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RESUMO

As Leishmanioses sdo um complexo de doencas causadas por protozoarios
unicelulares do género Leishmania spp. que podem ser observados nas formas
promastigota e paramastigota (flageladas) no trato digestivo dos hospedeiros
invertebrados, e forma amastigota (com auséncia de flagelo livre), obrigatoriamente
parasitando as células do sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados.

Os hospedeitros invertebrados parecem estar restritos a flebotomineos hemat6fagos
pertencentes a familia Psychodidae, e apresentam alto grau de complexidade em termos
de ecologia e epidemiologia, enquanto que os hospedeiros vertebrados incluem grande
diversidade de mamiferos, tanto silvestres quanto domésticos.

A infeccdo dos hospedeiros vertebrados (como edentados, marsupiais, carnivoros,
ungulados e primatas, inclusive o0 homem) ocorre através da picada de flebotomineos
hematofagos, quando formas promastigotas infectantes sdo inoculadas no momento do
repasto sanguineo.

O presente projeto se propde a identificar e caracterizar os flebotomineos
naturalmente infectados por Leishmania spp. no municipio de Sdo Borja, Rio Grande do
Sul, Brasil.

Serdo utilizados métodos de captura como armadilhas luminosas de CDC, e armadilha
de Shannon. Apos identificacdo, os flebotomineos serdo dissecados e parte do aparelho
digestivo sera usada na identificacdo de protozoarios do género Leishmania spp.,

através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Palavras-chave: Flebotomineos. Infec¢do. Leishmania spp. Leishmanioses. Sdo Borja.



ABSTRACT

The Leishmaniasis is a complex of diseases caused by unicellular protozoan of the
genus Leishmania spp. which can be observed in promastigote forms and paramastigota
(flagellated) in the digestive tract of invertebrate hosts, and amastigote (with no
flagellum free) compulsorily parasitizing cells of the mononuclear phagocytic system
vertebrate hosts.

The invertebrates hosts seem to be restricted to hematophagous sandflies belonging to
the family Psychodidae, and have a high degree of complexity in terms of ecology and
epidemiology, while vertebrate hosts include great diversity of mammals, both wild and
domestic.

The infection of vertebrate hosts (as edentulous, marsupials, carnivores ungulates and
primates, including man) occurs through the bite of hematophagous sandflies when
infective  promastigotes are inoculated at the time of blood meal.

This study aims to identify and characterize the sandflies naturally infected by
Leishmania spp. in S& Borja city, Rio Grande do Sul, Brazil.

Capture methods will be used as traps CDC light and Shannon. After identification,
the sandflies will be dissected and part of the digestive system will be used in the
identification of protozoa of the genus Leishmania spp. through the technique of

Polymerase Chain Reaction (PCR).

Key words: Sandflies. Infection. Leishmania spp. Leishmaniasis. Sdo Borja.
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1. INTRODUCAO:

As alteracBes ambientais, climaticas ou decorrentes de acbes antrdpicas, aliadas ao
crescimento populacional e mudancas no padrao demografico das cidades, nivel socio-
econémico, habitos religiosos, disponibilidade e qualidade dos servicos de saude e
educacdo, deficiéncia de habitos higiénicos, bem como a presenca de hospedeiros
apropriados sdo fatores favoraveis ao surgimento de doencas potencialmente
prejudiciais a saide humana (1).

Estes pressupostos, isolados ou em associagdo, resultam na aproximacdo dos
hospedeiros intermediarios e definitivos, vetores e parasitos, e determinam alteracGes
significativas nos niveis endémico ou epidémico de doencas infecciosas, sejam elas
causadas por arboviroses ou protozoonoses (2).

As Leishmanioses sdo um complexo de doencas causadas por protozoarios
unicelulares do género Leishmania spp., parasitos heteroxenos pertencentes a ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Sdo observados nas formas promastigota e
paramastigota (flageladas) (Figura 2) no trato digestivo dos hospedeiros invertebrados, e
forma amastigota (com auséncia de flagelo livre) (Figura 3), obrigatoriamente
parasitando as células do sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados
D).

Os hospedeiros invertebrados parecem estar restritos a flebotomineos hematéfagos
pertencentes a familia Psychodidae, e apresentam alto grau de complexidade em termos
de ecologia e epidemiologia (3,4), enquanto que os hospedeiros vertebrados incluem
grande diversidade de mamiferos, tanto silvestres quanto domésticos. Embora as
infecgBes sejam mais numerosas em roedores e canideos, outros hospedeiros também
sdo relatados, tais como edentados, marsupiais, procionideos, ungulados e primatas,
inclusive 0 homem. A infeccao dos hospedeiros vertebrados ocorre através da picada de
flebotomineos hematdéfagos, quando formas promastigotas infectantes sdo inoculadas no
momento do repasto sanguineo (1).

Atualmente, as Leishmanioses encontram-se amplamente distribuidas nas Américas,
Africa, India, Asia e Mediterraneo (5), e segundo a Organizacdo Mundial da Salde
(OMS), estas patologias sdo endémicas em cerca 88 paises, e estima-se que 500 mil
novos casos de Leishmaniose Visceral e 1,5 milhdes de Leishmaniose Tegumentar
Americana ocorram por ano, sendo uma das doencas infecto-parasitarias de maior

incidéncia mundial. No Brasil esta tem sido diagnosticada em todos os estados,
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evidenciando a rapida expanséo e adaptacéo do protozoario e seus vetores em ambientes
antropicamente modificados (6), figurando o pais entre os cinco mais afetados (7).

Nas Américas, a transmissdo do ciclo de Leishmania spp. envolve cerca de 500
espécies de flebotomineos, e segundo Young & Duncan (1994), o Brasil se destaca pela
ampla ocorréncia em numeros de espéecies destes insetos, possuindo cerca de 230
espécies em seu territério (8).

No Brasil, diversas pesquisas tém abordado a distribuicdo geografica, sazonalidade,
ecologia e epidemiologia dos flebotomineos (6), uma vez que o conhecimento da
biologia desses insetos colabora no entendimento das relacGes interespecificas e com o
habitat, e na transmissdo das Leishmanioses em determinada area, porém em algumas
regides do sul do pais, pouco se elucidou sobre a fauna destes vetores (9).

O Estado do Rio Grande do Sul, até o ano de 2008, era considerado area indene para
Leishmaniose Visceral humana e canina. No final do mesmo ano, a Secretaria Estadual
de Saude do Rio Grande do Sul (SES/RS) notificou ao Ministério da Saude (MS) o
primeiro caso com suspeita de Leishmaniose Visceral Canina no municipio de S&o
Borja, e mais tarde, no inicio de 2009, ocorreu a confirmacdo do primeiro caso
autoctone de Leishmaniose Visceral humana, na mesma localidade. A partir desde
momento, municipios limitrofes passaram a registrar a presenca de vetores e cdes
infectados, evidenciando a rapida expancdo e adaptacdo geografica dos flebotomineos
(10,11). Dessa forma se faz necessario o conhecimento e melhor entendimento da
biologia e ecologia dos vetores, associados a competéncia vetorial e variacdo sazonal.
Esses fatores sdo importantes no sentido de prevenir a doenga nas areas de endemismo
3).

1.1. LEISHMANIOSE VISCERAL

Entre as formas clinicas das Leishmanioses, a Leishmaniose Visceral, popularmente
conhecida como calazar, é vista como a de maior gravidade, pois quando nédo tratada
adequadamente determina altos niveis de letalidade. Esta patologia encontra-se
amplamente distribuida no mundo, em especial nas regides tropicais e subtropicais da
Asia, Oriente Médio, Africa e Américas (12) (Figura 1).
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Figura 1: Distribuicdo mundial da Leishmaniose Visceral

Regides com casos de Leishmaniose Visceral e Leishmaniose Mucocutanea
Regioes com casos de Leishmaniose Mucocutanea

Fonte: http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis maps/en/index.html

Anualmente séo registrados cerca de 500 mil novos casos da doenga, dos quais 90%
estdo concentrados na india, Nepal, Bangladesh, Sudéo e Brasil, o dltimo representando

90% dos casos das Ameéricas (13).

1.1.1. HISTORICO

Cunningham, em 1885 na india, foi 0 primeiro a observar os parasitos que causavam o
“calazar”. Posteriormente, em 1903, William Leishman e Charles Donovan, quase que
simultaneamente, descreveram o agente etiolégico da doenga. Leishman observou
pequenos corpusculos ovalados, com 2-3 um de didmetro em cortes de bagco de um
soldado inglés que havia ido a 6bito em conseqiiéncia da “febre Dum-Dum”, contraida
em Calcuta, India. Concomitantemente, Donovan relatou os parasitos em aspirados
esplénicos de uma crianca hindu, que havia sido acometida por uma febre irregular.
Laveran & Mesnil, em 1903, consideraram que 0 parasito associado ao ‘“calazar
indiano” era um piroplasma, e nomearam-no Piroplasma donovani, nome este corrigido
por Ross, no mesmo ano, classificando o agente etioldogico do ‘“calazar” como
Leishmania donovani. Pouco tempo depois, em 1904, Leonard Rogers foi o primeiro a
obter sucesso no cultivo do protozoario, e demonstrou que estes se apresentavam em
formas flageladas. Nicolle & Comte, em 1908, na Tunisia, observaram pela primeira

vez o parasito em cdes, sugerindo seu provavel papel como reservatorios da doenca.


http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index.html
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Entretanto, permaneceu desconhecido o mecanismo de infeccdo do “calazar” até
1931, quando os flebotomineos foram incriminados como vetores, quando a transmissao
da patologia ficou conhecida através de xenodiagnésticos em hamsters (1).

Na América do Sul, Migone, em 1913, relatou o primeiro caso da doenga no Paraguai,
em um paciente que havia contraido o parasito no Estado do Mato Grosso, Brasil (14).

Pode-se dizer que o despertar da comunidade cientifica para a questdo da
Leishmaniose Visceral no Brasil ocorreu a partir da década de 30, quando Henrique
Penna confirmou a presenca de Leishmania spp. em laminas de viscerotomias de
pacientes mortos com suspeita de febre amarela (15).

Nos anos seguintes, entre 1936 e 1939, muitos estudos foram realizados por Evandro
Chagas e colaboradores, demonstrando a doenga em humanos e em cdes, com a
incriminacdo do flebotomineo Lutzomyia longipalpis como provavel vetor, e o parasito

classificado como Leishmania chagasi (Cunha & Chagas, 1937) (1).

1.1.2. AGENTE ETIOLOGICO

Os parasitos causadores da Leishmaniose Visceral estdo atualmente agrupados no
complexo donovani, onde trés espécies sao atualmente reconhecidas como agentes
etiologicos da doenca: Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania (Leishmania)
infantum e Leishmania (Leishmania) chagasi (1). As espécies L. infantum e L. donovani
sdo agentes causadores da patologia em areas do Oriente Médio e mar Mediterraneo
(16), enquanto que L. chagasi é responsabilizada pela doenca nas Américas Central e do
Sul (17).

A principal caracteristica que agrupa os tripanosomatideos é uma estrutura de DNA
mitocondrial Unica e bastante conservada, o cinetoplasto, que contétm o kDNA. Esse
kDNA esta organizado em um a espécie de rede, circular, com um formato de anéis
entrelacados. O KDNA vendo sendo alvo frequente nos estudos de investigacdo de
infeccOes causadas por estes parasitos, uma vez que o uso de técnicas moleculares,
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tem aumentado a sensibilidade e

especificidade na identificagdo dos parasitos (19).
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Figura 2: Forma promastigota de Leishmania spp.

\‘.

Fonte: http://www.ufrgs.br/parasite/siteantigo/l magensatlas/Protozoa/Leishmania.htm

Figura 3: Forma amastigota de Leishmania spp.

Fonte: http://www.icb.usp.br/ivropar/img/capitulo5/8.html

A L. chagasi apresenta caracteristicas morfolégicas muito semelhantes as demais
espécies existentes. Sua forma amastigota encontra-se presente nas células do sistema
fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados, dentre os quais podem ser citados
marsupiais, procionideos, edentados, ungulados e primatas (9), enquanto que a forma
promastigota é encontrada no trato digestivo dos hospedeiros invertebrados (1). Esta
forma é alongada, com um longo flagelo livre, nucleo celular centralizado, e o

cinetoplasto encontra-se na extremidade do flagelo.

1.1.3. TRANSMISSAO
A infeccdo dos hospedeiros vertebrados ocorre quando formas promastigotas
infectantes sdo inoculadas pelas fémeas dos flebotomineos, no momento do repasto

sanguineo e se deslocam para o0s orgaos linfoides, em especial o figado, baco, medula


http://www.ufrgs.br/parasite/siteantigo/Imagensatlas/Protozoa/Leishmania.htm
http://www.icb.usp.br/ivropar/img/capitulo5/8.html
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0ssea e linfonodos, causando infeccdo das células do sistema fagocitico mononuclear,
como mondcitos, histiocitos, e macrofagos, onde sofrem transformacdo para formas
amastigotas, que se reproduzem por fissdo binaria até romperem a célula hospedeira,
expandindo-se pelas vias sanguinea e/ou linfatica, dando inicio a reagdo inflamatoria,
atraindo assim outros macrofagos (1).

A infeccdo dos flebotomineos ocorre quando, no momento do repasto sanguineo, sao
ingeridas formas amastigotas do protozoario, que acompanham o sangue e/ou linfa
intersticial do individuo ou animal infectado. As formas intracelulares sdo liberadas no
trato digestivo do flebotomineo, e se diferenciam em formas promastigotas prociclicas,
reproduzindo-se por divisdo binaria, que por sua vez migram para a probdscida do
inseto, podendo dar continuidade ao ciclo biolégico do parasito (20) (Figura 4).

Nas Ultimas duas décadas a Leishmaniose Visceral ressurgiu de maneira preocupante
no mundo, e no Brasil isso ndo € diferente. Em um periodo compreendido entre 2006 e
2010 foram registrados aproximadamente 18.000 casos da doenca, dos quais a regiao
Nordeste representou cerca de 48% dos casos, seguida pelas regides Norte (18%),
Sudeste (18%), Centro-Oeste (8,5%) e Sul (0,1%) (21).

Apesar das tentativas governamentais de controle dos reservatérios e vetores, bem
como diagndstico e tratamento das doengas, observa-se que a Leishmaniose Visceral
encontra-se em rapida expancdo territorial, acometendo individuos de diversos grupos
etarios, uma vez que a letalidade da doenca aumentou de 3,4% em 1994, para 5,7% em
2009, representando acréscimo de 67% (22).

O controle da Leishmaniose Visceral visa como principal objetivo a interrup¢do da
cadeia de transmissdo da doenga em uma populacdo. Assim sendo, 0 maior
conhecimento cientifico, e melhor entendimento sobre o papel especifico de cada
componente da cadeia (agente etiologico, vetores e reservatorios) representa um dos

maiores desafios para o melhoramento das estratégias de controle da doenga (23).
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Figura 4: Ciclo de transmissdo das Leishmanioses
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Fonte: http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html

1.2. LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A Leishmaniose Tegumentar Americana é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa,
caracterizada pela presenca de indolores lesdes ulcerosas (Unicas ou multiplas), lesGes
em nodulos ou ainda lesBes cutaneomucosas, que atingem regiGes nasofaringeas
simultaneamente, ou ap6s uma infeccdo cuténea inicial, que pode ser fatal pelo
acometimento secundario do sistema respiratorio (1).

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), a Leishmaniose Tegumentar
constitui um problema de salde publica em 88 paises, distribuidos em quatro
continentes (Asia, Africa, Europa e Américas) (Figura 5). A patologia é considerada
uma das seis mais importantes doencas infecciosas do mundo, com registro anual de 1 a
1,5 milhGes de casos anuais (18), dos quais 90% ocorrem no Afeganistdo, Iran, Arabia
Saudita, Siria, Peru e Brasil (24).


http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html
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Figura 5: Distribuicdo mundial da Leishmaniose Tegumentar

. Higbly Eodanc Cououia B

B Localidades com casos autdéctones de Leishmaniose Cutanea

Fonte: http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index2.html

1.2.1. HISTORICO

E sabido que a Leishmaniose Tegumentar é uma antiga doenca do homem. Descricdes
da Leishmaniose Cutanea podem ser encontradas no primeiro século d.C., na Asia
Central. As lesbes encontradas nos acometidos eram descritas de acordo com a regido
em que ocorriam, tais como ferida de Balk (cidade no norte do Afeganistdo), botdo de
Aleppo (Siria), botdo de Bagda (lraque). Entre os viajantes, a doenca era conhecida
como botdo-do-oriente. Nas Américas, ha relatos da doenca em cerdmicas peruanas e
equatorianas desde a era pré-colombiana, onde faces humanas com mutila¢es do nariz
e labios foram retratadas (1).

As primeiras descri¢des clinicas da doenga foram realizadas por Oviedo, em 1535, e
Pizarro, em 1571, que descreveram a doenga como “uma patologia que destruia o nariz
e cavidades bucais” dos indios na encosta da Cordilheira dos Andes. Em 1764 Bueno
fez observacdes, relatando que no Peru a Leishmaniose Cutanea era transmitida pelos
flebotomineos.

Como descrito anteriormente, a primeira observacdo dos parasitos do género
Leishmania foi feita por Cunningham, em 1885, em casos de Leishmaniose Visceral na
india. Em sequéncia, vérios estudiosos passaram a encontrar e descrever o parasito, até
que Ross (1903), criou 0 género Leishmania. No mesmo ano, Wright desvendou o

agente etioldgico do botdo-do-oriente, classificando-o como Leishmania tropica (1).
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No Brasil, Cerqueira ja conhecia a Leishmaniose Tegumentar desde 1855, pelo
encontro de lesGes parecidas com o botdo-do-oriente. Em 1908, durante a construcédo da
Estrada de Ferro Noroeste do Brasil (S&o Paulo), numerosos casos foram notificados,
em especial em Bauru, tornando-se conhecida como ulcera-de-Bauru. Em 1909,
Lindemberg, Carini e Paranhos identificaram o parasito causador desta patologia, 0s
quais foram nomeados por Gaspar Vianna em 1911, como Leishmania braziliensis. Por
fim, Cerqueira (1920) e Beaurepaire-Aragao mostraram evidéncias da transmissdo da
Leishmaniose Tegumentar, colocando os flebotomineos como vetores da doenga.

Concomitantemente, o papel desses insetos foi evidenciado no Velho Mundo (25).

1.2.2. AGENTE ETIOLOGICO

Atualmente sdo conhecidas diversas espécies de Leishmania spp. causadoras da
Leishmaniose Tegumentar Americana, porém estima-se que este numero seja
absurdamente maior, havendo inimeras amostras do parasito ainda ndo caracterizadas.
A plasticidade do parasito pode estar estendida a niveis intra-especificos, tendo em vista
a sua capacidade adaptativa a diversas condi¢cdes ecoldgicas, reservatorios e vetores, e
expressao clinica das doencas, sendo frequente a observacdo de determinadas espécies
em mais de uma forma de Leishmaniose (7).

Nas Ameéricas, atualmente sdo reconhecidas onze espécies de Leishmania spp.
causadoras de doencas em humanos, e oito espécies com evidéncias de infeccdo apenas
em animais. No Brasil, sete espécies ja foram identificadas, sendo seis do complexo
Viannia e uma do complexo Leishmania. As principais espécies sdo: Leishmania
(Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania)
amazonensis. Com achados mais recentes, também foram identificadas as espécies
Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia)
lindenberg e Leishmania (Viannia) Shawi, diagnosticadas em casos nas regides Norte e
Nordeste do pais (18).

1.2.3. TRANSMISSAO

O ciclo de transmissdo da Leishmaniose Tegumentar Americana ocorre semelhante ao
ciclo de transmissdo descrito para a Leishmaniose Visceral, porém estes apresentam
variacOes de acordo com a regido geogréafica, e envolvem grande diversidade de agentes

etiologicos, de flebotomineos, e de reservatérios e hospedeiros (18).
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De maneira geral, a infec¢do por ocorre quando, no momento do repasto sanguineo,
ao picar um hospedeiro susceptivel, os parasitos sdo inoculados e transmitidos pelos
flebotomineos na forma promastigota. Estas sdo imediatamente fagocitadas por
macrofagos, onde sofrem transformacdo para formas amastigotas. As amastigotas
seguem a multiplicacdo por divisdo binaria no interior das células do sistema fagocitico
mononuclear, que quando rompidas, liberam os parasitos na corrente sanguinea e/ou
linfatica, infectando outros macréfagos, dando continuidade ao ciclo em hospedeiros
vertebrados (26). Quando sugadas pelo vetor durante outro repasto sanguineo, as
amastigotas sofrem transformacdo para formas promastigotas, que continuam sua
multiplicacdo por divisdo binaria, até serem novamente inoculadas em outros
hospedeiros susceptiveis, dando continuidade ao ciclo (1).

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a Leishmaniose
Tegumentar ocorre em 88 paises, dois quais somente 30 possuem sistemas de
notificacdo obrigatdria, sugerindo que o0s percentuais de casos por regido sejam
superiores aos conhecidos.

Nas Américas a Leishmaniose Tegumentar ocorre desde o sul dos Estados Unidos até
o norte da Argentina (Figura 6). O foco de maior importancia epidemiolégica é o sul-

americano, que abrange todos os paises, com excec¢ao do Chile e Uruguai (27).

Figura 6: Distribuicdo da Leishmaniose Tegumentar Americana no Novo Mundo
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Fonte: http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis maps/en/index.html
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No Brasil, a incidéncia desta patologia vem aumentando nos tltimos 20 anos em todos
os Estados. No periodo compreendido entre 1991 e 2010, foram registradas médias
anuais de aproximadamente 30 mil casos, com coeficiente de deteccdo médio de 16
casos por 100.000 habitantes (21).

N&o somente em nosso pais, como em outros paises da América do Sul, a
Leishmaniose Tegumentar Americana constitui um sério problema de saltde publica,
sendo uma das afec¢bes dermatoldgicas que merece mais atencdo. Sua importancia nao
esta ligada somente a alta incidéncia e ampla distribuicdo geografica, mas também pelo
risco dessa doenga assumir formas que resultam em lesdes destrutivas, desfigurantes e
até mesmo incapacitantes, e também pelo envolvimento psicolégico, com reflexos no
campo social e econdmico, uma vez que, em grande parte dos casos, pode ser

considerada uma doenca ocupacional (27).

1.3. FLEBOTOMINEOS: (DIPTERA: PSYCHODIDAE: PHLEBOTOMINAE)

As Leishmanioses tém mostrado significativo aumento de sua importancia no
contexto da saude publica devido aos processos de urbanizacdo, superpopulacédo e,
principalmente, em decorréncia das alteracdes e fragmenta¢des no ambiente natural (9).

O processo de modificagdo ambiental, em consequéncia as agdes antrdpicas, alterou
os habitats dos flebotomineos. Algumas espécies que até entdo apresentavam
comportamento estritamente silvestre, tém sido encontradas proximas a habitacfes
humanas e em seus entornos, demonstrando que estas se encontram em largo processo
de adaptagdo a ambientes antropizados (28).

Os flebotomineos pertencem a ordem Diptera, familia Psychodidae, sendo que os de
importancia médica e/ou veterinaria estdo agrupados na subfamilia Phlebotominae (1).
S&o insetos de pequeno porte (1-5 mm), que apresentam 0 corpo e pernas densamente
pilosos, sendo esta uma caracteristica geral do grupo (Figura 7). Outras caracteristicas
marcantes podem ser citadas: a posi¢do da cabeca sob o torax; antenas longas, podendo
conter até 16 articulos; e posicdo das asas quando em repouso, as quais permanecem
entreabertas e levantadas, ao invés de cruzadas sobre o dorso, como na grande maioria
dos Dipteros (29).

Segundo Young & Ducan, o Brasil se destaca pela ocorréncia da maior parte das

espécies de flebdtomos ja registrados em sua area, sendo que até o ano de 1994 (ano de
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publicacdo da obra), 229 das 500 espécies conhecidas eram encontradas em nosso

territorio, reafirmando o valor da biodiversidade, também nesta familia de dipteros (8).

b2 1Y

Popularmente estes insetos sdo conhecidos como “asa branca”, “asa dura”, “berebere”,
b b

9% ¢ 29 ¢ 29 ¢

“birigui”, “cangalinha”, “mosquito palha”, “maruino” e “tatuquira”.

Figura 7: Flebotomineo (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae)

Fonte: http://phil.cdc.gov/phil/details.asp

1.3.1. CLASSIFICACAO DA SUBFAMILIA PHLEBOTOMINAE

A subfamilia Phlebotominae ainda ndo possui um consenso quanto a classificagdo de
suas espécies. Até o presente momento, podemos classificar 0s géneros mais
importantes em dois grandes grupos, sujeitos a alteracdes:
Géneros do Velho Mundo: Australophlebotomus, Chinius, Grassomyia,
Idiophlebotomus,  Parvidens,  Phlebotomus, Sergentomyia, Spelaeomyia e
Spelaeaphlebotomus. Destes, ha registros de transmissdo de Leishmania spp. no Velho
Mundo apenas pelo género Phlebotomus.
Géneros do Novo Mundo: Brumptomyia, Warileya e Lutzomyia. Destes, apenas 0
género Lutzomyia apresenta inimeras espécies vetoras de Leishmania spp. nas
Américas. O género Warileya agrupa seis espécies, sendo a maioria zoofilicas,
distribuidas em uma estreita faixa proxima a linha do Equador, que abrange os paises da
Bolivia, Coldmbia, Costa Rica, Equador, Guiana Francesa, Panama e Peru. Ja o género
Brumptomyia é composto por 22 espécies, inofensivas ao homem. Sua distribuicdo se

da desde o sul do México até o norte da Argentina (1).


http://phil.cdc.gov/phil/details.asp
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1.3.2. PHLEBOTOMINAE: REPRODUCAO

Os fleb6tomos sdo dipteros holometabolos, cujo ciclo de vida compreende as
seguintes fazes: ovo, quatro estagios larvais, pupa e adultos, sendo que as posturas
podem ser feitas de maneira isolada ou em pequenos grupos, geralmente em solos ricos

em matéria organica e alto teor de umidade (30) (Figura 8).

Figura 8: Esquema ilustrativo do Ciclo de Reproducéo dos flebotomineos:

Mosquito Adulto

Flebotomineo

40 a 60 ovos por

Estagios larvais
terrestres: duragao
média de 15 a 55 dias

Fonte: http://www.portalsaofrancisco.com.br/

Os ovos apresentam formato eliptico e cores escuras, e possuem protuberancias que
formam imagens que podem ser usadas na taxonomia. Ao serem expelidos de maneira
esparsa pelo substrato, sdo revestidos por uma substdncia viscosa, liberada pelas
glandulas acessorias das fémeas. A média de postura € de 40 a 60 ovos por fémea a cada
ciclo, e pode ocorrer de trés a cinco dias ap6s o repasto sanguineo.

Para 0 desenvolvimento das larvas se faz necessaria a presenca de substrato umido,
porém, as de primeiro estagio, ndo apresentam grande resisténcia quando submersas.
Em um estadgio mais desenvolvido (4° estagio) a resisténcia se mostra maior, podendo
resistir a umidade por até uma semana. Em contrapartida, ambientes muito secos podem
leva-las a morte em poucas horas. De maneira geral apresentam afinidade por ambientes

escuros, ou pouco iluminados. Os estdgios larvais sdo terrestres, e sua duracdo é
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variavel entre as espécies, com média entre 15 a 55 dias. Podem apresentar diapausa,
dependendo das condi¢Ges ambientais, e até mesmo entrar em estado de quiescéncia,
esta Gltima determinada geneticamente, podendo ocorrer independente do ambiente em
que se encontrem. A medida que se desenvolvem, as larvas tornam-se mais ativas, e
alimentam-se mais intensamente. Quando encontram-se em 4° estigio, passam a
eliminar contetdo gastrico, imobilizam-se e passam para 0 estagio de pupa (29).

A pupa, por sua vez, é fixada em posicdo ereta pela extremidade posterior da exuvia
larval. O periodo médio nesta fase é de 15 a 35 dias, dependendo da espécie. Chegado o
momento da eclosdo, a forma adulta liberta-se através de uma abertura longitudinal na
pupa. Apds a eclosdo, o inseto adulto permanece pousado e com pouca mobilidade,
sendo necessario algum tempo para o endurecimento da quitina. Neste periodo de tempo
as fémeas modificam o aparelho bucal para exercer hematofagia, e os machos sofrem

rotacdo da genitalia externa (31).

1.3.3. PHLEBOTOMINAE: MORFOLOGIA

Larvas: As larvas apresentam aspecto vermiforme, com corpo alongado, cilindrico,
afilado nas extremidades e dorso-ventralmente comprimido (Figura 9). Apresentam
capsula cefalica bem desenvolvida, com doze segmentos (trés toracicos e nove
abdominais), dos quais os dois Ultimos portam a abertura anal (regido ventral) e, quando
presente, o sifdo respiratério (regido dorsal). Durante os quatro estagios, as larvas
apresentam o corpo coberto por espiculas e longas cerdas caudais, apresentando um par

de cerdas caudais no primeiro estagio larval, e dois pares nos demais estagios (29).

Figura 9: Larva de Lutzomyia spp.

Fonte: http://entnemdept.ufl.edu/creatures/misc/flies/Lutzomyia shannoni03.htm
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A cabega é visivelmente individualizada, esclerotinizada fortemente, e na maioria dos
géneros nao é retratil. Apresenta contorno conico ou triangular, dotada de um par lateral
de ocelos, porém esses ndo apresentam existéncia constante, podendo ser variavel esse
fator até mesmo entre individuos de uma mesma postura. Na superficie da cabega larval
observa-se também a presenca de 0rgdos sensoriais superficiais, visiveis sob a forma de
depressoes circulares. A cabeca apresenta ainda, duas grandes aberturas, uma anterior,
na qual estdo presentes as partes bucais, e outra posterior, que se comunica com o térax,
formando o foramen occipital. A antena é simples, e pode conter cerdas finas (31).

O térax é formado por trés segmentos: protérax, mesotérax e metatorax, sendo cada

um destes divididos por anéis secundarios, recobertos por cerdas. Com relacdo aos
seguimentos toracicos, observa-se diferenciacdo no oitavo e ultimos seguimentos, que
se diferenciam entre as espécies aquaticas e terrestres. Nas espécies aquaticas, forma-se
um sifdo respiratério, e na extremidade deste abre-se um par de espiraculos posteriores.
Nas espécies terrestres ndo ocorre a formacdo do sifao, e os espiraculos se abrem no
dorso da larva. O 9° seguimento tordcico encontra-se em posi¢do ventral aos demais
citados, e é formado por um conjunto de trés placas, rodeando o orificio anal.
Pupas: este estagio, que precede a formacdo do individuo adulto, apresenta-se na
maioria dos géneros sob forma cilindrica (Figura 10). De maneira geral, neste estagio se
distinguem o cefalotérax e o abdémen. Na cabeca € possivel observar as antenas, palpos
maxilares e pecas bucais. Também é possivel visualizar as pernas e asas, estreitamente
dispostas ao corpo.

Das regides tordcicas, a mais evidente € o metatorax, onde pode-se observar 0s
espiraculos metatoraxicos e os seguimentos abdominais, que se mostram achatados
dorso-ventralmente. Nos seguimentos abdominais pode-se observar cerdas
individualizadas, e presenca de elementos pilosos dispostos em conjuntos, constituindo
as franjas dorsal e ventral. Essas caracteristicas podem ser usadas com finalidade

taxondmica (31).
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Figura 10: Pupas (fémea e macho) de Lutzomyia longipalpis

Fonte: http://www.scielo.br/img/fbpe/mioc/v95n4/html/386901.html

Adultos: entre estes, de maneira geral, observa-se que a eclosdo dos machos ocorre
anterior a das fémeas. ApoOs a eclosdo, os insetos alados permanecem em abrigos
naturais, onde as condi¢es microclimaticas lhes protegem da dessecacdo, até que a
quitina corporal ganhe resisténcia. Estes abrigos naturais podem ser representados por
grutas, tocas de animais, vegetacdo sobre o solo, buracos de arvores, entre outros. Em
ambientes antropizados, estes abrigos vém sendo descritos como abrigos de animais
domésticos, quintais das residéncias, e também em locais intradomiciliares.

Os flebétomos adultos apresentam cerca de 2 a 4mm de tamanho, seu corpo €
densamente piloso, e por vezes apresentam escamas entre as cerdas sobre as asas e
esternitos abdominais. Possuem pernas compridas e detalhadas, e a extremidade
posterior do abdome bem diferenciada, sendo que nos machos esta é bifurcada, e nas
fémeas ¢é levemente arredondada ou pontuda (1) (Figura 11). Em geral, os psicodideos
apresentam a caracteristica de ndo se afastarem muito dos abrigos naturais, e
desenvolvem basicamente dois tipos de v0o: um com movimentos saltitantes sobre a
superficie de pouso, e outro continuado, a fim de alcancarem distancias mais longas
(ndo mais de 500m). Esses dois movimentos sdo silenciosos, o que permite a

aproximacao aos hospedeiros, sem que estes 0s percebam (29).


http://www.scielo.br/img/fbpe/mioc/v95n4/html/386901.html
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Figura 11: llustracdo de macho e fémea de flebotomineos

Fonte: http://www.fiocruz.br/ccs/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?infoid=2284&sid=9

A cabeca dos adultos apresenta formato ligeiramente achatado dorso-ventralmente.
Possuem olhos compostos arredondados e bem afastados, que ndo se diferenciam entre
machos e fémeas. As antenas sdo longas, formadas por dezesseis articulos, recobertas
por numerosas cerdas e espinhos hialinos. As pecas bucais sdo longas, do tipo sugador
pungitivo, formadas por um labro, um par de mandibulas, hipofaringe, um par de
maxilas e labio. Esse conjunto denomina-se proboscida, a qual é bastante desenvolvida
nas fémeas, adaptada a puncdo e succdo de sangue dos hospedeiros. Os machos
possuem mandibulas rudimentares, ndo sendo capazes de penetrar na pele dos
vertebrados, nem de exercer hematofagia. Os palpos maxilares apresentam cinco
segmentos com variacbes de tamanho, e juntamente com as estruturas internas da
cabeca, como o cibario, arco cibarial e armadura bucal, sdo Gteis na identificacdo de
espécies (29).

A maior parte da regido toraxica ¢ ocupada pelo mesotorax, e o panorama dorsal €
formado pelo mesonoto, e na sua superficie separa-se o pré-escudo, escudo, escutelo e
pos-escutelo.

O abdémen é formado por 10 segmentos, sendo os trés Gltimos modificados para
formar a genitélia externa, que nos machos é composta por trés pares de apéndices: as

gonapofises superiores, uma proximal e outra distal. As fémeas apresentam estes


http://www.fiocruz.br/ccs/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=2284&sid=9
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segmentos arredondados e encaixados uns nos outros, o que lhes confere o formato
arredondado da genitalia (32) (Figura 12).

Com relacdo a morfologia interna, destacam-se os 6rgdos de importancia investigativa
no estudo das interacOes parasito-hospedeiro. Apds a faringe segue-se o esbfago,
situado no torax. Este € um tubo curto, onde se abrem os dutos de algumas glandulas
faringianas. Apds o esdfago encontra-se o estbmago, dividido em regido anterior e
posterior, este Ultimo que sofre dilatacdo nas fémeas, no momento do respasto
sanguineo, passando a ocupar a cavidade abdominal. Na extremidade distal localizam-se

os tubos de Malpighi, o ileo e o reto, terminando no anus (31).

Figura 12: Morfologia geral de psicodideo adulto:
A) aspecto geral da fémea (escala em milimetros); B) aspecto apdés montagem em
lamina: a) antena; ab) abdome; as) asa; c) cabeca; e) escutelo; g) genitéalia; h) haltere;
m) mesotorax; mt) metatorax; p) palpo maxilar; pa) perna anterior; pm) perna média;

pp) perna posterior.

Fonte: http://www.ufpe.br/biolmol/Phlebotominae on-line/identificacao bases.htm
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1.3.4. PHLEBOTOMINAE: ALIMENTACAO

Os Phlebotominae, de maneira geral, apresentam habitos hemat6fagos, porém este é
particular dos individuos femininos, pois 0 sangue é a fonte para maturacdo dos ovos.
Ambos 0s sexos, todavia, nutrem-se de sucos vegetais que apresentem determinada
riqueza de acgucares. Estas dietas tém sido observadas em laboratério, e também na
natureza.

A atividade hematofagica depende de estimulos como temperatura, umidade e
luminosidade do meio, bem como proximidade do hospedeiro. A maioria das espécies
inicia esta atividade pouco tempo antes do creplsculo vespertino, podendo desenvolvé-
la durante toda a noite, com término antes do creplsculo matutino (29). A preferéncia
alimentar varia conforme as espécies, e 0 habito alimentar destes insetos vem sendo
estudado por diversos pesquisadores. Observa-se que mesmo havendo afinidade dos
flebotomineos por determinadas fontes alimenticias, estes se mostram insetos
oportunistas, pois sugam o sangue de uma grande diversidade de mamiferos. Estes
estudos sdo relevantes no sentido de esclarecer a epidemiologia das leishmanioses,
podendo auxiliar nas atividades de profilaxia e vigilancia destas doencas (33).

A quantidade de sangue que uma fémea suga é equivalente ao seu proprio peso (valor
aproximado de 0,5 mg), podendo ser obtido em um Unico repasto sanguineo, ou mais, e
serve como fonte de aminoacidos e proteinas para estimular a oviposicdo. O sangue
ingerido é envolto pela membrana peritrofica, formada a cada novo repasto, A digestdo
do sangue é feita na regido posterior do estdbmago, e varia de 2 a 10 dias, dependendo da
espécie e das condi¢Ges ambientais (29). Apesar dos registros esporadicos, casos de
autogenia também sdo relatados entre os flebotomineos (33).

Quanto a alimentacdo, observa-se que a sobrevivéncia destes insetos esta diretamente
relacionada ao numero de repastos sanguineos, e a duracdo de vida dos machos se

mostra similar a das fémeas ndo alimentadas.

1.4. LOCAL DE ESTUDO

O municipio de Séo Borja esta localizado no oeste do estado do Rio Grande do Sul,
distante 600 Km da capital Porto Alegre, situado entre as coordenadas 28°40'50”
latitude Sul e 55°58'41" longitude Oeste (34) (Figura 13). O clima € do tipo subtropical

umido, com temperatura média anual em torno de 20°C, sendo que as médias mais altas
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ocorrem no més de janeiro (26,9°C), enquanto que as mais baixas sdo registradas no
més de julho (15,6°C) (35).

Localizado em uma area de tensdo ecoldgica, 0 municipio de Sdo Borja apresenta
contatos entre diferentes tipos de vegetacdo. No local ocorrem exemplares da Floresta
Estacional Decidual, Savana Estépica (Campanha), Estepe (Campos), e nas margens dos
rios encontram-se as Matas de Galeria, sendo que a vegetacdo predominante é o campo.

O municipio de Sdo Borja possui 61.671 habitantes, sendo sua area total 3.371.051
Kmz?, dos quais 71 Km? correspondem a &rea urbana, e 3.300.051 Km? de areas rurais.
Este municipio é banhado pelos rios Uruguai, Icamaqua e Butui.

Geograficamente, faz divisa com 0s municipios de Garruchos (RS) e Santo Tomé
(Argentina) ao Norte; Itaqui e Magambara (RS) ao sul; Santo Antonio das MissGes e

Itacurubi a Leste; e Santo Tomé (Argentina) e parte do rio Uruguai (35).

Figura 13: Mapa de localizacdo do municipio de Sdo Borja/ RS

« Curitiba

Sho Paulo

Rio de Janewo
- Bela Horizonte

Fonte: http://www.saoborja.rs.gov.br/portal/index.php?option=com_content&view=article&id=67&Itemid=30
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Com relacdo a hidrografia da regido, o municipio de Sdo Borja é banhado pela Bacia
hidrografica dos Rios Piratini-lcamaqua-Butui. Nota-se homogeneidade na distribuicao
da rede de drenagem do local, que é favorecida pela localizacdo do municipio, que
apresenta relevo pouco acidentado, com a presenca de um lengol freatico préoximo a
superficie.

Os rios que banham o municipio sdo: rio Uruguai, no limite com a Argentina; rio
Icamaqua e rio Butui. Estes trés rios também contam com o aporte d’agua recebido por
diversos riachos locais, somados a areas alagadicas como o Banhado Grande, Estiva,
Cagaca, entre outros conhecidos na regido (35).

O Estado do Rio Grande do Sul era considerado area indene para Leishmaniose
Visceral humana e canina até o ano de 2008, quando o primeiro caso canino da doenca
foi notificado, no municipio de Sao Borja. Mais tarde, em 2009, 7 casos humanos foram
registrados no municipio, seis destes considerados autéctones. Segundo o Ministério da
Saude (MS), esta patologia encontra-se classificada como agravo de notificagdo
obrigatdria, com programas de vigilancia estabelecidos pelas Secretarias Municipais
(SMS) e Estaduais de Saude (SES) (36).

Estes programas de controle das Leishmanioses continham medidas centradas e
dirigidas para o controle do reservatorio canino, aplicacdo de inseticida, e diagnosticos e
tratamento dos casos humanos. Entretanto, estas medidas realizadas isoladamente nédo
apresentam efetividade na reducdo da incidéncia destas patologias, sugerindo a
metodologia de vigilancia a adocdo de medidas baseadas na definigcdo exata das areas de
transmissdo e/ou risco e identificacdo dos vetores e reservatorios, necessitando estas

medidas serem aplicadas de maneira integrada (37).

1.5. JUSTIFICATIVA

A manutencdo de uma endemia em determinado local, em especial aquelas
transmitidas por vetores, depende da presenca de populacdes das espécies envolvidas no
ciclo de transmissdo (agentes etioldgicos, reservatorios e vetores), bem como um
ambiente favoravel ao seu desenvolvimento. Tais condi¢des podem ser naturalmente
encontradas, ou propiciadas pelas alteracdes causadas pelo homem, gerando a adaptacao
das espécies as novas condi¢des do meio (2).

Desta forma, o presente trabalho se justifica baseado na incidéncia, no crescente

aumento dos casos de Leishmanioses, e nas sérias consequéncias das formas graves
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destas doencas, aliadas a grande capacidade de adaptacdo dos vetores a ambientes
antropicamente alterados, evidenciando fatores que impulsionam os estudos dos
flebotomineos (Diptera: Psychodidae), sendo descritas mais de 900 espécies destes
dipteros no mundo, e as estimativas sdo de que cerca de 80 destas sejam potenciais

vetoras de Leishmania spp. (6).
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2. OBJETIVOS:
2.1. OBJETIVO GERAL.:
Identificar e caracterizar as espécies de flebotomineos (Diptera: Psychodidae),

infectados por Leishmania spp. no municipio de Sdo Borja, Rio Grande do Sul, Brasil.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.2.1. Definir a distribuicdo geografica dos flebotomineos no municipio de Séo Borja,
Rio Grande do Sul, Brasil.

2.2.2. Definir os ambientes de prevaléncia destes insetos entre locais de peridomicilio,
intradomicilio e ambientes de biodiversidade conservada.

2.2.3. Descrever a ecologia e epidemiologia dos flebotomineos.

2.2.4. Verificar a competéncia vetorial.

2.2.5. Realizar diagnéstico molecular da infeccdo natural dos flebotomineos por
Leishmania spp.

2.2.6. Aplicar analises estatisticas para verificacdo da flutuacdo populacional e

tendéncias da relacdo abundancia de flebotomineos X variaveis ambientais.
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3. METODOLOGIA:
3.1. COLETAS E IDENTIFICACAO DE FLEBOTOMINEOS

Apbs aprovacio do projeto pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da
PUCRS, as coletas de flebotomineos serdo realizadas durante doze meses consecutivos,
em ambientes do domicilio, peridomicilio e em locais de biodiversidade conservada
encontrados até 500 metros distantes do domicilio. Estdo programados 3 dias
consecutivos de coleta em cada més a fim de analisar condices como médias de
temperatura, indice de chuvas e umidade do ar, entre outros (anexo 1). Estes parametros
sdo importantes no sentido de determinar a predomindncia/ preferéncia dos
flebotomineos por determinadas épocas do ano.

Para tais coletas serdo empregadas técnicas como a armadilha de Shannon (Figura 14)
e armadilhas de luz do tipo CDC (Figura 15).

As coletas com armadilha de Shannon serdo feitas no peridomicilio, no horério das
18has 22h. As coletas com armadilhas do tipo CDC serdo feitas concomitantemente as
Shannon. Para a disposi¢do destas armadilhas, o municipio sera dividido de maneira a
abordar os biomas locais mais representativos, como fragmentos de floresta estacional
decidual, campanha, campo e matas de galeria nas bordas dos rios. O intuito do trabalho

também é comparar ambientes de domicilio e peridomicilio nos biomas citados.

Figura 14: Armadilha de Shannon

Fonte: http://www.saude.sp.gov.br/sucen-superintendencia-de-controle-de-

endemias/centros-nucleos-e-laboratorios/laboratorio-de-entomologia-medica
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Figura 15: Armadilha luminosa tipo CDC
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Fonte: Ishikawa et al, 2010 (38).

Em cada um dos ambientes serdo instaladas 3 armadilhas luminosas, que ficardo
ligadas durante doze horas ininterruptas (das 18h as 6h). Em ambientes de peridomicilio
as armadilhas serdo dispostas proximo as residéncias, em abrigos de animais e seus
anexos, por exemplo. O numero de horas amostrais totalizados pela armadilha de
Shannon serd de aproximadamente 108 horas, enquanto que o ndmero amostral
provindo das armadilhas de luz totalizara aproximadamente 430 horas.

Os individuos coletados serdo abatidos em gelo seco. Ap6s a morte, os flebotomineos
serdo armazenados em tubos de hemdlise contendo alcool 70%, fechados com tampdes
de algoddo, para ndo danificar as amostras.

A identificacdo das espécies seguird as classificacbes propostas por Young e Ducan
(1994). Para tais atividades, o projeto conta com apoio do Laboratério de Entomologia
da Secdo de Reservatorios e Vetores da Fundacdo Estadual de Producdo e Pesquisa em
Salde deste Estado (FEPPS RS).

3.1.2. DIAGNOSTICO MOLECULAR DA INFECCAO NATURAL DE
FLEBOTOMINEOS (DIPTERA: PSYCHODIDAE, PHLEBOTOMINAE) POR
Leishmania spp.

A presenca de KDNA seré investigada nos flebotomineos através da técnica de PCR.
As fémeas serdo dessecadas em solugéo salina, e examinadas em lamina banhada por

sulfato de amicacina, para observacdo do trato digestivo em microscopico éptico com
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aumento de 400 X. As partes que apresentarem formas flageladas dos parasitos serdo
coletadas e armazenadas a -70 °C (39).

Para extracdo de KDNA sera utilizado o kit QlAamp DNA Micro Handbook (Qiagen).
Os métodos utilizados na técnica de PCR serdo os preconizados por Arevalo et al.
(1993) (40), e adaptados por Santos (2000) (41).

3.1.3. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A PCR sera realizada em termociclador, utilizando os iniciadores MP1L (5’-TAC
TCC CCG ACA TGC CTC TG-3") e MP3H (5’-GAA CGC GGT TTC TGT ATG C-
3%), para a amplifcagdo de fragmentos de 70 pares de base da regido do KDNA. O
termociclador sera regulado para o seguinte ciclo: inicio com temperatura para
desnaturacdo de 1 min a 94 °C; seguidos de 29 ciclos de 1 min. a 94 °C, 1 min a 54 °C
(anelamento), 15 s. a 72 °C, finalizando em 4 °C (41).

Os produtos amplificados serdo analisados em gel de agarose 3%, por eletroforese a
85V. As amostras serdo coradas com brometo de etidio a 10mg/ pL, visualizados em luz
UVv.

As etapas de identificacdo molecular dos protozoarios serao realizadas no Laboratério
de Pesquisas Biomédicas da PUCRS, em colaboracdo com o Laboratério de Biologia

Parasitaria da mesma instituic&o.

3.1.4. ANALISES ESTATISTICAS

Para organizacao dos dados obtidos quanto a biologia e ecologia dos flebotomineos,
alguns testes estatisticos serdo realizados.

Para a analise de abundancia relativa (%) das espécies, serdo utilizados os dados
obtidos nas coletas, no periodo de fevereiro de 2013 e janeiro de 2014. A diversidade de
espécies encontradas no municipio de Sdo Borja sera calculada através do indice de
Fisher-Willians (a = S - 1/Ln.N), onde a representa o indice de diversidade; S o0 nimero
de espécies; e N o0 numero total de individuos capturados.

A fim de verificar a flutuacdo populacional, serdo utilizados os valores médios de
temperatura ambiente, umidade relativa do ar, e precipitacdo pluviométrica, obtidos a
cada coleta mensal. Estes dados serdo confrontados com o observado para abundancia

mensal dos flebotomineos.
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O coeficiente de correlacdo de Spearman também sera utilizado, a fim de determinar
as tendéncias da relacdo abundancia de insetos X variaveis ambientais. Todos os testes

estatisticos serdo aplicados com nivel de significancia o < 0,05.

4. RESULTADOS ESPERADOS

Com o desenvolvimento do presente projeto, a perspectiva maior ¢ identificacdo exata
das espécies de flebotomineos existentes no local de estudo, bem como identificar a
possivel infeccdo natural destes insetos por protozoarios do género Leishmania spp.
Subsequente a isto, procuramos ter subsidios para definir a distribuicdo geografica dos
fleb6tomos nos diferentes ambientes amostrados, indicando (ou ndo) a preferéncia e
adaptacdo destes insetos a determinados locais (domicilio e peridomicilio), bem como
de suas fontes alimenticias.

As coletas serdo realizadas durante doze meses consecutivos, mensalmente. Desta
forma, a intengdo é registrar informagGes como médias de temperatura e indice de
chuvas, uma vez que as estagdes do ano nao tem apresentado padrdes determinados para
este tipo de estudo. A determinacdo sazonal dos vetores é importante no sentido de
indicar o periodo de maior atividade dos mosquitos, onde o risco a populacdo se torna
mais acentuado, uma vez que os flebotomineos, além da patologia focada no presente
trabalho, sdo vetores de outros agentes prejudiciais a saide, como outros protozoarios,
alguns virus e bactérias.

Com relacéo a epidemiologia e controle dos casos de Leishmanioses, a identificagdo
taxonémica do agente etiologico no inseto é de grande impotancia clinica, e cada vez
mais, 0 uso de técnicas rapidas e confiaveis como a PCR, tem sido empregada nestes
tipo de estudo, afim de determinar os perfis epidemiologicos das doencgas. Desta forma,
o0 presente trabalho visa contribuir na pesquisa e caracterizacao dos flebotomineos como

agentes etioldgicos de ampla importancia medica e veterinaria.
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ANEXO 1: Ficha de identificacdo das coletas de flebotomineos

COLETA Ne:

Coleta de flebotomineos (Diptera: Psychodidae) no municipio de Sao
Borja, Rio Grande do Sul, Brasil

Data da coleta: / /

Local da coleta:

Endereco:

Ponto referéncia:

Proprietério:

Coletor 1:

Coletor 2:

Coletor 3:

Ponto da coleta: Latitude:

Longitude:

Tipo de coleta:
( ) Armadilha CDC - Altura do solo:

Hora da coleta: : as
( ) Armadilha de Shannon
Hora da coleta: : as

N° espécimes coletados:

Condicao Meteoroldgica:

Temperatura do ar:

indice pluviométrico:

Observacoes:




