health. The
life cycle of Leishmania involves sand fly vectors and mammalian reservoirs that sustain it in
rural and urban areas. The Multiplex Polymerase Chain Reaction (multiplex PCR) is a
technique with high specificity and sensitivity that has been useful for detecting the presence
of Leishmania in sand flies. The objective of this study was to investigate the natural infection
of sand flies by Leishmania in Bandeirantes Municipality, Parana State. Two pairs of primers
were used for multiplex PCR: 1) the MP3H and MPI1L to amplify a fragment of 70 pb of the
conserved region from the minicircle of the kinetoplast of the subgenus Leishmania (Viannia),
and ii) the SLlcac and 3LIca to amplify a fragment of 220 pb from the /V.S6 gene region of the
cacophony in insects of the genus Lutzomyia, for internal control of the reaction. Were
identified 737 sand flies female, of which 640 (66 pools) were tested by multiplex PCR. Were
identified specimens of Pintomyia pessoai, Nyssomyia whitmani, Pintomyia fischeri,
Nyssomyia neivai, Migonemyia migonei, Expapillata firmatoi e Brumptomyia brumpti. All
pools showed the 220 bp fragment for sand flies DNA detection but were not found anyone
with Leishmania infection. The multiplex PCR containing an internal amplification control
has proved effective for detecting Leishmania infection in sand flies. Despite not having been
detected the presence of Leishmania in analyzed sandflies, can not be denied the importance
of Pi. pessoai, Ny. whitmani, Pi. fischeri and Ny. neivai in LT epidemiology, since these
species have been found with natural infection in other studies. The population density,
geographic distribution, domicile and peridomicile frequency, anthropophily, adaptation of
these insects in anthropic environments and climatic conditions are favorable factors to the
persistence of enzootic cycle of Leishmania. These factors highlight the need for research on
sand flies behavior, including the infection rate, such results can be an indicator of the need
for intervention by public health services, triggering measures of these insects’ population

control.
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CAPITULO I

HISTORICO

A leishmaniose tegumentar (LT) ¢ uma doenga que acompanha o homem desde a
antiguidade. Os primeiros relatos desta patologia sdo datados desde o século I d.C. na Asia
Central, com a descoberta de ceramicas que mostram figuras humanas com mutilagdes tipicas
de leishmaniose mucocutanea em labios e narinas (BASSANO, CAMARGO, 2004).

No Brasil, a primeira referéncia de LT encontra-se no documento da Pastoral
Religiosa Politico-Geografica de 1827, citado no livro de Tello intitulado “Antiguidad de la
Syfilis en el Peru”, onde se relata a viagem do Frei Dom Hipdlito Sanches de Fayas y Quiros
de Tabatinga até o Peru e regides do vale amazénico (BASSANO, CAMARGO, 2004). A
existéncia do botdo endémico dos paises quentes chamado “Botdo da Bahia” ou “Botao de
Biskra”, foi identificada por Moreira em 1895 (BRASIL, 2007). No ano de 1909, ocorreu a
confirmacao de formas de leishmanias em ulceras cutaneas e nasobucofaringeas com o
encontro do parasito em individuos que trabalhavam em d&reas de desmatamentos na
constru¢do de rodovias no interior de Sdo Paulo, na regido de Bauru (BRASIL, 2007). Em
1911 foi diagnosticada a forma mucosa da doenga e Gaspar Vianna deu ao parasito o nome de
Leishmania brazilienses (BRASIL, 2007). Em 1922 foi demonstrado o papel do flebotomineo
na transmissdo da LT e, em 1958, Forattini encontrou roedores silvestres parasitados em areas
florestais do estado de Sao Paulo (BRASIL, 2007).

Até a década de 1940, os casos de LT no Brasil tinham relagdo com condutas adotadas
pelo homem que favoreciam o seu contato com os reservatorios e vetores de Leishmania,
como o desbravamento de florestas, a derrubada de matas para o plantio, a constru¢do de
estradas de rodagem, ferrovias hidrelétricas e estabelecimento de novos povoados
(FORATTINI, 1973). Posteriormente os casos de LT vieram a ocorrer em zonas rurais, €
urbanas do Brasil (BRASIL, 2007).

No estado do Parand, os casos de LT tém sido registrados desde o inicio do século até
1958 (BRASIL, 2007). Apds uma lacuna, a doenca voltou a ser oficialmente notificada em

1980, mantendo-se endémica em diversos municipios (TEODORO et al., 1991, 2010).

LEISHMANIOSES
As leishmanioses tém sido consideradas um grave problema de satde publica,
representando um complexo de doengas com importante espectro clinico e diversidade

epidemiologica (WHO, 2010). As formas clinicas destas antropozoonoses sao: 1) a LT,
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também conhecida como ferida brava ou ulcera de Bauru, com o desenvolvimento de lesoes
ulcerativas na pele no local da picada; ii) a leishmaniose cutdnea difusa, com multiplos
nodulos nao-ulcerativos; iii) a leishmaniose mucosa, com lesdes destrutivas na mucosa da
nasofaringe; e, iv) a leishmaniose visceral (LV), que ¢ a forma mais grave, na qual ocorre a
disseminagdo cronica da infec¢do para o figado, bago e a medula d6ssea, podendo ser fatal se
ndo houver tratamento especifico (BRASIL, 2007; REITHINGER et al., 2007; REY, 2008;
WHO, 2010).

O parasito causador das leishmanioses ¢ transmitido pela picada de flebotomineos
infectados. No caso da LT, a lesdo inicial se da no local da picada. O periodo de incubacao,
no homem, ¢ em média 2 meses (BRASIL, 2007).

Apos a cura clinica da LT, de 3 a 5% dos casos evoluem para a forma mucosa,
secunddrias a lesdo cutanea inicial, que se manifesta clinicamente por lesdes destrutivas nas

vias aéreas superiores (BRASIL, 2007).

EPIDEMIOLOGIA

As leishmanioses estdo presentes em 98 paises, t€ém elevada incidéncia e grande
impacto na saude publica (WHO, 2010; WHO, 2013). Aproximadamente 350 milhdes de
individuos vivem em areas de risco de infeccdo, com uma estimativa de 14 milhdes de
pessoas infectadas e 2 milhdes de novos casos anuais (WHO, 2010). A epidemiologia das
leishmanioses envolve mamiferos (reservatorios) ¢ flebotomineos (vetores) em ambientes e
climas os mais diversos (WHO, 2010).

O ntmero de casos de LT vem se mantendo elevado na América Latina, especialmente
no Brasil (BRASIL, 2011). Entre os anos 1990 a 2011 foram registrados 13.161 casos de LT
na regido sul do Brasil, dos quais 94,9% foram no estado do Parand, onde ja foi registrada na
maioria dos 399 municipios, acometendo ambos os sexos e varias faixas etarias (BRASIL,
2012).

O primeiro caso de LT registrado nos arquivos da Secretaria Municipal de Saude de
Bandeirantes, Parané foi em quatro de outubro de 1989 (BANDEIRANTES, 2012) e de 1990
a 2013 foram notificados 285 casos autdctones, com ocorréncia em todos os anos deste
periodo (BANDEIRANTES, 2013).

A ocorréncia de LT em mulheres e criancas no Parand e a presenca marcante de
flebotomineos no peridomicilio e domicilio indicam a tendéncia desses dipteros estarem
adaptando-se aos ambientes antropicos, onde podem estar transmitindo o agente da doenca

(TEODORO et al., 1993). Ha evidéncias de que os flebotomineos vém encontrando, em locais
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como galinheiros, pocilgas, abrigos de cdes ¢ de outros animais, ou nas suas proximidades,
condigdes apropriadas para a procriacao (TEODORO et al., 1993). Peterson ¢ Shaw (2003)
sugeriram que Ny. whitmani talvez represente um exemplo notavel de alta tolerancia de um
inseto a mudangas ecologicas drasticas, com sua capacidade de sobreviver e adaptar-se a
novos nichos ecolégicos. A agdo do homem sobre o ambiente pode influenciar a populagao de
flebotomineos, induzindo o aumento do nimero desses insetos ou favorecendo o seu controle

populacional (REINHOLD-CASTRO et al., 2013).

LEISHMANIA

Os protozoarios do género Leishmania pertencem a ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae. Em seu ciclo de vida, esses protozoarios envolvem vertebrados
(mamiferos) e invertebrados (flebotomineos), onde se desenvolvem, respectivamente, em
células do sistema mononuclear fagocitario na forma amastigota e no tubo digestério do vetor
na forma promastigota (REITHINGER et al., 2007).

No Brasil existem sete espécies de Leishmania identificadas como causadoras de LT,
as quais pertencem aos subgéneros Leishmania e Viannia:

* Leishmania (Viannia) braziliensis: responsavel pela grande maioria das lesoes;
ocasiona lesdes cutineas e mucosas e ocorre em todos os estados do Brasil;

» Leishmania (Viannia) guyanensis: ocasiona a forma cutanea, ¢ caracterizada por multiplas
lesdes, podendo acometer a mucosa; ocorre nos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Pard e
Roraima;
» Leishmania (Viannia) naiffi: ocasiona a forma de evolugao benigna; ocorre nos estados do
Para e Amazonas;
* Leishmania (Viannia) shawi: € responsavel por casos esporadicos no Maranhao e Par3;
* Leishmania (Viannia) lainsoni: foi descrita no Acre, Para, Roraima;
* Leishmania (Viannia) lindenberg: at¢ o momento foi isolada apenas de casos humanos;
presente no Para;
» Leishmania (Leishmania) amazonensis: responsavel pela forma cutdnea e ocasionalmente
pela forma cutanea-difusa anérgica; ocorre em diferentes regidoes do Brasil, no Norte:
Amazonia, Para, Acre ¢ Ronddonia; Nordeste: Maranhdo e Bahia; Sudeste: Minas Gerais;
Centro-Oeste: Goias e Mato Grosso do Sul e no Sul: Parand e Santa Catarina (BRASIL,
2007).
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FLEBOTOMINEOS

Os vetores das leishmanioses sao insetos denominados flebotomineos, pertencentes a
ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, conhecidos popularmente,
como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros. Os flebotomineos apresentam periodo
de vida relativamente curto, de duas a quatro semanas (BRASIL, 2007).

A participacao de flebotomineos na epidemiologia da LT ¢ bem conhecida, contudo,
as investigagdes sobre o comportamento das diferentes espécies, devem ser aprofundadas
visando o encontro de meios para controlar a populagio desses dipteros (TEODORO, KUHL,
1997). O conhecimento da distribuicdo geografica dos flebotomineos se torna fundamental
para a compreensao das caracteristicas relativas a epidemiologia das leishmanioses, indicando
as areas onde ha risco de transmissdo destas parasitoses (MELO, 2009).

No Brasil sdo relatadas 260 das 480 espécies de flebotomineos descritos na regido
Neotropical (SHIMABUKURO, GALATI, 2011). Porém, apenas algumas delas estdo
envolvidas no ciclo de transmissdao de Leishmania. As espécies Migonemyia migonei
(Franga), Nyssomyia neivai (Pinto), Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho), Pintomyia
fischeri (Pinto) e Pintomyia pessoai (Coutinho & Barretto) estdo presentes na maioria das
localidades estudadas no estado do Parana e tém relevancia na epidemiologia da LT
(TEODORO et al., 2006; REINHOLD-CASTRO et al., 2008; SILVA et al., 2008).

Em um estudo realizado no municipio de Bandeirantes, Massafera et al. (2005)
descreveram as espécies Ny. whitmani, Ny. neivai, Mi. migonei, Pi. fischeri, Expapillata
firmatoi (Barretto, Martins & Pellegrino), Pi. pessoai, Brumptomyia cunhai (Mangabeira),
Brumptomyia brumpti (Larrousse) e do género Micropygomyia, lembrando que as duas
primeiras espécies de flebotomineos tém destacado papel na epidemiologia da LT.

E mister a investigagdo da infec¢do natural de flebotomineos em localidades ainda ndo
estudadas. Os estudos de competéncia vetorial de flebotomineos tém relagdo com a
capacidade dos parasitos de: 1) resistirem a atividade das enzimas digestivas presentes do
intestino médio do inseto durante a digestdo sanguinea; ii) escaparem da matriz peritrofica
que envolve o bolo alimentar; iii) completarem o ciclo de vida dentro do inseto vetor, com o
desenvolvimento e diferenciacdo das formas evolutivas e; iv) infectarem o hospedeiro
vertebrado através da inoculagao (PIMENTA et al., 2003).

Nos estudos relacionados a taxa de infec¢do natural de flebotomineos por Leishmania
foram encontrados infectados Ny. whitmani (LUZ et al., 2000; NEITZKE-ABREU et al.,
dados ndo publicados) e Ny. neivai (OLIVEIRA et al., 2011; NEITZKE-ABREU et al., dados

ndo publicados) no estado do Parand. Ny. whitmani também foi detectado com infecgao
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natural no Ceard (AZEVEDO et al., 1990a) e em Minas Gerais (CARVALHO et al., 2008);
Ny. neivai, em Santa Catarina (MARCONDES et al., 2009), Minas Gerais (SARAIVA et al.,
2009) e Rio Grande do Sul (PITA-PEREIRA et al., 2009); Mi. migonei, no Ceara
(AZEVEDO et al., 1990b), Rio de Janeiro (PITA-PEREIRA et al., 2005) e Pernambuco
(CARVALHO et al., 2010); Pi. fischeri, no Rio Grande do Sul (PITA-PEREIRA et al., 2011)
e Pi. pessoai, em Sao Paulo (FORATTINI et al., 1972).

Atualmente uma série de estudos na area da biologia molecular tem sido desenvolvida
em busca de novas ferramentas para o diagnodstico de Leishmania. A Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), que tem alta sensibilidade e especificidade, pode ser empregada também
para a detec¢do da taxa de infeccdo em flebotomineos (OLIVEIRA et al., 2011;
RODRIGUEZ et al., 1999).

Os flebotomineos possuem em seus tecidos provaveis interferentes que podem
diminuir a eficiéncia da PCR através da inibicdo da 7ag DNA Polimerase (HIGGINS et al.,
1995; SIRIDEWA et al., 1996). Assim, a técnica de Multipla-PCR utiliza, além de iniciadores
para deteccdo de Leishmania, um par de iniciadores para deteccdo de DNA de flebotomineos,

o qual funciona como um controle interno da reagdo (OLIVEIRA et al., 2011).

JUSTIFICATIVA

A participacao de flebotomineos na epidemiologia da LT ¢ bem conhecida, contudo,
as investigagoes sobre a competéncia vetorial de flebotomineos, sobretudo das envolvidas no
ciclo de transmissdo nos ambientes antropicos, devem ser aprofundadas visando conhecer a
vulnerabilidade da endemia.

Ainda ¢ pequeno o numero de localidades no estado do Parand em que foram
realizados estudos sobre a competéncia vetorial de flebotomineos e isto justifica a realizagdo
de pesquisas que avaliem a taxa de infeccdo desses insetos. O conhecimento da taxa de
infeccdo de vetores naturalmente infectados em areas onde ha casos de LT ¢ a identificagao
mais precisa e rapida do agente etioldgico sdo indicadores importantes da necessidade da
intervenc¢do dos servicos de saude publica para o desencadeamento de medidas de controle da
populagdo desses insetos. Cabe lembrar que o conhecimento e a tipificacdo do agente

etiologico em areas endémicas de LT contribuem para que o tratamento seja mais eficaz.
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OBJETIVOS
GERAL
Investigar a infeccdo natural de flebotomineos por Leishmania no municipio de

Bandeirantes, estado do Parand utilizando a técnica da multipla-PCR.

ESPECIFICOS
Identificar a fauna de flebotomineos em 4rea rural do municipio de Bandeirantes,
estado do Parana.
Verificar as espécies de flebotomineos mais frequentes.

Pesquisar a taxa de infeccao natural de flebotomineos por Leishmania (Viannia).
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RESUMO: As leishmanioses t€ém ampla distribui¢do mundial, com grande impacto na saude
publica. O objetivo deste estudo foi investigar a infec¢do natural por Leishmania (Viannia)
em flebotomineos no municipio de Bandeirantes, estado do Parana. Os flebotomineos foram
coletados com armadilhas de Shannon, no Bairro Agua do Cateto, municipio de Bandeirantes,
estado do Parana, sul do Brasil. Para verificar a infec¢do natural desses insetos foi utilizada a
Multipla Reagdo em Cadeia da Polimerase (multipla-PCR), que ¢ uma técnica com alta
especificidade e sensibilidade e tem sido 1til para detectar a presenca de Leishmania em
flebotomineos. Foram coletados 1.297 flebotomineos, 737 fémeas e 560 machos, das espécies
Pintomyia pessoai, Nyssomyia whitmani, Pintomyia fischeri, Nyssomyia neivai, Expapillata
firmatoi e Brumptomyia brumpti. Foram submetidas a multipla-PCR 640 fémeas em 66 pools
das quatro primeiras espécies citadas. Nao se constatou a presenga de Leishmania (Viannia)
em nenhum dos pools, entretanto ndo se pode negar a importancia destas espécies na
epidemiologia da leishmaniose tegumentar, uma vez que estas espécies tém sido assinaladas
com infec¢dao natural. A densidade populacional, a distribuicdo geografica, a frequéncia no
peridomicilio e domicilio, a antropofilia adaptacdo nos ambientes antropicos desses insetos e
as condi¢des climaticas sdo fatores favordveis a persisténcia do ciclo enzoodtico de
Leishmania. Estes fatores evidenciam a necessidade de investigagdes sobre o comportamento
de flebotomineos, incluindo a taxa de infeccao, cujos resultados podem indicar a necessidade
da intervencao dos servigos de satide publica para o desencadeamento de medidas de controle
da populagdo desses insetos.

Palavras-chave: Leishmaniose, PCR, Leishmania, flebotomineos

Introducio

A distribui¢ao das leishmanioses em 98 paises, o impacto na satide publica e a elevada
incidéncia incluem essas doengas entre as mais importantes endemias do mundo (WHO 2010,
WHO 2013). Dai a relevancia da realizagdo de estudos sobre o comportamento de
flebotomineos e outros fatores relacionados a epidemiologia dessas doengas. A verificacdo da
taxa de infec¢do de flebotomineos por Leishmania t€ém importancia na validagdo das espécies
desses insetos envolvidas na epidemiologia das leishmanioses. De aproximadamente 800
espécies de flebotomineos registradas no mundo, 480 sdo da Regido Neotropical, das quais
260 ocorrem no Brasil (Shimabukuro & Galati, 2011). As espécies Nyssomyia whitmani
(Antunes & Coutinho), Nyssomyia neivai (Pinto), Migonemyia migonei (Franca), Pintomyia

pessoai (Coutinho & Barretto) e Pintomyia fischeri (Pinto) tém destacada importancia na
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transmissdo de patdgenos que causam a leishmaniose tegumentar (LT) e tém sido
frequentemente coletadas no estado do Parana (Teodoro et al. 2010).

Os métodos moleculares t€ém se mostrado eficientes para deteccdo de Leishmania em
flebotomineos (Kato et al. 2005, Michalsky et al. 2002) e uma dessas ferramentas ¢ a técnica
da Miultipla Reagdo em Cadeia da Polimerase (multipla-PCR), que apresenta alta
especificidade e sensibilidade (Perez et al. 1994, Rodriguez et al. 1994). A taxa de infecgao de
vetores naturalmente infectados por Leishmania e a identificacio mais precisa do agente
etiologico tém grande importancia na epidemiologia das leishmanioses (Michalsky et al.
2002) e pode ser util na prevencao destas doengas (Kato et al. 2005).

Nos estudos relacionados a taxa de infecg¢ao natural de flebotomineos por Leishmania
foram encontrados infectados Ny. whitmani (Luz et al. 2000, Neitzke-Abreu et al. dados nao
publicados) e Ny. neivai (Oliveira et al. 2011, Neitzke-Abreu et al. dados ndo publicados) no
estado do Parand. Ny. whitmani também foi detectado com infec¢do natural no Ceara
(Azevedo et al. 1990a) e em Minas Gerais (Carvalho et al. 2008); Ny. neivai, em Santa
Catarina (Marcondes et al. 2009), Minas Gerais (Saraiva et al. 2009) e Rio Grande do Sul
(Pita-Pereira et al. 2009); Mi. migonei, no Ceard (Azevedo et al. 1990b), Rio de Janeiro (pita-
Pereira et al. 2005) e Pernambuco (Carvalho et al. 2010); Pi. fischeri, no Rio Grande do Sul
(Pita-Pereira et al. 2011) e Pi. pessoai, em Sdo Paulo (Forattini et al. 1972).

H4 necessidade de novos estudos de investigacdes da infecgdo natural de
flebotomineos no Parana, onde a LT ¢ endémica e o nimero de trabalhos abordando esse
assunto ¢ reduzido. O registro de 285 casos de LT no municipio de Bandeirantes, em todos os
anos do periodo de 1990 a 2013 (Bandeirantes 2013), denota que neste municipio ha
localidades com caracteristicas ambientais que mantém ativo o ciclo de Leishmania e
carecem, portanto, de maiores cuidados do servico de vigilancia local. Desta forma, a
determinagdo da taxa de infec¢do natural de flebotomineos em localidades onde tem ocorrido
casos no municipio de Bandeirantes ¢ um dado importante para a compreensdo da
epidemiologia da LT, podendo sugerir o desencadeamento de medidas de controle da

populacdo desses insetos.

Materiais e Métodos

As coletas de flebotomineos foram realizadas no municipio de Bandeirantes (50°25°e
50°20" Longitude Oeste e 23°07" e 23°05" Latitude Sul), localizado na mesorregido Norte
Pioneiro Paranaense. O municipio de Bandeirantes possui uma area territorial de 44.527,9

hectares, com uma populacao de 32.182 habitantes, dos quais 28.382 sao moradores da area
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urbana e 3.800 da area rural (IBGE 2010). Este municipio esta inserido no poélo Cinzas-
Laranjinha de producdo de leishmaniose, que ¢ parte do circuito de producao Parana-
Paranapanema (Monteiro et al. 2009). A area rural de Bandeirantes, segundo a divisdo
administrativa da prefeitura municipal, ¢ dividida em 16 bairros (Figura 1). As coletas foram
desenvolvidas em mata da zona rural do bairro Agua do Cateto, na Fazenda Cateto Nomura.
A area estudada encontrava-se desabitada no periodo das coletas, bem como foi alterado o
tipo de cultivo do local. A mata ¢ do tipo densa tropical de transi¢do para subtropical, com
queda parcial de folhas de algumas espécies arbdreas no inverno, quando ocorre seca pouco
pronunciada.

Os flebotomineos foram coletados em armadilha de Shannon, com tubo de ensaio
contendo algoddo embebido em cloroférmio e aspirador de Castro, por dois ou mais coletores,
das 18h30min as 00h30min ou 2h30min, somando 46 horas, nos meses de Margo, Abril,
Maio, Agosto e Setembro de 2012. Os insetos coletados foram sacrificados com cloroférmio.
Logo apo6s a coleta, os flebotomineos foram acondicionados em frascos contendo isopropanol
para conservacao e posterior identificagdo das espécies (Paiva et al. 2007). A identificagdo foi
realizada no Laboratério de Entomologia da Universidade Estadual de Maringé. As fémeas de
flebotomineos foram colocadas em laminas de vidro, previamente lavadas com hipoclorito a
2% e desinfetadas em 4alcool a 70%, contendo uma gota de salina estéril 0,9% e sob
microscopia estereoscopica, na por¢do final do abddmen foram feitos pequenos cortes para a
exposicao da espermateca. Em seguida a lamina foi coberta com laminula e examinada ao
microscopio optico (400X), para a identificacdo da espécie. A nomenclatura utilizada ¢ de
Galati (2003) e a abreviacao de Marcondes (2007). Apos a identificacdo os insetos foram
conservados em tubos eppendorf, em pools com 7 a 10 espécimes, da mesma espécie,
contendo isopropanol, para posterior extracdo do DNA.

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 (50mM NaCl, 10mM
EDTA, pH 8,0, 50mM Tris-HCL pH 7,4, Triton X100 1% e 10mM DTT) e para a extragdo foi
utilizada solucdo 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 MP1L (5’-TAC TCC CCG ACA TGC CTC TG-3’)

que amplificaram fragmento de 70 pb da regido conservada do minicirculo do cinetoplasto
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(kDNA) do subgénero Leishmania (Viannia) (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 amplificaram 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 rea¢do (volume final de 25 pL)
continha: 0,5 pM de cada um dos iniciadores (Invitrogen Life Technologies, Sdo Paulo
Brasil), 0,2 mM de dNTP (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 1U de Platinum 7aqg DNA
Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 1,5 mM de MgCl,, 1X Tampao de enzima e
2ul de DNA. A amplificagdo foi realizada em Termocicladora PC (Biometra, Alemanha) a
94°C por 7 min, seguido por 30 ciclos (1,5min a 95°C; 1,5min a 57°C; 2min a 72°C) (Oliveira
et al. 2011). A extensdo foi continuada por mais 10 min a 72°C e os tubos foram mantidos a
4°C até a analise. 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/ecm. Para cada 6 amostras foi utilizado um controle positivo [1 pg de DNA de L. (V.)
braziliensis] e um controle negativo (agua). A presenca de bandas foi verificada em

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

Resultados

Foram coletados 1.297 flebotomineos, dos quais 737 fémeas e 560 machos. Coletaram-
se 660 exemplares de Pi. pessoai, 334 de Ny. whitmani, 201 de Pi. fischeri, 50 de Ny. neivai, 46
de Mi. migonei, 5 de Ex. firmatoi e 1 de Br.brumpti (Tabela 1)

Um total de 640 fémeas de flebotomineos (66 pools) foram submetidos a multipla-
PCR. A banda de 220 pb do gene da cacofonia em flebotomineos foi detectada em todos os
pools, indicando auséncia de inibidores da 7ag DNA Polimerase (Figura 2). Os resultados

mostraram a auséncia de Leishmania (Viannia) em todas as amostras (Tabela 2).

Discussio

As espécies de flebotomineos coletados foram relatadas anteriormente no estado do
Parand (Membrive et al. 2004, Silva et al. 2008, Teodoro et al. 2010). As fémeas representam
56,8% do total de flebotomineos coletados. Houve predominio de Pi. pessoai (50,9%) seguido
da espécie Ny. whitmani (25,7%). Anteriormente, em Bandeirantes, Massafera et al (2005)
verificaram o predominio de Ny. whitmani seguida de Ny. neivai. Melo (2009), no mesmo
municipio, observou o predominio ora de Ny. whitmani ora de Ny. neivai, conforme a

localidade de coleta.
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Em 2008 havia na Fazenda Cateto Nomura quatro habitantes, criacdo de galinhas e
porcos, além de culturas de soja, café e algumas arvores frutiferas (Melo, 2009). No periodo
de realizacdo deste trabalho as culturas referidas foram substituidas pela cana-de-agtcar, as
residéncias foram demolidas e os habitantes dispensados. Estas alteracdes, a auséncia dos
habitantes e animais domésticos, podem ter acarretado a mudanga no predominio das espécies
de flebotomineos. Este fato ja foi observado nos municipios de Terra Boa (Teodoro et al.
1993) e Lobato (Teodoro et al. 2006), ambos no Parana, onde foram realizadas coletas de
flebotomineos.

Do total de 640 fémeas de flebotomineos submetidas a multipla-PCR nao se constatou
a infec¢ao natural em nenhuma das espécies. Inimeras investigagdes t€ém demonstrado que as
taxas de infeccao destes insetos sdo variaveis. Os trabalhos referentes a infec¢ao natural de
flebotomineos mostram que o numero desses insetos infectados pode ser baixo, por sofrerem
influéncia de fatores bioticos, tais como o tamanho da populagdo 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). Com a técnica da PCR, Carvalho et al. (2008)
encontraram 0,83% de 120 fémeas de Ny. whitmani com infeccdo por Leishmania, enquanto
Neitzke-Abreu et al. (dados ndo publicados) detectaram 1,12% em 268 fémeas. Em Ny. neivai
a taxa de infeccao foi de 9,1% em 440 fémeas, segundo Cordoba-Lanus et al. 2006; 13,1% em
562 fémeas, segundo Marcondes et al. 2009; 1,11% em 270 fémeas, conforme Pita-Pereira et
al. 2009; 0,23% em 1.755 fémeas, conforme Oliveira et al. 2011; ¢ 0,46% em 216 fémeas,
segundo Neitzke-Abreu et al. (dados ndo publicados). Pita-Pereira et al. (2011) encontraram
taxa de infeccao de 0,38% em 520 fémeas de Pi. fischeri.

Pela técnica de disseca¢do nota-se que a taxa de infeccdo de flebotomineos tem sido
baixa. Em Ny. whitmani, Azevedo et al. (1990a) encontraram taxa de infec¢do de 0,8% em
893 fémeas; Luz et al. (2000) detectaram 0,18% em 1.628 fémeas e Galati et al. (1996)
verificaram 0,16% em 613 fémeas. Contudo, hé diversos trabalhos que mostram taxas de
infeccdo zero por PCR ou dissecacdo, mesmo em areas onde tem sido notificados casos de LT
(Castro et al. 2005, Feitosa & Castellon 2004, Neitzke et al. 2008, Scodro et al. 2008, Silva &
Gomes, 2001).

As técnicas moleculares para pesquisa de DNA sdo ferramentas importantes para a
deteccdo de Leishmania em flebotomineos, tendo como principais vantagens a sensibilidade e
a especificidade, independente do estagio, localiza¢dao e do baixo nlimero de parasitos no trato
digestorio 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 reagao
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confere seguranga ao resultado, pois detecta a possibilidade de interferéncia do exoesqueleto
de artropodes na reagdo (Higgins & Azard, 1995, Siridewa et al. 1996).

Apesar de ndo ter sido detectada a presenca de Leishmania nos flebotomineos
analisados, ndo se pode negar a importancia de Pi. pessoai, Ny. whitmani, Pi. fischeri e Ny.
neivai na epidemiologia da LT, uma vez que estas espécies tém sido assinaladas com infec¢do
natural. A densidade populacional desses insetos, a distribuicdo geografica, a frequéncia no
peridomicilio e domicilio, a antropofilia, a adaptagdo nos ambientes antropicos e as condigdes
climaticas sdo fatores favoraveis a persisténcia do ciclo enzodtico de Leishmania. Estes
fatores pdem em evidéncia 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 intervengdo dos servigos de satde publica para o desencadeamento de medidas

de controle da populacio desses insetos.
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Figura 1. Area do Bairro Agua do Cateto, onde se localiza a Fazenda Cateto
Nomura e foram coletados os flebotomineos, no municipio de Bandeirantes, estado

do Parana, sul do Brasil
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1 2 3 & 9 C+ PM

220 pb

70 pb

Figura 2. Multiplex-PCR mostrando os fragmentos de 70 pb [da regido do
minicirculo do k-DNA do subgénero Leishmania (Viannia) amplificado com os
iniciadores MP3H e MPI1L] e 220 pb (da regido do gene /V'S6 da cacofonia de
insetos do género Lutzomyia amplificado com os iniciadores SLIcac e 3LIcac). Raias
1, 2, 3, 4 e 5: amostras negativas de pools de flebotomineos; C+: controle positivo
da amplificagdo [DNA de promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis]; PM:
Marcador molecular de 100 pb (Invitrogen®, USA).
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Tabela 1. Total de flebotomineos coletados no bairro Agua do Cateto, municipio de Bandeirantes, estado do Parand, sul do Brasil, de abril a

setembro de 2012
Data 04/3 16/4 18/4 23/4 16/5 23/8 30/8 20/9 Total
Espécie ? 3 @ 3 Q d Q 3 Q 3 > 3 g 3

Brumptomyia brumpti 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
Expapillata firmatoi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 5 0
Migonemyia migonei 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33 0 0 0 7 0 46
Nyssomyia neivai 9 4 2 0 0 0 4 3 2 0 12 0 0 0 7 7 36 14
Nyssomyia whitmani 140 21 14 6 0 0 14 0 20 8 59 8 0 4 26 14 273 ol
Pintomyia fischeri 50 5 9 0 0 0 8 0 9 1 103 9 0 2 0 5 179 22
Pintomyia pessoai 63 37 29 100 6 6 48 72 16 25 29 3 4 1 49 172 244 416
Total 262 73 54 106 6 6 74 75 47 34 203 53 9 8 82 205 737 560

Q=machos, §=fémeas
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Tabela 2. Fémeas de flebotomineos submetidas & técnica de multipla-PCR, coletadas no bairro Agua do Cateto, municipio de

Bandeirantes, Parana, sul do Brasil, de marco a setembro de 2012

Més Marc¢o Abril Maio Agosto Setembro Total
Espécie NE NP NE NP NE NP NE NP NE NP NE NP
Nyssomyia neivai 9 1 10 1 0 0 10 1 7 1 36 4
Nyssomyia whitmani 140 14 20 2 20 2 40 4 0 0 220 22
Pintomyia fischeri 50 5 17 2 9 1 100 10 0 0 176 18
Pintomyia pessoai 60 6 83 9 16 2 29 3 20 2 208 22
Total 259 26 130 14 45 5 179 18 27 3 640 66

NE=numero de espécimes, NP=numero de pools
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CAPITULO 11T
CONCLUSOES

Dentre as seis espécies de flebotomineos coletadas e j& descritas no municipio de
Bandeirantes, verificou-se que a propor¢do das espécies diferiu em relagdo aos trabalhos
realizados anteriormente.

Apesar de ndo ter sido detectada a infeccdo natural em nenhuma das espécies de
flebotomineos investigadas deve-se considerar que a densidade populacional, a distribuicdo
geografica, a frequéncia no peridomicilio e domicilio, a adaptagdo nos ambientes antropicos e
as condigdes climaticas favoraveis a persisténcia do ciclo enzodtico de Leishmania, sao
fatores que pdem em evidéncia a importancia das espécies Pi. pessoai, Ny. whitmani, Pi.
fischeri e Ny. neivai na epidemiologia da LT, uma vez que estas espécies foram constatadas

naturalmente infectadas em diferentes regides do Brasil.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

O fato de nao ter sido detectada a infeccao natural de flebotomineos, nao significa que a
verificagdo desta taxa, normalmente baixa, deixe de ser uma informagdo importante para os
servicos de vigilancia nas areas onde a LT ¢ endémica. Dai a necessidade da criacdo de um
servigo especializado de entomologia médica nos departamentos de saude 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 hé possibilidade de ocorréncia das

doengas referidas.
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