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RESUMO

COELHO, Thais O. OCORRENCIA E ANALISE DA INFEC(;AO NATURAL DE
ESPECIES DA SUBFAMILIA PHLEBOTOMINAE NA FERCAL, DISTRITO
FEDERAL, BRASIL/DF. Dissertacdo (Mestrado em Biologia das Doencas
Infecciosas e Parasitarias) — Programa de Pés-Graduacdo em Medicina
Tropical, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2017.

Introducdo: Os insetos da subfamilia Phebotominae sédo vetores de varios
protozoarios do género Leishmania que produzem doencas como a
leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar americana (LTA). A
fauna de flebotomineos do Distrito Federal ainda € pouco conhecida com
apenas 35 espécies registradas e as pesquisas sobre infeccdo natural destes
vetores ainda € escassa. A Regido Administrativa (RA) da Fercal é uma area
situada entre a Bacia do Rio Maranh&o e as margens da Area de Protecdo
Ambiental — APA Cafuringa, com grande potencial eco-turistico que apresenta
uma expansao urbana desordenada, sendo considerada area de transmissao
intensa para leishmaniose visceral humana e com elevada positividade canina
para Leishmania spp. Objetivo e Metodologia: O presente estudo teve como
objetivo identificar as espécies de flebotomineos, assim como sua relacao
com as variaveis climaticas e estimar a infec¢éo natural do género Leishmania
nas espécies capturadas. As capturas foram realizadas na RA da Fercal/DF
em 15 Unidades Domiciliares (UD) por meio de armadilhas CDC instaladas no
intradomicilio e peridomicilio e armadilha de Shannon na area de mata. A
analises de infeccdo natural foram realizada nas espécies Lutzomyia
longipalpis e Nyssomyia whitmani por meio de PCR. Resultados: Foram
identificadas um total de 27 espécies com 8 registros novos para o DF, dentre
1883 espécimes capturadas e Ny. whitmani foi a espécie predominante.
Verificou-se diferenca significativa entre a ocorréncia de flebotomineos
capturados em area de mata e area urbana, com maior ocorréncia nos
domicilios (p<0,0001). Com relacdo a pluviosidade, temperatura e umidade
nao foram observadas associacdo com a maior ou menor abundancia de

flebotomineos e a avaliacdo da infeccdo natural de 194 pools de
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flebotomineos ndo apresentou resultados positivos. Conclusdes: Atualiza-se
para 43 as espécies de flebotomineos registradas no Distrito Federal. O
periodo de maior coleta para flebotomineos ocorreu em agosto a setembro de
2014 e as espécies Ny. whitmani e Lu. longipalpis foram mais abundantes no
peridomicilio. A avaliacdo da infeccdo natural apresentou resultados negativos
para Leishmania sp. Essas informacfes sdo de fundamental importancia para
as acoes de vigilancia e controle da LV e LTA, no DF.

Palavras-chave: Phlebotominae, Distrito Federal, infeccdo natural, PCR,
Leishmaniose Visceral.
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ABSTRACT

COELHO, Thais O. OCCURRENCE AND ANALYSIS OF NATURAL
INFECTION OF SPECIES OF PHLEBOTOMINAE SUBFAMILY IN FERCAL,
FEDERAL DISTRICT, BRAZIL/DF. Dissertation (Master in Biology in
infectious and parasitic diseases) - Graduate Program in Tropical Medicine,
University of Brasilia, Brasilia, 2017.
Introduction: Insects of the subfamily Phebotominae are vectors of several
protozoa of the genus Leishmania that produce diseases such as visceral
leishmaniasis (LV) and American cutaneous leishmaniasis (ACL). The
phlebotomine fauna of the Federal District is still little known with only 35
species registered and the research on natural infection of these vectors is still
scarce. The Fercal Administrative Region (RA) is an area located between the
Maranh&o River Basin and the APA Cafuringa Environmental Protection Area,
with great potential for eco-tourism that presents a disorderly urban expansion,
being considered an intense transmission area for human visceral
leishmaniasis and with high canine positivity for Leishmania spp. Objective and
Methodology: The objective of this study was to identify sandfly species, as
well as their relationship with climatic variables and to estimate the natural
infection of the genus Leishmania in the captured species. The catches were
taken at RA of Fercal / DF in 15 Domiciliary Units (UD) by means of CDC traps
installed in the intradomicile and peridomicile and trap of Shannon in the forest
area. The analyzes of natural infection were carried out in the species
Lutzomyia longipalpis and Nyssomyia whitmani by means of PCR. Results: A
total of 27 species with 8 new records were identified for DF, among 1883
specimens captured and Ny. whitmani was the predominant species. There
was a significant difference between the occurrence of sand flies captured in
forest and urban areas, with a higher occurrence in the households (p
<0.0001). Regarding rainfall, temperature and humidity, no association was
observed with greater or less abundance of sand flies, and the evaluation of

the natural infection of 194 sand flies did not present positive results.
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Conclusions: Up to 43 species of sand flies are recorded in the Federal District.
The period of greatest collection for sandflies occurred in August to September
2014 and the species Ny. whitmani and Lu. longipalpis were more abundant
in the peridomicile. The evaluation of the natural infection presented negative
results for Leishmania sp. This information is of fundamental importance for
the actions of surveillance and control of LV and LTA in the DF.
Key words: Phlebotominae, Federal District, natural infection, PCR, Visceral

Leishmaniasis.
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1. INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL

Primitivamente, a Leishmaniose Visceral (LV) foi classificada como
uma zoonose de natureza eminentemente rural, porém hoje vem se
expandindo para areas urbanas de médio e grande porte (Brasil, 2014). A
transmissdo ocorre por meio da picada da fémea de flebotomineo por meio
da saliva infectada por Leishmania infantum e Leishmania donovani (WHO,
2017).

A LV esta distribuida em 69 paises, em todos os continentes exceto a
Oceania, com notificacao de 200 a 400 mil novos casos por ano, concentrados
na India, Nepal, Suddo, Suddo do Sul, Bangladesh, Eti6pia e Brasil (WHO,
2017). Ressalta-se que esses valores podem ser maiores devido as
subnotificacdes de casos (WHO, 2014) pois a notificacdo compulséria ocorre
em menos da metade das nagbes acometidas. Portanto, observa-se a ampla
distribuicdo geografica da doenca, acometendo quase todos 0s continentes,
(WHO, 2017), conforme mostra a Figura 1.
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Figura 1. Distribuicdo geografica de casos de Leishmaniose Visceral (LV)
em 2015. Fonte: WHO, 2017. Traduzido

No Brasil, a LV foi relacionada ao ambiente rural, conforme estudos
realizados em Sobral, Estado do Ceara, em 1954-1956, devido a uma grave
epidemia. Na época, o raciocinio epidemioldgico indicou que os cées e o vetor
eram elos da cadeia epidemiolégica no ambiente doméstico e com base em
um estudo sobre a competéncia vetorial destes flebotomineos, Lutzomyia
longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) foi a espécie incriminada como sendo o
potencial vetor responsavel pela transmissdo da doenca (Deane & Deane,
1954; Deane & Deane, 1954; Deane, 1956).

De acordo com os dados do SINAN/SVS, entre 1990 a 2016, a
distribuicdo geogréfica da LV indicava registros de casos confirmados em 22
das 27 Unidades Federativas do Brasil, com taxa de incidéncia média anual
de aproximadamente 1,8 casos humanos por 100 mil habitantes,
predominante na regido Nordeste seguida das regibes Norte, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul (Brasil, 2017).
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Segundo o Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
(Brasil, 2014), uma avaliacdo epidemioldgica dos ultimos 13 anos revelou
alteracdes no perfil de transmissao, originalmente caracterizada como rural
(com casos pontuais na periferia de algumas cidades), para um perfil atual
relacionado a grandes cidades como Corumba (Mato Grosso do Sul) e
Aracatuba (S&o Paulo) e algumas capitais, incluindo Campo Grande (Mato
Grosso do Sul), Belo Horizonte (MG), Palmas (Tocantins), Teresina (Piaui) e
Sao Luis (Maranhao) (Brasil, 2003).

A ecologia de varias espécies de flebotomineos tem sido alterada pelas
grandes modificagcbes ambientais, ocasionadas pelo homem, tais como
desmatamento, construcéo de rodovias, maior producdo de residuos soélidos
sem o destino adequado. Ainda, a elevada migracao rural-urbana, o aumento
da densidade populacional e a proximidade dos moradores com 0s animais
domésticos sdo alguns dos fatores que podem facilitar a urbanizacdo da LV
(Brasil, 2006). Essas mudangas apresentam influéncia direta na dinamica de
transmisséo e na epidemiologia da doenca (Brasil, 2014).

Carranza-Tamayo et al. (2010) descreveram 0 primeiro caso
confirmado de LV autéctone em Brasilia diagnosticado, em julho de 2005. No
Distrito Federal, de 2007 a 2016, foram confirmados 44 casos humanos de
LV, na qual, 30 casos foram registrados, no periodo de 2009 a 2015 (Brasil,
2017). Por outro lado, os dados da Secretaria de Saude do DF, em seus
boletins epidemioldgicos, apontam 28 casos autdctones, entre 2009 a 2015
(Brasilia, 2016).

Com a primeira autoctonia de LV no DF, em 2005, a vigilancia
entomoldgica foi intensificada e também deu-se inicio aos inquéritos
soroldgicos caninos realizados em varias regioes, enfocando a vigilancia da
LV nos cées.

Ainda, a vigilancia entomoldgica foi implantada para conhecer a
distribuicdo geogréfica das espécies de flebotomineos vetores das
leishmanioses e caracterizar areas de risco para ocorréncia destas
parasitoses. Os relatorios da DIVAL/SVS/SES-DF mencionam 0 registro

mensal da espécie Lu. longipalpis, desde 2005, na Fercal. Porém, no ano de
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2013, a partir do levantamento entomologico nao foi identificado a presenca
dessa espécie em Sobradinho Il e Fercal, &reas em que esta espécie ocorria
anteriormente (Brasilia, 2013). Nesse mesmo ano, foi realizado inquérito
canino que apontou indice de positividade para Leishmania spp. de 7,5% do
total de casos caninos pesquisados. Estes resultados sugerem a permanéncia
do ciclo enzodtico da infecgdo em cdes mesmo sem a presencga do vetor na
Regido Administrativa da Fercal e Sobradinho II.

No DF, assim como no Brasil, o controle do Lu. longipalpis € uma das
principais estratégias empregadas para limitar a propagacao da LV, sendo
realizado por meio de controle quimico em areas com casos humanos
positivos. Dessa forma, a identificacdo de areas com potenciais espécies
transmissoras torna-se fundamental para aprimorar as acdes de prevencgao e

controle do vetor.

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) assim como a LV é
transmitida ao homem pela picada de flebotomineos fémeas infectadas por
protozoarios do género Leishmania. Existem trés formas de manifestacéo
clinica: i) leishmaniose cutanea - caracteriza-se exclusivamente por lesdes
cutaneas, ulcerosas ou ndo, porém limitadas, ii) leishmaniose cutaneo-
mucosa ou leishmaniose mucocutanea - frequentemente complicam-se com
o aparecimento de lesbes nas mucosas do nariz, boca e faringe e iii)
leishmaniose cutanea difusa — apresentam les6es difusas néao ulceradas pela
pele (Brasil, 2010).

No mundo, grandes epidemias de LTA ocorrem em diferentes
localidades do Afeganistdo e da Republica Arabe da Siria. No ano de 2014
seis regides foram responsaveis por 90% de novos casos reportados ao
WHO, estando o Brasil entre eles (Figura 4), conforme (WHO, 2017).
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Figura 2. Distribuicdo geografica dos casos de Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) em 2015. Fonte: WHO, 2017. Traduzido.

Nas Américas, a leishmaniose cutdnea e mucosa ocorre em mais de
18 paises, com 46.082 casos registrados. Do total de casos registrados, 70%
foram reportados no Brasil (19.395), Colémbia (7.541) e Peru (5.459) (WHO,
2017).

No Brasil, entre 1990 e 2015 foram registrados 675.092 casos de LTA
conforme informagdes do SINAN/SVS/MS. Registram-se nas bases de dados
do SINAN/SVS/MS que deste total 2.935 casos ocorreram na Regiao Centro-
Oeste, distribuidos nos estados do Mato Grosso, Goias, Mato Grosso do Sul
e Distrito Federal. Muito embora exista certa relacdo entre as distintas
apresentacoes clinicas e diferentes espécies do parasito, cabe ressaltar que
a apresentacao clinica possui variacdes no espectro de gravidade dos sinais
e sintomas, conforme o Ministério da Saude (Brasil, 2007).
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O controle da LTA demanda compromisso e esfor¢o coletivo entre as
varias esferas envolvidas, especialmente dos paises em desenvolvimento,
onde acontece o maior numero de registros de casos.

O primeiro caso autéctone de LTA, no DF, teve registro na década de
1980. Em 1999 foram notificados 11 casos novos (Sampaio et al., 1999)
demonstrando a expansao da LTA. Entre 1992 e 2015, foram confirmados
589 casos humanos, sendo que as areas de maior ocorréncia sdo as Regides
Administrativas de Brazlandia, Fercal, Paranoa, S&o Sebastido, Sobradinho e
Lago Norte (Brasilia 2004, Brasilia, 2015; Brasilia, 2016).

Segundo Informativo Ambiental das Leishmanioses no DF (Brasilia,
2013) a maior incidéncia a LTA, no DF, ocorreu em populagdes concentradas
localizadas em areas rurais e/ou expansdes urbanas, onde a vegetacao esta
mais preservada ou areas com vegetacao residual, além dos locais com a
presenca de hospedeiros naturais como mamiferos silvestres e sinantropicos
e o0s vetores da Leishmania, especialmente Ny. whitmani.

Carvalho et al. (1989) registraram 22 espécies de flebotomineos
capturados em 11 municipios Goianos e no Distrito Federal. Entre 2006 a
2008, um levantamento entomologico realizado durante 24 meses
consecutivos, em locais provaveis de infeccdo (LPI) para LTA, foram
identificadas 27 espécies de flebotomineos dos géneros Lutzomyia e
Brumptomiya, sendo que a espécie mais coletada foi Ny. whitmani (Carvalho
et al, 2010).

Rapello (2017) estudou a infecgdo natural por Leishmania sp em
flebotomineos capturados no Jardim Botanico de Brasilia, Parque Nacional de
Brasilia, Fazenda Agua Limpa e Reserva Biolégica da Contagem detectando
a presenca de 16 espécies de flebotomineos, no DF, porém sem observar
positividade para Leishmania sp.

Poucos estudos sobre vetores e reservatorios de LTA foram realizados
no DF, porém tem-se estudado muito sobre a evolu¢do dos casos humanos
de leishmaniose cutdnea e mucocutaneas e as respostas aos Seus

tratamentos (Sampaio et al., 1999; Nogueira et al., 2001; Name et al., 2005)
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1.3 AGENTE ETIOLOGICO

O agente etiologico responsavel pela infeccdo € um protozoario da
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania, parasito
intracelular obrigatério encontrado nas células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado na forma de amastigota e no
tubo digestivo do inseto vetor na forma flagelada (promastigota).

Existem duas espécies de Leishmania envolvidas na infeccdo de LV
dependendo da regido geografica: Leishmania (Leishmania) donovani
(Laveran & Mesnil, 1903) na Asia e Leishmania (Leishmania) infantum
(Nicolle, 1908) no Velho Mundo e nas Américas.

Para LTA, sdo reconhecidas 11 espécies dermotropicas de Leishmania
que produzem infec¢cdes em humanos e 8 espécies descritas, apenas em
animais. No Brasil, foram identificadas 7 espécies, sendo 6 do subgénero
Viannia e 1 do subgénero Leishmania (Brasil, 2017).

As espécies de Leishmania apresentam ciclos biologicos similares
(Laurenti, 2010). Os parasitas do género Leishmania sdo digenéticos
(heteroxenos) e apresentam em seu ciclo de vida duas formas evolutivas:
promastigota e amastigota, a primeira encontrada no sistema digestorio de
fémeas de flebotomineos e segunda dentro de células do sistema fagocitario
mononuclear nos tecidos dos hospedeiros vertebrados (Rey 2002). A forma
promastigota apresentam corpo alongado, medindo entre 14 e 20 um e flagelo
livre e extracelular (Péssoa & Martins, 1982). Ambos amastigotas e
promastigotas dividem-se repetidamente por divisdo binaria (Palmer 1998).

As formas amastigotas sdo encontradas no hospedeiro vertebrado no
interior de vacuolos parasitoforos, em macréfagos e células reticuloendoteliais
(Palmer 1998, Jones et al. 2003). Multiplica-se por divisdo assexuada até o
rompimento da célula e dissemina-se através da via hematogénica e linfatica
para outros tecidos ricos em células do sistema fagocitario mononuclear
(figado, baco, medula 6ssea) (Palmer 1998, Basano & Camargo 2004).

No flebotomineo, as formas variam desde amastigota até a forma

promastigota metaciclica. Ao sugar o sangue infectado de algum hospedeiro
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vertebrado, o flebotomineo se infecta pelas formas amastigotas de
Leishmania em seu citoplasma contidas nos mondécitos do sangue ou nos
histiocitos da derme (Basano & Camargo 2004). No intestino médio do
hospedeiro invertebrado sofrem modificacbes morfoldgicas e bioquimicas e
se transformam em promastigota que se aderem ao epitélio do tubo digestorio
e se multiplicam por divisdo binaria e migram para parte anterior do tubo
digestério diferenciando-se em promastigota metaciclicas, sendo encontradas
na véalvula estomodeal dos flebotomineos. Ao chegarem no pro-ventriculo
obstruem o tubo digestério dificultando a ingestdo de sangue, que levam a
femea a picar diversas vezes e/ou diversos hospedeiros vertebrados,
injetando as formas infectantes de Leishmania, levando ao desenvolvimento

da doenca em suas formas clinicas (Figura 3) (Palmer 1998).
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Figura 3. Ciclo biolégico de parasitos do género Leishmania. Fonte: CDC.
Traduzido.
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1. 4 VETORES

Atualmente, 1003 espécies de flebotomineos foram descritas no
mundo, das quais cerca de 537 ocorrem na regiao Neotropical, sendo que 277
sdo registradas no Brasil (Shimabukuro et al., 2017). A maioria das espécies
de flebotomineos da regido Neotropical possui habitat em areas de floresta
com indice pluviométrico em torno de 2000 mm por ano, mas estes insetos
também podem ser encontrados em areas semiaridas, com cobertura vegetal
arbustiva (Gouveia et al., 2008; Shimabukuro et al., 2017).

Os flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) séo
considerados importantes para a saude publica, especialmente nas regides
tropicais e subtropicais, sendo incriminados como hospedeiros e
transmissores de inUmeros outros microorganismos (Ashford, 2001; Birtles,
2001; Shaw et al.,2003; Gouveia et al., 2008), como a Leishmania spp.,
Bartonella sp. e arbovirus (Vesiculovirus, Phlebovirus, Orbivirus) (Birtles,
2001; Shaw et al., 2003; Gouveia et al., 2008).

Na classificagdo mais recente dos flebotomineos, Galati (2003) divide
a subfamilia em duas tribos: Hertigiini e Phlebotomini. A tribo Hertigiini
apresenta duas subtribos com cerca de 30 espécies ndo vetoras de
protozoarios do género Leishmania em humanos e esta classificada em cinco
géneros. J& a tribo Phlebotomini, inclui mais de 970 espécies classificadas em
seis subtribos e em 30 géneros: Phlebotomina, Australophlebotomina,
Brumptomyiina, Sergentomyiina, Lutzomyiina e Psychodopygina (Bates et al.,
2015; Akhoundi et al., 2016). Entretanto, essa classificacdo da subfamilia
ainda nao é aceita por todos os taxonomistas, especialmente com relacéo as
espécies neotropicais, sendo que muitos preferem seguir a classificacdo de
Young & Duncan (1994).

Young & Duncan (1994), dividem os flebotomineos em seis géneros:
Lutzomyia, Brumptomyia, Warileyia, Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius,
os trés primeiros encontrados no Novo mundo e os demais no Velho Mundo

(Young, 1979). As espécies predominantes no Novo e Velho Mundo
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apresentam caracteristicas biologicas distintas e sdo do género Lutzomyia e
Phlebotomus, respectivamente (Young & Duncan, 1994; Brasil, 2006).

Segundo Ready (2013) 20 espécies sao apontadas como vetores de
Leishmania entre elas estdo: Lu. longipalpis, Lu. cruzi, Ny. whitmani, Ny.
intermedia e Bi. flaviscutellata. Duas espécies de flebotomineos tém sido
relacionadas com a transmissao da LV no Brasil, Lu. longipalpis, considerada
a principal transmissora de L. infantum e Lu. cruzi, incriminada como potencial
vetor no Mato Grosso do Sul nos municipios de Ladario e Corumbé por Santos
et al. (1998).

A espécie Lu. longipalpis encontra-se distribuida, desde o sul do
México ao norte da Argentina (Silva et al.,, 2007; Dantas-Torres, 2012).
Certamente, Lu. longipalpis € a Unica espécie de flebotomineo que atende a
todos os critérios estabelecidos para capacidade vetorial, tais como
antropofilia, distribuicdo espacial coincidindo com casos humanos da doenca
e infecgao natural por Leishmania infantum (Killick-Kendrick, 1990; Lainson &
Shaw, 1998; Faucher & Piarroux, 2011).

Segundo Maroli et al. (2013) as espécies de flebotomineos envolvidas
na transmissdo de LTA no Brasil sdo Lutzomyia whitmani, Lutzomyia
intermedia, Lutzomyia wellcomei, Lutzomyia complexa, Lutzomyia neivali,

Lutzomyia fischeri e Lutzomyia migonei.

1.5 BIOECOLOGIA DE FLEBOTOMINEOS

Os flebotomineos sédo popularmente conhecidos como mosquito
"palha”, “asa dura” ou “birigui” entre outras denominagdes. Sao insetos muito
pequenos (1 a 3 milimetros) de cor "dourada", com um par de asas que lhes
permitem deslocamento por pequenos saltos (Galati, 2003).

Seu ciclo de vida envolve uma fase de ovo, quatro estadios larvarios,
seguindo do estadio de pupa e o estadio final de adulto alado, permitindo
classifica-los como holometabolos (Lewis, 1974). Os adultos diferem dos
demais dipteros psicodideos, por possuirem corpo mais afilado e pernas mais

longas e delgadas.
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A respeito dos criadouros naturais desses vetores, sdo poucas as
informacdes existentes para os flebotomineos do Novo Mundo (Andrade,
2010), demonstrando que a identificacdo destes criadouros e das
caracteristicas ambientais sdo essenciais para desenvolver medidas de
controle focadas nas formas imaturas do vetor (Alexander & Maroli, 2003).

As fémeas e 0s machos para produzir energia e manter a homeostasia
se alimentam de fontes de acUcar (Monteiro, 2012), porém as fémeas
necessitam também de alimentacdo sanguinea para possibilitar a maturacéo
dos ovos. Cada fémea adulta de flebotomineo € capaz de realizar uma postura
em média de 28 ovos (Morales et al., 2005), com média de oito dias e meio
para eclodirem (Ferro et al., 1998). Conforme Ready (1979), existe uma
relacdo direta entre 0 nimero de ovos produzidos e o volume de sangue
ingerido. Estudos demonstraram que algumas espécies podem ser ecléticas
guanto a fonte do repasto sanguineo, entretanto outras possuem preferéncia
alimentar restrita a uma espécie de hospedeiro (Ready, 1979; Adler
&Theodor, 1957).

O estudo do conteudo estomacal permite a identificacdo dos animais
domésticos e sinantropicos dos quais os flebotomineos se alimentam,
indicando os potenciais reservatorios de Leishmania, mostrando-se assim de
grande significado ecoldgico (Dias et al., 2003). Contribuindo para a
compreensao do papel destes animais hospedeiros na cadeia epidemioldgica
da doenca, técnicas imunoldgicas e atualmente as técnicas de biologia
molecular tém sido utilizadas na identificacdo do conteudo intestinal dos
flebotomineos, acrescentando informagdes essenciais para o entendimento
da epidemiologia e comportamento alimentar destes vetores (Muniz et al,
2006).

A manutencdo dos parasitos nos ambientes rurais e urbanos é
realizada por reservatérios naturais, sendo que 0S responsaveis mais
importantes sdo as canideos, roedores, marsupiais (Brasil, 2006). Os
marsupiais sdo apontados por realizar a transicdo entre ambientes silvestres

e domiciliares (Dias et al., 2003), por meio da interacdo com 0s vetores.
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De acordo com Muniz et al. (2006), “as acdes humanas sobre o meio
ambiente atuam na selecdo das espécies de flebotomineos e mamiferos
reservatérios de Leishmania, permitindo aqueles com maior valéncia
ecologica se adaptarem ao ambiente antropico. Essas acdes parecem
favorecer a presenca desses insetos e mamiferos no domicilio e peridomicilio,
explicando, em parte, a persisténcia das leishmanioses nesse tipo de
ambiente”.

A densidade populacional de flebotomineos é vulneravel a variagéo das
estacdes do ano (Tesh, 1988; Oliveira et al.,, 2003). Em areas tropicais, a
densidade populacional de flebotomineos aumenta durante ou apés periodos
chuvosos e uma reducao populacional é observada durante longos periodos
secos (Tesh, 1988), resultando em um complexo dependente de fatores

bidticos, fisicos e ambiental (Lewis,1974).

1.6 INFECCAO NATURAL DE FLEBOTOMINEOS POR Leishmania

sp.

O estudo das taxas de infeccdo natural dos flebotomineos por
Leishmania sp. é tradicionalmente realizado a partir da visualizagcdo em
microscopia optica do tubo intestinal do inseto dissecado ou pelo isolamento
do parasito in vivo ou in vitro. Estes métodos consomem muito tempo,
possuem baixa sensibilidade, diminuindo a precisdo dos dados obtidos
(Ranasingue et al., 2008), sendo também necessaria grande acurécia técnica
principalmente devido ao tamanho reduzido dos insetos. Além disso, as
fémeas de flebotomineos também sao hospedeiras de algumas espécies de
Trypanosoma e Endotrypanum, que passam por um estagio de promastigota
indistinguivel das leishmanias (Pita-Pereira et al., 2005), dificultando o
diagndéstico microscopico e o isolamento em cultura (Ranasingue et al., 2008).

Atualmente novas técnicas tém sido utilizadas para deteccdo e
identificagdo de Leismania, a mais utilizada tem sido a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), por ser mais rapida e mais sensivel. No entanto no Brasil,

ainda sao escassos os estudos realizados para avaliar as taxas de infec¢éo
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natural de flebotomineos, principalmente utilizando estes métodos
moleculares (Pita-Pereira et al., 2005), porém nos ultimos anos o numero de
trabalhos publicados com esta finalidade tem crescido.

No Distrito Federal, sdo poucos os trabalhos utilizando esta técnica e
mais restritos na questao de identificacdo de leishmanias em flebotomineos.
Ferreira et al. (2015) utilizando a PCR, registraram pela primeira vez a
presenca dos Trypanosomatidae do género Blastocrithidia em Ny. whitmani,
em trabalho realizado com flebotomineos da regido administrativa da Fercal.
Além disso, esses mesmos autores confirmaram por meio de analises
moleculares a associacdo entre Trypanosoma sp e vetor Evandromyia
evandroii.

O progresso das técnicas de biologia molecular tem aumentado a
sensibilidade e especificidade da identificacdo do parasita (Michalsky et al.,
2002), independentemente da abundéancia do parasito (Cabrera et al., 2002),
estagio, local e transmissibilidade (Fu et al., 1998) demonstrando que esta
técnica € uma excelente ferramenta para determinar a taxa de infe¢éo natural.
Sendo assim pesquisadores tem indicado a PCR como uma metodologia
molecular de grande valor significativo para as pesquisas da infeccado de
Leishmania sp em flebotomineos e reservatérios (Miranda et al., 2002; Silva
et al., 2002; Paiva et al., 2006), tendo em vista que as taxas de infec¢ao por
Leishmania em vetores sao geralmente baixas na natureza (Paiva et al., 2006)
com médias abaixo de 3% e raramente atingindo 10% quando avaliadas por

disseccéo ou PCR (Missawa et al., 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

O estudo da ocorréncia de flebotomineos na Regido Administrativa da
Fercal é importante considerando a alta prevaléncia da positividade canina e
a baixa densidade do vetor registrada nessa regido. Essa regiao do Distrito
Federal registra casos humanos e/ou caninos ano apos ano, sendo
considerada uma area de transmissdo importante e no ano de 2015 foi
relatado um caso autoctone de LVH.

Nesse cenario epidemioldgico torna-se fundamental o conhecimento
das espécies de flebotomineos e sua abundancia, a fim de obter informacdes
a respeito de possiveis espécies vetoras envolvidas na transmissdo de LV e
LTA, assim como flutuacBes sazonais destas espécies em relacdo as
variaveis climéticas que podem indicar os momentos de maior ou menor
circulagdo de flebotomineos. Tais informacdes servirdo para auxiliar na
melhor compreenséo da epidemiologia e controle das leishmanioses, na RA
da Fercal.

Ainda, é de extrema importancia a caracterizacdo dos aspectos
comportamentais e infeccdo natural desses flebotomineos por Leishmania
spp aumentando a percepcéao da circulacdo da doenca por meio da deteccéo
das Leishmanias circulantes nas diferentes espécies de flebotomineos.
Portanto, essas informacdes sdo importantes para 0 conhecimento da
dindmica de transmissdo da LV e LTA, no DF, em especial na RA da Fercal,
a fim de contribuir com as instituicdes de controle nas tomadas de decisdes,
principalmente na vigilancia entomol6gica com a observacao dos periodos de

maior abundancia para cada espécie vetora.

33



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar a ocorréncia e a infeccdo natural de espécies da
subfamilia Phlebotominae em area de transmissao de

Leishmaniose Visceral na Regido Administrativa da Fercal/DF.

3.2 OBJETIVO (S) ESPECIFICO (S)

e Identificar a fauna de flebotomineos existente na Regido

Administrativa da Fercal/DF e o periodo de maior infestacéo;

¢ Analisar a associacéo das variaveis climaticas na ocorréncia de

flebotomineos na area de estudo;

e Estimar a ocorréncia de flebotomineos em relacéo ao tipo de

armadilha e ambiente intra e peridomiciliar nos locais de captura;

e Avaliar a ocorréncia de infec¢ao natural por Leishmania sp. das

fémeas de flebotomineos capturadas na area de estudo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado na XXXI Regiao Administrativa (RA), denominada
de Fercal. Essa RA foi a Gltima a ser criada no Distrito Federal em 2012 e esta
localizada ao norte do DF, entre Sobradinho e Sobradinho Il. As primeiras
comunidades da Fercal comecaram a surgir ha mais de 40 anos, quando foi
instalada a fabrica de cimento CIPLAN - Cimento Planalto - na regido.
Atualmente, registra-se uma populacdo de aproximadamente 30.000
habitantes, distribuidas em 14 comunidades, conhecidas como Rua do Mato,
Bananal, Engenho Velho, Alto Bela Vista, Fercal Leste, Fercal Oeste, Boa
Vista, Caatingueiro, Ribeirdo, Queima Lencol, Lobeiral, P.A. Contagem,

Corrego do Ouro e Sonhém de Cima (Codeplan, 2015).

Geograficamente, a Fercal situa-se entre a Bacia do Rio Maranhéo e as
margens da Area de Prote¢cdo Ambiental — APA Cafuringa, possuindo clima
tropical de altitude, com duas estacdes bem definidas: uma seca (de maio a
setembro) e outra chuvosa (de outubro a abril). As caracteristicas do relevo
assemelham-se a uma regido serrana com areas preservadas que se
caracteriza pelos seus diversos atrativos turisticos, como cachoeiras,
“canions” e areas de florestas densas (cerradao), mas também possui graves
problemas ambientais, dentre 0s quais se destacam a poluicdo, o
desmatamento das areas de preservacdo permanente, como as matas de
galeria, e a extracao irregular de areia (Ibram, 2013). Em maio de 2014 foi
publicado documento criando o Refagio de Vida Silvestre da Mata Seca,

localizado na regido administrativa da Fercal (Ibram, 2015)

4.2 CAPTURA DE FLEBOTOMINEOS

Para a realizacdo das capturas de flebotomineos foram selecionadas

trés comunidades, baseadas na maior média de caes positivos do inquérito
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canino realizado em 2013 pela equipe de vigilancia ambiental do
NUID/GEVAZ/DIVAL/SVS/SES-DF. As localidades do Boa Vista, Fercal | e
Fercal Il foram selecionadas, conforme critério acima, sendo que um total de

15 Unidades Domiciliares (UD) participaram dessa pesquisa (Figura 4).

O 15 pontos distribuidos na Fercal Armadilha luminosa cDC
® Peridomicilio
e Intradomicilio

Figura 4. Localizacdo da area de captura dos flebotomineos na Regiao
Administrativa da Fercal/DF, pontos de amostragem e armadilha utilizada.

Para as participacbes destas UD foram realizadas visitas em cada
domicilio para esclarecer os objetivos da pesquisa acompanhado com uma
equipe da Diretoria de Vigilancia Ambiental do DF, apresentar o cronograma

de captura e solicitar consentimento verbal para realizacdo do trabalho para
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cada morador. Caso houvesse desisténcia do morador durante a pesquisa, a
casa mais préxima seria contatada para substitui-la. Foram tomadas as
coordenadas geogréaficas das residéncias com equipamento GPS e seus
respectivos donos foram orientados da importancia da pesquisa, sua
extensdo. As capturas foram realizadas por 3 dias consecutivos, uma vez por
més, durante 14 meses, tendo seu inicio em agosto de 2014 estendendo-se
até setembro de 2015 e o horéario de funcionamento das armadilhas foi das 18
horas (crepusculo) as 8 horas (amanhecer), totalizando cerca de 14 horas de
funcionamento diarias, 42 horas por més e 588 horas ao final da pesquisa.
Este trabalho contou com a colaboracéo e auxilio da Diretoria de Vigilancia

Ambiental (DIVAL) em todas as suas fases.

Em cada unidade domiciliar foram instaladas duas armadilhas luminosas
tipo CDC “miniature light trap” (Vilela et al., 2003), a uma altura do solo de
aproximadamente 1,5 m, conectadas a baterias. A primeira armadilha
permaneceu no intradomicilio, em local com maior permanéncia de pessoas,
como quartos e salas (Figura 5A), enquanto a segunda armadilha foi instalada
no peridomicilio, preferencialmente em abrigos de animais, como canil e

galinheiro (Figura 5B).

Figura 5. Armadilhas utilizadas. A. Intradomicilio e B. Peridomicilio

Os potes coletores das armadilhas CDC eram retirados e trocados todos

os dias pela manha com a colaboragcao da equipe de entomologia da DIVAL.
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Durante a retirada dos potes coletores as baterias foram verificadas e se caso

estivessem com carga baixa, foram trocadas por novas baterias.

Apés a retirada, todos os potes coletores foram transportados ao
laboratorio de Entomologia da DIVAL para triagem que foi realizada por meio
do seguinte processo: i) imobilizacdo dos insetos em freezer a —20°C ainda
no pote entomologico, diretamente do campo; ii) transferéncia dos insetos,
utilizando microscopio estereoscopio com auxilio de pingca entomologica e
pincel e iii) acondicionamento em tubos de vidro ou acrilico com tampa e
identificados com namero da casa, local de captura (intra ou peri), dia € més
de coleta. Em seguida, todas as amostras foram acondicionadas em freezer,
sendo transportadas até o Laborato6rio de Parasitologia Médica e Biologia de
Vetores da Universidade de Brasilia-Unb.

A técnica de barraca de Shannon (Shannon, 1939) foi realizada uma vez
ao més, durante 14 meses, concomitantemente ao periodo da captura nas
UD, porém em area mais preservada (Figura 6). Cada coleta foi realizada por
no minimo dois pesquisadores, com duracdo de 4 horas, iniciando-se no
crepusculo e finalizando por volta das 22 horas. Os espécimes capturados
foram armazenados em potes entomoldgicos devidamente identificados e
transportados ao Laboratério de Parasitologia Médica e Biologia de Vetores —

UnB na mesma noite da captura.
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Figura 6 — Armadilha de Shannon instalada em area de mata para
captura de flebotomineos, na RA da Fercal/DF.

No Laboratério de Parasitologia Médica e Biologia de Vetores foi
realizada a separacdo de machos e fémeas de todos os flebotomineos
capturados, seguida do processo de clarificacdo e de limpeza em KOH 10%
(Potassa) por no minimo 12 e no maximo 24 horas — permanecendo em
média 16h —, depois lavagem com &acido acético a 10%, substituicdo por
acido acético a 100% deixando agir por 10 minutos, seguido de uma cadeia
de série alcool de 70%, 80% e 95% cada um por 10 minutos e para a Ultima
etapa da clarificacdo a retirada total do &lcool e a adicdo de Eugenol
comercial, utilizado como conservante. Em todo o processo os machos foram
trabalhados inteiros conforme procedimentos descritos em Forattini (1973) e
montados em Bélsamo do Canada, entre lamina e laminula e para as fémeas
foi utilizada apenas a cabeca e a porcéo final do abdome (Ultimos 3 tergitos),
também montados em Balsamo do Canada, utilizando lamina, laminula, pinca,
estiletes e identificados em microscopio optico segundo chave dicotdmica de
Galati (2003, 2016) e Young e Duncan (1994).

As pecas dos flebotomineos ndo utilizadas para identificacdo das
fémeas como a por¢ao anterior do abdome foi acondicionada individualmente

em eppendorfs estéreis contendo PBS 1X (Tampéo Fosfato Salino)
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devidamente etiquetados conforme coédigo referente a identificacdo da
espécie e mantidos em freezer para realizacdo de extracdo de DNA e exame
de infeccao natural.

4.3 DETECCAO MOLECULAR

Para a analise da infecdo natural de flebotomineos foram selecionadas
as fémeas das espécies Lutzomyia longipalpis, Nyssomyia whitmani
agrupadas em pools de no maximo 10 espécimes, separados por més, tipo
de armadilha e mantidos em freezer até a realizagdo da PCR. Devido a alta
variacdo no namero de individuos coletados a partir do sétimo més oriundos
das unidades domiciliares foram realizados pools de no maximo 10
espécimes, tanto para Lu. longipalpis, Ny. whitmani reunidos por espécies e
separados apenas entre intra e peridomicilio.

4.3.1 EXTRACAO DE DNA DE FLEBOTOMINEOS

Para a deteccdo da infec¢do natural em fémeas de flebotomineos, cada
pool de Lu. longipalpis e Ny. whitmani foi transferido para um eppendorf estéril
de 1,5 mL com 50 pL de PBS 1X, e macerado através por meio das pontas de
ponteiras individualizadas, sendo que as mesmas eram queimadas em

lamparina e abauladas para facilitar a extracdo de DNA.

Para a extragcdo de DNA foi utilizado o Kit lllustra™ Tissue and Cells
Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare®, Piscataway, NJ, 57 EUA). As
amostras permaneceram em proteinase K a 37°C durante a noite, e as etapas
seguintes foram realizadas de acordo com as normas recomendadas pelo
fabricante (ANEXO A) e conforme Lins (2002). As amostras de DNA extraidas
foram quantificadas no NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, EUA). Todas as amostras foram acondicionadas em freezer

a -20°C até que as PCRs fossem realizadas.
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4.3.2 PCR CACOPHANY

Algumas amostras foram selecionadas para realizacdo da amplificacdo
do gene cacophany a fim de verificar a integridade do DNA dos flebotomineos,

a existéncia de algum inibidor nas amostras e sua qualidade.

As amostras selecionadas foram dos meses de setembro, outubro,
novembro e dezembro de 2014 totalizando 112 pools analisados. A extracao
do gene cacophany da regido IVS6 de flebotomineos foi realizada a partir de
PCR, utllizando os iniciadores: primer forward Llcac 5'-
GTGGCCGAACATAATGTTAG-3' e primer reverse Llcac 5'-
CCACGAACAAGTTCAACATC-3' (Lins et al., 2002) espécificos para esta
regido. A reacao de amplificacéo foi realizada com volume final de 25 pL: 2,5
ML de tampéao de reacdo 1X (20 mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM KCI; Invitrogen,
Carlsbad, Califérnia, EUA), 1 uM de MgCl2, 0,2 uM de solugéo de dNTPs (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EUA); 0,5 uM de cada iniciador, 1,5 U de
Invitrogen Platinum Taq DNA polymerase (Life Technologies, Sdo Paulo, S.P.,
Brasil) e 3 yL de DNA das amostras (5 ng/pL). As reagdes de amplificagcao
dos fragmentos foram realizadas no termociclador MyCycler™ (Bio-Rad,
Santo Amaro, S.P., Brasil) com o seguinte programa: um ciclo de
desnaturacao a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo (95°C por 30
segundos), anelamento (57°C por 30 segundos), extensdo (72°C por 30
segundos), extenséao final (72°C por 10 minutos) e manutencao (40C por
tempo «). O controle positivo (DNA de Phlebotominae) e a amostra em branco
(sem DNA) foram incluidos. Os fragmentos amplificados foram separados por
intermédio de eletroforese em gel de agarose a 1.3%, corado com 0,5 mg/mL
de brometo de etideo e em tampdo TAE (90 mM Tris-acetate, pH 8.0, 25 mM
EDTA) e visualizados por meio de Alpha Imager R Mini System (Alpha

Innotech, San Leandro, Califérnia, EUA).
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4.3.3 PCR DIRIGIDA A REGIAO ESPACADORA INTERNA DO DNA

RIBOSSOMICO (ITS) 1 DE LEISHMANIA

As amostras foram submetidas a PCR direcionada a regido espacadora
interna do gene de RNAr 1 (RNA ribossomal) (ITS-1) de Leishmania sp, com
fragmento que varia entre 302 e 338 pb, utilizando os primers: LITS1 -5 CTG
GAT CATTTTCCGATG 3 elL5.85-5 TGATACCACTTATCGCACTT 3
(El Tai et al., 2000; Tojal et al., 2006).

As reagoes foram preparadas em um volume final de 25 pL: 2,5 pL de
tampao de reacdo 1X (20 mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM KCI; Invitrogen,
Carlsbad, Califérnia, EUA); 0,75 pyL de MgCI2; 0,2 yL de dNTPs (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA); 0,5 uL de cada iniciador; 0,3 U de Platinum
Tag DNA polimerase (Invitrogen, Life Technologies, S.P., Brasil); 18,25 uL de
agua (MilliQ) e 0,2 yL de DNA das amostras e processadas no seguinte
programa: desnaturacao inicial a 95 °C por dois minutos, seguido de 35
repeticbes de: desnaturacao a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 58 °C
por 30 segundos e extenséo a 72 °C por 30 segundos. A extensao final foi a
72 °C por cinco minutos e posterior manutencao a 4 °C. Foram usados como
controles positivos amostras de DNA extraidas de cultura de L. braziliensis
(Lb) e L. infantum (Li) e como controles negativos DNA de camundongos néao

infectados e o Branco.

As reag0Oes de todas PCR ocorreram por meio de termociclador TC-Plus
(Techne, Inglaterra, UK) e os produtos de todas as PCRs foram separados
por eletroforese em gel de agarose a 1.3%, corado com 0,5 mg/mL de brometo
de etideo e em tampao TAE (90 mM Tris-acetate, pH 8.0, 25 mM EDTA) e
visualizados por Alpha Imager R Mini System (Alpha Innotech, San Leandro,
California, EUA).

O produto dessa PCR foi re-amplificado para aumentar a quantidade de
produto amplificado. Um total de 2 pyL do produto da primeira PCR foi diluido
na proporcéo de 1:10 e com 2 pL dessa diluigao foi feita a segunda PCR,

usando o0s mesmos primers: LITS1 e L5.8S, os mesmos reagentes,
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padronizacdo de amplificacdo nas mesmas condicbes e o0s produtos

amplificados foram separados também por eletroforese.

4.4 DADOS METEOROLOGICOS

Os dados meteorolégicos como precipitacdo e umidade relativa média
do ar durante o periodo das coletas foram obtidos do Departamento de
Estradas de Rodagem do Distrito Federal — DER/DF e retiradas da Estacao:
BRASILIA-DF (OMM:83377). As medidas de temperaturas minimas e
méaximas foram obtidas no site do Inmet (Inmet, 2017) no Banco de Dados
Meteorologicos para Ensino e Pesquisa (BDMEP) e os dados foram

trabalhados pelo programa Excel 2016.

4.5 ANALISE DOS DADOS

Foram elaboradas tabelas de contingéncia das espécies de flebtomineos
por captura nos diferentes locais, intra e peridomicilio e o teste de qui-
quadrado foi aplicado a fim de analisar diferencas na ocorréncia de
flebotomineos entre locais de captura utilizando o programa Biostat 3.5.
Foram também realizados testes de regressao linear e correlacdo de
Spearman entre precipitacdo, umidade, temperatura e numero total de

flebotomineos capturado no estudo, considerando um IC a 95%.
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5. RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta a lista de espécies coletadas nas UD e em area
de mata, na qual foi de 27 espécies. Um total de 24 espécies foram
encontradas no domicilio e 15 em area de mata, com 12 comuns aos dois
ambientes. As espécies Psathyromyia abonnenci, Pintomyia monticula e
Pintomyia misionensis foram capturadas exclusivamente em area de mata. A
Tabela 2 mostra a distribuicdo do numero de espécimes coletado segundo o
ambiente intra e peridomiciliar, sendo o maior numero de individuos
capturados pertencente a espécie Ny. whitmani, seguida de Lutzomyia
longipalpis e Micropygomyia acanthopharynx. Alguns flebotomineos foram
identificados apenas em nivel de género, ndo sendo possivel identificar a
espécie, como no caso alguns exemplares determinados apenas como
Lutzomyia sp., Pintomyia sp. e Pressatia sp. Além disso, alguns exemplares
apresentaram danos provenientes da retirada das armadilhas ou genitalia
danificada ao proceder a montagem em lamina, laminula e Balsamo do

Canada.
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Tabela 1. Lista de espécies capturadas e local de encontro registrado na literatura das espécies da familia Psychodidade,
subfamilia Phlebotominae, coletadas na Regidao Administrativa da Fercal, DF, Brasil.

Sub-Tribo

Género

Espécie

Habitat**

Brumptomyiina
Artemiev, 1991)

Sergentomyiina

(Artemiev,
1991)

Lutzomyiina
(Abonnenc e
Léger, 1976)

Brumptomyia
(Franca and
Parrot, 1921)

Micropygomyia
(Barretto, 1962)

Evandromyia
(Mangabeira,
1941)

Brumptomyia brumpti (Larrousse, 1920)

Brumptomyia cunhai (Mangabeira, 1942)*

Micropygomyia (Silvamyia) acanthopharynx
(Martins, Falcao & Silva, 1962)

Micropygomyia (Sauromyia) rorotaensis (Floch &
Abonnenc, 1944)*

Evandromyia bacula (Martins, Falcéo & Silva, 1965)
Evandromyia (Aldamyia) carmelinoi (Ryan, Fraiha,
Lainson & Shaw, 1986)*

Evandromyia (Barrettomyia) cortelezzii (Bréthes,
1923)*

Peridomicilio e Silvestre

Silvestre

Silvestre

Silvestre

Silvestre

Silvestre

Intradomicilio, Peridomicilio, Silvestre
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Sciopemyia
(Barretto, 1962)

Lutzomyia
(Franca, 1924)

Pintomyia Costa
Lima, 1932

Evandromyia (Aldamyia)evandroi (Costa Lima &
Antunes, 1936)
Evandromyia (Aldamyia) lenti (Mangabeira, 1938)

Evandromyia (Barrettomyia) sallesi (Galvao &
Coutinho, 1939

Evandromyia (Barrettomyia) teratodes (Martins,
Falcdo & Silva, 1964

Evandromyia (Aldamyia) termitophila (Martins,
Falcdo & Silva, 1964)*

Evandromyia (Aldamyia) walkeri (Newstead, 1914)*

Sciopemyia sordellii (Shannon & Del Ponte, 1927)

Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz & Neiva,
1912)

Pintomyia (Pintomyia) christenseni (Young &
Duncan, 1994)

Intradomicilio, Peridomicilio, Silvestre

Intradomicilio, Peridomicilio, Silvestre

Intradomicilio, Peridomicilio, Silvestre

Silvestre

Peridomicilio e Silvestre

Silvestre

Intradomicilio, Peridomicilio, Silvestre

Intradomicilio, Peridomicilio, Silvestre

Silvestre
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Pressatia
Mangabeira,
1942

Psychodopygina Psathyromyia

(Galati, 1995)

Barretto, 1962

Psathyromyia
Barretto, 1962

Psathyromyia
Barretto, 1962

Psathyromyia
Barretto, 1962

Psathyromyia
Barretto, 1962

Pintomyia monticola (Costa Lima, 1932)*
Pintomyia misionensis (Castro, 1939)*

Pressatia sp.

Psathyromyia (Forattiniella) aragaoi (Costa Lima,
1932)

Psathyromyia (Psathyromyia) bigeniculata (Floch &
Abonnenc, 1941)

Psathyromyia (Forattiniella) brasiliensis (Costa
Lima, 1932)

Psathyromyia (Forattiniella) campograndensis
(Oliveira, Andrade-Filho, Falcdo & Brazil, 2001)*

Psathyromyia (Forattiniella) lutziana (Costa Lima,
1932)

Psathyromyia abonnensi

Silvestre

Silvestre

Peridomicilio e Silvestre

Silvestre

Peridomicilio e Silvestre

Silvestre

Peridomicilio e Silvestre

Silvestre

Silvestre
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Psychodopygus Psychodopygus davisi (Root, 1934) Silvestre
Mangabeira,
1941
Nyssomyia Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939) Intradomicilio, Peridomicilio, Silvestre
Barretto, 1962

* Espécies pela primeira vez relatadas no DF. **De acordo ambientes coletados.
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Tabela 2. Espécies capturadas segundo sexo e local de captura na Regiao
Administrativa da Fercal, entre agosto de 2014 a setembro de 2015, DF,
Brasil.

Unidade domiciliar

Espécie Intradomicilio Peridomicilio Total %
F M F M FIM
Brumptomyia sp. 0 0 1 0 1 0,1%
Brumptomyia brumpti 0 0 0 2 2 0,1%
Brumptomyia cunhai 0 0 0 2 2 0,1%
Evandromyia lenti 0 5 23 40 68 4,8%
Evandromyia sallesi 6 0 20 10 36 2,5%
Evandromiyia termithophila 1 0 5 1 7 0,5%
Evandromyia bacula 0 0 1 0 1 0,1%
Evandromyia carmelinoi 2 0 17 1 20 1,4%
Evandromyia cortellezzi 0 0 0 2 2 0,1%
Evandromyia evandroii 1 3 3 7 0,5%
Evandromyia teratodes 0 0 2 0 2 0,1%
Evandromyia walkeri 0 0 1 0 1 0,1%
Lutzomyia longipalpis 6 13 15 82 116 8,2%
Micropygomyia acanthopharynx 26 1 26 2 55 3,9%
Micropygomyia rorotaensis 0 0 1 0 1 0,1%
Micropygomyia sp. 0 0 1 0 1 0,1%
Nyssomyia whitmani 97 24 484 382 987 69,8%
Pintomyia christenseni 1 0 1 0 2 0,1%
Pintomyia sp. 0 0 1 0 1 0,1%
Pressatia sp. 0 0 1 0 1 0,1%
Psathyromyia aragaoi 0 0 2 17 19 1,2%
Psathyromyia bigenicullata 0 0 7 5 12 0,8%
Psathyromyia brasiliensis 0 0 1 1 2 0,1%
Psathyromyia campograndensis 1 0 11 0 12 0,8%
Psathyromyia lutziana 1 1 9 2 13 0,9%
Psathyromyia sp. 0 0 2 0 2 0,1%
Psychodopygus davisi 2 0 19 0 21 1,5%
Sciopemyia sordellii 2 0 5 2 9 0,6%
Lutzomyia sp. 2 1 5 3 11 0,8%
TOTAL 148 45 664 557 1414 100,0%
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Foi detectada maior abundéancia de exemplares de Ny. whitmani e Lu.
longipalpis no peridomicilio. Ainda, percebe-se maior numero de fémeas no
intradomicilio de Ny. whitmani comparado as fémeas de Lu. longipalpis. O
namero de fémeas das duas espécies capturados no intra e peridomicilio
apresentou diferenca estatisticamente significante pelo teste de qui-quadrado
(p< 0.0001), assim como o numero de machos das duas espécies capturados
no intra e no peridomicilio (p< 0.0001), e o total (p< 0.0001), como pode ser

observado na Tabela 3.

Tabela 3. Numero de flebotomineos da espécie Ny. whitmani e Lu. longipalpis
conforme por sexo e local de encontro na Unidade Domiciliar, na Fercal/DF.

Ny. whitmani Fémeas Machos TOTAL %
10,9

Intradomicilio 97 24 121 7
78,5

Peridomicilio 484 382 866 1

Lu. longipalpis

Intradomicilio 6 13 19 1,72
Peridomicilio 15 82 97 8,79
100

TOTAL 602 501 1103 %

Na Tabela 4 apresenta a lista das espécies capturadas em area de
mata com armadilha de Shannon. Percebe-se o grande numero de individuos
de Ny. whitmani capturados, em relacdo as outras espécies. A espécie de
flebotomineo Psychodopygus davisi também apresentou maior ocorréncia na
armadilha de Shannon e houve maior numero de fémeas capturadas em

comparacao com 0os machos dessa mesma espécie.
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Tabela 4. Distribuicdo das diferentes espécies de flebotomineos capturadas
na armadilha de Shannon, em area de mata, na RA da Fercal/DF.

Espécie

Machos

Fémeas

Total

Evandromyia bacula
Evandromyia lenti
Evandromyia teratodes
Evandromyia termitophila
Evandromyia carmelinoi
Luztomyia longipalpis
Micropygomyia acanthopharynx
Nyssomyia whitmani
Psathyromyia abonnensi
Psathyromyia bigenicullata
Psathyromyia campograndensis
Pintomyia monticola
Pintomyia misionensis
Sciopemyia sordellii
Psychodopygus davisi

0
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N OO OOOoO R

1

[~ S S NG

404

P PR REPRNO

1

R OPFR P MN®

414

PR R RN

TOTAL

17

452

469

Verificou-se diferenca entre a ocorréncia de flebotomineos capturados

em area de mata (armadilha de Shannon) e nas unidades domiciliares (CDCs)

(Figura 7), sendo a maior ocorréncia nos domicilios (p<0,0001).

No primeiro semestre de avaliacdo (agosto de 2014 a fevereiro de

2015) houve maior captura dos flebotomineos nos domicilios e logo no

segundo semestre essa populacdo houve uma diminuicdo no numero de

capturas. Logo, registrou-se um aumento da captura dos flebotomineos na

area de mata (Figura 7).
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Figura 7. Numero total de flebotomineos capturados em area de mata e nas

areas urbanas, entre agosto de 2014 e setembro de 2015, na RA da
Fercal/DF.

N&ao foi detectada nenhuma associacao estatisticamente significante
entre a precipitacdo, umidade, temperatura média, temperatura minima e
temperatura maxima e o numero de flebotomineos. As Figuras 8, 9 e 10

demonstram as curvas destas variaveis climaticas, em relacdo a abundancia
de flebotomineos capturados.
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Figura 8. Numero total de flebotomineos capturados em area de mata e nas
urbanas, na RA da Fercal/DF e valores de precipitagdo (mm) para Brasilia/DF.
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Figura 9. Numero total de flebotomineos capturados nas areas de mata e nas
areas urbanas, na RA da Fercal/DF e valores de temperatura media
compensada (°C) para Brasilia/DF.
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Figura 10. Numero total de flebotomineos capturados nas areas de mata e
nas areas urbanas, na RA da Fercal/DF e valores de umidade relativa média
para Brasilia/ DF.

Ao realizar a analise de correlagcdo de Spearman para verificar se

ocorria uma inversdo da abundancia dessas populacdes, ao longo do periodo

estudado, o teste ndo mostrou significancia com IC 95% (rho=0.5, p=0.0661).
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Tabela 5. Valores relacionados ao teste de correlagcdo de Spearman entre
abundancia total de flebotomineos e variaveis climaticas, na RA da Fercal/DF.

Precipitacdo Temperatura Temperatura Temperatura Umidade

média minima maxima
Coeficiente
de
Spearman
(rho) -0.4525 -0.2396 -0.3934 0.055 -0.5044
t= -1.758 -0.8548 -1.4823 0.1908 -2.0236
(p)= 0.1041 0.4094 0.164 0.8518 0.0658
NUamero de
pares = 14 14 14 14 14

AVALIACAO DE INFECCAO NATURAL POR LEISHMANIA SP

Na primeira etapa do trabalho, compreendida pelos meses de setembro
a dezembro de 2014, foi extraido o DNA de 112 amostras de 422 fémeas de
Ny. whitmani e Lu. longipalpis. Para os demais meses, foram extraidos DNA
de 82 amostras de 644 fémeas de Ny. whitmani e Lu. longipalpis. A O gel néo
revelou bandas compativeis com amostras de Leishmania usadas no controle
(Figura 11).

Cnlblcl 23456789 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 Lb

265pb 265pb
Pt

Figura 11. Fotografia do gel de agarose visualizado por luz ultravioleta. 1-
R30: Amostras de flebotomineos. Controles positivos: Lb (L. braziliensis) e Lc
(L. infantum).
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6. DISCUSSAO

A Regido Administrativa da Fercal é um local turistico do DF, com
presenca de montanhas, cachoeiras, domicilios periurbanos, urbanos e
chacaras mais proximas ao meio silvestre, onde existe a presenca de casos
humanos de LV e caninos de Leishmania sp. notificados (Brasilia, 2013). Este
estudo revela a periodicidade de flebotomineos associados a domicilios com
casos caninos confirmados para LV, além de variaveis climaticas e um estudo
da ecologia das principais espécies da area urbana da regiao.

A diversidade da fauna flebotominica foi amostrada, com 27 espécies
da area de mata, peridomiciliares e da area urbana na regido, sendo 8
registros inéditos para o DF, as quais pertencem as seguintes espécies:
Brumptomyia cunhai, Evandromiyia termithophila, Evandromyia carmelinoi,
Evandromyia cortellezzi, Evandromyia walkeri, Micropygomyia rorotaensis,
Psathyromyia campograndensis e Pintomyia misionensis. Todas ocorreram
em area urbana, exceto Pintomyia misionensis, que foi coletada apenas em
area de mata. A espécie Psathyromyia campograndensis foi encontrada tanto
no area urbana como em area de mata.

Ao somar as espécies da lista registrada no presente trabalho com as
registradas por Rapello (2017) totaliza-se 43 registros para o DF.
Micropygomyia rorotaensis tem sido encontrada em areas perirurais (Vilela et
al., 2013), apesar de ser uma espécie de habitos silvestres, assim como as
espécies de Brumptomyia spp. Evandromiya evandroi € uma espécie
comumente encontrada em ambientes modificados, estando presente no
peridomicilio (Donalisio et al., 2012). Pa. abonnenci, Pa. bigeniculata,
Pintomyia monticola, e Sciopemyia sordelli sdo espécies até no momento
sendo consideradas exclusivamente silvestres (Rangel e Lainson, 2003),
porém neste trabalho as espécies Pa. abonnenci, Pa. bigenicullata foram
encontradas no peridomicilio das UD e a espécie Sciopemyia sordellii foi

capturada no intra e peridomicilio.
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Chama a atencdo a diferenca da entomofauna de flebotomineos
comparada ao estudo Rapello (2017), onde foram registradas 10 espécies de
flebotomineos em comum e em reservas da mesma regido (Reserva Bioldgica
de Contagem e Parque Nacional de Brasilia) em comparacao a do presente
trabalho que também obteve amostragem proxima de matas de galeria. A
vegetacdo da Fercal também se mostra pertencente ao bioma do Cerrado,
com presenca de matas de galeria e bruscas transicdes que revelam
formacdes savanicas e campestres (Ribeiro & Walter, 2008).

A fauna de flebotomineos da Fercal revelou 17 espécies com somente
cinco sendo compartilhadas ao trabalho prévio no DF: Pa. abonnenci, Pa.
bigeniculata, Pintomyia monticula, Ny whitmani e Sciopemyia sordelli. Essa
observacdo abre uma lacuna na ecologia de paisagem, associada a
composicdo de fauna de flebotomineos no local, onde certos fatores
ambientais, como o0 processo de urbanizacdo desorganizado da Fercal que
avancga sobre vegetagao natural podem influenciar na diferenga de fauna de
flebotomineos dessa regido.

Nesse estudo, a razdo sexual (fémeas/machos) da totalidade de
flebotomineos capturados pela armadilha CDC foi de 1,34:1 ndo mostrando
diferenca significativa na proporcéo entre fémeas e machos. Rodrigues et al.
(2013) utilizando armadilhas tipo HP modificada encontraram resultados
semelhantes em estudo realizado no Parque Estadual do Tiririca, estado do
Rio de Janeiro, entre maio de 2010 a maio de 2011, onde a razdo sexual
encontrada foi de 1,13:1 (machos/ fémeas), ou seja, também sem diferencas
significativas.

A armadilha de Shannon apresentou maior proporcdo de fémeas com
uma razédo de (26:1). Tal fato, pode ser explicado devido as fémeas serem
atraidas por odores, substancias (CO2, &cido latico, feromdnios) e
temperatura do hospedeiro que encontra-se em atividade, durante o
funcionamento da armadilha (Alexander, 2000).

O presente estudo detectou duas espécies de importancia médica na
transmissdo das leishmanioses, sendo a primeira Lu. longipalpis e segunda

Ny. whitmani. Vexenat (1991), estudando a fauna flebotominica encontrou a
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espécie Ny. whitmani largamente distribuida em diversas areas do DF, assim
como no trabalho realizado por Sampaio et al. (2009), onde Ny. whitmani,
representou 98,9% dos espécmies capturadas nas Regides Administrativas
de S&o Sebastido, Gama e Planaltina do DF. Bastos et al. (2016), em area
urbana situada no noroeste do estado de Goias verificaram a predominancia
de Ny. whitmani (71,6%), sobre outras espécies de flebotomineos, tais como
Lutzomyia longipalpis (17,5%), Evandromyia lenti (7,3%) e Nyssomyia
intermedia (1,8%).

Ny. whitmani também foi detectada, tanto no intra quanto no
peridomicilio, entre julho e agosto, em maior abundancia, no municipio de
Aguas de Miranda/MS, em area com predominancia de vegetacéo de cerrado,
conforme resultados de Brilhante et al. (2015), corroborando com os dados
obtidos neste trabalho. Outros trabalhos (Galati et al., 1996; Souza et al.,
2002) também relatam o encontro dessa espécie em maior quantidade, nesse

mesmo periodo.

Almeida (2015) também observou que Ny. whitmani foi a espécie com
maior ocorréncia e distribuicdo geografica no Centro Oeste do Brasil, quando
analisou os dados de ocorréncia das espécies de flebotomineos entre os anos
de 1996 a 2014, obtidos por meio do servico de entomologia de Secretarias
Estaduais de Saude (MT, MS, GO e DF), além de dados de ocorréncia de
espécies da literatura e registros de colecdes cientificas do sistema Species
Link e Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP).

A regido da Fercal trata-se de uma area que se encontra em processo
de urbanizacdo, sendo que a maioria das residéncias apresentam
proximidade com as matas e possuem galinheiros e/ou canil com presenca de
Ny. whitmani, tanto no intra quanto no peridomicilio, levantando a
possibilidade dessa espécie estar em processo de adaptacdo ao ambiente
antropico, como verificado por Oliveira et al. (2003), Azevedo et al. (1996),
Azevedo & Rangel (1991) e Forattini (1960).
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A observacdo do comportamento na captura no intradomiciilio de Ny.
whitmani deve ser levada em consideragéo, assim como sua antropofilia e seu
envolvimento na transmissdo de LTA (Galati et al. 1996; Lainson & Shaw
2005) pela sua grande importancia epidemiologica como principal vetor de L.
braziliensis em diversas regides do pais, mas também por estar associado a
transmissao de L. (Viannia) guyanensis e L. (Viannia) shawi (Lainson et al.,
1989).

Por outro lado, a espécie Lu. longipalpis mostra-se com comportamento
inverso, sendo capturada em maior nimero na época Umida e chuvosa, entre
novembro a marco, conforme observado por Rebélo (2001) na regido
Nordeste e por Nunes et al. (2008) no municipio de Bonito, na regido de Mato
Grosso do Sul. Neste estudo registra-se o pequeno namero de exemplares de
Lu. longipalpis, corroborando com o trabalho de Oliveira et al. (2003), que
utilizou armadilhas de tipo CDC com coletas semanais em varios ecotopos na
cidade de Campo Grande, tendo sugerido que o ano da coleta foi atipico com
periodo de seca prolongado afetando a densidade de Lu. longipalpis que

apresentou pico no més de janeiro, logo apés os meses de chuva.

Os resultados encontrados por Almeida (2015) verificaram a
predominéancia de Lu. longipalpis em Campo Grande, Mato Grosso do Sul em
ambiente antrépico. Andrade et al. (2009), Nunes et al. (2008) e Oliveira et al.
(2006) demostraram que Lu. Longipalpis foi encontrado em ambientes

antrépicos com criacdo de animais, onde a LV canina e humana ocorrem.

No presente estudo, a espécie Lu. longipalpis foi registrada em baixa
densidade, na Fercal/DF, levantando-se a suspeita de que outra possivel
espécie vetora de Leishmania poderia estar envolvida na transmissao de LV,
nesse caso Ny. whitmani. Conforme estudos de Verlindo et al. (2011) em Belo
Horizonte/MG e Saraiva et al. (2010) também realizado em Belo
Horizonte/MG, Ny. whitmani foi encontrada naturalmente infectada por L.

infantum demonstrando a potencialidade do vetor.
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Varias outras espécies encontradas nesse estudo também ja foram
detectadas em outros estados brasileiros infectadas por Leishmania. Carvalho
et al. (2008) e Andrade et al. (2011), descreveram Evandromyia cortelezzii
naturalmente infectadas por L. infantum, em Santa Luzia/MG e Ponta
Pord/MS, respectivamente. Evandromyia termithophila também foi descrita

infectada pela mesma Leishmania (Saraiva et al. 2010).

As espécies de flebotomineos Ev. cortelezzii e Ev. lenti foram
encontradas infectadas por L. braziliensis em Belo Horizonte e Divinopolis/MG
(Saraiva et al. 2010 Margonari et al. 2010). Essa mesma Leishmania também
foi detectada em Pa. aragaoi em Mato Grosso do Sul (Oliveira et al. 2003 e
Paiva et al 2010). Leite (2016) registrou pela primeira vez a presenca de L.

amazonesis nas espécies Ev. lenti, Ev. teratodes e Sc. sordellii.

Apesar do encontro das espécies de flebotomineos mencionadas
acima, na Regidao Administrativa da Fercal, os resultados de infec¢ao natural
por meio de biologia molecular apresentaram-se negativos para Leishmania
sp. Os resultados negativos para infeccdo natural por Leishmania sp deste
trabalho corroboram com os resultados de Rapello (2017), Figueiredo et al.
(2016), Ferreira et al. (2015), Peréz et al. (2014) e Neitzke et al. (2008)
reforcando a dificuldade de identificacdo de flebotomineos naturalmente
infectados. Mesmo tendo uma maior sensibilidade com a utilizacdo da técnica
de PCR, vérios fatores podem influenciar os resultados dentre eles o alvo, as
condi¢cbes da PCR, o tipo e as condi¢cdes da amostra de DNA (Pita-Pereira et
al. 2005).

Frequentemente sdo encontradas taxas de infecgdo natural menores
que 1% em flebotomineos de areas endémicas divergindo dos altos indices
da doenca nessas regifes (Rodriguez et al. 1999; Luz et al. 2000). As taxas
médias de infeccdo natural mais comumente encontradas em flebotomineos
permanecem menores que 3% podendo chegar raramente a 10% (Missawa,
2010). Alguns trabalhos encontraram taxas de infec¢éo natural consideradas

“altas” como 3,9% em Lu. longipalpis por L. infantum no Estado de Minas
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Gerais (Michalsky et al. 2011) e 2,6% também para L. infantum em L.

longipalpis na regido de Mato Grosso do Sul (Nascimento et al., 2007).

Independentemente do resultado negativo para infeccdo natural das
espécies capturadas, observa-se transmissibilidade de Leishmania sp, na
qual pode ser verificado por meio da soropositividade canina, presenca
constante e frequente de Lu. longipalpis, condicdes ambientais favoraveis e
registro de casos humanos ja ocorridos na regido que podem manter o ciclo

de transmissao de Leishmania nesta regido do DF.

Finalmente, o presente estudo atualizou e ampliou o conhecimento das
espécies registradas no Distrito Federal, o que podera auxiliar tanto no
conhecimento sobre o comportamento das mesmas, quanto nas estratégias
de vigilancia e controle das Leishmanioses, especialmente para a area
estudada, tendo sido observadas algumas alteracdes na predominancia de
espécies durante tempos de frio e seca como para espécies que sao mais

frequentemente encontradas nos periodos apos as chuvas.
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7. CONCLUSOES

Nessa pesquisa foram capturadas 27 espécies de flebotomineos,
sendo o maior numero de exemplares capturados pertencente a
espécie Ny. whitmani, seguida de Lu. longipalpis e Mi. acanthopharynx,

sendo 8 espécies inéditas para o DF;

Foram capturadas maior numero de flebotomineos nas armadilhas
CDC, em relacdo a armadilha de Shannon, sendo que as espécies Ny.
whitmani e Lu. longipalpis foram mais abundantes no peridomicilio.
Ainda, observa-se maior ocorréncia fémeas de Ny. whitmani no

intradomicilio, em relacdo as fémeas de Lu. longipalpis.

O periodo de maior coleta para flebotomineos ocorreu em agosto a
setembro de 2014 e as variaveis climaticas pluviosidade, umidade,
temperaturas minimas e méaximas ndo foram estatisticamente

significativas em relacdo a niumero flebotomineos capturados;
Nao foram encontrados flebotomineos infectados por Leishmania sp.

durante o periodo de agosto de 2014 a setembro de 2015 por meio das

analises moleculares (PCR).
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A RA da Fercal trata-se de uma area composta por areas urbanas,
periurbanas e chacaras muito proximas a matas de galeria, as quais possuem
uma vasta fauna flebotominica. O encontro de espécies silvestres de
flebotomineos nas regibes periurbanas, levanta a possibilidade de que as
alteracdes ambientais tem sido um fator importante no processo adaptativo de
“urbanizacao” de algumas espécies de flebotomineos.

Essa presencga de Ny. whitmani no intra e peridomicilio pode ser um
indicativo de que haja a ocorréncia de transmisséo de LTA na regido da
Fercal, também, em area urbana. Além disso, observar a potencialidade para
gue este seja vetor de outros tipos de Leishmanias na regido da Fercal/DF.

A espécie de flebotomineos Evandromyia lenti deve ser melhor
estudada, em relagdo ao seu papel na dindmica de transmisséo de
protozoarios do género Leishmania, tendo em vista que foi registrada sua
ocorréncia em ambiente intradomiciliar em quantidade que merece atencéo
por parte dos 6rgdos de controle. Destaca-se a necessidade de pesquisas
futuras, a fim de caracterizar a sazonalidade das espécies de flebotomineos
na area de estudo.

Outros métodos moleculares como a técnica de PCR direcionada ao
gene Cacophany, a técnica de PCR dirigida ao gene SSU rDNA de
tripanossomatideos e também métodos mais modernos podem ser utilizados
para detectar espécies Leishmania e outros Trypanosomatideos de
importancia epidemiolégica, a fim de estimar possiveis relacbes entre
flebotomineos naturalmente infectados com as Leishmanias.

Portanto, o monitoramento periédico e sistemético das espécies de
flebotomineos, assim como a identificacdo molecular da infeccdo destes
flebotomineos podem auxiliar as medidas de prevencédo e controle de casos
de LTA e LV no DF.
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10. ANEXOS

A. Normas recomendadas pelo fabricante
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Mustra™ tesue & cells genomicPrep Miri Spin Kit ik Ao
A. Protocol for extraction of genomic DNA from animal tissues

» Ensure 20 mg/mi Proteinase K and RNase A availoble ¢ Ensure no precipitate present
in Lysis buffer type 1. « Ensure ethonol added to Wash buffer type 6 » Ensure Elution

buffer type 5 pre-heated to 70°C & Homogenize @:Add @ Spin ;Y Incubate

1. Homogenization of Animal Tissue w
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. ize (hand-held homogenizer recommended)
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2. Lysis
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&= 500 pl Wash buffer type 6

3 minutes 11 000 x g; discard Collection tube

* Transfer column to a new 1.5 ml DNase-free microcentrifuge tube W .
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Resumo

Introducdo: Os insetos da subfamilia Phebotominae sdo transmissores de Varios
protozoarios do género Leishmania que produzem doencas como a Leishmaniose
Visceral (LV) e a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). A fauna de
flebotomineos do Distrito Federal ainda € considerada pouco conhecida, sendo
registradas 35 espécies e as pesquisas sobre de infeccdo natural destes vetores ainda é
escassa. A Regido Administrativa da Fercal é uma area situada entre a Bacia do Rio
Maranhdo e as margens da Area de Protecdo Ambiental — APA Cafuringa, com grande
potencial eco-turistico que esta em expansao urbana desordenada, sendo considerada area
de transmisséo intensa para LV com a detecgcdo de elevada positividade canina para

Leishmania infantum. Objetivo e Metodologia: O presente estudo teve como objetivo
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identificar as espécies de flebotomineos, assim como sua relagdo com as variaveis
climéticas e estimar a infecgdo natural das espécies capturadas por protozoarios do género
Leishmania. As capturas foram realizadas na Regido Administrativa da Fercal/DF em 15
Unidades Domiciliares (UD) por meio de armadilhas CDC instaladas no intra e
peridomicilio e armadilha de Shannon no ambiente silvestre. A analises de infeccéo
natural foram realizadas nas espécies Lutzomyia longipalpis e Nyssomyia whitmani por
meio de PCR. Resultados: Foram identificadas um total de 28 espécies com 8 registros
novos para o DF, dentre 1883 espécimes capturadas. Ny. whitmani foi a espécie
predominante em relacdo as outras espécies. Verificou-se diferenca significativa entre a
ocorréncia de flebotomineos capturados em ambiente silvestre e domiciliar, com maior
ocorréncia nos domicilios (p<0,0001). A pluviosidade, temperatura e umidade néo
tiveram associacdo com a maior ou menor abundéancia de flebotomineos e a infec¢do
natural de 82 pools de flebotomineos apresentou resultados negativos. Conclusdes:
Atualiza-se para 43 as espécies de flebotomineos registradas no Distrito Federal. O
periodo de maior coleta para flebotomineos ocorreu em agosto a setembro de 2014 e as
espécies Ny. whitmani e Lu. longipalpis foram mais abundantes no peridomicilio. Essas
informacdes sdo de fundamental importancia para as a¢6es de vigilancia e controle da LV

e LTA, no DF.

Palavras-chave: Distrito Federal, Phlebotominae, infec¢do natural, PCR, Leishmaniose

Visceral.
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ABSTRACT

Introduction: Insects of the subfamily Phebotominae are transmitters of several protozoa
of the genus Leishmania that produce diseases such as Visceral Leishmaniasis (LV) and
American Cutaneous Leishmaniasis (LTA). The fauna of phlebotomines of the Federal
District is still considered little known, being recorded 35 species and the research on
natural infection of these vectors is still scarce. The Fercal Administrative Region is an
area located between the Maranhdo River Basin and the banks of the Environmental
Protection Area - APA Cafuringa, with great eco-tourist potential that is in a disordered
urban expansion, being considered of intense transmission to LV with the detection of a
high rate of canine positivity. Objective and Methodology: The objective of this study
was to identify sandfly species, as well as their relationship with climatic variables and
to estimate the natural infection of the species captured by protozoa of the genus
Leishmania. Captures were taken in the Administrative Region of Fercal / DF in 15
Domiciliary Units (UD) by means of CDC traps installed in the intra and peridomicile
and Shannon trap in the wild. The analyzes of natural infection were performed in the
species Lutzomyia longipalpis and Nyssomyia whitmani by means of PCR. Results: A
total of 28 species with 8 new records were identified for DF, out of 1883 captured
specimens. Ny. whitmani was the predominant species in relation to the other species.
There was a significant difference between the occurrence of sandflies captured in the
wild and at home, with a higher occurrence in the households (p <0.0001). Rainfall,
temperature and humidity were not associated with greater or less abundance of sand flies,
and the natural infection of 82 pools of sand flies presented negative results. Conclusions:
The species of sand flies registered in the Federal District are now updated to 43. The

period of greatest collection for sandflies occurred in August to September 2014 and the
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species Ny. whitmani and Lu. longipalpis were more abundant in the peridomicile. This
information is of fundamental importance for the actions of surveillance and control of

LV and LTA in the DF.

Key words: Federal District, Phlebotominae, natural infection, PCR, Visceral

Leishmaniasis.
INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) foi classificada como uma zoonose de natureza
eminentemente rural, porém vem se expandindo para areas urbanas de médio e grande
portel. A transmiss&o ocorre por meio da picada da fémea de flebotomineo infectada por
Leishmania infantum? podendo acometer o homem, tornando-se uma antropozoonose 3.
A LV esta distribuida em 69 paises, com notificacdo de 200 a 400 mil novos casos por
ano, concentrados na India, Nepal, Suddo, Sud&o do Sul, Bangladesh, Etidpia e Brasil,
observando-se a ampla distribuicdo geogréfica da doenca, acometendo quase todos 0s
continentes?.

No Brasil, a LV foi relacionada ao ambiente rural, conforme estudos realizados
em Sobral, Estado do Ceard, em 1954-1956, devido a uma grave epidemia. De acordo
com os dados do SINAN/SVS, entre 1990 a 2016, a distribuicdo geografica da LV
indicava registros de casos confirmados em 22 Unidades Federativas do Brasil, com taxa
de incidéncia média anual de aproximadamente 1,8 casos humanos por 100 mil
habitantes, predominante na regido Nordeste seguida das regides Norte, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul*. Segundo o Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral ?,

uma avaliacdo epidemioldgica dos ultimos 13 anos revelou alteragdes no perfil de
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transmisséo, originalmente caracterizada como rural para um perfil atual relacionado a
grandes cidades e algumas capitais.

A ecologia de varias espécies de flebotomineos tem sido alterada pelas grandes
modificacBes ambientais, ocasionadas pelo homem® e essas mudangas apresentam
influéncia direta na dindmica de transmissdo e na epidemiologia da doenca®.

Carranza-Tamayo et al.® descreveram o primeiro caso confirmado de LV
autoctone em Brasilia diagnosticado, em julho de 2005. No Distrito Federal, de 2007 a
2016, foram confirmados 44 casos humanos de LV, na qual, 30 casos foram registrados,
no periodo de 2009 a 2015’. Por outro lado, os dados da Secretaria de Salde do DF, em
seus boletins epidemioldgicos, aponta 28 casos autdctones, entre 2009 a 2015%. O
primeiro caso autoctone de LTA, no DF, teve registro na década de 80. Em 1999 foram
notificados 11 casos novos19 demonstrando a expanséo da LTA.

Atualmente, 1003 espécies de flebotomineos ja foram descritas no mundo, das
quais cerca de 537 ocorrem na regido Neotropical, sendo que 277 sao registradas no Brasil
°. A maioria das espécies de flebotomineos da regido Neotropical possui habitat em areas
de floresta com indice pluviométrico em torno de 2000 mm por ano, mas estes insetos
também podem ser encontrados em areas semiaridas, com cobertura vegetal arbustiva °.

Duas espécies de flebotomineos tém sido relacionadas com a transmissdo da LV
no Brasil, Lu. longipalpis, considerada a principal transmissora de L. infantum e mais
recentemente Lu. cruzi, incriminada como potencial vetor no Mato Grosso do Sul nos
municipios de Ladario e Corumbé por Santos et al.*

Segundo Maroli et al.*! as espécies de flebotomineos envolvidas na transmisséo
de LTA no Brasil séo Lutzomyia whitmani, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia wellcomei,

Lutzomyia complexa, Lutzomyia neivai, Lutzomyia fischeri e Lutzomyia migonei.
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Carvalho et al.!? registraram 22 espécies de flebotomineos capturados em 11
municipios Goianos e no Distrito Federal. Entre 2006 a 2008, um levantamento
entomologico realizado durante 24 meses consecutivos, em locais provaveis de infecgdo
(LPI) para LTA, foram identificadas 27 espécies de flebotomineos dos géneros Lutzomyia
e Brumptomiya, sendo que a espécie mais coletada foi Ny. whitmani'®. Rapello** estudou
a infeccdo natural por Leishmania sp em pequenos mamiferos capturados no Jardim
Botanico de Brasilia, Parque Nacional de Brasilia, Fazenda Agua Limpa e Reserva

Bioldgica da Contagem detectando a presenca de 16 espécies de flebotomineos, no DF.

Nesse cendrio epidemioldgico torna-se fundamental o conhecimento das espécies
de flebotomineos e sua abundéncia na regidao Administrativa da Fercal /DF, a fim de obter
dados a respeito de possiveis espécies vetoras envolvidas na transmissdo de LV e LTA,
assim como flutuacGes sazonais destas espécies em relacdo as variaveis climaticas que
podem indicar os momentos de maior ou menor circulacdo de flebotomineos. Ainda, é de
extrema importancia a caracterizacdo dos aspectos comportamentais e das taxas de
infeccdo natural desses flebotomineos por Leishmania spp aumentando a percepcao da
circulacdo da doenca por meio da detec¢do das Leishmanias circulantes nos vetores.
Portanto, o objetivo do trabalho foi identificar as espécies de flebotomineos, assim como
sua relacdo com as varidveis climaticas e estimar a infeccdo natural das espécies

capturadas por protozoarios do género Leishmania.

METODOS

Area de Estudo: O estudo foi realizado na XXXI Regido Administrativa (RA),
denominada de Fercal. Essa RA foi a Gltima a ser criada no Distrito Federal em 2012 e

esta localizada ao norte do DF, entre Sobradinho e Sobradinho Il. As primeiras
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comunidades da Fercal comecaram a surgir hd mais de 40 anos, quando foi instalada a
fabrica de cimento CIPLAN - Cimento Planalto - na regido. Atualmente, registra-se uma

populacdo de aproximadamente 30.000 habitantes, distribuidas em 14 comunidades.

A Fercal situa-se entre a Bacia do Rio Maranh&o e as margens da Area de Protecao
Ambiental — APA Cafuringa, possuindo clima tropical de altitude, com duas estagdes bem
definidas: uma seca (de maio a setembro) e outra chuvosa (de outubro a abril). As
caracteristicas do relevo assemelham-se a uma regido serrana com areas preservadas que
se caracteriza pelos seus diversos atrativos turisticos, como cachoeiras, “canions” e areas
de florestas densas (cerraddo), mas também possui graves problemas ambientais, dentre
0s quais se destacam a poluicdo, o desmatamento das areas de preservacao permanente,

como as matas de galeria, e a extracdo irregular de areia.

Captura de flebotomineos: Foram selecionadas trés comunidades, baseadas na
maior média de cées positivos do inquérito canino realizado em 2013 pela DIVAL. As
localidades do Boa Vista, Fercal | e Fercal Il foram selecionadas, conforme critério acima,
sendo que um total de 15 Unidades Domiciliares (UD) selecionadas e marcadas com
equipamento GPS e seus respectivos donos foram orientados da importancia da pesquisa.
As capturas foram realizadas por 3 dias consecutivos, uma vez por més, durante 14 meses,
entre agosto de 2014 e setembro de 2015. Em cada unidade domiciliar foram instaladas
duas armadilhas luminosas tipo CDC “miniature light trap” *°, a uma altura do solo de
aproximadamente 1,5 m, conectadas a baterias. Uma armadilha localizada no
intradomicilio enquanto a outra foi instalada no peridomicilio, preferencialmente em
abrigos de animais. A técnica de barraca de Shannon®® foi realizada uma vez ao més,

durante 14 meses, concomitantemente ao periodo da captura nas UD, porém em area mais
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preservada. Cada coleta foi realizada por no minimo dois pesquisadores, com duragéo de

4 horas, iniciando-se no crepusculo e finalizando por volta das 22 horas.

No Laboratério de Parasitologia Médica e Biologia de Vetores foi realizada a
separagdo de machos e fémeas de todos os flebotomineos capturados, seguida do processo

de clarificacdo, limpeza e conservagao e identificagéo.

As pecas dos flebotomineos néo utilizadas para identificacdo das fémeas como asas,
pernas e por¢do anterior do abdome foram acondicionadas individualmente em
eppendorfs limpos contendo PBS (Tampédo Fosfato Salino) devidamente etiquetados
conforme codigo referente a identificacdo da espécie para realizacéo de extracdo de DNA

e exame de infec¢do natural.

Deteccdo molecular: Para a deteccdo da infecdo natural de flebotomineos foram
selecionadas as fémeas das espécies Lutzomyia longipalpis, Nyssomyia whitmani
agrupadas em pools de no méximo 10 espécimes tanto para as capturas em ambientes
domiciliares como para o ambiente silvestre. Primeiramente as amostras foram
submetidas a extracdo de DNA utilizando o Illustra Tissue and Cells Genomic Mini Prep
Spin Kit, de acordo com as instru¢cbes do fabricante (GE Healthcare®) e foram
submetidas a PCR direcionada a regido espacadora interna do gene de RNAr 1 (RNA
ribossomal) (ITS-1) de Leishmania sp, utilizando os primers: LITS1 - 5 CTG GAT CAT
TTT CCG ATG 3’ e L5.8S -5 TGA TAC CAC TTA TCG CAC TT 3’ %%, Foram usados
como controles positivos amostras de DNA extraidas de cultura de L. braziliensis (Lb) e
L. infantum (Li) e como controles negativos amostras de sangue de pacientes de areas
endémicas em Barcarena e Breves, estado do Pard, Brasil. As reacfes de todas PCR

ocorreram por meio de termociclador TC-Plus (Techne, Inglaterra, UK) e os produtos de

92



todas as PCRs foram visualizados em gel de agarose a 1,3%, corados com brometo de

etideo.

Dados meteoroldgicos: Os dados meteoroldgicos como precipitacdo e umidade
relativa media do ar durante o periodo das coletas foram obtidos em colaboragdo com
geb6logo do Departamento de Estradas de Rodagem do Distrito Federal — DER/DF e
retiradas da Estacdo: BRASILIA-DF (OMM:83377). As medidas de temperaturas
minimas e maximas foram obtidas no site do Inmet (Inmet, 2017) no Banco de Dados
Meteoroldgicos para Ensino e Pesquisa (BDMEP) e os dados foram trabalhados pelo

programa Excel 2016.

Anédlise dos dados: Foram elaboradas tabelas de contingéncia das espécies de
flebtomineos por captura nos diferentes locais, intra e peridomicilio e o teste de qui-
quadrado foi aplicado a fim de analisar diferencas na ocorréncia de flebotomineos entre
locais de captura utilizando o programa Biostat 3.5. Foi também realizado testes de
regressao linear e correlacdo de Spearman entre precipitacdo, umidade, temperatura e

numero total de flebotomineos capturado no estudo, considerando um IC a 95%.
RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta a riqueza das espécies coletadas nas UD e em ambiente
silvestre, na qual foi de 28 espécies. Um total de 24 espécies foram encontradas no
domicilio e 16 no ambiente silvestre, com 12 comuns aos dois ambientes e somente as
espécies Psathyromyia abonnensi, Pintomyia monticula e Pintomyia misionensis
exclusivamente provenientes de coleta silvestre. Destes 8 registros inéditos para o DF
foram identificados, as quais pertencem as seguintes espécies: Brumptomyia cunhai,

Evandromiyia termithophila, Evandromyia carmelinoi, Evandromyia cortellezzi,
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Evandromyia walkeri, Micropygomyia rorotaensis, Psathyromyia campograndensis e
Pintomyia misionensis. Todas ocorreram em ambiente domiciliar exceto Pintomyia
misionensis que foi coletada apenas no ambiente silvestre. A espécie Psathyromyia
campograndensis foi encontrada tanto no ambiente domiciliar como no ambiente

silvestre.
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Tabela 1. Distribuicdo da riqueza e local de encontro registrado na literatura das espécies da familia Psychodidade, subfamilia

Phlebotominae, coletadas na Regido Administrativa da Fercal, DF, Brasil.

Sub-Tribo Género Espécie Habitat**

Brumptomyiina ~ Brumptomyia Brumptomyia brumpti (Larrousse, 1920) Peridomicilio e Silvestre
Artemiev, 1991) (Franca e Parrot,
1921)
Brumptomyia cunhai (Mangabeira, 1942)* Silvestre
Sergentomyiina  Micropygomyia  Micropygomyia (Silvamyia) acanthopharynx (Martins, Silvestre
(Artemiev, 1991) (Barretto, 1962) Falcdo & Silva, 1962)
Micropygomyia (Sauromyia) rorotaensis (Floch & Silvestre

Abonnenc, 1944)*
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Lutzomyiina
(Abonnenc

Léger, 1976)

Evandromyia
and (Mangabeira,

1941)

Evandromyia bacula (Martins, Falcdo & Silva, 1965)

Evandromyia (Aldamyia) carmelinoi (Ryan, Fraiha, Lainson
& Shaw, 1986)*

Evandromyia (Barrettomyia) cortelezzii (Bréthes, 1923)
Evandromyia (Aldamyia)evandroi (Costa Lima & Antunes,
1936)

Evandromyia (Aldamyia) lenti (Mangabeira, 1938)
Evandromyia (Barrettomyia) sallesi (Galvdo & Coutinho,
1939

Evandromyia (Barrettomyia) teratodes (Martins, Falcdo &
Silva, 1964

Evandromyia (Aldamyia) termitophila (Martins, Falcdo &

Silva, 1964)*

Silvestre

Silvestre

Intradomicilio, Peridomicilio, Silvestre

Intradomicilio, Peridomicilio, Silvestre

Intradomicilio, Peridomicilio, Silvestre

Intradomicilio, Peridomicilio, Silvestre

Silvestre

Peridomicilio e Silvestre
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Psychodopygina

(Galati, 1995)

Sciopemyia

(Barretto, 1962)

Lutzomyia

(Franga, 1924)

Psathyromyia

Barretto, 1962

Psathyromyia

Barretto, 1962

Evandromyia (Aldamyia) walkeri (Newstead, 1914)*

Sciopemyia sordellii (Shannon & Del Ponte, 1927)

Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz & Neiva, 1912)

Psathyromyia (Forattiniella) aragaoi (Costa Lima, 1932)

Psathyromyia (Psathyromyia) bigeniculata (Floch &

Abonnenc, 1941)*

Psathyromyia (Forattiniella) brasiliensis (Costa Lima,

1932)

Silvestre

Intradomicilio, Peridomicilio, Silvestre

Intradomicilio, Peridomicilio, Silvestre

Silvestre

Peridomicilio e Silvestre

Silvestre
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Psathyromyia Psathyromyia (Forattiniella) campograndensis (Oliveira, Peridomicilio e Silvestre

Barretto, 1962 Andrade-Filho, Falcdo & Brazil, 2001)*

Psathyromyia Psathyromyia (Forattiniella) lutziana (Costa Lima, 1932)  Silvestre

Barretto, 1962

Psychodopygus Psychodopygus davisi (Root, 1934)* Silvestre
Mangabeira,
1941
Lutzomyiina Nyssomyia Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939) Intradomicilio, Peridomicilio, Silvestre

(Abonnenc and Barretto, 1962
Léger, 1976)
Pintomyia Costa Pintomyia (Pintomyia) christenseni (Young & Duncan, Silvestre

Lima, 1932 1994)

98



Lutzomyiina Pressatia Pressatia sp.* Peridomicilio e Silvestre
(Abonnenc and Mangabeira,

Léger, 1976) 1942

* Especies pela primeira vez relatadas no DF. **De acordo com Rangel & Lainson, (2003), Brilhante et al. (2015).
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A Tabela 2 observa-se que o maior nimero de individuos capturados pertencente a

espécie Ny. whitmani,

acanthopharynx.

seguida de Lutzomyia

longipalpis e Micropygomyia

Tabela 2. Espécies capturadas no intra e peridomicilio na Regido Administrativa da

Fercal, entre agosto de 2014 a setembro de 2015, DF, Brasil.

Unidade domiciliar

Espécie Intradomicilio Peridomicilio Total 9%
F M F M FIM

Brumptomyia sp. 0 0 1 0 1 0,1%
Brumptomyia brumpti 0 0 0 2 2 0,1%
Brumptomyia cunhai 0 0 0 2 2 0,1%
Evandromyia lenti 0 5 23 40 68 4,8%
Evandromyia sallesi 6 0 20 10 36 2,5%
Evandromiyia termithophila 1 0 5 1 7 0,5%
Evandromyia bacula 0 0 1 0 1 0,1%
Evandromyia carmelinoi 2 0 17 1 20 1,4%
Evandromyia cortellezzi 0 0 0 2 2 0,1%
Evandromyia evandroii 1 3 3 7 0,5%
Evandromyia teratodes 0 0 2 0 2 0,1%
Evandromyia walkeri 0 0 1 0 1 0,1%
Lutzomyia longipalpis 6 13 15 82 116 8,2%
Micropygomyia acanthopharynx 26 1 26 2 55 3,9%
Micropygomyia rorotaensis 0 0 1 0 1 0,1%
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Micropygomyia sp. 0 0 1 0 1 0,1%
Nyssomyia whitmani 97 24 484 382 987 69,8%
Pintomyia christenseni 1 0 1 0 2 0,1%
Pintomyia sp. 0 0 1 0 1 0,1%
Pressatia sp. 0 0 1 0 1 0,1%
Psathyromyia aragaoi 0 0 2 17 19 1,2%
Psathyromyia bigenicullata 0 0 7 5 12 0,8%
Psathyromyia brasiliensis 0 0 1 1 2 0,1%
Psathyromyia campograndensis 1 0 11 0 12 0,8%
Psathyromyia lutziana 1 1 9 2 13 0,9%
Psathyromyia sp. 0 0 2 0 2 0,1%
Psychodopygus davisi 2 0 19 0 21 1,5%
Sciopemyia sordellii 2 0 5 2 9 0,6%
Lutzomyia sp. 2 1 5 3 11 0,8%
TOTAL 148 45 664 557 1414 100,0%
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Foi detectada maior abundéncia de exemplares de Ny. whitmani e Lu. longipalpis
no peridomicilio. Ainda, percebe-se maior nimero de fémeas no intradomicilio de Ny.
whitmani comparado as fémeas de Lu. longipalpis. O nimero de fémeas das duas espécies
capturados no intra e peridomicilio apresentou diferenca estatisticamente significante
pelo teste de qui-quadrado (p< 0.0001), assim como o numero de machos das duas
espécies capturados no intra e no peridomicilio (p< 0.0001), e o total (p< 0.0001), como

pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3. Numero de
flebotomineos da espécie
Ny. whitmani e Lu.
longipalpis conforme por
género e local de

encontro na Unidade

Domiciliar, na

Fercal/DF.Ny. whitmani Fémeas Machos TOTAL
Intradomicilio 97 24 121
Peridomicilio 484 382 866

Lu. longipalpis

Intradomicilio 6 13 19
Peridomicilio 15 82 97
TOTAL 602 501 1103

Na Tabela 4 observa-se as espécies capturadas em ambiente silvestre com
armadilha de Shannon. Percebe-se 0 grande nimero de individuos de Ny. whitmani

capturados, em relacdo as outras espécies. A espécie de flebotomineo Psathyromyia
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davisi também apresentou maior ocorréncia na armadilha de Shannon e houve maior

namero de fémeas capturadas em comparagdo com o0s machos dessa mesma espécie.

Tabela 4. Distribuicdo das diferentes espécies de flebotomineos capturadas na armadilha

de Shannon, em ambiente silvestre, na RA da Fercal/DF.

Espécie Machos Fémeas Total
Evandromyia bacula 0 1 1
Evandromyia lenti 2 1 3
Evandromyia teratodes 0 4 4
Evandromyia termitophila 0 1 1
Evandromyia carmelinoi 0 1 1
Luztomyia longipalpis 2 4 6
Micropygomyia acanthopharynx 0 1 1
Nyssomyia whitmani 10 404 414
Psathyromyia abonnensi 1 0 1
Psathyromyia bigenicullata 0 2 2
Psathyromyia campograndensis 0 1 1
Pintomyia monticola 0 1 1
Pintomyia misionensis 0 1 1
Sciopemyia sordellii 0 1 1
Psychodopygus davisi 2 29 31
TOTAL 17 452 469
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Verificou-se diferenca entre a ocorréncia de flebotomineos capturados em
ambiente silvestre (Shannon) e nas unidades domiciliares (CDCs) (Figura 1), sendo a

maior ocorréncia nos domicilios (p<0,0001).
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Figura 1. Numero total de flebotomineos capturados em ambiente silvestre e nos

domicilios, entre agosto de 2014 e setembro de 2015, na RA da Fercal/DF.

DISCUSSAO

A diversidade da fauna flebotominica foi amostrada, com 28 espécies silvestres,
semi domiciliadas e domiciliadas na regido, sendo 8 registros inéditos para o DF, as quais
pertencem as seguintes espécies: Brumptomyia cunhai, Evandromiyia termithophila,
Evandromyia carmelinoi, Evandromyia cortellezzi, Evandromyia  walkeri,
Micropygomyia rorotaensis, Psathyromyia campograndensis e Pintomyia misionensis.
Todas ocorreram em ambiente domiciliar, exceto Pintomyia misionensis, que foi coletada
apenas no ambiente silvestre. A espécie Psathyromyia campograndensis foi encontrada

tanto no ambiente domiciliar como no ambiente silvestre. Ao somar as espécies da lista
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registrada no presente trabalho com as registradas por Rapello ** totaliza-se 43 registros

para o DF.

Chama a atencdo a diferenca da entomofauna de flebotomineos comparada ao
estudo Rapello **, onde foram registradas 10 espécies de flebotomineos em comum e em
reservas da mesma regido (Reserva Biologica de Contagem e Parque Nacional de
Brasilia) em comparacéo a do presente trabalho que também obteve amostragem préxima
de matas de galeria. A vegetacdo da Fercal também se mostra pertencente ao bioma do
Cerrado, com presenca de matas de galeria e bruscas transi¢cdes que revelam formacoes

savanicas e campestres 7.

Nesse estudo, a razdo sexual (fémeas/machos) da totalidade de flebotomineos
capturados pela armadilha CDC foi de 1,34:1 ndo mostrando diferenca significativa na
proporgdo entre fémeas e machos. Rodrigues et al.'® utilizando armadilhas tipo HP
modificada encontraram resultados semelhantes em estudo realizado no Parque Estadual
do Tiririca, estado do Rio de Janeiro, entre maio de 2010 a maio de 2011, onde a razédo
sexual encontrada foi de 1,13:1 (machos/ fémeas), ou seja, também sem diferencas

significativas.

A armadilha de Shannon apresentou maior proporc¢do de fémeas com uma razédo
de (26:1). Tal fato, pode ser explicado devido as fémeas serem atraidas por odores,
substancias (CO2, acido latico, feromdnios) e temperatura do hospedeiro que encontra-se
em atividade, durante o funcionamento da armadilha °. Peréz et al.? utilizando
armadilhas CDC, Disney e Shannon, na regido de Soconusco, estado de Chiapas, no
México detectaram maior propor¢do de flebotomineos fémeas capturadas em todas as

técnicas, entre agosto de 2007 e julho de 2008.
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O presente estudo detectou duas espécies de importancia médica na transmissao
das leishmanioses, sendo a primeira Lu. longipalpis e segunda Ny. whitmani. Vexenat .,
estudando a fauna flebotominica encontrou a espécie Ny. whitmani largamente distribuida
em diversas areas do DF, assim como no trabalho realizado por Sampaio et al. 22, onde
Ny. whitmani, representou 98,9% das espécies capturadas nas RegiGes Administrativas
de S&o Sebastido, Gama e Planaltina do DF. Bastos et al. 23, em area urbana situada no
noroeste do estado de Goiés verificaram a predominéncia de Ny. whitmani (71,6%), sobre
outras espécies de flebotomineos, tais como Lutzomyia longipalpis (17,5%),

Evandromyia lenti (7,3%) e Nyssomyia intermedia (1,8%).

Ny. whitmani também foi detectado, tanto no intra quanto no peridomicilio, entre
julho e agosto, em maior abundancia, no municipio de Aguas de Miranda/MS, em &rea
com predominancia de vegetacdo de cerrado, conforme resultados de Brilhante et al.?,
corroborando com os dados obtidos neste trabalho. Outros trabalhos 2% também relatam

0 encontro dessa espécie em maior quantidade, nesse mesmo periodo.

Almeida® também demonstrou que Ny. whitmani foi a espécie com maior
ocorréncia e distribuicdo geogréafica no Centro Oeste do Brasil, quando analisou os dados
de ocorréncia das espécies de flebotomineos entre os anos de 1996 a 2014, obtidos por
meio do servico de entomologia de Secretarias Estaduais de Saude (MT, MS, GO e DF),
além de dados de ocorréncia de espécies da literatura e registros de colecdes cientificas

do sistema Species Link e Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (MZUSP).

A regido da Fercal trata-se de uma &rea que se encontra em processo de
urbanizacédo, sendo que a maioria das residéncias apresentam proximidade com as matas

e possuem galinheiros e/ou canil com presenca de Ny. whitmani, tanto no intra quanto no
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peridomicilio, levantando a possibilidade dessa espécie estar em processo de adaptagdo
ao ambiente antropico, como verificado por Oliveira et al.?, Azevedo et al.?°, Azevedo

& Rangel * e Forattini 3L,

A observacdo do comportamento domiciliado de Ny. whitmani deve ser levada em
consideracdo, assim como sua antropofilia e seu envolvimento na transmissdo de LTA
2532 pela sua grande importancia epidemiolégica como principal vetor de L. braziliensis

em diversas regibes do pais, mas também por estar associado a transmissdo de L.

(Viannia) guyanensis e L. (Viannia) shawi 3.

Por outro lado, a espécie Lu. longipalpis mostra-se com comportamento inverso,
sendo capturada em maior nimero na época Umida e chuvosa, entre novembro a marco,
conforme observado por Rebélo 34 na regido Nordeste e por Nunes et al. 3 no municipio
de Bonito, na regido de Mato Grosso do Sul. Neste estudo registra-se 0 pequeno numero
de exemplares de Lu. longipalpis, corroborando com o trabalho de Oliveira et al. 28, que
utilizou armadilhas de tipo CDC com coletas semanais em varios ecotopos na cidade de
Campo Grande, tendo sugerido que o ano da coleta foi atipico com periodo de seca
prolongado afetando a densidade de Lu. longipalpis que apresentou pico no més de

janeiro, logo apds os meses de chuva.

Apesar do encontro das espécies de flebotomineos mencionadas acima, na Regido
Administrativa da Fercal, os resultados de infeccdo natural por meio de biologia
molecular apresentaram-se negativos para Leishmania sp. Os resultados negativos para
infeccdo natural por Leishmania sp deste trabalho corroboram com os resultados de
Rapello **, Figueiredo et al. %, Ferreira et al. *", Peréz et al %° e Neitzke et al.* reforcando

a dificuldade de identificacdo de flebotomineos naturalmente infectados. Mesmo tendo
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uma maior sensibilidade com a utilizacdo da técnica de PCR, varios fatores podem
influenciar os resultados dentre eles o alvo, as condi¢fes da PCR, o tipo e as condicgdes

da amostra de DNA %,

Uma limitacao do trabalho foi a recusa de um morador na continuidade da coleta
em residéncia, onde se localizava um galinheiro que parecia agregar populacdes de Ny.
whitmani. Outra dificuldade foi a padronizacdo do nimero de exemplares de amostras
discriminadas por espécie e local de coleta para composicao dos pools, sendo ao final do

experimento separados por ambiente intra, peri e silvestre, em pools de 7 a 10 individuos.

Finalmente, o presente estudo atualizou e ampliou o0 conhecimento das espécies
registradas no Distrito Federal, o que podera auxiliar tanto no conhecimento sobre o
comportamento das mesmas, quanto nas estratégias de vigilancia e controle das
Leishmanioses, especialmente para a area estudada, tendo sido observadas algumas
alteracOes na predominancia de espécies durante tempos de frio e seca como para espécies

que sdo mais frequentemente encontradas nos periodos apos as chuvas.

Nessa pesquisa foram capturadas 28 espécies de flebotomineos, sendo o maior
namero de exemplares capturados pertencente a espécie Ny. whitmani, seguida de Lu.
longipalpis e Mi. acanthopharynx, sendo 8 espécies inéditas para o DF. Foram capturadas
maior numero de flebotomineos nas armadilhas CDC, em relacdo a armadilha de
Shannon, sendo que as espécies Ny. whitmani e Lu. longipalpis foram mais abundantes
no peridomicilio. Ainda, observa-se maior ocorréncia fémeas de Ny. whitmani no
intradomicilio, em relacdo as fémeas de Lu. longipalpis.

Por fim, as espécies de flebotomineos Micropygomyia acanthopharynx e

Evandromyia lenti devem ser melhor estudadas, em relacdo ao seu papel na dindmica de
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transmissao de protozodrios do género Leishmania, tendo em vista que foi registrada sua
ocorréncia em ambiente intradomiciliar em quantidade que merece atencéo por parte dos
6rgdos de controle. Destaca-se a necessidade de pesquisas futuras, a fim de caracterizar a
sazonalidade das espécies de flebotomineos na area de estudo.
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