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RESUMO

Em Dourados, Estado de Mato Grosso do Sul (MS), regido intermediaria entre a
Mata Atlantica e o Cerrado, dois biomas de grande importancia na epidemiologia das
leishmanioses, j& foram encontradas, em ambientes urbanos, espécies de
flebotomineos vetores de agentes das leishmanioses, tegumentar e visceral. A
manutencdo dos ambientes naturais propicia o desenvolvimento desses insetos e de
reservatérios de Leishmania sp., € 0 homem em contato com esses ecossistemas,
pode participar acidentalmente da cadeia de transmissdo dessas parasitoses. O
objetivo deste estudo foi identificar a fauna de flebotomineos que ocorre em
ecossistemas florestais urbanos de Dourados para conhecer a diversidade,
abundancia, riqgueza e distribuicio mensal das espécies. Foram amostrados 10
pontos em matas urbanas, por meio de armadilhas autométicas luminosas,
instaladas mensalmente, no periodo de novembro de 2010 a outubro de 2011. As
fémeas foram dissecadas para identificacdo e observacdo de flagelados em seus
tubos digestivos e submetidas a analise molecular para identificacdo da espécie de
Leishmania. Para calcular a abundéancia das espécies, foi utilizado o indice de
abundancia das espécies padronizado (IAEP). A fauna flebotominea constituiu-se de
18 espécies: Brumptomyia brumpti, Brumptomyia cunhai, Brumptomyia galindoi,
Brumptomyia pintoi, Evandromyia cortelezzii, Evandromyia lenti, Evandromyia
termitophila, Lutzomyia longipalpis, Migonemyia migonei, Micropygomyia
acanthopharynx, Nyssomyia whitmani, Psathyromyia aragaoi, Psathyromyia
campograndensis, Psathyromyia shannoni, Pintomyia christenseni, Pintomyia
misionensis, Pintomyia pessoai e Sciopemyia sordelli. As espécies mais abundantes
foram Nyssomyia whitmani, Brumptomyia brumpti, Psathyromyia aragaoi e Pintomyia
pessoai. A maior frequéncia (17,8%) dos espécimes foi em Setembro. Uma fémea
de Nyssomyia whitmani foi encontrada infectada por Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi. Em conclusédo, o estudo confirmou a presenca de varios vetores
de agentes de leishmanioses tegmentar e visceral em fragmentos de florestas
urbanas de Dourados, MS.

Palavras-chave: Leishmanioses, vetores, Leishmania, fauna.
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ABSTRACT

Dourados is situated in a transitional region between Atlantic Forest and Cerrado -
two important biomes in epidemiology of leishmaniasis - sandfly vectors of visceral
and cutaneous leishmaniasis agents have been found. The preservation of natural
environments favors the survival of these insects and reservoirs of Leishmania sp.,
and human in contact with these ecosystems may become part of the chain of
parasite transmission. This study sought to investigate the sandfly fauna in urban
forest ecosystems of Dourados to identify its diversity, abundance and richness
species, the monthly distribution of the species, as well as to investigate natural
infection by flagellates in females. A total of 10 urban forest areas were sampled with
automatic light traps installed once monthly from November 2010 to October 2011.
The females captured were dissected for the investigation of flagellates in their
digestive tracts and were then submitted to polymerase chain reaction to identify the
Leishmania species. Species abundance was calculated by the Standardized Index
of Species Abundance (SISA). The sandfly fauna consisted of 18 species:
Brumptomyia brumpti, Brumptomyia cunhai, Brumptomyia galindoi, Brumptomyia
pintoi, Evandromyia cortelezzii, Evandromyia lenti, Evandromyia termitophila,
Lutzomyia longipalpis, Migonemyia migonei, Micropygomyia acanthopharynx,
Nyssomyia whitmani, Psathyromyia aragaoi, Psathyromyia campograndensis,
Psathyromyia shannoni, Pintomyia christenseni, Pintomyia misionensis, Pintomyia
pessoai and Sciopemyia sordellii. The most abundance species were Nyssomyia
whitmani, Brumptomyia brumpti, Psathyromyia aragaoi and Pintomyia pessoai. The
greatest frequency (17,8%) of specimens was captured in September. One female of
Nyssomyia whitmani was found to be infected with Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi. In conclusion, the study confirmed the presence in fragmentary
urban forests of several vectors of agents of visceral and cutaneous leishmaniases.

Key words: Leishmaniasis, vectors, Leishmania, fauna.
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APRESENTACAO

Os flebotomineos s&@o importantes vetores de agentes etiolégicos que afetam o
homem e animais. Transmitem protozoarios do género Leishmania, outros
tripanossomatideos, bactérias do género Bartonella e numerosos arbovirus. Dentre
estes agentes, destacam-se as leishmanias, que atuam na etiologia das
leishmanioses tegumentar (LT) e visceral (LV), sendo transmitidas ao homem,
guando as fémeas praticam hematofagia (SHERLOCK, 2003).

A acdo antropica tem contribuido para que esses insetos, habitantes de
ambientes naturais, principalmente florestas, encontrem em &reas urbanas,
condicOes favoraveis para o seu desenvolvimento, tais como abrigo, alimentacéo e
reproducdo, e consequente mantendo o ciclo de transmissdo das leishmanioses
mais proximo do homem (MARINHO et al., 2008; LAINSON e SHAW, 2005).

Dourados € a segunda maior cidade do Estado de Mato Grosso do Sul. Em seu
processo de expansdo, conjuntos habitacionais e residenciais de luxo foram
construidos cada vez mais proximos a fragmentos de matas. Bairros localizados no
entorno dos fragmentos possuem casas distando menos de 20 metros da borda da
mata.

O levantamento da fauna flebotominea nos pontos amostrados possibilitou
verificar areas de risco para a transmissao de leishmanioses e pode contribuir para
medidas preventivas de controle dessas doencas.

Foi realizada a caracterizacdo da area de estudo e apresentado o método de
coleta de flebotomineos, de dissecacdo das fémeas, identificacdo das espécies e
analise pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Verificou-se a diversidade, abundancia, composicdo das espécies de
flebotomineos nos ambientes de mata e espécies de parasitas identificadas em

flebotomineos capturados durante o desenvolvimento dos trabalhos.



1 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

1.1 Flebotomineos

Os flebotomineos sdo dipteros da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae e constituem um grupo de insetos de grande interesse em saude
publica, em virtude de suas fémeas estarem envolvidas na transmissdo de
leishmanioses, tegumentar e visceral, doencas de alta incidéncia no mundo
(MEDEIROS, RODRIGUES, ROSELINO, 2002; MICHALSKY et al., 2002).

As fémeas de flebotomineos, excluindo rarissimas espécies autdégenas,
necessitam do sangue de vertebrados, dai a importancia na transmissao de doencas
ao homem e aos animais (SHERLOCK, 2003; AGUIAR e MEDEIROS, 2003;
RANGEL e LAINSON, 2003). Algumas espécies alimentam-se de sangue apenas
uma vez entre as posturas, enquanto outras podem praticar hematofagia multiplas
durante um unico ciclo de oviposi¢do, 0 que as potencializa como vetores. Algumas
picam exclusivamente determinados grupos de vertebrados, porém outras tém
habitos ecléticos, alimentando-se indiferentemente em varias espécies de
mamiferos. Machos sugam apenas sucos vegetais ou acucares (SHERLOCK, 2003).

A atividade hematofagica dos flebotomineos é predominantemente noturna,
porém, algumas espécies podem exercé-la durante o dia em ambientes com pouca
luminosidade como cavernas e areas florestais (GOMES et al., 1989; GALATI et al.,
2003a, 2006).

Machos e fémeas ingerem substancia acucarada, que € estocada no diverticulo
de onde é levada lentamente ao trato digestivo e entdo absorvida. E provavel que a
passagem dos acucares do diverticulo para o trato digestivo se dé apenas no
instante em que as atividades ou o momento fisiolégico do inseto requeiram o
consumo de energia. Os carboidratos tem papel importante no desenvolvimento e
infectividade de leishménia, ndo s6 como controlador da flora bacteriana intestinal,
agindo como bacteriostaticos, mas também como fonte de energia para os parasitas
gue parecem se multiplicar mais facilmente no trato digestivo dos flebotomineos na
presenca de acucares (BRAZIL e BRAZIL, 2003).

Insetos de pequeno porte medindo de 2 a 3 mm os flebotomineos possuem
corpo delgado coberto com intensa pilosidade, pernas longas e delgadas. Sao

facilmente reconheciveis pela atitude que adotam quando em repouso, pois as asas



permanecem entreabertas e ligeiramente levantadas, em posicdo de asa delta.
Como os dipteros em geral, os flebotomineos sdo holometabdlicos; suas formas
imaturas desenvolvem-se em solos Umidos, ricos em matéria organica em
decomposicdo, especialmente de natureza vegetal ao abrigo da luz solar direta.
Muitas vezes o criadouro funciona também como local de abrigo para os adultos,
gue pela fragilidade a dessecacdo nesta fase, necessitam de lugares umidos, ao
abrigo da luz e da movimentag¢do do ar, como em troncos, ocos de arvores, raizes
expostas, fendas nas rochas, tocas de animais e cavernas (MARZOCHI e
MARZOCHI, 1994; BRAZIL e BRAZIL, 2003; AGUIAR e MEDEIROS, 2003).

As fémeas que invadem as casas, frequentemente, estdo a procura de repasto
sanguineo, e os machos, da cOpula. Ambos os sexos podem pousar nas paredes
internas por certo periodo, deixando o local de abrigo e se localizando nas
instalagdes dos animais domésticos ou outras areas proximas ao domicilio, inclusive
matas residuais (AGUIAR e MEDEIROS, 2003).

Estdo distribuidos por quase todas as regides faunisticas do mundo, sendo
conhecidas mais de 900 espécies. Nas Américas sdo cerca de 500 espécies
descritas e aproximadamente 60 delas estéo implicadas (suspeitas ou comprovadas)
na veiculacdo de Leishmania sp. (KILLICK-KENDRICK, 1990; DEDET, 1993;
SANTOS et al., 1998; CIPA GROUP, 1999; GALATI, 2003; SHERLOCK, 2003). No
Brasil foram registradas cerca de 280 espécies (GALATI, 2008).

A fauna flebotominica em Mato Grosso do Sul (MS) é relativamente bem
conhecida, principalmente nas mesorregides Sudoeste e Pantanal, mas grande
parte das mesorregides Centro Norte e Leste foram pouco estudadas. Até o
momento a fauna em MS comp®8e-se de aproximadamente 63 espécies, associadas
tanto a areas rurais quanto urbanas (GALATI et al., 1996, 1997, 2003b, 2006;
OLIVEIRA et al., 2001, 2003; NUNES et al., 2008; DORVAL et al., 2009; ANDRADE
et al.,, 2009, 2011; SANTOS, 2010; ALMEIDA et al., 2010; CANESIN, 2011;
FERNANDES et al., 2011).

Lutzomyia longipalpis (Lutz e Neiva, 1912) foi identificada por Chagas em 1936,
como vetora do agente da leishmaniose visceral (LV) pela primeira vez no Estado de

Sergipe e teve a sua participacdo confirmada como transmissora por Pessba, em

1953, no municipio de Sobral no Estado do Ceara (PESSOA e MARTINS, 1977).



Gomes, Rabelo e Galati (1978) relataram a importancia epidemioldgica de Lu.
longipalpis na cadeia de transmissdo da LVA no Brasil. A espécie é comumente
coletada em habitacdes humanas nos Estados de Rio de Janeiro (AGUIAR et al.,
1996), Séo Paulo (COSTA et al.,, 1997), Rio Grande do Norte (XIMENES et al.,
2007), Piaui (ANDRADE FILHO, SILVA, FALCAO, 2001a), Tocantins (ANDRADE
FILHO et al., 2001b), Minas Gerais (SOUZA et al., 2004, MONTEIRO et al., 2005;
RESENDE et al.,, 2006; SOUZA, BORGES, ANDRADE, 2009), Mato Grosso
(MISSAWA e LIMA, 2006), Mato Grosso do Sul (ALMEIDA et al., 2010), entre outros.

A espécie Lu. cruzi (Mangabeira, 1938) foi incriminada como vetor de LV em
Corumba e Ladario, MS, pois foi encontrado com infeccdo natural por Le. (Le.)
infantum chagasi e pela auséncia de Lu. longipalpis na regiao (SANTOS et al., 1998;
LAINSON e RANGEL, 2003). No Estado de Mato Grosso pesquisas entomoldgicas
indicam a presenca desse vetor em varios municipios com alta incidéncia de casos
humanos de LV sugerindo sua participacdo na cadeia de transmissdo (MISSAWA e
LIMA, 2006; MESTRE e FONTES, 2007; MISSAWA et al., 2011).

Em Dourados, MS, estudos de fauna flebotominea de 2003 até 2011
registraram 27 espécies: Bichromomyia flaviscutellata (Mangabeira, 1942),
Brumptomyia avelari (Costa Lima, 1932), Brumptomyia brumpti (Larrousse, 1920),
Brumptomyia cunhai (Mangabeira, 1942), Brumptomyia galindoi (Fairchild e Hertig,
1947), Evandromyia bacula (Martins, Falcao e Silva, 1965), Evandromyia cortelezzii
(Bréthes, 1923), Evandromyia evandroi (Costa Lima e Antunes, 1936), Evandromyia
lenti (Mangabeira, 1938), Evandromyia teratodes (Martins, Falcdo e Silva, 1964),
Evandromyia termitophila (Martins, Falcdo e Silva, 1964), Lutzomyia longipalpis,
Micropygomyia longipennis (Barretto, 1946), Migonemyia migonei (Franca, 1920),
Nyssomyia antunesi (Coutinho, 1939), Nyssomyia neivai (Pinto, 1926), Nyssomyia
whitmani (Antunes e Coutinho, 1939), Pintomyia christenseni (Young e Duncan,
1994), Pintomyia fischeri (Pinto, 1926), Pintomyia mamedei (Oliveira, Afonso, Dias e
Brazil, 1994), Pintomyia pessoai (Coutinho e Barretto, 1940), Psathyromyia aragaoi
(Costa Lima, 1932), Psathyromyia campograndensis (Oliveira, Andrade Filho, Falcdo
e Brazil, 2001), Psathyromyia hermanlenti (Martins, Silva e Falcdo, 1970),
Psathyromyia punctigeniculata (Floch e Abonnenc, 1944), Psathyromyia shannoni
(Dyar, 1929) e Sciopemyia sordellii (Shannon e Del Ponte, 1927) (DOURADOS,
2009; SANTOS, 2010; FERNANDES et al., 2011; CANESIN, 2011).



1.2 Peridomicilizacdo de espécies vetoras

Muitas espécies de flebotomineos, comumente encontradas em florestas e
cavernas vém se adaptando ao peridomicilio em funcao de altera¢des ocasionadas
pelo homem nesses ambientes, e consequente dispersédo de animais silvestres que
serviam como fonte de alimentacdo para as fémeas (GOMES et al., 1989) em areas
rurais e urbanas, sendo frequentemente encontradas em abrigos de animais
domésticos e interior das habitacbes (GALATI et al., 2003a, 2003b; LAINSON e
RANGEL, 2005; MISSAWA et al., 2008). Uma vez atraidas ao peridomicilio podem
ai se estabelecer e passam a representar um risco constante como vetores de
Leishmania sp., pois podem manter o ciclo de transmisséo do parasita entre animais
domesticos, sinantropicos e humanos (VEXENAT et al.,, 1986; BARBOSA et al.,
1999; BRASIL, 2010; MESTRE e FONTES, 2007; MARINHO et al., 2008).

A acdo antropica além de levar a dispersdo de reservatorios naturais de
Leishmania sp. e a criacdo de ecotopos adequados a proliferacdo de vetores pode
atuar na selecao das espécies de flebotomineos e mamiferos reservatérios desse
parasita, de modo que aqueles com maior valéncia ecolégica passam a se adaptar
ao ambiente modificado (LAINSON e SHAW, 2005; FONTELES et al., 2009). A
presenca desses insetos e de reservatorios no domicilio e peridomicilio, explica em
parte, a persisténcia das leishmanioses nesses ambientes. Além disso, as
residéncias em locais inadequados e a constru¢ao de abrigos de animais domésticos

no peridomicilio favorece a infeccéo (LIMA et al., 2002).

1.3 Cobertura vegetal X Diversidade de flebotomineos

A abordagem ambiental pela epidemiologia paisagistica tem sido cada vez
mais utilizada para estudos de enfermidades que afligem os seres humanos, atraves
da utilizacdo de geoprocessamento e sensoriamento remoto (APARICIO e
BITENCOURT, 2004).

Tanto na escala regional como na local, os modelos espaciais e temporais das
distribuicbes das populacbes de flebotomineos séo influenciados pela umidade,
temperatura, luminosidade e altitude (FORATTINI, 1973). Ao analisar a vegetacao,
indiretamente todos esses fatores s@o observados (APARICIO e BITENCOURT,
2004).



A epidemiologia paisagistica parte da premissa de que conhecendo as
exigéncias ambientais dos vetores e reservatorios de agentes de doencas é possivel
prever riscos epidemioldgicos por meio de informacdes das variaveis ambientais, o
gue pode auxiliar na selecao de medidas profilaticas ou de controle da enfermidade,
e a LT é uma das enfermidades cuja relacdo com a paisagem permite seu estudo
sob este aspecto (APARICIO, 2001; MIRANDA, MASSA, MARQUES, 1996;
MIRANDA, MARQUES, MASSA, 1998; LIMA et al., 2002).

Ao se conhecer a fauna e os hospedeiros que ocorrem em cada tipo de
paisagem, pode-se predizer que doencas seriam esperadas em cada uma delas. Em
muitos casos as doencas transmitidas por vetores estédo relacionadas a presenca de
florestas; a destruicdo delas pode levar a eliminacdo de patdgenos e vetores
relacionados a certas doencas, ou pode forcar a adaptacdo dessas populacdes a
outros ambientes que ndo necessariamente as florestas (APARICIO, 2001).

Segundo Marinho et al. (2008), alteracdes em florestas provocam a restricao
dos espacos ecologicos. A capacidade de espécies de flebotomineos se adaptarem
onde houve profundas mudancas nos seus habitats naturais (florestas) e a tendéncia
desses insetos invadirem o ambiente antropico, sédo fatores importantes atribuidos
ao contato desses vetores com o0 homem.

Quando uma floresta é fragmentada, ha consequéncias ecolégicas na
composicao de espécies, muitas delas desaparecem ou se tornam raras, enquanto
outras ndo sao afetadas ou podem até se tornarem mais abundantes (LAURENCE e
VASCONCELOS, 2009).

1.4 Relacdo matas X Proximidade das casas

A transmissdo da LT ainda esta relacionada a presenca de matas. A
persisténcia da infeccdo de forma endémica tem relacdo com matas remanescentes.
Nessas areas € evidente a adaptacdo de flebotomineos e reservatorios silvestres de
Leishmania sp., propiciando a formacéo do ciclo de transmissao desse parasita no
peridomicilio, zonas rurais e na periferia de centros urbanos (BARROS et al., 1985;
GOMES et al., 1990; MIRANDA, MASSA, MARQUES, 1996; ROBERTO et al., 1997;
LIMA et al., 2002).

Aparicio e Bitencourt (2004) consideram a hipétese de que os flebotomineos

transitam entre as casas e a mata através de vegetacdo suficientemente densa ao



redor das bordas das matas, formando corredores entre o fragmento e as
habitacoes.

Miranda, Massa e Marques (1996), Dourado et al. (1989) e Corte et al. (1996)
consideram a relacdo entre a proximidade da casa e a mata como fator importante

para a ocorréncia das leishmanioses.

1.5 Agentes etioldgicos de leishmanioses

Os agentes etiolégicos das leishmanioses, tegumentar e visceral, séo
protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania. S&o parasitas intracelulares obrigatorios das células do sistema
fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado. Apresentam duas formas
principais: a promastigota, flagelada encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e a
amastigota, aflagelada encontrada nos tecidos de hospedeiros vertebrados
(BRASIL, 2006; BRASIL, 2010).

Estes parasitas acometem o homem e diferentes espécies de animais
silvestres e domeésticos em todo o mundo. As espécies do género Leishmania tém
uma ampla distribuicdo em paises tropicais e subtropicais (LAINSON e SHAW, 1992;
MURRAY et al., 2005; WHO, 2011).

Das espécies que acometem o homem no Brasil, Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi Cunha e Chagas, 1937 é o agente etioldégico da forma visceral
(CUNHA et al., 1995; BRASIL, 2006) e associadas a leishmaniose tegumentar (LT),
ja foram identificadas sete espécies distribuidas em dois subgéneros, Leishmania e
Viannia: Leishmania (Le.) amazonensis Lainson e Shaw, 1972; Le. (Viannia)
braziliensis Vianna, 1911; Le. (Vi.) guyanensis Floch, 1954; Le. (Vi.) lainsoni Silveira,
Shaw, Braga e Ishikawa, 1987; Le. (Vi.) naiffi Lainson e Shaw, 1989; Le. (Vi.) shawi
Lainson, Braga, Souza, Povoa e Ishikawa, 1989 e Le. (Vi.) lindenbergi Silveira,
Ishikawa, De Souza e Lainson, 2002 (LAINSON, 1997; SILVEIRA et al., 1997,
BRASIL, 2010). As mais amplamente distribuidas sao: Le. (Vi.) braziliensis e Le.
(Le.) amazonensis (GRIMALDI Jr, DAVID, MCMAHON-PRATT, 1987; BASANO e
CAMARGO, 2004; BRASIL, 2010).



1.6 Reservatérios de Leishmania sp.

Os mamiferos sdo importantes reservatérios para a manutencdo do ciclo de
vida de muitas espécies de Leishmania (BATES, 2007). Infec¢des por Leishmania
sdo descritas em varias espécies de animais silvestres, sinantropicos e domésticos
(canideos, marsupiais, equideos, felideos e roedores) (BRASIL, 2010).

O principal reservatorio urbano de Le. (Le.) infantum chagasi € o cdo doméstico
(Canis familiaris) (MORENO e ALVAR, 2002).

Para Le. (Vi.) braziliensis apesar de numerosos registros de infeccdo em caes
(FALQUETO et al., 1991; DAVIES et al., 2000; SANTOS et al., 2005; ZANZARINI et
al., 2005; DANTAS-TORRES, 2007), o Ministério da Saude admite que faltam
evidéncias que comprovem o0 papel destes animais como reservatorios e 0s
considera como hospedeiros acidentais (BRASIL, 2010).

Algumas espécies de roedores, marsupiais, edentados e canideos silvestres
séo considerados importantes reservatorios de agentes de LT (BRASIL, 2010).

Forattini (1960) constatou a presenca de Leishmania sp. em trés espécies de
roedores silvestres, Kannabateomys amblyonyx (rato da taquara), Cuniculus paca
(paca) e Dasyprocta azarae (cutia). Figueiredo et al. (2008) registraram no Estado de
Mato Grosso, o primeiro caso de infec¢ao por Le. (Le.) chagasi em cachorro vinagre
(Speothos venaticus). Savani et al. (2010) registraram a presenca de morcegos com
Le. (Le.) amazonensis e Le. (Le.) chagasi no municipio de Sdo Paulo, SP. Raposas
(Dusicyon vetulus) e lobinhos (Cerdocyon thous) foram encontrados infectados com
Le. (Le.) chagasi nas regibes Nordeste, Centro Oeste, Sudeste e Amazobnica e€;
marsupiais didelfideos (Didelphis albiventris) no Brasil e na Colémbia (BRASIL,
2006).

Gatos domésticos foram encontrados naturalmente infectados por Le. (Le.)
infantum chagasi no Estado de S&o Paulo e por Le. (Le.) amazonensis em Mato
Grosso do Sul (SAVANI et al., 2004; SOUZA et al., 2005; 2009).



1.7 As leishmanioses

As leishmanioses sdo consideradas pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) entre as seis doencas tropicais de maior impacto que afligem a populagao
humana. Em importancia s6 sdo superadas pela maléria e possuem uma estimativa
de aproximadamente 15 milhdes de pessoas infectadas e 350 milhdes de pessoas
vivendo em area de risco. Para a LT a incidéncia anual é de um a 1,5 milhdes de
casos e de 500.000 casos para a forma visceral (WHO, 2011).

No continente americano a distribuicdo dessas parasitoses estende-se desde o
sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina. O Brasil é o pais com mais
registros de casos, tanto da forma tegumentar como da visceral (WHO, 2011).

Os casos de leishmanioses no Brasil estdo presentes em todos os Estados,
com incidéncia elevada, em decorréncia de mudancas ambientais provocadas pela
acao antropica, que vém modificando o perfil epidemioldgico nas areas florestais e
periurbanas, onde os animais domésticos participam da manutengcao e transmissao
de Leishmania (DEANE e GRIMALDI, 1985; SHAW, 2002; BRASIL, 2006; BRASIL,
2010).

As leishmanioses constituem importantes agravos a populacdo humana devido
a gravidade de algumas de suas manifestacbes clinicas, ampla distribuicdo
geografica e a crescente tendéncia a urbanizacdo. Ressaltam-se as dificuldades
para o seu controle, em virtude da complexidade de seus quadros epidemiologicos e
de indefinicbes quanto a melhor forma de tratamento (NUNES et al., 2001).

A LT ocorre nas populacées com atividades que levam os individuos ao contato
estreito com o ambiente florestal ou que residem em habitacdes proximas desse
ambiente, portanto, ao alcance dos vetores (APARICIO, 2001).

A demanda por novas estratégias de educacdo em saude e prevencao das
leishmanioses é crescente. Todavia, as diferencas geograficas regionais no quadro
epidemioldgico dessas parasitoses, associadas a diversidade ecolégica, com muitas
espécies de possiveis vetores e aproximadamente 100 espécies de potenciais
reservatorios dificultam as medidas de controle. Ha também, dificuldades no
diagnostico e na manutencdo do tratamento. A impossibilidade do acesso e
producdo de drogas ativas, prescricdo incorreta e a pouca compreensao sobre a

doenca, impedem a atuagdo correta nos casos diagnosticados e perpetuam a



infeccdo humana, estimulando a resisténcia as drogas (GUERIN et al., 2002;
GONTIJO e MELO, 2004; MURRAY et al., 2005).

Os sintomas clinicos variam de acordo com a espécie de Leishmania infectante
e se diferenciam em dois tipos patoldgicos principais: um predominantemente
visceral e outro cutaneo (SHERLOCK, 2003).

1.7.1 Leishmaniose Tegumentar (LT)

A LT é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa causada por diferentes
espécies de protozoarios do género Leishmania. E uma enfermidade polimérfica da
pele e mucosas, que se apesenta em trés formas clinicas. A forma cutédnea simples
€ caracterizada pela presenca de lesbes ulcerosas indolores com formato
arredondado ou ovalado, bordas bem delimitadas e elevadas. A do tipo difusa
(anérgica) manifesta-se por multiplas lesbes nodulares ndo ulceradas recobrindo
grandes extensdes cutaneas. E, as lesbes mucocutaneas que podem causar sérias
deformidades afetam a mucosa nasobucofaringeana apdés infeccdo cutanea inicial
(MURRAY et al., 2005; BRASIL, 2010).

Na década de 80 era assinalada em 19 Estados brasileiros. Sua expansao
geografica tornou-se evidente, quando, no ano de 2003, foram confirmados casos
autéctones em todos os Estados (BRASIL, 2010).

Ocorre primariamente em focos silvestres, em ambientes naturais, onde ha
circulacdo do parasita entre animais silvestres e 0s insetos transmissores
(PROENCA e MULLER, 1979).

Dentre as espécies de Leishmania que atuam na etiologia da LT, Le. (Vi.)
braziliensis é a que apresenta maior complexidade em sua epidemiologia. S&o varias
espécies vetoras envolvidas, varios reservatorios silvestres e domeésticos, tendo sido
detectada em cdes, equideos e roedores sinantropicos (FALQUETO et al., 1986;
AGUILAR et al.,, 1987; PIRMEZ et al., 1988; YOSHIDA et al., 1990; MARZOCHI,
1992; BRANDAO-FILHO et al., 2003).

Entre os vetores de LT no Brasil, no Estado do Parand, as espécies Nyssomyia
whitmani, Migonemyia migonei, Pintomyia pessoai, Nyssomyia neivai e Pintomyia
fischeri tém sido as mais frequentes em abrigos de animais domésticos, nas matas e
no domicilio (MEMBRIVE et al., 2004; TEODORO et al., 2006).
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Nyssomyia whitmani é uma das principais espécies vetoras de Le. (Vi)
braziliensis no Brasil (RANGEL e LAINSON, 2003). Levantamentos da fauna
flebotominea realizados em algumas areas de Mato Grosso do Sul tém mostrado
gue é uma espécie abundante no Estado, fato que coincide com achados de sua
infeccdo por flagelados em area com a presenca de casos humanos atribuidos a Le.
(Vi.) braziliensis (GALATI et al.,1996). Essa espécie é apontada como provavel
transmissora desse agente no municipio de Corguinho (GALATI et al.,1996). Faz-se
também presente em areas rurais da Serra da Bodoquena (GALATI et al., 2006); no
Pantanal sul-mato-grossense (BRAGA-MIRANDA, MIRANDA, GALATI, 2006), no
municipio de Anténio Joao, fronteira com o Paraguai (NASCIMENTO et al., 2007), na
area urbana de Campo Grande (OLIVEIRA et al., 2006) e de Bonito (NUNES et al.,
2008; ANDRADE et al., 2009). Em Bela Vista, MS a LT humana esta relacionada
com a infeccéo por Le. (Le.) amazonensis (DORVAL et al., 2006).

No Mato Grosso do Sul, no periodo de 2007 a 2011, do total de 361 casos
novos autoctones de LT notificados, duzentos e setenta e trés (75,6%) foram no
sexo masculino e oitenta e oito (24,4%) no sexo feminino, 0 que aponta para um
carater de transmissdo ocupacional. No mesmo periodo, duzentos e noventa
(80,3%) casos da doenca foram da forma cutanea e setenta e um (19,7%) da forma
mucosa. No periodo de janeiro a junho de 2012, 38 novos casos autdctones de LT
foram notificados em MS, no municipio de Dourados de 2007 a 2011 foram

notificados quatro casos da doenca (SINAN, 2012).

1.7.2 Leishmaniose Visceral (LV)

A LV é uma enfermidade infecciosa generalizada, crbnica, caracterizada por
febre prolongada, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, anemia com leucopenia,
emagrecimento e debilidade progressiva (MURRAY et al., 2005).

Dos casos de LV gue ocorrem nas Américas, a maioria sdo registrados no
Brasil e em especial na Regido Nordeste (BRASIL, 2006; WHO, 2011). A sua
importancia ndo reside somente na alta incidéncia de casos e ampla distribuicéo,
mas também na possibilidade de assumir formas graves e letais quando associada a
ma nutricdo e infeccdes concomitantes, como a infeccao pelo virus HIV (GONTIJO e
MELO, 2004; DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006).
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A LV apresenta-se amplamente distribuida com notificacdes da doenca em
guase todos os Estados. Entre os anos de 2000 e 2008 os maiores numeros de
casos foram registrados no Estado do Maranhdo com 5.138 casos, seguido por
Minas Gerais 3.406, Ceara 3.346 e Para 2.685 (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

De acordo com o Sistema Nacional de Agravos de Notificacao (2012), em Mato
Grosso do Sul, de janeiro de 1999 até dezembro de 2011 foram notificados e
confirmados 2.526 casos humanos de LV, com registro de 220 o6bitos. No municipio
de Dourados até 2011, ndo existiam registros de casos humanos da doencga; porém,
de 2003 a 2011 foram notificados 5.320 casos de leishmaniose visceral canina (LVC)
(DOURADOS, 2011).

Em 2012, de janeiro a junho foram notificados e confirmados 152 casos
humanos de LV em 22 municipios do Estado de Mato Grosso do Sul e houve o
primeiro registro de caso humano em Dourados (SINAN, 2012).

1.8 Infecgcdo Natural e Reagdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain
Reaction — PCR -)

A taxa de flebotomineos naturalmente infectados em areas endémicas e a
identificacdo especifica de Leishmania em uma determinada espécie de
flebotomineo sdo de grande importancia na epidemiologia das leishmanioses
(MICHALSKY et al., 2002; OLIVEIRA-PEREIRA et al., 2006).

O encontro de protozoarios no tubo digestivo de flebotomineos tem sido
frequentemente relatado, a natureza dessas infeccbes por Leishmania pode ser
determinada pela realizac&o de técnicas de isolamento e inoculacfes experimentais
(MICHALSKY et al., 2002) ou PCR.

O encontro de flagelados na dissecacdo de flebotomineos seguido de PCR
pode resultar na identificacdo da espécie do parasita (NEITZKE et al., 2008), pois
esta € uma técnica altamente sensivel e especifica, podendo detectar o DNA ou
RNA do parasita nos insetos (MICHALSKY et al., 2002; PAIVA et al., 2004, 2007).
Esta técnica também pode identificar o parasita proveniente de material humano
(SILVA et al., 2004) e caninos (LACHAUD et al., 2002; SHALLIG e OSKAM, 2002).

A técnica da PCR é capaz de detectar a presenca de Leishmania a partir de um
anico individuo (PITA-PEREIRA et al., 2005).



12

O Polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (Restriction
Fragment Length Polymorphism — RFLP -) €& uma técnica utilizada para a
identificacdo de espécies de Leishmania. As enzimas de restricdo reconhecem
sequencias especificas no DNA produzindo fragmentos de comprimentos definidos
gue podem ser visualizados através de eletroforese em gel de agarose separando
os fragmentos de acordo com o seu tamanho molecular e tem sido utilizado para a
identificacdo (BOTSTEIN et al.,1980).

Utilizando andlise molecular Santos et al. (2011) na aldeia indigena Jaguapiru
em Dourados, encontraram infeccdo por Leishmania sp. em sete espécies de
flebotomineos: Ny. whitmani, Pi. pessoai, Pa. shannoni, Pa. punctigeniculata, Ev.
cortelezzii, Pi. christenseni e Br. galindoi. Canesin, (2011) registrou em
peridomicilio, infeccdo em Ny. whitmani, Pa. shannoni e Lu. longipalpis.
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2 JUSTIFICATIVA

A manutencdo de uma endemia metaxénica em determinada area depende da
presenca de populacBes de espécies envolvidas em sua cadeia de transmisséo
(agentes etioldgicos, reservatorios e vetores) e condicdes ambientais favoraveis ao
seu desenvolvimento (XIMENES et al., 2007).

Estudos realizados em Dourados, MS de 2003 a 2011, mostraram expressiva
diversidade de espécies de flebotomineos, a presenca de Lu. longipalpis, vetor do
agente da LV, e de espécies implicadas na transmissdo de agentes de LT: Bi.
flaviscutellata, Ny. antunesi, Ny. neivai, Ny. whitmani, Mg. migonei e Pi. pessoai
(DOURADOS, 2009; SANTOS, 2010; FERNANDES et al., 2011; CANESIN, 2011) e
a ocorréncia de casos autoctones de LT e LV e LVC (SINAN, 2012) aliados ao fato
de que no processo de expanséo da cidade, conjuntos habitacionais e residenciais
alto padrdo foram construidos cada vez mais proximos a fragmentos de mata,
redutos de possiveis reservatérios de Leishmania sp., justificam estudos sobre
flebotomineos em matas de sua area urbana e a identificacdo das espécies de
Leishmania que podem transmitir.

Segundo Fonteles et al. (2009), a realizacdo de levantamento de fauna
flebotominea em ecossistemas naturais € importante para ampliar o conhecimento
das areas de ocorréncia desses insetos, subsidiar projetos conservacionistas e
reduzir o contato deles com o homem. Além disso, a compreensao da dinamica
populacional desses dipteros pode se revelar um fator importante para a
implantacéo de politicas de vigilancia epidemiologica das doengas cujos agentes sao

transmitidos por eles, e de manejo florestal.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Identificar a fauna flebotominea e alguns de seus aspectos comportamentais
em fragmentos de mata em area urbana de Dourados e investigar a infec¢do natural

por Leishmania sp.

3.2 Objetivos Especificos

v' Determinar a riqueza de espécies de flebotomineos;

v' Estimar a abundancia relativa das populacGes, a diversidade das espécies
segundo os ambientes amostrados e a distribuicdo mensal das espécies;

v Investigar em fémeas de flebotomineos a infec¢do natural por flagelados; e

v' Identificar as espécies de Leishmania encontradas nas fémeas de flebotomineos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

O municipio de Dourados esta localizado a 22°13’16”S, 54°48°20"W, no Cone
Sul do Estado de Mato Grosso do Sul, Centro-Oeste do Brasil. O relevo € plano com
suaves ondulacfes, estando em uma altitude média de 430m. As matas séo
fragmentos de mata Atlantica. O clima no verao é tropical Umido e no inverno tropical
seco. O tipo de solo é o latossolo vermelho distroférico e distrofico, com alto
potencial para atividade agricola. A area total do municipio é de 4.086,38 Km?, a
area urbana ocupa 857,40 Km? com nove distritos e a area rural indigena, 35,33
Km? (IBGE, 2012).

4.2 Locais de captura de flebotomineos

Os pontos de captura foram distribuidos em 10 fragmentos de mata,
localizados na area urbana (Figura 1):

Mata 1 - M1 (Guaicurus) - 22°15’23.7” S; 54°45’11.2” W. O ponto localiza-se
préximo ao bairro Parque das Nacdes Il (Figura 2);

Mata 2 - M2 (Irméaos Maristas) - 22°13’59.4” S; 54°46°02.0” W. Ponto préximo
ao bairro Jodo Paulo II, propriedade do Recanto Maristas, onde se localiza uma
escola (Figura 3);

Mata 3 - M3 (Horto Florestal) - 22°15’13.6” S; 54°47°34.2” W. Ponto proximo ao
bairro Canaa lll; € parte do Horto Florestal (Figura 4);

Mata 4 - M4 (Vila Almeida) - 22°14’35.0” S; 54°49’44.4” W. Ponto proximo ao
bairro Vila Almeida; proximo a mata esta sendo pavimentada uma estrada (Figura 4);

Mata 5 - M5 (Novo Horizonte) - 22°14°00.9” S 54°50°26.2” W. Ponto proximo ao
bairro Novo Horizonte, é rodeado por residéncias e recentemente foi construido um
conjunto habitacional com casas a menos de 20m de distancia da mata (Figura 5);

Mata 6 - M6 (Caiuas) - 22°11°55.5” S; 54°47744.3” W. Ponto préximo ao bairro
Chéacara Caiuas; muito proximo a reserva indigena Jaguapiru (Figura 6);

Mata 7 - M7 (Monte Alegre) - 22°11°34.6” S 54°49’39.1” W. Ponto proximo ao

bairro Jardim Monte Alegre; proximo a mata estdo sendo construidos residenciais de
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alto padréao, e recentemente foi realizada pavimentacéo asféltica para construcao do
anel viario (Figura 6);

Mata 8 - M8 (Flora) - 22°12'37.6” S; 54°49°25.6” W. Ponto préximo ao bairro
Chécara Flora (Figura 7);

Mata 9 - M9 (Mosteiro) - 22°12°22.7" S; 54°50°03.6” W. Ponto proximo ao bairro
Parque Alvorada, pertence ao Mosteiro Santa Maria dos Anjos — Irméas Clarissas
(Figura 7);

Mata 10 - M10 (Primaveras) - 22°13’25.7” S; 54°51°09.5” W. Ponto préximo ao
bairro Jardim das Primaveras; ha alguns anos, foi construido um conjunto
habitacional muito préximo & mata, com casas a menos de 50m de distancia de sua
borda (Figura 8).
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Figura 1- Pontos de captura de flebotomineos, ambiente de mata, no periodo de novembro de 2010 a outubro de 2011, Dourados,
MS, Brasil. Fonte: Imagens de satélite CBERS 2B, INPE; sensor HCR, de 07 de janeiro de 2009 e sensor CCD, de 21
de abril de 2009.
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Foto: Cassiana Miki Ishimi

Figura 3- A- aspectos da Mata Irmaos Maristas (M2), B- armadilha (CDC) copa e C-
armadilha (CDC) solo, Dourados, MS, 2011.
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Foto: Cassiana Miki Ishimi ~ D

Figura 4- Aspectos das Matas, A e B Horto Florestal (M3) e C e D Vila Almeida
(M4), Dourados, MS, 2011.

Figura 5- Aspectos da Mata do Novo Horizonte (M5), Dourados, MS, 2011.
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= ) \| Foto: Cassiana Miki Ishimi

| \

Figura 6- Aspectos das Matas, A e B Chacara Caiuas (M6), C- Jardim Monte Alegre
(M7), Dourados, MS, 2011.

Foto: Cassiana Miki Ishimi D

Figura 7- Aspectos das Matas, A e B Chéacara Flora (M8), C e D Mosteiro Irmas
Clarissas (M9), Dourados, MS, 2011.
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Foto: Cassiana Miki Ishimi

Figura 8- Aspectos da Mata Jardim das Primaveras (M10), Dourados, MS, 2011.

4.3 Captura de flebotomineos

O levantamento da fauna flebotominea foi realizado no periodo de novembro
de 2010 a outubro de 2011. Em virtude da distancia entre as matas, cinco delas
foram amostradas numa noite e as outras, na noite seguinte.

Os espécimes de flebotomineos foram capturados com armadilhas automaticas
luminosas, tipo CDC (NATAL et al.,, 1991). Em cada mata foram instaladas duas
armadilhas, uma no solo e outra na copa, totalizando 20 armadilhas. As armadilhas
foram instaladas no interior da mata (em média 50m da borda) as 18h e retiradas as
7h do dia seguinte, em média, a 1m de altura (nivel de solo) e a 4m de altura (nivel
de copa), uma vez ao més, sem obedecer ao horéario de verao.

O material capturado foi triado, dissecado e identificado no Laboratério de
Entomologia da Faculdade de Ciéncias Biolégicas e AmbientaisslFCBA na
Universidade Federal da Grande Dourados/UFGD, e submetido a exame para
verificacdo e identificacdo de Leishmania, pela reacdo em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction — PCR -) no Laboratério de Biologia Molecular do
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CCBS) na Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul/UFMS.
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4.4 Dissecacdo e identificagcdo dos flebotomineos

Os flebotomineos foram separados por sexo. Os machos foram submetidos ao
processo de clarificacdo e diafanizacdo em hidroxido de potassa a 10% segundo
técnica descrita por Forattini (1973), para posterior identificacéo.

As fémeas foram dissecadas segundo procedimento utilizado por Johnson,
Mcconnell, Hertig (1963) e Lainson (1997) como a seguir: colocou-se duas gotas de
solugéo salina sobre lamina esterilizada; em uma delas colocou-se a fémea, que sob
microscopio estereoscépico e com auxilio de dois estiletes foi dissecada. Com um
estilete o térax foi fixado na lamina e com o outro se separou 0S segmentos
terminais do abdémen, na altura do 8° tergito. A seguir, com movimento de tracao,
as espermatecas e todo o tubo digestivo foram expostos. O restante do corpo foi
transferido para outra gota. A gota contendo o tubo digestivo e a parte terminal do
abdomen foi coberta com laminula e examinada sob microscopio Optico, em
aumento de 400X, a procura de protozoarios flagelados no tubo digestivo e
identificacdo especifica do flebotomineo, por meio das espermatecas. Quando
necessario foram observadas estruturas nas antenas e cibario para auxiliar na
identificacdo da espécie de flebotomineo.

As fémeas dissecadas e identificadas foram acondicionadas em pools de no
maximo 10 individuos por espécie, considerando-se a data e ecotopo, em tubos
cbnicos de polietileno (1,5mL) com alcool isopropilico e mantidas sob refrigeracéao
(4°C) até o momento do exame para diagndéstico da espécie de Leishmania por meio
da reacdo em cadeia da polimerase.

A nomenclatura adotada para identificacdo das espécies de flebotomineos

seguiu a proposta de Galati (2003) e a abreviacdo dos géneros Marcondes (2007).
4.5 Reacdo em cadeia da polimerase em flebotomineos
4.5.1 Extracdo do DNA de Leishmania

As extracdes foram realizadas com flebotomineos individualmente ou em pools
de até 10 insetos da mesma espécie, data e ponto de coleta por tubo. Os

espécimes, apos a identificagdo, foram triturados com auxilio de pistilo plastico em

tubos de 1,5 mL em 300 pL da solugcéao de resina Chelex® Molecular Biology Grade
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Resin (Bio-Rad Laboratories) a 5%. A solucéo foi misturada com ajuda de vortex por
15s e posteriormente centrifugada por 20s a 13000 rpm. Foi deixada entdo em
banho-maria a 80°C por 30 min e apds este tempo o procedimento foi repetido. O
sobrenadante foi retirado e transferido para outro tubo conico de polietileno,
devidamente esterilizado, e depois congelado a — 20°C por um més. (LOXDALE e
LUSHAI, 1998)

4.5.2 Reacdao em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR -)

A PCR foi realizada tendo como alvo uma regido do espacador transcrito
interno do gene ribossomal (ITS1) de 350 a 360 bp de Leishmania. Para um volume
final de 25uL de reacdo foi adicionado 12,5uL de GoTag® Green Master Mix
(Promega) e 5,5uL de agua (milli Q autoclavada); e 1pL de cada oligonucleotideo
LITSR (5-CTGGATCATTTTCCGATG-3’) e L5.8S (5°-TGATACCACTTATCGCACTT-
3’) e 5 yL de amostra, segundo El Tai et al. (2000).

As condicbes de amplificacao foram: 95°C por 3 minutos, seguido de 34 ciclos
de 95°C por 30 segundos, 53°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, com po0s-
extensdo a 72°C por 5 minutos, em termociclador (BIOER XP Cycler). Como controle
negativo foi utilizado uma reacdo com agua e como controle positivo DNA extraido
de cédo positivo para Le. (Le.) infantum chagasi. Os produtos amplificados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% tendo como marcador inicial
100pb e corados com gel red® e visualizados sob luz ultravioleta. Para tanto, 8uL
dos produtos amplificados foram homogeneizados com 2uL de solucdo de azul de
bromofenol (blue /orange 6x Looding Dye) e 3uL de gel red® e submetidos a corrida
eletroforética a 100 volts, por 1h40min. em tampao tris-acetato de EDTA (TAE) 1x. A
visualizacdo das bandas foi realizada sob incidéncia de luz ultravioleta, com filtro de
300nm.

4.5.3 PCR-RFLP

Os produtos das PCR foram submetidos a digestdo com enzima de restricdo
HAE Il (isolada de Haemophilus aegyptius), que cliva fragmentos nos segmentos
onde tém a sequéncia 5’....GG"CC....3’

3...CCLGG...H5
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4.5.3.1 Incubacdo com HAE Il

De acordo com o fabricante, foi adicionado 2uL de buffer 10x, uma unidade
(0,5uL) de enzima Hae lll, 5uL de DNA da PCR, completando-se o volume de
12,3uL com agua ultrapura. Em seguida, a amostra foi incubada em banho-maria a
37°C por trés horas. ApOs este periodo, o material foi submetido a eletroforese em
gel de agarose a 2%, com tampéao TBE por trés horas.

A enzima HAE 1l é capaz de clivar o DNA de Leishmania em bandas com 120,
80 e 40 bp, possibilitando a identificacdo da espécie Le. (Le.) infantum chagasi,
conforme descrito por Schonian et al. (2003).

4.6 Analise Populacional

Para analisar a abundancia das espécies considerando-se todos os fragmentos
de matas amostrados foi utilizado o indice de abundancia de espécies padronizado
(IAEP), segundo Roberts e Hsi (1979).

IAE=a+RJ
K

Onde:
a= numero de fragmentos de mata onde se fez coletas em que a espécie esteve
ausente x C
C = maior valor obtido no ‘ranking’ das espécies, segundo suas frequéncias em cada
fragmento, considerando todos os fragmentos + 1.
RJ = somatdria das posigcdes no ‘ranking’ de cada espécie
K = nimero de fragmentos de captura

Convertendo-se os valores obtidos em IAE em uma escala entre zero e 1
obtém-se o indice de abundancia de espécies padronizado (IAEP). Neste indice, o
valor 1 ou mais préximo de 1 corresponde a espécie mais abundante e o mais

préximo de zero a menos abundante. A formula para o calculo de IAEP:

IAEP =C - IAE
C-1
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Média aritmética e Média geométrica de Williams (HADDOW, 1960). Ambas
utilizadas para analisar a variacdo sazonal. Para se obter a média geométrica de
Williams, para cada valor das coletas mensais acresce-se o valor 1. Com estes
dados a média geométrica é calculada. Do valor obtido, subtrai-se 1. Quando o
namero de insetos capturados for aproximadamente regular as duas médias
coincidem, quando houver muita varidncia no numero de insetos capturados as
médias se distanciam, a média aritmética tende a ser maior do que a geométrica de
Williams. Através da média geométrica de Williams € possivel saber realmente qual
€ o periodo de maior frequéncia e regularidade. Ela elimina o efeito explosdo da
frequéncia e mostra de fato a estacdo em que ela poderia oferecer maior risco para
a transmissao dada a sua frequéncia mais elevada e constante.

A taxa minima (TM) de infecgdo de flebotomineos, por estarem acondicionados
em pools de 10, foi calculada com a seguinte féormula (PAIVA et al., 2004, 2006,
2007, 2010; OLIVEIRA-PEREIRA et al., 2006):

TM = N°de grupos positivos X 100

N° total de fémeas
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5 RESULTADOS

5.1 Fauna flebotominea

Foram capturados 589 espécimes de flebotomineos, 305 (51,8%) machos e
284 (48,2%) fémeas. Raz&do macho/fémea total de 1,07:1.

A fauna flebotominea constituiu-se de 18 espécies: Brumptomyia brumpti,
Brumptomyia cunhai, Brumptomyia galindoi, Brumptomyia pintoi (Costa Lima, 1932),
Evandromyia cortelezzii, Evandromyia lenti, Evandromyia termitophila, Lutzomyia
longipalpis, Migonemyia migonei, Micropygomyia acanthopharynx (Martins, Falcdo e
Silva, 1962), Nyssomyia whitmani, Psathyromyia aragaoi, Psathyromyia
campograndensis, Psathyromyia shannoni, Pintomyia christenseni, Pintomyia
misionensis (Castro, 1959), Pintomyia pessoai e Sciopemyia sordellii.

A subtribo que contribuiu com o maior nimero de espécies foi Lutzomyiina com
09 espécies (Ev. cortelezzii, Ev. lenti, Ev. termitophila, Lu. longipalpis, Mg. migonei,
Pi. christenseni, Pi. misionensis, Pi. pessoai e Sc. sordelli), seguida de
Brumptomyiina (Br. brumpti, Br. cunhai, Br. galindoi e Br. pintoi) e Psychodopygina
(Ny. whitmani, Pa. aragaoi, Pa. campograndensis e Pa. shannoni) com 04 espécies
cada uma e Sergentomyiina (Mi. acanthopharynx) com uma espécie. Destas
subtribos, Psychodopygina contribuiu com a grande maioria de espécimes, num total
de 326 (55,3%).

A maior diversidade ocorreu na mata (M7) Jardim Monte Alegre (14) seguida
pela mata (M6) Chacara Caiuas (10), mata (M1) Jardim Guaicurus e a mata (M2)
Irmaos Maristas (9) (Figura 1 e Tabela 1).

Micropygomyia acanthopharynx, Pi. pessoai e Br. pintoi espécies registradas

pela primeira vez na cidade de Dourados.



27

Tabela 1- Numero absoluto, indice de abundancia de espécies padronizado (IAEP) e frequéncia de machos e fémeas de
flebotomineos capturados em ambiente de mata, no periodo de novembro de 2010 a outubro de 2011, Dourados, Mato
Grosso do Sul, Brasil.

Matas
Guaicurus I. Maristas Horto Florestal V. Almeida N. Horizonte Caiuas Monte Alegre Flora Mosteiro Primaveras
Ecoétopos solo copa solo copa solo copa solo copa solo copa solo copa solo copa solo copa solo Copa solo copa Total Geral

Espécies sexo 4 9 4 9 4 9 & g 9 4 o 4 3o o33 e 4 90 g 9 4 9 4 0 3 3o 3o 3 I Q@ I3 9 %I %Y IAEP P
Br. brumpti 2 - 26 1 - - - -1 - - 1 -1 -1 - - - 2 4 13 13 5 6 - 6 1 - - - - 1 - - - - - - 95 130 067 23
Br. cunhai - - 2 3 - - - - - - - - - - N - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 07 11 0,06 142
Br. galindoi 4 2 - 5 - - - - - - - - 1111 - - - - 2 - 6 7 - 1 1 - - - - - - - - 2 - - - - 49 67 036 7T°
Br. pintoi - - - - - - - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - -1 - 1 - 07 00 0,08 132
Ev. cortelezzii I R - - - -1 - -1 - - - - - - - -1 - 1 - - - - - - - - - - - - 07 11 020 9
Ev. lenti .- o1 - - ..o oo oo oo ... oo .ol - - 44444 .2 - - - 07 07 014 122
Ev. termitophila R T S S - - - 2 - - - - - - - - - - - - -1 00 14 018 112
Lu. longipalpis - - - - 4 - -1 - - -1 - - -1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 13 11 021 8
Mg. migonei - 17 9 - - - - - - - - - - - - - - - - 3 6 19 20 - - 1 - - - - - - - - - - - - - 98 127 019 10
Mi. acanthopharynx R T T S - - - - - - - - - - - - - - - - - - 03 00 003 16
Ny. whitmani 11 6 13 1 2 - - 5 4 2010 1 - - - - - - - 2510 78 38 - 4 4 3 - - 1 - 4 1 1 2 - - - - 482 310 071 18
Pa. aragaoi 2111 2 1 - - 2512 - - - -12-101 - 1 2 3 7 - 1 - - - -12 1 - 212 - 1 59 165 067 28
Pa. campograndensis - - - - -1 - 1 - - - - - - -1 - - -1 1 - - 1171 1 1 - - - - -1 - - -11 - - 16 25 042 5
Pa. shannoni - -2 1 - 11 - - -1 - 11 - - -1 - - - - 2 +Tr - -1 - - - - - - -1 - - - - - 30 18 044 4
Pi. christenseni - - - - -1 - - - - - - - 4 - - - - - 1 - 1 - 2 - 4 - 2 - - - - -1 - - - - - - 00 56 038 6
Pi. misionensis - - - - - - - - - - - - T - - - -1 1 - - - - - - - - - - - - - - 03 04 004 15
Pi. pessoai - -3 - 2 3 - -5 1 4 2 1011 - - - - -2 - 3 3 1 1 4 1 - - - -1 -2 - - - - - 125 42 056 32
Sc. sordelli - - - - - - - - - - - - - - - - - e e - - - - - -1 - - - - - - - - - - - - - - 00 04 001 178

Subtotal 10 5 23 38 10 10 1 2 12 11 26 15 14 8 3 3 3 4 0 12 37 21 122 87 11 29 12 15 1 0 1 O 7 5 5 4 6 13 1 2 - - - -

Total 76 23 64 28 19 267 67 2 21 22 - - - -

Total Geral 589

P= Posicdo no ranking, %J= Frequéncia machos, %= Frequéncia fémeas, Br.= Brumptomyia, Ev.= Evandromyia, Lu.= Lutzomyia, Mg.= Migonemyia,
Mi.= Micropygomyia, Ny.= Nyssomyia, Pa.= Psathyromyia, Pi.= Pintomyia, Sc.= Sciopemyia
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Tabela 2- Distribuicdo mensal das espécies de flebotomineos capturados em
ambiente de mata e frequéncia relativa, no periodo de novembro de
2010 a outubro de 2011, Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Espécies Ano
2010 2011 Geral

N D J F M A M J J A S (@) Total %
Br. brumpti 19 5 11 5 7 7 2 2 - - 2 6 66 11,2
Br. cunhai 3 2 - - - - - - - 5 0,8
Br. galindoi 23 4 1 - 1 1 1 - - 1 2 34 5,8
Br. pintoi - - - 1 - -1 - - - 2 0,3
Ev. cortelezzii 1 - - - -1 1 2 5 0,8
Ev. lenti 1 1 - 2 - - - 4 0,7
Ev. termitophila - - 2 - 1 - - - 1 4 0,7
Lu. longipalpis - - 1 - - - 5 1 - - 7 1,2
Mg. migonei 8 3 4 18 10 1 6 7 9 66 11,2
Mi. acanthopharynx - 1 - - - - - - - - 1 0,2
Ny. whitmani 17 1 10 10 8 34 21 21 3 26 63 21 235 39,9
Pa. aragaoi 21 7 14 1 2 6 5 2 1 1 2 3 65 11,0
Pa. campograndensis 1 - 5 - - - 2 -1 - 1 2 12 2,0
Pa. shannoni - - 1 1 - 1 1T - - 4 6 14 24
Pi. christenseni 4 3 1 2 2 1 - 1 - 2 16 2,7
Pi. misionensis - - - - - - - 1 1 - - 2 0,3
Pi. pessoai 4 4 4 2 1 2 - 4 22 7 50 8,5
Sc. sordellii - - - - - - - - - - 1 1 0,2
Total 102 30 55 39 20 62 41 28 6 41 105 60 589 100,0

%= Frequéncia relativa, Br.= Brumptomyia, Ev.= Evandromyia, Lu.= Lutzomyia, Mg.= Migonemyia,
Mi.= Micropygomyia, Ny.= Nyssomyia, Pa.= Psathyromyia, Pi.= Pintomyia, Sc.= Sciopemyia

Os maiores numeros de espécimes foram capturados na mata (M6) Chacara

Caiuas (267), seguido pela mata (M1) Jardim Guaicurus (76) e (M7) Jardim Monte

Alegre (67) (Tabela 3).

O indice de abundancia padronizado (IAEP) das espécies de flebotomineos

capturados nos diversos ecotopos é apresentado na Tabela 1. Ny. whitmani foi a

mais abundante com 0,71, seguida de Br. brumpti e Pa. aragaoi com 0,67 e Pi.

pessoai com 0,56.

Br. brumpti foi a espécie melhor distribuida, presente em nove das 10 matas;

Ny. whitmani, Pa. aragaoi e Pa. shannoni em oito matas, Pa. campograndensis e Pi.

pessoai em sete.

As espécies Ny. whitmani

e Pa. aragaoi estiveram presentes em todos 0s

meses do estudo; Pi. pessoai e Mg. migonei ausentes apenas nos meses de marco,

junho e julho (Tabela 2).

Dentre os 589 flebotomineos capturados (Tabela 3), Ny. whitmani predominou,

seguida por Br. brumpti, Mg. migonei, Pa. aragaoi e Pi. pessoai.
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Tabela 3- Flebotomineos capturados em ambiente de mata de acordo com a
espécie e ecétopo, no periodo de novembro de 2010 a outubro de 2011,
Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Matas

Espécies Guaicurus | Maristas  Horto Florestal V. Almeida  N. Horizonte  Caiuas M. Alegre Flora Mosteiro Primaveras Total

Br. brumpti 10 1 1 2 1 32 17 1 1 - 66
Br. cunhai 5 - - - - - - - - - 5
Br. galindoi 11 - - 4 - 15 2 - 2 - 34
Br. pintoi - - - - - - - - - 2 2
Ev. cortelezzii 1 - - 1 1 - 2 5
Ev. lenti - 1 - - - - 1 - - 2 4
Ev. termitophila - - - - 1 - 2 - - 1 4
Lu. longipalpis - 5 1 1 - 7
Mg. migonei 17 - - - - 48 1 - - - 66
Mi. acanthopharynx - 1 - - 1
Ny. whitmani 21 3 39 1 = 151 11 1 8 - 235
Pa. aragaoi 5 3 10 - 13 4 11 4 15 65
Pa. campograndensis 2 1 1 2 3 1 2 12
Pa. shannoni 3 2 1 2 1 3 1 1 14
Pi. christenseni 1 4 1 3 6 1 16
Pi. misionensis - - - 2 - 2
Pi. pessoai 3 5 12 12 - 8 7 3 50
Sc. sordelli 1 1
Total 76 23 64 28 19 267 67 2 21 22 589

Br.= Brumptomyia, Ev.= Evandromyia, Lu.= Lutzomyia, Mg.= Migonemyia, Mi.= Micropygomyia, Ny.=
Nyssomyia, Pa.= Psathyromyia, Pi.= Pintomyia, Sc.= Sciopemyia

A ocorréncia de Ny. whitmani associada a estacdo do ano mostra que embora
no inverno (julho\ agosto\ setembro) tenha sido capturado o maior numero de
espécimes (média de 30,7 insetos), gracas a uma coleta que se destacou (63
insetos em setembro), a maior média geométrica de Williams foi obtida no outono
(abril\ maio\ junho), indicando que nesta estacdo a espécie se apresenta com
frequéncias relativamente elevadas e constantes nos trés meses (Figura 9 A).

Para Pi. pessoai a média aritmética foi maior no inverno, mas foi mais
constante na primavera (outubro\ novembro\ dezembro) (Figura 9 B).

Para Mg. migonei a média aritmética foi maior no verdo (janeiro\ fevereiro\
marco), mas a maior média geométrica de Williams indica que é na primavera que
essa espécie se mantém constante (Figura 9 C).

A distribuicdo mensal de Ny. whitmani, Mg. migonei, Pi. pessoai no periodo de

novembro de 2010 a outubro de 2011, Dourados, MS, estéo plotados na Figura 10.
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5.2 Infecc¢ao natural

5.2.1 Exame parasitoldgico

Foi realizado o exame parasitologico em 284 fémeas de flebotomineos e nao

foi possivel observar formas flageladas ao microscépio optico.

5.3 Reacédo em cadeia da polimerase

Foram analisadas 284 fémeas de flebotomineos, distribuidas em 16 espécies:
Br. brumpti (37), Br. cunhai (03), Br. galindoi (19), Ev. cortelezzii (03), Ev. lenti (02),
Ev. termitophila (04), Lu. longipalpis (03), Mg. migonei (36), Ny. whitmani (88), Pa.
aragaoi (47), Pa. campograndensis (07), Pa. shannoni (05), Pi. christenseni (16), Pi.
misionensis (01), Pi. pessoai (12), Sc. sordellii (01). As fémeas foram separadas de
acordo com a data de captura e o ec6topo em 52 pools de 2 a 10 exemplares e 119
individualizadas.

Os resultados de amplificacdo com PCR revelaram que os oligonucleotideos
LITSR e L5.8S detectaram infeccao por Leishmania em amostra com uma fémea de
Ny. whitmani, essa amostra apresentou produtos de amplificacdo de 350pb a 360pb
(Figura 11).

Apoés a digestdo com a enzima HAE lll foi possivel identificar infeccéo por Le.
(Le.) infantum chagasi em Ny. whitmani e Pi. pessoai com 180pb e os fragmentos
menores 50pb e 20pb (Figura 12).

As amostras positivas sao referentes a um espécime de Ny. whitmani
capturada no Jardim Monte Alegre (M7) em dezembro de 2010, onde também
ocorreu a maior diversidade e um espécime de Pi. pessoai capturada no Joao Paulo
Il - Irméaos Maristas (M2) em agosto de 2011. A taxa minima de infeccdo para a
espécie Ny. whitmani foi de 1,13% e Pi. pessoai de 8,33% (Tabela 4)

Duas outras amostras apresentaram infec¢cdo por Leishmania sp., negativas
para Le. (Le.) infantum chagasi, mas ainda serdo submetidas a andlise para outras
espécies de Leishmania, essas amostras correspondem as espécies Ny. whitmani e

Mg. migonei capturadas na Chacara Caiuas (M6) em outubro de 2011.
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Figura 11- Resultado de amplificagcdo com PCR — oligonucleotideos LITSR e L5.8S.
Amostra 37: infeccdo por Leishmania sp. em amostra de Nyssomyia
whitmani individualizada.

Mg. migonei
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Foto: Aline E. Casaril (agosto, 2012)

Figura 12- Digestdo das regides amplificadas ITS1 da espécie de Le. infantum
chagasi com endonuclease de restricdo HAE 1.
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Tabela 4- Taxa minima de infeccao por Le. (Le.) infantum chagasi para as espécies
Ny. whitmani e Pi. pessoai em ambiente de mata, no periodo de
novembro de 2010 a outubro de 2011, Dourados, Mato Grosso do Sul,

Brasil.
Espécies Espécimes Pools Taxa Minima (%)
Ny. whitmani 88 1 1,13

Pi. pessoai 12 1 8,33
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6 DISCUSSAO

O ano de 2011 foi um ano atipico com fortes chuvas, que quase sempre
coincidiam com o periodo de coleta, o que pode justificar o reduzido nimero de
espécimes capturados, pois a densidade de flebotomineos é influenciada, dentre
outros fatores, pelas alteracbes climaticas e do microhabitat de seus criadouros
(FERRO et al., 1997).

A elevacao da umidade em decorréncia das chuvas tem como consequéncia a
emergéncia de formas aladas (FORATTINI, 1973). Os dados (Figura 10) mostram
gue a densidade das espécies Ny. whitmani, Mg. migonei, Pi. pessoai nao
corresponderam com a elevacdo da precipitacdo durante o periodo de captura;
neste periodo a umidade manteve-se em condi¢cdes favoraveis para a sobrevivéncia
dos flebotomineos. Segundo Brazil e Brazil (2003) os flebotomineos n&o sobrevivem
por muito tempo em condicbes de umidade abaixo de 50%. A baixa densidade
dessas espécies nos meses de dezembro a marco pode estar relacionada as chuvas
mais intensas que podem ter comprometido as capturas, pode-se inferir que o
aumento excessivo da precipitacdo pode ter comprometido a reproducdo dos
flebotomineos, com a lavagem dos criadouros (CARVALHO, 2006).

Embora a utilizacdo apenas de CDC nédo seja suficiente para identificar a fauna
flebotominea em seus aspectos qualitativo e quantitativo, as capturas mensais
possibilitaram evidenciar uma grande diversidade de espécies nas matas residuais
da area urbana de Dourados.

Estudos anteriores realizados nessa cidade identificaram um maior numero de
espécies de flebotomineos, porém, os locais amostrados incluiram além de matas
remanescentes, domicilios e abrigos de animais domésticos (SANTOS, 2010;
CANESIN, 2011; FERNANDES et al., 2011), o que pode ter influenciado na maior
diversidade.

A riqueza de espécies de flebotomineos em geral foi elevada nas diferentes
matas. A maior ocorreu no Jardim Monte Alegre (M7) uma mata relativamente
preservada e o maior numero de individuos capturados na Chacara Caiuas (M6)
situada proxima a territério indigena. Esta mata, apesar de preservada, mantém uma
abertura em seu centro utilizada como estrada por indigenas e moradores do
entorno, que ao adentrarem a mata em horarios de atividade dos flebotomineos,

encontram-se expostos as picadas desses insetos, com risco de adquirir LT pela
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presenca de Ny. whitmani e Mg. migonei, espécies incriminadas na transmisséo de
agentes dessa parasitose. O hébito de higiene precéria, falta de saneamento basico
e a criacao de animais no peridomicilio pode favorecer a domiciliacdo dos insetos.
Santos (2010) encontrou espécies envolvidas na tansmissdo de agentes das
leishmanioses em intra e peridomicilios indigenas. Esta presenca de vetores em
ambiente domiciliar provavelmente seja facilitada pela fragmentacdo das matas,
localizagdo das moradias proximas as matas e oferta de fonte alimentar as larvas e
fémeas de flebotomineos, principalmente em funcéo da criagdo de animais.

Nyssomyia whitmani e Pa. aragaoi estiveram presentes em todos 0os meses do
ano, mesmo em meses com baixas temperaturas, mas a frequéncia das duas
espécies é muito distinta. Nyssomyia whitmani esteve presente em 80,0% das matas
estudadas, confirmando sua ocorréncia frequente em matas residuais alteradas de
ambientes urbanos como observado por Teodoro et al. (1998) e Oliveira et al.
(2000). Essa espécie € de importancia devido a sua antropofilia, alta densidade e
pelo seu encontro naturalmente infectada por formas flageladas (GALATI et al.,
1996) e por Leishmania braziliensis no Parana (LUZ et al., 2000). Essa espécie se
adapta a habitats menos especializados ou mais diversificados, em condi¢cfes de
matas alteradas e capacidade de se adaptar a ambiente antropico (AGUIAR e
MEDEIROS, 2003; TEODORO et al., 1998). Em outros estudos em MS essa espécie
foi encontrada no peri e intradomicilio indicando uma possivel adaptacdo a esses
ambientes (ANDRADE et al., 2009; SANTOS, 2010).

Nesse estudo Ny. whitmani foi encontrada infectada por Le. (Le.) infantum
chagasi. Essa espécie € considerada a principal vetora de Le. (Vi.) braziliensis em
diversas regides do pais, foi incriminada como vetora de Le. (Le.) amazonensis no
Nordeste, Sudeste, Centro Oeste e Sul do Brasil, Le. (Vi.) shawi no Norte e de Le.
(Vi.) guyanensis na Amazonia (AZEVEDO et al., 1990a; RANGEL e LAINSON, 2003;
COSTA et al., 2007). Saraiva et al. (2010) relataram pela primeira vez essa espécie
infectada por Le. (Le.) infantum chagasi em Belo Horizonte, MG e Canesin (2011)
também encontrou essa espécie infectada por Le. (Le.) infantum chagasi em
Dourados, MS.

Brumptomyia brumpti presente em quase todos os meses do ano e em 90,0%
das matas, confirmando o comportamento selvatico do género Brumptomyia, ja
observado por outros autores (FORATINI, 1973; GALATI, 1990).
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Migonemyia migonei, espécie incriminada na transmissao de agentes de LT,
coletada em apenas trés matas, esteve bem distribuida durante o ano, mais
frequente na copa e foi mais abundante na Chacara Caiuas e Jardim Guaicurus,
aparentemente matas mais preservadas. Silva et al. (2008) coletaram essa espécie
em numeros elevados em floresta estacional semidecidual que ainda conservam
aspectos paisagisticos primitivos. No Estado de S&o Paulo essa espécie tem papel
de vetor secundario de Leishmania (CAMARGO NEVES et al., 2002). No Parana,
tem sido a segunda ou terceira espécie mais numerosa, inclusive no domicilio
(TEODORO et al., 1993, MASSAFERA et al., 2005). Em estudos realizados no MS,
foi registrada em Campo Grande (OLIVERA et al., 2003), Bodoquena, Jardim
(ALMEIDA et al., 2010) e Dourados, onde foi capturada tanto em fragmento de mata
guanto na area urbana (SANTOS, 2010; CANESIN, 2011; FERNANDES et al.,
2011). E uma espécie antropofilica (FORATTINI, 1973; GOMES et al., 1989) e foi
incriminada como vetor na transmisséo de Le. (Vi.) braziliensis em diferentes regides
do Brasil (AZEVEDO et al. 1990b; PITA-PEREIRA et al., 2005).

Psathyromyia aragaoi esteve distribuida por 80,0% das matas estudadas, sua
presenca constante e em todos os meses do ano confirma a preferéncia dessa
espécie por ambientes silvestres como ja assinalado em outras regiées do Mato
Grosso do Sul (OLIVEIRA et al., 2003).

Lutzomyia longipalpis foi capturada na mata dos Irmaos Maristas (M2), no
Horto Florestal (M3) e na mata da Vila Almeida (M4), e destaca-se por seu papel ja
comprovado na veiculacao de Le. (Le.) infantum chagasi. Em estudos realizados nas
matas dos Irméos Maristas e no Horto Florestal nos anos de 2004 e 2005 Fernandes
et al. (2011) ndo capturaram essa espécie, ja no ano de 2008 foi relatada pela
primeira vez em Dourados na mata da Vila Almeida, o que ressalta a importancia de
pesquisas frequentes sobre fauna flebotominea e infec¢cdo por Leishmania sp.
Apesar da baixa densidade, sua presenca em algumas matas remanescentes
urbanas representa uma ameaca para a instalacdo de leishmaniose visceral.

O Horto Florestal situa-se no bairro Canad Ill, onde recentemente foi
confirmado o primeiro caso de LV humana na cidade de Dourados (SINAN, 2012) e
no qual ha alguns anos ja vinham sendo notificados muitos casos de LVC
(DOURADOS, 2011), os quais precedem o0s casos humanos da doenca
(BEVILACQUA et al., 2001; BRASIL, 2006).
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A mata dos Irmaos Maristas localiza-se no bairro Jodo Paulo Il, ao lado de uma
escola, que utiliza a mesma para realizacdo de trilha com os alunos. Além disso é
aberta a visitagdo publica durante os finais de semana. Além de Lu. longipalpis,
espécie vetora de LV, foram capturadas Ny. whitmani e Pi. pessoai espécies
incriminadas na transmissao de agentes de LT.

A introducdo da LV na cidade é muito preocupante, pois ndo ha controle da
circulacdo de cées possivelmente portadores da doenga, principalmente nas
proximidades dos bairros Jodo Paulo Il, Canad Il e Vila Almeida, onde Lu.
longipalpis foi encontrado.

Micropygomyia acanthopharynx apresentou-se em baixa frequéncia, com
apenas um espécime macho capturado na Chacara Caiuas em armadilha instalada
préximo ao solo. Assim como Sc. sordellii pertence a grupos que, provavelmente,
alimentam-se de animais de sangue frio (GALATI, 1990).

Psathyromyia shannoni esteve presente em praticamente todos 0s ecotopos,
excetuando-se as matas da Chacara Flora e do Jardim das Primaveras. Segundo
Galati et al. (1996), essa espécie mostrou-se com potencial de importancia
epidemiologica, pois foi frequente em capturas com armadilha de Shannon e isca
humana.

Pintomyia misionensis apresentou-se em baixa frequéncia, apenas uma fémea
e um macho ambos em armadilha proxima ao solo, essa espécie tem preferéncia por
ambientes silvestres como observado por Silva e Grunewald (1999), que relataram o
primeiro encontro dessa espécie com infeccéo por Le. (Viannia) sp. no Brasil.

Pintomyia christenseni foi coletado em varias matas, representado apenas por
exemplares fémeas, 0 que pode gerar confusdo com Pi. mamedei, que s6 possui
fémeas na populacdo. Para elucidar a duvida € necessario a reproducdo em
laboratério. Santos (2010), utilizando a PCR observou infeccdo natural por
Leishmania sp. em exemplar desta espécie de flebotomineo, capturado em ambiente
de mata na aldeia Jaguapiru na cidade de Dourados.

Evandromyia cortelezzii, Ev. lenti e Ev. termitophila ndo foram frequentes. Ev.
cortelezzii jA foi encontrada naturalmente infectada por Leishmania sp. em
Dourados, MS (SANTOS, 2010), e por Leishmania chagasi em Ponta Pora, MS
(ANDRADE et al., 2011) e em Minas Gerais (CARVALHO et al., 2008) apontando
para a possibilidade dessa espécie participar do ciclo de transmissao de Leishmania.

Mais investiga¢gfes fazem-se necesséarias, uma vez que a competéncia vetorial de
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flebotomineos é determinada pela aptiddo das formas promastigotas sobreviverem,
multiplicarem e se diferenciarem no aparelho digestivo e posteriormente serem
transmitidas aos hospedeiros vertebrados (PIMENTA et al., 2003).

Brumptomyia brumpti, Br. cunhai, Br. galindoi e Br. pintoi segundo Forattini
(1973), ndo representam risco, pois ndo estdo associadas a transmissdo de
leishmanias ao homem a aos animais. As espécies do género Brumptomyia, em sua
totalidade, sugam o sangue de dasipodideos (tatus) e sdo encontradas sempre em
tocas desses animais. Santos (2010) encontrou um espécime de Br. galindoi positiva
para Leishmania pela técnica de PCR.

A razdo macho/fémeas das espécies coletadas encontra-se muito préxima de
1/1, com excecao de Ny. whitmani e Pi. pessoai, podendo ser explicada pela
possibilidade dos machos atraidos pelas fémeas para copula se apresentarem em
maior quantidade, sabendo-se que machos de flebotomineos formam agregados
com o propésito de acasalamento (FELICIANGELI, 1987).

Através de métodos moleculares o encontro de espécies de flebotomineos
positivos para Leishmania € cada vez mais comum. Espécies que nao séao
consideradas vetoras também sdo encontradas infectadas, muitas ndo sdo levadas
em consideracao por possuirem habitos alimentares que ndo envolvem o homem,
mas se uma espécie € capaz de encontrar novos locais de criadouro e abrigo, na
falta da sua fonte alimentar ndo seriam capazes de se alimentar em outras fontes?
Em Dourados, o vetor de Le. (Le.) infantum chagasi foi capturado em 2008 apesar
de muitos levantamentos previamente realizados e até 2011 nédo foram registrados
casos de LV humano, mas muitos casos de LVC foram diagnosticados, levantando a
hipétese de que outras espécies poderiam estar atuando como vetores. A espécie
Ny. whitmani foi a espécie mais abundante nos fragmentos de mata e encontrada
com infeccao por Le. (Le.) infantum chagasi. Canesin (2011) também capturou essa
espécie em abundéancia no peridomicilio e com infeccdo por Le. (Le.) infantum
chagasi. Para elucidar se Ny. whitmani ou outras espécies sao capazes de transmitir
0 parasita € necessaria a realizacdo de capacidade vetorial.

A presenca de Ny. whitmani, Mg. migonei, Pi. pessoai e Lu. longipalpis é
motivo de alerta para a possibilidade de surtos de LV e LT nos bairros Jardim
Guaicurus, Jodo Paulo II, Canaa lll, Vila Almeida, Chacara Caiuas, Jardim Monte

Alegre, Chacara Flora, Parque Alvorada e outros proximos as matas estudadas.
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A leishmaniose na &rea urbana é uma manifestacdo do lugar, resultado de
situacbes ambientais, sociais e principalmente estruturais em que a cidade se
desenvolveu. A falta de planejamento urbano e informacéo da populacdo pode
promover condi¢des para infecgBes por Leishmania sp. nos bairros proximos as
matas estudadas (PIGNATTI, 2004; ALHO, 2012).

N&o é possivel criar barreiras evitando que os flebotomineos transitem entre os
fragmentos de mata e as residéncias, mas € possivel reduzir o contato do homem e
de seus animais domeésticos com o habitat natural desses insetos, através de
barreiras fisicas e educacdo ambiental, enfatizando o poder de atracdo que a criagao
de porcos e galinhas na area urbana exerce sobre os flebotomineos, aliado aos
métodos de higiene precéarios que favorecem a instalagéo do ciclo das leishmanioses
no peridomicilio.

Depois de estabelecido o ciclo na area urbana, a falta de controle de cées
possivelmente infectados e principalmente de animais sinantropicos, a doenca
caracterizada como exclusiva da zona rural e de populacdo pobre, passa a nao ter
barreiras entre as classes sociais, acometendo ricos e pobres.

A identificacdo dos lugares de risco e a relacdo desses lugares com a regiéo,
bem como a relacdo com a populacdo, devem servir como alerta para possiveis
surtos nas areas onde os vetores foram encontrados.

A questdo ambiental esta totalmente ligada a etiologia da doenca e deveriam
fazer parte das reflexdes sobre a necessidade de incorporacdo dos estudos das
areas de preservacdo e conservacdo ambiental com as Politicas Ambientais
(PIGNATTI, 2004).

Considerando a importancia dos flebotomineos e a localizacdo das matas
remanescentes nas proximidades das residéncias, é aconselhavel manter continua
vigilancia na zona de entorno das matas estudadas. Segundo Fonteles et al. (2009),
0 conhecimento das areas de ocorréncia desses insetos, é importante para subsidiar
projetos conservacionistas e reduzir o contato deles com o homem, logo,
conhecendo-se os fragmentos de mata onde ocorrem espécies envolvidas na
transmissdao de agentes das leishmanioses, e a presenca do agente etiologico, €
possivel alertar os 6rgdos competentes em saude publica para criacdo de politicas

de manejo florestal e vigilancia epidemioldgica dessas doencas.
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7 CONCLUSOES

A fauna flebotominea de fragmentos de mata da area urbana de Dourados, MS
constituiu-se de 18 espécies. A mata do Jardim Monte Alegre apresentou a maior
riqueza de espécies.

Nyssomia whitmani foi a espécie mais abundante e frequente.

Constatou-se a presenca de Leishmania (Leishmania) infantum chagasi agente
etiolégico da leishmaniose visceral em Nyssomyia whitmani e Pintomyia pessoai.

Brumptomyia pintoi, Micropygomyia acanthopharynx e Pintomyia misionensis
séo relatadas pela primeira vez em Dourados, MS.

A presenca de Lutzomyia longipalpis, Nyssomyia whitmani, Migonemyia
migonei e Pintomyia pessoai, espécies envolvidas na transmisséo de Leishmania sp.
no Brasil circulando em ambiente de mata proxima as residéncias deve servir como
alerta para 6rgdos competentes em saude publica pela possibilidade de surtos de

leishmanioses em Dourados,MS.
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