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RESUMO

O conhecimento das espécies de flebotomineos e de seus niveis de infeccéo
natural por Leishmania é necesséario para a identificacdo do risco de
ocorréncia das leishmanioses. Considerando o pouco conhecimento da fauna
flebotominica em Palmas, Tocantins, e a inexisténcia de dados de ocorréncia
de espécies de Leishmania em flebotomineos nesse municipio, o presente
trabalho objetivou: investigar a fauna flebotominica em fragmentos de matas
de galeria e em unidades domiciliares (UDs) bem como a infec¢&o natural por
tripanosomatideos nas fémeas de flebotomineos capturados em dois
periodos distintos, seco e chuvoso. Quatro fragmentos de matas de galeria e
guatro areas domiciliares adjacentes foram amostradas utilizando armadilhas
luminosas HP e Shannon. Apdés a identificacdo, 752 fémeas foram agrupadas
em 154 pools para a extragdo do DNA. A qualidade do DNA foi verificada por
PCR do gene cacophany da regido 1IVS6 de flebotomineos. A deteccao de
tripanossomatideos nas fémeas de flebotomineos foi realizada a partir da
amplificagéo da regido SSU rDNA e as amostras positivas foram submetidas
a PCR ITS-1. A identificacdo das espécies de tripanossomatideos foi
realizada por sequenciamento. A caracterizacdo ambiental das 40 casas
amostradas foi realizada a partir de questionarios. Variaveis estruturais do
intra, do peridomicilio e da circunvizinhanca foram obtidas. Foram capturados
949 (28 spp.) e 578 (22 spp.) espécimes em julho e novembro,
respectivamente. Nyssomyia whitmani foi a mais abundante (n = 743). Em
julho, a maioria dos espécimes foram capturados nas matas de galeria (n =
762, 80%) e em novembro, a maioria dos espécimes foi encontrada nas UDs
(n =551, 95%) com predominancia de Ny. whitmani. Lu. longipalpis foi a mais
frequente em areas domiciliares e Bi. flaviscutellata em matas de galeria. A
PCR SSU rDNA identificou L. amazonensis, L. infantum e Crithidia fasciculata
em Ny. whitmani. A PCR SSU rDNA identificou Leishmania amazonensis, L.

infantum e Crithidia fasciculata em Ny. whitmani; L. amazonensis em Lu.
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longipalpis; Trypanosoma sp. e L. amazonensis em Pintomyia christenseni; L.
amazonensis em Psathyromyia hermanlenti e Evandromyia walkeri.
Determinadas UDs de Palmas (no centro de Palmas e no distrito de
Taquarugu) apresentaram caracteristicas que permitem a manutencdo da
populacdo de flebotomineos no peridomicilio, tais como a presenca de
arvores frutiferas, matéria organica e animais, como cdes e galinhas. As
matas de galeria sédo importantes para manter os flebotomineos vetores de
Leishmania em Palmas e as UDs sédo receptivas a manutencéo da populacéo
de flebotomineos no peridomicilio. Dessa forma, recomenda-se uma vigilancia

mais ativa principalmente nas UDs préximas a matas de galeria.
Palavras-chave: Nyssomyia whitmani; Lutzomyia longipalpis; Leishmania

amazonensis; Leishmania infantum; Trypanosoma sp.; Crithidia fasciculata;

Caracterizacdo ambiental; savana brasileira.
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ABSTRACT

Knowledge on phlebotomine species and levels of natural infection by
Leishmania are necessary to identify potential areas of risk of leishmaniasis.
Given the limited knowledge on phlebotomine fauna in the city of Palmas, State
of Tocantins, Brazil and the lack of data on the occurrence of Leishmania
species in phlebotomines in this municipality, this study aimed to: to investigate
the phlebotomine fauna in fragments of gallery forests and in household units
(HUs) as well as the natural infection by trypanosomatids in females of
sandflies captured in two different periods, dry and rainy. Four fragments of
gallery forests and four adjacent HUs were sampled using HP light traps and
Shannon traps. After their identification, 752 females were grouped into 154
pools for DNA extraction. The quality of the DNA was determined by PCR of
the cacophany gene of the IVS6 region in Phlebotominae. Trypanosomatids
were detected in Phlebotominae females through the amplification of the SSU
rDNA region, and the positive samples were tested using ITS1-PCR.
Trypanosomatids species were identified using sequencing. The
environmental status of the 40 houses sampled was characterized using
qguestionnaires. Structural variables within the HUs, around the HUs, and in
the surrounding neighborhood were obtained. A total of 949 specimens (28
spp.) and 578 specimens (22 spp.) were captured in July and November,
respectively. Nyssomyia whitmani was the most frequent species (n=743). In
July, the majority of specimens were captured in the gallery forests (n=762;
80%), while in November, most of the specimens were found in the HUs
(n=551; 95%). The specimens found were predominantly Ny. whitmani.
Lutzomyia longipalpis was most frequent in domestic areas (84/86), while
Bichromomyia flaviscutellata in gallery forests. The SSU rDNA PCR identified
Leishmania amazonensis, L. infantum and Crithidia fasciculata in Ny.
whitmani, as well as L. amazonensis in Lu. longipalpis; Trypanosoma sp. and

L. amazonensis in Pintomyia christenseni; and L. amazonensis in
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Psathyromyia hermanlenti and Evandromyia walkeri. Certain HUs in Palmas
(some in downtown Palmas and others in the Taquarugu district) exhibited
characteristics that allow the maintaining of Phlebotominae population in the
peridomestic environment, such as the presence of fruit trees, organic matter,
and animals such as dogs and chickens. The gallery forests are important to
maintain the phlebotomine vectors of Leishmania in the city and the HUs are
receptive to maintain Phlebotomine populations in peridomestic environments.
Therefore, more active surveillance is recommended, particularly in the HUs

close to gallery forests.
Keywords: Nyssomyia whitmani; Lutzomyia longipalpis; Leishmania

amazonensis; Leishmania infantum; Trypanosoma sp.; Crithidia fasciculata;

Environmental characterization; Brazilian savanna.
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1  INTRODUCAO

1.1 As Leishmanioses

As leishmanioses séo doencas resultantes da infec¢ao por protozoarios
do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae). Cerca de 20
espécies e subespécies de Leishmania sdo patogénicas para o homem, para
as gquais diversas espécies de mamiferos funcionam como hospedeiras
(Maroli et al., 2013). Esses protozoarios sao transmitidos principalmente por
espécies de flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) que se
infectam durante o repasto sanguineo nos hospedeiros mamiferos como
canideos, roedores, marsupiais, seres humanos entre outros (Cardoso et al.,
2015; Akhoundi et al., 2016). Outra via de transmissao relatada é por doacéo
de sangue ou 6rgéos infectados (Harhay et al., 2011).

A maioria das transmissdes de Leishmania no Velho Mundo ocorre em
peridomicilios de areas semiaridas modificadas pelo homem, jA no Novo
Mundo, esses parasitos estdo frequentemente ligados a habitats silvestres,
embora certas espécies apresentem transmissdo predominantemente
peridomiciliar (Akhoundi et al., 2016). Segundo esses autores, a preferéncia
pelo hospedeiro € também um fator importante que afeta o tipo de transmisséao
vetorial da Leishmania.

Além da Leishmaniose Visceral (LV), ha outras manifestacdes clinicas
no Velho Mundo: leishmaniose cutanea, cutanea difusa e disseminada,
mucosa, além da leishmaniose dérmica pos Kala-azar e das recidivas de
leishmaniose cutanea, que sao formas de leishmaniose tegumentar (LT)
(Harhay et al., 2011; WHO, 2010). No Novo Mundo estdo presentes a LV,
leishmaniose cutanea, mucocutanea, além da cutanea difusa e disseminada
(WHO, 2010; Maroli et al., 2013).
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As leishmanioses sdo endémicas em grandes areas dos tropicos,
subtrépicos e bacia do Mediterraneo, incluindo mais de 98 paises, com
excecgdo da Antartica, com cerca de 1,5 milhdo de casos a cada ano e pelo
menos 350 milhdes de pessoas no mundo em situacdo de risco (Akhoundi et
al., 2016; Marcondes et al., 2017). Esse conjunto de enfermidades constitui
um importante problema de saude puablica, mostrando um aumento crescente

entre 2003 e 2012 (Alvar et al., 2012), principalmente quanto aos casos de LT.

1.1.1 Leishmaniose visceral (LV)

A LV é uma doenca causada, nas Américas (assim como na area do
Mediterraneo, Médio Oriente, Africa Ocidental e Asia Central), por Leishmania
infantum (syn. L. chagasi) e tem uma natureza zoonotica. Na india (nordeste),
em Bangladesh, Nepal, no leste da Africa e na peninsula Arabica, a LV é
causada por Leishmania donovani (Harhay et al., 2011; Maroli et al., 2013),
com a maior parte da transmissao desse parasito ocorrendo de forma
antropondtica (Ready, 2014; Maroli et al., 2013), ou seja, a transmisséo é
homem - vetor - homem. No nordeste da india, em Bangladesh, Nepal e no
leste da Africa, o vetor envolvido nessa transmissdo é Phlebotomus
argentipes. Ja no leste da Africa (Quénia, Eti6pia, Somalia, Sudéo e Uganda)
e na Peninsula Arabica, L. donovani est4d associada ao flebotomineo
Phlebotomus orientalis e/ou ao Phlebotomus martini (Maroli et al., 2013).

A LV é uma doenca sistémica que acomete os 6rgaos internos, em
especial o baco, figado e a medula éssea (Akhoundi et al., 2016), originando
um quadro de hepatoesplenomegalia progressiva e a supressdo da medula
0ssea; se 0s pacientes acometidos nao forem tratados (em geral, com sais de
antiménio pentavalente), desenvolvem pancitopenia, imunossupressao e
tornam-se propensos a superinfecgcdes com outros patdgenos, com elevado
indice de morbimortalidade (Mcgwire; Satoskar, 2014).

Segundo Maroli et al. (2013), no Velho Mundo estdo envolvidas varias

espécies de flebotomineos na transmissdo de L. infantum, sendo que a
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maioria delas pertence ao género Phlebotomus e subgénero Larroussius e 0s
principais reservatorios domésticos desse parasito sdo os caes, enquanto que
as raposas, chacais e lobos representam seus reservatérios silvestres.
Porém, mais recentemente, foi comprovado que a lebre (Lepus granatensis)
€ um reservatorio ativo de L. infantum na Espanha e podem desempenhar um
papel importante em ciclos de transmissdo sob condi¢des variaveis (Arce et
al., 2013; Antoniou et al., 2013).

O principal vetor de L. infantum nas Américas é Lutzomyia longipalpis
(Santini et al., 2012), porém, Lutzomyia cruzi foi apontada como vetor em Mato
Grosso do Sul (Galati et al., 1997; Santos et al., 1998; Pita-Pereira et al., 2008)
e Mato Grosso (Missawa et al., 2011) no Brasil. As espécies Lutzomyia
forattinii, Lutzomyia almerioi, Evandromyia sallesi, Migonemyia migonei e
Nyssomyia neivai também podem estar envolvidas na transmissdo de LV no
Brasil (Pita-Pereira et al., 2008; Saraiva et al., 2009; Savani et al., 2009;
Carvalho et al., 2010b; Dias et al., 2013). Recentemente também foi detectado
DNA de L. infantum em Psychodopygus lloydi (Lara-Silva et al., 2015).

Os reservatérios domésticos mais importantes de L. infantum sdo os
cdes (Dantas-Torres, 2009). O marsupial Didelphis albiventris é um
reservatério potencial de L. infantum no Brasil, assim como Didelphis
marsupialis na Coldmbia e na Venezuela. O roedor Thrichomys laurentius, a
raposa Cerdocyon thous e o cachorro-vinagre Speothos venaticus também
sdo considerados reservatoérios potenciais de L. infantum no Brasil (Roque;
Jansen, 2014).

Baseado nas estimativas de incidéncia, cerca de 0,2 a 0,4 milhdes de
casos de LV ocorrem a cada ano (Alvar et al., 2012). Tem sido estimado que
mais de 90% desses casos estdo concentrados em Bangladesh, Brasil,
Etiépia, india, Nepal, Sud&o e Suddo do Sul (WHO, 2010; Alvar et al., 2012)
e que ocorram 20.000 a 40.000 mortes por LV no mundo anualmente (Alvar
et al., 2012). No continente Americano, a LV é registrada como endémica em
12 paises, predominantemente no Brasil (Maroli et al., 2013).

No Brasil, a LV se distribui em 21 Estados e cinco regides com uma
média anual de 3.565 casos entre 2003 a 2012 e incidéncia de 1,9
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caso0s/100.000 habitantes, com letalidade meédia de 6,9%. Os dados
epidemiologicos desse periodo mostram que a doenca se encontra
urbanizada, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo
Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Santarem (PA), Corumba (MS), Teresina
(PI), Natal (RN), Séo Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) e as epidemias
ocorridas nos municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas
(TO) (Brasil, 2014a).

1.1.2 Leishmaniose tegumentar (LT)

No Velho Mundo, as espécies Leishmania major, L. aethiopica e L.
tropica sao os principais agentes etiologicos de diferentes formas clinicas de
LT, além de L. infantum e de L. donovani. J& no Novo Mundo, 14 espécies de
Leishmania levam a diversas manifestacdes clinicas da LT. Sete delas ja
foram registradas no Brasil, sendo elas: L. (Viannia) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) lindenbergi e
L. (Leishmania) amazonensis (Lainson, 2010).

No Velho Mundo, Leishmania tropica esta associada a leishmaniose
cutdnea antropondtica, altamente prevalente em regides semiaridas
subtropicais e se estendem de sudeste da Turquia ao noroeste da india. A
sua transmissdo ocorre de pessoa para pessoa por meio de Phlebotomus
(Paraphlebotomus) sergenti em focos urbanos bem estabelecidos (Maroli et
al., 2013). A leishmaniose cutanea classica € zoongética, sendo causada por
L. major e espécies de roedores atuam como hospedeiros reservatorios. Seus
vetores comprovados pertencem ao género Phlebotomus e subgénero
Phlebotomus, sendo a espécie Phlebotomus papatasi o principal vetor,
estendendo-se do norte da Africa a India. A leishmaniose cutanea com
etiologia atribuida a Leishmania aethiopica também é zoondtica e esta
limitada as terras altas de Etidpia e Quénia. E um parasito classico de
mamiferos da ordem Hyracoidea (como Procavia capensis) e € transmitido

por espécies do género Phlebotomus (Maroli et al., 2013).
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Os reservatoérios potenciais das espécies de Leishmania do Novo
Mundo mencionadas para o Brasil, seus flebotomineos vetores e as formas

clinicas de LT causadas por esses parasitos estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Potenciais reservatorios ou fontes de infeccdo de espécies de
Leishmania, flebotomineos vetores e as formas clinicas da LT no

Brasil.
Potencials re§ervat?r|os Espécies de Leishmania Flebotomineos vetores  Formas clinicas
ou fontes de infeccéo
Choloepus didactylus Leishmania (Viannia) guyanensis Nyssomyia anduzei LCelLMC
Didelphis marsupialis Nyssomyia umbratilis
Nyssomyia whitmani
Dasypus novemcinctus  Leishmania (V) naiffi Psychodopygus amazonensis * LC
Psychodopygus ayrozai
Psychodopygus paraensis*
Psychodopygus squamiventris *
Proechimys sp. Leishmania (Leishmania ) amazonensis Bichromomyia flaviscutellata LC,LCD
Bichromomyia olmeca olmeca
Bichromomyia reducta
Lutzomyia longipalpis
Thrichomys laurentius Leishmania (V .) braziliensis Evandromyia edwardsi* LC; LMC; LCD+
Rattus rattus Migonemyia migonei
Necromys lasiurus Nyssomyia intermedia*
Nyssomyia neivai
Nyssomyia whitmani
Pintomyia fisheri
Pintomyia pessoai*
Psychodopygus complexus
Psychodopygus paraensis*
Psychodopygus wellcomei
Agouti paca Leishmania (V' .) lainsoni Trichophoromyia ubiquitalis LC
Cebus apella Leishmania (V) shawi Nyssomyia whitmani LC
Chiropotes satanas
Homo sapiens sapiens  Leishmania (V.) lindenberg Nyssomyia antunesi* LC

Fonte: Lainson (2010); Maroli et al. (2013); Roque e Jansen (2014).

*espécies suspeitas; +em casos de imunossupressédo severa; LC, leishmaniose cutanea;
LMC, leishmaniose mucocutanea; LCD, leishmaniose cuténea difusa ou disseminada.
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Segundo Goto e Lindoso (2012), a LT compde um conjunto de varias
formas clinicas, as quais dependem da espécie de Leishmania, da estirpe
envolvida e da resposta do hospedeiro.

A forma cutanea simples ou localizada manifesta-se geralmente como
lesbes cutaneas e ulcerativas peculiares (normalmente indolores, rosas e
redondas, com bordas elevadas e bem delimitadas, com um fundo limpo onde
as vezes pode aparecer uma crosta central que pode sangrar), em areas
expostas do corpo, em geral na face, antebracos e pernas, sendo que sua
progressao se da ao longo de semanas a meses e, quase sempre, a cura
pode se dar de forma espontanea, deixando uma cicatriz permanente
hipopigmentada, suave e fina; alguns casos evoluem para outras formas da
doenca (Goto; Lindoso, 2012; Mcgwire; Satoskar, 2014).

A forma cuténea difusa é rara e evolui progressivamente da cutanea
simples, sendo caracterizada por anergia persistente das células T, multiplas
lesbes nodulares cheias de parasitos, de diversos tamanhos e em Vvarios
locais, papulas ou tubérculos com infiltragdo cutanea difusa e sem ulceragéo,
as quais se localizam principalmente em areas expostas do corpo e muitas
vezes distantes do local de picada dos insetos (Goto; Lindoso, 2012; Mcgwire;
Satoskar, 2014; Marcondes et al., 2017). Em geral, os pacientes acometidos
com essa forma da doenca apresentam resultados negativos no teste de
Montenegro e respondem apenas a terapia com pentamidina (Marcondes et
al., 2017).

A forma cutanea disseminada é caracterizada pelo aparecimento de
multiplas lesdes pleomadrficas em duas ou mais areas ndo contiguas do corpo,
provavelmente causadas por disseminacdo hematogénica ou linfatica. S&o
lesdes do tipo acneiformes, papulosas, raramente ulceradas e associadas a
calafrio e febre, sendo a mucosa acometida em quase 30% dos casos (Goto;
Lindoso, 2012; Marcondes et al., 2017). Os pacientes que apresentam essa
forma clinica possuem resultados positivos no teste de Montenegro e
respondem a terapia com anfotericina B, em oposicdo a terapia com

antimoniais (Marcondes et al., 2017).
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A forma mucosa geralmente se apresenta como uma infeccéo
desfigurante, surgindo simultaneamente as lesées cutaneas (mucocutanea)
ou, até mesmo, 20 anos apos sua cura. As lesdes nasais, quando presentes,
apresentam nodulos e infiltracdo do septo cartilaginoso, obstrucéo da narina,
perfuracdo do septo e até mesmo destruicdo total do nariz. Partes da face,
faringe, laringe, palato mole e tragueia podem ser afetadas, com
linfadenopatia (Goto; Lindoso, 2012; Marcondes et al., 2017), prejudicando a
funcéo respiratodria e dificultando a nutricdo dos pacientes acometidos dessa
forma de LT, os quais, em geral, vém a 6bito por desnutricdo e infeccbes
secundarias, ja que o parasito € muitas vezes resistente a quimioterapia
(Mcgwire; Satoskar, 2014). A associacao de drogas, como antimonial e a
pentoxifilina, reduz a reacao inflamatoria responsavel pela leséo tecidual em
lesGes mucocutaneas (Marcondes et al., 2017).

A coinfeccdo Leishmania-HIV favorece o aparecimento de formas
difusas ou mucosas (Marcondes et al., 2017). Nos pacientes coinfectados, as
manifestacdes clinicas parecem ser semelhantes aos ndo coinfectados, mas
podem se apresentar como formas incomuns: infiltracdo difusa e disseminada
da superficie mucosa do palato e les6es genitais (Lindoso et al., 2016).

A LT é mais amplamente distribuida do que a LV e cerca de um terco
dos casos ocorre em regides tropicais das Américas, na bacia do
Mediterraneo, na Asia Central e Ocidental (Rangel et al., 2014). Baseado nas
estimativas de incidéncia, 0,7 a 1,2 milhdes de casos de leishmaniose cutanea
ocorrem a cada ano, sendo que os paises como Afeganistdo, Argélia,
Coldémbia, Brasil, Ird, Siria, Etidpia, Sudao do Norte, Costa Rica e Peru tém o
maior numero de casos estimado dessa forma clinica, respondendo por 70 a
75% da estimativa mundial de incidéncia para LT (Alvar et al., 2012).

Todos os Estados do Brasil tém registros de casos de LT e o nUmero
de municipios acometidos pela doenca cresce a cada ano (Rangel et al.,
2014). No periodo entre 2003 a 2012, a LT apresentou média anual de 26.965
casos autoctones registrados e coeficiente de detecgdo médio de 15,7 casos
a cada 100.000 habitantes. Tomando como base esse periodo, a regido Norte

contribuiu com o maior numero de casos (aproximadamente 37,3% do total de
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casos registrados) e com o mais elevado coeficiente médio de deteccéo de
casos (73,3 casos a cada 100.000 habitantes), seguida pelas regides Centro-
Oeste (35,4 casos a cada 100.000 habitantes) e Nordeste - 18,8 casos a cada
100.000 habitantes (Brasil, 2014b).

1.2 Leishmania no vetor e no hospedeiro

A infeccdo das fémeas dos flebotomineos com o parasito do género
Leishmania ocorre durante o seu repasto sanguineo em um hospedeiro
vertebrado (fonte de infec¢ao), por meio da ingestédo de células infectadas do
sistema fagocitico mononuclear (Kamhawi, 2006; Harhay et al., 2011).

Os macréfagos infectados contém amastigotas de Leishmania, formas
parasitarias pequenas (3-5 mm), iméveis e arredondadas (Dostalova; Volf,
2012). As formas amastigotas sao liberadas no intestino médio abdominal dos
flebotomineos, e dentro do bolo alimentar (envolvido por uma matriz
peritréfica) ocorre a transformacdo e o desenvolvimento morfoldégico do
parasito (associada a intensa multiplicagcdo celular) em promastigotas
prociclicas, que sdo formas fracamente méveis com um flagelo curto na
extremidade anterior da célula - Figura 1 (Kamhawi, 2006; Harhay et al., 2011;
Dostalova; Volf, 2012; Teixeira et al., 2013).

Ainda no intestino médio abdominal desses insetos, as promastigotas
prociclicas mudam para nectomonas. Tais formas migram para o intestino
meédio toracico anterior. As leptomonas surgem das nectomonas, € nesse
local passam pelo segundo ciclo de multiplicacdo no flebotomineo. Apds isto
se diferenciam em formas metaciclicas infectantes que se acumulam atras da
valvula estomodeal, garantindo a disponibilidade de um grande numero de
parasitas para transmissao. No intestino anterior, os parasitos produzem o
PSG (promastigote secretory gel), o qual os mantém encharcados e presos.
As haptomonas séo formas que surgem por ultimo (apos 5-7 dias) e ficam
ligadas a valvula estomodeal. Em flebotomineos fortemente infectados pode

haver rompimento dessa valvula, e algumas promastigotas metaciclicas
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migram para a probodscide - Figura 1 (Kamhawi, 2006; Pimenta et al., 2012).
Durante continuas picadas de fémeas desses insetos, essas formas
infectantes séo liberadas, podendo infectar um novo hospedeiro mamifero

silvestre ou humanos (Harhay et al., 2011; Teixeira et al., 2013).

Figura 1 - O ciclo de vida de Leishmania em um vetor competente.
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Fonte: Kamhawi (2006).

ApOs a transmissdo para um vertebrado mamifero, as formas
metaciclicas sdo fagocitadas por macrofagos e outros tipos de células
fagociticas e, logo em seguida, transformam-se em amastigotas e se
multiplicam por divisdo simples e, ao romperem a membrana do macréfago,
sao liberadas para o tecido (Kamhawi, 2006; Harhay et al., 2011; Teixeira et
al., 2013). As amastigotas presentes nos macrofagos desse mamifero
podem invadir novos macr6fagos ou serem ingeridas por um novo
flebotomineo durante o seu repasto sanguineo, reiniciando o ciclo (Teixeira
et al., 2013).

1.3 Biologia dos flebotomineos

Os flebotomineos pertencem a familia Psychodidae e subfamilia

Phlebotominae (Akhoundi et al., 2016). Eles séo insetos comprovados na
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transmissdo de Leishmania por meio da picada de fémeas, bem como de
outros patégenos como os virus da febre por flebotomineos (febre Siciliana e
febre Toscana), os virus da estomatite vesicular como Chandipura e Isfahan
(Maroli et al., 2013), a bactéria da doenca do Carrion - Bartonella bacilliformis
(Sharma; Singh, 2008), além de que também transmitem outros
tripanossomatideos como Herpetomonas, Blastocrithidia, Trypanosoma e
Endotrypanum (Shaw et al., 2003). H& evidéncias de que a transmisséo de
Leishmania na Australia ocorre por meio de ceratopogonideo (Dougall et al.,
2011).

Durante o dia, os adultos podem ser encontrados em diversos locais
de repouso como celeiros de animais, no interior e exterior das casas, ninhos
de aves, cavernas, buracos de arvores, folhagens e espacos entre ou sob
rochas, tocas de animais e fendas de rochas, fissuras nas paredes e entre a
vegetacao (Alkan et al., 2013). Os flebotomineos sé@o pequenos, dificiimente
ultrapassam 3,5 mm de comprimento, tém o corpo “piloso”, em geral a cor
varia de quase branco a quase preto, tém pernas muito longas e delicadas
(Figura 2), mantém as asas sobre o abdome em uma forma de asa delta

guando estao em repouso (Maroli et al., 2013).

Figura 2 - Flebotomineos adultos: fémea (a esquerda) e macho (a direita).

- m

Fonte: o autor.
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Ambos os sexos alimentam-se de secrecdes acucaradas de plantas ou
de secrecdes produzidas por pulgdes homopteros (Hemiptera: Aphidoidea)
(Moore et al., 1987; Petts et al., 1997), porém as fémeas dependem do sangue
para completarem o desenvolvimento dos seus ovos. O repasto sanguineo
pode ocorrer em diferentes periodos do dia, pois essas fémeas entram em
atividade principalmente & noite, no decorrer da noite e no comeg¢o da manha,
(Maroli et al., 2013), porém ha espécies que podem picar durante o dia, a
exemplo de Lu. almerioi (Galati et al., 2006). Segundo Alkan et al. (2013), ao
sairem para ingurgitar, eles normalmente saltam em torno do hospedeiro
antes de realizarem a hematofagia. Elas podem se alimentar em diversos
animais, entre eles aves, répteis, varios roedores, carnivoros, artiodactilos e
primatas como o ser humano (Sharma; Singh, 2008).

Em experimentos de laboratdrio com Lu. longipalpis, foi observado que,
apos o repasto sanguineo e a oviposicao das fémeas, as larvas de primeiro
instar surgiram entre 12-15 dias, as pupas entre 28-37 dias e os adultos entre
37-47 dias (Volf; Volfova, 2011), porém esse desenvolvimento de ovo a adulto
varia de espécie para espécie, associado a fatores como temperatura,
umidade, numero de individuos confinados, substrato e alimento oferecido
para as larvas (Brazil et al., 1997; Andrade Filho et al., 2004b; Goulart et al.,
2015; Ribeiro et al., 2015). Independente dessas variaveis, 0s ovos sao postos
por fémeas adultas em um habitat com umidade e temperatura adequada, e
na natureza em solo, rico em matéria organica, que fornece as larvas, recém
eclodidas, abrigo, nutricdo e ambiente iamido (Maroli et al., 2013).

A densidade dos flebotomineos neotropicais e de outras regides do
mundo é dependente de condi¢Bes climaticas (Quaresma et al. 2012), a
exemplo da temperatura, umidade e precipitacdo, além de fonte alimentar
para fémeas. Algumas espécies de flebotomineos estudadas predominam no
periodo chuvoso e mais quente do ano como Lu. longipalpis (Barata et al.,
2011; Lara-Silva et al., 2015), Ny. whitmani (Aguiar et al., 2014; Barata et al.,
2011), Ny. intermedia (Aguiar et al., 2014; Barata et al., 2011), Mg. migonei e
Pintomyia fischeri (Aguiar et al., 2014). Contudo, este padrédo pode sofrer
variacbes como ja visto por Saraiva et al. (2011) e Pinheiro et al. (2013). Tais
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variacfes foram observadas em Belo Horizonte (MG) para a espécie Ny.
whitmani, a qual foi mais abundante nos meses com baixa umidade relativa
do ar e temperaturas amenas (Saraiva et al., 2011), e em Parnamirim (RN)
onde a maioria das espécies estudadas (a exemplo de Lu. longipalpis e Ny.
whitmani) foi predominante na estacdo seca e em temperaturas mais altas
(Pinheiro et al., 2013). Outros estudos néo registraram nenhuma correlagcéo
entre tais fatores climaticos e a densidade de flebotomineos (Oliveira et al.,
2013; Saraiva, 2015).

1.4 Distribuicdo geografica dos flebotomineos

Os flebotomineos estao distribuidos ao longo da maioria das regides
do mundo, com 1.003 espécies ou subespécies descritas, sendo 974 atuais
(Shimabukuro; Galati, 2011; Andrade et al., 2013; Galati, 2016a; Brilhante et
al., 2016; Shimabukuro et al., 2017).

Os flebotomineos do Velho Mundo sdo encontrados nas regides
Paleartica, Afrotropical, de Madagascar, Oriental e Australiana, sendo
representados por mais de 420 espécies; destas, 49 espécies do género
Phlebotomus s&o vetores comprovados ou provaveis de Leishmania
(Akhound et al., 2016).

No Novo Mundo, os flebotomineos sdo encontrados nas regides
Neartica e Neotropical (Akhoundi et al., 2016), sendo representados por 537
espécies (Shimabukuro; Galati, 2011; Andrade et al., 2013; Shimabukuro et
al., 2017) e 56 destas sdo provaveis ou suspeitas de transmissdo de
Leishmania para o homem e outros animais (Maroli et al., 2013). Dessas 537
espécies de flebotomineos, 277 sdo encontradas no Brasil (Andrade et al.,
2013; Brilhante et al., 2016; Shimabukuro et al., 2016), sendo que 20 espécies
sao apontadas como vetores de Leishmania (Ready, 2013), entre elas estao:
Lu. longipalpis, Lu. cruzi, Ny. whitmani, Ny. intermedia e Bi. flaviscutellata.
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Lutzomyia longipalpis tem ampla distribuicdo geografica no Brasil,
sendo encontrada em quase todas as unidades federativas, com excec¢ao do
Amazonas e do estado de Santa Catarina (Galardo et al., 2013; Galati,
2016a). Provavelmente isto ocorre devido a condi¢des climaticas. Lutzomyia
cruzi tem ocorréncia restrita a Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso
(Galati, 2016a), e esta presente em 52 municipios distribuidos entre esses
estados (Almeida et al., 2015).

Nyssomyia whitmani ocorre em todas as 27 unidades da federacédo e
ja foi detectada em 634 municipios brasileiros (Rangel et al., 2014).
Nyssomyia intermedia esta presente em Tocantins, Maranhdo, Piaui, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas
Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Goias, Mato

Grosso, Mato Grosso do Sul e no Distrito Federal (Galati, 2016a).

Bichromomyia flaviscutellata ja foi encontrada nos estados do Acre,
Amap4a, Amazonas, Pard, Rondbnia, Roraima, Tocantins, Maranh&o, Ceara,
Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso
do Sul, Mato Grosso, Goias e Distrito Federal (Galati, 2016a), sendo que essa
espécie foi detectada em 131 municipios brasileiros (Rangel et al., 2014), e a
maioria dessas areas sdo pertencentes a regido Centro-Oeste do Brasil
(Almeida et al., 2015).

1.5 Alteracdes antropicas e aumento do risco de transmisséao
das leishmanioses por flebotomineos

AcOes antropicas relacionadas ao desenvolvimento, intensificacdo da
agricultura e a urbanizacdo elevam as taxas de desmatamento (Afonso, 2013)
que, por sua vez, dardo origem a fragmentacéo de habitats. Em fragmentos
de tamanhos menores, espécies que ocorrem naturalmente em densidades
muito baixas podem ter redugbes consideraveis no tamanho de suas
populacées, sendo assim mais vulneraveis. Certas espécies de flebotomineos

com importancia médica podem ocupar habitats degradados e ainda serem
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capazes de se manter; além disto, o desmatamento pode favorecer a
dispersdo de espécies dessas &reas para ambientes préximos e com
melhores condi¢cdes de vida (Pessoa et al., 2007). Esse processo pode
favorecer algumas espécies de flebotomineos em ambientes antropizados e
desencadear surtos de leishmanioses (Azevedo et al., 2011).

Outro fator associado ao desmatamento € a migracdo humana como,
por exemplo, no caso de grandes empreendimentos, que acontece devido a
quantidade de mao de obra necesséria para a execucdo de uma obra. Com
isto, pode ser observado um aumento no desmatamento e no niumero de
assentamentos ndo planejados, aliados a outros impactos ambientais. Tais
alteracdes expdem o ser humano aos flebotomineos, levando a propagacao
de leishmanioses e a possivel instauracdo do ciclo enzodtico em areas
domiciliares (Vilela et al., 2011). Tal mudanca no perfil de transmisséo dessas
doencas também esté ligada ao ser humano devido a ocupacédo de areas de
encostas e agregacao em areas periurbanas (Rangel et al., 2014), onde a falta
de saneamento béasico e a coleta esporadica de lixo fornecem os ambientes
ideais para reproducao de flebotomineos (Bigeli et al., 2012).

Segundo Maroli et al. (2013), a proliferacdo desordenada de favelas
com condi¢des sanitarias precarias € derivada do processo de urbanizacao.
Para esses autores, em tais localidades, a pobreza e as condi¢bes precarias
de habitacdo séo considerados fatores de risco comuns para ambos os tipos
de leishmanioses humanas. Os conglomerados humanos podem contribuir
com a manutencdo do ciclo de varias espécies de flebotomineos mais
adaptaveis, ja que a densidade populacional humana é capaz de produzir
ambientes favoraveis para tal se forem fornecidos locais propicios para
criadouros, descanso, reproducdo e se houver disponibilidade de fontes de
repasto para esses insetos nessas localidades (Ramos et al., 2014).

A distribuicdo da LV associada a Lu. longipalpis para areas urbanizadas
€ consequéncia da adaptacdo da espécie a ambientes modificados e é
favorecida por sua capacidade de se alimentar com frequéncia em animais
domeésticos e sinantropicos, por sua notavel antropofilia (Rangel; Vilela, 2008)

e por drasticas mudancas ambientais.
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A ecoepidemiologia da LT no Brasil esta fortemente ligada ao ciclo de
transmissdo de L. (V.) braziliensis e ao vetor Ny. whitmani, particularmente
em areas impactadas ambientalmente, areas rurais na periferia das cidades,
de forma que este novo perfil epidemiologico € decorrente das mudancas
ambientais e da adaptacao dessa espécie a esses novos habitats modificados

pelo ser humano (Vilela et al., 2013).

1.6 Infeccdo natural e uso da PCR para a detecgcdo de
tripanossomatideos em flebotomineos

Para incriminar uma espécie como vetora de Leishmania, o inseto deve
ser encontrado infectado em ambientes peridomésticos e domésticos; a
distribuicdo da espécie também deve coincidir com a da doenca em seres
humanos; ele deve alimentar-se regularmente em seres humanos e outros
hospedeiros (Killick-Kendrick, 1999), e atualmente, Ready (2013) propds que
a interacdo entre o vetor e os hospedeiros deve ser analisada por modelos
matematicos. Por essa razdo, a identificacdo das espécies de
tripanossomatideos nos flebotomineos é uma das formas de avaliacdo
necessaria para se estabelecer isso.

A pesquisa de flagelados no intestino médio do inseto vetor e a
identificacdo da espécie do parasito geralmente sao feitas ap6s a dissecacao
do intestino do mesmo a partir do encontro das formas promastigotas por
microscopia oOptica. Em alguns casos, a infeccdo € confirmada a partir da
inoculacdo de material de insetos em meios de cultura (Paiva et al., 2007) ou
inoculacdo em cobaias (Rangel et al., 1984; Ryan; Brazil, 1984; Lainson et al.,
1985). Essa técnica € considerada padrdo ouro para determinacdo da
infecc@o natural de flebotomineos por Leishmania spp. Por outro lado, esse
método tem limitagdes: € trabalhoso, demorado e oneroso (Paiva et al., 2007),
sendo necessario analisar varias amostras de flebotomineos a fim de se obter
dados informativos para as areas em estudo (Sharma; Singh, 2008), pois

geralmente a taxa de infec¢cdo das fémeas por Leishmania spp. € baixa
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(Savani et al., 2009). Outro fator a se considerar é que flebotomineos sdo
hospedeiros de outras espécies de tripanossomatideos, por exemplo,
Trypanosoma e Endotrypanum, cujos estagios no vetor sao similares aos das
espécies de Leishmania (Dias, 2011; Ferreira et al., 2015).

Ultimamente, a técnica da dissecc¢éao do intestino de flebotomineos vem
sendo substituida pela PCR (reacdo em cadeia da polimerase) que representa
uma alternativa para deteccdo e identificagdo de Leishmania spp. (Pita-
Pereira et al., 2011), a qual consiste em ampliar o DNA do parasito presente
no inseto vetor. Embora seja um método mais caro do que a retirada do
intestino para pesquisa de infeccdo natural por microscopia, a PCR é mais
sensivel e tem maior especificidade (Paiva et al., 2006). Por outro lado, a
infeccdo por Leishmania de uma determinada espécie de flebotomineo
detectada pela PCR, por si s6 ndo permite dizer que 0 mesmo seja vetor
daquela espécie, assim como nas demais técnicas.

Ainda assim, a PCR vem sendo utilizada em vérios estudos
relacionados a taxa de infeccdo de flebotomineos e para identificar o parasito
Leishmania (Michalsky et al., 2011; Quaresma et al., 2012; Vilela et al., 2013),
mostrando-se vantajosa em relacdo as outras técnicas disponiveis e
permitindo uma identificacdo correta do parasito ao nivel de género,
subgénero e espécie (Pita-Pereira et al., 2011), porém nem sempre € possivel
determinar a espécie. A taxa de infeccdo por Leishmania no vetor é
considerada baixa na natureza (Michalsky et al., 2011), mesmo em &areas
endémicas para leishmanioses. Os valores médios dessas taxas permanecem
abaixo dos 3%, dificiimente chegando a 10% quando avaliada por disseccéo
ou por PCR (Missawa et al., 2010). Resultados diferentes foram obtidos por
Lara-Silva et al. (2015) e Saraiva et al. (2010), cujas taxas de infec¢ao de Lu.
longipalpis por L. infantum foram de 18,8% e 19%, respectivamente.

A deteccdo da infeccdo natural nesses insetos, em diferentes
ambientes e com graus de alteracdo antropica distintos é importante para a

epidemiologia das leishmanioses (Soares et al., 2010; Saraiva, 2015).
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1.7 Leishmaniose visceral (LV) e Leishmaniose tegumentar
americana (LTA) no Estado do Tocantins e em Palmas

A criagéo do Estado do Tocantins em 1988 pela Constituicdo Federal
do Brasil levou ao rapido crescimento socioecondmico, o que esta associado
a migracao de pessoas, ao desmatamento, a precariedade ou auséncia de
escoamento sanitario etc. (Matteo et al., 2016). Porém, na ultima década, o
Tocantins tem sido submetido a alteragbes ambientais ligadas a atividades
agropecuarias e construcao de usinas hidrelétricas (Afonso, 2013).

A construcao da capital, Palmas, em areas de mata deu origem a varios
fragmentos de floresta distribuidos pela cidade (Gléria, 2006) e também esta
associada a migracdo de muitas pessoas pobres, as quais se estabeleceram
nas regides periféricas da cidade e em condi¢cbes de dificil acesso a
pavimentacdo de ruas, ao abastecimento de agua, a energia elétrica e a
iluminagdo publica (Teixeira, 2009), assim como auséncia de saneamento
basico, de sistema de coleta e disposicao final do lixo. Fatores esses que
expdem o homem e animais domeésticos ao contato direto com os fleb6tomos
e assim sdo consideradas areas de risco para se adquirir leishmanioses.

Em trés cidades do Tocantins (Alvorada, Itacaja e Sdo Sebastido do
Tocantins), Lustosa et al. (1986) registraram pela primeira vez duas espécies
de flebotomineos (Tabela 2), e Ny. whitmani foi a de maior abundancia. No
mesmo Estado, Andrade-Filho et al. (2001) capturaram 32 espécies de
flebotomineos entre as cidades de Porto Nacional, Paraiso do Tocantins,
Monte do Carmo e Monte Santo. Neste estudo, 18 espécies foram registradas
pela primeira vez no Tocantins (Tabela 2), além de uma denominada como
Lutzomyia sp. As espécies Ny. whitmani e Lu. longipalpis estavam entre as
mais abundantes, com preferéncia pelo peridomicilio das residéncias. Em
2004, tais espécimes de Lutzomyia sp. foram considerados como
pertencentes a uma espécie nova (Micropygomyia echinatopharynx)
(Andrade-Filho et al., 2004a). Carvalho et al. (2010b) analisaram espécimes

de flebotomineos capturados no ano de 1965 em uma caverna no municipio
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de Arraias (TO) e descreveram uma nova espécie (Martinsmyia reginae)

(Tabela 2).

Tabela 2 — Estudos com registro de espécies de flebotomineos inéditas para

o Tocantins.

Espécies Autores Ano
Bichromomyia flaviscutellata Andrade Filho et al. 2001
Brumptomyia avellari Andrade Filho et al. 2001
Brumptomyia brumpti Andrade Filho et al. 2001
Evandromyia bacula Andrade Filho et al. 2001
Evandromyia begonae Vilela et al. 2011
Evandromyia bourrouli Andrade Filho et al. 2001
Evandromyia brachyphala Vilela et al. 2011
Evandromyia carmelinoi Andrade Filho et al. 2001
Evandromyia corumbaensis Vilela et al. 2011
Evandromyia pinottii Vilela et al. 2011
Evandromyia sallesi Andrade Filho et al. 2001
Evandromyia saulensis Andrade Filho et al. 2001
Evandromyia walkeri Andrade Filho et al. 2001
Expapillata cerrandicola Vilela et al. 2011
Lutzomyia elizabethrangelae Vilela et al. 2015
Lutzomyia gomezi Lustosa et al. 1986
Lutzomyia longipalpis Andrade Filho et al. 2001
Lutzomyia sherlocki Vilela et al. 2011
Martinsmyia minasensis Vilela et al. 2011
Martinsmyia oliveirai Machado et al. 2012
Martinsmyia reginae Carvalho et al. 2010
Micropygomyia echinatopharynx Andrade Filho et al. & Vilela et al. 2004; 2011
Micropygomyia longipennis Andrade Filho et al. 2001
Micropygomyia micropyga Andrade Filho et al. 2001
Micropygomyia oswaldoi Andrade Filho et al. 2001
Micropygomyia quinquefer Vilela et al. 2011
Micropygomyia rorotaensis Andrade Filho et al. 2001
Micropygomyia villelai Vilela et al. 2011
Migonemyia migonei Vilela et al. 2011
Nyssomya richardwardi Vilela et al. 2011
Nyssomyia whitmani Lustosa et al. 1986
Pintomyia damascenoi Vilela et al. 2013
Pressatia choti Machado et al. & Vilela et al. 2012; 2013
Psathyromyia aragaoi Andrade Filho et al. 2001
Psathyromyia brasiliensis Vilela et al. 2011
Psathyromyia campbelli Andrade Filho et al. 2001
Psathyromyia dasymera Vilela et al. 2011
Psathyromyia dendrophyla Vilela et al. 2011
Psathyromyia dreisbachi Vilela et al. 2013
Psathyromyia inflata Vilela et al. 2011
Psathyromyia lutziana Vilela et al. 2011
Psathyromyia pascalei Vilela et al. 2011
Psathyromyia punctigeniculata Vilela et al. 2011
Psathyromyia pradobarrientosi Machado et al. & Vilela et al. 2012; 2013
Psychodopygus ayrozai Vilela et al. 2013
Psychodopygus claustrei Andrade Filho et al. 2001
Psychodopygus complexus Vilela et al. 2013
Psychodopygus davisi Vilela et al. 2013
Psychodopygus hirsutus hirsutus Vilela et al. 2013
Psychodopygus llanosmartinsi Vilela et al. 2013
Psychodopygus paraensis Vilela et al. 2013
Sciopemyia microps Vilela et al. 2011
Viannamyia tuberculata Andrade Filho et al. 2001
Viannamyia furcata Vilela et al. 2011
Trichopygomyia dasypodogeton Vilela et al. 2011
Trichophoromyia ubiquitalis Vilela et al. 2013
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Posteriormente, Machado et al. (2012) capturaram 32 espécies de
flebotomineos, e sO trés delas foram registradas pela primeira vez em
Tocantins no distrito de Taquarucu (Tabela 2). As espécies Ny. whitmani e Lu.
longipalpis foram as mais abundantes entre as espécies vetores, tendo
preferéncia pelo intradomicilio de residéncias de Taquarucu.

Segundo Vilela et al. (2011), das 51 espécies de flebotomineos
identificadas na cidade de Porto Nacional (TO), 22 foram observadas pela
primeira vez no Tocantins (Tabela 2). Porém esta informagdo ndo esta de
acordo, ja que foi Andrade-Filho et al. (2004a) que capturaram pela primeira
vez uma dessas espécies (Mi. echinatopharynx) nesse Estado. Entre as
espécies vetores, Lu. longipalpis e Ny. whitmani foram as mais abundantes e
com preferéncia pela area urbana.

Em Guarai (TO), Vilela et al. (2013) identificaram 43 espécies de
flebotomineos, sendo 11 registradas pela primeira vez no Estado (Tabela 2).
Porém este relato também esta incoerente ja que Machado et al. (2012)
registraram primeiro duas dessas espécies (Pressatia choti e Psathyromyia
pradobarrientosi) para o Tocantins (Tabela 2). Nyssomyia whitmani e Lu.
longipalpis foram as mais abundantes entre as espécimes que ndo foram
identificadas no campo, porém vetores coletadas nas areas periurbanas da
cidade.

Na ocasido de estudos bioecolégicos conduzidos durante o
monitoramento entomoldgico vetorial, como parte da avaliacdo do impacto da
construcdo da Planta hidrelétrica Peixe Angical no rio Tocantins, em
Palmeirdpolis (TO), houve captura de espécimes sem prévia identificacdo no
campo. Porém, mais tarde uma nova espécie foi observada e descrita como
Lutzomyia elizabethrangelae (Vilela et al., 2015).

Diante dessas informacdes, o numero de espécies de flebotomineos
registrado no Tocantins passou a ser 70 (Lustosa et al., 1986; Andrade-Filho
et al., 2001; Andrade-Filho et al., 2004a; Carvalho et al., 2010b; Machado et
al., 2012; Vilela et al., 2011; Vilela et al., 2013; Vilela et al., 2015). Algumas
destas, como Ny. whitmani, Lu. longipalpis, Evandromyia bourrouli, Ny.

antunesi, Micropygomyia villelai, Psychodopygus complexus, Ps. ayrozai, tém
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sido registradas com maior frequéncia em ambientes modificados (Machado
et al.,, 2012; Vilela et al., 2013; Godoy et al., 2017). Psychodpopygus
complexus e Ps. ayrozai ja foram encontradas infectadas por Leishmania
(Viannia) braziliensis no estado (Vilela et al. 2013) comprovando a circulacao
dessa espécie de protozoario no estado. Em municipios de Tocantins, tem
sido registrada alta frequéncia de cées e criancgas infectadas por Leishmania
evidenciando esse processo (Bigeli et al., 2012; Oliveira et al., 2014; Teles et
al., 2016; Guimaraes et al., 2017).

No periodo de 2003 a 2012, observou-se um aumento significativo no
namero de casos da LTA no Brasil (Brasil, 2014b), em detrimento da LV
(Brasil, 2014a). Ja é sabido que fatores como migracdo, desmatamento,
acOes relacionadas ao desenvolvimento, a intensificacdo da agricultura e a
urbanizacao, favorecem a transmissao das leishmanioses (WHO, 2010; Vilela
et al., 2011; Afonso, 2013; Maroli et al., 2013), e a consequéncia disso foi 0
aumento do numero de casos humanos desses agravos nos assentamentos
e nas cidades.

A Regido Norte ocupa a 32 posi¢ao no ranking de casos de LV humana
no Brasil, e o Tocantins € responsavel pela maioria dos casos desse agravo
na regido (Brasil, 2015a); além disso, esse Estado esta na sexta posicdo com
relacdo aos casos de LTA na Regido Norte, a qual estd em primeiro lugar no
ranking de casos dessa doenca no Brasil (Brasil, 2015b).

Entre os anos de 2011 a 2015, foram confirmados 1.473 casos novos
de LV humana para o Estado, o que representa uma média de 294,6 casos
por ano. Porém nos ultimos trés anos, essa média diminuiu para 216,3 casos
por ano (Tocantins, 2015a). Considerando o0 mesmo periodo (2011-2015),
foram confirmados 2.685 casos novos de LTA no Tocantins, o que representa
uma média anual de 531,6 casos por ano. Mas nos ultimos trés anos, houve
aumento dessa meédia, passando para 591,3 casos por ano (Tocantins,
2015b).

Considerando Palmas como o municipio de residéncia, entre 0s anos
de 2011 a 2015 foram notificados e confirmados 111 casos de LV humana e
169 casos de LTA nessa cidade (Palmas, 2015a, b).
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A média de casos de LV humana em Palmas entre 2011 a 2015 foi de
22,2 casos por ano. Mas tal média reduziu para 17,3 casos por ano quando
se considera s6 os casos de LV humana dos ultimos trés anos (Palmas,
2015a). A média de casos de LTA em Palmas nos anos de 2011 a 2015 foi de
33,8 casos por ano. Porém, houve um aumento dessa média para 44 casos
por ano quando se leva em conta os ultimos trés anos (Palmas, 2015b).

Nos anos de 2011 a 2015 se registrou 10.483 caes positivos para LV
em Palmas (TO), e os anos de 2011 e 2015 foram os que apresentaram maior
namero de caes com LV, sendo confirmados 2.968 e 3.450 casos positivos,

respectivamente (Palmas, 2015c).

Estes dados indicam a necessidade de uma vigilancia mais ativa
incluindo o monitoramento da ocorréncia e da infeccdo natural de

flebotomineos em municipios de Tocantins.
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2 JUSTIFICATIVA

Com excecdo da Australia, os flebotomineos sdo os principais e
comprovados vetores de espécies de Leishmania. O perfil epidemiolégico das
leishmanioses vem sofrendo influéncia da acdo antropica nos ambientes em
que ocorrem as doencas, aproximando o ser humano e seus animais
domésticos desses insetos e, consequentemente, do parasito. Esses
processos constantes de degradacdo ambiental como urbanizacdo e o
desmatamento, por exemplo, podem alterar negativamente a biodiversidade
de um determinado local. Uma das consequéncias dessa interferéncia do ser
humano € a formacdo de fragmentos florestais. Nestes ambientes, a
quantidade de recursos alimentares (mamiferos silvestres) disponiveis para
os flebotomineos pode alterar as suas taxas de infec¢cdo natural por
Leishmania e selecionar as espécies generalistas com maior capacidade de
adaptacao ao ambiente degradado.

Tal processo pode ser observado em Palmas (TO), que € uma capital
brasileira em franco processo de urbanizacdo (com constante aumento
populacional) e com fragmentos de area florestada de diferentes tamanhos
gue se misturam a essa nova paisagem urbana. Dada a algumas dessas
caracteristicas, a fauna flebotominica do municipio tem sido amostrada, e a
riqueza de espécies, quando comparada a outros estados do Brasil, é
elevada. Tais espécies se distribuem em maior ou menor frequéncia em
diferentes ambientes, tanto em area urbana como em area rural. Os dados da
SEMUS de Palmas elucidam essa triade epidemioldgica (humano + vetor +
parasito), associados a esse ambiente em processo de degradacdo onde
foram notificados e confirmados 111 casos de LV humana e 169 casos de LTA
no municipio, entre os anos de 2011 a 2015.

Embora se conheca essa fauna flebotominica, ndo h& registro de

infeccdes naturais por Leishmania nesses insetos capturados em fragmentos
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florestais e habitacbes humanas de Palmas, bem como as espécies de
Leishmania que circulam nos flebotomineos nesses ambientes e nesse
municipio.

O conhecimento das espécies de flebotomineos que apresentam maior
tendéncia de adaptacdo ao ambiente antrépico e de seus niveis de infeccao
natural por Leishmania sdo necessérios para a identificacao de areas de risco
potencial de ocorréncia das leishmanioses. Mais especificamente, acredita-se
que os dados adquiridos no presente estudo permitirdo uma avaliagéo
epidemioldgica das duas formas da doenca em Palmas, bem como poderao
auxiliar os érgdos competentes na definicdo das estratégias de controle da

LTA e da LV no municipio.
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3

3.1

OBJETIVOS

Geral

Investigar a fauna flebotominica em fragmentos de matas e em unidades

domiciliares (UDs), bem como a infec¢do natural por tripanosomatideos nas

fémeas de flebotomineos capturados em dois periodos distintos, seco e

chuvoso.

3.2

Especificos

. Analisar a flebotominica em fragmentos de matas de galeria e unidades

domiciliares (UDs) em Palmas (centro da cidade e no distrito de

Taquarucu) em dois periodos do ano (seco e chuvoso).

. Identificar as espécies de Leishmania e outros tripanosomatideos

presentes em flebotomineos nessas areas em dois periodos do ano

(seco e chuvoso).

. Estimar a taxa minima de infeccdo natural por tripanosomatideos em

fémeas de flebotomineos coletadas nessas areas em dois periodos do

ano (seco e chuvoso).

. Comparar as taxas de infeccdo natural por tripanossomatideos em

flebotomineos entre fragmentos de matas de galeria e UDs adjacentes
a esses fragmentos em Palmas (centro da cidade e no distrito de

Taquarucu) em dois periodos do ano (seco e chuvoso).

. Avaliar a receptividade das unidades domiciliares de Palmas para a

ocorréncia de flebotomineos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Areas de estudo

Tocantins possui uma area de 277.720,50 kmz2, representando 3,26%
do territério nacional e 7,2% da Regido Norte (Matteo et al., 2016) (Figura 3).
A populagdo tocantinense € composta por 1.515,126 habitantes (IBGE,
2015b). Localiza-se entre as coordenadas geograficas 46°00' e 51°00' de
longitude Oeste e 05°00' e 13°00' de latitude Sul; sendo limitado ao norte com
o Estado do Maranh&o; a leste, com o do Piaui e o da Bahia; a oeste, com o
estado do Para e Mato Grosso; e ao sul, com o de Goias (Matteo et al., 2016).
Ha trés grandes regides fitogeograficas no Estado (Cerrado, Floresta
Estacional e Floresta Ombrofila) e trés regides de tensdo ecoldgica (um
ecotono — zonas de contato entre regides fitogeogréaficas e dois enclaves —
manchas de outros ecossistemas). O clima predominante é do tipo Umido
subumido, com moderada deficiéncia hidrica no inverno (C2wA'a"), e a
temperatura média anual varia entre 25°C a 29°C (SEPLAN, 2012). A
precipitacdo pluvial média anual € 1.300 a 1.500 mm, sendo que o periodo
chuvoso é de outubro a abril e 0 seco é de maio a setembro; em seu relevo
predominam planicies com altitudes que néo ultrapassam 500 metros, a maior
parte dos planaltos, patamares e das depressfes tem pouca variacdo de
altitude em relagdo ao nivel do mar (Matteo et al., 2016).

Palmas é a mais nova capital brasileira, com uma estimativa de
272.726 habitantes (IBGE, 2015b) e uma area territorial de 2.218,943 km?2
(IBGE, 2016a). A capital estd localizada na regido central do Estado do
Tocantins (10°09'48" de latitude sul e 48°21'04" de longitude oeste) (IBGE,
2015a; Figura 3). Os municipios limitrofes (Figura 4) sdo Aparecida do Rio
Negro, Novo Acordo, Lajeado, Tocantinia e Miracema do Tocantins ao norte;

Monte do Carmo e Porto Nacional ao sul; Santa Tereza e Novo Acordo a leste
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e Porto Nacional e Miracema do Tocantins a oeste; e 0 acesso ao municipio
pode ser feito pela TO-010, TO-030, TO-050 e TO-080.

Figura 3 - Localizagdo do Estado do Tocantins e do municipio de Palmas
(area destacada).
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O clima de Palmas é do tipo mido subumido (C2wA'a"), apresentando
moderada deficiéncia hidrica no inverno (SEPLAN, 2012). A temperatura
média de Palmas € de 28°C e a precipitacdo média anual varia de 1.600 a
1.700 mm; o ribeirdo Taquarucu Grande, o coOrrego Brejo Comprido e o
ribeirdo Agua Fria tém destaque na hidrografia da area da cidade; a cobertura
natural do solo é de varios tipos: Cerrado Sentido Restrito Ralo e Rupestre,
Cerrado Sentido Restrito Denso e Tipico, Cerraddo, Mata Ciliar e de Galeria;
0s solos sdo do tipo latossolo vermelho-amarelo (GeoPalmas, 2015a) e as
formas de relevo presentes séo: Depressédo do Médio Tocantins e Planalto
Dissecado do Tocantins (IBGE, 2007).

Taquarugu é considerado distrito de Palmas e esta inserido na APA

Serra do Lajeado (Figura 4). Localiza-se entre os paralelos 10°10’33” e
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10°25’18” de latitude sul e os meridianos 48°03’57” e 48°23’03” de longitude
oeste e tem uma area total de 639 km? (SEMARH, 2002).

Figura 4 - Macrozoneamento e zonas especiais de interesse ambiental e
turistico.
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Em 2010, a populacdo desse distrito era de 4.739 habitantes
(InstitutoPolis, 2015). Limita-se ao Norte com Lajeado e Tocantinia, ao Sul
com Porto Nacional e Monte do Carmo, a Leste com Aparecida do Rio Negro,
Novo Acordo e Santa Tereza do Tocantins; e a oeste com Porto Nacional e
Miracema do Tocantins (Figura 4). E sua ligacdo a Palmas se faz por meio da
TO-030. A distancia de Taquarugu ao centro de Palmas é de 40 km
(InstitutoPalis, 2015).

O clima de Taquarugcu também €& do tipo Umido subumido,
apresentando moderada deficiéncia hidrica no inverno (C2wA'a"); apresenta
temperatura média de 27°C e precipitacdo meédia anual de 1.600 mm; a
cobertura natural do solo é de dois tipos: Cerrado Sentido Restrito Denso e
Tipico e Palmeiral e Mata de Galeria e os solos sdo do tipo concrecionarios
(GeoPalmas, 2015a). O distrito € banhado por inUmeros cursos d’agua, entre
eles estdo o ribeirdo Taquarucu Grande, o ribeirdo Taquarussuzinho e o
ribeirdo S&o Joao (SEMARH, 2002). Seu relevo é do tipo Planalto Dissecado
do Tocantins (IBGE, 2007).

4.2 Caracterizacao dos sitios amostrais

No centro de Palmas, as coletas de flebotomineos ocorreram em dois
fragmentos de mata de galeria localizadas ao longo do coérrego Brejo
Comprido e em UDs adjacentes (Figura 5) situadas nas quadras 105 Norte e
105 Sul.

Em Taquarucu, os flebotomineos foram coletados em dois fragmentos
de mata de galeria localizados ao longo do ribeirdo Taquarussuzinho e
também em UDs préximas (Figura 6) localizadas na TO 030, na Rua 29A
(Quadra 89), na Avenida Sete, na Rua 05 e na Rua 05 B (Quadra 6A) do
referido distrito.

Os sitios amostrais de captura dos fragmentos de matas de galeria

foram escolhidos a partir de transectos de referéncia.
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Flgura 5 - Mata de Galerla (A) e Unldade Dom|C|I|ar (B) em Palmas.

B "o

Fonte: o autor.

Figura 6 Mata de Galerla (A) e Unldade Domiciliar (B) em Taquarugu

)
.. o

Fonte: o autor.



Em cada fragmento de mata de galeria do centro de Palmas (fragmento
01 - préximo ao Capim Dourado (cd) Shopping) e fragmento 02 (proximo ao
Ecoldgico (Eco) Restaurante) e do distrito de Taquarucu (fragmento 01 (ta) e
fragmento 02 (tb) foi tracado um transecto de 1.000 metros e foram escolhidos
20 sitios amostrais em cada um deles (Figuras 7-10). Também foram
amostradas 10 casas adjacentes aos fragmentos florestais de cada uma das
areas estudadas, tanto no centro de Palmas quanto em Taquarugu (Figuras
11-14).

Os sitios amostrais de captura dos fragmentos de matas de galeria
escolhidos foram identificados com uma fita zebrada e georreferenciados para
facilitar sua localizagdo, havendo uma distancia minima de 50 metros entre
eles. Em cada um deles havia ambientes favoraveis a reproducdo e ao
desenvolvimento dos flebotomineos, como solo rico em matéria organica,
raizes expostas da vegetacao e folhas caidas, e a proximidade das UDs a

esses fragmentos também foi critério para selecao dos sitios.

Figura 7 - Sitios amostrais de coleta de flebotomineos no fragmento de mata
de galeria 01 em Palmas/TO.
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Figura 8 - Sitios amostrais de coleta de flebotomineos no fragmento de mata
de galeria 02 em Palmas/TO.
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Figura 9 - Sitios amostrais de coleta de flebotomineos no fragmento de mata
de galeria 01 em Taquarucu/TO.
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Figura 10 - Sitios amostrais de coleta de flebotomineos no fragmento de mata
de galeria 02 em Taquarugu/TO.
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Figura 11 - Sitios amostrais de coleta de flebotomineos nas casas proximas
ao fragmento de mata de galerla 01 em Palmas/TO.
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Figura 12 - Sitios amostrais de coleta de flebotomineos nas casas préoximas
ao fragmento de mata de galeria 02 em Palmas/TO.

Fonte: Elaborado peIo autor a partlr de |magem de satellte do Google Earth em 6 de 2016

Figura 13 - Sitios amostrais de coleta de flebotomineos nas casas proximas
ao fragmento de mata de galerla 0l em Taquarugu/TO

Fonte Elaborado pelo autor a partlr de |magem de satellte do Google Earth em 6 de 2016.
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Figura 14 - Sitios amostrais de coleta de flebotomineos nas casas proximas
ao fragmento de mata de galeria 02 em Taquarucu/TO.
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Fonte: Elaborad pelo autor a partir de imagem de satélite do Google Earth em 6 de 2016.

A selecéo das 20 UDs adjacentes aos fragmentos de matas de galeria
nas duas areas do centro de Palmas e do distrito de Taquarucu (Figuras 11-
14) ocorreu a partir da aceitacdo do (a) responsavel pelo domicilio em
participar da pesquisa. Na maioria das UDs do centro de Palmas, havia
arvores e vasos com plantas, folhas caidas no solo e animais como caes, o
gue as tornam ambientes propicios para proliferacéo dos flebotomineos e seu
desenvolvimento. Nas UDs de Taquarugu, também havia arvores, vasos com
plantas e folhas caidas no solo, porém, além de céaes, também estavam
presentes galinhas, o que também favorece a proliferacdo e o

desenvolvimento dos flebotomineos.

4.3 Coleta e identificacdo dos flebotomineos

As coletas dos flebotomineos foram realizadas no centro de Palmas e
no distrito de Taquarucu (em duas matas de galeria por localidade e UDs
adjacentes) em dois periodos climéticos diferentes (julho e novembro de
2014) e para tal procedimento utilizou-se de armadilhas luminosas
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denominadas HP (Pugedo et al., 2005) e armadilhas de Shannon (Shannon,
1939) (Figura 15). As armadilhas HP, alimentadas com pilhas alcalinas
Duracell ®de 1,5 volts, foram instaladas a uma altura de aproximadamente 1,5
metros e ficaram expostas por 12 horas a partir do crepusculo vespertino.
Enquanto a armadilha de Shannon (com isca luminosa) era fixada a arbustos
ou &rvores por meio de barbantes durante um periodo de aproximadamente 3
horas, e as capturas eram feitas com auxilio de uma lanterna e de um

capturador de castro, também a partir do crepusculo vespertino.

Figura 15 - Tipos de armadilhas HP (a esquerda) e Shannon com isca

As capturas dos flebotomineos nos fragmentos de matas de galeria e
nas UDS do centro de Palmas eram realizadas consecutivamente, assim
como no distrito de Taquarugcu. Uma armadilha HP foi instalada em cada sitio
amostral do fragmento de mata de galeria e duas armadilhas HPs foram
instaladas em cada UD (uma no intradomicilio e outra no peridomicilio). Em
cada sitio amostral de captura com a armadilha HP, foram feitas trés
repeticbes de coleta (trés dias consecutivos de amostragem). Ja a armadilha
de Shannon com isca luminosa foi instalada em cada fragmento de mata de
galeria ao final do terceiro dia de coleta, e as capturas duraram em torno de
trés horas por noite (das 18 as 21 horas). Durante as coletas, foram
registrados os dados relativos a taxa de umidade e a temperatura da

localidade em estudo por meio de um termohigrémetro.
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Apoés cada coleta, os flebotomineos capturados foram retirados das
armadilhas para a triagem e sexagem. Os machos e as fémeas nao
ingurgitadas (sem a presenca de sangue no tubo digestério) foram
sacrificados com éter e acondicionados em eppendorf contendo alcool a 70%,
e posteriormente foram montados e identificados. Enquanto as fémeas
ingurgitadas foram sacrificadas de igual modo e conservadas,
individualmente, em eppendorf contendo alcool a 70%.

Os flebotomineos machos foram montados em Béalsamo do Canad4,
entre lamina e laminula; a identificacdo especifica foi de acordo com Galati
(2003, 2016b) e para a abreviacdo dos géneros foi utilizada a proposta de
Marcondes (2007).

Na montagem das laminas das fémeas, as mesmas foram dissecadas:
a cabeca e a porcao final do abdome (trés ultimos segmentos) foram
separados do corpo e foram clarificados segundo Forattini (1973).
Posteriormente, essas estruturas foram montadas entre lamina e laminula. O
restante do corpo (térax, parte do abdome, asas e pernas) foi destinado para
extracdo de DNA e realizacdo das PCRs, diferentemente das fémeas
ingurgitadas que ndo foram dissecadas para a realizacdo de tais andlises

moleculares.

4.4 Extracdo de DNA de flebotomineos

Parte do abdomen das fémeas nao ingurgitadas foi agrupado em
“pools” (de 2 a 10 espécimes cada) de acordo com a espécie, local de captura
e data da coleta. Cada pool foi transferido para um eppendorf estéril de 1,5
mL com 50 pyL de PBS 1X, onde era macerado por meio das pontas de
ponteiras individuais, sendo que as mesmas eram queimadas em lamparina
e abauladas para facilitar a extracdo de DNA. O mesmo procedimento foi
adotado para cada fémea ingurgitada, porém, neste caso, todo 0 corpo era
utilizado na extracdo. A extracao de DNA foi realizada usando o Kit lllustra™

Tissue and Cells Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare, Piscataway, NJ,
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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 B). As amostras de DNA foram
quantificadas no NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, EUA). Apds isto, tais amostras foram acondicionadas a -20°C

até a realizacdo das PCRs.

45 PCR Cacophany

Para verificar a qualidade do DNA extraido foi feita a deteccéo do gene
cacophany da regido IVS6 de flebotomineos a partir de uma PCR, usando os
iniciadores especificos dessa regido: primer forward Llcac 5-GTGGC-
CGAACATAATGTTAG-3' e primer reverse Llcac 5-CCACGAACAAGT-
TCAACATC-3' (Lins et al., 2002). A reacao de amplificacao foi realizada em
um volume final de 25 pL: 2,5 yL de tampao de reagdo 1X (20 mM Tris-HCI,
pH 8.4, 50 mM KCI; Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA), 1 yM de MgClz, 0,2
MM de solucédo de dNTPs (GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA); 0,5 uM de
cada iniciador, 1,5 U de Invitrogen Platinum Tagq DNA polymerase (Life
Technologies, Sao Paulo, S.P., Brasil) e 3 yL de DNA das amostras (5 ng/uL).

As reacfBes de amplificacdo dos fragmentos foram realizadas no
termociclador MyCycler™ (Bio-Rad, Santo Amaro, S.P., Brasil) com o
seguinte programa: um ciclo de desnaturagéao a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos
de desnaturacdo (95°C por 30 segundos), anelamento (57°C por 30
segundos), extensao (72°C por 30 segundos), extenséao final (72°C por 10
minutos) e manutengédo (4°C 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 tampéao TAE (90 mM Tris-acetate, pH 8.0, 25 mM EDTA). Depois
da corrida do gel, as bandas foram visualizadas por meio de um Alpha Imager
R Mini System (Alpha Innotech, San Leandro, California, EUA).
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46 “Nested” SSU rDNA18S PCR

Com o DNA extraido de flebotomineos, foi feita a PCR com os
iniciadores primer forward S4 (5-GAT CCA GCT GCA GGT TCA CC-3) e
primer reverse S12 (5°-GGT TGA TTC CGT CAA CGG AC-3’) que detectam a
infeccdo dos flebotomineos por tripanossomatideos e que servem para
amplificar a regiao SSU rDNA (Uliana et al., 1994). A primeira reacédo de PCR
foi preparada em um volume final de 25 pL: 2,5 yL de tampao de reagédo 1X
(20 mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM KCI; Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA),
1 M de MgClz, 0,2 uM de solucdo de dNTPs (GE Healthcare, Piscataway,
NJ, EUA); 0,75 pM de cada iniciador, 1,5 U de Invitrogen Platinum Taqg DNA
polymerase (Life Technologies, Sdo Paulo, S.P., Brasil), 14,5 yL de agua
(Milli-Q®) e 3 uL de DNA das amostras (10 ng/uL).

As reagdes foram realizadas no termociclador MyCycler™ (Bio-Rad,
Santo Amaro, S.P., Brasil) e seguiram o seguinte programa: um ciclo inicial de
desnaturacao (94°C por 3 minutos), seguido de 35 ciclos de desnaturacéo
(94°C por 1 minuto), anelamento (58°C por 1 minuto), extensao (72°C por 1
minuto), extenséo final (72°C por 7 minutos) e manutencéo (4°C por tempo
«). Os produtos amplificados foram separados por eletroforese como descrito
acima.

Apbs a diluicdo do produto da primeira reacédo de SSU-PCR (fragmento
de 520 pb), foi realizada a Nested PCR com o primer forward S17: 5"-CCA
AGC TGC CCA GTA GAAT-3" e o primer reverse S18: 5°-TCG GGC GGA
TAA AAC CC-3” (Savani et al., 2009), nas mesmas condi¢cdes descritas para
a primeira reagdo. O produto da primeira PCR foi diluido em agua na
proporcao 1:10 e 2 yL do mesmo foram utilizados para a realizacdo da nested
PCR. Nesta PCR, as reacdes foram preparadas em um volume final de 25 pL.:
2,5 pyL de tampéo de reagado 1X (20 mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM KCI,
Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA), 1 uM de MgClz, 0,2 uM de solugéo de
dNTPs (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA); 0,75 yM de cada iniciador, 1,5
U de Invitrogen Platinum Tag DNA polymerase (Life Technologies, Sao Paulo,
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S.P., Brasil) e 17,5 yL de agua (Milli-Q®). Os produtos de PCR foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 1,3%.

Os controles negativos foram DNA de camundongos né&o infectados.
Os controles positivos utilizados nessas reacfes foram amostras de DNA dos
parasitos extraidas de cultura, sendo elas Lb. (L. braziliensis), Li. [L. infantum

(syn. L. chagasi— Lc.)] e Tc. (Trypanosoma cruzi).

4.7 PCR dirigida a regido espacadora interna do DNA
ribossémico (ITS) 1 de Leishmania

As amostras que apresentaram amplificacdo para a PCR SSU
rDNA18S foram submetidas a PCR orientada para a regido espacadora
interna do gene de RNA ribossomal 1 (ITS-1) de Leishmania spp., com
fragmento que varia entre 302 e 338 pb, a partir dos primers: LITS1 - 5 CTG
GAT CATTTT CCGATG 3 elL5.85-5 TGATACCACTTATCGCACTT 3
(El Tai et al., 2000).

A reacéo de amplificacdo foi preparada em um volume final de 25 pL:
2,5 YL de tampao de reagdo 1X (20 mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM KClI;
Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA), 1,0 yM de MgClz, 0,2 uM de solucédo
de dNTPs (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA); 0,25 uM de cada iniciador,
1,5 U de Invitrogen Platinum Taq DNA polymerase (Life Technologies, Séo
Paulo, S.P., Brasil) e 5 yL of DNA (20 ng/ pL).

O ciclo da PCR foi realizado em um termociclador MyCycler™ (Bio-
Rad, Santo Amaro, S.P., Brasil) com o seguinte programa: desnaturacdo
inicial a 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de desnaturagdo (95°C por 30
segundos), anelamento (58°C por 30 segundos), extensdo (72°C por 30
segundos), extensao final (72°C por 5 minutos) e manutengé&o a 4°C por tempo
«. Os controles foram os mesmos do item 4.6, com excecao do Tc. (T. cruzi).

O produto dessa PCR foi re-amplificado para aumentar a quantidade
de produto amplificado. Um total de 2 uL do produto da primeira PCR foi

diluido na proporgéo de 1:10 e com 2 pL dessa diluicdo foi feita a segunda
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PCR, usando os mesmos primers: LITS1 e L5.8S, os mesmos reagentes e a
padronizacdo de amplificagdo nas mesmas condicdes. Os produtos
amplificados foram separados por eletroforese como descrito acima.

4.8 Preparacédo dos produtos da PCR para sequenciamento

Os fragmentos amplificados em todas as PCRs foram purificados por
meio do kit lllustra™ GFX PCR DNA e do Kit Gel Band Purification (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EUA), segundo orientacdes do fabricante. Os
produtos purificados foram quantificados usando NanoVue™ Plus
Spectrophotometer (GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA) e na sequéncia foi
feita a 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). ApGs a corrida no gel, as bandas foram visualizadas usando um Alpha
Imager R Mini System (Alpha Innotech, San Leandro, Califérnia, EUA).

Apo6s a purificagdo, os produtos de PCR obtidos foram diluidos na
concentracdo minima de 30 ng/uL de H20 destilada, e juntos com 1 pL do
primer S17 na concentracdo de 3,2 pM, foram encaminhados para o
sequenciamento comercial a fim de se identificar as espécies de Leishmania

e outros tripanossomatideos.

4.9 Sequenciamento e andlises das sequéncias

As reacdes de sequenciamento para identificacdo das espécies de
Leishmania e de outros tripanossomatideos foram realizadas pelo Centro de
Pesquisa de Genomas Humanos e Células-Tronco da Universidade de Sao
Paulo (USP). Os produtos de sequenciamento foram analisados pelo
software Sequencing Analysis 5.3.1, utilizando o Base Caller KB. Ap0s isto,
foi feita a edicdo das sequéncias por meio do software Genious (Biomatters,

Auckland, New Zealand) e, em seguida, as mesmas foram comparadas com
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as sequéncias de espécies de Leishmania e de outros tripanossomatideos
depositadas no GenBank, utilizando-se do algoritmo BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool) do NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Os parasitos foram identificados considerando 78% a 100% de

identidade com as sequéncias depositadas no GenBank.

4.10 Caracterizacdo ambiental das unidades domiciliares (UDs) do
centro de Palmas e do distrito de Taquarucgu, Tocantins

Para coletar os dados de caracterizacdo ambiental das UDs adjacentes
as matas de galeria do centro de Palmas e do distrito de Taquarucu, foi
elaborado um formulario semiestruturado (APENDICE A), o qual foi
posteriormente utilizado para se fazer o levantamento de dados gerais do
domicilio e avaliacao de caracteristicas da unidade domiciliar.

Na caracterizacdo domiciliar, foi feito o levantamento da estrutura do
intradomicilio, do peridomicilio e da circunvizinhanca das UDs, a exemplo das
caracteristicas domiciliares (tipo de parede, tipo de piso, tipo de teto,
guantidade de janelas, eletricidade, lixo, esgoto e aplicacdo de inseticida) e
peridomiciliares (vasos com plantas, hortas, arvores, entulho, matéria
organica, presenca de animais como cées e galinhas, distancia de cursos
d"agua, ruas ndo pavimentadas, terrenos baldios, proximidade de vegetacao
natural e pastagens) a fim de se analisar o perfil ambiental de cada UD.

4.11 Analise dos dados

Para verificar diferencas na proporcdo de armadilhas positivas entre
periodos do ano (julho e novembro), habitats (matas de galeria e UDs) e
localidades (Palmas e Taquarugu), foram realizados testes exatos de Fisher
usando o software Graphpad. Diferencas na propor¢cdo de “pools” de

flebotomineos positivos para Leishmania entre habitats e entre localidades
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também foram verificadas pelo teste exato de Fisher. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
Os dados de caracterizacao ambiental foram tabulados no Excel (2016)

para se fazer a analise descritiva das informacdes referentes a caracterizacéo
ambiental das UDs.
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5 RESULTADOS

Os resultados serédo apresentados em trés secbes: Ocorréncia de
flebotomineos em matas de galeria e unidades domiciliares no centro de
Palmas e no distrito de Taquarucu no municipio de Palmas (TO); Ocorréncia
de Leishmania e de outros tripanossomatideos em flebotomineos no centro
de Palmas e no distrito de Taquarugu, Tocantins; Caracterizagcdo ambiental
das unidades domiciliares (UDs) préximas a fragmentos de mata de galeria

do centro de Palmas e do distrito de Taquarucgu, Tocantins.

5.1 Ocorrénciade flebotomineos em matas de galeria e unidades
domiciliares no centro de Palmas e no distrito de Taquarugu no
municipio de Palmas, Tocantins.

Um total de 1.527 flebotomineos (738 nas unidades domiciliares e 789
nos fragmentos de matas de galeria) distribuidos em 30 espécies e 11 géneros
Devido ao dano causado em alguns espécimes, tanto machos quanto fémeas,
estes foram identificados somente em nivel de subtribo ou género, sendo que
género, subgénero e identificacdes de subtribos ndo foram considerados para
0 numero de espécies registradas. Entre as espécies capturadas, uma delas
(Pa. campograndensis) foi observada pela primeira vez no Estado do
Tocantins. A riqueza de espécies foi maior no distrito de Taquarucu (n= 24
espécies) que na area central de Palmas (n= 22 espécies) (Tabela 3).

Somando as duas areas e periodos de coleta, a espécie mais
abundante foi Ny. whitmani (50,6%), seguida por Evandromyia carmelinoi
(7,53%), Bi. flaviscutellata (7,27%), Pa. hermanlenti (6,8%), Lu. longipalpis
(6,2%) e Ev. walkeri (4,5%). As demais espécies representaram 15% do total

de flebotomineos capturados (Tabela 3). Quinze espécies foram comuns em
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ambas localidades. Seis espécies ocorreram somente no centro de Palmas e

nove espeécies foram exclusivas do distrito de Taquarugu (Tabela 3).

Tabela 3 - Total de flebotomineos coletados com HP e Shannon nas duas
areas amostradas, centro e distrito de Taquarugu, no municipio de
Palmas em julho (més seco) e novembro (més chuvoso) de 2014.

L Centro Taquarugu
Especies Seca Chuva Seca Chuva Total geral

Bichromomyia flaviscutellata 44 3 62 2 111
Brumptomyia brumpti 0 0 2 0 2
Brumptomyia sp. 1 0 6 2 9
Evandromyia carmelinoi 19 22 15 59 115
Evandromyia evandroi 1 0 2 11 14
Evandromyia lenti 5 2 1 24 32
Evandromyia sallesi 0 0 6 13 19
Evandromyia saulensis 7 1 0 0 8
Evandromyia termitophila 3 2 0 4 9
Evandromyia walkeri 15 35 8 11 69
Lutzomyia longipalpis 31 54 6 4 95
Micropygomyia longipennis 5 2 2 2 11
Micropygomyia rorotaensis 3 4 0 11 18
Micropygomyia sp. 0 0 1 0 1
Micropygomyia villelai 3 0 2 0 5
Nyssomyia antunesi 0 5 0 0 5
Nyssomyia whitmani 177 216 323 57 773
Pintomyia christenseni 0 0 16 4 20
Pintomyia damascenoi 0 0 1 0 1
Pressatia choti 0 0 7 1 8
Pressatia sp. 0 0 2 0 2
Psathyromyia abonnenci 1 0 0 0 1
Psathyromyia aragaoi 0 0 22 4 26
Psathyromyia brasiliensis 0 2 0 0 2
Psathyromyia campbelli 1 0 0 0 1
Psathyromyia campograndensis 0 0 3 2 5
Psathyromyia hermanlenti 24 3 78 0 105
Psathyromyia lutziana 0 2 6 0 8
Psathyromyia pradobarrientosi 1 0 4 0 5
Psathyromyia punctigeniculata 1 0 0 0 1
Psathyromyia (Psathyromyia) sp. 0 1 13 1 15
Psychodopygus davisi 0 0 1 3 4
Psychodopygus hirsutus 0 0 1 0 1
Sciopemyia sordellii 4 3 13 5 25
Subtribe Lutzomyina 0 1 0 0 1
Total Geral 346 359 603 219 1527

Em ambos os periodos do ano, foi confirmada a presenca de espécies
vetores tanto nos fragmentos de matas quanto nas UDs do centro de Palmas

e do distrito de Taquarugu. Entretanto, os flebotomineos foram mais
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frequentes nas UDs em novembro (més chuvoso) e nos fragmentos de matas

em julho (més seco), como mostrado nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Flebotomineos registrados em trés ambientes nas duas areas
amostradas, centro e distrito de Taquarugu, no municipio de
Palmas (TO) em julho (més seco) de 2014.

Espécies Ce’“m Taquary “ Total Geral
Intra Peri  mata Intra Peri mata
Bichromomyia flaviscutellata 0 0 44 0 1 61 106
Brumptomyia brumpti 0 0 0 1 0 1 2
Brumptomyia sp. 0 0 1 0 0 6 7
Evandromyia carmelinoi 8 7 4 0 15 0 34
Evandromyia evandroi 0 0 1 0 0 2 3
Evandromyia lenti 1 1 3 0 1 0 6
Evandromyia sallesi 0 0 0 0 3 3 6
Evandromyia saulensis 0 0 7 0 0 0 7
Evandromyia termitophila 2 1 0 0 0 0 3
Evandromyia walkeri 0 1 14 0 0 8 23
Lutzomyia longipalpis 19 10 2 0 5 1 37
Micropygomyia longipennis 0 0 5 1 1 0 7
Micropygomyia rorotaensis 0 0 3 0 0 0 3
Micropygomyia sp. 0 0 0 0 1 1
Micropygomyia villelai 1 1 1 0 1 1 5
Nyssomyia whitmani 17 13 147 4 30 289 500
Pintomyia christenseni 0 0 0 1 0 15 16
Pintomyia damascenoi 0 0 0 0 0 1 1
Pressatia choti 0 0 0 0 4 3 7
Pressatia sp. 0 0 0 0 0 2 2
Psathyromyia abonnenci 0 1 0 0 0 0 1
Psathyromyia aragaoi 0 0 0 0 1 21 22
Psathyromyia campbelli 1 0 0 0 0 0 1
Psathyromyia campograndensis 0 0 0 0 0 3 3
Psathyromyia hermanlenti 9 2 13 1 6 71 102
Psathyromyia lutziana 0 0 0 1 0 5 6
Psathyromyia pradobarrientosi 0 0 1 0 0 4 5
Psathyromyia punctigeniculata 1 0 0 0 0 0 1
Psathyromyia (Psathyromyia) sp. 0 0 0 2 2 9 13
Psychodopygus davisi 0 0 0 0 0 1 1
Psychodopygus hirsutus 0 0 0 0 0 1 1
Sciopemyia sordellii 2 0 2 4 4 5 17
Total Geral 61 37 248 15 74 514 949
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Tabela 5 - Flebotomineos registrados em trés ambientes nas duas areas
amostradas, centro e distrito de Taquarugu, do municipio de
Palmas (TO) em novembro (més chuvoso) de 2014.

Espécies Cemf" Taquar.ugu Total Geral
Intra.~ Peri  mata Intra  Peri  mata
Bichromomyia flaviscutellata 0 1 2 0 1 1 5
Brumptomyia sp. 0 0 0 0 2 0 2
Evandromyia carmelinoi 2 18 2 1 56 2 81
Evandromyia evandroi 0 0 0 0 11 0 11
Evandromyia lenti 0 1 1 2 22 0 26
Evandromyia sallesi 0 0 0 2 11 0 13
Evandromyia saulensis 0 1 0 0 0 0 1
Evandromyia termitophila 0 2 0 0 4 0 6
Evandromyia walkeri 9 22 4 3 6 2 46
Lutzomyia longipalpis 12 44 0 0 2 0 58
Micropygomyia longipennis 0 0 2 2 0 0 4
Micropygomyia rorotaensis 2 2 0 6 4 1 15
Nyssomyia antunesi 0 4 1 0 0 0 5
Nyssomyia whitmani 4 212 0 0 56 1 273
Pintomyia christenseni 0 0 0 0 4 0 4
Pressatia choti 0 0 0 0 0 1 1
Psathyromyia (Psathyromyia) sp. 0 1 0 0 1 0 2
Psathyromyia aragaoi 0 0 0 0 3 1 4
Psathyromyia brasiliensis 0 2 0 0 0 0 2
Psathyromyia campograndensis 0 0 0 0 0 2 2
Psathyromyia hermanlenti 1 2 0 0 0 0 3
Psathyromyia lutziana 2 0 0 0 0 0 2
Psychodopygus davisi 0 0 0 0 0 3 3
Sciopemyia sordellii 1 2 0 2 3 0 8
Subtribe Lutzomyina 0 0 1 0 0 0 1
Total Geral 33 314 13 18 186 14 578

No total, 285 das 960 armadilhas HPs instaladas estavam positivas
para flebotomineos, resultando em um sucesso de captura de 29,7%. Foram
capturados flebotomineos em ambos os meses de estudo e nos quatro
fragmentos de matas amostradas, utilizando as barracas Shannon (n=6,75%
de sucesso de captura).

Considerando a amostragem com as armadilhas HP, houve diferenca

estatisticamente significativa na proporcdo de armadilhas positivas para
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flebotomineos entre os meses de captura (julho=44,3%; novembro=15%),
entre habitats (UDs=23,3%; Mata=36%) e entre as localidades (distrito de
Taquarugu=33,5%; centro de Palmas=25,8%). O maior sucesso de captura de
flebotomineos foi obtido nos fragmentos de matas no més de julho (63,3%),
resultado muito superior ao obtido nos fragmentos de matas em novembro
(8,7%). Nas UDs a proporcéo de armadilhas positivas entre julho e novembro
foi mais similar, 25,4% e 21,2% respectivamente.

Em julho, a abundancia relativa de flebotomineos foi maior nos
fragmentos de matas de galeria que nas UDs (85.2% x 24.8% no distrito de
Taquarucu e 71.7% x 28.3% no centro de Palmas). A riqgueza de espécies foi
maior em julho tanto no distrito de Taquarugu quanto no centro de Palmas (20
espécies e 14 espécies, respectivamente) (Tabela 4).

As espécies com maior taxa de ocorréncia nos fragmentos de matas de
galeria do distrito de Taquarucu no més seco foram Ny. whitmani (47,9%), Pa.
hermanlenti (11,8%), Bi. flaviscutellata (10,1%), Pa. aragaoi (3,5%) e Pi.
christenseni (2,9%). Como mostrado na Tabela 4, as espécies mais
frequentes nos fragmentos de matas de galeria do centro de Palmas nesse
periodo foram Ny. whitmani (42,5%), Bi. flaviscutellata (12,7%), Ev. walkeri
(4%) e Pa. hermanlenti (3,7%).

Em novembro, o nimero e a riqueza de flebotomineos capturados nos
fragmentos de matas de galeria em ambas localidades foram baixos e nao foi
observada nenhuma espécie em abundancia quando se compara ao
peridomicilio das mesmas onde a maioria dos flebotomineos (86,5%) foi
encontrada e a riqueza de espécies (n=17) foi a mais elevada. A maioria dos
espécimes coletados foi encontrada no peridomicilio do centro de Palmas, e
a rigueza de espécies foi a mesma entre os sitios peridomésticos no centro
de Palmas e no distrito de Taquarucu (Tabela 5).

As espécies mais abundantes no peridomicilio do centro de Palmas em
novembro foram Ny. whitmani (59%), Lu. longipalpis (11,9%), Ev. walkeri
(6,1%) e Ev. carmelinoi (5%). Ja no peridomicilio do distrito de Taquarugu, as
espécies mais frequentes foram Ny. whitmani e Ev. carmelinoi (25,6%), Ev.
lenti (10%), Ev. sallesi (5%) e Ev. evandroi (4,6%) (Tabela 5).
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A razao total entre fémeas e machos (F/M) foi de 1,61:1. O nimero de
espécimes e espécies de flebotomineos coletados em julho (949 espécimes
e 28 espécies) foi maior que a quantidade de espécimes e espécies de
flebotomineos capturados em novembro (578 espécimes e 22 espécies). Em
julho foi capturado um namero maior de fémeas em relacdo a machos (764
fémeas e 185 machos, razdo = 4.1:1); enquanto que mais machos que fémeas
foram capturados em novembro (180 fémeas e 398 machos; razdo = 0.4:1).
No centro de Palmas, uma quantidade maior de machos foi capturada, ao
contrario do distrito de Taquarucu onde as fémeas predominaram.

Mais fémeas foram capturadas nos fragmentos de matas de galeria do
centro de Palmas em julho (més seco), enquanto que mais machos foram
capturados no peridomicilio do centro de Palmas em novembro (més chuvoso)
(Figura 16).

Figura 16 - Abundéancia de flebotomineos machos e fémeas em trés
ambientes da area central de Palmas em julho (seco) e
novembro (chuvoso) de 2014.
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Em julho, no distrito de Taquarucu, também foi observado um maior
namero de fémeas nos fragmentos de matas de galeria, diferentemente de
novembro, em que foram capturados mais machos no peridomicilio das UDs

desse distrito (Figura 17).

Figura 17 - Abundéncia de flebotomineos machos e fémeas em trés
ambientes de Taquarucu em julho (seco) e novembro
(chuvoso) de 2014.
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5.2 Ocorréncia de Leishmania e de outros tripanossomatideos

em flebotomineos no centro de Palmas e no distrito de Taquarucul,
Tocantins.

Um total de 752 fémeas agrupadas em 154 “pools” foram analisadas
(Tabela 6 e 7), sendo que foi realizada a deteccao do gene cacophany da
regido 1IVS6 de flebotomineos em todos eles. Destes, 15 “pools” exibiram
amplificacéo positiva do gene de SSU (18S) rDNA (Figura 18). E somente um
desses “pools” foi positivo na ITS1-PCR. DNA de Leishmania spp. foi
detectado em “pools” de espécies de flebotomineos do centro de Palmas e do
distrito de Taquarucu (Tabela 8). Nao houve diferencas significativas nas
proporgcdes de “pools” positivos de flebotomineos para Leishmania spp. entre
tais localidades em julho (Fisher, p = 0,74) ou novembro (Fisher, p = 1,0). Ao
se considerar ambas as localidades: em julho, a propor¢gdo de “pools”
positivos de flebotomineos para DNA de Leishmania spp. foi de 17,6% nas
UDs e 3,7% nos fragmentos de matas e, em novembro, a proporgéo de “pools”
positivos de flebotomineos para DNA de Leishmania spp. foi de 5,8% nas UDs
e de 28,5% nos fragmentos de matas. Porém, quando a soma da amostragem
em ambos os meses foi considerada, a propor¢ao de “pools” de flebotomineos
positivos para Leishmania spp. foi de 14,0% nas UDs e 7,1% nos fragmentos
de matas (Fisher, p = 0,25).

Em julho, no distrito de Taquarugu, seis “pools” de Ny. whitmani foram
encontrados com DNA de tripanossomatideos: Leishmania spp. (n = 3, mata
e UD), L. amazonensis (n = 2, UD) e Crithidia fasciculata (n = 1, mata). Além
disso, em um “pool” de Pi. christenseni (n = 1, mata) foi encontrado DNA de
Trypanosoma sp. (Tabela 8). Nesse mesmo periodo, foram detectados nesse
distrito “pools” de Lu. longipalpis (n = 1, mata) e Pa. hermanlenti (n = 1, UD)
com DNA de L. amazonensis. Ja no centro de Palmas, em julho, foi detectado
DNA de L. infantum e de L. amazonensis em “pools” de Ny. whitmani (n= 1,
UD) e de Lu. longipalpis (n= 1, mata), respectivamente (Tabela 8). Em
novembro também houve circulacdo de L. amazonensis em Palmas em um

‘pool” de Ev. walkeri (mata) e de Lu. longipalpis (UD). E no distrito de
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Taquarucu foi detectada Leishmania sp. em Bi. flaviscutellata (n = 1, mata) e
L. amazonensis em Pi. christenseni (n= 1, UD) (Tabela 8).

A taxa de infeccdo minima de flebotomineos (numero de “pools”
positivos/numero de fémeas analisadas x 100) no periodo chuvoso foi quase
duas vezes maior que a do seco. Em julho, no ambiente domiciliar, esta taxa
foi aproximadamente 10,4 vezes mais elevada quando se compara a mata. Ja
no periodo chuvoso, essa taxa foi quase 11,5 vezes maior na mata quando se

compara ao ambiente domiciliar.
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Tabela 6 - Espécimes de flebotomineos coletados de unidades domiciliares e matas de galeria em Palmas, Tocantins, em
julho (més seco) de 2014 e considerados positivos para infeccdo com base nos marcadores SSU rDNA e ITS1.

Espécies Unidades domiciliares Matas de galeria
No.  Pools Nested SSU-PCR ITS1-PCR{ No.  Pools Nested SSU-PCR ITS1-PCR
Bichromomyia flaviscutellata 1 1 0 0 74 12 0 0
Brumptomyia sp. 0 0 0 0 3 1 0 0
Evandromyia carmelinoi 15 5 0 0 3 2 0 0
Evandromyia saulensis 0 0 0 0 5 1 0 0
Evandromyia walkeri 0 0 0 0 15 4 0 0
Lutzomyia longipalpis 8 6 1 0 2 2 1 0
Micropygomyia villelai 3 3 0 0 0 0 0 0
Nyssomyia whitmani 30 14 4 1 380 42 3 0
Pintomyia christenseni 0 0 0 0 11 2 1 0
Psathyromyia aragaoi 0 0 0 0 4 1 0 0
Psathyromyia hermanlenti 4 3 1 0 59 9 0 0
Psychodopygus davisi 0 0 0 0 2 1 0 0
Sciopemyia sordellii 4 2 0 0 4 2 0 0
Total 65 34 6 1 562 79 5 0

No. = nimero de espécimes
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Tabela 7 - Espécimes de flebotomineos coletados de unidades domiciliares e matas de galeria em Palmas, Tocantins, Brasil,
em novembro (més chuvoso) de 2014 e considerados positivos para infeccdo com base nos marcadores SSU

rDNA e ITS1.
Espécies Unidades domiciliares Matas de galeria
No.  Pools Nested SSU-PCR ITS1-PCR| No.  Pools Nested SSU-PCR ITS1-PCR
Bichromomyia flaviscutellata 0 0 0 0 2 2 1 0
Evandromyia carmelinoi 25 6 0 0 2 1 0 0
Evandromyia evandroi 5 1 0 0 0 0 0 0
Evandromyia lenti 5 2 0 0 0 0 0 0
Evandromyia sallesi 3 1 0 0 0 0 0 0
Evandromyia termitophila 2 1 0 0 0 0 0 0
Evandromyia walkeri 10 6 0 0 2 1 1 0
Lutzomyia longipalpis 10 3 1 0 0 0 0 0
Micropygomyia rorotaensis 4 2 0 0 0 0 0 0
Nyssomyia whitmani 48 9 0 0 1 1 0 0
Pintomyia christenseni 3 1 0 0 0 0 0
Psathyromyia campograndensis 0 0 0 2 1 0 0
Psychodopygus davisi 0 0 0 1 1 0 0
Total 115 34 2 0 10 7 2 0

No. = nimero de espécimes
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Figura 18 - Gel de agarose a 1,3% corado pelo brometo de etideo, mostrando
os produtos amplificados da reagdo de PCR com alvo na regiéao
S4 e S12 do gene SSU rDNA18S de tripanossomatideos em
amostras de fémeas capturadas no municipio de Palmas,
Tocantins, em julho (2014).

MW B NC, NC, 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 Lb Lc Tc

MW 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 b Lc Tc

. -

490pb

MM — marcador molecular. @: branco. CN1 - controle negativo. A seta indica a amostra
positiva: 48. Amostras negativas: 26-46 e 49-50. Controle positivo: Lb, Lc e Tc.

A taxa de infeccdo minima de Ny. whitmani por Leishmania spp., L.
amazonensis e C. fasciculata no distrito de Taquarucgu foi 7,5%, 5% e 2,5%,
respectivamente. Ja a taxa de infeccdo minima de Lu. longipalpis por L.
amazonensis para esse distrito foi 14,2%. No centro de Palmas, a taxa de
infeccdo minima de Ny. whitmani por L. infantum foi 3,8% e de Lu. longipalpis
por L. amazonensis foi 28,6%.

Em julho, a taxa de infeccdo minima de Ny. whitmani por L.
amazonensis em UDs do distrito de Taquarucu e por L. infantum em uma UD
de Palmas foram 7% e 3%, respectivamente. Num fragmento de mata do
distrito de Taquarugu, a taxa de infeccdo minima de Lu. longipalpis por L.
amazonensis foi 50%. Em novembro (més chuvoso), nenhum espécime de
Ny. whitmani infectado por Leishmania foi encontrado. A taxa de infeccéo
minima de Lu. longipalpis por L. amazonensis em UDs do centro de Palmas

foi 12,5% em julho e 10% em novembro.
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Tabela 8 - Tripanossomatideos identificados por sequenciamento dos produtos amplificados de SSU rDNA detectados em
espécimes de flebotomineos do centro de Palmas (TO) e do distrito de Taquarugu, Tocantins, em julho (més
seco) e novembro (més chuvoso) de 2014.

No. Espécie Localidade Habitat Blastn? No. de acesso Identidade
Més seco
11  Ny. whitmani Taquarugu mata Leishmania sp. gb|JX030135.1* 423/425(99%)
13  Ny.whitmani Taquarugu mata Leishmania sp. gb[JX030135.1* 419/420(99%)
16  Ny.whitmani Taquarugu mata Crithidia fasciculata gb|DQ182544.1 475/475(100%)
48 Ny. whitmani Taquarugu Intradomicilio Leishmania sp. gb|JX030135.1* 397/398(99%)
61 Pi. cristenseni Taquarucu mata Trypanosoma sp gb|JX853185.1* 470/470(100%)
104 Lu. longipalpis Taquarugu mata L. amazonensis JX030083.1 401/401(100%)
107 Lu. longipalpis Palmas Intradomicilio L. amazonensis JX030083.1 416/421(99%)
114 Ny. whitmani Palmas Peridomicilio L. infantum XR 001203206.1 425/429(99%)
115 Ny. whitmani Taquarugu  Peridomicilio L.amazonensis JX030083.1 4271428(99%)
116 Ny. whitmani Taquarugu  Intradomicilio L. amazonensis JX030083.1 429/430(99%)
119 Ps. hermalenti Taquarugu Intradomicilio L.amazonensis JX030083.1 429/430(99%)
No. Espécie Localidade Habitat Blastn® No. de acesso Identidade
Més chuvoso

16 Lu.longipalpis Palmas Peridomicilio L.amazonensis JX030083.1 426/429(99%)
22  Ev.walkeri Palmas mata L. amazonensis JX030083.1 429/430(99%)
46  Pi. christenseni Taquarugu  Peridomicilio L.amazonensis JX030083.1 429/430(99%)
48 Bi. flaviscutellata Taquarugu mata Leishmania sp. XR 001203206.1* 135/172(78%)

No. = Numero de “pools”, 1Basic Local Alignment Search Tool. * A sequéncia ndo permitiu a identificacdo das espécies. O nimero de acesso indicado
indica uma das sequéncias semelhantes a sequéncia aqui obtida.
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6  DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS

6.1 Ocorrénciade flebotomineos em matas de galeria e unidades
domiciliares no centro de Palmas e no distrito de Taquarugu no
municipio de Palmas, Tocantins.

O numero de espécies registradas neste estudo (30) foi semelhante ao
publicado por Machado et al. (2012), que registraram 32 espécies. Além do
registro dessa alta diversidade no Tocantins, 0 presente estudo também
contribuiu com o aumento do numero de espécies de flebotomineos
registradas para o Estado, o qual passa a ser 70 espécies. Isto também tem
ocorrido em estudos realizados em diferentes cidades do Estado (Andrade-
Filho et al., 2001, Vilela et al., 2011, 2013). Importantes espécies vetores como
Ny. whitmani, Bi. flaviscutellata e Lu. longipalpis estavam presentes em ambas
localidades e &reas de estudo, podendo estar envolvidas na transmissao de
Leishmania spp. em ambos periodos do ano e ser responsaveis pelos casos
autoctones de leishmanioses tanto no centro de Palmas quanto no distrito de
Taquarugu.

A riqueza de espécies e a ocorréncia de flebotomineos foram maiores
em Taquarugu, distrito rural, do que no centro de Palmas, corroborando com
o trabalho de Cruz et al. (2013). J& Vilela et al. (2011) e Feitosa et al. (2012)
também observaram uma alta diversidade em areas rurais, porém a
abundancia de flebotomineos foi maior em ambientes urbanos. A alta
diversidade de espécies encontrada nas zonas rurais pode ser devido a
presenca de fragmentos de matas mais préximos aos domicilios, as estruturas
dos abrigos de animais, as plantas presentes no peridomicilio e a maior
guantidade de matéria organica acumulada no peridomicilio, condigbes essas
que propiciam o estabelecimento do ciclo reprodutivo de espécies de
flebotomineos (Quinnell; Dye, 1994; Vianna et al., 2016; Cruz et al., 2013) e

assim a maior ocorréncia desses insetos.
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Em ambas localidades estudadas, o nimero de espécies e a ocorréncia
de espécimes de flebotomineos foi mais elevada na seca (julho), assim como
relatado por Pinheiro et al. (2013) no estado do Rio Grande do Norte e Moraes
et al. (2015) no norte do Maranh&o. Nesse periodo, as areas com maior
riqueza de espécies e numero de espécimes foram nos fragmentos de matas
de galeria. Na seca, foi registrada maior quantidade de matéria organica no
solo dos fragmentos de matas de galeria (Figura 21 A), como folhas e fezes
de animais em decomposic¢ao, os quais sdo microambientes que favorecem a
reproducdao e colonizacéo (Vianna et al., 2016; Cruz et al., 2013), contribuindo
assim para o aumento da diversidade e da abundéancia dos flebotomineos.

Em novembro (més chuvoso), a maioria das espécies e dos espécimes
de flebotomineos capturados em ambas localidades foi encontrada nos locais
peridomésticos, assim como encontrado por Figueiredo et al. (2016) em
Aquidauana (MS).

O numero reduzido de espécimes e a auséncia de espécies de
flebotomineos em abundancia nos fragmentos de matas de galeria de ambas
localidades registrados em novembro podem ser explicados pelo intenso

encharcamento do solo (Figura 21 B).

Figura 21 - Diferengas nas matas de galeria durante os dias secos e chuvosos
em Palmas, Tocantins. A: julho (més seco). B: novembro (més
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Esses dados estédo de acordo com Moraes et al. (2015) que capturaram
menos flebotomineos no periodo chuvoso e, segundo eles, isto ocorreu
provavelmente devido ao encharcamento permanente do solo, o qual deve ter
contribuido para reduzir o tamanho das populacdes dos flebotomineos
durante essa estacao, dificultando o estabelecimento de criadouros. Enquanto
em Belo Horizonte (MG), Saraiva et al. (2011) observaram que 0s picos de
coleta de flebotomineos registrados antes e depois dos periodos de
precipitacdo intensa foram inversamente correlacionados com os altos indices
pluviométricos ocorridos entre outubro de 2006 e marco de 2007. Segundo
esses autores, os altos niveis de precipitacdo durante este periodo
provavelmente geraram grande umidade em areas de reproducao potenciais
e podem ter dificultado o desenvolvimento dos flebotomineos.

Umas das espécies mais abundantes do presente estudo foi Ny.
whitmani, que é o vetor conhecido mais importante de leishmaniose associada
a forma cutanea no Brasil devido a sua ampla distribuicdo geogréfica e
associagao com L. braziliensis, L. shawi (Rangel et al., 2014; Maroli et al.,
2013) e L. guyanensis (Maroli et al., 2013). Nyssomyia whitmani pode se
alimentar de sangue humano, sendo que as espécies T. laurentius, R. rattus,
N. lasiurus, C. apela, C. satanas, D. albiventris e C. didactylus séo
reservatorios potenciais de L. braziliensis (Lainson, 2010; Roque; Jansen,
2014).

No més de julho, esse flebotomineo esteve presente nas UDs e nos
fragmentos de matas de galeria de ambas localidades, sendo mais abundante
nos fragmentos de matas de galeria. Enquanto que, em novembro, 0 mesmo
foi exclusivo das UDs no centro de Palmas e predominou nas UDs no distrito
de Taquarugu. No entanto, ao considerar ambas as localidades, foi no periodo
seco (mais quente) que Ny. whitmani foi capturada em maior quantidade,
como encontrado por Pinheiro et al. (2013). Estes achados evidenciam que 0
mesmo é capaz de se adaptar as mudancas ambientais e a ambientes
peridomésticos (Vilelaetal., 2011; Rangel et al., 2014). Além disto, a presenca
dessa espécie no ambiente domeéstico e peridoméstico dessas localidades

sugere sua participacédo no ciclo de transmisséo de leishmaniose cutanea a
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nivel doméstico, como observado em outras areas regides brasileiras
(Carvalho et al., 2010c; Barata et al., 2011).

Bichromomyia flaviscutellata também esteve entre as espécies mais
capturadas. Tal espécie tem fortes habitos zoodfilos e baixa antropofilia
(Rangel et al., 2014), € um importante vetor de L. amazonensis no Brasil,
parasito que causa a leishmaniose cutanea difusa (mais comum) ou
disseminada, e tem as espécies do género Proechimys como seus
reservatorios potenciais (Lainson, 2010; Maroli et al., 2013; Roque; Jansen,
2014). A maior abundéancia de Bi. flaviscutellata foi em julho, onde a mesma
foi capturada somente nos fragmentos de matas de galeria adjacentes do
centro de Palmas e teve preferéncia por esse ambiente no distrito de
Taquarugu. Esta observacéo é preocupante, uma vez que as UDs do presente
estudo se localizam em areas proximas a esses ambientes e, por essa razao,
o risco de infeccdo por leishmaniose cutanea difusa em ambas localidades
estudadas pode aumentar. Isto é corroborado com os achados recentes de
Andrade et al. (2009), que capturaram Bi. flaviscutellata em florestas e
residéncias de Bonito (MS), assim como de Vilela et al. (2011), que
registraram essa espécie em areas periurbanas de Porto Nacional (TO),
sugerindo sua adaptacdo gradual a ambientes humanos e dispersao,
respectivamente.

Diferentemente do observado por Barata et al. (2011) e Lara-Silva et
al. (2015), Lu. longipalpis, principal vetor de L. infantum no Brasil (Laison;
Rangel (2005); Galati et al., 2006), foi encontrada em baixa quantidade nos
ambientes domésticos em ambos os periodos do ano, tanto no centro de
Palmas quanto no distrito de Taquarucu, provavelmente devido as altas
temperatura em julho e a intensidade de chuva em novembro. Em julho, Lu.
longipalpis foi rara nos fragmentos de matas de galeria em ambas localidades,
e em novembro esteve ausente dessas areas, assim como encontrado por
Machado et al. (2012) nesse distrito. Também ha possibilidade de que essa
espécie esteja sendo substituida por Ny. whitmani nesse municipio. Ja foi
evidenciado por Carvalho et al. (2010c) e Figueiredo et al. (2016), que a

preferéncia dessa espécie por locais do peridomicilio onde ha animais e
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intradomicilio, é forte indicativo do seu poder de adaptacdo ao ambiente
antrépico. Pelo fato de que ainda néo foi constatada a infec¢ao natural com L.
infantum em Lu. longipalpis no municipio de Palmas, entre outros fatores, ndo
€ possivel afirmar qual é o principal vetor de LV em Palmas.

Em julho, outras espécies estiveram presentes entre as mais
abundantes nos fragmentos de matas de galeria do distrito de Taquarugu (Pa.
aragaoi, Pa. hermanlenti e Pi. christenseni) e do centro de Palmas (Ev. walkeri
e Pa. hermanlenti). Em novembro, registrou-se a abundancia de outras
espécies no peridomicilio do distrito de Taquarucu (Ev. carmelinoi, Ev.
evandroi, Ev. lenti, Ev. sallesi) e do centro de Palmas (Ev. carmelinoi e Ev.
walkeri). As espécies Ev. sallesi (Saraiva et al., 2009) e Ev. walkeri (Nieves et
al., 2014) foram encontradas infectadas naturalmente com L. infantum e
Leishmania (Viannia) spp., respectivamente. Enquanto que Ev. lenti,
juntamente com Pi. christenseni, foram encontradas naturalmente infectadas
com L. braziliensis (Margonari et al., 2010). As demais espécies, até o
presente momento, ndao foram incriminadas como veiculadoras de Leishmania
spp., mas € possivel que Pi. christenseni, Pa. hermanlenti e em Ev. walkeri
ajam como potenciais vetores de L. amazonensis.

A predominéancia de fémeas no més de julho nos fragmentos de matas
de galeria e de machos em novembro no peridomicilio de ambas as
localidades, diferiu dos achados de outros autores (Vilela et al., 2011; Pinheiro
et al., 2013; Vilela et al., 2013). Essa inversao provavelmente ocorreu devido
a disponibilidade de fonte alimentar, a mudancas climéaticas ou ao tipo de
armadilha usada nas capturas no decorrer no presente estudo. No entanto,
seria necessario um estudo de sazonalidade para inferir com detalhes sobre
a razao sexual e validar essas hipoteses.

Os resultados indicam que os remanescentes de matas de galeria tém
papel importante na manutencao de populacdes de flebotomineos em areas
de Cerrado, principalmente durante as secas, quando ja ha uma diminuicao
da ocorréncia deles em unidades domiciliares. Os principais vetores de
agentes de LTA, Ny. whitmani e Bi. flaviscutellata, estiveram presentes nos
fragmentos de matas de galeria adjacentes e UDs das localidades estudadas.
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Isto demonstra a crescente adaptacdo desses flebotomineos a ambientes
modificados pelo homem e peridomésticos e, consequentemente, eleva o
risco para a infecgéo por Leishmania spp. Diferentemente dessas espécies,
Lu. longipalpis foi rara nos fragmentos de matas de galeria, sugerindo que os
remanescentes florestais seriam habitats mais importantes para os vetores

associados a LTA.

6.2 Ocorréncia de Leishmania e de outros tripanossomatideos
em flebotomineos no centro de Palmas e no distrito de Taquarucu,
Tocantins.

A PCR tem sido utilizada em muitos estudos para detectar Leishmania
em espécies de flebotomineos (Quaresma et al., 2012; Vilela et al., 2013). E
mais sensivel que a disseccao seguida de exame parasitoldgico, permitindo a
identificacdo de parasitos em nivel de género, subgénero e/ou espécie (Pita-
Pereira et al., 2011). A técnica de nested PCR utilizando SSU rDNA é mais
sensivel na deteccao de tripanossomatideos do que de PCR com ITS1 como
alvo (El Tai et al., 2000; Schonian et al., 2003), um fator que pode explicar a
deteccdo de um unico “pool” positivo utilizando o marcador ITS1.

Ao se considerar ambas localidades, foi possivel observar que, em
julho, o numero de “pools” de flebotomineos analisados das UDs foi inferior
ao dos fragmentos de matas, e mesmo assim a propor¢ao de “pools” positivos
de flebotomineos para Leishmania nas UDs foi aproximadamente cinco vezes
maior que nos fragmentos de matas (17,6% X 3,7%). Enquanto que em
novembro, apesar do numero de “pools” de flebotomineos examinados nos
fragmentos de matas ter sido quase cinco vezes menor que nas UDs, a
proporcdo de “pools” positivos de flebotomineos para Leishmania nos
fragmentos de matas foi aproximadamente cinco vezes maior que nas UDs

(28,5% X 5,8%). Um dos fatores que explica essa inversdao € a menor

guantidade de flebotomineos por “pool” associada a quantidade de “pools”
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positivos para Leishmania nas UDs e nos fragmentos de matas em julho e
novembro, respectivamente.

No més de julho, o DNA de Leishmania spp. detectado em Ny.
whitmani, proveniente de um fragmento de mata e de uma UD do distrito de
Taquarucu, pode ser de L. braziliensis, ja que Ny. whitmani € o vetor mais
importante desse parasito no Brasil (Rangel; Lainson, 2009; Vilela et al.,
2011), inclusive no Tocantins onde j& foi detectado com DNA desse parasito.
Nesse mesmo periodo, em UDs dessa localidade, foi detectado DNA de L.
amazonensis pela primeira vez em Ny. whitmani e Pa. hermanlenti; também
houve registro inédito de DNA desse parasito na espécie Pi. christenseni em
novembro, num fragmento de mata do distrito de Taquarugu. Sabe-se que Ny.
whitmani pode ser infectada experimentalmente com L. amazonensis e pode
até ser um vetor da leishmaniose cutanea difusa (Fonteles et al., 2016). A
infeccdo por Leishmania sp. detectada em Bi. flaviscutellata, no més de
novembro, em um fragmento de mata do distrito de Taquarucu, pode ter sido
causada por L. amazonensis, dada a associagdo conhecida entre estas
espécies (Rangel; Lainson, 2009; Lainson, 2010). Em fragmentos de matas
desse distrito, no més de julho, DNA de Crithidia fasciculata também foi
detectado pela primeira vez em Ny. whitmani, assim como DNA de
Trypanosoma sp. em Pi. christenseni.

No més de julho, em uma UD do centro de Palmas, foi detectado DNA
de L. infantum em Ny. whitmani. A infeccdo de Ny. whitmani por L. infantum
foi descrita pela primeira vez em Belo Horizonte (MG) (Saraiva et al., 2010),
mas as interacfes biologicas envolvidas nesta infeccdo precisam ser
investigadas para determinar o papel desse vetor na transmissao parasitaria
(Margonatri et al., 2010). Em novembro, num fragmento de mata do centro de
Palmas, foi detectada pela primeira vez a presenca de L. amazonensis em Ev.
walkeri. Tanto em julho (em uma mata do distrito de Taquarugu) quanto em
novembro (em uma UD do centro de Palmas), foi detectado DNA de L.
amazonensis em Lu. longipalpis. Experimentos tém revelado a habilidade de
Lu. longipalpis em transmitir L. amazonensis a hamsters (Da Silva et al.,

1990), e outros estudos também tém detectado L. amazonensis em Lu.
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longipalpis (Paiva et al., 2006, Savani et al., 2009), o que demonstra a sua
competéncia vetorial.

Em geral, as espécies L. infantum e L. amazonensis foram detectadas
em flebotomineos capturados no més de julho, tendo preferéncia pelas UDs
do centro de Palmas. A taxa de infeccdo minima de Ny. whitmani por L.
infantum nas UDs do centro de Palmas foi de 3,8%, sendo esta a mesma
encontrada por Saraiva et al. (2010) e bem inferior a registrada por Margonari
et al. (2010) — 18,2%. Ja as taxas de infeccdo minima de Lu. longipalpis por
L. amazonensis foram consideradas altas (14,2% nas matas e 28,6% nas
UDs) no municipio de Palmas quando comparadas a outras observadas em
estudos similares realizados no Brasil, a exemplo de Paiva et al. (2006), que
observaram L. amazonensis em 3,9% dos espécimes de Lu. longipalpis e de
Savani et al. (2009) que detectaram L. amazonensis em 1,25% dos espécimes
de Lu. longipalpis.

Os primeiros registros de DNA de L. amazonensis em Ny. whitmani, Pi.
christenseni, Pa. hermanlenti e Ev. walkeri no municipio de Palmas sugerem
o possivel envolvimento dessas espécies ha transmissao de agentes da forma
cutdnea da doenca, onde foram registrados 169 casos de LTA nos ultimos
anos (dados obtidos em cooperag¢do com a Secretaria Municipal de Saude).
No entanto, a descoberta de DNA de Leishmania em espécies de
flebotomineos nado € a Unica condi¢do necessaria para considera-las vetoras.
A distribuicdo das espécies também deve coincidir com a da doenca em seres
humanos; o inseto também deve ser encontrado infectado em ambientes
peridomésticos e domeésticos; ele deve alimentar-se regularmente em seres
humanos e outros hospedeiros (Killick-Kendrick, 1999), e mais recentemente,
como proposto por Ready (2013), a interagdo entre o vetor e os hospedeiros
deve ser analisada por modelos matematicos.

E possivel que L. infantum esteja sendo transmitida por Ny. whitmani
no centro de Palmas e que L. amazonensis esteja sendo transmitida por Ny.
whitmani e por Lu. longipalpis no distrito de Taquarugu. A presenca de DNA
de Leishmania spp. em espécies de flebotomineos de UDs e fragmentos de
matas de galeria no centro de Palmas e no distrito de Taquarucu sugere que
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essas areas estdo potencialmente em risco para a transmissdo de
Leishmania.

Os novos registros de infecgbes de flebotomineos por espécies de
Leishmania e outras espécies de tripanossomatideos aqui apresentadas
proporcionam maior conhecimento das relacdes parasito-vetor em areas do
cerrado brasileiro, uma melhor compreensao da epidemiologia da LTA em
Palmas e também ajudardo as agéncias governamentais de salude a definir
as melhores estratégias de vigilancia entomoldgica e controle para essa
zoonose. E possivel que esteja ocorrendo transmissédo de LTA por meio de
Ny. whitmani e de LV a partir de Lu. longipalpis no municipio de Palmas,
porém nédo se descarta a possibilidade de que outras espécies possam estar

envolvidas no ciclo de transmissdo dessas parasitoses.
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7 CONCLUSOES

1. Houve elevada riqueza de espécies de flebotomineos em
Palmas, considerando que ocorréncia de que quase metade das espécies
registradas para o Tocantins foram capturadas nesse estudo.

2. Trés reconhecidas espécies vetoras: Ny. whitmani, Lu.
longipalpis e Bi. flaviscutellata, e os agentes Leishmania sp., L. infantum e L.
amazonensis estiveram presentes em Palmas. Nyssomyia whitmani
predominou tanto em matas de galeria como nas unidades domiciliares em
ambos os periodos, seco e chuvoso. Lu. longipalpis encontra-se mais
associada ao ambiente domiciliar, com maior frequéncia no periodo chuvoso,
e Bi. flaviscutellata aos fragmentos de mata, sendo mais frequente no periodo
seco.

3. A constatacdo de DNA de L. amazonensis e de L. infantum em
Ny. whitmani, podem apontar para participacdo deste flebotomineo na
transmissao desses agentes nos ambientes investigados em Palmas, assim
como a de Lu. longipalpis em relacdo a L. amazonensis. Assinala-se também
o possivel envolvimento de Pi. christenseni, Pa. hermanlenti e em Ev. walkeri
como potenciais vetores de L. amazonensis no ciclo zoonadtico deste parasito.

4. A taxa de infec¢c@o minima de flebotomineos no periodo chuvoso
foi quase duas vezes maior que a do seco. E esta taxa foi cerca de 10,4 vezes
maior em julho no ambiente domiciliar, quando se compara a mata. Enquanto
gue no periodo chuvoso, a mesma foi em torno de 11,5 vezes mais elevada
na mata em relagdo ao ambiente domiciliar. Isto indica variagdo na taxa de
infecg@o ao longo do ano e em diferentes ambientes.

5. A presenca de L. amazonensis em Lu. longipalpis, com taxas de
minimas de infecgdo superiores a observadas em outras areas do Pais, em
ambos os periodos, habitats e localidades, sugere a circulacdo ativa desse

protozoario nesse municipio.
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6. Os fragmentos florestais urbanos de Palmas possuem papel
importante na manutencdo de populacdes de flebotomineos em areas de
savana brasileira, particularmente durante o més seco, quando a frequéncia
desses dipteros diminuiu nas unidades domiciliares

7. Determinadas UDs amostradas em Palmas (no centro de
Palmas e no distrito de Taquarugu) apresentaram caracteristicas no
peridomicilio para a ocorréncia de flebotomineos, manutencdo de suas
populacdes e infeccdo por Leishmania spp. tanto em humanos quanto em
animais domeésticos (cdes, por exemplo) em ambas as localidades, como
presenca de arvores frutiferas, matéria organica e animais como caes e
galinhas, as quais contribuem no aumento do risco de leishmanioses nessas

localidades.
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FORMULARIO DE CARACTERIZACAO AMBIENTAL
Fatores de risco para ocorréncia de flebotomineos em unidades domiciliares e

peridomiciliares

Formulério Ne:
Data: / /

DADOS GERAIS DO DOMICILIO

Municipio:

Localidade:

Nome do proprietario:

Endereco:
COD. GPS: Coordenadas /

N° de moradores:

CARACTERIZACAO DA UNIDADE DOMICILIAR
Estrutura do intradomicilio

e Tipo de parede
Adobe ( ) Madeira ( ) Tijolo com reboco ( )
Tijolo sem reboco ( ) Taipa sem reboco ( ) Taipa com reboco ( )

Tijolo com gesso ( ) Outra (especificar):

e Tipo de piso
Terra batida ( ) Cimento ( ) Ceramica ( )

Tébua ( ) Outro (especificar):

e Tipo de Teto

Laje ( ) Telha cerdmica ( ) Telha amianto ( ) Palha( )

e Janelas dacasa
Janelas abertas ao entardecer: Sim ( ) Nao ( )

Tela mosquiteiro nas janelas: Sim ( ) Nao ( )

e Localizacdo da casa
Rural ( ) Urbana ( )

e Eletricidade na casa
Possui ( ) N&o possui ( )

Se possui, alguma luz fica acessa durante a noite: Sim ( ) Nao ( )
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e Coletade lixo urbana
3 vezes semanais ( ) 2 vezes semanais ( ) 1vezsemanal ( ) Ausente ( )
Outra (especificar):

e Rede de esgoto
Possui ( ) N&o possui ( )

Tipo de esgoto:

e Aplicacdo de inseticida naresidéncia
Sim ( ) Né&o ( )
Se sim, Ha més (es). Qual?

Estrutura do peridomicilio

e Vasos com Plantas

Presente ( ) Ausente ( )

e Hortas

Presente ( ) Ausente ( )

e Arvores
Presente ( ) Ausente ( )
Espécies: Mangueira ( ), Goiabeira ( ), Bananeira ( ), Acerola ( ), Outra(s)

(especificar):

e Entulho
Materiais de construcao (tijolos, cimento, telha, metal...)
Presente ( ) Ausente ( )
Materiais inserviveis (garrafas, plasticos, vidros, papel...)

Presente ( ) Ausente ( )

e Matéria Organica
Folhas e Frutos caidos
Presente ( ) Ausente ( )

Troncos, cascas e/ou madeira apodrecidos
Presente ( ) Ausente ( )

e Fezes de Animais
Presente ( ) Ausente ( )

e Animais domésticos, de producgao e/ou criagao
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N&o possui ( )
N° de Cachorros:
Cao (es) dentro de casa: Sim ( ) Nao ( )

Cé&o (es) permanecem no Canil: Sim ( ) Nao ( )

N° de galinhas:
Galinheiro: Presente ( ) Ausente ( )
Animais soltos no peridomicilio: Sim ( ) Nao ( )

N° de Gatos:
Gato(s) dentro de casa: Sim ( ) Nao ( )

Permanecem no Gatil: Sim ( ) Nao ( )

N° de porcos:
Chiqueiro: Presente ( ) Ausente ( )

Animais soltos no peridomicilio: Sim ( ) Nao ( )

Curral (gado, cabra ou ovelha)
Presente ( ) Ausente ( )
N° de animais

Animais soltos no peridomicilio: Sim ( ) Nao ( )

Outros animais (especificar):

Animais dentro de casa: Sim ( ) Nao ( )
Permanecem em local de criagdo: Sim ( ) Nao ( )

CARACTERIZAGAO DA CIRCUNVIZINHANGA

e Curso d'agua préximo (nascentes, rios, lagos, ribeirdes, cérregos,)
Presente ( ) Ausente ( )

e Ruas ndo pavimentadas préoximas
Possui ( ) Na&ao possui ( )

Numero de ruas ndo pavimentadas:

e Terrenos baldios proximos
Possui ( ) Nao possui ( )

NUmero de terrenos baldios:

e Presencade Vegetacdo Natural proximas
Presente ( ) Ausente ( )

Tipo de vegetacdo: mata de galeria ( ) cerrado ( ) campo ( )
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Outra (especificar):

e Pastagens proximas
Presente ( ) Ausente ( )
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ANEXOS

ANEXO A - Artigo publicado na revista Memorias do Instituto Oswaldo
Cruz, 2017
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The role of gallery forests in maintaining Phlebotominae populations:
potential Leishmania spp. vectors in the Brazilian savanna

Tamara Dias Oliveira Machado'?, Thais Tamara Castro Minuzzi-Souza'”,

Tauana de Sousa Ferreira', Luciana Pereira Freire', Renata Vel6zo Timbd', Tamires Emanuele Vital’,
Nadjar Nitz*, Mariana Neiva Silva', Alcinei de Souza Santos Junior?, Nathyla Morgana Cunha Sales?,
Marcos Takashi Obara‘, Andrey José de Andrade'*, Rodrigo Gurgel-Goncalves'/*
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BACKGROUND Knowledge on synanthropic phlebotomines and their natural infection by Leishmania is necessary for the
identification of potential areas for leishmaniasis occurrence.

OBJECTIVE To analyse the occurrence of Phlebotominae in gallery forests and household units (HUs) in the city of Palmas and to
determine the rate of natural infection by trypanosomatids.

METHODS Gallery forests and adjacent household areas were sampled on July (dry season) and November (rainy season) in 2014.
The total sampling effort was 960 HP light traps and eight Shannon traps. Trypanosomatids were detected in Phlebotominae
females through the amplification of the SSU rDNA region, and the positive samples were used in ITSI-PCR. Trypanosomatid
species were identified using sequencing.

FINDINGS A total of 1,527 sand flies representing 30 species were captured in which 949 (28 spp.) and 578 (22 spp.) were registered
in July and November, respectively. In July, more specimens were captured in the gallery forests than in the HUs, and Nyssomyia
whitmani was particularly frequent. In November, most of the specimens were found in the HUs, and again, Ny. whitmani was the
predominant species. Lutzomyia longipalpis was commonly found in domestic areas, while Bichromomyia flaviscutellata was
most frequent in gallery forests. Molecular analysis of 154 pools of females (752 specimens) identified Leishmania amazonensis,
L. infantum, and Crithidia fasciculata in Ny. whitmani, as well as L. amazonensis in Lu. longipalpis, Trypanosoma sp. and L.
amazonensis in Pintomyia christenseni, and L. amazonensis in both Psathyromyia hermanlenti and Evandromyia walkeri.

MAIN CONCLUSIONS These results show the importance of gallery forests in maintaining Phlebotominae populations in the dry
month, as well as their frequent occurrence in household units in the rainy month. This is the first study to identify Leishmania,
Trypanosoma, and Crithidia species in Phlebotominae collected in Palmas, Tocantins, Brazil.

Key words. Nyssomyia whitmani - Lutzomyia longipalpis - Leishmania amazonensis - Trypanosoma sp. - Crithidia fasciculata

The leishmaniases are diseases caused by protozo-
ans of the genus Leishmania (Kinetoplastida: Trypano-
somatidae) that are transmitted by several phlebotomine
species (Diptera: Phlebotominae) comprising an impor-
tant public health problem worldwide. In endemic areas,
phlebotomine species are commonly found in both the
sylvatic and domestic environments, and their natural
infection rates by Leishmania spp. are generally low
(Paiva et al. 2006, Pita-Pereira et al. 2011).

The main factors that contribute to the proximity of
phlebotomine species to domestic environments are ur-
banisation, deforestation and host availability (Quinnell
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& Dye 1994, Vilela et al. 2011). These anthropogenic
changes produce landscapes in which households are
close to remaining forest patches where the enzootic
cycles of Leishmania species are present. Phlebotomine
populations can spread from these forests and colonise
human environments. Thus, detecting natural infection
in Phlebotominae in environments with different de-
grees of human modification is important for epidemio-
logical studies on leishmaniasis.

Rapid local socioeconomic growth after the creation
of the Brazilian state of Tocantins in 1988, associated
with human migration, deforestation, and the poor quality
or lack of sanitation systems, are all examples of human
modifications. Recently, this region has experienced en-
vironmental changes resulting from agricultural activities
and hydroelectric power plants, both of which are condu-
cive to the spread of certain phlebotomine species to hu-
man environments and which have contributed to leish-
maniasis outbreaks (Vilela et al. 2011). Approximately
70 sand fly species have been recorded in Tocantins (An-
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drade-Filho et al. 2001, Vilela et al. 2011, 2013, Machado
etal. 2012, Godoy et al. 2017), some of which (Nyssomyia
whitmani, Lutzomyia longipalpis, Evandromyia bourrou-
li, Ny. antunesi, Micropygomyia villelai, Psychodopygus
complexus, and Ps. ayrozai) have been recorded more fre-
quently in modified environments (Machado et al. 2012,
Vilela et al. 2013, Godoy et al. 2017). Ps. complexus and
Ps. ayrozai have been found to be infected by Leishmania
(Viannia) braziliensis in the state (Vilela et al. 2013).

The construction of Palmas, the capital of Tocantins,
turned large swaths of the Cerrado biome into frag-
ments of forest distributed throughout the city. Certain
sand fly species have been able to occupy these modi-
fied habitats, which could favor the circulation of Leish-
mania species in domestic environments. High rates of
Leishmania infection in dogs and children in other cities
in Tocantins are evidence of this process (Bigeli et al.
2012, Teles et al. 2012, Oliveira et al. 2014). Between
2011 and 2015, 1,473 new cases of human visceral leish-
maniasis (VL) and 2,685 new cases of American cutane-
ous leishmaniasis (ACL) were confirmed in Tocantins.
One hundred and eleven of the VL cases and 169 of the
ACL cases were registered in Palmas (data obtained in
cooperation with the local Secretariats of Health). These
results reflect the importance for more active surveil-
lance, including monitoring of occurrences and of natu-
ral phlebotomine infection in cities in this state.

Knowledge on phlebotomine species that are more
likely to adapt to human environments and on the levels
of natural infection by Leishmania is necessary for the
identification potential areas for leishmaniasis occur-
rence. Though sand fly species have been detected in
the Taquarugu district of Palmas (Machado et al. 2012),

there are no records of the phlebotomine fauna in the re-
maining gallery forests in the city, nor information about
their natural infection by Leishmania species. Therefore,
the present study sought to analyse the occurrence of
sand fly species in gallery forests and household units
(HUs) in downtown Palmas and the Taquarucu district
specifically in dry and wet months, and also to evaluate
their rate of natural infection by Leishmania spp. and
other trypanosomatids in these areas.

MATERIALS AND METHODS

Study area - Palmas is located in the central region of
the Brazilian state of Tocantins (10°09°487S, 48°21°04”W,
Fig. 1). Palmas has a humid-subhumid climate, with an
average annual temperature of 28°C and average annual
rainfall of 1,600-1,700 mm. The population is estimated
to be 272,726 residents, and the city covers 2,218.943
km? (IBGE 2013). Vegetation types range from the sa-
vanna known as the Cerrado sensu strictu, grasslands,
montane savanna, riparian forest, and gallery forest. The
district of Taquarugu (10°10°33”S, 48°03’57”°W) is lo-
cated in a rural area of Palmas (Fig. 1) within the Serra
do Lajeado Environmental Protection Area and has an
area of 639%km?. In 2010, the population of this district
was 4,739 residents (http:/polis.org.br). Its climate is the
same as that of Palmas, with an average annual tempera-
ture of 27°C and average annual rainfall of 1,600 mm.
Vegetation includes the Cerrado sensu strictu, the sa-
vanna known as the Palmeiral, and gallery forests.

Phlebotominae collection and identification - Sand
flies were collected in downtown Palmas and in the
Taquarugu district from two gallery forests in each area

Fig. 1: location of study areas. The yellow pins connected by lines indicate points of reference for sampling trails in the gallery forests, and
the green symbols represent the household units (HUs) sampled in downtown Palmas and the Taquarugu district. Source: Google Earth 2016.
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and 10 HUs adjacent to each gallery forest (Fig. 1). HP
light traps and Shannon traps were used in the collec-
tions. The HP traps were installed at a height of approxi-
mately 1.5 m and were exposed for 12 h starting at sunset,
and the Shannon traps were left in place for four hours
(18:00 - 22:00). Twenty HP traps were placed in each gal-
lery forest in linear transects approximately 500 metres
in length. Two HP traps were installed in each household:
one in a peridomestic location (such as an animal housing
structure), and one inside the household. At each HP trap
site, three collections were performed on three consecu-
tive sampling days. One capture with a Shannon trap was
performed in each gallery forest. Sampling in these areas
was repeated in two months (the dry season in June and
the rainy season in November 2014). There were 15 sam-
pling days in each month. Total sample efforts were rep-
resented by 960 HP traps (50% of which were installed
in the gallery forests) and eight Shannon traps (100% of
which were installed in the gallery forests).

After screening, males and females were euthanised
and placed in Eppendorf tubes with 70% alcohol. The
males were clarified and mounted in Canada balsam be-
tween the slide and the coverslip. The females were dis-
sected before being mounted on the slides. The head and
final portion of the abdomen (the last three segments) were
separated from the body following the same clarification
procedure used for the males. The structures were mount-
ed for specific identification. The Phlebotominae were
identified following Galati (2003, 2016) and genera abbre-
viations were used in accordance with Marcondes (2007).
Some specimens were identified only at the subtribe, ge-
nus or subgenus level due to the condition of the material.

DNA Extraction and polymerase chain reaction
(PCR) - Parts of the females’ abdomens were grouped
into pools of up to 10 specimens after species identifi-
cation, capture site, and date of collection. Each pool
was transferred to a sterile, 1.5 mL Eppendorf tube for
DNA extraction using the Illustra™ Tissue and Cells
Genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare). The sam-
ples remained in proteinase K at 37°C overnight, and the
following steps were performed according to the manu-
facturer’s instructions. To determine the quality of the
DNA extracted, the cacophony gene of the IVS6 region
of Phlebotominae was detected using specific prim-
ers: Llcacs-GTGGC-CGAACATAATGTTAG-3" and
Licac 5-CCACGAACAAGT-TCAACATC-3’ (Lins et
al. 2002). The amplification reaction was performed in
a final volume of 25 pL containing 1X reaction buffer
(20 mM Tris-HCl, pH 8.4, 50 mM KCI; Invitrogen), 1.0
mM MgCl, 0.2 uM dNTPs solution (GE Healthcare), 0.5
uM of each primer, 1.5 U of Invitrogen Platinum Taq
DNA polymerase (Life Technologies, Brazil), and 3uL
of DNA (5 ng/uL). The reactions were performed in the
MyCycler™ thermal cycler system (Bio-Rad) with the
following program: 5 min at 95°C, followed by 35 cycles
at 95°C for 30 s, 57°C for 30 s, 72°C for 30 s, and a final
extension for 10 min at 72°C. The positive control (Phle-
botominae DNA) and the blank sample (no DNA) were
included. The amplified products were separated by
electrophoresis in 1.3% agarose gel stained with ethid-

ium bromide at 0.5 pg/mL and in TAE buffer (90 mM
Tris-acetate at pH 8.0; 25 mM EDTA) and visualised us-
ing an Alpha Imager R Mini System (Alpha Innotech).

To detect Phlebotominae infection by trypanosoma-
tids, PCRs were performed using the S4 (5-GAT CCA
GCT GCA GGT TCA CC-3’) and SI12 (5-GGT TGA
TTC CGT CAA CGG AC-3’) primers to amplify the
SSU 1DNA region (Uliana et al. 1994). The PCR was
prepared in a final volume of 25 pL containing 1X re-
action buffer (20 mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM KCI;
Invitrogen), 1.5 mM MgCl,, 0.2 uM dNTPs solution (GE
Healthcare), 0.75 uM of each primer, 1.5 U of Invitrogen
Platinum Tag DNA polymerase (Life Technologies, Bra-
zil), and 3 puL of DNA (5 ng/uL) from the samples. The
reactions were realised in the thermocycler BIO-RAD™
MyCycler and the follow conditions were used: 94°C for
3min, followed by 35 cycles at 94°C for 1 min, 58°C for
1 min, 72°C for 1 min, and a final extension in 72°C for
7 min. The amplified products were separated by elec-
trophoresis as described above.

After the dilution of the product of the first SSU-
PCR (amplifying a 520-bp fragment), nested PCR was
performed using the specific primers S17 (5-CCA AGC
TGC CCA GTA GAAT-3") and S18 (5-TCG GGC GGA
TAA AAC CC-3’) (Savani et al. 2009), under the same
conditions as those used in the first reaction. The prod-
uct of the first PCR was diluted in water in the propor-
tion 1:10 and 2 pL were used in the nested PCR. This
PCR was prepared in a final volume of 25 L containing
of X reaction buffer (20 mM Tris-HCL pH 8.4, 50 mM
KCl, Invitrogen), 0.2 uM dNTPs solution (GE Health-
care), 1.5 mM MgClL, 0.75 uM of each primer, and 1.5 U
Invitrogen Platinum Taq DNA polymerase (Life Tech-
nologies, Brazil). PCR products were separated by 1.3%
agarose gel electrophoresis as described above. The pos-
itive controls used in these reactions were DNA samples
from the parasites extracted from laboratory cultures: L.
braziliensis (Lb), L. infantum (Li) or synonym L. cha-
gasi (Lc), and Trypanosoma cruzi (Tc). The negative
controls were DNA from uninfected mice.

The samples that showed positive amplicons in the
nested SSU-PCR were tested in PCR using the ITS region
of the ribosomal RNA gene (ITS), specific for Leishma-
nia spp., producing a fragment that ranged from 302 to
338-bp in length. The primers used were LITSI (5" CTG
GAT CAT TTT CCG ATG 3") and L5.8S (5 TGA TAC
CAC TTA TCG CAC TT 3’) (El Tai et al. 2000). The am-
plification reaction was performed in a final volume of
25 uL containing 1X reaction buffer (20 mM Tris-HCL,
pH 8.4, 50 mM KCl, Invitrogen), 1.5 mM MgCl,, 0.2 uM
dNTPs solution (GE Healthcare), 0.25 uM of each prim-
er, 1.5 U of Invitrogen Platinum Taq DNA polymerase
(Life Technologies, Brazil), and 5 uL of DNA (20 ng/
uL). The reactions were performed in the MyCycler™
thermal cycler system (Bio-Rad) with the following pro-
gram: 95°C for 5 min, 35 cycles at 95°C for 30 s, 58°C
for 30 s, 72°C for 30 s, and a final extension for 5 min at
72°C. The positive and negative controls were the same
used in the SSU-PCR, with the exception of 7. cruzi. The
product of this PCR was reamplified with the same prim-
ers, and 2 pL of the product from the first reaction was

128



684  Leishmania vectors in gallery forests * Tamara Dias Oliveira Machado et al.

used as template. The same conditions were kept for the
reamplification. The amplified products were separated
by electrophoresis as described above.

Sequencing - The fragments amplified in all PCRs
were purified using an Illustra™ GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, New York,
USA) and sequenced to identify the Leishmania spe-
cies and other trypanosomatids. The sequencing was
performed at the Human Genome and Stem-Cell Re-
search Center of the University of Sdo Paulo (USP).
The sequences were edited in the Geneious software

(Biomatters, New Zealand) and were then compared to
the sequences from Leishmania species and other try-
panosomatids deposited in GenBank using the basic lo-
cal alignment search tool (BLAST) algorithm from the
National Center for Biotechnology Information (NCBI).
The parasites were identified considering 99%-100% of
identity with the sequences deposited in GenBank.

Data analysis - Fisher’s exact tests were performed
using the GraphPad software to determine the differ-
ences in Phlebotomine species frequency between the
habitats (gallery forests versus HUs), months (the dry

TABLEI

Total number of Phlebotominae specimens collected in the Taquarugu district and downtown area of Palmas,
Tocantins, Brazil, in July (the dry season) and November (the rainy season) of 2014

Downtown Palmas Taquarugu

Species Dry month Rainy month Dry month Rainy month Total
Bichromomyia flaviscutellata 44 3 62 2 111
Brumptomyia brumpti 0 0 2 0 2
Brumptomyia sp. 1 0 6 2 9
Evandromyia carmelinoi 19 2 15 59 115
Evandromyia evandroi 1 0 2 11 14
Evandromyia lenti 5 2 1 24 32
Evandromyia sallesi 0 0 6 13 19
Evandromyia saulensis 7 1 0 0 8
Evandromyia termitophila 3 2 0 4 9
Evandromyia walkeri 15 35 8 11 69
Lutzomyia longipalpis 31 54 6 4 95
Lutzomyiina sp. 0 1 0 0 1
Micropygomyia longipennis 5 2 2 2 11
Micropygomyia rorotaensis 3 4 0 11 18
Micropygomyia sp. 0 0 1 0 1
Micropygomyia villelai 3 0 2 0 5
Nyssomyia antunesi 0 5 0 0 5
Nyssomyia whitmani 177 216 323 57 773
Pintomyia christenseni 0 0 16 4 20
Pintomyia damascenoi 0 0 1 0 1
Pressatia choti 0 0 7 1 8
Pressatia sp. 0 0 2 0 2
Psathyromyia abonnenci 1 0 0 0 1
Psathyromyia aragaoi 0 0 2 4 26
Psathyromyia brasiliensis 0 2 0 0 2
Psathyromyia campbelli 1 0 0 0 1
Psathyromyia campograndensis 0 0 3 2 5
Psathyromyia hermanlenti 24 3 78 0 105
Psathyromyia lutziana 0 2 6 0 8
Psathyromyia pradobarrientosi 1 0 4 0 5
Psathyromyia punctigeniculata 1 0 0 0 1
Psathyromyia (Psathyromyia) sp. 0 1 13 1 15
Psychodopygus davisi 0 0 1 3 4
Psychodopygus hirsutus 0 0 1 0 1
Sciopemyia sordellii 4 3 13 5 25
Total 346 358 603 220 1527
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month in July versus the rainy month in November), and
locations (Palmas versus Taquarugu). Differences in the
proportions of phlebotomine pools positive for Leishma-
nia between habitats and locations were also determined
using Fisher’s exact test. The differences were consid-
ered statistically significant when p < 0.05.

RESULTS

A total of 1,527 Phlebotominae specimens (738 from
the households and 789 from the gallery forests) were
captured from the two study areas. The specimens were
distributed across 11 genera and 30 species (genus, sub-
genus and subtribe identifications were not considered
for the number of registered species). Species richness

was greater in Taquarugu (n = 24) than in downtown Pal-
mas (n=22). The most frequent species was Ny. whitmani
(50.6%), followed by Ev. carmelinoi (7.53%), Bichromo-
myia flaviscutellata (1.27%), Psathyromyia hermanlenti
(6.8%), Lu. longipalpis (6.2%), and Ev. walkeri (4.5%).
The other species represented 15% of the total number of
sand fly species captured (Table I). Fifteen species were
common in both locations. Six species were found only
in Palmas, and nine species were detected only in Taqua-
rugu (Table I). Sand flies were more frequent in the HUs
in November (the rainy season) and in the gallery forests
in July (the dry season), as shown in Tables II-III.

In total, 285 of the 960 HP traps installed were posi-
tive, resulting in 29.7% capture success. Sand flies were

TABLEII

Phlebotominae specimens recorded in three environments in the city of Palmas, Tocantins, Brazil, in the dry season (July) of 2014

Downtown Palmas Taquarugu

Species Intra Peri Forest Intra Peri Forest Total
Bichromomyia flaviscutellata 0 0 44 0 1 61 106
Brumptomyia brumpti 0 0 0 1 0 1 2
Brumptomyia sp. 0 0 1 0 0 6 7
Evandromyia carmelinoi 8 7 4 0 15 0 34
Evandromyia evandroi 0 0 1 0 0 2 3
Evandromyia lenti 1 1 3 0 1 0 6
Evandromyia sallesi 0 0 0 0 3 3 6
Evandromyia saulensis 0 0 7 0 0 0 7
Evandromyia termitophila 2 1 0 0 0 0 3
Evandromyia walkeri 0 1 14 0 0 8 23
Lutzomyia longipalpis 19 10 2 0 5 1 37
Micropygomyia longipennis 0 0 5 1 1 0 7
Micropygomyia rorotaensis 0 3 0 0 0 3
Micropygomyia sp. 0 0 0 0 0 1 1
Micropygomyia villelai 1 1 1 0 1 1 5
Nyssomyia whitmani 17 13 147 4 30 289 500
Pintomyia christenseni 0 0 0 1 0 15 16
Pintomyia damascenoi 0 0 0 0 0 1 1
Pressatia choti 0 0 0 0 4 3 7
Pressatia sp. 0 0 0 0 0 2 2
Psathyromyia abonnenci 0 1 0 0 0 0 1
Psathyromyia aragaoi 0 0 0 0 1 21 22
Psathyromyia campbelli 1 0 0 0 0 0 1
Psathyromyia campograndensis 0 0 0 0 0 3 3
Psathyromyia hermanlenti 9 2 13 1 6 7 102
Psathyromyia lutziana 0 0 0 1 0 5 6
Psathyromyia pradobarrientosi 0 0 1 0 0 4 3
Psathyromyia punctigeniculata 1 0 0 0 0 0 1
Psathyromyia (Psathyromyia) sp. 0 0 0 2 2 9 13
Psychodopygus davisi 0 0 0 0 0 1 1
Psychodopygus hirsutus 0 0 0 0 0 1 1
Sciopemyia sordellii 2 0 2 4 4 5 17
Total 61 37 248 15 74 514 949

Intra: intradomestic environment; Peri: peridomestic environment.
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TABLE III

Phlebotominae specimens recorded in three environments in the city of Palmas,
Tocantins, Brazil, in the rainy season (November) of 2014

Downtown Palmas Taquarugu

Species Intra Peri Forest Intra Peri Forest Total
Bichromomyia flaviscutellata 0 1 2 0 1 1 5
Brumptomyia sp. 0 0 0 0 2 0 2
Evandromyia carmelinoi 2 18 2 1 56 2 81
Evandromyia evandroi 0 0 0 0 11 0 11
Evandromyia lenti 0 1 1 2 22 0 26
Evandromyia sallesi 0 0 0 2 11 0 13
Evandromyia saulensis 0 1 0 0 0 0 1
Evandromyia termitophila 0 2 0 0 4 0 6
Evandromyia walkeri 9 22 4 3 6 2 46
Lutzomyia longipalpis 12 44 0 0 2 0 58
Lutzomyiina sp. 0 0 1 0 0 0 1
Micropygomyia longipennis 0 0 2 2 0 0 4
Micropygomyia rorotaensis 2 2 0 6 4 1 15
Nyssomyia antunesi 0 4 1 0 0 0 5
Nyssomyia whitmani 4 212 0 0 56 1 2713
Pintomyia christenseni 0 0 0 0 4 0 4
Pressatia choti 0 0 0 0 0 1 1
Psathyromyia (Psathyromyia) sp. 0 1 0 0 1 0 2
Psathyromyia aragaoi 0 0 0 0 3 1 4
Psathyromyia brasiliensis 0 2 0 0 0 0 2
Psathyromyia campograndensis 0 0 0 0 0 2 2
Psathyromyia hermanlenti 1 2 0 0 0 0 3
Psathyromyia lutziana 2 0 0 0 0 0 2
Psychodopygus davisi 0 0 0 0 0 3 :
Sciopemyia sordellii 1 2 0 2 3 0 8
Total 33 314 13 18 186 14 578

Intra: intradomestic environment; Peri: peridomestic environment.

captured in Shannon traps in both months in the four
forest sites sampled (n = 6, 75% capture success). There
was a significant difference in the proportion of positive
HP traps between the months (July = 44.3%; Novem-
ber = 15%), between the habitats (HUs = 23.3%; forest
=36%), and between the locations (Taquarugu = 33.5%;
Palmas = 25.8%). Fisher’s exact test showed significant
differences in all comparisons, with p < 0.01. The high-
est capture success rate was obtained in the forests in
July (63.3%), a result which was much higher than that of
the forests in November (8.7%). In the HUs, the propor-
tions of positive traps in July and November were more
similar: 25.4% and 21.2%, respectively.

In July, the relative abundance of sand flies was high-
er in gallery forests than in the HUs (85.2% vs. 24.8% in
Taquarugu and 71.7% vs. 28.3% in downtown Palmas).
Species richness was higher in July in both Taquarugu
and downtown Palmas (20 species and 14 species, re-
spectively) (Table II). The species with the highest rate
of occurrence in the Taquarugu gallery forests in this

dry month were Ny. whitmani (47.9%), Pa. hermanlenti
(11.8%), Bi. flaviscutellata (10.1%), Pa. aragaoi (3.5%),
and Pintomyia christenseni (2.9%). As shown in Table
II, the most frequent species in the gallery forests in
downtown Palmas were Ny. whitmani (42.5%), Bi. fla-
viscutellata (12.7%), Ev. walkeri (4%), and Pa. herman-
lenti (3.7%). Only three Lu. longipalpis specimens were
found in the gallery forest in downtown Palmas.

In November, the number and richness of Phleboto-
minae captured in the gallery forests were low. Most
of the species collected that month were found in the
peridomestic sites in downtown Palmas, and species
richness was similar between the peridomestic sites in
Palmas and Taquarugu (Table III). The most frequent
species in the peridomestic environment in downtown
Palmas in November was Ny. whitmani (59%), followed
by Lu. longipalpis (11.9%), Ev. walkeri (6.1%), and Ev.
carmelinoi (5%). Meanwhile, in the peridomestic envi-
ronment in Taquarugu, the most frequent species were
Ny. whitmani, Ev. carmelinoi (25.6%), Evandomyia len-
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TABLE III

Phlebotominae specimens recorded in three environments in the city of Palmas,
Tocantins, Brazil, in the rainy season (November) of 2014

Downtown Palmas Taquarugu

Species Intra Peri Forest Intra Peri Forest Total
Bichromomyia flaviscutellata 0 1 2 0 1 1 5
Brumptomyia sp. 0 0 0 0 2 0 2
Evandromyia carmelinoi 2 18 2 1 56 2 81
Evandromyia evandroi 0 0 0 0 11 0 11
Evandromyia lenti 0 1 1 2 22 0 26
Evandromyia sallesi 0 0 0 2 11 0 13
Evandromyia saulensis 0 1 0 0 0 0 1
Evandromyia termitophila 0 2 0 0 4 0 6
Evandromyia walkeri 9 22 4 3 6 2 46
Lutzomyia longipalpis 12 44 0 0 2 0 58
Lutzomyiina sp. 0 0 1 0 0 0 1
Micropygomyia longipennis 0 0 2 2 0 0 4
Micropygomyia rorotaensis 2 2 0 6 4 1 15
Nyssomyia antunesi 0 4 1 0 0 0 5
Nyssomyia whitmani 4 212 0 0 56 1 2713
Pintomyia christenseni 0 0 0 0 4 0 4
Pressatia choti 0 0 0 0 0 1 1
Psathyromyia (Psathyromyia) sp. 0 1 0 0 1 0 2
Psathyromyia aragaoi 0 0 0 0 3 1 4
Psathyromyia brasiliensis 0 2 0 0 0 0 2
Psathyromyia campograndensis 0 0 0 0 0 2 2
Psathyromyia hermanlenti 1 2 0 0 0 0 3
Psathyromyia lutziana 2 0 0 0 0 0 2
Psychodopygus davisi 0 0 0 0 0 3 :
Sciopemyia sordellii 1 2 0 2 3 0 8
Total 33 314 13 18 186 14 578

Intra: intradomestic environment; Peri: peridomestic environment.

captured in Shannon traps in both months in the four
forest sites sampled (n = 6, 75% capture success). There
was a significant difference in the proportion of positive
HP traps between the months (July = 44.3%; Novem-
ber = 15%), between the habitats (HUs = 23.3%; forest
=36%), and between the locations (Taquarugu = 33.5%;
Palmas = 25.8%). Fisher’s exact test showed significant
differences in all comparisons, with p < 0.01. The high-
est capture success rate was obtained in the forests in
July (63.3%), a result which was much higher than that of
the forests in November (8.7%). In the HUs, the propor-
tions of positive traps in July and November were more
similar: 25.4% and 21.2%, respectively.

In July, the relative abundance of sand flies was high-
er in gallery forests than in the HUs (85.2% vs. 24.8% in
Taquarugu and 71.7% vs. 28.3% in downtown Palmas).
Species richness was higher in July in both Taquarugu
and downtown Palmas (20 species and 14 species, re-
spectively) (Table II). The species with the highest rate
of occurrence in the Taquarugu gallery forests in this

dry month were Ny. whitmani (47.9%), Pa. hermanlenti
(11.8%), Bi. flaviscutellata (10.1%), Pa. aragaoi (3.5%),
and Pintomyia christenseni (2.9%). As shown in Table
II, the most frequent species in the gallery forests in
downtown Palmas were Ny. whitmani (42.5%), Bi. fla-
viscutellata (12.7%), Ev. walkeri (4%), and Pa. herman-
lenti (3.7%). Only three Lu. longipalpis specimens were
found in the gallery forest in downtown Palmas.

In November, the number and richness of Phleboto-
minae captured in the gallery forests were low. Most
of the species collected that month were found in the
peridomestic sites in downtown Palmas, and species
richness was similar between the peridomestic sites in
Palmas and Taquarugu (Table III). The most frequent
species in the peridomestic environment in downtown
Palmas in November was Ny. whitmani (59%), followed
by Lu. longipalpis (11.9%), Ev. walkeri (6.1%), and Ev.
carmelinoi (5%). Meanwhile, in the peridomestic envi-
ronment in Taquarugu, the most frequent species were
Ny. whitmani, Ev. carmelinoi (25.6%), Evandomyia len-
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ti (10%), Evandromyia sallesi (5%), and Evandromyia
evandroi (4.6%) (Table III).

The overall ratio of females to males (F:M) was 1.6:1.
More females were captured than males in July (764 fe-

B Number of femaes
s Numberof males

No. of specimens

Per

Dry season Rainy season

i Season @ Number of females
@ Number of males
£ 500
)
[
Q
2 300
o
$ 200
100 4
0_

Pen

Dry season Rainy season

Season

Fig. 2: abundance of male and female Phlebotominae specimens in three
environments in Palmas (top) and Taquarugu (bottom), Brazil, in July
(the dry season) and November (the rainy season) of 2014. Intra: intrado-
mestic environment; Peri: peridomestic environment; No: number.

males versus 185 males, ratio = 4.1:1), though more males
than females were captured in November (180 females ver-
sus 398 males, ratio = 0.4:1). More females were captured
in the gallery forests in downtown Palmas in July (the dry
month), while more males were captured in the peridomes-
tic site in downtown Palmas in the rainy month (Fig. 2).
In Taquarugu in July, there were also more females in the
gallery forests, unlike in November, in which more males
were captured in the HUs of this district (Fig. 2).

A total of 752 females grouped into 154 pools were
analysed (Supplementary data). Of these, 15 pools exhib-
ited positive amplification in the SSU (18S) rDNA gene
(e.g. Fig. 3, GenBank accession numbers KY660706-
KY660719). Only one of these samples were positive in
the ITSI-PCR. Leishmania spp. DNA was detected in
the sand fly species from both sample locations (Table
IV); however, there were no significant differences in
the proportions of pools positive for Leishmania spp. be-
tween these locations in either July (Fisher, p = 0.74) or
November (Fisher, p = 1.0). In July, the proportion of
phlebotomine pools positive for Leishmania spp. DNA
were 17.6% in the HUs and 3.7% in the gallery forests.
In November, the proportion of pools positive for Leish-
mania spp. DNA were 5.8% in the HUs and 28.5% in the
forests. When the sampling in both months was consid-
ered, the proportion of Phlebotominae pools positive for
Leishmania was 8/57 (14.0%) in the HUs and 6/84 (7.1%)
in the forests (Fisher, p = 0.25).

In Taquarugu district in July, six Ny. whitmani pools
were found to have DNA from the following trypanoso-
matid species: Leishmania spp. (n = 3; forests and HUs),
L. amazonensis (n=2; HU), and Crithidia fasciculata (n
= |; forest). In addition, one Pi. christenseni pool (n = 1;
forest) was found to have Tiypanosoma sp. DNA (Table
IV). In this month, Lu. longipalpis and Pa. hermanlenti
pools were found to have L. amazonensis DNA (Table

MW B NC, NC, 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 Lb Lc Tc

MW 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 b Lc Tc

—» ~470bp

Fig. 3: identification of trypanosomatids in sand fly samples captured in Palmas, Tocantins, Brazil, in July 2014 based on polymerase chain
reaction (PCR) directed to the SSU rDNA gene. 26 to 50: sandfly samples. MW: molecular weight marker: positive controls: Tc (Trypanosoma

cruzi), Le (Leishmania infantum), Lb (Leishmania brazi

iliensis). NC: negative control; B: blank.
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IV). In downtown Palmas, L. infantum and L. amazo-
nensis DNA was detected in Ny. whitmani pools and Lu.
longipalpis pools, respectively (Table IV).

The minimum rates of infection of Ny. whitmani
(number of positive pools/number of females analysed)
by L. amazonensis and L. infantum in HUs in July (the
dry month) were 7%, and 3%, respectively. In November
(the rainy month), no Leishmania-infected Ny. whitmani
was detected. The minimum rates of infection of Lu. lon-
gipalpis by L. amazonensis in HUs were 10% in Novem-
ber and 12.5% in July. In November, Leishmania sp. was
detected in Bi. flaviscutellata and L. amazonensis was
detected in Ev. walkeri and Pi. christenseni (Table IV).

DISCUSSION

The presence of Leishmania spp. DNA in six Phle-
botominae species from HUs and adjacent gallery for-
ests in downtown Palmas and the Taquarugu district
suggests that the environments are potentially at risk for
the Leishmania transmission. The results also reveal the
role of gallery forests in maintaining Leishmania vectors
in areas of the Brazilian savanna.

The number of species recorded in this study (30) was
similar to the number reported by Machado et al. (2012),
who registered 32 species. High Phlebotominae diversity
has also been reported in studies performed in different
cities in this state (Andrade-Filho et al. 2001, Vilela et al.
2011, 2013). Species such as Ny. whitmani, Bi. flaviscutel-
lata, and Lu. longipalpis are likely to be involved in the
transmission of Leishmania spp. in Palmas.

Species richness and Phlebotominae occurrence were
higher in the rural area (Taquarugu) than in downtown
Palmas. Parallel findings were also reported by Cruz et
al. (2013) in Bandeirantes, state of Parana. Meanwhile,
Vilela et al. (2011) also observed high species diversity in
rural environments, but the abundance of sand flies was
higher in urban environments. These results may be due
to the presence of forests close to households and animal
housing structures, as well as to the presence accumulated
organic matter, all of which provides conditions that are
conducive to the establishment of a Phlebotomine repro-
ductive cycle (Quinnell & Dye 1994, Cruz et al. 2013).

Species richness was higher in July (the dry month)
than in November (the rainy month) in both locations.
Similar findings were reported by Pinheiro et al. (2013) in
the state of Rio Grande do Norte and Moraes et al. (2015)
in state of Maranhao. In the current study, the soil showed
higher amount of organic matter in dry month (see Fig.
in Supplementary data). This condition may have con-
tributed to the higher population size in this month and,
as aresult, to the increase in permanent breeding sites. In
the dry month, the preferred habitat among the sand fly
specimens was the adjacent gallery forests, where higher
numbers of females were captured. In November (the
rainy month), most of the specimens captured were found
in the peridomestic sites, and there were more males than
females. The lower number of phlebotomines in gallery
forests was observed in the rainy season when the soil
was very soaked (see Fig. in Supplementary data). Proba-
bly this environmental condition disturbs the species de-
velopment in the soil reducing number of breeding sites

and consequently population size. The predominance of
females over males in this study differed from the find-
ings of other authors (Vilela et al. 2011, 2013, Cruz et al.
2013, Pinheiro et al. 2013), and this occurred probably
due the food source or climatic changes. However, a de-
tailed sex ratio study during a one or two-year period is
necessary to test such hypothesis.

PCR has been used in many studies to detect Leish-
mania in Phlebotominae species (Quaresma et al. 2012,
Vilela et al. 2013). It is more sensitive than dissection fol-
lowed by parasitological examination, and it allows for
the identification of parasites at the genus, subgenus, and/
or species level (Pita-Pereira et al. 2011). The nested PCR
technique using SSU rDNA is more sensitive in the de-
tection of trypanosomatids than PCR with ITS] as a tar-
get (El Tai et al. 2000), a factor which would explain the
unique positive sample detected using the ITSI marker.
The rates of infection by Leishmania in vectors are gen-
erally low in nature (Paiva et al. 2006). The average rates
remained below 3%, and have rarely reached 10% when
evaluated by dissection or PCR (Missawa et al. 2010).
Based on this, some of our rates were considered high.

In Taquarugu, Leishmania spp. DNA detected in the
Ny. whitmani may be from L. braziliensis, as Ny. whitmani
is an important vector of the parasite (Rangel & Lainson
2009). L. amazonensis DNA was detected for the first time
in Ny. whitmani, Pa. hermanlenti, and Pi. christenseni from
this location. It is known that Ny. whitmani can be infected
experimentally with L. amazonensis and may even be a
vector of diffuse cutaneous leishmaniasis (Fonteles et al.
2016). Infection by Leishmania sp. detected in Bi. flavis-
cutellata from this site may be caused by L. amazonensis,
given the known association between these species (Rangel
& Lainson 2009). Crithidia fasciculata DNA was detected
for the first time in Ny. whitmani from this district, as was
DNA of Trypanosoma sp. in Pi. christenseni. In downtown
Palmas, DNA of L. infantum was detected in Ny. whitmant,
and the presence of L. amazonensis was detected in Ev.
walkeri for the first time. Infections of Ny. whitmani by L.
infantum were described in state of Minas Gerais, but the
biological interactions involved in this infection need to be
investigated to determine the role of this vector in parasite
transmission (Margonari et al. 2010). The finding of L. in-
fantum DNA in Lu. longipalpis at both locations was ex-
pected, but L. amazonensis DNA was found in this sand
fly species. Experiments have revealed the ability of this
vector to transmit L. amazonensis to hamsters (da Silva et
al. 1990), and other studies have detected L. amazonensis in
Lu. longipalpis (Paiva et al. 2006, Savani et al. 2009).

The first records of L. amazonensis DNA in Ny. whit-
mani, Pi. christenseni, Pa. hermanlenti, and Ev. walkeri
in the city of Palmas suggest the possible involvement of
these species in the transmission of the diffuse cutaneous
form of the disease in this city, where 169 cases of ACL
were reported in recent years (data obtained in coopera-
tion with the Municipal Secretariat of Health). However,
the finding of Leishmania DNA in sand fly species is not
the only condition required to declare it a vector. Species
distribution must also coincide with that of the disease
in humans; the insect must also be found to be infected
in peridomestic and domestic environments; it must feed
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regularly on humans and other hosts (Killick-Kendrick
1999), and the interaction between the vector and hosts
must be analysed in mathematical models (Ready 2013).
However, these reports will allow for a better under-
standing of the epidemiology of ACL in Palmas, and will
also help government health agencies to define the best
surveillance and control strategies for this zoonosis.

Though the small number of specimens captured, Lu.
longipalpis was commonly found in the domestic envi-
ronments in both downtown Palmas and Taquarugu. Un-
like in Taquarugu, Ny. whitmani was more common in the
HUs than in the gallery forests in downtown Palmas, a
finding which evidences that this species is able to adapt
to environmental changes and to domiciliary environ-
ments (Vilela et al. 2011). Furthermore, Leishmania spp.
DNA was detected in both species in both study areas. It
is therefore possible that L. infantum and L. amazonensis
are transmitted by Ny. whitmani and that L. amazonensis
is also transmitted by Lu. longipalpis in both locations.

The results indicate that the gallery forests play an
important role in maintaining Phlebotomine populations
in areas of the Brazilian savanna, particularly during the
dry month, when their frequency decreases in household
units. Ny. whitmani, the main vector of ACL, was frequent
in the gallery forests and household units of the study
areas, as was Lu. longipalpis, a vector of VL. However,
Lu. longipalpis was rare in the gallery forests, suggesting
that the adjacent forests are more important habitats for
ACL vectors than VL vectors, and that L. infantum cycles
are largely independent of these forest environments. The
new records of Phlebotominae infections by Leishmania
species and other trypanosomatid species presented here-
in provide increased knowledge on parasite-vector rela-
tions in areas of the Brazilian savanna.

ACKNOWLEDGEMENTS

To the professors at the Palmas Campus of the IFTO, with
special thanks to Octaviano Sidnei Furtado for his partnership in
the research; the agents of the Municipal Health Secretariat, Maria
do Socorro Cordeiro de Souza and Ademilton Alves Guimaraes,
for their help with the data on cases of VL and ACL in Palmas,
Tocantins; Marcelle Lorrane Silveira Carneiro Brito, the medical
researcher on the leishmaniasis technical team of the Tocantins
State Department of Health, for releasing the data on visceral
leishmaniasis and American cutaneous leishmaniasis in the state;
Elisa Neves Vianna and Eunice Aparecida Bianchi Galati for re-
viewing the final version of the manuscript. Finally, the authors
are grateful to the residents of Taquarugu and Palmas, Tocantins,
Brazil, for allowing us into their homes to perform the research.

AUTHORS’ CONTRIBUTION

RGG, MTO, AJA and TDOM - Study design; RGG, MTO,
AJA, TDOM, RVT, LPF, TEV, TTMS, MN, NMCS, ASSJ and
TSF - data collection; RGG, MTO, AJA and TDOM - data
organisation and analysis; RGG, MTO, AJA, TDOM and NN
- paper composition.

REFERENCES
Andrade-Filho JD, Valente MB, de Andrade WA, Brazil RP, Falcio

AL. Flebotomineos do estado de Tocantins, Brasil (Diptera: Psy-
chodidae). Rev Soc Bras Med Trop. 2001; 34(4): 323-9.

Bigeli JG, Oliveira Jr WP, Teles NM. Diagnosis of Leishmania (Leish-
mania) chagasi infection in dogs and the relationship with envi-

ronmental and sanitary aspects in the municipality of Palmas, state
of Tocantins, Brazil. Rev Soc Bras Med Trop. 2012; 45(1): 18-23.

Cruz CFR, Cruz MFR, Galati EAB. Sandflies (Diptera: Psychodidae)
in rural and urban environmentsin an endemic area of cutaneous
leishmaniasis in southern Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2013;
108(3): 303-11.

da Silva ALFF, Williams P, Melo MN, Mayrink W. Susceptibility
oflaboratory-reared female Lutzomyia longipalpis (Lutz & Nei-
va, 1912) to infection by different species and strains of Leish-
mania Ross, 1903. Mem Inst Oswaldo Cruz. 1990; 85(4): 453-8.

El Tai NO, Osman OF, El Fari M, Presber W, Schonian G. Genetic
heterogeneity of ribosomal internal transcribed spacer in clini-
cal samples of Leishmania donovani spotted on filter paper as
revealed by single-strand conformation polymorphisms and se-
quencing. Trans R Soc Trop Med Hyg. 2000; 94(5): 575-9.

Fonteles RS, Pereira Filho AA, Moraes JL, Kuppinger O, Rebélo JM. Ex-
perimental infection of Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani (Diptera:
Psychodidae: Phleb with Leishmania (Viannia) brazilien-
sis and Leishmania (L.) amazonensis, etiological agents of American
Tugumentary Leishmaniasis. ] Med Entomol. 2016; 53(1): 206-9.

Galati EAB. Apostila de bioecologia e identificacdo de Phlebotomi-
nae (Diptera, Psychodidae). 2016. Available from: http:/www.
fsp.usp.br/~egalati/.

Galati EAB. Classificagdo de Phlebotominae. In: EF Rangel, R Lain-
son, editors. Flebotomineos do Brasil. Rio de Janeiro: Fiocruz;
2003. p. 23-51.

Godoy RE, de Santana AL, Graser C, Rangel EF, Vilela ML. Aspects
on the ecology of phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae)
from Guarai, state of Tocantins, Brazil, endemic area for Ameri-
can cutaneous leishmaniasis. ] Med Entomol. 2017; 54(1): 229-35.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Cidades@. [up-
dated 2013; cited 2017 fev 27]. Available from: http:/ibge.gov.br/
cidadesat/.

Killick-Kendrick R. The biology and control of phlebotomine sand-
flies. Clin Dermatol. 1999; 17(3): 279-89.

Lins RMMA, Oliveira SG, Souza NA, de Queiroz RG, Justiniano SC,
Ward RD, et al. Molecular evolution of the cacophony IVS6 re-
gion in sandflies. Insect Mol Biol. 2002; 11(2): 117-22.

Machado TO, Braganga MAL, Carvalho ML, Andrade Filho JD. Species
diversity of sandflies (Diptera: Psychodidae) during different sea-
sons and in different environments in the district of Taquarugu, state
of Tocantins, Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2012; 107(7): 955-9.

Marcondes CB. A proposal of generic and subgeneric abbreviations
for phlebotomine sandflies (Diptera: Psychodidae: Phlebotomi-
nae) of the world. Entomol News. 2007; 118(4): 351-6.

Margonari C, Soares RP, Andrade-Filho JD, Xavier DC, Saraiva L,
Fonseca AL, et al. Phlebotomine sandflies (Diptera: Psychodi-
dae) and Leishmania infection in Gafanhoto Park, Divindpolis,
Brazil. J Med Entomol. 2010; 47(6): 1212-9.

Missawa NA, Michalsky EM, Fortes-Dias CL, Dias ES. Lutzomyia lon-
gipalpis naturally infected by Leishmania (L.) chagasi in Virzea
Grande, Mato Grosso state, Brazil, an area of intense transmission
of visceral leishmaniasis. Cad Saude Publica. 2010; 26(12): 2414-9.

Moraes JLP, dos Santos CLC, Bastos VIC, Pereira ACN, Moraes LS,
Moraes JRL, et al. Espécies de flebotomineos (Diptera, Psychodi-
dae) em matas ciliares na transigdo entre a Amazonia imida e o
Nordeste semi-arido do Brasil. Entomotropica. 2015; 30(3): 20-9.

Oliveira IB, Batista HL, Peluzio JM, Pfrimer IA, Rodrigues FM,
Carmo Filho JR. Epidemiological and envirc | aspects of
visceral leishmaniasis in children under 15 years of age between

136



Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 112(10), October 2017 691

2007 and 2012 in the city of Araguaina, state of Tocantins, Brazil.
Rev Soc Bras Med Trop. 2014; 47(4): 476-82.

Paiva BR, Secundino NF, Nascimento JC, Pimenta PFP, Galati EAB,
Andrade Junior HF, et al. Detection and identification of Leish-
mania species in field-captured phlebotomine sandflies based on
mini-exon gene PCR. Acta Trop. 2006; 99(2-3): 252-9.

Pinheiro MG, Silva JH, Cavalcanti KB, de Azevedo PR, Ximenes
MF. Ecological interactions among phlebotomines (Diptera: Psy-
chodidae) in na agro forestry environment of northeast Brazil. J
Vector Ecol. 2013; 38(2): 307-16.

Pita-Pereira D, Souza GD, Pereira TA, Zwetsch A, Britto C, Rangel
EF. Lutzomyia (Pintomyia) fischeri (Diptera: Psychodidae: Phle-
botominae), a probable vector of American cutaneous leishmani-
asis: detection of natural infection by Leishmania (Viannia) DNA
in specimens from the municipality of Porto Alegre (RS), Brazil.
Acta Trop. 2011; 120(3): 273-5.

Quaresma PF, Carvalho GML, Ramos MCNF, Andrade Filho JD.
Natural Leishmania sp. reservoirs and phlebotomine sandfly
food source identification in Ibitipoca State Park, Minas Gerais,
Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2012; 107(4): 480-5.

Quinnell RJ, Dye C. Correlates of the peridomestic abundance of Lut-
zomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) in A Brazil.
Med Vet Entomol. 1994; 8(3): 219-24.

Rangel EF, Lainson R. Proven and putative vectors of American cuta-
neous leishmaniasis in Brazil: aspects of their biology and vecto-
rial competence. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2009; 104(7): 937-54.

Ready PD. Biology of phlebotomine sand flies as vectors of disease
agents. Annu Rev Entomol. 2013; 58: 227-50.

Savani ESMM, Nunes VL, Galati EA, Castilho TM, Zampieri RA,
Floeter-Winter LM. The finding of Lutzomyia almerioi and Lu-
zomyia longipalpis naturally infected by Leishmania spp. in a
cutaneous and canine visceral leishmaniases focus in Serra da
Bodoquena, Brazil. Vet Parasitol. 2009; 160(1-2): 18-24.

Teles NM, Agostini MA, Bigeli JG, Noleto RV, Oliveira JD, de Olivei-
ra Jr WP. Molecular and parasitological detection of Leish
spp. in dogs caught in Palmas, TO, Brazil. Rev Bras Parasitol Vet.
2012; 21(3): 278-82.

Uliana SR, Nelson K, Beverley SM, Camargo EP, Floeter-Winter LM.
Discrimination amongst Leishmania by polymerase chain reac-
tion and hybridization with small subunit ribosomal DNA de-
rived oligonucleotides. J Eukaryot Microbiol. 1994; 41(4): 324-30.

Vilela ML, Azevedo CG, Carvalho BM, Rangel EF. Phlebotomine
fauna (Diptera: Psychodidae) and putative vectors of leishmani-
ases in impacted area by hydroelectric plant, state of Tocantins,
Brazil. PLoS ONE. 2011; 6(12): 1-7.

Vilela ML, de Pita-Pereira D, Azevedo CG. Godoy RE, Britto C,
Rangel EF. The phlebotomine fauna (Diptera: Psychodidae) of
Guarai, state of Tocantins, with an emphasis on the putative vec-
tors of American cutaneous leishmaniasis in rural settlement and
periurban areas. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2013; 108(5): 578-85.

137



Leishmania vectors in gallery forests * Tamara Dias Oliveira

Machado et al.

TABLE

Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro: 1-2, 2017 1

Phlebotominae specimens collected from household units (HUs) and gallery forests in Palmas, Tocantins, Brazil,
in July (the dry season) of 2014 and determined to be positive for infection based on SSU rDNA and ITSI markers

Household Units Gallery forests
Species N°* Pools Nested SSU-PCR ITSI-PCR N°* Pools Nested SSU-PCR ITSI-PCR
Bichromomyia flaviscutellata 1 1 0 0 %12 0 0
Brumptomyia sp. 0 0 0 0 3 1 0 0
Evandromyia carmelinoi 15 5 0 0 3 2 0 0
Evandromyia saulensis 0 0 0 0 3 1 0 0
Evandromyia walkeri 0 0 0 0 15 4 0 0
Lutzomyia longipalpis 8 6 1 0 2 2 1 0
Micropygomyia villelai 3 3 0 0 [ 0 0
Nyssomyia whitmani 30 14 4 1 380 42 3 0
Pintomyia christenseni 0 0 0 0 n 2 1 0
Psathyromyia aragaoi 0 0 0 0 4 1 0 0
Psathyromyia hermanlenti 4 3 1 0 59 9 0 0
Psychodopygus davisi 0 0 0 0 2 1 0 0
Sciopemyia sordellii 4 2 0 0 4 2 0 0
Total 65 34 6 1 562 19 S 0
*: number of specimens.
TABLEII

Number of Phlebotominae samples collected from household units (HUs) and gallery forests in Palmas, Tocantins, Brazil,
in November (the rainy season) of 2014 and determined to be positive for infection based on SSU rDNA and ITS1 markers

Household Units Gallery forests

Species N°* Pools Nested SSU-PCR ITSI-PCR N°* Pools Nested SSU-PCR ITSI-PCR
Bichromomyia flaviscutellata 0 0 0 0 2 2 1 0
Evandromyia carmelinoi 25 6 0 0 2 1 0 0
Evandromyia evandroi 3 1 0 0 0 0 0 0
Evandromyia lenti 5 2 0 0 0o 0 0 0
Evandromyia sallesi 3 1 0 0 0 0 0 0
Evandromyia termitophila 2 1 0 0 0 0 0 0
Evandromyia walkeri 10 6 0 0 2 1 1 0
Lutzomyia longipalpis 10 3 1 0 0 0 0 0
Micropygomyia rorotaensis 4 2 0 0 0 0 0 0
Nyssomyia whitmani 48 9 0 0 1 1 0 0
Pintomyia christenseni 3 3 1 0 0 0 0 0
Psathyromyia campograndensis 0 0 0 0 2 1 0 0
Psychodopygus davisi 0 0 0 0 1 1 0 0
Total 115 34 2 0 0 7 2 0

*: number of specimens.
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Photographs showing difference in the gallery forests during dry and rainy months in Palmas, Tocantins, Brazil. (A) July (dry month) with pres-
ence of dry leaves and higher organic matter in the soil. (B) November (rainy month).
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ANEXO B - Protocolo de extracao

75 (25 purifications)

76 (250 purifications)

Quick Reference Protocol Card

A

illustra™ tissue & cells genomicPrep Mini Spin Kit
A. Protocol for extraction of genomic DNA from animal tissues

* Ensure 20 mag/ml Proteinase K and RNase A available ¢ Ensure no precipitate present
in Lysis buffer type 1. « Ensure ethanol added to Wash buffer type 6 ¢ Ensure Elution

buffer type 5 pre-heated to 70°C ) :Homogenize @:Add @:SpinO:lncubcte

\
& 5-50 mg animal tissue into 2 ml microcentrifuge tube
@ 1 ml PBS
© 2 minutes 16 000 x g; discard supernatant
@ 50 pl PBS
*» Homogenize (hand-held homogenizer recommended)
. © 10 seconds 2000 x g 3

@ @ 50 pl Lysis buffer type 1
@ == 10 pl Proteinase K; vortex 15 seconds
7 1 hour 56°C
« pre-heat Elution buffer type 5 (200 pl per purification)
@©) 10 seconds 2 000 x g

-
3. RNA Removal (optional)
& 5 ul 20 mg/ml RNase A
L 7Y 15 minutes room temperature

@ &2 500 pl Lysis buffer type 4; vortex 15 seconds
77 10 minutes room temperature

* Transfer sample to tissue & cells mini column inside collection tube
@© 1 minute 11 000 x g; discard flowthrough }

-
5. Wash & Dry X

o &2 500 pl Lysis buffer type 4

1 minute 11 000 x g; discard flowthrough

&= 500 pl Wash buffer type 6
L © 3 minutes 11 000 x g; discard Collection tube
g 6 Elution ] \

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

@ & 200 pl pre-warmed Elution buffer type 5
77 1 minute room temperature

© 1 minute 11 000 x g; retain flowthrough
« Store purified genomic DNA at -20°C
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