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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM VIGILANCIA E CONTROLE DE VETORES

Elaine Santana Mendonca

As leishmanioses (tegumentar e visceral) sdo antropozoonoses causadas por
protozodrios do género Leishmania apontadas como doencas negligenciadas. Sao
endémicas em 98 paises e consideradas neste contexto como um grande problema
de salude publica global. Fatores como desmatamento, migracdo e urbanizacao
desordenada alteram os habitats dos flebotomineos, além de provocar a mudanca e
distribuicAo de hospedeiros e reservatorios em seus nichos originais. O
conhecimento da biologia dos flebotomineos e o estudo da sua presenca em
determinada area é de extrema importancia para elucidar a epidemiologia local da
doenca. O objetivo do estudo foi realizar um levantamento da fauna flebotominica e
o diagnéstico de infeccdo natural de fémeas de flebotomineos por Leishmania spp. A
area de estudo foi Catimbau Grande, um povoado do municipio de Rio Bonito no
Estado do Rio de Janeiro. Os insetos foram capturados com armadilhas luminosas
HP (tipo CDC) instaladas aproximadamente a 1m do solo no peridomicilio e no
extradomicilio, no periodo de janeiro a julho de 2019, as capturas foram realizadas a
cada 15 dias em média. Foram registrados em fichas de campo dados como altitude,
temperatura, umidade e fase lunar. No laboratério foi realizada a triagem dos insetos
capturados e os flebotomineos separados para montagem em lamina e identificacédo.
Foram identificados 157 flebotomineos (67 fémeas e 90 machos), duas espécies
foram identificadas: Nyssomyia intermedia e Migonemyia migonei. Nenhuma das
fémeas analisadas para infeccdo natural apresentou positividade para Leishmania

spp.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN_VIGILANCIA E CONTROLE DE INSETOS

Elaine Santana Mendonca

Leishmaniasis (tegumentary and visceral) are anthropozoonosis caused by protozoa
of the genus Leishmania identified as neglected diseases. They are endemic in 98
countries and considered in this context as a major global public health problem.
Factors such as deforestation, migration and disorderly urbanization alter the sandfly
habitats, in addition to causing the change and distribution of hosts and reservoirs in
their original niches. Knowledge of the biology of sandflies and the study of their
presence in a certain area is extremely important to elucidate the local epidemiology
of the disease. The aim of the study was to carry out a survey of the sandfly fauna
and the diagnosis of natural infection of female sandflies by Leishmania spp. The
study area was Catimbau Grande, a village in the municipality of Rio Bonito in the
State of Rio de Janeiro. Insects were captured with HP light traps (CDC type)
installed approximately 1m from the ground in the peridomicile and extradomicile,
from January to July 2019, the captures were carried out every 15 days on average.
Data such as altitude, temperature, humidity and moon phase were recorded in field
records. In the laboratory, the selection of captured insects and the sandflies
separated for slide mounting and identification was performed. A total of 157 sand
flies were identified (67 females and 90 males), two species were identified:
Nyssomyia intermedia and Migonemyia migonei. None of the females analyzed for
natural infection showed positivity for Leishmania spp.
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1 INTRODUCAO.

Os flebotomineos s&o insetos da ordem Diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, e géneros variados. S&o conhecidos popularmente, como
mosquito palha, birigui, tatuquira, freboti, entre outros dependendo da posicédo
geografica. Sdo de pequeno porte medindo de 2 a 3 mm, apresentando em seu
corpo intensa pilosidade, sua locomocao é caracterizada pelo voo saltitante e, ao
contrario do restante dos dipteros, mantém suas asas eretas quando em repouso
(FORATTINI, 1960). Os primeiros registros de dipteros da subfamilia Phlebotominae
datam do Cretaceo Inferior (LEWIS, 1974) e o nome foi dado a partir do género
Flebotomus Rondani, 1840. Estes insetos tém sido encontrados em ambientes
silvestres (solo florestal e folhas caidas, tronco e raizes de arvores, tocas de
animais, rochas ou mesmo dentro dos detritos das fendas rochosas e no chéo das
cavernas), ambientes domésticos (pordes, fendas na parede/chdo, soétdos) e
peridomésticos (pocilgas, currais, galinheiros) preferindo locais umidos e sombrios
para o seu criadouro ou em detritos ricos em matéria organica (FORATTINI, 1960).
O que néo significa que os flebotomineos ndo possam se domiciliar, devemos
considerar também a capacidade de adaptacdo desses insetos a mudancas
ambientais, o que os leva cada vez mais perto do homem (FORATTINI, 1960),

caracterizando assim a antropofilia.

Algumas espécies de flebotomineos sdo envolvidas na transmissdo das
Leishmanias, agentes causadores das leishmanioses (tegumentar e visceral) como:
Nyssomyia flaviscutellata, Nyssomyia whitmani, Nyssomyia intermedia, Nyssomyia
wellcomei, Nyssomyia umbratilis, Migonemyia migonei, Lutzomyia longipalpis,
Lutzomyia cruzi. (BRAZIL et al, 2015).

Para a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as leishmanioses estao
situadas entre as seis doencas tropicais de maior relevancia mundial. Com relatos
de transmisséo endémica, atinge um total de 98 paises, entre estes a Franca, Italia,
Grécia, Malta, Espanha e Portugal. Sua incidéncia vem aumentando para cerca de
dois milhdes de casos mundiais ao ano (ALVAR et al, 2012). No Brasil,

especificamente na regido amazonica a incidéncia das leishmanioses é considerada
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muito alta, com novos casos acrescidos anualmente (ALVAR et al. 2006; ALVAR et
al. 2012).

1.1. Flebotomineos.

Scopoli, em 1786 na lItalia, descreveu pela primeira vez um flebotomineo
quando reportou a espécie Bibio papatasi, alterando sua nomenclatura algum tempo
depois para Phlebotomus papatasi (DEDET et al., 2003), esta espécie é considerada
de amplo interesse em medicina veterinaria pois causa problemas sanitarios nos
continentes Europeu, Asiatico e Africano (COLACICCO-MAYHUGH et al., 2010).

Coquillett (1907) descreveu os primeiros flebotomineos das Américas como
Flebotomus vexator, do estado de Maryland (USA), e Flebotomus cruciatus, de Alta
Vera Paz, Guatemala. No Brasil os responsaveis pela primeira descricdo de

flebotomineos foram Lutz & Neiva (1912).
1.1.1. Biologia e morfologia dos Flebotomineos.

Os flebotomineos séo insetos de pequeno porte medindo de 2 a 3 mm,
apresentando em seu corpo intensa pilosidade, sua locomocao é caracterizada pelo
voo saltitante e, ao contrario do restante dos dipteros, mantém suas asas eretas
guando em repouso (FORATTINI, 1960).

Sao insetos holometabolos, suas larvas desenvolvem-se e alimentam-se de
matéria organica depositada no solo, no entanto a forma adulta (macho e fémea) se
alimenta de acuUcares de plantas (carboidratos). Apenas as fémeas nesta fase se
alimentam de sangue sendo tal fato, de vital importancia para a maturacao dos ovos.
(BRAZIL & BRAZIL, 2018)

Os flebotomineos possuem atividades crepusculares, tipicamente sao
encontrados em mata (SANTOS-DEMARCO, 1997). Entretanto, com a diminui¢c&o
das matas nativas, seus habitats naturais foram modificados, sendo assim
determinadas espécies que de alguma forma resistem as condicbes adversas,
conseguem explorar novos ambientes, aproximando-se cada vez mais do
peridomicilio (GOMES & GALATI, 1986; SANTOS-DEMARCO, 1997).

19



Os conhecimentos disponiveis sobre os criadouros naturais de flebotomineos
sdo ainda deficientes face as dificuldades de isola-los do substrato onde se

desenvolvem sendo representado, de maneira geral, pelo solo (FORATTINI, 1960).

Apesar de mencionada escassez sobre os dados de criadouros existentes,
podemos apontar que a maioria reporta ao ambiente extradomiciliar silvestre,
vivendo preferencialmente no solo, proximos a vegetacdo em raizes e/ou troncos de
arvores, podendo ser encontrados em tocas de animais, rochas, solo florestal e
folhas caidas. Gostam de lugares com pouca luz, imidos, sem vento e que tenham
alimento por perto (FORATTINI, 1960). Vale a pena ressaltar, que diferengcas na
composigao especifica e abundancia relacionadas as faunas flebotominicas imatura
e adulta de bases de arvores indicam criadouros localizados distantes do local de

agregacao e/ou repouso dos adultos (ALENCAR, 2003). (Figura 1 e figura 2).

Figura 1: Arvore de raiz tabular, potencial abrigo natural dos flebotomineos, possiveis vetores dos
agentes etiolégicos das leishmanioses. Mangaratiba, RJ. Fonte: Mendonga, 2014.
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Figura 2: Ambiente silvestre, caracteristico para o desenvolvimento do ciclo de vida dos
flebotomineos. Grotéo, Eucaliptal, Volta Redonda, RJ. Fonte: Mendonga, 2012.

Em relacdo ao ambiente domiciliar e peridomiciliar, os flebotomineos podem
ser encontrados em locais como: tronco e raizes de arvores frutiferas e abrigos de
animais, como, currais de equinos, bovinos, caprinos, pocilgas e galinheiros e
frestas de paredes dos domicilios (FORATTINI, 1960). (Figura 3).

Figura 3: Ambiente peridomiciliar, Sitio Nossa Senhora Aparecida, Catimbau Grande, Rio Bonito, RJ.
Fonte: Mendonga, 2019.

Segundo Scorza et al. (1968a, 1968b, 1968c), a temperatura influi tanto na
sobrevivéncia das formas imaturas quanto nas das adultas, em periodo seco, a
temperatura do bidtopo € mais elevada do que a do meio externo. No periodo
chuvoso, quando a temperatura externa se eleva, no biétopo, diminui ligeiramente.
De um modo geral, para seu desenvolvimento, os flebotomineos requerem
temperaturas entre 20° C e 30° C, umidade a 80%, em média, e para os estadios

imaturos, solo rico em matéria organica, essencial para o desenvolvimento das
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larvas. Sendo assim, a umidade relativa do ar € um o fator determinante a

manutencao desses insetos em seus abrigos.

Os flebotomineos costumam depositar seus ovos em micro-habitats terrestres,
ricos em matéria organica (ALEXANDER, 2000). Os ovos séo elipticos, alongados e
um tanto encurvados (Figura 4). Tal curvatura faz com que a face dorsal seja convexa
e a ventral, cdncava, sao de coloracdo escura, medindo segundo a espécie, cerca de
300 a 500 micrémetros de comprimento por 70 a 150 microbmetros de largura (FERRO
et al., 1998; BRAZIL & BRAZIL, 2018). A fémea adulta de flebotomineos realiza
postura (02 a 80 ovos) com média 28 ovos por fémea (MORALES et al., 2005), sendo
realizada isoladamente ou em pequenos grupos de ovos, ficando aderidos ao
substrato devido a substancia produzida pelas glandulas acessorias, oS mesmos

levam em torno de 8 dias e meio para realizar a eclosdo (FERRO et al., 1998).

Figura 4: Ovos de flebotomineos mantidos em coldnias (potes de confinamento), no insetério, sob
condic¢des ideais para sua criagdo, no laboratério de Doencas Parasitarias (IOC/FIOCRUZ). Fonte:
Fuzari, AA.

Quanto a dessecacdo, sdo dotados de baixa capacidade de resisténcia
necessitando de elevado teor de umidade para se desenvolverem normalmente.
(MONTEIRO, 2012).

As larvas de flebotomineos (Figura 5) sdo muito vorazes, possuem aspecto
vermiforme, sendo pequenas, brancas e ao nascer ja se alimentam de matéria
organica em decomposicao eliminando grande quantidade de fezes sob a forma de
pequenas bolotas. A alimentagéo so € interrompida pouco tempo antes das mudas,

reiniciando cerca de 2 horas apés, quando ja ocorreu 0 necessario endurecimento

22



do exoesqueleto quitinoso, principalmente o tocante as partes bucais (LEITE &
WILLIAMS, 1997). Seu corpo é dividido em cabeca, trés segmentos toracicos e nove
seguimentos abdominais. A cabeca € recoberta de espinhos, possui um par de
antenas e as pecas bucais sdo do tipo triturador. No ultimo segmento abdominal,
existem implantadas longas cerdas caudais responsaveis pela fixacdo da larva no
momento da muda. Como sao de habitos terrestres, ndo possuem sifdo respiratorio,
mas apresentam pseudodpodes na face ventral dos segmentos do abdome que se
dedicam a locomog¢do que ocorre logo apdés o endurecimento da quitina, algum
tempo depois da ecdise. Decorrido um tempo variavel, entre 15 e 70 dias, formam-
se as pupas (LEITE & WILLIAMS, 1997).

Figura 5: Larvas de flebotomineos mantida em colbnias (potes de confinamento), no insetario, sob
condigdes ideais para sua criagdo, no laboratdrio de Doencas Parasitarias (IOC/FIOCRUZ). Fonte:
Barbosa AF.

Em condic¢des de temperatura acima do nivel étimo, os efeitos sobre as larvas
sdo prejudiciais, tendo como consequéncia o aumento da mortalidade dessas
formas. Em situacdes térmicas inferiores, o desenvolvimento larval vai-se
retardando, com duracdo cada vez maior, até que, atingindo nivel minimo, o
desenvolvimento é interrompido. Existem indicios que mostram que os limites dessa
faixa podem ser fixados entre 25° e 30°C (BRAZIL & BRAZIL, 2018).

Vale a pena ressaltar, que os estadios larvares de flebotomineos podem
diferenciar dos outros psicodideos, pois ocorrem fora d’agua, sédo saprofagas,
anfipneusticas, do tipo eruciforme (BRAZIL & BRAZIL, 2018). Porém, se ovos ou
larvas de primeiro estadio ficarem imersos em agua, podem sobreviver em torno de

cinco dias, e as larvas de quarto estadio sobrevivem por 14 dias. Entretanto, se
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forem retiradas da agua antes desse prazo, podem seguir com seu desenvolvimento
naturalmente (ADLER & THEODOR, 1957).

No que se refere a iluminacédo, admite-se, de maneira geral, que a escassez
ou a auséncia dela, constitui fator favoravel para o desenvolvimento das larvas de
flebotomineos. Porém, ndo podemos deixar de pontuar a agdo nociva da luz intensa,
especialmente a de origem solar com seus raios calorificos. (BRAZIL & BRAZIL,
2018).

Nos flebotomineos as formas pupais sé&o mais ou menos cilindricas, composta
de 13 segmentos e de coloracdo amarelada, sendo dividida em cefalotérax e
abdome, que escurece progressivamente a medida que se aproxima o momento da
muda, ficando aderido a um substrato endurecido, o periodo pupal leva em média 15
dias (FERRO et al., 1998). Possuem pequenas dimensdes, cerca de dois ou menos
milimetros de comprimento. As pupas Sd0 mais resistentes as variacées do teor de
umidade, do que as larvas e ovos (FORATTINI, 1960) (Figura 6).

Figura 6: Pupa de flebotomineo, mantida em colbnias (potes de confinamento), no insetario, sob
condicdes ideais para sua criagdo, no laboratério de Doencas Parasitarias (IOC/FIOCRUZ). Fonte:
Fuzari, AA.

7

N&o ocorre alimentacdo nas formas pupais e sua respiragdo € aeérea.
Comparando com o0 que ocorre com o periodo de incubacdo dos ovos, a
temperatura tem influéncia marcante no tempo de evolucdo das pupas (BRAZIL &
BRAZIL, 2018).

Na alimentacdo dos flebotomineos adultos, é a saliva que possibilita o repasto

sanguineo realizado pelas fémeas. Assim como ocorre em outros insetos
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hematofagos, ela possui substancias anticoagulantes e indutoras de vasodilatacéo.
As fémeas dao inicio a sua alimentacdo sanguinea entre 24 e 48 horas apds a sua
emergéncia, e como possuem pecas bucais relativamente curtas, realizam um
procedimento diferenciado para conseguir se alimentar (Figura 7). Inicialmente
laceram a pele e os capilares sanguineos ali presente, fazendo com que se forme
uma papula subcutanea, onde é capaz de suga-la. Este processo pode levar cerca
de 1 a 5 minutos para que a fémea possa realizar seu repasto completo (BRAZIL &
BRAZIL, 2018).

Figura 7: Flebotomineo fémea da espécie Phlebotomus papatasi. Imagem capturada durante sua
alimentacéo. Fonte: http://www.sciencephoto.com/ média/151983/enlarge, 2012.

Os flebotomineos adultos apresentam dimorfismo sexual (Figura 8) expresso
ndo apenas nas diferencas das formas do corpo, mas também no comportamento
alimentar que se expressa na hematofagia exclusiva da fémea. Morfologicamente,
as principais diferencas entre sexo estdo nos ultimos segmentos abdominais, que
sdo modificados para constituir a genitalia: no macho esta presente um conjunto de
apéndices bem desenvolvidos e ornamentados (estruturas com valor taxonémico),
enguanto na fémea os segmentos menores e discretos dispdem-se como estrutura
telescopada, as quais conferem aspectos arredondados a genitalia do inseto, e nas

probécides, que na fémea é adaptada para picar e sugar (BRAZIL & BRAZIL, 2018).

Logo apOs emergirem da pupa, os adultos mantém-se inertes. Os machos

gue no interior da pupa permanecem com seus apéndices genitais dobrados sobre o
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corpo, precisam de 24 horas para que aconteca uma rotacdo de 180°, periodo apés
0 qual, acredita-se, que estarédo aptos para a cépula (ADLER & THEODOR, 1957).

Sobre o acasalamento dos flebotomineos, sabemos que acontece durante a
noite, na natureza, periodo em que ocorre a maior atividade destes insetos.
Podemos acrescentar a este comportamento o ato de vibrar as asas e a presenca
de glandulas abdominais, estas capazes de excretar feromdnios ao qual,
presumivelmente, tem a funcdo de atracdo dos insetos envolvidos (BRAZIL &
BRAZIL, 2003). No que tange a longevidade dos adultos, em condi¢gbes naturais, 0s
dados existentes sdo insipientes, entretanto, em laboratorio foram observados que
tanto os machos quanto as fémeas de flebotomineos podem sobreviver entre 20 e
30 dias.

Figura 8: Dimorfismo sexual em flebotomineos adultos. a, visdo geral da morfologia externa da fémea
(esquerda) e macho (direita); b, a seta indica as espermatecas de uma fémea; c, genitélia externa de
um macho. Fonte: Fotografias: a Fuzari, AA (IOC/FIOCRUZ); b e c: Barbosa, AF (IOC/FIOCRUZ).
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Véarios fatores podem contribuir para o aumento e/ou diminuicdo da
longevidade dos adultos de flebotomineos, a queda de umidade parece ser um dos

fatores que mais afetam a sua sobrevivéncia (NASCIMENTO, 2013).
1.1.2. Taxonomia dos flebotomineos.

O estudo da morfologia tem por objetivo identificar e diferenciar as espécies
existentes de flebotomineos em dada localidade, tendo por base as estruturas
visiveis do inseto apdés a preparacdo em lamina e observacdo com auxilio de
microscopia (YOUNG & DUNCAN, 1994).

A identificacdo taxondmica dos flebotomineos é considerada complexa,
sendo, por isso, necessario 0 estudo da sua morfologia interna, no caso das fémeas,
principalmente, pela visualizagdo e reconhecimento da faringe, cibario e
espermatecas (Figura 9). No caso dos machos, pela morfologia externa por meio da
termindlia genital (BRAZIL & BRAZIL, 2018).

Figura 9: Corte entre os 8 e 9 segmento do abdome de uma fémea da espécie Nyssomyia.
intermedia, possibilitando a visualizacdo da espermateca. Fonte: Mendonca, ES; Gongalves, 1. 2019.

Os sexos sdo identificados através dos ultimos segmentos abdominais, no
macho esta representado por um conjunto de apéndices bem desenvolvidos e
ornamentados, enquanto na fémea as estruturas conferem aspectos arredondados.
As probdcidas entre machos e fémeas também se distinguem morfologicamente,
sendo mais curta no macho em relacdo a fémea, que se apresenta um pouco mais
longa e adaptada para picar e sugar (BRAZIL & BRAZIL, 2003).
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Atualmente existem duas chaves de identificacdo dos flebotomineos das
Ameéricas. A primeira chave de classificacdo € atribuida a YOUNG & DUNCAN
(1994) onde o autor, subdivide o género Lutzomyia em 15 subgéneros e 11 grupos,
sendo que apenas o grupo Verrucarum possui subdivisdes (CACERES, 1993). Esta
chave de identificacdo é considerada pratica, pois opta pela classificacédo a partir da
observacdo de estruturas morfolégicas essenciais tais como a ligacdo entre a,
tamanho dos ascoides, do labio, dos palpos, da extensdo da sutura interocular, do
cibario, da presenca ou auséncia de espinhos femurais, genitdlia masculina e
feminina além da espermateca e o do tamanho dos segmentos da antena
(CACERES, 1993).

Uma segunda fonte passou a ser utilizada na taxonomia de flebotomineos do
Novo Mundo, sendo apresentada por GALATI (2003), onde a autora baseada na
filogenia utiliza 88 caracteres morfologicos, valorizando a quetotaxia (estudo das
cerdas ao longo da estrutura do inseto) além das outras estruturas contribuindo
assim para uma melhor distribuicdo entre os grupos. Féz a divisdo de Phlebotomini
em 6 subtribos: Phlebotomina, Australophlebotomina, @ Brumptomyiina,
Sergentomyiina, Lutzomyiina e Psychodopygina. Sendo as espécies americanas
distribuidas entre as quatro ultimas (GALATI, 2018). Também subdividiu o0s
Phlebotominae em duas tribos: Phlebotomini e Hertigini; Hertigini, sem espécie de
interesse médico, possui duas subtribos: Idiophlebotomina para o Velho Mundo e

Regido Australiana e Hertigiina para a América (GALATI, 2003).

Muitos subgéneros, da subtribo Psychodopygina foram elevados ao nivel de
género (Viannamyia, Psathyromyia, Nyssomyia, Psychodopygus e Trichophoromyia),

acarretando como resultado uma completa mudanca organizacional (GALATI, 2018).

Atualmente, no mundo, sdo aceitos 1047 taxons do grupo das espécies
(espécies ou subespécies) descritos (1016 atuais e 31 fésseis). Nas Américas
somam 549, sendo 532 atuais e 17 fosseis. A atualizacdo das espécies de
flebotomineos foi realizada segundo a base de dados do Catalogue of Life (Banki et
al. 1921) (GALATI, 2021).

As informacdes referentes a classificacdo e ecologia das espécies de

flebotomineos é fundamental para a vigilancia epidemioldgica das leishmanioses. A
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investigacdo e o registro dos flebotomineos contribuem para a definicdo do risco de
transmissao dos patogenos por eles transmitidos (CUTOLO & VON ZUBEN, 2008).

1.1.3. Importancia epidemioldgica dos flebotomineos.

Entre as doencas causadas por flebotomineos, a leishmaniose assume um
singular destaque. Diante disso, em 1950, quando ainda era desconhecida a
verdadeira importancia dos vetores responsaveis pela leishmaniose, os cientistas
procuraram identificar nos insetos a habilidade destes cumprirem com duas
condi¢cbes: a primeira, a necessidade da existéncia do vetor na area de prevaléncia
das doencas, e a segunda que o referido vetor deveria possuir um trato alimentar
estéril, uma vez que a Leishmania ndo sobrevive na presencga de bactérias (ADLER
& THEODOR, 1957). Posteriormente, novas caracteristicas contribuiram para
consolidar tal investigacdo, pois foi identificada a capacidade parasitaria da
Leishmania de resistir as atividades das enzimas digestivas do inseto, onde o bolo
alimentar escapa e adere ao epitélio intestinal durante a excrecdo do mesmo,
completar seu ciclo de vida e serem inoculados em um hospedeiro vertebrado
(PIMENTA et al., 2003).

1.2. Agente etiologico das leishmanioses.

A Leishmania, agente etioldgico das leishmanioses, € um protozoario
pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, parasito intracelular
obrigatério nas células do sistema fagocitico mononuclear com duas formas
principais (Figura 10): uma flagelada denominada promastigota encontrada no tubo
digestério do inseto vetor e outra aflagelada denominada amastigota observada nos
tecidos dos hospedeiros vertebrados. O género Leishmania possui dois hospedeiros
em seu ciclo de vida: um hospedeiro invertebrado, considerado o hospedeiro
intermediario, e um hospedeiro vertebrado, o hospedeiro definitivo (NASCIMENTO,
2013; CASAGRANDE, 2018).
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Leishmania spp.

Promastigotes Amastigotes

(@ depositphotos

Figura 10: Formas evolutivas encontradas no ciclo da Leishmania spp.
Fonte:https://www.bing.com/images/search.

A fémea do flebotomineo ao realizar o respasto sanguineo no hospedeiro
portador da Leishmania se infecta com a forma amastigota, que, por sua vez se
diferencia morfolégica e bioquimicamente em promastigota e se multiplica no
intestino do flebotomineo. Ocorrendo dessa forma a transmissdo, ao homem ou
outro hospedeiro no momento do repasto sanguineo do inseto (BRAZIL & BRAZIL,
2018) (Figura: 11).

[...] quando a fémea for realizar o segundo repasto
sanguineo, liberando na epiderme do hospedeiro a forma
promastigota que sera fagocitada e no interior dos
macrofagos irdo se diferenciar na forma amastigota. A partir
da inoculacdo inicia-se a interacdo entre o parasita e a

resposta imunolégica do hospedeiro que ira determinar a
expresséo clinica da leishmaniose. (VARIZA, p. 18, 2016).
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Figura 11: Ciclo biolégico da Leishmania spp. - Fonte: adaptado de CDC (2015).

As Leishmanias responséaveis por infectar o homem séo classificadas em dois
subgéneros (Viannia e Leishmania) baseado na forma de desenvolvimento dos
flagelados no trato digestorio dos flebotomineos, e outros aspectos (LAISON et al,
1987). As Leishmanias do subgénero Viannia séo representadas pelo complexo
Leishmania braziliensis, das quais fazem parte as espécies no Brasil, a L. (Viannia)
braziliensis, L. (Viannia) guyanensis, L. (Viannia) lainsoni, L. (Viannia) naiffi, L.

7

(Viannia) linderbergi, L. (Viannia) shawi. O subgénero Leishmania é representado
pelas espécies Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania (Leishmania)
amazonensis, Leishmania (Leishmania) venezuelensis, e no Velho Mundo a
Leishmania (Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) tropica e Leishmania
(Leishmania) aethiopica (QUARESMA, 2011; MONTEIRO, 2012). Vale a pena
ressaltar, que existe especificidade das Leishmanias em sua area de ocorréncia
restrita, e consequentemente a relacdo entre os vetores encontrados nos habitats

especificos de cada uma destas areas (OLIVEIRA et al., 2003).

31



1.3. Leishmanioses.

As leishmanioses sdo antropozoonoses, ndo contagiosas de transmissao
vetorial causada por diversas espécies de protozoarios flagelados do género
Leishmania, pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, todos
com grau varidvel de especificidade pelo hospedeiro, transmitidos pela picada da
fémea infectada do inseto vetor, flebotomineo (CHANCE, 1985). Dependendo da
espécie infectante, podem causar quadros que afetam o sistema fagocitico
mononuclear, particularmente a medula 6ssea, figado, baco e ganglios causando a
leishmaniose visceral (LV). A forma de leishmaniose que compromete o tegumento
(causando lesdes cutédneas e/ou mucosas) é conhecida no Novo Mundo como

leishmaniose tegumentar americana (LTA).

As leishmanioses podem ocorrer também em ciclos zoonoticos,
antroponoticos ou antropozoondéticos. Um aspecto importante das leishmanioses no
Brasil € a adaptacdo comprovada de vetores de diferentes espécies de
flebotomineos em éareas urbanas (WHO, 2011). Por isso, € necessaria a
investigacdo sobre a presenca de flebotomineos nestas areas, assim como nos
parques urbanos destinados ao lazer, onde normalmente sdo visitados pela
populacdo, além da auséncia de informacdes epidemioldgicas que poderao

contribuir certamente para a transmisséo de leishmaniose nessas areas.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as leishmanioses
podem ser divididas de acordo com o seu quadro clinico: cutdnea, mucocutanea,
cutaneo-difusa e visceral, sendo a leishmaniose cutanea considerada de baixa
gravidade, a forma mucocutanea pode causar lesbes graves na face, enquanto a
forma cutaneo-difusa tem um aspecto hanseniforme. A forma visceral resulta em
elevada mortalidade quando néo tratada ao atingir os érgdos do individuo infectado.
As diferentes aparicdes clinicas estdo sujeitas a diversos fatores, como a espécie e
malignidade da Leishmania envolvida, além de aspectos ligados ao hospedeiro,

como o seu estado imunologico, nutricional, etc. (BRASIL, 2017).

A sintomatologia da leishmaniose é bem distinta, o sintoma mais evidente da
forma cutédnea € caracterizado por Ulceras na pele; na mucocutanea, as Ulceras
afetam ndo s6 a pele como também a boca e nariz. A forma visceral se apresenta

tendo como sintoma inicial Ulceras na pele, sendo posteriormente acrescida de
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febre, diminuicdo do numero de glébulos vermelhos e aumento de volume do baco e
figado. Nao havendo tratamento adequado, a probabilidade de 6bito do hospedeiro
mamifero é inevitavel (BRASIL, 2014).

Atualmente pode-se dizer que, no Brasil, a LTA, considerando as formas
clinicas cutanea, mucosa, mucosa difusa e a disseminada, retrata trés padrdes
epidemioldgicos distintos a saber: ocupacional e lazer (transmisséo esta relacionada
a exploracdo desequilibrada da mata e derrubada de florestas para construcdo de
estradas e usinas hidrelétricas, extracdo de madeira, instalacdo de povoados,
desenvolvimento de atividades agropecuérias, de treinamentos militares e
ecoturismo), silvestre (ocorre em areas de vegetacao primaria) e rural / periurbano
em areas de colonizacdo (associada ao processo migratorio, ocupacao de encostas
e aglomerados, em centros urbanos associados a matas residuais ou secundarias.
(MS, 2010)

1.3.1. Leishmaniose visceral.

Nas Américas, a Leishmaniose Visceral (LV), é causada pela Leishmania
(Leishmania) infantum, tendo como principal vetor Lutzomyia longipalpis, podendo
ser encontrado desde o México a Argentina. Ao norte da Colémbia e Venezuela, Lu.
evansi € a espécie de flebotomineos incriminada como o principal vetor. No Brasil,
no estado de Mato Grosso do Sul, nas cidades de Corumba e Ladario, Lu. cruzi foi
registrado como o principal vetor e Lu. forattini como papel secundario na
transmissdo. Ainda neste estado, na Serra da Bodoquena, juntamente com Lu.
longipalpis a espécie Lu. almerioi também parece atuar na transmissao, ja em Recife
(PE) Migonemyia migonei foi evidenciado como um possivel vetor (OVALLOS, 2011;
CARVALHO, 2010).

E uma protozoonose cuja sintomatologia pode diversificar consideravelmente,
desde manifestacbes clinicas discretas até as mais expressivas, onde, se ndo
tratadas, podem levar ao 6bito. Muitos infectados apresentam a forma inaparente ou
assintomatica da doencga, sendo considerada uma doencga de grande importancia em
saude publica, devido principalmente a urbanizacdo, ampla distribuicdo, expansao
territorial e altas taxas de mortalidade nos casos néo tratados (BRAZIL & BRAZIL,

2003). O parasita se desloca para os 0rgaos viscerais como baco, figado e medula
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O0ssea e, se ndo houver tratamento, certamente resultara na morte do hospedeiro
mamifero. Tem como sinais e sintomas febre, massa corporal reduzida, anemia,
além de um expressivo inchago do figado e bacgo (Figura 12). De acordo com a
OMS, é problema atualmente a evolucdo da coinfeccéo HIV/LV.

Figura 12: Paciente com LV com sangramento, de Kapoeta, Sudao do Sul, 2013. Fonte: © OMS .

A LV foi endémica no RJ nas ultimas décadas do século XX, entretanto as
notificacdes reduziram muito entre o final do século XX e o inicio desde século ( MS,
2010)

O estado do Rio de Janeiro esta classificado como area de transmisséo
esporadica, tendo casos caninos e humanos diagnosticados somente no municipio
do Rio de Janeiro, contudo, nos ultimos anos foram citados casos de LV nos
municipios de Angra dos Reis, Barra Mansa, Mangaratiba e Rio de Janeiro,
apresentando o crescimento da doenca para outras localidades do estado
(MARZOCHI et al. 1985; CABRERA et al. 2003; MADEIRA et al. 2006). A partir de
2010, os casos de LV aumentaram e foram diagnosticados principalmente nas

regides Médio Paraiba e da Baia da llha Grande.

Constata-se que a ocorréncia de casos humanos de leishmaniose visceral
precedida e acompanhada através da deteccdo de casos caninos, evento
considerado sentinela para a infeccdo humana (BRASIL, 2014). A forma visceral
resulta em elevada mortalidade quando nao tratada ao atingir os 6rgéos (baco e o
figado) do céo infectado, tendo como sintomatologia febre ondulante, fadiga, perda

de peso, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia (NASCIMENTO, 2013). Cabe aqui
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pontuar que a LV é doenca de NOTIFICACAO COMPULSORIA DOS CASOS
SUSPEITOS (BRASIL, 2017).

1.3.2. Leishmaniose tegumentar americana.

A leishmaniose tegumentar sempre foi considerada uma zooantroponose,
onde o parasita transitava entre os animais silvestres através dos flebotomineos e

ao adentrar na floresta, 0 homem acabava sendo infectado.

No continente americano, a LTA é amplamente encontrada desde o sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina (CASAGRANDE, 2006).

No Brasil, o primeiro caso de LTA registrado ocorreu a partir de uma analise
de autdpsia realizada em um paciente do municipio de Boa Esperanca (Mato
Grosso) no ano de 1913 (RODRIGUES, 2011). Na década de 1980, a presenca de
LTA foi registrada em 19 estados da federacdo. Em 2003, j4 havia casos autoctones

em todos os estados, evidenciando a expanséo da doenga (BRASIL, 2017).

A LTA é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por diferentes
espécies de protozoarios do género Leishmania, que acomete pele e mucosas.
Primariamente, € uma infeccdo zoondtica, afetando outros animais que nao o ser
humano, o qual pode ser envolvido secundariamente (FORATTINI, 1960). Diversas
espécies de flebotomineos participam da transmissdo de parasitos responsaveis
pela LTA. Algumas s&o incriminadas como vetoras de Le. braziliensis, como
Nyssomyia intermedia, Nyssomyia whitmani, Nyssomyia neivai e Migonemyia
migonei. Estas espécies de flebotomineos foram apontadas como vetoras por
corresponderem aos critérios que conferem a uma determinada espécie sua
competéncia vetorial (FORATTINI, 1960). Cabe ressaltar que a representatividade
vetorial de cada uma dessas espécies sera estabelecida pela espécie de Leishmania
presente no intestino do inseto vetor (FORATTINI, 1960).

A LTA é endémica no estado do Rio de Janeiro, tendo nos ultimos anos uma
consideravel reducdo do numero de casos. Pode limitar-se a lesGes de pele
(leishmaniose cutanea) podendo ocorrer também em palpebras ou em areas
normalmente cobertas pelo vestuario, sugerindo que a transmissdo com grande
frequéncia ocorra no interior das habitagbes, ou ainda afetar mucosas,
especialmente das vias aerodigestivas superiores (leishmaniose mucosa) ou,
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ocasionalmente, a regido genital (ALMEIDA, 1992). A leishmaniose mucosa €
considerada preocupante, devido ao alto potencial de desenvolvimento de sequelas
desfigurantes e destrutivas (RIO DE JANEIRO, 2014).

Os hospedeiros vertebrados sao roedores, marsupiais e edentados silvestres,
sendo particularmente importantes para a ocorréncia de LTA no meio rural e
periurbano os animais com atividade sinantropica (gamba e roedores)(BRASIL,
2017).

No estado do Rio de Janeiro, a LTA é relatada por apresentar uma
caracteristica de transmissao peridomiciliar, fomentado basicamente pela adaptacéo
de algumas espécies de flebotomineos aos ambientes naturais modificados,
gerando, desta feita o0 comprometimento de animais domeésticos no ciclo de
transmissdo (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994; BRAZIL et al. 1991; MADEIRA et al.
2006). O reconhecimento frequente de cdes domésticos com altas taxas de infec¢céo
relacionadas a doenca humana, associada a evidéncia dos mesmos padrbes
genotipicos do patdgeno circulando nas populacdes caninas e humanas, revela e
fortalece este envolvimento (MADEIRA et al. 2000; LOPES et al. 1984; PACHECO et
al. 1986; RANGEL et al. 1990)

1.4. JUSTIFICATIVA.

Realizou-se um levantamento da fauna flebotominica em uma localidade de
Catimbau Grande no municipio de Rio Bonito, onde esta mesma atividade ja havia
sido realizada ha pelo menos 20 anos atras. Na época foram identificadas algumas
espécies de flebotomineos vetores (Nyssomyia intermedia, Migonemyia migonei,
Pintomyia fischeri, Lutzomyia longipalpis, Micropygomyia schereiberi. Ao realizar a
reavaliacdo da area, tinhamos a expectativa de avaliar se houve mudanca da fauna
existente e se 0 numero de espécies vetores ou se a densidade delas foi alterada.
Neste sentido, julgamos a relevancia da investigacao por oferecer uma identificagéo,
mais atualizada, das espécies de flebotomineos na localidade, além de indicar quais
seriam as espécies de Leishmania circulantes e detectadas nas espécies de
flebotomineos. Esses dados sdo de grande valia para os 6Orgdos de saude
municipais, ao fornecer informacdes sobre localidades onde a populacao estaria em
maior risco de contrair a leishmaniose. Sendo assim, realizou-se um levantamento

da fauna flebotominica na area de estudo, a identificacdo de potenciais vetores e a
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deteccdo de Leishmania circulante, contribuindo desta feita para o conhecimento

sobre os aspectos epidemioldgicos da leishmaniose na regiao.

2. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo Geral.

» Estudar a fauna de flebotomineos (Diptera, Psychodidade), na localidade de
Catimbau Grande, Rio Bonito, Rio de Janeiro.

2.2. Objetivos Especificos.

» ldentificar as espécies de flebotomineos nas &areas peridomiciliar e
extradomiciliar.

» Realizar pesquisa de DNA de Leishmania spp nas fémeas de flebotomineos e
avaliar o papel das espécies como vetores.

» Realizar estudo qualitativo das espécies de flebotomineos em relacdo ao
ambiente pesquisado nas areas peridomiciliar e extradomiciliar.
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3. MATERIAL E METODOS.
3.1. Descricéo da area de estudo.

O presente estudo foi realizado no municipio de Rio Bonito, localizado na
Regido Metropolitana do estado do Rio de Janeiro, sua altitude € de 55 metros, com
area territorial de 462 km?, as coordenadas geograficas sao: Latitude 22°42’30” sul,
Longitude: 42°37°34” oeste. Possui clima tropical umido com amplitude térmica anual
relativamente alta, com a temperatura média do verdo variando em torno dos 31° C.
No inverno as minimas podem chegar a até 10° C. A temperatura média durante o
ano é de 26° C (ALMEIDA, 1992).

Em sua cobertura vegetal sobrevivem ainda varias espécies peculiares a
Mata Atlantica nativa, arvores de madeira de lei como o ipé, a massaranduba, o
tapunhoa, o vinhatico, a caneleira, cedro, grauna, 6leo vermelho, cabilna e
cameavata. Entretanto, sua extensdo encontra-se bem devastada, devido as
atividades agropecuarias e agroindustriais, ocasionadas principalmente pelas olarias
que utilizam a madeira como fonte de energia. Atualmente, a vegetacdo com
caracteristicas primarias é encontrada apenas nas altas vertentes da serra do mar
(ALMEIDA, 1992).

O municipio de Rio Bonito tem como limites norte, os municipios de
Cachoeira de Macacu e Silva Jardim, ao leste, Araruama, oeste, Tangua e ao sul o
municipio de Saquarema (Figura 13). Sua populacdo em 2019 foi estimada em
60.930 habitantes. O local escolhido para a realizagao dos estudos fica no distrito de
Catimbau Grande, situado entre as vertentes das serras Amar, Querer e Catimbau,
fazendo limites com o municipio de Saquarema e distando 14 Km da sede municipal
(ALMEIDA, 1992).
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Figura 13: Mapa da divisdo do Estado do Rio de Janeiro em municipios, destacando a localiza¢éo do
municipio de Rio Bonito, a area onde foi realizado o trabalho. Fonte:
http://www.emater.rj.gov.br/riobonito.asp.

As capturas dos flebotomineos foram realizadas na localidade denominada
Sitio Nossa Senhora Aparecida (Figura 14), com aproximadamente 5.000 alqueires
tendo como subsisténcia a criacdo de gado bovino. Nesta area a LTA é uma doenca
de ocorréncia esporadica (Ultimo caso notificado de LTA na regido foi no ano de
2008), independente das acdes especificas de combate realizadas pela Secretaria

Municipal de Saude de Rio Bonito.

Figura 14: Sede do Sitio Nossa Senhora Aparecida, Catimbau Grande, Rio Bonito, RJ. Fonte:
Mendonga, 2019.
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3.2. Captura e montagem dos flebotomineos coletados.

Para a realizagdo das capturas dos insetos vetores foram utilizadas trés
armadilhas luminosas HP (tipo CDC), modificadas de acordo com Fuzari, 2016
(Figura 15), tal armadilha é constituida por um corpo em formato cilindrico,
confeccionado em termoplastico (PVC ou resina), tendo como fonte de luz, uma
lampada do tipo tubular, de baixo consumo, que emite radiacdo luminosa de alta
intensidade, acrescida por uma fonte de energia, constituida por quatro pilhas de 1,5
volts (tipo D), onde também alimenta um micro-motor (ventuinha) de baixa rotacéo
(1400rpm) que, por sua vez, aciona uma hélice. A forma estreitada das péas na area
central da hélice, em relacdo as bordas, ligada a rotacdo adequada do motor
consiste num sistema de exaustdo de ar, succionando 0s insetos vivos e integros,
aprisionando-os dentro de um recipiente de plastico contendo &lcool 80°, para
posterior coleta. As mesmas foram instaladas em pontos distintos (P1, P2 e P3)
(Figura 16), sendo uma armadilha instalada no peridomicilio denominada ponto P1 e
localizada em uma plantacdo de coqueiros e bananeiras (Figura 17) as outras duas
armadilhas foram instaladas no extradomicilio, nomeadas de ponto P2: moinho
abandonado (Figura 18) e ponto P3: pequena elevacéo (Figura 19). As coletas foram
realizadas quinzenalmente, durante o periodo de janeiro a junho do ano de 2019,
totalizando 12 coletas, num periodo de seis meses (Quadro 1). As armadilhas foram
instaladas no inicio as 18 horas, e permaneceram no ambiente por 48 horas.
Durante o estudo de campo foram registrados dados climéaticos e georreferenciadas
nas localidades onde as armadilhas foram instaladas.

Figura 15: Armadilha luminosa HP (tipo CDC), modificada de acordo com Fuzari (2011) utilizadas
para captura de flebotomineos. Fonte: Mendonca, 2019.
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Figura 16: Marcacdo dos pontos estabelecidos para coletas (P1, P2 e P3) no Sitio Nossa Senhora
Aparecida na localidade de Catimbau Grande, Rio Bonito, RJ. Fonte: Google Earth.

Figura 17: Ponto de coleta P1 (plantacdo de coqueiros e bananeiras), Sitio Nossa Senhora
Aparecida, Catimbau Grande, Rio Bonito, RJ. Fonte: Mendonga, 2019.
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Figura 18: Ponto de coleta P2 (moinho abandonado), Sitio Nossa Senhora Aparecida, Catimbau
Grande, Rio Bonito, RJ. Fonte: Mendonca, 2019.

Figura 19: Ponto de coleta P3 (pequena elevacao, sob uma arvore), Sitio Nossa Senhora Aparecida,
Catimbau Grande, Rio Bonito, RJ. Fonte: Mendonga, 2019.

Em todo material coletado, foi feita uma triagem inicial utilizando um
microscopio estereoscopico (lupa) para exclusdo dos insetos ndo flebotomineos,
além da realizacdo da sexagem dos flebotomineos encontrados nas armadilhas. Em
seguida, foram acondicionados em microtubos, para a posterior identificacdo
taxondmica das espécies de flebotomineos. Para tanto, utilizou-se a técnica de
clarificagdo e diafanizacdo: hidréxido de potassio 10% por 16 horas, para
clarificagédo; acido acético 10% por 15 a 20 min, para neutralizar o processo de

clarificacéo; desidratacdo seriada em alcool (alcool 70%: 10 minutos, alcool 90%: 10
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minutos, alcool 95%%: 10 minutos e alcool 100% 10 minutos); e por fim os
espécimes foram acondicionados em Eugenol (6leo de cravo) por 24 horas (para a
diafanizacdo das estruturas com valores taxondmicos). Apés esta etapa, cada inseto
foi colocado na lamina sobre uma gota de balsamo do Canada, e com o auxilio de
dois estiletes de pontas finas, separou-se a cabeca do térax nos exemplares
machos, e nas fémeas separou-se a cabeca do torax, e o abdome. Em seguida, uma
laminula foi inserida sobre o respectivo exemplar, sendo levado a estufa para
secagem a 37° C e apés 72 horas, no minimo, colocou-se esmalte incolor em volta
da laminula para sua impermeabilizacdo (FUZARI, 2013).

As fémeas de flebotomineos capturadas foram separadas para avaliacdo de
infeccdo natural através da PCR (Polymerase Chain Reaction), onde foram
utilizadas somente fémeas sem residuo de alimentacdo em seu tubo digestério.
Estas sobre lamina e uma gota de salina foram separadas a cabeca e os dois
altimos segmentos abdominais, sendo tais estruturas montadas entre lamina e
laminula, para a identificacdo da espécie em questdo e o restante do corpo foi
acondicionado em tubo para crio preservacao para futura extragao de DNA.

As laminas, apés secas, foram identificadas de acordo com a chave de
identificacdo de flebotomineos segundo Galati (2018) e arquivadas no proprio

laboratorio.

3.3. Georreferenciamento.

Cada local de captura foi georreferenciado para tal foi utilizado um aplicativo
no Smartphone denominado GPS Tape Mesure (coordenadas) e o “Alitmetr and

evalutaion” (altitude) além do Google Earth (Quadro 1)

Quadro 1: Pontos de Coleta

PONTOS DE COLETAS

P1 P2 P3
COORDENADAS S 22°801’806” S 22°801'429” S 22°802°301”
GEOGRAFICAS W 42°573'320" | W 42°574°013” W 42°574°173”
ALTITUDE 89 m 87 m 101 m

Fonte: Dados coletados pela autora.
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3.4. Obtencao dos dados Climaticos.

No momento das coletas foram registrados dados climéaticos, como
temperatura, umidade e fase lunar, da localidade, sendo utilizado um aplicativo no
Smartphone, para a obtengdo dos dados. Para tal, foram observadas as
caracteristicas de cada ponto, buscando identificar sinais que poderiam ter relacéo

com a variacao populacional destes insetos.

3.5. Deteccéo de infeccdo natural por Leishmania spp em flebotomineos por

reacdo em cadeia da polimerase.

Apos a identificacdo taxondbmica, as fémeas foram introduzidas
individualmente em tubo eppendorf de 1,5 ml rotulado. Os machos também foram
agrupados nos experimentos de reconstituicdo, assim como controles negativos nos
ensaios diagnosticos. As fémeas de flebotomineos identificadas e armazenadas em
microtubos de polipropileno de 1,5 ml com Dimetilsulfoxido ou sulfoxido de dimetilo
(DMSO) 6% foram utilizadas para extracdo de acido desoxirribonucleico (DNA)
(Figura 20).

Figura 20: Microtubos de polipropileno (1,5ml) contendo fémeas para realizacdo da extracdo de DNA.
Fonte: Mendonga, 2019.

Durante a extragdo do DNA foi utilizado o kit comercial de extragdo Gentra
Puregene® Cell and Tissue (QIAGEN), as concentracdes dos reagentes ndo foram

especificadas pelo fabricante.
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Os microtubos de polipropileno contendo as amostras foram retirados do
freezer -20°C e, ap0s o resfriamento, as amostras os insetos foram macerados, com
um pistilo estéril e descartavel, em seguida colocado em 100ul de solucdo de lise
celular, contendo 1pl de proteinase K em cada microtubos. Estes microtubos foram
incubados em banho-maria a 55°C overnight. Apés a incubacéao, foi adicionado 1 pl
de RNase, e os microtubos foram homogeneizados e incubados em banho-maria a
37 °C por 1 hora, imediatamente, incubado por 1 minuto no gelo e adicionado 100 pl
de solucdo de precipitacdo de proteina. Em etapa seguinte, os microtubos foram
centrifugados por 3 minutos a 14.000 rpm e o sobrenadante foi transportado para um
microtubo estéril contendo 300ul de isopropanol (100%). Os microtubos foram
agitados em um homogeinizador e, novamente, centrifugados por 5 minutos a
14.000 rpm. Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e foram
adicionados 300 pl de etanol (70%) e 30ul de acetado de sddio (10%) em cada
amostra. Os tubos foram colocados no freezer a -80 °C por 1 hora e, em seguida
centrifugados por 5 minutos a 14.000 rpm. Ao término deste processo, descartou-se
novamente o sobrenadante e os tubos colocados invertidos em superficie
absorvente para a evaporacao do etanol. O DNA extraido foi ressuspenso em 20 ul
de solucao de reidratacdo e os microtubos foram incubados a 65 °C por 1 hora para
a reidratacdo do DNA. Em seguida, o DNA foi mantido em temperatura ambiente
overnight, e posteriormente, guardado em freezer -20 °C até a utilizacdo. As
amostras de DNA total extraido das fémeas de flebotomineos chegaram a uma

concentracao final media de 6 ng/pl.

Este DNA extraido das fémeas dos flebotomineos, foi submetido a técnica de
PCR para amplificacdo de uma regido alvo do DNA de Leishmania spp., utilizando
dois indicadores: o ITS1 (“Internal Transcribed Spacer” 1) (LITSR 5
CTGGATCATTTTCCGATG 3" e L5.8S 5 TGATACCACTTATCGCACTT 3’ estes
amplificam um fragmento de aproximadamente 350 pb) (SCHONIAN et al., 2003),

gque é uma regido intergénica entre os genes SSU e 5.8S, podendo separar as
seguintes espeécies de Leishmania: Leishmania donovani, Leishmania infantum,
Leishmania aethiopica, Leishmania tropica, Leishmania major, Leishmania
mexicana, Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis, Leishmania

guyanensis e Leishmania panamanensis (CUPOLILLO, E et al., 1998).
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Na PCR (reacdo em cadeia da polimerase) ocorreu a amplificacdo de um
fragmento de aproximadamente 350 pb por meio da seguinte reacdo: solucao
tampao 1x (200 mM Tris-HCI pH8,4, 500 mM KCI), 1,5 mM de MgCI2, 0,2 mM de
mistura de dNTPs, 0,5 pmol do iniciador LITSR, 0,5 pmol do iniciador L5.8S, 1 U de
Tag DNA polimerase Platinum® (Invitrogen) e 5 yl de DNA molde, em um volume
final de 25 pL. Para a realizacdo da amplificacdo alternou-se 33 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 53 °C por 1 minuto e
extensdo a 72 °C por 1 minuto em termociclador automatico de DNA (MaxyGene
Gradient - AXYGENE®). Para andlise dos perfis das bandas amplificadas foi usado
gel de agarose 2% corado com GelRed™, concentragao: GelRed 10.000 X em 500
Ml de agua livre de contaminagdes (1:500), foi aplicado 1 yl de GelRed™ diluido, 1 pl
de tampéo de carregamento e 5 ul de produto amplificado na PCR, e comparados
com produto de PCR de cepas referéncia de Leishmania braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903).

Para a utlizacdo do DNA das cepas de referéncias foram adotados os
seguintes procedimentos: as aliqguotas de culturas de cepas referéncia de
Leishmania foram adicionados a tubos contendo meio de cultura NNN (Novy e Mc
Neal, 1903; Nicolle, 1908) enriquecidos com Schneider, mantidos a 25 °C £ 1 °C por
aproximadamente 30 dias. Quando o numero de células promastigotas alcancou
1x108, foi realizada a lavagem da massa de parasitos e posterior extracdo do DNA.
A massa de promastigotas foi obtida centrifugando um volume de 30 ml de cultura a
3000 rpm por 10 minutos (Figura 21). Em seguida, despejou-se o sobrenadante e

recolheu-se o pellet, o qual foi lavado trés vezes com PBS (phosphate buffered

saline) 1x pH 7,2 estéril. O pellet contendo as promastigotas foi submetido a
extracdo utilizando também o kit comercial de extragdo Gentra Puregene®
(QIAGEN), como procedeu para as amostras coletadas. A concentracdo de DNA de

Leishmania empregada como controle positivo nos experimentos de PCR foi de 100

ng/pl.
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Figura 21: Realizacdo de centrifugacdo das promastigotas de Leishmania, durante a preparagédo do
experimento. Fonte: Mendonga, 2019.

4. RESULTADOS.

Foram realizadas 12 capturas no municipio de Rio Bonito, de janeiro a julho
de 2019. Neste periodo foram coletados 157 flebotomineos, destes 67 fémeas (43%)
e 90 machos (57%) sem diferenca significativa (figuras 22 e 23), pertencentes as
seguintes espécies: Nyssomyia intermedia (Lutz & Neiva, 1912) que se apresentou
como a espécie dominante com 152 exemplares (97%) e Migonemyia migonei
(Franca, 1920), com 5 espécimes (3%) apenas (Figura 24 e Tabela 1)

Nossos resultados corroboram com os encontrados por Fuzari et al. 2013 e
Perez et al 2014, em que a diferenca na propor¢do entre macho e fémea nao foi
significativa. Portanto, de acordo com Bastos et al 2016, ainda permanece incerto a

relacdo entre as armadilhas tipo CDC e o sexo dos flebotomineos capturados.

Percentual de flebotomineos machos e
fémeas

“Machos *Fémeas

Figura 22: Percentual de flebotomineos machos e fémeas coletados no periodo de janeiro a junho de
2019, em Catimbau Grande, Rio Bonito, RJ
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Figura 23: Numero de espécimes de flebotomineos capturados, no periodo de janeiro a junho de
2019 na localidade de Catimbau Grande, Rio Bonito, RJ.

Na figura acima, podemos observar que no més de margco houve uma queda
consideravel de fleb6tomos coletados, tal fato, deveu-se a limpeza realizada pelo
proprietario da localidade onde foi realizada o estudo, o que corrobora com a

literatura (Brasil, 2017) que preconiza limpeza de terreno como controle do vetor.

Espécies de flebotomineos

3%

u Nyssomyia intermedia

= Migonemyia migonei

Figura 24: Percentual de espécies flebotomineos coletados no periodo de janeiro a junho de 2019,
em Catimbau Grande, Rio Bonito, RJ
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Tabela 1: Numero de flebotomineos, por espécies, distribuidos por sexo (fémeas e machos)
coletados no periodo de janeiro a junho de 2019, em Catimbau Grande, Rio Bonito, RJ

L Fémeas Machos Total
Espécies
Qt % Qt % Qt %
Ny. intermedia 66 100 86 94,5 152 96,8
Mg. migonei 0 0 5 5,5 5 3,2
Total geral 66 100 91% 100 157 100

Foi observado no ponto de coleta P1, que o quantitativo de fémeas se
apresentou maior em relacdo aos outros pontos, e um maior numero de machos foi
registrado no ponto de coleta P2 (Figura 25). Também foi observado uma densidade
maior de fémeas da espécie Ny. intermedia no ambiente peridomicilio, enquanto que
no ambiente extradomicilio o predominio foi de machos mesma espécie (Figura 26).

Podemos considerar provavelmente, que isso se deve ao fato das fémeas
ficarem proximas a fonte alimentar obtendo assim o seu repasto sanguineo.

N&o corroborando com o que foi observado por Aguiar et al. (1985), que
segundo ele, nas coletas com armadilhas luminosas o numero de machos atraidos é
maior, considerando que estes formam um agregado com o objetivo de

acasalamento.
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Figura 25: Niumero de espécimes de flebotomineos, machos e fémeas, distribuidos por ponto de
coleta, no periodo de janeiro a junho de 2019 em Catimbau Grande, municipio de Rio Bonito, RJ
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Figura 26: Numero de flebotomineos machos e fémeas, por espécies, distribuidos nos ambientes de
coleta (peridomicilio e extradomicilio), no periodo de janeiro a junho de 2019 em Catimbau Grande,
municipio de Rio Bonito, RJ.

Foram aferidos, durante os meses de coletas, os valores da umidade relativa
do ar, que variou entre 26% e 93% e da temperatura com uma variacdo de 20°C a
31°C (Figura 27). Também foi observada a fase lunar em cada coleta de insetos. Na
fase de lua nova, a densidade de insetos capturados foi maior (Figura 28).

Analisando o coeficiente de Pearson entre as variaveis independentes
(temperatura e umidade relativa do ar) e a densidade dos flebotomineos, observou-
se fraca correlagéo positiva (r = 0,11) com a temperatura e uma correlagdo negativa
moderada com a umidade (r = -0,78).
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Figura 27: Medidas de umidade relativa do ar e temperatura obtidos no momento das capturas, no
periodo de janeiro a junho de 2019, em Catimbau Grande, municipio de Rio Bonito, RJ
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Figura 28 Proporcao de flebotomineos capturados durante as fases lunares no periodo de janeiro a
junho de 2019 na localidade de Catimbau Grande, Rio Bonito, RJ.

4.1. Resultados da infec¢do natural por Leishmania spp.

Foram analisadas, através da reacdo de PCR, 30 fémeas de flebotomineos
sem residuo de sangue no trato digestoério, para diagndéstico de infeccao natural por
Leishmania spp. Todas as amostras pertenciam a espécie Nyssomyia intermedia,
cujo resultado foi negativo para infec¢éo por este tripanossomatideo (Figura 29).

Figura 29: Gel demonstrativo da pesquisa de infecgdo natural por Leishmania spp em fémeas de
flebotomineo coletadas em Catimbau Grande, Rio Bonito, RJ, no periodo de janeiro a junho de 2019.
Gel de agarose 2% corado com gel Red. PM: marcador de pares de base (400pb); CN: Controle
negativo (dgua pura livre de DNA); CP: controle positivo de Leishmania braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903); Amostras 1 a 6: fmeas de Nyssomyia intermedia negativas;
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5. DISCUSSAO

A subfamilia Phlebotominae no Novo Mundo pode ser dividida em duas tribos:
Hertigiini, que € mais primitiva ndo possuindo espécies de interesse meédico e
Phlebotomiini, mais numerosa possuindo espécies de importancia para a saude
publica. A tribo Phlebotomiini & dividida em seis subtribos onde, quatro ocorrem no
Brasil. S&o elas: Brumptomyiina, Sergentomyiina, Lutzomyiina e Psychodopygina. As
duas primeiras, possuem, cada uma, apenas um género encontrado no estado do
Rio de Janeiro (géneros Brumptomyia e Micropygomyia, respectivamente). As outras
duas possuem mais géneros ja descritos nesse mesmo Estado. Galati (2018), relata
existir cerca de 544 espécies descritas de flebotomineos no continente americano
sendo divididas em 29 géneros. Mais da metade ocorrendo em territério brasileiro,
destas, 51 espécies ja foram registradas no estado do Rio de Janeiro. No atual
trabalho encontramos somente o género Migonemyia, que pertencem a subtribo
Lutzomyiina, além do género Nyssomyia pertencentes a subtribo Psychodopygina
(GALATI, 2018; SHIMABUKURO, 2011)

O presente estudo buscou realizar um levantamento da fauna flebotominica
no municipio de Rio Bonito (RJ), na localidade de Catimbau Grande, onde, na
década de 90, foi realizado por Almeida (1992) um estudo que identificou as
seguintes espécies de flebotomineos Nyssomyia intermedia (3071), Migonemyia
migonei (228), Pintomyia fischeri (44), Lutzomyia longipalpis (2), Micropygomyia
schereiberi (1).

Entre os meses de janeiro e junho de 2019, nesta mesma localidade, foram
capturados flebotomineos das espécies Nyssomyia intermedia, espécie mais
abundante e Migonemyia migonei. Ambas as espécies consideradas vetores do
protozoario Leishmania braziliensis, causador da LTA no Brasil. Foram utilizadas
para captura dos flebotomineos armadilhas luminosas HP (tipo CDC), modificadas
de acordo com Fuzari, 2016 por ser considerada para o referido estudo como a mais

adequada.

Ny. intermedia pertencente ao género Nyssomyia, é apontada como uma das
espécies mais importantes na transmissdo do parasito causador de LTA no Brasil. E
encontrada nas regides serranas ou litoraneas onde os focos de Leishmania

braziliensis se apresentam em ambientes florestais com condi¢cGes alteradas. Esta
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espécie € mais frequente, no domicilio e peridomicilio, podendo utilizar este altimo
como abrigo ou coloniza-los (GOMES et al 1986; BRAZIL et al., 1991a). Entende-se
que junto com Ny. neivai constituem um complexo de espécies (MARCONDES et al,
1995) e sua disposicdo geografica vai desde o Estado do Piaui até o do Rio Grande
do Sul e do litoral do Brasil ao norte da Argentina e sul da Bolivia, decorrendo em
areas de altitude e clima bastante diversificados. Altamente antropofilica, apresenta
alta habilidade endofilica. Rangel et al. (1984) e Forattini & Santos (1952) relatam o
encontro desta espécie infectada naturalmente no norte do Estado do Parana e Rio

de Janeiro, respectivamente.

No Estado do Rio de Janeiro, Ny. intermedia possui uma distribuicdo bem
ampla, sendo encontrada, ha maioria das vezes, como a espécie mais frequente nos
estudos (ALVES, 2007; BRAZIL et al. 1991; RANGEL et al. 1984, 1986, 1990;
SOUZA et al. 2001, 2002; SOUZA et al. 2003; BRAZIL et al. 2011) Fuzari e
colaboradores (2013, 2016) mostrou sua presenca nos ambientes de peridomicilio.

No estudo, esta espécie esteve presente em todos os pontos de captura,
tanto no peridomicilio como no extradomicilio. Por se tratar de uma area muito
degradada, transformada em pasto para criacdo de gado, ndo se observa mais
nenhum vestigio de vegetagdo, apenas algumas ilhas de matas nativas distantes
consideravelmente dos pontos de coleta.

Migonemyia foi outro género registrado no presente estudo, representado
somente pela espécie Mg. migonei. Falqueto (1995) demonstrou que esse
flebotomineo apresentou grande afinidade pelo homem e pelo cdo no ambiente
domiciliar. Esta espécie € amplamente distribuida em todas as regides do pais. No
Rio de Janeiro foi registrada em praticamente todo o estado (RANGEL et al. 1986;
RANGEL et al. 1990; BRAZIL et al. 1991; SOUZA et al. 2001; SOUZA et al. 2002;
SOUZA et al. 2003; de SOUZA et al. 2003; BRAZIL et al. 2011; PITA-PEREIRA et al,
2005; AFONSO et al, 2007; FUZARI et al, 2013, 2016). Na area de estudo, Mg.
migonei foi encontrado nos pontos de coleta P1 e P2, com poucos exemplares

capturados.

De acordo com Almeida, 1992. Em um ano de coletas obteve-se um total de
cinco espécies Nyssomyia intermedia, Mg. migonei, Pintomyia fischeri, Lu.
longipalpis e Micropygomyia schereiberi. Ny intermedia foi a espécie mais adaptada
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aos dois ambientes estudados na época. A presenca de Ny. intermedia e Mg.
migonei no peridomicilio foram apontadas como as espécies mais abundantes, fato
que sugere um alto nivel de acdo antrépica com risco de transmisséo, jA que estas

espécies sdo consideradas suspeitas de transmitirem a LTA (ALMEIDA, 1992).

Em comparacdo com a fauna observada no estudo realizado hd 20 anos,
podemos sugerir uma reducdo na densidade de flebotomineos e no numero de
espécies, provavelmente devido a degradacdo ambiental. As alteracdes ambientais
provocadas pelo homem nessa localidade, podem sugerir que a espécie Ny.
intermedia parece ter encontrado uma maior capacidade adaptativa a este ambiente

modificado, transformando-a na principal espécie encontrada no estudo atual.

A espécie Ny. Intermedia, no trabalho de Almeida (1992) foi a que apresentou
maior densidade, dado que também foi constatado pelo estudo realizado no periodo

de janeiro a junho de 2019.

Vale a pena ressaltar que Mg. migonei, além de apresentar grande afinidade
pelo homem e pelo cdo no ambiente domiciliar, conforme Falqueto (1995), aqui
nesta pesquisa, apesar dos poucos exemplares, aparecerem em maior nimero no
peridomicilio, o que corrobora com o autor acima, e pode estar envolvida na

transmissao de LTA no ambiente antrépico também.

Baseado nestas observacbes podemos concluir que existe uma
interdependéncia bem definida se considerar entre 0 homem e o meio ambiente,
onde toda acdo realizada pelo mesmo de forma irresponsavel podera acarretar
alteracdes ambientais irreversiveis levando a uma degradagcdo ambiental. Nas areas
de ambiente modificado, a transmissao ocorre no ambiente domiciliar, atingindo de
ambos 0s sexos, assim como, todos 0s grupos etarios, com tendéncia a
concentracdo dos casos em um mesmo foco (ALMEIDA, 1992). Sendo assim, &
importante salientar que instituicdes e a populagdo, compreendam a necessidade do
desenvolvimento de estratégias e tecnologias para prevenir, amenizar e tratar o
impacto dos desequilibrios ambientais na saude das populagdes humanas
(FERNANDES, 2005).

Alguns trabalhos mostraram a interferéncia de fatores climaticos sobre a

densidade populacional de flebotomineos, indicando uma correlagéo significativa

54



entre 0 numero de flebotomineos capturados e a pluviosidade e umidade, enquanto
gue a temperatura nao teve efeito significativo sobre estes insetos (BARATA et al
2004, ALMEIDA et al 2010; BASTOS et al 2016). No entanto, em outros trabalhos,
estes fatores ndo constituiram fatores determinantes da densidade dos adultos
(CONDINO et al 1995; DIAS et al 2007).

Embora se saiba que o estudo de sazonalidade sO6 apresenta dados
confidveis e consistentes quando se tem uma investigacdo longa (no minimo, dois
anos consecutivos) para comparacado dos resultados, diminuindo-se a margem de
erros proporcionados por anos atipicos (DIAS et al 2007), neste estudo observou-se
uma correlacdo, mesmo que fraca, da densidade de flebotomineos em relacdo a

variavel temperatura.

Sabe-se que 75% das doencgas transmitidas aos humanos possuem origem
nos animais, onde a coexisténcia entre pessoas € crescente, quanto ao numero de
animais domesticados no ambiente domiciliar, considerando que a grande maioria
deles fazem parte do éxodo rural que invadem as zonas urbanas. O costume de
possuir estes animais como companhia e, frequentemente, como “membro” da
familia, tornou-se normal (SAUDE, 2006). Atualmente, algumas familias criam seus
animais, com costumes muito proximos aos de seus donos, aumentando assim, 0

risco da transmisséo de doencas, como as leishmanioses (FALQUETO, 1995).

Além da globalizacdo associada a urbanizacdo desenfreada, as alteracfes
ambientais, podem ser provocadas pelo intenso processo migratorio, por pressdes
sociais ou econdmicas, 0 empobrecimento consequente de distorcbes na
distribuicdo de renda, o processo de urbanizac&o progressiva, o esvaziamento rural
e as secas periodicas proporcionam a expansdo das areas endémicas e 0
surgimento de focos vetoriais (SCARLATO, 1999).

A LTA é uma doenca que retrata cadeia de transmissao complexa, estando
exposta, numa mesma regido, a variaveis determinantes tais como: desequilibrio
ambiental provocado pela invasdo antropogénica aos nichos naturais da doenga,
variagdes sazonais e susceptibilidade da populacdo (DOURADO et al. 1989). Vale a

pena ressaltar que na area em estudo a LTA é uma doenga de ocorréncia

esporadica (ultimo caso notificado de LTA na regido foi no ano de 2008),
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independente das acOes especificas de combate realizadas pela Secretaria

Municipal de Saude de Rio Bonito.
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6. CONCLUSAO:

e Nyssomyia intermedia e Migonemyia migonei foram as espécies encontradas
no estudo, sendo Ny. intermedia a mais abundante;

e O maior numero de flebotomineos coletados ocorreu no més de janeiro,
coincidindo com a estacdo do verdo, e 0 menor niumero de flebotomineos
coletados ocorreu entre 0os meses de maio e junho, na estacao do outono;

e No diagnéstico de infeccdo natural, através da PCR, ndo foi encontrada
fémea infectada em nenhum dos espécimes coletados.

e Houve alteracdo da fauna existente na localidade de estudo com a reducgéo
dos flebotomineos e espécies conforme estudo da década de 90.

e Os dados coletados sao insuficientes para afirmar, mas pode sugerir que, a
reducdo de espécies vetoras dos agentes etiolégicos das Leishmanioses, foi
devido as alteracdes ambientais provocado pelas atividades antropogénicas
na localidade do estudo.
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