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RESUMO

As leishmanioses sao doencas endémicas em varios paises do mundo, incluindo o
Brasil e sdo causadas por parasitas do género Leishmania. O conhecimento sobre
os vetores dessas doencas, os flebotomineos, pode auxiliar no delineamento das
medidas de controle da doenga em determinados locais. O objetivo deste trabalho
foi estudar a fauna de flebotomineos, verificar a presenca de DNA de Leishmania
nas fémeas capturadas e verificar a alimentacdo sanguinea nas fémeas ingurgitadas
coletadas na localidade de Casa Branca, pertencente ao municipio de Brumadinho,
Minas Gerais. Durante o periodo de maio de 2013 a julho de 2014 foram realizadas
coletas bimensais totalizando oito coletas sistematizadas de flebotomineos utilizando
18 armadilhas luminosas expostas no peridomicilio de nove casas, selecionadas por
apresentarem casos de leishmanioses humana ou canina. A fauna de flebotomineos
foi composta por 23 espécies, com um total de 16.771 flebotomineos capturados,
sendo a espécie Nyssomyia whitmani a mais abundante na area de estudo, seguida
por Lutzomyia longipalpis e Migonemyia migonei. As fémeas nao alimentadas
pertencentes as coletas dos meses de maio/2013, setembro/2013, janeiro/2014 e
maio/2014 foram dissecadas e colocadas em pools de no maximo 20 individuos
onde foi feita a extracado de DNA e posterior pesquisa de DNA de Leishmania por
meio da técnica de PCR dirigida ao alvo ITS1. As espécies de Leishmania e outros
tripanossomatideos detectados nos pools das fémeas de flebotomineos neste
estudo foram identificados através da técnica de sequenciamento genético do
produto amplificado. Foi possivel detectar DNA de Leishmania em nove pools: Lu.
longipalpis (1), Ny. whitmani (6) e Psychodopygus lloydi (2). Outros
tripanossomatideos foram detectados em 10 pools: Crithidia sp. em 1 pool de Ps.
lloydi, Endotrypanum sp. em 6 pools de Ny. whitmani e Herpetomonas sp. nas
espécies Ny. whitmani (3 pools) e no complexo cortelezzii (1 pool). As fémeas
alimentadas foram dissecadas e o DNA foi extraido para posterior identificacao de
fontes alimentares através da PCR dirigida ao gene do citocromo b com a
confirmacgéao pelo sequenciamento genético. Foram detectadas as fontes alimentares
Canis familiaris, Gallus gallus, Homo sapiens e Rattus rattus, e a espécie Ny.
whitmani foi a mais abundante capturada alimentada no peridomicilio. Os resultados
da pesquisa de DNA de Leishmania chamam atencao para a presenca das espécies

de importadncia médica como Lu. longipalpis € Ny. whitmani presentes na area de



estudo detectadas com Leishmania, reforcando seus papéis na epidemiologia das
leishmanioses. Os outros tripanossomatideos detectados nesse estudo mostram que
pela PCR-ITS1 foi possivel detectar outras espécies da familia Trypanosomatidae
além de Leishmania, evidenciando que essas espécies estdo presentes na area de
estudo. Os resultados do estudo das fontes alimentares mostraram que os
flebotomineos estdo adaptados ao peridomicilio se alimentando em animais comuns

a este ambiente.

Palavras-chave: Phlebotominae, Leishmanioses, Transmisséao.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an endemic disease in several countries in the world, including
Brazil and is caused by parasites of the genus Leishmania. Knowledge about sand
flies vectors may help in the design of disease control measures in certain locations.
The objective of this work was to study the fauna of sand flies, to verify the presence
of Leishmania DNA in the captured females and to verify the blood source in the
collected females in the locality of Casa Branca, belonging to the municipality of
Brumadinho, Minas Gerais. During the period from May 2013 to July 2014, bimonthly
collections were carried out totaling eight systematized collections of sand flies using
18 light traps exposed in the peridomicile of nine houses selected for presenting
cases of human or canine leishmaniasis. The fauna of sand flies was composed of
23 species, being a total of 16,771 sandflies captured, being the species Ny.
whitmani the most abundant in the study area, followed by Lutzomyia longipalpis and
Migonemyia migonei. The females belonging to the collections of May/2013,
September/2013, January/2014 and May/2014 were dissected and placed in pools of
a maximum of 20 individuals where the extraction of DNA and subsequent DNA
analysis of Leishmania by means of the ITS1 targeting PCR technique. The species
of Leishmania and other trypanosomatids detected in the pools of sand flies females
in this study were identified through the genetic sequencing technique of the
amplified product. It was possible to detect Leishmania DNA in nine pools: Lu.
longipalpis (1), Ny. whitmani (6) and Psychodopygus lloydi (2). Other
trypanosomatids were detected in 10 pools: Crithidia sp. in one pool of Ps. lloydi,
Endotrypanum sp. in six pools of Ny. whitmani and Herpetomonas sp. in three pools
of Ny. whitmani and one pool of complex cortelezzii. The fed females were dissected
and the DNA was extracted for further identification of blood meal sources by PCR
directed to the Cytochrome b gene with confirmation by genetic sequencing. Food
sources Canis familiaris, Gallus gallus, Homo sapiens and Rattus rattus were
detected. The specie Ny. whitmani was the most abundant captured fed in the
peridomicile. The results of Leishmania DNA research and the abundance call
attention to the presence of species of medical importance as Lu. longipalpis and Ny.
whitmani present in the study area detected with Leishmania, reinforcing their roles in
the epidemiology of leishmaniasis. The other trypanosomatids detected in these
studies show that by PCR-ITS1 it was possible to detect other species of the family

Trypanosomatidae besides Leishmania genus, evidencing that these species are



present in the study area. The results of the study of feeding sources showed that
sand flies are adapted to the peridomicile feeding on animals common to this

environment.

Key-words: Phlebotominae, Leishmaniasis, Transmission.
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Introdugdo

1 INTRODUGAO

1.1 Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas infecciosas consideradas um grande problema
de saude publica, com sonsideravel importancia médica por terem ampla distribuicao
geografica, além de apresentarem alta incidéncia na populacdo humana (WHO,
2015).

Sao doencas causadas por protozoarios parasitas do género Leishmania Ross,
1903, pertencentes a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. O parasita
Leishmania se apresenta sob duas formas basicas: a forma flagelada denominada
promastigota encontrada em hospedeiros invertebrados e a forma amastigota sem
flagelo, encontrada no interior de células do sistema monocitico fagocitario do
hospedeiro vertebrado (Ward, 1985; Lainson & Shaw, 1987).

As espécies de parasitos do género Leishmania sao transmitidas pela picada de
fémeas hematéfagas infectadas de dipteros da subfamilia Phlebotominae (Galati,
2003) conhecidos como flebotomineos, pertencentes ao género Phlebotomus no
Velho Mundo (Killick-Kendrick, 1990). Alguns géneros no Novo Mundo (Lutzomyia,
Psychodopygus, Pintomyia, Nyssomyia, dentre outros) estdo envolvidos na

veiculagcao desses parasitos (Brazil et al., 2015).

Atualmente sao conhecidas cerca de 21 espécies de Leishmania patogénicas
ao homem (WHO, 2015). Essas espécies estdo divididas em dois subgéneros:
Leishmania e Viannia, classificados de acordo com o seu desenvolvimento no trato
digestério do inseto vetor flebotomineo (Lainson & Shaw, 1987). Espécies do
subgénero Leishmania se desenvolvem no intestino médio e intestino anterior de
seus vetores (desenvolvimento suprapilario), e espécies do subgénero Viannia tem
desenvolvimento peripilario (Lainson & Shaw, 1987).

O género Leishmania no Novo Mundo compreende varias espécies que sao
agentes causadoras da leishmaniose tegumentar americana (LTA), sendo as
espécies do subgénero Viannia: Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.)
colombiensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) panamensis, L (V.)
lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) lindenbergi; Ja as espécies do subgénero

Leishmania sao: Leishmania (Leishmania) amazonensis, L (L.) mexicana, L. (L.)
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venezuelensis, L (L.) pifanoi (Lainson, 2010). A principal espécie causadora da
leishmaniose visceral (LV) no Novo Mundo é a Leishmania infantum, pertencente ao

subgénero Leishmania (Mauricio, 2000).

No cenario atual, 98 paises e territorios tém registros de casos de
leishmanioses e cerca de 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem em seis
paises: Brasil, Etiopia, india, Somalia Sudao do Sul e Sudao, com estimativa de que
ocorram anualmente em torno de 200 mil a 400 mil novos casos de LV (WHO,
2015). A leishmaniose tegumentar acomete em torno de 700 mil a 1,2 milhées de
pessoas por ano em todo mundo, e 90% dos casos estdo concentrados em 10
paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Ira, Iraque, Peru, Republica Arabe
Siria, Tunisia e lemen (WHO, 2015). Por ser uma doenga de maior ocorréncia em
paises considerados pobres ou em desenvolvimento, as leishmanioses sao

consideradas doencas negligenciadas (Desjeux, 2004).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude as leishmanioses séo
classificadas em quatro principais formas clinicas: a leishmaniose tegumentar que
acomete a pele; a forma muco-cutanea que atinge pele e mucosas podendo causar
lesbes desfigurantes na face; a leishmaniose cutaneo-difusa que pode disseminar-se
por todo corpo; e a leishmaniose visceral que acomete as visceras, sendo a forma
mais grave da doenca podendo levar a ébito em casos nao tratados (WHO, 2015).

A LTA esta difundida por todas as regiées do Brasil (Brasil, 2014) tendo como
principais epécies causadoras as espécies Le. braziliensis e Le. amazonensis,
porém outras espécies também foram registradas, tais como Le. guyanensis, Le.
lainsoni, Le. naiffi, Le. shawi (Silveira et al., 1991; Gontijo & Carvalho, 2003; Rangel
& Lainson, 2003; Lainson 2010, Thies et al.,, 2013). Em relacdo aos hospedeiros
vertebrados de Leishmania, diversas espécies ja foram encontradas infectadas no
Brasil, como roedores, marsupiais, edentados, carnivoros, dentre outros, podendo
participar como reservatorios silvestres e sinantrépicos do ciclo de transmissao da
LTA (Guerra et al., 2006; Guerra et al., 2007; Marcelino et al., 2011; Quaresma et al.,
2011; Freitas et al., 2012).

A ampla distribuicao espacial da LTA tem atingido areas nao-endémicas para a
doenca, apresentando um processo de expansao nos ultimos anos (Brandao-Filho &
Shaw, 1994; Brandao-Filho et al., 1999). O fato de haver diversas espécies de

vetores nas regides do Brasil e diferentes espécies de Leishmania agentes
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etiolégicos causadores da LTA faz com que a doenga assuma um papel de
dispersao sendo registrada em todos os estados brasileiros (Brasil, 2007).

A LV é considerada primariamente uma doenca de carater zoonético, podendo
acometer o homem quando este interfere no ciclo de transmissao. A doenca assume
importancia do ponto de vista de saude publica por ser potencialmente fatal para o
homem, além de possuir ampla distribuicdo mundial (Gontijo & Melo, 2004; WHO,
2015).

A principal espécie causadora da LV nas Américas é a Le. infantum, que tem
como principal vetor a espécie de flebotomineo Lutzomyia longipalpis no Brasil
(Deane, 1956; Lainson & Rangel, 2005). Outras espécies de flebotomineos também
sdo apontadas como transmissoras em certas regidées do Brasil na auséncia de Lu.
longipalpis, como a espécie Lu. cruzi importante espécie associada a transmissao no
estado do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (Santos et al., 1998) e Mg. migonei
associada a transmissdo em Pernambuco (Carvalho et al., 2010).

A LV tem registrado um crescimento do numero de casos nos ultimos anos,
sendo registrados casos autoctones em todas as regiées do Brasil (Brasil, 2014). A
doenca mantinha um carater rural, mas ao longo dos anos foi se expandindo para
grandes centros urbanos (Maia-Elkhoury et al., 2008; Brasil, 2014) e atualmente é
considerada uma doenca de carater urbano devido as alteragdes do ambiente
natural, como observado em varios municipios do pais (Romero & Boelaert, 2010;
Brasil, 2014). A regidao Sudeste, sobretudo o estado de Minas Gerais, € uma regiao
endémica para esta forma da doenca, onde a presenca do vetor Lu. longipalpis,
juntamente com o cao, que é considerado como principal reservatério domeéstico
(Deane & Deane, 1962; Franca-Silva et al., 2003), geram condi¢des propicias para a

disseminacao da LV no meio urbano.

1.2 Biologia e ecologia dos flebotomineos

Os flebotomineos sao insetos pertencentes a ordem Diptera, Familia
Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae (Galati, 2003), popularmente conhecidos no

Brasil como frebéti, cangalhinha, birigui, mosquito palha, entre outros nomes.

Sao insetos holometabolos, com desenvolvimento compreendido em ovo,
quatro estadios larvarios, pupa e adulto (Galati, 2003). Suas formas imaturas se
desenvolvem no solo, local rico em matéria organica em decomposi¢cao, embora
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pouco se saiba sobre os criadouros das larvas de flebotomineos, uma vez que o
encontro destas em criadouros naturais € raro. As larvas apresentam grande
mobilidade deslocando-se a procura de alimento, o que pode ser um fator que
dificulte o encontro destas no solo. Quando emergem de pupa para adulto, podem
utilizar uma infinidade de ec6topos como abrigo.

As formas adultas aladas alimentam-se de sucos vegetais e solugbes
acucaradas (Pessoa & Barreto, 1948; Sherlock & Sherlock, 1972; Alexander &
Usma, 1994), e utiizam o carboidrato presente nessas substancias agucaradas
como fonte de energia. Somente as fémeas se alimentam de sangue, para
maturacao dos ovarios.

Os flebotomineos adultos apresentam dimorfismo sexual, sendo as principais
diferencas morfolégicas observadas nos ultimos segmentos abdominais modificados
para constituir a genitalia; modificacbes na probéscide, mais desenvolvida nas
fémeas para permitir sugar o sangue; e os dentes no cibario adaptados para iniciar a
digestao sanguinea de forma mecanica (Brazil & Brazil, 2003). Costumam se abrigar
em locais Umidos e sombreados até o momento em que necessitam realizar o
repasto sanguineo e cdpula, momento em que podem invadir areas antropizadas.

Acredita-se que alguns fatores como a temperatura, pluviosidade e umidade
estdo relacionados com a ocorréncia de flebotomineos em determinados locais
(Chaniotis et al., 1971, Miscevic, 1981). Os flebotomineos podem apresentar
variacao sazonal em alguns locais, onde fatores como alta umidade, chuvas em
niveis moderados, temperatura e evaporagdo mais baixas podem favorecer o
aumento da densidade de flebotomineos no periodo chuvoso (Dias-Lima et al.,
2003; Macedo et al.,, 2008). Assim, estudos sobre a variagdo sazonal dos
flebotomineos sdo importantes para compreender os habitos dos vetores, além da
importancia epidemiologica que eles assumem, podendo inclusive direcionar agbes
para a reducdo da populacdao e consequentemente auxiliar no controle das
leishmanioses (Macedo et al., 2008).

Em todo o mundo, sdo conhecidas mais de 927 espécies de flebotomineos,
com maior abundancia encontrada na regiao Neotropical totalizando cerca de 500
espécies. O Brasil € um pais com grande diversidade de espécies de flebotomineos,
com aproximadamente 274 espécies registradas no territério nacional (Shimabukuro
et al., 2011; Andrade & Gurgel-Gongalves, 2015).

O interesse em estudar os flebotomineos se da pela importancia médica e

veterinaria que eles assumem, por serem transmissores de agentes etiolégicos que
23



Introdugdo
podem causar doengas ao homem e outros animais (Brazil et al., 2015). Séao
conhecidos por serem vetores naturais de varios organismos que incluem virus,
bactérias e protozoarios, dentre estes as Leishmanias, que causam as
leishmanioses (Forattini, 1973; Miles et al., 1983; Shaw et al., 2003). Assim, com os
estudos dos flebotomineos é possivel esclarecer aspectos relacionados a

epidemiologia das leishmanioses.

Os flebotomineos podem albergar parasitas de plantas e dos préprios insetos
(Shaw et al., 2003), que apesar de nao possuirem importancia para saude publica,
podem ser detectados nos flebotomineos uma vez que podem estar presentes no

mesmo habitat em que eles se encontram.

Algumas espécies de flebotomineos tem capacidade de adaptar-se a ambientes
diferentes, incluindo ambientes urbanos e periubanos. No Brasil, a espécie Lu.
longipalpis, principal espécie vetora de Le. infantum (Deane 1956, 1962; Lainson &
Shaw, 1979) é uma destas espécies com alto grau de sinantropia (Lainson &
Rangel, 2005; Souza et al., 2004; Carvalho et al., 2010), encontrada em elevada
densidade no peridomicilio das residéncias. Outras espécies de flebotomineos tem
importancia na transmissao da Le. braziliensis, que causa a forma tegumentar da
doenca, como Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939) e Nyssomyia
intermedia (Lutz & Neiva, 1912) na regido Sudeste do Brasil (Mayrink et al., 1979;
Andrade Filho et al., 2007). Essas duas espécies de flebotomineos tém demonstrado
consideravel grau de sinantropia e adaptacdo ao ambiente urbano (Gontijo et al.,
2002; Costa et al., 2007).

As caracteristicas das populacbes de determinados insetos podem ser
alteradas por fatores ambientais em determinada localidade. O processo de
urbanizacao, por exemplo, causa alteragées nos habitat naturais dos flebotomineos
0 que consequentemente gera uma restricdo nos ambientes ocupados por eles.
Dessa forma, as espécies que possuem maior capacidade de adaptacao resistem as
diversas modificacbes e conseguem explorar novos ambientes, consequentemente
aproximam-se cada vez mais do ambiente urbano (Forattini et al., 1976; Almeida et
al., 2010). Assim, as alteragbes no ambiente natural sao fatores importantes para a
emergéncia e reemergéncia das leishmanioses.

A presenca dos flebotomineos no ambiente urbano € um fator preocupante do
ponto de vista epidemioldégico, uma vez que a transmissao da doenca pode estar
ocorrendo bem préximo as residéncias. Assim, conhecer os habitos dos
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flebotomineos, bem como entender o papel destes na transmissdo das

leishmanioses € de grande importancia para a saude publica.

1.3 Estudos para detecgcao de Leishmania spp. em flebotomineos

Muitos estudos relacionados aos flebotomineos tem se concentrado na
pesquisa de infeccdo por Leishmania. Varias espécies de flebotomineos séao
incriminadas como vetoras, embora a classificagcdo de espécie vetora siga uma
selecao de critérios sugeridos por Killick-Kendrick (1990), como ser antropofilico, a
distribuicdo do vetor coincidir com a distribuicdo da doenga no homem, o isolamento
de Leishmania a partir de flebotomineos capturados naquela area, flebotomineos ser
capaz de se infectar pela espécie de Leishmania e também ser capaz de transmitir a
Leishmania entre mamiferos, dentre outros critérios.

A pesquisa de Leishmania em flebotomineos inicialmente era realizada pelo
método de dissecgéo do tubo digestério das fémeas de flebotomineos e visualizagcao
do conteudo em microscopio. Porém, esta técnica apresenta algumas desvantagens,
pois € uma técnica laboriosa, por depender de técnicos treinados e demandar maior
tempo para a realizacao, além de nao permitir a identificacao precisa da espécie de
Leishmania, uma vez que as fémeas de flebotomineos podem ser hospedeiras de
espécies de outros flagelados como Endotrypanum e Trypanosoma que também
apresentam forma flagelada no flebotomineo, dificultando o diagnéstico (Shaw et al.,
2003; Paiva et al., 2007).

Outra técnica que pode ser feita € a dissecgédo e isolamento do parasita em
meio de cultura, embora também seja uma técnica em que o sucesso dependa da
espécie do parasita e que a cultura esteja livre de contaminacdo por
microorganismos, o que pode inviabilizar o estudo de Leishmania (Rodriguez et al.,
1994; Tesh & Modi, 1984).

Atualmente, as técnicas de biologia molecular tem gerado bons resultados na
deteccdo e identificacdo de Leishmania em flebotomineos, por apresentar maior
viabilidade, sensibilidade e especificidade nos resultados, sendo possivel identificar
a espécie de Leishmania em flebotomineos infectados com variadas cargas
parasitarias (Paiva et al. 2006, Saraiva et al. 2010, Neitzke-Abreu et al. 2014, Teles
et al 2016).
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A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) desenvolvida por Saiki et al., (1988)
foi uma descoberta que revolucionou a biologia molecular, e tem sido atualmente
uma das técnicas mais utilizadas para se detectar DNA de Leishmania em fémeas
de flebotomineos (Guimaréaes et al., 2014; Régo et al., 2015; Saraiva et al., 2015;
Teles et al.,, 2016; Azizi et al., 2016) . O método consiste em sintetizar in vitro
milhées de copias de um segmento especifico de DNA, na presenca da enzima taq
DNA polimerase. A reagéo é baseada em ciclos térmicos de desnaturagao da fita de
DNA, seguida do anelamento e da extensdao enzimatica de um par de
oligonucleotideos (os iniciadores) que delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla,
alvo do que se deseja amplificar.

A técnica de PCR constitui uma ferramenta importante nos estudos de
identificagdo de DNA de Leishmania em flebotomineos, além de determinar taxa de
infeccao natural nesses insetos, auxilia em estudos epidemiolégicos quando bem
padronizadas e aplicadas. No entanto, € preciso cautela quanto a interpretacao dos
resultados, uma vez que somente a deteccao de DNA de Leishmania nao é
suficiente para se incriminar uma espécie como vetora.

As técnicas moleculares ainda possibilitam a utilizagao de diversos alvos para a
deteccao e identificacdo de Leishmania em flebotomineos, como regiées do kDNA
dos parasitos, subunidade menor do RNA ribosomal (SSU), a regiao intergénica 1
(ITS 1), gene do mini-exon SL RNA, gene do hsp70, dentre outros (Harris et al.,
1998; Dwelik et al., 2007; Gracga et al., 2012; Freitas-Lidani et al., 2014; Régo et al.,
2015). Os diferentes alvos apresentam variagcées de sensibilidade e especificidade,
sendo necessario o complemento com outras técnicas como PCR-RFLP e/ou
reacdes de sequenciamento de DNA para a identificagcdo mais precisa dos parasitos.

O desenho de iniciadores especificos para cada espécie, a amplificacado das
sequencias alvo, o sequenciamento genético e/ou digestao por enzimas de restricao
possibilitam a identificacao especifica de Leishmania, por meio da visualizagdo dos
fragmentos de DNA de tamanhos conhecidos, tornando a biologia molecular como
aliada em estudos de deteccao de Leishmania em flebotomineos.

Entretanto, existem algumas limitagdes das técnicas moleculares que podem
depender de uma boa qualidade da amostra a ser testada (boa qualidade do DNA
extraido, armazenamento adequado da amostra, quantidade de DNA disponivel para
realizacdo de determinada técnica), além do risco de resultados falso-positivos ou

contaminacdo por produtos previamente amplificados. Além disso, através da
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técnica de biologia molecular ndo € possivel o isolamento dos parasitas em cultura
(Freitas-Lidani et al., 2014; Saraiva et al., 2010).

1.4 Estudo do sangue ingerido por fémeas de flebotomineos

O estudo do sangue ingerido for fémeas de flebotomineos é de grande
significado ecoldgico e epidemioldgico, pois pode fornecer informagdes importantes
sobre os habitos alimentares destes, além de contribuir para o conhecimento dos
hospedeiros e fornecer informagdes importantes sobre os potenciais reservatérios
em uma regiao (Haouas et al., 2007). O conhecimento sobre os habitos alimentares
possibilita ainda, descobrir o possivel papel protetor e atrativo que certos animais
desempenham em areas endémicas onde ocorram a transmisséo de leismaniose
(Ferreira, 1945).

A determinagdo das fontes alimentares dos flebotomineos & de grande
interesse para as estratégias de controle para esses insetos, visto que o
conhecimento sobre os hospedeiros os quais os flebotomineos realizam repasto
sanguineo podem indicar a possivel participacao destes no ciclo de transmissao de
Leishmania (Quaresma et al., 2012).

Existem alguns métodos descritos para a identificacdo de sangue ingerido por
insetos hematéfagos, como os ensaios imunoldgicos, no qual o ensaio imuno-
enzimatico (ELISA) é o método mais tradicional adaptado para identificacdo de
conteudo sanguineo em insetos (Edrissian & Hafizi, 1982). Os ensaios imunol6gicos
vem sendo aperfeicoados ao longo dos anos, para melhor uso da técnica na
tentativa de identificacdo do sangue ingerido obtendo resultados satisfatorios
(Blackwell et al., 1995; Gomes et al., 2001). Entretanto, as técnicas imunologicas
apresentam limitagcbes quanto ao seu uso, pois necessitam da producao de
anticorpos especificos para as potenciais fontes sanguineas, nao indicando outros
hospedeiros inesperados, além de poder apresentar reagcdes cruzadas (Chow et al.,
1993; Haouas et al., 2007).

Atualmente, as técnicas moleculares tem sido utilizadas para a identificacéo de
sangue ingerido por insetos, incluindo os flebotomineos (Michael et al., 2001; Kent &
Norris, 2005; Bosseno et al., 2006, Pizarro et al., 2007; Sant'Anna et al., 2008;
Valinsky et al., 2014), na tentativa de se alcangar um resultado mais preciso. A PCR

tem sido utilizada para a identificagdo de sangue ingerido por flebotomineos, uma
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vez que estes ingerem pouquissima quantidade de sangue, sendo assim, a técnica
da PCR tem mostrado bons resultados para este fim (Steuber et al.,, 2005;
Quaresma et al., 2012; Valinsky et al., 2014, Sales et al., 2015).

Os marcadores de genes mitocondriais tem sido alguns dos alvos da PCR mais
utilizados para a identificacdo do sangue ingerido por insetos (Coulson et al., 1990;
Kent & Norris et al., 2005; Molaei et al., 2008). O gene mitocondrial do citocromo b
(Cyt b) tem obtido resultados satisfatérios na pesquisa, pois apresenta vantagens
por ser uma regido do genoma mitocondrial muito conservada que nao sofre
recombinacao, além de possuir sequéncias de DNA completas de vertebrados no
banco de dados (Genbank) (Perkins & Schall, 2002). Além disso, outra vantagem é a
existéncia de iniciadores desenhados para o gene do citocromo b, que sao capazes
de amplificar o gene de vertebrados de diversas espécies (Irwin et al., 1991; Steuber
et al., 2005).

Assim, a técnica de PCR aliada ao sequenciamento de DNA tem auxiliado na
identificacdo das fontes alimentares dos flebotomineos, o que pode contribuir para a
compreensao do ciclo de transmissao das leishmanioses e também auxiliar no

controle dos flebotomineos.
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2 JUSTIFICATIVA

A regiao metropolitana de Belo Horizonte € uma area endémica para
leishmanioses no estado de Minas Gerais (Passos et al., 2001; Luz et al., 2001;
Carvalho et al., 2010). O municipio de Brumadinho faz parte desta regido
metropolitana e tem apresentado uma expansao do numero de casos autdctones de
LTA e LV humana nos ultimos anos. No periodo de 2007 a 2015 foram confirmados
28 casos de LTA no municipio, sendo trés casos notificados na localidade de Casa
Branca. No mesmo periodo, 13 casos de LV foram confirmados com 4 casos
pertencentes a Casa Branca (SMS — Brumadinho-MG, 2016). Casa Branca foi a
localidade que mais contribuiu com o numero de casos de leishmanioses para o

municipio de Brumadinho.

Além dos casos humanos, Brumadinho apresenta casos de LV canina. Em um
estudo recente conduzido no municipio para avaliar a prevaléncia da LV canina,
foram avaliados 1.413 céaes, apresentando 60 caes sororreagentes para Le.
infantum, obtendo uma taxa de prevaléncia canina de 4,25% (Pereira, 2016). Apesar
da baixa porcentagem de caes sororreagentes neste estudo em Brumadinho, esses
dados merecem atencdo uma vez que € sabido que o cdo tem seu papel
comprovado como principal reservatério urbano, e tem sido associado a ocorréncia
da doenca humana em meio urbano (Monteiro et al., 2005; Teixeira-Neto et al.,
2014). Somado a isso, em outro estudo realizado em Casa Branca, Pereira (2015)
detectou pequenos mamiferos silvestres e sinantrépicos infectados naturalmente por
Le. braziliensis e Le. infantum, mostrando a presenca de outros possiveis
reservatorios na localidade. Esses dados evidenciam a presenca de espécies de
Leishmania circulando entre os reservatoérios, porém ainda ha uma lacuna a ser

preenchida em relacao aos estudos dos flebotomineos nesta area.

A regidao onde Casa Branca esta inserida € margeada pela unidade de
conservacao Parque Estadual Serra do Rola Moga, o terceiro maior parque em area
urbana do Brasil (IEF, 2016), apresentando abundancia de recursos naturais, grande
diversidade de fauna e flora nesta regiao. A proximidade do distrito de Casa Branca
com o ambiente de mata pode proporcionar um fluxo de espécies entre estes
ambientes, sobretudo espécies de interesse e importdncia médica como o0s
flebotomineos.
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Justificativa

Somado a isso, a localidade de Casa Branca estda em constante processo de
modificagdo do ambiente natural sendo uma localidade em urbanizagcdo. Casa
Branca é uma regiao bastante visada por quem busca qualidade de vida e contato
com a natureza. A modificagdo do ambiente provavelmente poderia estar
contribuindo de forma significativa para o surgimento de casos autéctones humanos
e caninos de leishmanioses na localidade de Casa Branca, o que consequentemente
contribui para o aumento do numero de casos no municipio de Brumadinho. Assim,
a modificacdo do ambiente natural associado a grande capacidade de adaptacéao
dos flebotomineos ao meio antropico (AndradeFilho et al.,, 2001) poderia estar

relacionada ao aumento do numero de casos de leishmanioses em Casa Branca.

Como ja mencionado, pouco se sabe sobre a transmissédo das leishmanioses
neste local, uma vez que ndo existem estudos sobre a fauna de flebotomineos em
Casa Branca, sendo assim, a transmissdo das leishmanioses ainda nao foi
elucidada na localidade. Além disso, € de fundamental importancia a identificacao
das espécies vetoras e das espécies de Leishmania que circulam entre os diferentes

hospedeiros na localidade para compreenséao o ciclo da doenca.

Diante desta situacdo, faz-se necessaria a execugcdo de estudos sobre os
flebotomineos a fim de se conhecer a fauna flebotominica local e os aspectos
relacionados a transmissdo das leishmanioses no distrito de Casa Branca,
Brumadinho, Minas Gerais, para que se possa auxiliar no direcionamento das

medidas de prevencéao e controle das leishmanioses.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a fauna de flebotomineos envolvida na epidemiologia das leishmanioses na

localidade de Casa Branca, Brumadinho, Minas Gerais.

3.2 Objetivos especificos

¢ |dentificar a fauna de flebotomineos na localidade Casa Branca.

e Estudar a variagdo sazonal das espécies de flebotomineos na localidade.

e Detectar a presenca de DNA de Leishmania nas fémeas de flebotomineos da
localidade.

¢ Identificar as espécies de Leishmania detectadas nos flebotomineos.

e Determinar as fontes alimentares das fémeas de flebotomineos com sinais de

repasto.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

O municipio de Brumadinho (20° 08' 36" S e 44° 11' 59" W) esta localizado na
regidao Metropolitana de Belo Horizonte a 49 km de distadncia da capital mineira,
abrangendo uma area de 639,434 km? com populagéo total de 37.857 habitantes
(IBGE, 2015). O municipio encontra-se na zona de clima Tropical Brasil Central,
caracterizado como clima quente, com temperatura média acima de 18°C em todos
0s meses, semi-Umido, com 4 a 5 meses secos e altos indices pluviométricos. Esta
inserido em uma area que integra o denominado Quadrilatero Ferrifero, rica em

campos ferruginosos.

O estudo foi realizado no distrito de Casa Branca (20° 6'2.58"S e 44° 2'59.45"
W), localizado na porgcao norte do municipio de Brumadinho (Figura 1). A regiao
onde Casa Branca esta inserida € margeada pela unidade de conservacao Parque
Estadual Serra do Rola Moga, uma unidade de conservagdo gerenciada pelo
Instituto Estadual de Florestas (IEF, 2016)(Figura 2), sendo o terceiro maior parque
em area urbana do Brasil, situado numa zona de transicdo de Cerrado para Mata
Atlantica. Situada a 930 metros de altitude, Casa Branca &€ uma localidade bastante
visitada que atrai o turismo para essa regidao por apresentar belas paisagens e
recursos naturais em abundancia, sendo um local bastante procurado para moradia
em condominios residenciais, pratica de atividades de ecoturismo e gastronomia,

além de estar localizada préxima a capital Belo Horizonte.
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Casa Branca district

- Brumadinha

o e

M Brumadinho [

Figura 2. Imagem da localizag&o do distrito de Casa Branca em relagdo aos municipios vizinhos e o
Parque Estadual Serra do Rola Moga, no estado de Minas Gerais (Fonte: Google Maps, 2016).
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4.2 Estudo da fauna de flebotomineos

4.2.1 Coletas de flebotomineos

As coletas de flebotomineos foram realizadas bimensalmente, entre maio de
2013 e julho de 2014. Foram utilizadas duas armadilhas luminosas tipo CDC,
modelo HP (Pugedo et al., 2005) expostas no peridomicilio de nove residéncias,
colocadas as 8:00 horas da manha e recolhidas as 16:00 horas do dia seguinte,
durante trés noites consecutivas de cada més, totalizando 18 armadilhas. Os locais
de coleta foram selecionados por apresentarem registros de casos humanos/caninos
de leishmaniose, distribuidos ao longo de todo o distrito (Figura 3). Além disso, os
locais de coleta possuiam criagao de animais proximos as residéncias e presencga de

arvores frutiferas (Figura 4).

O quadro 1 apresenta a descricdo do ambiente peridomiciliar das nove casas
escolhidas para coleta de flebotomineos, residéncias que foram selecionadas por

apresentar casos de leishmaniose humana ou canina.

g AT rihus.
Fleb3 JFleb 4 - g0 7y Fleb S el oy
e r ey U, P 3
Fleb1 ds0- Flebi2efiFleb 11,
: Casa Branca e e T

Gl

- 2. -Flebq3

- Fleb'15-16

Figura 3. Distribuicdo dos pontos de coleta de flebotomineos no distrito de Casa Branca, municipio
de Brumadinho, Minas Gerais (Fonte: Google Earth, 2016).
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Figura 4. Peridomicilio de algumas residéncias escolhidas para exposicdo das armadilhas para
coleta de flebotomineos em Casa Branca, Brumadinho durante o periodo de maio de 2013 a julho de
2014.
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QUADRO 1. Descri¢édo do peridomicilio das residéncias selecionadas para coleta de flebotomineos

em Casa Branca, Brumadinho, Minas Gerais, no periodo de maio de 2013 a julho de 2014.

Casal/Pontos de coleta Descrigcao do ambiente Casos de leishmaniose

Residéncia com criagdo de
animais (galinha, pato e cao).
Presenca de arvores frutiferas,
Casa1-Fleb1e2 com um cérrego ao fundo. Foram LV canina
capturados roedores e marsupiais
(coleta de pequenos mamiferos
em outro trabalho).

Presenca de mata mais afastada
da casa. Criagdo de animais
(galinha, pato, cades) e presenca
de arvores frutiferas. Foram
capturados roedores (coleta de
pequenos mamiferos).

Casa2-Fleb3e4 LV canina

Residéncia com criagdo de
galinhas. Apresentava quintal com
Casa3—-Fleb5e6 arvores frutiferas, local LV canina
sombreado, presenca de jardim e
um cérrego ao lado do quintal.

Residéncia com criagdo de céo,
plantacdes de pequenas
Casa4-Fleb7e8 hortalicas.  Foram  capturados LV canina
roedores e marsupiais (coleta de
pequenos mamiferos).

Residéncia mais préoxima ao centro
de Casa Branca, apresentando
galinheiro, chiqueiro e céo.
Presenca de poucas arvores.

Casa5-Fleb9e 10 LV canina

Residéncia com presenca de
arvores e muito mato, um pequeno
esgoto correndo a céu aberto.
Criagéo de galinhas e cdo. Foram
capturados roedores (coleta de
pequenos mamiferos).

Casab6-Fleb11e 12 LTA humana

Residéncia localizada em um
condominio. Presenca de arvores
frutiferas e plantas rasteiras.
Criagéo de galinhas e céo.

Casa7-Fleb13e 14 LV canina

Residéncia localizada em um
condominio. Presenca de
Casa8—-Fleb15e 16 galinheiro ao lado da casa, cées e
arvores frutiferas. Mata localizada
proxima aos fundos da casa.

LV humana

Residéncia localizada em um
condominio, proxima a mata, com
mato e arvores frutiferas, e criagao
de cdo. Foram capturados
marsupiais (coleta de pequenos
mamiferos).

Casa9-Fleb17e 18 LV humana

36



Materiais e Métodos

4.2.2 Processamento do material coletado

As armadilhas eram retiradas e os sacos coletores colocados em camara de
éter por 20 minutos para sacrificio dos flebotomineos. Em seguida, foi realizada a
triagem e sexagem dos flebotomineos. Os machos foram acondicionados em tubos
contendo alcool 70% e armazenados a temperatura ambiente para posterior

preparacao, montagem e identificacao.

As fémeas foram retiradas com agulha de insulina estéril e colocadas em
criotubo de 1,5 mL contendo solugcdo de DMSO 6% (dimetilsulféxido) que tem acao
de preservacao das células evitando a morte celular. Foram mantidas no freezer sob
temperatura de -20°C, até o momento de disseccdo, montagem, identificacdo e

posterior realizacao das técnicas de extracdo de DNA e biologia molecular.

4.2.3 Preparagao, montagem e identificagdao dos flebotomineos

Os machos foram submetidos a técnica de Preparacao de Flebotomineos, onde
foram transferidos para uma placa de Petri contendo KOH 10% por 3 horas. Em
seguida foram transferidos para outra placa contendo HAc 10% por 15 minutos e
posteriormente foram lavados em Agua do Tipo | por 15 minutos em trés séries. Na
ultima etapa foram colocados em uma placa contendo Lactofenol onde
permaneceram por 24 horas. Apos este processo os machos foram montados entre
lamina e laminula utilizando o liquido de Berlese (Langeron 1949, modificada). A
utilizacdo do Berlese para montagem de machos foi adotada por permitir melhor
visualizagdo das estruturas no microscépio, sendo mais facil o manuseio do
flebotomineo em liquido de Berlese no momento da montagem por apresentar
menor viscosidade e consequentemente menor perda de caracteres devido a

manipulagao.

As fémeas provenientes das coletas de maio/2013, setembro/2013,
janeiro/2014 e maio/2014 foram dissecadas retirando-se os trés ultimos segmentos
do abdémen e cabeca, montadas entre lamina e laminula em liquido de Berlese, que
permite melhor visualizacao das estruturas internas devido a menor refringéncia. O
restante do corpo foi acondicionado individualmente em tubo de 1,5 mL estéreis para

posterior montagem dos pools para extracdo de DNA. As fémeas das coletas
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julho/2013, novembro/2013, margo/2014 e julho/2014 foram montadas em Berlese
para identificacao da espécie, ndo sendo destinadas a biologia molecular.

A identificacdo foi realizada utilizando microscépio o6tico observando os
caracteres morfologicos internos e externos, seguindo a classificacao proposta por
Galati (2003).

4.3 Dados climaticos

Os dados climaticos de temperatura média (°C), umidade relativa do ar (%) e
precipitacdo pluviométrica (mm?) referentes ao periodo de estudo foram obtidos
junto a Estacdo Meteorolégica Automatica Ibirité localizada no Parque Estadual
Serra do Rola Moca (INMET, 2015). Esta estacdo meteoroldégica encontra-se a

distancia aproximada de 10 km da localidade de Casa Branca.

4.4 Avaliagao ecoldgica e analise dos dados

Para avaliar as espécies mais abundantes na area de estudo foi utilizado o
indice de abundancia das espécies “ISA”, e em seguida foi utilizado o indice
padronizado de abundancia das espécies “SISA” (Roberts & Hsi, 1979). Neste
indice, os valores se distribuem em uma escala de 0 a 1, e resultados com valores
mais proximos a 1 correspondem as espécies mais abundantes coletadas na area

de estudo.

Os indices de Shannon (H) e de Pielou (J) (Hayek & Buzas, 1997) foram
utilizados para medir a diversidade das espécies em toda a area de estudo e a

uniformidade da abundéancia das espécies em Casa Branca.

Para avaliar a quantidade de flebotomineos capturados e a correlagcao destes
com as variaveis climaticas da localidade Casa Branca no periodo de estudo foi

utilizado o teste de Correlagao de Spearman.

4.5 Detecgao de infecgcao natural de flebotomineos por Leishmania spp.
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4.5.1 Extracao de DNA das fémeas nao alimentadas

As fémeas que nao apresentavam sangue em seu abdémen apds serem
dissecadas e identificadas foram colocadas a seco individualmente em tubo de 1,5
mL ou agrupadas em pools de até 20 individuos da mesma espécie, data e local de

coleta.

As fémeas foram submetidas a extracdo de DNA utilizando o kit
GentraPuregene (Qiagen, Valencia, CA, USA) seguindo as instru¢des do fabricante.
As fémeas foram maceradas e colocados 100 pyL de solucdo de lise celular (para
uma fémea) ou 400 pL (para pool de 20 fémeas) em cada tubo. Em seguida foi
adicionado 1 pL de proteinase K (para uma fémea) ou 1,5 uL (para pool de 20
fémeas) e misturadas por inversao, incubadas a 55°C overnight. Em seguida foi
adicionado 1 pL de RNAse solugéo (para uma fémea) ou 1,5 pL (para pool de 20
fémeas) e novamente misturado por inversdo. As amostras foram incubadas a 37°C
por 30 minutos e em seguida, incubadas por 3 minutos no gelo ou no freezer. Foi
adicionado 100 uL de precipitacdo de proteinas (para uma fémea) ou 200 uL de
precipitacdo de proteinas, passado no vortex e na centrifuga por 10 minutos para
formacao do pellet. O liquido foi vertido em um novo tubo e novamente foi repetido o
passo de adicionar 200 yL de precipitacdo de proteinas neste novo tubo, colocado
em vortex e centrifugar, e foi vertido o liquido em um novo tubo. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 10 min a 14.000 rpm onde ocorreu a formacgao do
pellet. Foi colocado 300 pL de isopropanol em um tubo limpo de 1,5 mL e adicionado
0 sobrenadante do passo anterior vertendo cuidadosamente. Misturou por inversao
50 vezes e em seguida centrifugou por 10 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado cuidadosamente, para secagem do tubo que foi invertido contra um
papel absorvente. Em seguida foi adicionado 300 uL de etanol 70% e invertido
varias vezes para lavar o pellet de DNA. Na proéxima etapa foi adicionado 30 L de
acetato de sddio 10% e levado ao freezer por 1 hora. Apés isso, as amostras foram
centrifugadas por 5 min a 14.000 rpm e descartado o sobrenadante. Para a etapa de
secagem o tubo foi invertido contra um papel absorvente, permitindo que o DNA
seque até ndo sobrar nenhum volume de alcool no tubo. Para a etapa final, foi
adicionado 15 yL de solugcao de hidratacdo de DNA ou agua DNAse (para uma
fémea) ou 40 uL (para pool de 20 fémeas) e as amostras foram incubadas a 65°C
por 1 hora. Ao final, as amostras foram incubadas overnight a temperatura ambiente

e depois armazenadas no freezer.
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4.5.2 PCR dirigida ao alvo Internal Transcribed Spacer (ITS1)

Apés a extragcdo de DNA, foi realizada a técnica de Reagdo em Cadeia da
Polimerase dirigida ao internal transcribed spacer 1 (ITS1) do DNA ribossomal de
Leishmania para determinar a deteccdo de DNA de Leishmania nas fémeas de
flebotomineos coletados no peridomicilio de Casa Branca. A técnica dirigida ao alvo
ITS1 amplifica uma regido de 300 pb a 350 pb, utilizando os iniciadores LITSR: 5°
CTGGATCATTTTCCGATG 3" e L5.8S: 5 TGATACCACTTATCGCACTT 3’(El Tai et
al., 2000, Schonian et al., 2003). A reacao foi preparada para um volume final de 25
ML contendo 5 pL de DNA da amostra, 2,5 yL da solugao tampao 10x, 0,75 pL de
MgCI2 (50mM) ,0,5 pL de dNTP mix a 10mM, 1,25 uL do iniciador LITSR a 10uM,
1,25 ul do iniciador L5.8S a 10uM, 0,25 uL de Taq DNA polimerase a 10U/ uL, e 13
ML de H20 destilada estéril. Apos a preparagcdo das amostras, a reacdo foi
processada em termociclador automatico, utilizando o seguinte ciclo: desnaturacao
inicial a 95°C por 2 minutos, seguido de 35 repeticdes de: desnaturagcao a 95°C por
30 segundos, anelamento a 53°C por 60 segundos e extensdo a 72°C por 60
segundos. A extensao final foi a 72°C por 10 minutos.

Em todas as reacbes de PCR foram incluidos controle negativo utilizando agua
destilada estéril como “template” e o DNA extraido dos controles positivos cepas
referéncia: Le. amazonensis (IFLA/BR/67/PHS8), Le. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), Le. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e Le. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147). Como flebotomineos podem albergar outros parasitos, foram
adicionados controles exdgenos em algumas reagdes de PCR, sendo eles: Crithidia
fasciculata (COLPROT 048), Endotrypanum monterogeii (COLPROT 151),
Herpetomonas samuelpessoai (COLPROT 067), Leptomonas collosoma (COLPROT
073) e Phytomonas serpens (COLPROT 189). Estes controles foram gentilmente
cedidos pela Colecdo de Protozoarios do Laboratério de Biologia Molecular e
Doencgas Endémicas (Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil).

A técnica de eletroforese em gel foi utilizada para visualizagcdo dos produtos
amplificados provenientes da PCR, em exposicao a luz ultravioleta. Utilizamos o gel
de agarose na concentracao de 2% corado com brometo de etidio (10mg/mL) e peso
molecular de tamanho padrao 100 pb (DNA Step Ladder). As amostras consideradas
positivas apresentaram banda de peso molecular correspondente ao esperado de

300-350 pb para Leishmania. Produtos amplificados de tamanho incompativel com o
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esperado também foram considerados positivos, porém necessitando de maior
investigacao para se identificar do que se tratava.

Os produtos amplificados dos pools positivos na PCR-ITS1 foram submetidos a
técnica de PCR-RFLP utilizando a enzima de digestdo Hae Ill como descrito por
Schonian et al. (2003). Esta reacao de digestao foi preparada para um volume final
de 15 uL, contendo 1uL da enzima Hae Ill (10U/mL), 1,5 yL de tampé&o da enzima,
2,5 yL de H20 destilada e 10,0 pyL de produto de PCR. Em seguida foi incubada a
37°C por 2 horas e o resultado obtido nos perfis de restricdo foram analisados em
gel de agarose com concentracdo 4% e comparado com o padrdao do produto da
PCR-RFLP dos controles positivos das cepas referéncia de Leishmania e outros
tripanossomatideos (ja indicados neste topico).

A técnica de PCR-RFLP torna possivel a distincdo entre algumas espécies de
Leishmania, como: Le. donovani, Le. infantum, Le. aethiopica, Le. tropica, Le. major,
Le. mexicana, Le. amazonensis, Le. braziliensis, Le. guyanensis e Le. panamensis.
Em relacdo a outras espécies de tripanossomatideos nao-Leishmania, pouco se
sabe sobre a identificacao destas espécies em flebotomineos, sobretudo associadas

a utilizacao da técnica de PCR-RFLP associado ao alvo ITS1.

4.5.3 Reagao de Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado como método confirmatério neste estudo para
todas as amostras de produtos amplificados considerados positivos na PCR
convencional. Para isso, a amostras que apresentavam perfil semelhante ao
desejado e as que amplificaram fragmentos diferentes do esperado foram cortadas
do gel de agarose, foi feita a purificacao do produto da PCR utilizando o Qiaquick
PCR Purification Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) como descrito pelo fabricante.
Apbs a purificagdo das amostras, o produto foi preparado para o sequenciamento no
qual cada amostra foi feita em duplicata, preparando um “mix” contendo 1 uL do
produto purificado, 1 yuL de primer a concentracao de 5 pmol (antisense e sense em
tubos separados), 1 yL Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e agua destilada para um volume final de 10 pL.
As sequéncias foram determinadas pelo sequenciador automatico de DNA ABI
3730xI DNA Analyzer, empregando o programa que alterna 35 ciclos de 95° C por
15 segundos e 65°C por 15 segundos. As analises das sequéncias foram feitas nos
softwares Seqtrace (Stuky, 2012) e MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016). O resultado das

analises foi comparado com as sequéncias depositadas no banco de dados
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GenBank através do algoritmo de alinhamento BLAST, considerando os dois

organismos mais semelhantes de acordo com a identidade acima de 80%.

4.5.4 Construcao da arvore Neighbor-joining

Com o intuito de mostrar a semelhangca entre as sequéncias dos parasitos
encontrados neste estudo com as cepas padrao de Leishmania e outros
tripanossomatideos, foi realizada a construgcao da arvore Neighbor-joining utilizando
o programa MEGA 7.0 (MEGA, PA, USA) e o método de filogenia Boostrap.

Para edicdo das arvores geradas a partir do programa MEGA 7.0 foi utilizado o

software Figtree v1.4.3.

4.6 Deteccao da fonte alimentar das fémeas com sinais de repasto

4.6.1 Extracao de DNA das fémeas alimentadas

As fémeas que apresentavam tracos de sangue em seu abdémen foram
dissecadas retirando-se a cabeca e a terminalia (trés ultimos segmentos
abdominais), montadas entre lamina e laminula em liquido de Berlese e identificadas
de acordo com classificacdo de Galati (2003). O restante do corpo foi colocado a
seco em tubo de 1,5 mL estéril para realizacdo de extracdo de DNA que consistiu
em macerar individualmente usando pistilo estérii em 50 pL de agua Milli-Q
autoclavada. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas por agitacdo em
vortex durante 15 segundos, centrifugadas a 13.000 rpm durante 15 segundos para
extracdo de DNA utilizando o kit GenomicPrep Mini Spin (GE Healthcare), seguindo
as instrucbes do fabricante. A fim de controlar pontenciais contamina¢des das
amostras, realizamos a descontaminag¢ao dos instrumentos e areas de trabalho com
solucao de hipoclorito de sédio a 2%. Como controle interno em todas as extracdes

de DNA foram utilizados flebotomineos machos (Lu. Longipalpis).

4.6.2 PCR dirigida ao gene do Citocromo b de vertebrados (Cyt b)

A reacao de PCR foi realizada com base na amplificacado de um fragmento de
359 pb do gene do citocromo b (Cyt b) dos vertebrados com os iniciadores cyt1: 5'
CCATCAAACATCTCAGCATGAAA 3' e cyt2: 5 CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTC

3' seguindo o protocolo inicialmente descrito por Steuber et al. (2005). Para a reacao
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de amplificacdo foi preparada uma mistura contendo 1x buffer com 1,5mM MgCl;,

0.2mM dNTPs, 10mM de iniciadores forward e reverse, 1U/uL Taq Platinum® DNA
polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA) e 5 uL de DNA template em um volume final
para 25 pL.

Para controle positivo da reacdo de PCR foi incluido DNA extraido de uma
amostra de sangue de cao (Canis familiaris) e para controle negativo interno foi
utilizado DNA extraido de flebotomineos machos. Os produtos amplificados foram
visualisados através de eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo
de etidio (10mg/mL) e peso molecular de 100pb DNA Step Ladder. As amostras que
apresentavam perfis semelhantes ao desejado (359 pb) foram cortadas do gel de
agarose e purificadas utilizando o kit de Extracdo de bandas de Gel QIAquick
(QIAGEN) seguindo as instrugdes do fabricante. Os produtos purificados foram
determinados pelo sequenciador automatico de DNA ABI PRISM 3730XL DNA
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) como descrito no item 4.5.3
desta sessao. Utilizamos o software FinchTV (Geospiza, Inc.) para verificar
manualmente os eletroferogramas e o software SeqTrace (Stucky 2012) foi usado
para alinhar e calcular a seqiiéncia consenso de regides de similaridade entre as
sequéncias de banco de dados GenBank através da ferramenta de alinhamento
BLAST. A identificacdo a nivel especifico foi considerada quando as sequéncias
apresentaram mais de 95% de identidade cobrindo pelo menos 95% da sequéncia

analisada.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo da fauna de flebotomineos

No periodo de coleta de maio de 2013 a julho de 2014 foram capturados
16.771 flebotomineos em Casa Branca, pertencentes a oito géneros
distribuidos em 23 espécies: Brumptomyia sp., Evandromyia cortelezzii
(Brethes, 1923), Ev. edwardsi (Mangabeira, 1941), Ev. evandroi (Costa Lima &
Antunes, 1936), Ev. lenti (Mangabeira, 1938), Ev. sallesi (Galvao & Coutinho,
1939), Ev. teratodes (Martins, Falcao & Silva, 1964), Ev. termitophila (Martins,
Falcao & Silva, 1964), Ev. tupynambai (Mangabeira, 1942), Lutzomyia amarali
(Barretto & Coutinho 1940), Lu. ischyracantha (Martins, Falcao & Silva, 1962),
Lu. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), Migonemyia migonei (Franca, 1920),
Nyssomyia intermedia (Lutz & Neiva, 1912), Ny. whitmani (Antunes & Coutinho,
1939), Pintomyia bianchigalatiae (Andrade-Filho, Aguiar Dias & Falcao, 1999),
Pi. fischeri (Pinto, 1926), Pi. mamedei (Oliveira, Afonso, Dias & Brazil 1994), Pi.
misionensis (Castro, 1959), Pi. monticola (Costa Lima, 1932), Pi. pessoai
(Coutinho & Barretto, 1940), Psathyromyia pascalei (Coutinho & Barretto, 1940)
e Psychodopygus lloydi (Antunes, 1937). Em alguns individuos nao foi possivel
a identificacdo a nivel especifico devido a perda de caracteres morfolégicos
essenciais para a identificagdo, portanto, alguns exemplares foram

identificados somente o género (Tabela 1).
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TABELA 1. Flebotomineos capturados no peridomicilio das residéncias do distrito de Casa
Branca, Brumadinho, Minas Gerais no periodo de maio 2013 a julho de 2014.

Flebotomineos capturados

Espécies 3 9 Total %
Brumptomyia sp. 4 7 11 0,1
Complexo cortelezzii 0 38 38 0,2
Evandromyia cortelezzii 10 0 10 0,1
Evandromyia edwardsi 0 1 1 0
Evandromyia evandroi 1 0 1 0
Evandromyia lenti 54 43 97 0,6
Evandromyia sallesi 5 5 0
Evandromyia teratodes 0 1 1 0
Evandromyia termitophila 0 11 11 0,1
Evandromyia tupynambai 4 15 19 0,1
Lutzomyia amarali 0 3 3 0
Lutzomyia ischyracantha 1 0 1 0
Lutzomyia longipalpis 2075 476 2551 15,2
Migonemyia migonei 1213 320 1533 9,1
Nyssomyia intermedia 2 2 4 0
Nyssomyia whitmani 6645 5238 11883 70,9
Pintomyia bianchigalatiae 1 75 76 0,5
Pintomyia fischeri 111 146 257 1,5
Pintomyia mamedei 0 1 1 0
Pintomyia misionensis 0 9 9 0,1
Pintomyia monticola 6 35 41 0,2
Pintomyia pessoai 7 41 48 0,3
Pintomyia sp. 0 23 23 0,1
Psathyromyia pascalei 3 1 4 0
Psathyromyia sp. 0 1 1 0
Psychodopygus lloydi 17 125 142 0,9

Total 10159 6612 16771 100
% 60,6% 39,4% 100%
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4,80%

W Lutzomyia longipalpis
B Migonemyia migonei
Nyssomyia whitmani

B Demais espécies

Figura 5. Porcentagem das espécies de flebotomineos capturadas no peridomicilio no periodo
de maio de 2013 a julho de 2014 em Casa Branca, Brumadinho, Minas Gerais.

A espécie com maior numero de individuos coletados foi Ny. whitmani
(70,9%), seguida pela espécie Lu. longipalpis (15,2%) e Mg. migonei (9,1%).
As demais espécies somaram 4,8% dos flebotomineos coletados (Figura 5). A
quantidade de machos capturados (60,6%) foi maior que a de fémeas (39,4%)

nesse estudo (Tabela 1).

Em relacdo aos oito géneros capturados, o género Evandromyia
compreendeu o0 maior numero de espécies dentre as 23 encontradas,
totalizando oito espécies mais o complexo cortelezzii. Em seguida o género
que compreendeu segundo maior numero de espécies foi Pintomyia

representado por seis espécies capturadas (Tabela 1).

A Tabela 2 traz informagbes a cerca das espécies capturadas de acordo
com os meses de coleta em Casa Branca.
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TABELA 2. Distribuicdo mensal de flebotomineos no peridomicilio das residéncias de Casa Branca, Brumadinho, Minas Gerais, no periodo de maio de 2013 a julho de 2014.

mai/13 jul/13 set/13 nov/13 jan/14 mar/14 mai/14 jul/14 Total
J @ 4 2 4 2 & ¢ 4 ¢ 4& ¢ & 2 & 2 4 Q Total (%)
Brumptomyia sp. 0 0 0 1 4 4 0 0 O 0 o0 2 0 0 0 O 4 7 11 (0.1)
Complexo cortelezzii 0 7 0o 2 0 12 0 5 O 1 o0 1 0 9 0 1 0 38 38 (0.2)
Evandromyia cortelezzii 1 0 2 0 3 0 1 0 2 0 1 0 0 0 0O O 10 0 10 (0.1)
Evandromyia edwardsi 0 0 0 O 0 0 0 0 0O 0 0 o 0 1 0O O 0 1 1(0.0)
Evandromyia evandroi 0 0 0 O 0 0 0 0 1 0 O O 0 0 0 O 1 1(0.0)
Evandromyia lenti 1 0 0 1 2 2 10 5 39 29 0 2 2 3 0 1 54 43 97 (0.6)
Evandromyia sallesi 1 0 0 O 2 0 0 0 0O 0O 0 ©oO 1 0 1 0 5 0 5(0.0)
Evandromyia teratodes 0 0 0 o0 0 0 0 0 0O 0 0 oO 0 1 0 O 0 1 1(0.0)
Evandromyia termitophila 0 1 0 1 0 1 0 5 0O 0 0 o 0 3 0 O 0 11 11 (0.1)
Evandromyia tupynambai 0 1 0 o0 3 0 0 2 O 2 0 O 1 10 0 O 4 15 19 (0.1)
Lutzomyia amarali 0 0 0 O 0 0 0 0 O 0O o0 2 0 1 0O O 0 3 3(0.0)
Lutzomyia ischyracantha 0 0 0 O 1 0 0 0 O 0 0 o 0 0 0O O 1 0 1(0.0)
Lutzomyia longipalpis 528 127 57 5 430 112 181 41 63 22 214 62 547 104 55 3 2075 476 2551(15.2)
Migonemyia migonei 219 90 72 12 175 53 156 49 104 17 73 24 373 62 41 13 1213 320 1533 (9.1)
Nyssomyia intermedia 0 0 1 2 1 0 0 0 O 0 0 o 0 0 0 O 2 2 4 (0.0)
Nyssomyia whitmani 3449 2535 79 263 793 680 547 343 625 324 101 72 974 959 77 62 6645 5238 11883 (70.9)
Pintomyia bianchigalatiae 0 13 0 O 0 10 1 2 0O 3 0 17 © 30 0 O 1 75 76 (0.5)
Pintomyia fischeri 7 13 6 2 7 11 34 15 27 34 14 18 11 49 5 4 111 146 257 (1.5)
Pintomyia mamedei 0 1 0 O 0 0 0 0 O 0O 0 ©oO 0 0 0 O 0 1 1(0.0)
Pintomyia misionensis 0 0 0o 3 0 0 0 0 O 1 o0 o0 0 4 0 1 0 9 9(0.1)
Pintomyia monticola 1 0 2 0 1 2 0 0 1 0 6 2 21 1 0 6 35 41 (0.2)
Pintomyia pessoai 1 1 0 O 1 18 0 19 3 O 1 0 1 3 0 O 7 41 48 (0.3)
Pintomyia sp. 0 19 0 O 0 4 0 0O 0 0 o0 o 0 0 0O o 0 23 23(0.1)
Psathyromyia pascalei 0 0 0 0 1 0 0 0 O 1 o0 o0 1 0 1 0 3 1 4(0.0)
Psathyromyia sp. 0 0 0o 1 0 0 0 0 0O 0 0 o 0 0 0O O 0 1 1(0.0)
Psychodopygus lloydi 1 33 0 4 0 0 6 3 4 47 0 O 6 33.:. 0 O 17 125 142 (0.9)
Total (%) 4209 2845 217 299 1423 908 938 489 868 482 404 206 1919 1298 181 85 10159 6612 16771 (100)

7054(42) 516(3,1) 2331(13,9) 1427(8,6) 1350(8) 610(3,6) 3217(19,2) 266(1,6) 16771 (100)
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O més de maio de 2013 apresentou a maior abundancia de espécies
coletadas com 7.054 flebotomineos, o que correspondeu a 42% do total de
flebotomineos capturados em toda coleta. O segundo més de maior numero de
individuos capturados foi 0 més de maio de 2014 totalizando 3217 (19,2%). Ja
o0 més de menor numero de flebotomineos capturados foi o ultimo més de
coleta, julho de 2014, que apresentou 266 (1,6%) individuos capturados
(Tabela 2).

As espécies mais frequentes em toda coleta foram espécies de
importancia médica incriminadas como vetoras de Leishmania no Brasil: Ny.
whitmani, Lu. longipalpis e Mg. migonei. A espécie mais abundante durante
todos os meses de coleta foi Ny. whitmani, com excecdo do més de

margo/2014 onde a espécie mais abundante foi Lu. longipalpis (Figura 6).
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Figura 6. Distribuicdo mensal das espécies vetoras e demais espécies de flebotomineos
capturadas durante os meses de coleta no peridomicilio das residéncias de Casa Branca,
Brumadinho, Minas Gerais, no periodo de maio de 2013 a julho de 2014.

Os indices de Shannon (H) e de Pielou (J) foram calculados para todo o
periodo de coleta. A diversidade das espécies medida pelo indice de Shannon
e uniformidade da abundancia das espécies nos locais de coleta (Pielou)

mostraram os seguintes valores na area de estudo: H'= 0,9946229; J'=
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0,308997. O numero de espécies capturadas em toda coleta foi de 23

espécies, mostrando a diversidade de espécies capturadas em Casa Branca.

A Tabela 3 apresenta as espécies de flebotomineos capturadas no
peridomicilio de cada residéncia de coleta. A Casa 2 foi o local com maior
numero de flebotomineos coletados (6.166), enquanto a Casa 9 obteve menor

numero de flebotomineos coletados (3) em todo periodo de coleta.

Quanto as espécies de flebotomineos, Ny. whitmani foi a espécie mais
abundante sendo a Unica espécie capturada em todos os pontos de coleta.
Outras espécies foram mais frequentes no peridomicilio das residéncias como
Lu. longipalpis, Mg. migonei e Ps. lloydi sendo encontradas em sete dos nove

locais de coleta em Casa Branca (Tabela 3).
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TABELA 3. Distribuicdo dos flebotomineos coletados nos pontos de coleta em Casa Branca, Brumadinho, Mians Geraisno periodo de maio de 2013 a julho de 2014,

Espécie Casa1 Casa 2 Casa3 Casa4 Casa5 Casa®6 Casa?7 Casa 8 Casa 9 Total

d ¢ 4 ¢ 4 2 ¢ & ¢ & @ 4 9 d ¢ 4 ¢ 4 2
Brumptomyia sp. 3 4 0 2 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 4 7 11
Complexo cortelezzii 0 0 0 4 0 5 0 0 0 0 0 0 0 17 0 11 0 1 0 38 38
E. cortelezzii 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 5 0 2 0 0 o 10 0 10
Ev. edwardsi 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 O 0 1
Ev. evandroi 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o 1 0
Ev. lenti 0 1 8 6 0 1 0 0 34 31 0 0 12 1 0 3 0 0 54 43 97
Ev. sallesi 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 3 1 2 1 0 o 5 0 5
Ev. teratodes 0 0 0 1 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 1 1
Ev. termitophila 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 o 0 11 11
Ev. tupynambai 1 0 0 0 2 14 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 4 15 19
Lu. amarali 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 o 0 3 3
Lu. ischyracantha 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 O 1 0 1
Lu. longipalpis 1 4 572 164 14 1 1 0 5 2 0 0 953 199 529 106 0 0 2075 476 2551
Mg. migonei 36 11 9 32 529 110 1 0 0 0 2 0 502 142 52 25 0 0 1213 320 1533
Ny. intermedia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 1 0 0 0 0 o 2 2 4
Ny. whitmani 75 109 3184 1841 296 314 2 0 21 4 1 1 1713 1429 1351 1540 2 0 6645 5238 11883
Pi. bianchigalatiae 0 1 0 41 0 6 0 0 0 0 0 0 1 25 0 2 0 o 1 75 76
Pi. fischeri 9 24 29 80 49 12 O 0 0 0 0 0 14 27 10 3 0 0 111 146 257
Pi. mamedei 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 o 0 1 1
Pi. misionensis 0 1 0 5 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o 0 9 9
Pi. monticola 0 0 3 27 0 1 0 0 0 0 0 0 0 7 3 0 0 o 6 35 41
Pi. pessoai 0 1 3 9 0 12 O 0 0 0 0 0 3 16 1 3 0 O 7 41 48
Pa. pascalei 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 o 3 1 4
Psathyromyia sp. 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 1 1
Pintomyia sp. 0 0 0 11 0 3 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0 o 0 23 23
Ps. lloydi 5 25 3 46 4 19 0 0 1 0 0 1 1 15 3 19 0 0 17 125 142

Total 130 182 3895 2271 899 509 4 0 61 37 4 4 3211 1900 1953 1715 2 1 10159 6612
312 6166 1408 4 98 8 5111 3668 3 16771
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De acordo com o “indice padronizado de abundancia das espécies —
SISA” as espécies mais abundantes na localidade de estudo estado
apresentadas no Grafico 1. Esse indice avalia abundancia das espécies em
valores distribuidos em uma escala de 0 a 1. A espécie Ny. whitmani foi a mais
abundante apresentando valor SISA 0,74, seguida pelas espécies Lu.
longipalpis, Mg. migonei e Ev. lenti (valor de SISA 0,53; 0,51 e 0,51
respectivamente).

GRAFICO 1. indice padronizado de abundancia das espécies coletadas no peridomicilio de
Casa Branca, Brumadinho, Minas Gerais, no periodo de maio de 2013 a julho de 2014.
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Os parametros climaticos de temperatura e umidade relativa do ar se
apresentaram com pouca variagdo durante o periodo de estudo. As
temperaturas médias variaram entre 16,8°C a 22,1°C e a umidade relativa do
ar variou entre 64% a 74%. A pluviosidade apresentou uma maior variagdo
com a minima registrada no més de julho de 2013 (0 mm?®) e maiores valores
atingidos no més de janeiro de 2014 (128,2 mm?3), porém, ainda assim houve
pouca variagdo dos niveis pluviométricos nos meses de estudo. O numero de
individuos coletados tem uma fraca correlagdo positiva com a temperatura
(0,19 — Correlacao de Spearman) e uma aparente auséncia de correlagao entre
a umidade e pluviosidade (0,012 e -0,024 Correlagdo de Spearman
respectivamente). Nao houve correlagcado significativa entre o numero de

flebotomineos coletados em cada més com os dados climaticos de
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temperatura, umidade relativa do ar e pluviosidade (p-value< 0,05 — Correlacao
de Spearman) (Gréfico 2).
GRAFICO 2. Relag&o da variagao sazonal entre o niimero das espécies de flebotomineos mais

capturados no peridomicilio e as variaveis climaticas no periodo de maio de 2013 a julho de
2014 em Casa Branca, Minas Gerais.
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5.2 Estudo de deteccido de DNA de Leishmania em fémeas de

flebotomineos

As fémeas nao alimentadas provenientes das coletas dos meses de
maio/2013, setembro/2013, janeiro/2014 e maio/2014 foram destinadas a
pesquisa de DNA de Leishmania por meio das técnicas de biologia molecular.
Um total de 4.913 fémeas distribuidas em 18 espécies foram analisadas. Deste
total, 47 fémeas foram testadas individualmente e 4.866 agrupadas em 311
pools. A Tabela 4 traz informagdes a cerca das espécies coletadas e suas
distribuicbes para analise molecular. A espécie Ny. whitmani foi a mais
abundante obtendo o maior nimero de pools (4.128 espécimes/220 pools),
seguida de Lu. longipalpis (248/19), Mg. migonei (144/14) e Ps. lloydi (115/18).
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TABELA 4. Espécies de fémeas de flebotomineos analisadas em pools € individualmente coletadas no peridomicilio no periodo de maio de 2013 a julho de
2014 em Casa Branca, Brumadinho, Minas Gerais.

Numero de pools

Espécies Fémeas coletadas . Espécies analisadas individualmente
analisados
Brumptomyia sp. 4 1 0
Complexo cortelezzii 25 5 3
Evandromyia edwardsi 1 0 1
Evandromyia lenti 31 4 3
Evandromyia teratodes 1 0 1
Evandromyia termitophila 1 4
Evandromyia tupynambai 13 2 1
Lutzomyia amarali 1 0 1
Lutzomyia longipalpis 248 19 0
Migonemyia migonei 144 14 0
Nyssomyia whitmani 4128 220 0
Pintomyia bianchigalatiae 47 8 2
Pintomyia fischeri 80 13 0
Pintomyia misionensis 4 0 4
Pintomyia monticola 27 3 3
Pintomyia pessoai 16 3 1
Pintomyia sp. 21 0 21
Psathyromyia pascalei 1 0 1
Psychodopygus lloydi 115 18 1
Total 4913 311 47
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Um total de nove pools foram PCR-positivos para Leishmania, sendo um
pool da espécie Lu. longipalpis, seis pools de Ny. whitmani e dois pools de Ps.
lloydi (Tabela 5). A taxa de infeccao obtida para Leishmania foi de 0,18%
(9/4.913). Outros dez pools foram positivos para outras espécies de
tripanossomatideos que nao Leishmania. Nenhuma amostra analisada

individualmente neste estudo foi PCR-positiva para Leishmania.
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TABELA 5. Deteccéo de DNA e identificagdo de espécies de Trypanosomatidae nas fémeas de flebotomineos de acordo com o nimero do pool e data de coleta em Casa
Branca, Brumadinho, Minas Gerais, de maio de 2013 a julho de 2014.

Espécie

Numero do pool

Data de coleta

Sequenciamento

Lu. longipalpis
Ny. whitmani
Ny. whitmani
Ny. whitmani
Ny. whitmani
Ny. whitmani
Ny. whitmani
Ny. whitmani
Ny. whitmani
Ny. whitmani
Ny. whitmani
Ny. whitmani
Ny. whitmani
Ny. whitmani
Ny. whitmani
Complexo cortelezzii
Ny. whitmani
Ps. lloydi
Ps. lloydi
Ps. lloydi

Pool 2
Pool 14
Pool 27_300
Pool 27_400
Pool 34 300
Pool 34_400
Pool 44 300
Pool 44 400
Pool 46_300
Pool 46_400
Pool 58_300
Pool 58_400
Pool 61
Pool 63
Pool 75_2013
Pool 132
Pool 39
Pool 73_300_R
Pool 73_400_F
Pool 75_2014

mai/13
mai/13
mai/13
mai/13
mai/13
mai/13
mai/13
mai/13
mai/13
mai/13
mai/13
mai/13
mai/13
mai/13
mai/13
mai/13
set/13
mai/14
mai/14
mai/14

Leishmania amazonensis (id: 96%, qc: 87%, ref: DQ300188.1)
Herpetomonas pessoai (id: 89%, qc: 78%, ref: 1Q406989.1)
Herpetomonas pessoai (id: 91%, qc: 80%, ref: JQ406990.1)

Endotrypanum monterogeii (id: 100%; ref: EL)’
Leishmania amazonensis (id: 100%, qc: 100%, ref: KP274862.1)
Endotrypanum monterogeii (id: 100%, ref: EL)'
Leishmania braziliensis (id: 95%, gc: 95%, ref: F1753382.1)
Endotrypanum monterogeii (id: 100%; ref: EL)’
Leishmania amazonensis (id: 100%, gc: 90%, ref: DQ300193.1)
Endotrypanum monterogeii (id: 100%; ref: EL)’
Leishmania braziliensis (id: 99%, qc: 92%, ref: HG512940.1)
Endotrypanum monterogeii (id: 100%; ref: EL)’
Endotrypanum monterogeii (id: 100%; ref: EL)’
Leishmania amazonensis (id: 99%, qc: 98%, ref: KP274862.1)
Herpetomonas pessoai (id: 97%, 77%, ref: JQ406991.1)
Herpetomonas pessoai (id: 96%, cq: 88%, ref: JQ406991.1)
Leishmania amazonensis (id: 98%, qc: 86%, ref: DQ300190.1)
Leishmania sp. (id. 97%, qc: 21%, ref: HG512895.1)
Crithidia fasciculata  (id: 81%, qc: 68%, ref: KX808126.1)
Leishmania braziliensis (id: 99%, qc: 100%, ref: F1753383.1)

Legenda: id- Identidade; qc- query cover (cobertura); ref: referéncia.

' Sequéncia de tripanossomatideo obtida a partir da cepa A9 de origem da Colecado de Protozoarios do Laboratério de Biologia Molecular e Doengas Endémicas do Instituto
Oswaldo Cruz — Rio de Janeiro e depositada na Colecao de Protozoarios do Grupo de Estudos em Leishmanioses (EL).
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Os pools pertencentes a espécie Ny. whitmani (seis pools) foram positivos
para DNA de duas espécies de Leishmania, sendo quatro pools detectados
com Le. amazonensis (0,08%) e dois pools com Le. braziliensis (0,04%)
(Tabela 5). Um pool da espécie Ps. lloydi foi detectado com DNA de Le.
braziliensis (0,02%) e outro pool detectado com Leishmania sp. (0,02%). A
espécie Lu. longipalpis (um pool) foi detectada com DNA de Le. amazonensis
(0,02%) (Tabela 5).

Um alto numero de pools positivos (n = 10) (Tabela 5) com taxa de
infeccao natural de 0,20% (10/4913) para ITS1-PCR revelaram a presenca de
bandas de tamanho inconsistente (400-500 pb) com os fragmentos esperados
para espécies de Leishmania. Na figura 7 é possivel observar algumas das
amostras testadas na PCR para o alvo ITS1 apresentando o tamanho de

fragmento de pares de bases maior que o esperado para Leishmania.

PM 01 02 03 04 05 CplCp2Cp3Cp4 Cp5 Cp6 Cp7 Cp8Cp9

500pb
400pb
300pb -

200pb

100pb

Figura 7. Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio mostrando os produtos
amplificados da PCR-ITS1 de alguns pools das fémeas de flebotomineos coletadas no
peridomicilio de Casa Branca no periodo de maio de 2013 a julho de 2014. Canaletas: PM
100pb - peso molecular de 100pb; 01 a 05 fémeas de flebotomineos; Cp1 - controle positivo de
Le. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); Cp2 - controle positivo de Le. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), Cp3 - controle positivo de Le. infantum (MHOM/BR/74/PP75), Cp4 -
controle positivo de Le. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147); Cp5 - controle positivo Crithidia
fasciculata (COLPROT 048); Cp6 - controle positivo Endotrypanum monterogeii (COLPROT
151); Cp7 - controle positivo Leptomonas collosoma (COLPROT 073); Cp8 - controle positivo
Herpetomonas samuelpessoai (COLPROT 067); Cp9 - controle positivo Phytomonas serpens
(COLPROT 189); e CN - controle negativo (apenas reagentes de PCR sem DNA).
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Esses resultados nos levaram a investigar a identidade desses
fragmentos e trés espécies de tripanossomatideos foram identificadas a partir
dos fragmentos de ITS1. O tripanossomatideo Crithidia sp. foi detectado em
um pool da espécie de flebotomineo Ps. lloydi (0,02%). Além disso, em trés
pools de Ny. whitmani foram detectadas Herpetomonas sp. (0,06%) e seis
pools desta mesma espécie de flebotomineo foram positivos para
Endotrypanum sp. (0,12%). Herpetomonas sp. também foi detectada no unico
pool positivo pertencente a uma espécie do complexo cortelezzii (0,02%)
(Tabela 6).

Além disso, neste estudo foi possivel detectar infeccao por mais de uma
espécie de tripanossomatideo em um mesmo pool, sendo os cinco pools
pertencentes a espécie Ny. whitmani, € um pool pertencendo a espécie Ps.
lloydi (Tabela 5). Assim, 14 pools foram detectados com algum tipo de
tripanossomatideo, sendo identificadas um total de 20 sequéncias de

tripanossomatideos nesses 14 pools.
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TABELA 6. Espécies de fémeas de flebotomineos detectadas com DNA de Trypanosomatidae coletadas em Casa Branca, Brumadinho, Minas Gerais.

Numero de Amostras positivas Amostras positivas Amostras positivas Amostras positivas Amostras positivas Amostras positivas

Espécies fémeas para Leishmania Leishmania para para para
analisadas Leishmania sp. amazonensis braziliensis Crithidia sp. Endotrypanum sp. Herpetomonas sp.
Complexo cortelezzii 25 0 0 0 0 0 1
Lu. longipalpis 248 0 1 0 0 0 0
Ny. whitmani 4128 0 4 2 0 6 3
Ps. lloydi 115 1 0 1 1 0 0
Total 4516 1 5 3 1 6 q
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A técnica de PCR-RFLP foi utilizada nos pools considerados positivos ha PCR
convencional, porém os resultados nao foram satisfatérios para todos os pools
testados. Por se tratar de pools com infecgéo por outros tripanossomatideos em que
alguns nao possuem perfis de restricaio na PCR-RFLP utilizando a enzima de
restricdo Hae Ill para o alvo ITS1, ou por se tratar de infecgdo por mais de um tipo
de tripanossomatideo no mesmo pool, a técnica PCR-RFLP nao demonstrou

sucesso na grande maioria das amostras (Figura 8) mostrando perfis inconclusivos.

Diante disso, o sequenciamento de DNA foi utilizado em todos os pools
positivos na PCR convencional para se chegar a identificacao a nivel de espécie do

parasita.

PM 01 02 03 04 05 Cpl Cp2 Cp3 Cp4 Cp5 Cp6 Cp7 Cp8 Cp9

JE—

Figura 8. Gel de agarose 4% corado com brometo de etidio mostrando os produtos digeridos da
PCR-RFLP do alvo ITS1 de alguns pools das fémeas de flebotomineos coletadas no peridomicilio de
Casa Branca no periodo de maio de 2013 a julho de 2014. Canaletas: PM 100pb - peso molecular de
100pb; 01 a 05 fémeas de flebotomineos; Cp1 - controle positivo de Le. amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8); Cp2 - controle positivo de Le. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Cp3 - controle
positivo de Le. infantum (MHOM/BR/74/PP75), Cp4 - controle positivos de Le. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147); Cp5 - controle positivo Crithidia fasciculata (COLPROT 048); Cp6 - controle
positivo Endotrypanum monterogeii (COLPROT 151); Cp7 - controle positivo Leptomonas collosoma
(COLPROT 073); Cp8 - controle positivo Herpetomonas samuelpessoai (COLPROT 067); Cp9 -
controle positivo Phytomonas serpens (COLPROT 189).

Na arvore de neighbor-joining (Figura 9), os pools foram agrupados de acordo
com a similaridade das sequéncias do alvo ITS1, comparadas com as sequéncias
depositadas no Genbank. Todos os 14 pools positivos (total de 20 amostras) para

algum tripanossomatideo analisados nesse estudo se mostram arranjados em
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clados bem definidos como observado na Figura 9. Os grupos das espécies de
tripanossomatideos Crithidia fasciculata, Herpetomonas pessoai e Le. amazonensis,
deixa claro a relacdo de proximidade com os pools analisados. Os trés pools
detectados com a espécie Le. braziliensis pelo sequenciamento também formaram
um grupo, apesar de haver também uma proximidade com espécies de Le.
guyanensis, por se tratar de espécies do mesmo subgénero Viannia e haver uma
dificuldade de distincdo entre as espécies deste subgénero através do alvo

molecular ITS1.

O clado formado por Endotrypanum monterogeii, Le. naiffi e Le. lainsoni mostra
a similaridade do fragmento ITS1 de Endotrypanum com essas espécies de
Leishmania, porém, os pools analisados detectados com Endofrypanum sp. se
mostraram mais proximos da sequéncia da cepa referéncia de Endotrypanum

monterogeii  (EL), com excegao do Pool 58 400 (Figura 9).

UL o ~Po 1 14 '-m".'-'
00l
Pool_Z7 300
100 Podl_75_2013
Pool_132
JOMDEER0_ Herpetomonas_pessoal
JOMDE990_Herpetomonas_pessoal
Pouljiﬂm:ﬁ 1_Hempetomonas_pessoai
r
00

DQ300190_Letshmania_amazonensis
Pool_34_300

Pool 39

Pool_46_300

Pool 63300

KF"’??tlﬂh? Letshmana_amazonenss
FJ753373 Leishmana_amazonenss
DQ200197_Leishmana_amazonenss
ABT09806 Letshmania_amazonensis
DO300188_Leshmania_amazonenss

| Pool 58 400"

DG182542 Lesshmania_lamsoni

J 100 DQ182543 Leishmania_naiffi
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Pool 46”400
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KX580707 _Leishmania_sp

76 FJ753383 Leishmania_braziliensis
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FJ753388 Leshmania_guyanenss
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Figura 9. Arvore mostrando a relagéo entre tripanossomatideos detectados nos pools das fémeas de
flebotomineos inferida pelo método Neighbor-Joining. A porcentagem de arvores replicadas nas quais
os taxons sdo agrupados no teste de bootstrap (1000 repeticées) sdo mostradas ao lado dos ramos.
A arvore é desenhada a escala, com comprimentos de ramificacdo nas mesmas unidades que as das
distancias evolutivas usadas para inferir a arvore filogenética. As distancias evolutivas foram
calculadas utilizando o método da distancia-p e estdo nas unidades do numero de diferencas de base
por local. A analise envolveu 39 sequéncias de nucleétidos.
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Cabe ressaltar neste caso que como nao ha sequéncias do ITS1 de
Endotrypanum monterogeii depositadas no GenBank, a comparacao entre as cepas
para a construcao da arvore foi feita com o DNA de Endotrypanum monterogeii (EL)
originario da Colegcao de Protozoarios cedida pelo Laboratério Biologia Molecular e
Doencas Endémicas do Instituto Oswaldo Cruz, utilizado como controle exégeno da

reacao de PCR.

5.3 Identificagao de fonte alimentar sanguinea das fémeas de flebotomineos

No periodo de coleta entre maio de 2013 e julho de 2014 foi obtido um total de 362
fémeas alimentadas, pertencendo as espécies: Lu. longipalpis, Mg. migonei, Ny.
whitmani, Pi. biachigalatiae , Pi. fischeri, Pi. pessoai, Pintomyia sp., Ps. lloydi e
complexo cortelezzii (Tabela 7).

TABELA 7. Espécies de fémeas alimentadas de flebotomineos capturadas no peridomicilio de Casa
Branca, Brumadinho, Minas Gerais, no periodo de maio de 2013 a julho de 2014.

L. Nimero de fémeas
Espécies . %
alimentadas

Complexo cortelezzii 4 1,1
Lu. longipalpis 91 25,1
Mg. migonei 53 14,7
Ny. whitmani 199 55
Pi. bianchigalatiae 5 1,4
Pi. fischeri 3 0,8
Pi. pessoai 4 1,1
Pintomyia sp. 2 0,6
Ps. lloydi 1 0,2
Total 362 100

A figura 10 mostra a porcentagem das espécies das fémeas ingurgitadas mais
capturadas no peridomicilio da area de estudo. A espécie Ny. whitmani (55%) foi a
mais abundante coletada durante o periodo de maio de 2013 a julho de 2014,
seguida por Lu. longipalpis (25,1%) e Mg. migonei (14,7%). As demais espécies

somaram 5,2%.
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5,2%

W Lu. longipalpis
B Mg. migonei
Ny. whitmani

Demais espécies

Figura 10. Porcentagem das espécies de fémeas alimentadas mais capturadas no peridomicilio de
Casa Branca, Brumadinho, no periodo de maio de 2013 a julho de 2014.

A amplificacdo de um fragmento que codifica uma sequéncia de 359 pb do gene
Cyt b, produziu o produto de amplificacdo esperado em 192 fémeas de

flebotomineos (53%), do total de 362 fémeas analisadas (Figura 11).

PM 1 2 34 567 8 91011 1213 CP <N

300pb T ——— — oy — — —
200pb

100pb

Figura 11. Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio mostrando os produtos amplificados
da PCR do Cyt b a partir da extragdo de DNA das fémeas de flebotomineos individuais coletadas no
peridomicilio de Casa Branca, Minas Gerais. Canaletas: PM — Peso molecular 100pb; 1 — macho de
Lu. longipalpis (controle negativo interno); 2 a 13 — fémeas de flebotomineos capturadas com sinais
de ingurgitamento; CP — controle positivo (amostras de sangue de cao); CN — controle negativo
(apenas reagentes da PCR sem DNA).

O resultado do sequenciamento genético a partir da amplificacdo do gene do
Cyt b mostrou que as fémeas se alimentaram em quatro hospedeiros vertebrados:
Gallus gallus (49,5%), Canis familiaris (26%), Homo sapiens (23,4%) e Rattus rattus
(1,1%) (Figura 12).
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1,1%

W Gallus gallus
Canis familiaris
B Homo sapiens

Rattus rattus

Figura 12. Porcentagem dos hospedeiros vertebrados identificados como fonte alimentar para
fémeas de flebotomineos capturadas no peridomicilio de Casa Branca, Brumadinho, periodo de maio

de 2013 a julho de 2014.

A Tabela 8 mostra a deteccao molecular do sangue de hospedeiros vertebrados

em fémeas de flebotomineos coletadas no peridomicilio de Casa Branca.
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TABELA 8. Total de fémeas de flebotomineos capturadas alimentadas e espécies de vertebrados
identificados a partir da analise do sangue ingerido em Casa Branca, Brumadinho, Minas Gerais.

Total de Total de
Identificagao da fonte alimentar
fémeas de identificacdo
Espécies flebotomineos fonte Canis Gallus Homo Rattus
alimentadas alimentar familiaris  gallus  sapiens rattus
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Complexo
4(1.1) 1(0.5) 0(0) 0(0) 1(2) 0 (0)
cortelezzii
Lu. longipalpis 91 (25.1) 51 (26.6) 12 (24) 8(8,4) 31 (68.8) 0(0)
Mg. migonei 53(14.7) 51 (26.6) 15 (30) 28 (29.5) 6(13.5) 2 (100)
Ny. whitmani 199 (55) 84 (43.8) 23 (46) 55 (58) 6 (13.5) 0(0)
Pi. bianchigalatiae 5(1.4) 2(1) 0 (0) 1(0.9) 1(2) 0(0)
Pi. fischeri 3(0.8) 1(0.5) 0 (0) 1(0.9) 0(0) 0(0)
Pi. pessoai 4(1.1) 2(1) 0 (0) 2(2.1) 0(0) 0(0)
Pintomyia sp. 2 (0.6) 0 (o) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Ps. lloydi 1(0.2) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0)
Total (%) 362 (100) 192 (100) 50(26) * 95(49.5)* 45(23.4)* 3 (1.1)*

*O total e a percentagem de identificacdo da fonte alimentar para cada hospedeiro vertebrado referente

ao total de 192 fémeas, das quais as fontes alimentares foram identificadas.

Foram encontradas trés espécies de flebotomineos com sinais de
ingurgitamento em Canis familiaris: Ny. whitmani (46%), Mg. migonei (30%) e Lu.
longipalpis (24%). Seis espécies de flebotomineos se alimentaram em Gallus gallus:
Ny. whitmani (68%), Mg. migonei (29,5%), Lu. longipalpis (8,4%), Pi. pessoai (2,1%),
Pi. bianchigalatiae (0,9%) e Pi. fischeri (0,9%), enquanto cinco espécies foram
associadas ao repasto sanguineo em Homo sapiens: Lu. longipalpis (69%), Mg.
(13,5%), (13,5%), (2%) e Pi

bianchigalatiae (2%). Apenas duas fémeas de Mi. migonei foram encontradas

migonei Ny. whitmani complexo cortellezzi

alimentando-se em Rattus rattus, sendo a espécie Mg. migonei a Unica dentre as
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fémeas ingurgitadas identificadas que se alimentou em todas as quatro fontes

alimentares detectadas (Tabela 8).
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6 DISCUSSAO

6.1 Fauna de flebotomineos

A diversidade de espécies encontrada no presente estudo pode ser explicada
pelo fato de Casa Branca estar situada as margens do Parque Estadual Serra do
Rola Moga, onde as residéncias selecionadas para coleta de flebotomineos estao
proximas ao ambiente de mata, rico em recursos naturais. Ao mesmo tempo, as
residéncias apresentavam em seu peridomicilio condi¢cbes propicias para o
criadouro e manutencao da fauna de flebotomineos como presenca de vegetacao
(arvores frutiferas) e acumulo de matéria organica no solo, além da criagdo de
animais domésticos (galinhas, caes, porcos) que podem servir de fonte alimentar e

abrigo para flebotomineos.

Apesar de Casa Branca estar situada proxima ao Parque Estadual Serra do
Rola Mog¢a, uma area que conserva caracteristicas de mata primaria, esta localidade
encontra-se em constante processo de urbanizagdo com modificagdo do ambiente
natural para construgdo de habitagées e condominios. Como consequéncia dessas
mudancas, algumas espécies de flebotomineos estariam se adaptando a esses
novos ambientes modificados, como Ny. whitmani frequentemente encontrada em
areas recém desmatadas, condicdo ja -pobservada por Barreto (1943). A
predominancia de Ny. whitmani também foi observada por Forattini (1960) em uma
area de desmatamento de floresta primaria, corroborando com nossos achados
neste trabalho onde Ny. whitmani foi a espécie mais capturada na localidade de

Casa Branca.

A espécie Ny. whitmani tem sido encontrada com frequéncia em areas
endémicas para leishmaniose tegumentar americana nas regides Nordeste e
Sudeste do Brasil, sendo incriminada como uma das principais espécies vetoras de
Le. braziliensis em algumas regides do pais (Camargo-Neves et al., 2002; Costa et
al., 2007; Virgens et al., 2008), além de ser uma espécie altamente atropofilica
(Brazil et al., 1991). Além disso, Ny. whitmani também ja foi detectada com DNA de
Le. infantum no estado de Minas Gerais (Saraiva et al., 2010; Margonari et al.,
2010), apesar de nao se saber seu papel na transmissdo desta espécie de

Leishmania.
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Neste trabalho, Ny. whitmani foi a espécie capturada em maior abundéancia no
peridomicilio do local de estudo (70,9%), evidenciando sua presenca em grande
densidade proximas as residéncias. Esses achados corroboram com estudos em
que esta espécie foi capturada em maior abundancia em areas urbanas no estado
de Minas Gerais (Saraiva et al., 2011, Souza et al., 2014). A presenca de Ny.
whitmani associada ao registro de casos de LTA na localidade de Casa Branca pode

sugerir a participacao desta espécie na transmissao da doenga nesta area.

A espécie Lu. longipalpis principal vetor de Le. infantum no Brasil (Deane, 1956;
Lainson & Shaw, 1979) foi a segunda espécie mais coletada em Casa Branca
(15,2%), também se mostrando frequente no peridomicilio. Esse encontro comprova
a adaptacao desta espécie ao ambiente em urbanizagéo, e associada as condigdes
encontradas nas residéncias de Casa Branca — onde existe criacdo de caes,
galinhas e porcos — confirma seu alto grau de adaptacdo ao ambiente peridomiciliar
(Barata et al., 2005; Macedo-Silva et al., 2014; Salomoén et al., 2015).

Migonemyia migonei foi a terceira espécie mais capturada na area de estudo
com 9,1%, considerada uma espécie antropofilica (Rangel & Lainson, 2003; Moschin
et al., 2013). Em estudo realizado no estado de Pernambuco, Carvalho et al. (2010)
encontraram Mg. migonei predominantemente no peridomicilio, além de detectar
esta espécie infectada naturalmente por Le. infantum, sugerindo que Mg. migonei
poderia ser a espécie vetora em areas endémicas para leishmaniose visceral na

auséncia de Lu. longipalpis.

O género Evandromyia compreendeu o maior numero de espécies encontradas,
totalizando oito espécies. Embora esse género nao possua nenhuma espécie vetora
comprovada, algumas espécies tem sido detectadas com DNA de Leishmania. Em
estudos realizados no estado de Minas Gerais, Carvalho et al. (2008) encontraram
fémeas de Ev. cortelezzii infectadas naturalmente por Le. infantum, assim como
fémeas de Ev. sallesi também detectadas com infec¢ao natural pela mesma espécie
de Leishmania (Saraiva et al., 2009). Esses achados vem conferindo a essas
espécies do complexo cortelezzii (fémeas de Ev. cortelezzii e Ev. sallesi
indistinguiveis morfologicamente) importancia do ponto de vista epidemiol6égico, uma

vez que vem sendo encontradas com certa frequéncia no ambiente urbano.
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Outra espécie também coletada na area de estudo foi Ev. lenti, espécie que
ainda nao se sabe sobre o seu real papel na transmissao de Leishmania, apesar de

ja ter sido encontrada com DNA do parasita (Margonari et al., 2010).

Pintomyia foi o segundo género que mais somou espécies capturadas,
totalizando seis. Algumas espécies desse género tem se mostrado frequentes no
peridomicilio em associacao com abrigos de animais domésticos, além de possuir
carater antropofilico (Rangel & Lainson, 2003, 2009). Além disso, algumas espécies
ja foram detectadas com DNA de Leishmania em algumas regiées do Brasil,
associadas a transmissao da doenca em area endémica (Forattini et al., 1972; Silva
et al., 1999; Rocha et al., 2010; Pita-Pereira et al., 2011).

Os pontos de coletas de flebotomineos apresentaram grande diferenca quanto
ao numero de individuos capturados. A Casa 2 (6.166) e Casa 7 (5.111)
apresentaram o maior numero de flebotomineos capturados em toda coleta. O
peridomicilio dessas casas possuia criacdo de animais como galinhas e caes, e
ambos também apresentavam grande quantidade de arvores frutiferas e acumulo de
matéria organica no solo. O ambiente dessas duas casas apresentava
caracteristicas semelhantes e condicbes propicias para a manutencdo dos
flebotomineos, como abrigo de animais e disponibilidade de fontes alimentares que
podem atrair estes flebotomineos para este local, assim como a presencga de arvores
frutiferas que pode funcionar como possivel criadouro das larvas, determinando a
presenca de maior quantidade de flebotomineos em um ponto de coleta. Outras
residéncias de coleta como a Casa 9 e a Casa 4 obtiveram o menor niumero de
flebotomineos capturados (somente 3 e 4 individuos, respectivamente). Essas casas
apresentavam presenca de caes no peridomicilio e arvores frutiferas, porém, eram
residéncias mais proximas a mata e nao possuiam criacdo de galinhas. Este pode
ser um fator que poderia determinar a menor ocorréncia de flebotomineos no
peridomicilio, uma vez que os flebotomineos s&o atraidos por galinhas e se
alimentam dessa fonte (Genaro et al., 1990; Barata et al., 2005; Missawa et al.,
2008). Outros fatores também poderiam estar relacionados a variacdo da
abundancia de flebotomineos nos locais de coleta como a limpeza dos quintais
realizada pelos moradores, o microclima em determinado local, a proximidade com a

area de mata e menor oferta de fontes alimentares neste ambiente.

A maior taxa do indice de padronizacao (SISA) encontrada neste estudo foi

para espécie Ny. whitmani (0,74). Este alto valor confiirma a abundéncia dessa
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espécie no presente estudo evidenciando sua dominéncia sobre outras espécies em
Casa Branca, padrao também encontrado em areas endémicas para leishmaniose

tegumentar no Brasil (Loiola et al., 2007, Colla-Jacques et al., 2010).

Em relagdo aos indices de Shannon e de Pielou observou-se que apesar da
area de coleta compreender uma grande diversidade de espécies, a abundancia
dessas espécies nao é distribuida uniformemente, estando a maior quantidade de
flebotomineos concentrada na espécie Ny. whitmani. Este fato pode explicar o baixo
valor encontrado para o indice de Pielou, uma vez que a grande abundancia
encontrada em uma unica espécie tende a concentrar uma menor uniformidade nas
demais espécies. Em ambientes peridomiciliares € comum observar esse perfil,
como encontrado por Loiola et al., (2007) no Sudeste de Minas Gerais, em que o
indice de equitabilidade das espécies foi baixo neste ambiente, provavelmente pela

maior abundancia da espécie Ny. whitmani em relagao as demais.

A correlagado entre a variagdo sazonal dos flebotomineos e os parametros
climaticos analisados nao obteve significAncia estatistica de acordo com a
correlacao de Spearman. Tal fato pode ser explicado pela pouquissima variacao da
umidade relativa do ar, temperatura média e pluviosidade de cada més no periodo
de estudo, uma vez que uma maior variagdo destes fatores no ambiente pode ser
suficiente para que a dindmica das populacdes de flebotomineos fosse alterada.
Assim, outros fatores nao testados poderiam explicar a variagdo na quantidade de
flebotomineos coletados em cada més, como a presenca de hospedeiros que pode
se modificar ao longo do ano nos locais de coleta, o tipo de vegetagdo que também
pode ser alterado em um ano ou até mesmo microclimas caracteristicos a cada local
de coleta. Todos estes fatores poderiam influenciar na distribuicido da populacéao de
flebotomineos ao longo do ano em Casa Branca. Um outro aspecto que deve ser
ressaltado em relagcao aos dados climaticos € que as medigcdes dos parametros
foram realizadas somente nos meses de captura de flebotomineos (maio/13,
julho/13, setembro/13, novembro/13, janeiro/14, margco/14, maio/14 e julho/14), onde
0s meses que intercalam o periodo de estudo ndo foram avaliados. Nesses meses
em que nao houve a medigao das variaveis climaticas, poderia ocorrer uma maior
oscilacao dos parametros climaticos que associados ao més de coleta poderiam

interferir na dinamica de populacdes dos flebotomineos no local.

Outro fator que deve ser levado em consideracao € o periodo de estudo no

presente trabalho. Sabe-se que para conferir maior confiabilidade dos dados de
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sazonalidade é interessante ter um periodo de estudos de pelo menos dois anos
consecutivos. Assim, & possivel comparar os resultados dos anos, bem como
amenizar a margem de erros ocasionados por condi¢gdes atipicas de um
determinado ano. Por isso, o numero de coletas talvez ndo tenha sido suficiente
para averiguar as relagcées de temperatura, umidade e pluviosidade com o numero

de individuos coletados.

No entanto, as variaveis climaticas podem estar associadas a maior ou menor
abundancia de flebotomineos em um determinado periodo, onde ja foi observado um
pico de flebotomineos capturados em periodos quentes e Umidos (Souza et al.,
2002, Saraiva et al.,, 2015). Porém, neste presente estudo esses parametros nao
foram suficientes para determinar a abundancia dos flebotomineos nos meses

estudados, assim como observado por Dias et al. (2007) no estado de Minas Gerais.

O periodo de maior captura de flebotomineos no local de estudo foi o més de
inicio das coletas em Casa Branca, em maio de 2013. Além disso, no més de maio
de 2014 também foi coletado um numero elevado de flebotomineos, sendo o més de
maio compreendido apdés meses de altos indices pluviométricos. Oliveira et al.
(2003) ja haviam feito observagées semelhantes na zona urbana de Campo Grande,
coletando maior niumero de flebotomineos em seguida aos meses que registraram
maiores volumes de chuva. Machado et al. (2012) também coletaram maior
diversidade e abundancia de espécies na estacdo chuvosa, corroborando com os
nossos achados. Acredita-se que o aumento da umidade relativa do ar apos
periodos de chuva favoreca o desenvolvimento das larvas dos flebotomineos
(Forattini, 1973), consequentemente aumentando a densidade de flebotomineos

nesse periodo.

Este é o primeiro estudo sobre fauna de flebotomineos realizado no municipio
de Brumadinho, Minas Gerais. Nossos achados demonstram que a localidade Casa
Branca obteve diversidade quanto a fauna de flebotomineos, apresentando espécies
ja relatadas para o estado de Minas Gerais, além do encontro das espécies de
importancia médica como Ny. whtimani, Lu. longipalpis e Mg. migonei, em maior

abundancia no peridomicilio.
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6.2 Deteccao de DNA de Leishmania em fémeas de flebotomineos

Casa Branca é uma localidade que vem sofrendo constantes mudancas em seu
ambiente natural, e essas modificacdes podem estar associadas ao surgimento de
casos autoctones de leishmaniose tegumentar humana e visceral (humana e canina)
na regido. O conhecimento sobre a composicao da fauna de flebotomineos em Casa
Branca se mostrou bastante diverso, sendo registradas 23 espécies de
flebotomineos. No entanto, até o momento, apesar dos casos autdctones de LT e LV
notificados na localidade, ndo havia registros de isolamento ou caracterizagao
molecular das espécies de Leishmania circulantes entre flebotomineos em Casa
Branca.

Pereira (2015) realizou um estudo entre os reservatérios sinantrépicos no
peridomicilio das residéncias desta mesma area de estudo em Casa Branca, e
detectou DNA de Le. braziliensis nas espécies de roedores Cerradomys subflavus e
Rattus rattus, e no marsupial Didelphis albiventris. Além disso, Le. infantum foi
detectada também no roedor Rattus rattus. Estes achados mostram a presenca das
espécies Le. braziliensis e Le. infantum circulando entre os hospedeiros vertebrados
no peridomicilio das residéncias da area de estudo, sugerindo que estas espécies de
mamiferos poderiam servir como fonte de infeccdo para os flebotomineos nesta
localidade.

A maior parte dos pools positivos para Leishmania e outros tripanossomatideos
foi proveniente da primeira coleta realizada em maio de 2013 em Casa Branca.
Nesse periodo, houve um maior numero de flebotomineos capturados (7.054) em
uma unica coleta. Adicionalmente, nesse periodo de coleta de maio de 2013 houve
um grande numero de espécies vetoras capturadas, como Ny. whitmani e Lu.
longipalpis, onde consequentemente poderia haver maior chance de transmissao.
Assim, a grande quantidade flebotomineos nesse periodo poderia resultar na maior
chance de serem encontradas fémeas de flebotomineos detectadas com algum tipo
de tripanossomatideo. Além disso, 0 més de maio esta compreendido apés meses
de altos indices pluviométricos na estagao chuvosa, circunstancia esta que pode
criar condi¢des favoraveis nos microhabitats e explicar o aumento da populacao de
flebotomineos apdés meses de chuva (Souza et al., 2004, Michalsky et al., 2009,
Barata et al., 2011). Outro aspecto importante é que Casa Branca esta em constante
modificacdo do ambiente natural para construgdo de condominios, fato este que
poderia desalojar os flebotomineos do ambiente natural de mata e estes se

adaptarem ao peridomicilio das residéncias.
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A grande abundéancia de Ny. whitmani capturada no peridomicilio de Casa
Branca evidencia a capacidade de adaptacado desta espécie ao ambiente modificado
(Forattini, 1960; Peterson & Shaw, 2003). Neste estudo, Ny. whitmani foi detectada
com DNA de Le. braziliensis, onde poderia indicar que esta espécie estaria
participando como vetora na area de estudo, assim como em trabalhos na literatura
onde comprovam que Ny.whitmani tem seu papel como vetor em algumas regides
do Brasil (Costa et al., 2007; Carvalho et al., 2008; Rangel & Lainson, 2009). A
presenca de Ny. whitmani com DNA de Le. braziliensis, juntamente com
reservatorios sinantrépicos infectados pela mesma espécie de Leishmania na
mesma area sugere que o ciclo de transmissao possa estar ocorrendo no
peridomicilio das residéncias de Casa Branca.

Neste trabalho, quatro pools da espécie Ny. whitmani foram positivos para o
DNA de Le. amazonensis. Tal achado pode ser atribuido ao fato de Ny. whitmani ser
a espécie mais abundante capturada no peridomicilio da area de estudo, além da
proximidade das residéncias de coleta de flebotomineos ao ambiente de mata, onde
podem ser encontrados os possiveis reservatorios silvestres deste parasito. Por
outro lado, as mudangas no ambiente natural poderiam desencadear um novo
padrao de transmissao das leishmanioses que poderia envolver novos reservatérios
domésticos (Brasil, 2007; Reis, 2008). Leishmania amazonensis tem sido
encontrada em caes por meio da técnica de PCR no estado de Minas Gerais (Dias
et al. 2011, Valdivia et al. 2017) e flebotomineos (Régo et al. 2015), chamando
atencdo para esta espécie de Leishmania que pode estar circulando entre
flebotomineos e hospedeiros vertebrados urbanos em Minas Gerais, fora da regiao
amazodnica. Somado a isso, em um estudo de infeccdo experimental realizado por
Fonteles et al. (2016) foi possivel infectar Ny. whitmani com Le. amazonensis,
mostrando que esta espécie de flebotomineo tem potencial para se infectar por
outras espécies de Leishmania, sendo considerada como provavel espécie vetora de
Le. amazonensis no estado do Maranh&o. Diante disso, Ny. whitmani poderia estar
participando do ciclo de transmissao de Le. amazonensis em Casa Branca.

Lutzomyia longipalpis também foi outra espécie detectada positiva para DNA de
Le. amazonensis neste trabalho. Esse flebotomineo esta adaptado ao ambiente
urbano sendo frequentemente associado a criacao de animais domésticos
possuindo habito alimentar eclético (Barata et al., 2005; Tanure et al.,, 2015),
condicdo presente nos locais de coleta em Casa Branca. A proximidade das

residéncias de coleta de flebotomineos ao ambiente de mata e a criagdo de animais
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no peridomicilio, associado ao ecletismo alimentar de Lu. longipalpis, torna possivel
a infeccado desta espécie por outras espécies de Leishmania, uma vez que em
trabalho de infeccao experimental realizado por Gontijo et al. (1995), Lu. longipalpis
se mostrou susceptivel a infeccdo por Le. amazonensis. Por meio de técnicas
moleculares, também foi detectado DNA de Le. amazonensis em Lu. longipalpis
(Paiva et al.,, 2006; Savani et al., 2009), mostrando a permissividade desse
flebotomineo quanto a suscetibilidade a infeccao por outras espécies de Leishmania.

O género Psychodopygus tem sido associado a transmissao de Le. braziliensis
em Minas Gerais, sendo essa espécie Ps. lloydi encontrada com DNA de Le.
braziliensis (Quaresma et al., 2012). Esta espécie de flebotomineo também ja foi
encontrada infectada por Le. infantum em area de mata no estado de Minas Gerais
(Lara-Silva et al., 2015). Em nosso trabalho a espécie Ps. lloydi foi detectada com
DNA de Leishmania sp. e apresentou DNA de Le. braziliensis, sugerindo que este
flebotomineo poderia manter um ciclo silvestre da leishmaniose tegumentar naquela
area de estudo. Em contrapartida, Ps. /loydi tem sido associada a abrigos de animais
domésticos (galinha, porco) (Aguiar & Medeiros, 2003), uma condi¢cao presente no
peridomicilio dos locais de coleta em Casa Branca, além de ser uma espécie
capturada no peridomicilio de Casa Branca.

Os estudos sobre infeccdo natural em flebotomineos estdo na maioria das
vezes concentrados na identificacdo de parasitas do género Leishmania, por ser
agente etiolégico das leishmanioses, doencga de importancia médica para o homem.
Muitas vezes, estes estudos tem gerado direta ou indiretamente informacgdes
importantes a respeito dos parasitas tripanossomatideos em flebotomineos. Existem
trabalhos que tem se concentrado na identificacdo de infeccdo natural por
Leishmania associada a outros tripanossomatideos, por meio de técnicas como
disseccao e inoculagdo em cultura (Arias et al., 1985; Naiff et al., 1989; Freitas et al.,
2002; Pinheiro et al., 2008).

Atualmente tem se observado a utilizacdo de técnicas moleculares para a
deteccdo de tripanossomatideos como as técnicas de PCR, PCR-RFLP e
sequenciamento genético, que tem auxiliado na identificacdo desses parasitas em
flebotomineos. A combinagdo das técnicas moleculares permite se chegar na
maioria das vezes a nivel especifico do tripanossomatideo. O uso da técnica de
PCR dirigida ao minicirculo do kDNA demonstrou a presenca de Herpetomonas
samuelpessoai em Pi. fischeri no Espirito Santo (Rocha et al., 2010), e em estudo

realizado no Distrito Federal utilizando diferentes marcadores moleculares
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encontrou-se pela primeira vez Ny. whitmani com DNA do tripanossomatideo do
género Blastocrithidia sp., além de DNA de Trypanosoma sp. na espécie Ev.
evandroi (Ferreira et al., 2015). O uso do alvo ITS1 permitiu a deteccao de Crithidia
fasciculata em flebotomineos em area de Cerrado no estado de Minas Gerais
(Saraiva et al., 2015). Apesar de esses achados demonstrarem a presenca de DNA
de tripanossomatideos em flebotomineos no Brasil, ainda sdo necessarios mais
estudos para esclarecer as associagdes dos flebotomineos com as espécies de
tripanossomatideos.

A técnica de PCR-RFLP utilizando a enzima de restricao Hae Ill ndo se mostrou
uma boa ferramenta para diferenciar as espécies do género Leishmania de outros
tripanossomatideos detectados nos pools das fémeas de flebotomineos neste
trabalho. Tal fato pode ser explicado pelo alvo molecular de escolha (ITS1) ndo ser
possivel distinguir em um mesmo pool espécies de Leishmania de outros
tripanossomatideos, gerando perfis de restricdo sobrepostos que dificultaram a
identificacdo das espécies, uma vez que a técnica de PCR-RFLP foi inicialmente
descrita para gerar perfis de restricdo para espécies do género Leishmania em
amostras clinicas de pacientes (Schonian et al., 2003). Desse modo, a utilizacao
desta técnica nao obteve resultado satisfatério quando utilizada para caracterizacao
de outros tripanossomatideos (ndo-Leishmania) detectados em flebotomineos neste
trabalho. Apesar destas limitagcdes, a amplificacdo da regido intergénica ITS1 se
apresenta como uma ferramenta dotada de grande sensibilidade e razoavel
especificidade, necessaria principalmente para a deteccdo e caracterizagdo dos
isolados de Leishmania em flebotomineos, haja vista que em muitos casos a carga
parasitaria nestes insetos pode ser um fator limitante para a deteccao em caso da
escolha de um alvo molecular menos sensivel.

Um resultado similar foi encontrado por Rocha et al. (2010) utilizando outro
alvo, o minicirculo do kDNA, em flebotomineos detectados com DNA de
tripanossomatideos no Sudeste do Brasil, onde outros tripanossomatideos
apresentaram perfil similar ao de Le. amazonensis pela PCR-RFLP, também nao
sendo possivel distingui-los através desta técnica.

Os flebotomineos podem albergar outros parasitas além de protozoarios do
género Leishmania (Shaw et al., 2003), sendo assim, outro fator que deve ser levado
em consideracao € de que no presente trabalho foram utilizados pools contendo até
20 individuos na mesma amostra, portanto, seria possivel ocorrer a infecgdo mista

por mais de uma espécie de Leishmania ou outro tripanossomatideo em um mesmo
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pool, seja um flebotomineo infectado por duas espécies de tripanossomatideos ou
deteccdo de mais de uma espécie de parasita no mesmo pool. A utilizacdo de
somente uma técnica para confirmacdo da espécie do parasita pode levar a
interpretacdes equivocadas dos resultados ou até mesmo resultados inespecificos.
Por isso, a técnica do sequenciamento genético foi utilizada como método
confirmatério para todos os pools detectados positivos para algum tipo de
tripanossomatideo (incluindo as leishmanias), ja que somente a realizagcado da
técnica de PCR-RFLP nao obteve resultado conclusivo em todos os pools.

O sequenciamento genético tem gerado bons resultados quando utilizado para
deteccao de Leishmania em flebotomineos (Régo et al., 2015, Saraiva et al., 2015).
A comparacao da sequéncia de DNA de Leishmania obtida nos pools das fémeas
coletadas em Casa Branca com as sequéncias depositadas no banco de dados
Genbank permitiu a identificacdo da espécie de Leishmania detectada, se mostrando
uma boa técnica neste estudo. Em situagbes de infeccdo onde foram detectadas
duas espécies de tripanossomatideos no mesmo pool, o sequenciamento genético
se mostrou a técnica mais adequada para se chegar mais proximo do resultado,
sendo de fundamental importdncia para se conseguir distinguir as espécies do
género Leishmania, Crithidia, Endotrypanum e Herpetomonas detectadas nos
flebotomineos neste trabalho.

As ferramentas moleculares também tém sido associadas com estudos
filogenéticos, no qual tem auxiliado na classificacdo das espécies de Leishmania e
de outros tripanossomatideos (Fraga et al., 2010; Schonian et al., 2012; Marcili et al.,
2014; Harkins et al., 2016). Neste estudo, a arvore gerada a partir dos dados
moleculares obtidos através da PCR-ITS1, juntamente com o sequenciamento das
amostras amplificadas possibilitou visualizar o grau de similaridade dos
tripanossomatideos detectados nos pools pela distédncia genética entre as bases das
sequéncias de DNA analisadas, com 0s organismos cujas sequéncias do fragmento
de DNA foi semelhante.

O ITS1 & uma regido conservada do DNA ribossomal em Leishmania utilizado
para detecgdo desse parasita pelas técnicas moleculares. Porém, € uma regiao
comum a outros tripanossomatideos, o que foi mostrado nesse estudo. Algumas
limitagdes ocorreram no estudo, como baixas quantidades recuperadas de DNA do
parasita e limitagcdes quanto ao sequenciamento das amostras. Algumas sequéncias
nao obtiveram alta qualidade, como a amostra do Pool 73 400, a qual somente um
sentido de leitura (Forward) foi recuperado, assim como a amostra Pool 73 300
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(Reverse), sendo possivel analisar somente um sentido da amoostra. A qualidade
dos eletroferogramas obtidos por sequenciamento genético pode ser um fator que
explicaria, por exemplo, o agrupamento de alguns pools com mais de uma espécie
de tripanossomatideo na arvore filogenética, como o Pool 44 300 préximo de Le.
guyanensis e Leishmania sp., e também o Pool 58 400 mais préximo de Le. lainsoni
e Le. naiffi do que de Endotrypanum monterogeii (EL). Assim, o resultado final
depende da qualidade da amostra, juntamente com as técnicas de biologia
molecular (extracao, PCR, sequenciamento e analises filogenéticas). Apesar dessas
limitagdes, nossos resultados sao interessantes por identificar outras espécies de
tripanossomatideos além das leishmanias em flebotomineos.

A arvore obtida no presente estudo mostra que os seis pools detectados com
Endotrypanum sp. estdo agrupadas no mesmo clado que Le. naiffi e Le. lainsoni,
onde a relagao de semelhancga entre os pools e Endotrypanum sp. € evidente nessa
arvore. O tamanho do fragmento de pares de bases obtido para esses pools (400-
500 pb), juntamente com o perfil gerado do fragmento no gel de eletroforese permite
inferir que esses cinco pools detectados sejam do género Endotrypanum. Porém,
chama-se atencdo a posicdo destas espécies de Leishmania (Le. naiffi e Le.
lainsoni) do subgénero Viannia estarem mais préximas — no mesmo clado — da
espécie de Endotrypanum monterogeii (EL) do que do restante das outras amostras
de leishmanias (subgénero Leishmania). Uma revisdo taxondémica recente revelou
que algumas espécies de Leishmania pertencem ao género Endotrypanum (Le.
herreri, Le. equatoriensis e Le. colombiensis) (Espinosa et al., 2016), demonstrando
a dificuldade e complexidade do estudo de tripanossomatideos. Como néo
utilizamos todas as sequéncias de ITS1 disponiveis no GenBank e o fragmento de
ITST é muito conservado e muito curto, ndo € possivel fazer inferéncias
filogenéticas, apenas usamos a arvore para indicar a similaridade entre as nossas
sequéncias e as sequéncias obtidas pelo BLAST.

O resultado obtido nesse estudo chama a atencdo para o encontro de
Endotrypanum sp. detectado em seis pools da espécie de flebotomineos Ny.
whitmani em Casa Branca. O género Endotrypanum compreende parasitas
encontrados em mamiferos que tem como principal hospedeiro as preguicas do
género Choloepus na regido Neotropical (Cunha & Muniz, 1944; Franco & Grimaldi
Jr, 1999) e tem como hospedeiros invertebrados os flebotomineos (Shaw, 1969;
Shaw et al., 2003). Estudos realizados por Christensen & Herrer (1976, 1979)

mostraram a infecgcdo experimental de flebotomineos na regido Neotropical por
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Endotrypanum a partir de preguicas infectadas, evidenciando a suceptibilidade dos
flebotomineos em se infectarem por esse género de tripanossomatideo. Como ja
mencionado, Casa Branca esta inserida as margens do Parque Estadual Serra do
Rola Mocga, area de mata que poderia abrigar preguicas por se tratar de uma
unidade de conservacado que possui vegetacao de transicdo entre Cerrado e Mata
Atlantica, habitat desse hospedeiro. Por outro lado, outras espécies de mamiferos
podem estar envolvidas como reservatérios desse tripanossomatideo na area de
estudo, necessitando de maior investigacao a respeito do assunto. A presenca deste
tripanossomatideo no local de estudo sugere a possivel participagcdo de Ny.
whitmani na dispersao deste parasito entre os hospedeiros naturais. Desta forma, é
importante enfatizar a correta caracterizagdo dos tripanossomatideos para estudos

epidemiologicos de reservatorios e vetores flebotomineos em areas endémicas.

6.3 Identificacido de fontes alimentares sanguineas de fémeas de

flebotomineos

Muitos estudos demonstram o sucesso de técnicas moleculares para identificar
fontes alimentares em flebotomineos. Porém, para o sucesso da técnica existem
passos importantes que devem ser levados em consideragéo que foram percebidos
neste estudo: primeiro, a técnica permite que espécimes alimentadas coletadas no
campo possam ser preservados a seco € armazenados por longos periodos de
tempo até o momento de serem testadas. No entanto, precau¢des como garantir que
o processo de extracdo de DNA nas fémeas alimentadas seja estritamente livre de
contaminacao € um ponto crucial, uma vez que foi utilizado um primer universal com

capacidade de identificar diversas espécies de vertebrados (gene Cyt b).

Em nosso estudo, a auséncia de amplificagdo em todos os controles negativos
internos sugere a auséncia de potenciais contaminantes de uma fonte externa, como
no laboratério ou no campo. Por isso, € de fundamental importancia incluir um
controle interno em todos os procedimentos de extragcao de DNA (como machos de
flebotomineos ou fémeas conhecidas como nao ingurgitadas) como medida de
avaliacao para possivel contaminacao.

Foi obtida uma porcentagem de 192 (53%) fémeas ingurgitadas e identificadas

a nivel de espécie. Um ponto importante, que pode explicar a identificagdo de pouco
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mais da metade das fémeas testadas para fontes alimentares, levando em
consideracdo o numero total de amostras utilizadas neste estudo (362/100%) e o
numero total identificado (192/53%), pode ser o volume de sangue ingerido por
essas fémeas e o tempo decorrido apds a conclusao do repasto, como sugerido por
Sant'Anna et al. (2008), Maleki-Ravasan et al. (2009), Quaresma et al. (2012) e
Valinsky et al. (2014). A técnica funcionou satisfatoriamente para as fémeas com
sinais de ingurgitamento forte, pois pode haver fémeas que foram destinadas a
pesquisa de fonte alimentar que estavam com ovos e/ou pouca quantidade de
sangue em seu abdémen, o qual adquire uma coloragao escura assemelhando-se a
sangue, e dessa forma foi separada na triagem como fémea alimentada com
sangue. Estes dados podem ser justificados a partir do grande niumero de amostras
negativas para a PCR Cyt b (47%), possivelmente devido a baixa quantidade de
DNA extraido do hospedeiro vertebrado.

Foi demonstrado por Sant'Anna et al. (2008) que, devido ao processo de
digestdo do sangue inerente a qualquer inseto hematéfago, apenas os recentemente
ingurgitados poderiam ser usados para a analise. Os flebotomineos ingerem
pouquissima quantidade de sangue (Rogers et al., 2002) e o DNA do hospedeiro
pode ser insuficiente, especialmente em flebotomineos capturados alimentados
parcialmente.

Em relacdo ao sequenciamento das amostras amplificadas, foram consideradas
as sequéncias que mostraram mais de 96% de identidade cobrindo pelo menos 95%
da sequéncia analisada comparando com as amostras depositadas no banco de
dados do GenBank. Definir um ponto de corte de similaridade que funcione em todas
as espécies € delicado uma vez que a quantidade de divergéncia intraespecifica da
sequéncia de DNAmt pode variar entre diferentes grupos de organismos (Funk &
Omland, 2003; Will & Rubinoff, 2004), portanto, foram considerados esses valores
para o pontos de corte.

Varios estudos tém sido realizados utilizando o gene Cyt b como alvo para a
deteccao de fontes de alimento em flebotomineos, apresentando taxas variaveis na
identificagéo de vertebrados (Abbasi et al., 2009; Quaresma et al., 2012 Soares et
al., 2014). Em nosso estudo, o uso da técnica molecular permitiu a identificacéo da
fonte alimentar em 53% das fémeas consideradas ingurgitadas. Estes resultados
nos mostram que a técnica foi satisfatéria, uma vez que todas as identificacbes de
vertebrados foram coerentes com os pontos de coleta de flebotomineos (exposigéao

de armadilhas) na localidade de estudo. Como ja mencionado, as residéncias de
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exposicao das armadilhas em Casa Branca apresentavam pelo menos uma criagcao
de animal doméstico, como céo, galinha, porco, e além disso, a proximidade dessas
criagdes de animais a residéncia do morador pode atrair flebotomineos até mesmo
para dentro das residéncias, o que pode justificar a porcentagem de fémeas que
foram detectadas com sangue humano. Porém, uma vantagem desta técnica é que
a identificacao das espécies fontes de alimento para flebotomineos ndo depende de
conhecimento prévio das possiveis fontes alimentares na area de estudo.

A maior parte das fémeas analisadas alimentou em Gallus galus, seguido de
Canis familiaris, Homo sapiens e Rattus rattus. A criacdo de animais domésticos &
uma condicdo presente na maioria das residéncias onde foram expostas as
armadilhas no peridomicilio em Casa Branca, sendo a criagdo de galinha a mais
comum. A presencga de galinhas neste ambiente peridomiciliar pode ajudar a manter
o ciclo de transmissao de Leishmania, uma vez que esse ambiente pode funcionar
como um criadouro de flebotomineos com oferta de alimento e abrigo. Além disso, a
presenca de galinheiros préximos as habitagdes humanas, que € caracteristica das
residéncias mais precarias no meio urbano, juntamente com uma area onde foram
notificados casos de LV, situacao que ocorre em Casa Branca, pode oferecer maior
risco de ocorréncia e manutengao do ciclo da LV (Alexander et al., 2002).

A espécie Ny. whitmani apresentou o maior numero de fémeas alimentadas
capturadas (199/362). Neste estudo, Ny. whitmani também foi a espécie mais
abundante capturada no peridomicilio, evidenciando que esta espécie esta sendo
capturada em grande densidade préxima as habitagcbes humanas como mostrado
em outros trabalhos em Minas Gerais (Saraiva et al., 2011; Souza et al., 2014),
mostrando ser uma espécie com grau de adaptacéo a ambientes peridomiciliares.

Nyssomyia whitmani foi também a espécie com maior sucesso na identificagéo
de sangue ingerido (84/199 — 43,8%). A fonte alimentar Gallus gallus foi a fonte com
maior identificacdo em Ny. whitmani, mostrando neste estudo que galinha € uma
fonte alimentar bastante procurada por esta espécie de flebotomineo, além de poder
ajudar a manter estes flebotomineos neste ambiente peridomiciliar.

A espécie Lu. longipalpis foi a segunda espécie mais abundante capturada
ingurgitada no peridomicilio, apresentando a segunda maior taxa de identificacéo da
fonte alimentar, juntamente com Mg. migonei. Sabemos que Lu. longipalpis é
considerada a principal espécie vetora de Le. infantum no Brasil (Lainson & Rangel,
2005), e esta espécie parece ter um comportamento alimentar bastante eclético,

sendo identificada neste estudo com as seguintes fontes alimentares: homem, cédo e
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galinha. Assim, muitas vezes a criacdo de animais pode apresentar um risco de
transmissao nestes ambientes, uma vez que as espécies vetoras podem ser
atraidas por estes animais podendo ainda alimentar-se em seres humanos, que foi a
principal fonte alimentar de Lu. longipalpis em nosso estudo.

Lutzomyia longipalpis € uma espécie de flebotomineo que se alimenta
facilmente em galinhas (Barata et al., 2005; Missawa et al., 2008; Tanure et al.,
2015) podendo ser coletada em grande quantidade proxima a galinheiros (Genaro et
al., 1990). Varios estudos epidemiolégicos sugerem que a proximidade com galinhas
€ um fator de risco para a aquisicao de LV humana e canina (Corredor et al., 1989;
Castelldbn & Domingos 1990; Arias et al., 1996; Caldas et al., 2002; Moreira et al.,
2003), sustentando uma grande populacao de vetores no peridomicilio.

Vale ressaltar que a regiao teve um estudo recente sobre a prevaléncia de
leishmaniose visceral canina, avaliando 1.413 caes e destes, 60 foram soro reativos,
determinando uma prevaléncia sorologica de 4,2% (Pereira 2016). Este é outro dado
que reforgca a importancia epidemiolégica que a criagdo do cao desempenha no meio
urbano, uma vez que o cdao é um importante elo de ligacdo entre Le. infantum e
humanos, especialmente pela ocorréncia de um grande numero de caes infectados
e grande parasitismo da pele que ocorre nestes animais (Lima et al., 2004; Monteiro
et al.,, 2005; Prado et al., 2011). Isso se torna ainda mais evidente quando se
observa que os casos humanos geralmente ocorrem em locais com alta prevaléncia
de LV canina, o que reforca a hipétese de que a infeccdo de LV em humanos
geralmente tem uma dependéncia espacial da leishmaniose visceral canina
(Teixeira-Neto et al., 2014).

Nossos resultados mostraram que trés espécies de flebotomineos se
alimentaram em caes: Lu. longipalpis, Mg. migonei e Ny. whitmani. Todas estas
espécies apresentam importancia epidemioldgica, associadas a transmissao de
espécies de Leishmania, chamando a atencao para Lu. longipalpis principal espécie
vetora de Le. infantum no Brasil (Lainson & Rangel 2005), Mg. migonei identificado
como vetor potencial por alguns autores (Carvalho et al., 2010, Salomén et al., 2010,
Guimaraes et al., 2016) e também Ny. whitmani considerada como uma das
principais espécies vetoras de Le. braziliensis no Brasil (Ryan et al., 1990; Azevedo
& Rangel 1991; Miranda et al.,, 2002; Paiva et al., 2010), porém esta espécie
também ja foi encontrada com DNA de Le. infantum em Minas Gerais (Saraiva et al.,
2010; Margonari et al., 2010). Esses achados evidenciam novamente o papel do céao

na manutengao do ciclo da LV, convivendo préximos ao seres humanos e servindo
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Discussdo

como fonte alimentar para estas trés espécies de flebotomineos de importancia
médica.

A espécie Rattus rattus foi identificada como fonte alimentar em dois
exemplares da espécie Mg. migonei. Esta espécie de roedor € comum ao ambiente
urbano, encontrada préxima ao peridomicilio das residéncias, associada a presenca
de material acumulado em quintais (entulho), condicao presente no peridomicilio de
algumas residéncias de coleta de flebotomineos de Casa Brana. Assim, a presencga
deste roedor no peridomicilio pode ser fonte de alimento para fémeas de
flebotomineos, como mostrado neste estudo. Apesar disso, seu papel como
reservatorio de Leishmania ainda € pouco estudado, porém, esta espécie foi
encontrada no peridomicilio da area de estudo Casa Branca onde foi detectado DNA

das espécies Le. braziliensis e Le. infantum (Pereira, 2015).
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7 CONCLUSOES

A fauna de flebotomineos de Casa Branca, pertencente ao municipio de
Brumadinho, Minas Gerais, foi composta de 23 espécies pertencentes a oito
géneros.

A espécie mais abundante coletada no peridomicilio foi Ny. whitmani, seguida
por Lu. longipalpis e Mg. migonei.

Foram encontradas espécies de importancia médica como Ny. whitmani e Lu.
longipalpis, importantes vetores de LTA e LV no sudeste do Brasil.

As variaveis climaticas (temperatura, pluviosidade e umidade relativa do ar)
medidas nao obtiveram correlagdo significativa com os flebotomineos
coletados em Casa Branca.

A espécie Ny. whitmani detectada com DNA de Le. braziliensis e capturada
em maior abundancia na area de estudo sugere que esta espécie esteja
participando do ciclo te transmisséo da LTA em Casa Branca.

O DNA de Le. amazonensis detectado em Lu. longipalpis e Ny. whitmani
indica que esta espécie de Leishmania esta circulando entre reservatérios e
vetores na regiao.

O encontro de Ps. lloydi com DNA de Le. braziliensis corrobora com achados
de que esta espécie poderia estar participando do ciclo de transmissao
silvestre da LTA na area de estudo.

Foi possivel detectar DNA de Crithidia sp., Herpetomonas sp. e
Endotrypanum sp. nos pools das fémeas de flebotomineos através da técnica
de PCR-ITS1, com confirmacao pela técnica de sequenciamento genético.

A técnica de sequenciamento genético associada a ferramenta de construgcao
da arvore pelo método Neghbor-joining possibilitou o agrupamento dos pools
com as sequéncias referéncia mais semelhantes do banco de dados.

Foi possivel identificar o sangue ingerido em sete espécies de fémeas de
flebotomineos através da utilizacdo da técnica do citocromo b.

Gallus gallus foi a fonte alimentar mais comum entre as espécies de
flebotomineos alimentadas.

Rattus rattus foi identificada como fonte alimentar em 2 individuos, mostrando
a presenca desses roedores no peridomicilio podendo funcionar como

possiveis hospedeiros e/ou reservatérios no local.
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Abstract

Rackground: Phikbotnmines ane direcly rdsted 1o the siudy ol leishmanlases, snd so the sudy of their
digtribution plays an imporant ok in the epidermsology of these disesses. Collections of phletatomines were
riade with thee intent of cormparing the distibution, dchress, diversity, and abundaroe of speces in three d8tnes
Erndraniments in an areas endeimac for reguimentany and visceral leshimaniasis in Minss Gerais State, Brazil

Methads: Phlebatormnes were collected with autormatic light traps = wban, trarsitonal, and wild aneas fram

&Vectors

March 2013 1o Februany 2004 in the dswict of Barra do Guacul municipakty of Vames da Pakna, Minas Geras. The
digtribution patems of thase species of insecrs, a5 wel as spacies richress, avennats, snd sbundance amang The
differern areas, were salymed

Results: A total of 3,365 phlebaromine belonging 16 15 spedied wara collected. The urban aiea had the greates)
aturdance whessad the Trandilional area had the greatest diversity and svermess of deces. Mpomis neemmedia

Trarditionisd area snd B lenhi in the wildd araa

of irpanant vecor species of [ehmanit,

s the modl abamdant species in the urban arda, wheneas Bwdrdrornipi swordned was the mosl saindant in the

Condusion: The analysis of our reswls $hewed that the distibution af the collected species had dimtingt profises
etwaen The anvionments studisd. Furhenmone owf study indicates the pateatial risk of tansrmssion of
lei hrmaniasis in the wiban endronment whene i1 wis absered had the highest papulation density and aburdance

Keywords: Phisbotorninas, Faura, Vector ecolodgy, Lésherniss

Background

Envirommental changes derived from human actions,
suich o the rapid process of urbanization observed in
emerging couniries like Braxil, have changed the scal-
ogy of some species of phlebotomines and, conse-
gquently, the ecorepideminlogy of the leishmaniases. fn
respect of visceral leishmaniasis these changes lead to a
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significant impact oo the dstnbotion and moriality
rates of the diseass since the 080z |i. Ei. Thus, four
new patterns have emerged: the transmdssion of visoeral
bmishmamiass (VL) in folly wrhanized areas; the mpid
spread in cities of the Northeast and in variows cities in
the Morth, CeniralaWest, and Southeasiz an increase in
the oumber of cases in urban areas compared o rural
areas; and the emergence of large-smbe urban epis
demics with cpcles of ten years |3

The increass in the number of cases of tegumentary
k=ishmaniasis (TL) and VL En Minas Gerais in recent
years is documented by the System of Information of
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Dizeaz= MNaotification from 2000 to 2009, who reparts
that in Minas Gerais there is an average of 390 mses af
VL anoually |4, 5. Currently, in Minas Gerais, the
cities of Belo Horizonte, Montes Claros, Ribeirio da
Meves, lanmiba, Sants Lozia and Pamcato correspond
to 56 % of the VL cases ceported in the state [6]-

The first caze of TL in the munictpality of Virzea da
Palma was reported in 2001 im the district of Barma do
Guakcul. Since then, from 2HM to 20003, 202 bwman
cazes of smochthonous TL and 37 cases of V0L have
been reparted (Soorce: Municipal Secretary of Health
of Virzea da Falma, MG),

Cmee of the challenges related to the controd of leishe-
maniases is the lack of knowledge about epid
logical condibions, especially regarding the distnbuation
of phlebotoming populanons, the behavior and the
identification of these species. Thus, this study aims to
present the distribation, richness, diversity, and abun-
dance of species of phlshotomines related to wrban,
transational, and wild environments in the district of
Barra do Guaicui, an endemic xrea for TL and YL in
Minas Geris state. Mot only can this information provids
a more acrurate description of the current sibmeion of the
sard iy fauna, but it @n alse be predictive, and thus
allowing the establishment of more effective coatrod
methods and epidemiological survesllance in the region.

Methods
Study area
The stady area, Barra do Guaocw {171YE and 43%8"WL
iz o distrit located in- the mumicipality of Vieses da
Palmain the morthern region of Minas Gerais, Brazil
(Fig 1) Acconding to the Bragdlian Institute of Geoge

Page 1 of

mhahitantx. many brickwork buildings and some ons
oocupied areas that have become overgrown. The native
vegetation, cermado sensu siviche, & pracically nonexis-
tent and i replaced by other types of plants, principally
mangos. The cermado semu stnicto is characerzed by
the presence of low, twisted trees with  irregular
bramches. The buzhes and subchrobs are spread. with
snme species with perennial endergroand organs which
allow regrowth after cutting or burning. The trunks of
woody plants in general have shells with thick cork and
rigid leathery leaves. These chamcters sugges: adaptation
to drought conditions. The organic matter content varies
froam mesdinm to Tow [11].

The traps were exposed i the peridomiciliary sreas
and, when present, in chicken house, pig pen or kennel
Thesse areas experiences flonding during the miny ssason
due to the close proximity of the Velhas River:

The tracsitional area (T}, or hemi-smanthropic area, &
ncated in o remode village with o f=w nmrby buildings
The sampled houses were at o distance of 1 meters from
thee forest and with the presence of amimals such & harse,
goat, chicken amd diog, being created free. The native veges
tation, seasonal decidisoes montane forest, is preseot dess
pite being widely used by residenss as a source of
firewood. Some nearby areas are ussd as pashare.

The wild aren was sampled at three paints {T2, T3 and
Td) that were away from human habitations and {eatore
native vegetation of sessonal deciduous  preserved
mantane forest. This kind of forest has a5 2 main feas
ture two wellemarked seasons, one mimy and the other
1 long drovght in which more than halfl of the vegeta-
tion loses its leaves, allowing the presence of organic
matter in the sail.

Thileh ines were collected froom March 2013 o

raphy and Siatistics the mumscipality is representsd by
an area of 2.270.279 km? and a popalation, estimated in
2014, of 38,213 inhabitants [71

B0 m, with a mountain mange that connects with the Serm
do Cabral [8]. Accoeding to Kippen ef al, the dimate is
clizsafied os tropical savanma with o dry season in the
winter |9). Virzea da Palma is sitnated in the savannah
[cerrado biome) althoagh some open areas cast of
Viarzea da Palma show a caatings bome influence. Small
fragments of forest in various states of sucosssion are also
present forming a mosaic of vegetation that wanes in
complexity from shrubs to very dense forest [10]. The
prevalent phytophysiognomies are open fdds, cermado
sense stricty and seasonal decdusas montane forest, with
the hest preserved areas of vegetabion bemng foond at
higher elevations [8]

Collection of phizbotomine sand fies
The wrban area (A is located in the center of the district
of Bama do Guaicoi and has a populstion of 3000

February 2004 osing HP-model aotomatic light traps
2. A total of ten light traps were installed monthly
two in the transitional aren {forest edge st o disfance of
I} meeters frmm the house); six n the wild area with
two ot each of the three sample points; and two in the
peridomicibe area of housss i the orban area (Fig 2).
E8:00 to &00 hours, totaling 36 hours of sampling effort
per night for each trap. In all stody sites traps were
installed about I meter from the groand.

The traps were removed after each mght so that
sorting arsd sexing of phlebotomines could be pers
formed. All specimens were prepared, mounted, and
identified according to the routine procedores adopted
by the National and international Reference Center for
Phlebatomines (CRMIF) of the Bend Rachouf/FIOCRLUTE
Research Center [13§.

The collected phiebotomines were identified to species
level using light microscopy. The chssifiation foflowed
the proposal of Galati [14]. The abbreviation of the
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generic names i this stady follows the proposal of
Marcondes [15].

The different pumber of taps in each ares resalted in
by multiplying the totall number of traps in an are by the
mumber of days the traps were working. The sampling efe
fiort was owed to caloulate capture sucoess, whidh indicates
the actial efficiency of a type of trap in an are. Captone
siress was calculated uking the total number of individ-
uals divided by the sampling effort.

For the evalustion of the most abundant speces in each
area, the Index of Species Abandance {[34) was converted
into a scale of zero to one by the Stendardized Index of
Species Abundance (SI5A) In this mdex, vahse cne corme-
sponds tp the most sbundant species [16]. Richness is
cansidered as the total namber of species, and abundance
Is considersd the total number of indiidusk collected
The diversity and evenness of species of phiebotomines
from the different areas were estimated by osing the divers
sity index of Shannon-Weener {(H') and Piedon (1), respect-
vely [17]. For the speciss most prevalent in the study,
hundances were - compared  for each speces between
areas using Anabyss of Varance (ANOVAL

Ethical approwal

Caollection proceduses were approved by the “Ministéno
do Meto Ambiente do Brasil” « {SISBIC: license nomber
15,2571

Results

The phisbotomine fauna was represented by 15 species.
Table | shows the total nomber of phlebotomines col-
lscted by smdy ares, and also the Shannon diversity
mdex [H) and the evenness of Pielou {1). The monthly
samples yielded 3365 specimens of phlebotomines, of
which [ % were males (5646 %) ond 1,465 were
females (4354 %)L

The urban area had the greatest number of phishoto-
mines colbected with 2,012 indrvidoals, followed by the
forest area with 1,127, and the transitional area with 26
By standardizing the number of phicbotomines collected
in the different areas, due to differences in sampling effort,
the capre siscoess was also highest in the orban area
(2754 phlebotomine/trap), followed by the forest area
(5,22}, and lastly the transiticnal anes {1.14)

Considering all of the sampled areas, the speoes most
frequently trapped was My dntermmedis with 3493 % of
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the total number of phlebotomines oollected, Dllowed
by Lea lomglpeipis 1727 % Ev. lenti 1566 %, Er
evananl 1123 %, B avelbeg 242 % and Ny nefvad and
Ky, sailest, both with 407 %.

When testing these seven most prevalent species osing
AMOVA, lour (Ev. sailed, Lu. lonpipalpis, Ny, ineramecks
and Ny mevai) showed significont  differences  in
abardance amang study sites (p <05, with greater
aburdance in the urban area (Table 2).

Speries richness of phlebotomines was approxmmately
equal in all of the areas, with 14 species being collected
in the wild area and 13 in bedh the urban and transi-
tional arezs. The transitional area had the highest divers
sity and evenness values, LGS and 0728, respectively,
whereas the urban area had the lowest, 1282 and 04599,
respectively (Table 1).

The species Ny, wivliimunn was encountersd exclosively
im the transitional area whereas ML quirguefer and Pa
bipemicailata were not collected in this area. Pirtoryic
messoai was collected omly in the tmnsitional and
wild areas.

In the worban area, N iriermedioc was the most
aburdant species with SI5A = 1, followed by Lu. fosgi-
paipis (5154 =050), Ny sesal (040) and S sallesi
(0:38). In the transitional area, By svardrol was the most
abardane (0.75) followed by Br avellord (367) and Ee
lerti (.50} This tter species was the most abendamt
species in the wild area with SI5A = (092, inllowed by L
evandrol  (S5A =« (6l  Npswowwe  etereedia, L
lonpipalpd and Ev, salles) were well distributed in the
transitional and wild areas with very close 5154 values
(Fig 3).

Discussion
The presence of 15 species of phisbotomines in the
collections made in the distnict of Barm do Guaioul

Table 2 Main species of phlsbotomires collecied in uiban,
trarsition, and wild arens of the disticy of Bama oo Gusicul,
Minas Gerals, B, during March 1013 m Febnany 2014

Snudy wda
Lk Taricional  Wid
Speries N % N % N % Toul
Bumpomialaalld 8 086 S 1B 31 T 317
Erandomyi sandey 14 043 SO IFE 306 030 I
Enncrrmi e 5 157 & 129 43 1R 57
Eemdoma sobes 0 247 5 WS s a1t 14
lurmoeegdo bngieais 535 M4E' 21 064”4 am® =Rl
Wymomph bhematiy 118 3asr 1 ops® 200 ast
BT 122 26 5 Mgt 4 okt

Fage 5 of

matches previous findings for the northern regeon of the
state of Minas Gerais |18, 19].

The phlebotomine Buna fnund in the districe of Barma
do Gumioni showed to be diverse and predominantly
comprised of important vector species, sach as fa
tonpipiipis ard Ny imereedic that are Evoived in
diszeminating the etiologic agents of V0L amd TL,
respectively [20, 21], In addition to these species, Ev I,
Ly, sallesd, Ny, neivai and Ny wiiiinuon deserve attention
beranse they have been found naturally infected and some
may be invoived m the wild andfor urban cycle of leish-
maniases [21=24]. This faunistic composition is typical of
madified environments near secondary forests, as ssen in
other areas of southeastern Braeil [25].

The species with the highest density was Ny inter-
wrestir, followed by L lorpipalpic. These results are
difierent {rom those cbserved in other studies condcied
in porthern Minas Gerais, where Ln  lompipaims was
identified a5 the predominant species [19, 26, 17].

Itis onderstood that there is a comelation between the
density of Le lompipalps and peridomicile conditiong
and thix - species = frequently aszociated with the
presence of domestic animals [28, 29] This behavioral
characteristic was evident in the presemt study, since
there wene a greater number of indrviduals of this spes
ciex in samples from peridomicile locations in wrban
aren, with the presence of breeding amimals.

The species Ny intermredis was predominant m the
orban orea. This species is considered of great mports
ance in the tmnsnuission of Leisiomanic brozilisasis in
southeastern Brazxil [21, 30]. In Minas Geris, Ny Oners
mmedir i prevalent or quite shundant m endemic areas
of Tl. Gontije e al, n 2 study conducted m & TL outhreak
in Vale do Jeguitichonba, Mmas Geris, Brazl described
the prevalence of My mtemirdis n the region and its prefs
erende for environments with a great degree of anthropic
maodification [31]. According to the high population density
emoountered in the districe of Barma do Gaaicol, Ny faters
media may be partcopating @ the tmmsmisson ode of
Leishmamir speoes along with L. ongipaims
When comparing the nomber of specimens in each
studied environment greater capture suocess is evident
in the wrban environment. This @plure socoess can be
explamed by the | e of o tic animals near the
places where the traps were cxposed. Howeven, with
regand to diversity, the opposite was observed, with the
transitional area showing the greatest diversity, foflowed
by the wild environment and lasify the wban area The
same trend was observed for the evenness index, which
remained high in places with the grestest diversity of
species, but bow in the arban area, wheme Ny, ietermedia
showed absolute dominance.

The fct that the wrban ores possesses some rural
characteristics, such as fvestock and suhsistence crops,
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probably bed to it having the lrgest oumber of insects
oullected. Some authors emphasize the importance of
pigsties or chicken coops as rsk factors because they
serve as locations for the creation and maintenance of o
high density of phleboiomines [32=15]. The gresiest
diversity (H} in the tmnsitional ares can also be exe
plained by the o1, that @t is locted between the forest
and the wrban envirommeni.

The anahysis of species abundance among the thres
areas showed diferent results i each of them, with
shznlute predominance of Ny irtermedia in the orban
area, Fv epvandroi in the transttion area and Ev. fentd in
the wild area. Galati st al, abso reported Ny Sntersseduc
to hawe the highest SISA mnking in the Provinca
Espeleobigea do Vale do Ribeira, state of Sio Paulo,
Brazil |36] The popalations of the species collected in
the transitional and wild ares seem better adapted o
forest environments, a fact also reported by other aus
thors [37=39%], unfike those species that predominate in
wrban areas that are better adapted to anthropic envie
ronmenis or forest edge [40=42]. Beyond these above
menboned species, it is important to highlight the pres-
ence of L lsngipalpis in urban areas, Se avellerd and
Ey. lenti in the transition ares and Fv. evamdro and Br.
avellan in the wild area, all of these species with SI5A
ahove 050

Thus, whereas both areas hove simifar phlebotomine
famas. differing only in a few species, the situations with
regard to the abundance of vectors of Letshemanur spp.
(iy. imteramedin, Ny, smefvan, Py sailesi and Lo fompipale
pis} are completely different. It was passible to confirm
the pattern of adapeation of these species to peridomis
cile areas and the modified environment of the muanicis
pality of Virzea da Palma. The predominance of some
species i urban environments is a relevant factor for
the transmission of Leishmania spedes and has been
mentionsd m other faunal smdies of phisbotomines
137, 4%=d5].

Although Ny, whitenind is represented by only one
specimen in the district of Barra do Guamicw, this finding,
requires special attention becanse of its implication as a
potential vector of L bragiliensis in the nontheast region
of Brazil |20, 45].

Interesting to highlight the greater abandence of My
intermedic compared to L dopipaipis o the wrban
aren of Gomieni bar district. This finding is different from
that reported in stodies m urban areas of Minas Gerais,
where the predomimance of Lu lonpipaipis is adways
registered  [$o=dd]. Nyssoprda imermedic was found
nmaturally infected by Leisfomania infeetunr o Alinas
Gerais Stage and other regions of Brazil [22, 49, 50] and
the highest populaton density in the urban area, which
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an be an indication that in thix area this species may be
playing a role in the tansmission cpde of the [ Gnfamtmr.

Conclusion

In a vear of sand flies colledtion i@ was possibie to
demonsirate the dstrbuabon, richness ard abendance of
species in three different ecatypes. The distribution of the
mollected species shived distinct. profiles betwesn the ene
vironments, highfighting the polential sk of transmisson
of leishmaniasic in the urban emvironment where it was
chserved the highest popalation density and abundance: of
important vector speckes of Lemfomanie. Despite the difs
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