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Resumo

Cavernas permitem o desenvolvimento de espécies de flebotomineos e a presenga de vertebrados possibilita a
circulagdo de patdgenos transmitidos pelas fémeas. Investigou-se a fauna de flebotomineos na Gruta do Itambé
e detectou-se a presenca de DNA de Leishmania. Coletas foram realizadas utilizando armadilhas CDC (2021 a
2022) no interior e entorno da caverna. Térax e abdomen das fémeas foram utilizados para extracdo do DNA e
amplificagdo das sequéncias via PCR. Foram capturados 1.332 espécimes de flebotomineos distribuidos em 15
espécies. Lutzomyia longipalpis foi a mais abundante (73,5%), seguida por Lutzomyia itambe (8,0%) e Brump-
tomyia avellari (4,7%). Ao todo, 133 fémeas foram dissecadas e agrupadas em 30 pools de dois a 10 espécimes
para deteccdo de DNA de Leishmania. Foram positivos dois pools de Lu. longipalpis, um de Evandromyia lenti
e um de Brumptomyia sp. A presenga de Leishmania em Lu. longipalpis, reforga a necessidade de vigilancia
epidemiologica para as leishmanioses nessa area de ecoturismo.

Palavras-Chave: Ecologia de vetores; Cavidade Natural; Phlebotominae; Leishmanioses.

Abstract

Caves support the development of different sandfly species, and the presence of vertebrates enable the circula-
tion of several pathogens carried by females. Was investigated the sandfly fauna in the “Gruta do Itambé” and
detect the presence of Leishmania DNA. Collections were carried out using CDC light traps (2021 at 2022) in-
side and around of the cave. For females, torax and abdomen were used for DNA extraction and amplification
of sequences by PCR. 1,332 specimens of sand flies were caught belongs to 15 species. Lutzomyia longipalpis
was most abundant (73.5%), followed by Lutzomyia itambe (8.0%), and Brumptomyia avellari (4.7%). In all,
133 females were dissected and grouped in 30 pools of two at 10 specimens for Leishmania DNA detection.
Two pools of Lu. longipalpis were positive, one of Evandromyia lenti and one of Brumptomyia sp. The presence
of Leishmania in Lu. longipalpis reinforce that is need entomological surveillance for leishmaniasis in this
ecotourism area.

Keywords: Vector ecology, Natural cavity;, Phlebotominae; Leishmaniasis.

1. INTRODUCAO vem sendo observado em cavernas no Brasil pode

Os flebotomineos (Diptera: Phlebotominae) ~ estar correlacionado a esse ciclo, uma vez que suas
sdo um grupo diverso de insetos que realizam seu ci- ~ 1arvas podem utilizar o material vegetativo carreado
clo bioldgico no solo, em locais tmidos e sombrea- Paraa cavidade, o guano de morcegos e aves, excre-

dos (FORATTINI, 1973; AGUIAR; VIEIRA, 2018).  tas de outros vertebrados, carcagas ¢ o exoesqueleto
Nesse contexto’ 0 elevado nﬁmero de espécies que de inVertebradOS como fOIltCS de alimento (ANDRA'
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DE et al., 2022). Ainda, as varias compartimentagdes
no interior das cavernas com distintos substratos tam-
bém poderiam servir de criadouros ou de refugio para
as formas aladas destes insetos (GALATI et al., 2003;
2006). Recentemente, demonstrou-se que fémeas de
flebotomineos do género Sciopemyia se alimentam
de animais de sangue frio (anuros) no interior de ca-
vernas (COSTA et al., 2021).

Das 290 espécies de flebotomineos que ocor-
rem no Brasil, 114 (39%) ja foram encontradas em
cavidades naturais subterraneas (ANDRADE et al.,
2022; DUTRA-REGO et al., 2022). Os estudos com
esse grupo de insetos estdo associados ao fato de se-
rem vetores de diversos patdgenos para vertebrados,
incluindo o ser humano, como bactérias, virus e o0s
mais estudados, protozoarios do género Leishmania,
agentes etiologicos das leishmanioses (QUARESMA
et al., 2012; RANGEL et al., 2018). As leishmanio-
ses sdo, classicamente, distinguidas em duas formas
clinicas correlacionadas ao tropismo parasito-célula,
sendo descritas como leishmaniose visceral (LV) e
leishmaniose tegumentar (LT) (OMS, 2022).

Em 2021 e 2022 o estado de Sao Paulo no-
tificou 61 casos de LV e 140 casos de LT, em huma-
nos, respectivamente (BRASIL, 2023). O municipio
de Altinopolis, localizado no estado de Sao Paulo,
faz parte da mesorregido de Ribeirdo Preto e possui
cobertura vegetal predominante de remanescentes de
Mata Atlantica e Cerrado. Embora no municipio ndo
haja casos de leishmanioses em humanos, a atencgdo
em saude deve ser reforcada uma vez que notifica-
coes dessas doencas sdo registradas em outros muni-
cipios da mesorregido (BRASIL, 2023).

Em Altinépolis, a Gruta do Itambé, de for-
magdo arenitica, € um dos mais importantes pontos
turisticos do municipio e apresenta um consideravel
nivel de visitagao por profissionais e turistas, fato que
ressalta a necessidade de estudos para o monitora-
mento da fauna presente, que pode estar intimamente
relacionada ao risco de zoonoses para o publico em
geral (SARDINHA et al., 2007; DUTRA-REGO et
al., 2022). Assim o objetivo do presente estudo foi
inventariar a fauna de flebotomineos de uma caver-
na turistica e analisar a circulagdo de Leishmania nas
espécies.

2. METODOLOGIA

2.1. Area de estudo

O presente estudo foi realizado em area de
ecoturismo no interior € entorno da Gruta do Itambé
(21°04°08’S, 47°26°15”0) (Figura 1/Anexo 1), lo-
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calizada no municipio de Altinopolis, estado de Sao
Paulo, Brasil. A gruta apresenta 355 m de desenvol-
vimento horizontal.

2.2. Coleta dos Flebotomineos

As atividades foram autorizadas por licenga
expedida pelo Sistema de Autorizagdo e Informacéo
em Biodiversidade (SISBIO/ autorizacdo federal
82359-1). Foram realizadas 22 coletas sistematizadas
durante trés dias consecutivos, uma vez por més, en-
tre margo de 2021 e dezembro de 2022, utilizando
nove armadilhas luminosas automaticas do tipo CDC
(Figura 1D/Anexo 1), instaladas em pontos previa-
mente selecionados. As armadilhas foram posiciona-
das a uma distancia de, no minimo, 10 metros umas
das outras, a 1,5 metros de altura e operaram entre
17:00 horas e 05:00 horas, totalizando um esforgo
amostral de 7.128 horas de captura.

As armadilhas foram distribuidas entre os
pontos (P): P1 e P2 na extremidade oposta a entrada
da caverna (zona afotica), P3 ¢ P4 na regido central
interna (penumbra) P5 e P6 na entrada da caverna, P7
e P8 a aproximadamente 100 metros da entrada ¢ P9
a 400 metros da entrada da caverna.

2.3. Acondicionamento, montagem e identificacao

Os flebotomineos foram armazenados em
microtubos rotulados contendo etanol 70%, refrige-
rados e encaminhados ao Laboratério de Parasitolo-
gia Molecular do Departamento de Patologia Basica,
Setor de Ciéncias Biologicas, da Universidade Fede-
ral do Parana (UFPR).

Para identificacdo especifica, todos os fle-
botomineos coletados foram clarificados conforme
Forattini (1973). Os machos foram montados intei-
ros em lamina e laminula com Balsamo de Canada.
As fémeas foram dissecadas retirando a cabega e os
trés ultimos segmentos do abdémen para montagem e
identificagdo; o restante do corpo (térax, asas, pernas
e parte do abdémen) foram acondicionados em tubos
contendo etanol 70% e estocados a -20°C para reali-
zagdo das analises moleculares (SALES et al., 2020).
Os flebotomineos foram identificados utilizando a
classificag@o proposta de Galati (2018) e a abreviacdo
dos géneros segue Marcondes et al. (2007).

Algumas fémeas do género Brumptomyia
foram identificadas apenas a nivel genérico, pois os
torax, usados na identificacao especifica, foram prio-
rizados nas analises moleculares.

2.4. Extracao e amplificacao de
DNA de Leishmania

Para a extra¢@o do material genémico foram
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utilizadas somente as fémeas, com o objetivo de ob-
servar a presenca de DNA de Leishmania. Os espé-
cimes foram agrupados em pools de 2 a 10 fémeas,
selecionados em relagdo ao ponto, armadilha, espécie
e data da coleta (PITA-PEREIRA et al., 2005) e en-
viados para o Laboratério de Protozoologia da Uni-
versidade Federal de Santa Catarina para realizagdo
dos processos moleculares.

A extracdo de DNA foi realizada utilizan-
do o kit comercial QUIAGEN DNASY®, seguindo
as especificacdes do fabricante. Apds a extracdo, as
amostras foram submetidas a amplificagdo por PCR
convencional, tendo como alvos as sequéncias de
DNA de Leishmania de forma especifica para os ge-
nes de Kdna: 150 e 152 gerando um produto de 120
pb. (SAMBROOK et al. 2001).

Os produtos amplificados foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1% corado com Bro-
meto de etidio e posteriormente observados em tran-
siluminador de luz ultravioleta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados 1.332 flebotomineos, sendo
960 machos (72,1%) e 372 fémeas (27,9%) (Razéo
sexual M:F = 2,6: 1), distribuidos em 8 géneros e 15
espécies: Brumptomyia avellari (4,7%), Br. brump-
ti (3,4%), Br. guimaraesi (0,7%), Br. pintoi (2,6%),
Pintomyia fischeri (0,1%), Evandromyia cortelezzii
(0,2%), Ev. carmelinoi (0,1%), Ev. sallesi (0,3%), Ev.
lenti (0,6%), Lutzomyia itambe (8,0%), Lutzomyia
longipalpis (73,5%), Psathyromyia lutziana (0,3%),
Sciopemyia sordellii (1,1%), Nyssomyia whitma-
ni (0,1%), e Migonemyia migonei (0,1%). (Tabe-
la 1/ Anexo 2). A fauna de flebotomineos da Gruta
do Itambé apresentou niimero maior de espécies do
que estudos realizados em cavernas no mesmo esta-
do (GALATI et al., 2010). O predominio de machos
pode estar relacionado a atracdo pela luz das arma-
dilhas, os quais sdo geralmente mais capturados por
esse método quando comparados as fémeas (BA-
RATA et al. 2008; TEODORO et al., 2021). Brump-
tomyia guimaraesi foi registrada pela primeira vez
em uma caverna brasileira (ANDRADE et al. 2022).
Lutzomyia itambe ¢ uma espécie nova recentemen-
te descrita, proxima a Lutzomyia dispar € Lutzomyia
fonsecai, (CHAVES-JUNIOR et al., 2023). Algumas
espécies do género Pintomyia s6 puderam ser identi-
ficadas a nivel subgenérico pois as pernas utilizadas
para identificagdo seguiram para as analises molecu-
lares. Possivelmente se trata de Pi. mamedei ou Pi.
christenseni/ Pi. damascenoi, sendo as fémeas dessas
ultimas indistinguiveis (GALATI, 2018).

www.cavernas.org.br

A correlagdo dos pontos de captura com as
espécies encontradas e suas caracteristicas de espe-
cializagdo ao habitat cavernicola foi dada a partir da
observag@o do niimero de espécimes encontrados por
ponto de captura. No ponto P6, localizado na entrada
da caverna, foi coletado o maior nimero de espéci-
mes (523), seguido pelo P9 (externo a 400 m da entra-
da) e pelo P3 (penumbra) com 141 e 140 espécimes,
respectivamente. O P8 (a 100 metros da entrada) foi
0 que apresentou o menor numero de flebotomineos
capturados (38).

A espécie Lu. longipalpis foi observada em
todos os pontos estudados, a qual poderia ser prova-
velmente caracterizada, na Gruta do Itambé, como
trogloxena, devendo sair da caverva para completar
seu ciclo de vida. O encontro de Lu. longipalpis ¢
frequente no interior ou areas proximas a cavernas
(CAMPOS et al., 2020; TEODORO et al., 2021;
SERRA e MEIRA et al., 2022). A presenca de Lu.
longipalpis na érea de estudo e essa plasticidade am-
biental merecem aten¢do, visto que ¢ uma espécie
antropofilica e principal vetora de Leishmania in-
fantum, o agente causador da leishmaniose visceral
(OMS, 2022). Lutzomyia longpialpis pode ser en-
contrada em ambientes preservados (GALATI et al.,
2006; CAMPOS et al., 2017) e em arcas totalmente
urbanizadas, principalmente associada a abrigos de
animais domésticos no peridomicilio de residéncia
(BARATA et al., 2008). Acreditamos que cavernas
utilizadas para visitagdes turisticas com a presenca
de Lu. longipalpis geram um alerta para uma possivel
participagdo no ciclo enzootico da LV, visto que esta
espécie de flebotomineo esta circulando entre ani-
mais silvestres e seres humanos, que frequentemente,
adentram ou estdo proximos a Gruta do Itambé.

Os géneros Brumptomyia e Evandromyia
foram os que apresentaram maior diversidade de es-
pécies. As espécies pertencentes ao género Brump-
tomyia estdo associadas a tocas de animais silvestres
e nao apresentam antropofilia relatada ou correla-
¢d0 com a trasmissdo de Leishmania (FORATTI-
NI, 1973; AGUIAR; VIEIRA, 2018). No presente
estudo, as espécies deste género foram observadas
em pontos internos e externos da caverna. O género
Evandromyia é observado com frequéncia em estu-
dos de fauna cavernicola (ANDRADE-FILHO et al.,
2001; BARATA et al., 2008; CAMPOS et al., 2017).
Evandromyia lenti foi coletada tanto na area interna
como no entorno da caverna. Ja Ev. Sallesi apenas no
entorno. Ambas as espécies merecem atencao, pois ja
foram encontradas infectadas naturalmente com pro-
tozoarios do género Leishmania e podem estar envol-
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vidas no ciclo silvestre das leishmanioses (ANDRA-
DE FILHO et al., 2007, CARVALHO et al., 2013;
SARAIVA et al., 2009).

Até o momento, foram analisadas 133 fé-
meas a partir de 30 pools e foi detectado DNA de
Leishmania em quatro pools (12%, n= 30) de féme-
as, sendo dois de Lu. Longipalpis, um de Brump-
tomyia sp., ambos capturados no ponto P6 e um de
Ev. Lenti capturadas no ponto P8 (Tabela 2/ Anexo 3).
Evandromyia lenti ja foi observada com a presenca
de DNA de Leishmania sp. em estudo realizado por
PCR, seguida da analise de polimorfismo de compri-
mento de fragmentos de restricdo. ARAUJO-PEREI-
RA et al. (2020), utilizando o método descrito acima,
observou a presenca de DNA de Leishmania brazi-
liensis nessa espécie. REGO et. Al. (2015) relataram
a deteccao de DNA de Le. Infantum em um pool desta
espécie de flebotomineo.

Assim como no presente estudo, ARAUJO-
-PERFEIRA et al. (2020) observaram em um pool de
fémeas de Brumptomyia sp. o DNA de Leishmania
braziliensis. Durante o estudo, os autores utiliza-
ram o alvo de kDNA, assim como BRILHANTE et
al. (2021) que descreveram a presenca de DNA de
Leishmania sp. a partir do mesmo alvo.

A observagdo de dois pools positivos da es-
pécie de maior nimero, Lu. Longipalpis, nas captu-
ras do presente estudo, adicionado a observagdo do
ponto de maior nimero de capturas, demonstra um
sinal de alerta para aqueles que frequentam essa ca-
verna. Os resultados deste trabalho corroboram com
estudos anteriores que descrevem a infec¢ao natural
desta espécie para o DNA de Leishmania (SILVA et
al., 2007; NASCIMENTO et al., 2007; SILVA et al.,
2008; MICHALSKY et al., 2011).

As espécies de Leishmania circulantes na
Gruta do Itambé ainda serfo identificadas por meio
de sequenciamento. Porém, a presenca desses proto-
zoarios nas espécies de flebotomineos, principalmen-
te Lu. Longipalpis, reforca a necessidade de vigilan-
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ANEXO 1

Figura 1: Area de estudo. A) Area externa da Gruta do Itambé, Altinépolis, Sdo Paulo. B/C) Interior da Gruta do
itambé. D) Armadilha luminosa CDC instalada no interior da caverna.
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ANEXO 2

Tabela 1: Fauna de flebotomineos coletados da Gruta do Itambé, municipio de Altin6polis, Sdo Paulo (P: ponto de
coleta; M: macho; F: fémea). * espécimes.

Pontos de Coleta

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 Total
Espécies

FMFMTFMFMFMTF M FMTFMF M|F M4
Brumptomyia sp.* 3 0 1.0 3 0 1 O 1 0 4 0 24 2 9 0 4 0 |5 2 52
Brumptomyia avellari o 1 0o 0 O O O 3 o0 O 0 9 2 22 1 10 2 12 | 5 57 | 62
Brumptomyia brumpti o1 0 0 0 O O 1 0 1 O 4 7 25 2 2 O 2 9 36| 45
Brumptomyia guimaraesi (O 0 0 0 0 0 1 1 0 1 O 4 0 2 0 0 O 0 1 8 9
Brumptomyia pintoi o1 0 7 0O O O O O 4 1 5 2 14 0 0 O 0 3 31| 34
Pintomyia fischeri 0 0o 0 0 0O 0O 0O O 0O 0 O 1 0 0 0 0 O 0 0 1 1
Pintomyia spp.* 0O 0o 0 0 0 0O 0 0 0 0 1 0O 1 0 2 0 2 0 6 0 6
Evandromyia cortelezzii o o 0o o 0o 0 0 O O O0 o0 0O 0 o0 1 2 © 0 1 2 3
Evandromyia lenti o 0o 0o o o 0 1 0 O O0 O o 1 2 2 1 0 0 4 3 7
Evandromyia carmelinoi o 0o o o 0 O O o o o 0 1 0O 0 0 1 0 0 0 2 2
Evandromyia sallesi o o o 0 0 0 O O o o o o o0 o0 o0 1 0 0 0 1 1
Lutzomyia itambe 9 4 8 8 11 4 3 5 9 19 5 19 1 0 1 0 2 1|49 60 | 109
Lutzomyia longipalpis 13 58 17 19 32 87 19 73 13 59 124 339 4 7 O 1 4 111|226 754 | 980
Psathyromyia lutziana o 0 o o0 1 o 0O 0 1 0 0 0 0O 0 1 1 0 3 1 4
Sciopemyia sordellii 0 0 0 0 2 0 0 O 5 0 5 1 1 1 0 0 O 0 [13 2 15
Nyssomyia whitmani 0 0 0 0O 0O 0O 0O 0O 0O 0 O 0O 1. 0 0 0 O 0 1 0 1
Migonemyia migonei 0 0 0O O 0O 0O 0O OO 0 o0 0 0 0 1 0 © 0 1 0 1
Total 25 65 26 34 49 91 25 83 29 84 140 383 44 75 19 19 15 126|372 960 | 1332

Tabela 2: Fémeas de flebotomineos coletadas na Gruta do Itambé, municipio de Altinopolis, Sdo Paulo, separadas e
analisadas em pools, por espécie e pontos de coleta, para presenca de DNA de Leishmania spp.

Pontos de Coleta

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
Pools Pools Pools Pools Pools Pools Pools Pools Pools
Espécies NO NO + NO NO + NO NO + NO NO + NO NO + NO NO + NO NO + NO NO + NO NO +

Brumptomyia sp. B _ N _ @ _ iy 1 oy N . e
Lutzomyia longipalpis |- - - - S - 8 _ t _12 2 1 _ 1 _ 1 _
Evandromyia lenti — N _ B _ B _ D _ DR DN DN | BN
Lutzomyia itambe 1 -= -E -BE-BEN-E-E-E B -
Total 1 0 0 0 3 0 3 0 1 0 13 3 3 0 4 1 2 0

Legenda: N° = numero de pools por espécie de flebotomineo e ponto de captura; N°+ = niimero de pools positivos para
a presenga de DNA de Leishmania spp. P1 a P9: pontos de captura na Gruta do Itambé, municipio de Altinopolis, Sdo
Paulo.
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