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“Aqueles que passam por nos, nao vao sos,
ndo nos deixam sos. Deixam um pouco de si,

levam um pouco de nds.”

SAINT-EXUPERY, A., 1987.
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RESUMO

TESE EM MEDICINA TROPICAL

Thamiris D’Almeida Balthazar

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas, emergentes e tem revelado um
processo de expansdo geografica em varias regides do mundo sendo transmitida através
da picada da fémea de flebotomineo infectada por parasitos do género Leishmania. O
conhecimento da composicdo faunistica das espécies de flebotomineos em uma
determinada area tem grande relevancia para a identificacdo de potenciais vetores do
parasito, além de dados sobre a bioecologia que podem contribuir no emprego de acdes
nos programas de controle. O presente estudo visou identificar a fauna de flebotomineos
no Parque Estadual dos Trés Picos (PETP), onde ndo existem dados sobre esses dipteros,
além de ser uma area de visitacdo humana com moradias no seu entorno. Além disso,
buscou-se avaliar a presenca de DNA de Leishmania spp. em fémeas de flebotomineos e
identificar as fontes alimentares. Foram realizadas capturas mensais utilizando
armadilhas luminosas CDC, modelo HP, no periodo entre 18h a 06h do dia seguinte
durante duas noites consecutivas, por 16 meses. A identificacdo das espécies de
flebotomineos foi realizada baseada na analise dos caracteres morfoldgicos. A
identificacdo das espécies de Leishmania spp. circulantes e da fonte alimentar das fémeas
foram realizadas a partir analise molecular por PCR. Apés 12 campanhas de campo foram
capturados 2.826 espécimes, distribuidos em 21 espécies identificadas, sendo quatro
espécies de importancia médica, Bichromomyia flaviscutellata; Migonemyia migonei;
Pintomyia fischeri; Psychodopygus hirsutus hirsutus. Os dados obtidos entre as estaces
de monitoramento nos periodos seco e chuvoso, indicam que o periodo da lua nova
apresentou a maior riqueza de espécies enquanto a lua cheia apresentou a maior
dominancia e densidade de flebotomineos. Pode-se observar também uma forte
correlacdo ambiental entre as espécies capturadas no estudo. Além disso, foi identificado
sangue da espécie Dasypus septemcinctus (tatu-mirim) em fémeas ingurgitadas do
flebotomineo Ps. hirsutus hirsutus , bem como identificou-se também a presenca de DNA
de Leishmania braziliensis em fémeas ingurgitadas e fémeas nao ingurgitadas também de
Ps. hirsutus hirsutus, sugerindo a ocorréncia de um ciclo silvestre de Leishmaniose
Tegumentar Americana entre essas espécies no PETP. Concluiu-se que estudos de
vigilancia devem ser realizados no local, bem como ac¢des de educacdo em salde, uma
vez que o PETP se apresenta como um potencial local de risco de infeccéo.

Palavras-Chave: Leishmanioses Tegumentar Americana;, Flebotomineos;
Bioecologia
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ABSTRACT

PHD THESIS IN MEDICINA TROPICAL

Thamiris D’Almeida Balthazar

Leishmaniasis is a neglected, emerging disease and has revealed a process of
geographic expansion in several regions of the world. Being transmitted through the bite
of a female sand fly infected by parasites of the genus Leishmania. Knowledge of the
faunal composition of sand fly species in a given area is highly relevant for the
identification and presence of potential vectors of the disease, as well as data on
bioecology that can contribute to the use of actions in control programs. The present study
aimed to identify the sandfly fauna in the Trés Picos State Park (PETP), where there are
no data on these dipterans, in addition to being an area of human visitation with houses
in its surroundings. In addition, it sought to evaluate the presence of Leishmania spp. in
female sandflies and identify food sources. Monthly captures were performed using CDC
light traps, HP model, between 6:00 pm and 6:00 am of the following day, during two
consecutive nights at different monitoring stations. The identification of sand fly species
was performed based on the analysis of morphological characters. The identification of
Leishmania spp. circulating and the food source of females were performed from
molecular analysis by PCR. After 12 field campaigns, 2826 specimens were captured,
distributed in 21 species identified, four of which are of medical importance:
Bichromomyia flaviscutellata; Migonemia migonei; Pintomyia fischeri; Psychodopygus
hirsutus hirsutus. The data obtained between the monitoring stations in the dry and rainy
periods indicate that the new moon period presented the highest species richness while
the full moon presented the highest dominance and density of sandflies. A strong
environmental and seasonal correlation can also be observed between the species
captured in the study. In addition, it was identified as a feeding habit of Ps. hirsutus
hirsutus the armadillo Dasypus septemcinctus, as well as the presence of Leishmania
braziliensis DNA in engorged and non-engorged females of Ps. hirsutus hirsutus,
suggesting the occurrence of a sylvatic cycle of these species in the region. It is concluded
that surveillance studies should be carried out at the site, as well as health education
actions, since PETP presents itself as a potential site of risk of infection.

Key words: American Cutaneous Leishmaniasis; sandflies; bioecology
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1. Introducdo:

As leishmanioses sdo doencas de transmissdo vetorial, emergente, importantes no
contexto socioambiental e em franca expansdo geografica, resultando num grave
problema de saude publica global. Estdo inseridas entre as doengas tropicais mais
negligenciadas no mundo, sendo ignorada das discussdes sobre prioridades neste campo,
ainda que estejam categorizadas como doengas infecciosas que produzem expressiva
carga de individuos acometidos (1,2). As condicdes socioecondmicas das populacdes, as
intervencdes ambientais de magnitude, o desenho da paisagem (vegetacgéo e relevo) e as
variacOes climaticas (temperatura, umidade, precipitacdo e estiagem) sdo elementos que

tém papel de destaque dentre os que influenciam na ecoepidemiologia das doencas (3-6).

As leishmanioses apresentam uma diversidade clinica e epidemioldgica, e as
seguintes formas clinicas: a leishmaniose cutdnea, que causa lesGes cutaneas,
principalmente Ulceras em partes expostas do corpo; a leishmaniose mucocutanea, forma
grave que resulta na destruicdo parcial ou total das membranas mucosas do nariz, boca e
garganta e a leishmaniose visceral (LV), forma que pode levar os individuos ao 6bito se
ndo tratada e que acomete as células do figado e bago. As doencas sdo endémica em 98
paises em quatro continentes, e o Brasil é um dos paises que mais contribuem com o
namero de casos no mundo. Estimativas sugerem que existam cerca de 350 milhdes de
pessoas expostas as leishmanioses, vivendo em ambientes onde o risco é iminente. No
mundo a incidéncia anual esta na ordem de 900 mil a 1,6 milh&o de casos humanos, sendo
700 mil a 1,2 milh&o classificados como leishmaniose cutdnea e mucosa e 200-400 mil
como leishmaniose visceral. Os 6bitos em decorréncia da doenca sdo estimados entre 20
mil - 40 mil ao ano e atualmente cerca de 12 milhdes de pessoas podem estar infectadas
(5.7)

Diferentes espécies de vetores, parasitos e reservatérios estdo envolvidos na
cadeia epidemioldgica das leishmanioses, resultando em padrdes distintos de transmissao.
Os vetores sdo pequenos insetos dipteros, pertencentes a familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae. No mundo s&o descritos 1.026 taxons do grupo das espécies (espécies ou
subespécies), sendo 994 validos e 32 fdsseis, onde no Continente Americano registra-se
549 espécies, 532 atuais e 17 fosseis (8,9). Cerca de 10% dessas espécies podem estar

implicadas na transmissdo de doenca (10-12). Os flebotomineos apresentam habitos



preferencialmente crepuscular noturno, e no Brasil sdo conhecidos popularmente por
diversos nomes de acordo com a regido de ocorréncia: asa branca, asa dura, cangalhinha,

birigui, tatuquira, dentre outros.

A transmissdo da Leishmania spp. se da através da picada da fémea de
flebotomineo infectada, uma vez que somente elas estdo aptas a exercer a alimentagédo
sanguinea. Os reservatorios sdo mamiferos silvestres e domésticos pertencentes as
Ordens: Marsupialia, Carnivora, Rodentia, Edentata ou Xenartha, Primata e Artiodactyla.
Os parasitas que causam a leishmaniose sdo protozoarios da Ordem Kinetoplastida,
Familia Trypanosomatidae, género Leishmania e apresentam duas formas distintas, a
amastigota, encontrada nos vertebrados e a promastigota, forma infectante, que se

desenvolve no trato digestorio das fémeas de flebotomineos (13).

Dessa forma, o ciclo das leishmanioses ocorre quando as fémeas de flebotomineos
infectadas, ao realizarem o repasto sanguineo no individuo vertebrado, liberam a forma
promastigota metaciclica a qual é fagocitada pelos macréfagos, onde se modificam para
a forma amastigota. Esta se multiplica no interior do macréfago até sua lise, sendo
fagocitadas por novos macrofagos. Até que, em um novo repasto sanguineo, outra fémea
de flebotomineo podera ingerir junto ao sangue as formas amastigotas livres ou aquelas
contidas em macrofagos, as quais posteriormente se transformam em promastigotas no
intestino médio do flebotomineo, onde se multiplicam e migram para proboscide para que
sejam liberadas novamente em um novo repasto sanguineo como formas promastigotas

metaciclicas (14) (Figura 1)
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FIGURA 1 CICLO DA LEISHMANIA SPP. USANDO O HOMEM COMO MODELO DE
HOSPEDEIRO VETEBRADO. FONTE: CENTER OF DISEASE CONTROL(CDC). TRADUZIDO
POR THAMIRIS BALTHAZAR.

No territorio brasileiro as leishmanioses tem representado um grande desafio no
seu controle, dada as particularidades dos ambientes de ocorréncia e da complexidade dos
ciclos de transmissdo. Sdo consideradas um sério problema de saude publica, cuja
expansdo geogréafica tem possibilitado o estabelecimento em areas urbanas das médias e
grandes cidades brasileiras. O Brasil € um dos paises que mais contribuem com casos das
doenga no mundo, contabilizando 72,6% dos casos de leishmaniose cutanea e 96% dos
casos de leishmaniose visceral contabilizados nas Américas (7).

A leishmaniose visceral no Brasil ocorre em 23 estados brasileiros inseridos em
todas as regides geogréaficas. O flebotomineo Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva,
1912) é considerado o mais importante vetor nas Ameéricas, entretanto, no Brasil
Lutzomyia cruzi (Mangabeira, 1938) atua como transmissor em Corumbé e Ladéario no
Mato Grosso do Sul (15) e em Jaciara no Mato Grosso (16), outra espécie, Migonemyia

migonei (Franga, 1920), foi apontada como potencial vetor em Pernambuco (17).



Quanto a leishmaniose cutanea, no Brasil é registrada em todos os estados e
associada a uma diversidade de leishméanias dermotropicas, cuja transmisséo € atribuida
a algumas espécies de flebotomineos, determinando assim, diferentes ciclos
ecoepidemioldgicos (18). Neste cenario destaca-se a Leishmania braziliensis (Vianna,
1911), distribuida em todas as unidades federativas, e tem como o principal vetor
Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho 1939) no estado do Rio de Janeiro, e 0
principal transmissor do parasito € a Nyssomyia intermedia (Lutz & Neiva 1912), espécie

amplamente distribuida no territorio fluminense(19).

No norte do Brasil os casos de leishmaniose cutanea causados por Leishmania
guyanensis (Floch, 1954), tem como o principal vetor Nyssomyia umbratilis (Ward &
Fraiha, 1977) (13,18,20). Ressalta-se ainda, casos graves de leishmaniose cutanea-difusa,
causados por Leishmania amazonensis (Lainson & Shaw, 1972), transmitida pelo
flebotomineo Bichromomyia flaviscutellata (Mangabeira, 1942) e presente nas regides
Norte, Sudeste, Centro Oeste e Nordeste, denota um processo de expansdo geografica,
(13,18). No municipio de Paraty foi reportado um caso humano dessa forma grave, fato
que ainda ndo havia sido registrado no estado do Rio de Janeiro, entretanto, ndo se sabe

qual espécie de flebotomineo pode estar envolvida na transmissdo na area (21).

Estudos sdo realizados para entender as questBes epidemioldgicas de forma a
direcionar medidas preventivas para as leishmanioses. Neste sentido, uma revisao sobre
a competéncia vetorial de Lutzomyia longipalpis apontou relagéo direta da capacidade de
adaptacdo desse vetor ao ambiente urbano com casos humanos de leishmaniose visceral
(22). O mesmo pbde ser observado em relacdo a leishmaniose cutanea, causada por L.
braziliensis, quando se detectou que o vetor Ny. intermedia adaptou-se ao habitat
peridoméstico (18). A proximidade das populacBes humanas aos potenciais vetores em
ambientes silvestre, juntamente com a adaptacdo do vetor respondendo ao intenso
processo de urbanizacdo, sdo fatores epidemiologicos relevantes para 0 aumento da

exposicao humana a doenga (23).


https://en.wikipedia.org/wiki/Ralph_Lainson
https://en.wikipedia.org/wiki/Jeffrey_Jon_Shaw

1.1 A Leishmaniose tegumentar americana e seus vetores:

O Brasil é o pais com a maior riqueza de espécies de flebotomineos do mundo
(24). Dentre as 532 taxas (espéecies ou subespécies) atualmente descritas nas Américas
(8), 26 espécies j& foram confirmadas ou sdo suspeitas de transmitir a Leishmania spp. no
Brasil (25). Das quais, dentre as 11 espécies de Leishmania spp. dermotrdpicas que sao
reconhecidas nas Américas e causam doenca humana, sendo 7 dessas sdo registradas no
Brasil (26).

A espécie Leishmania braziliensis é o agente etiologico mais frequente no
territério nacional, com destaque para as regides Nordeste e Sudeste, a causar a
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), a qual pode ser causada também pelas
espécies Leishmania amazonensis e Leishmania guyanensis (14). E, como destacado por
Brazil & Brazil (27), devido a ampla distribuicdo do protozoario L. braziliensis, estando
presente em praticamente todos os estados brasileiros, vérias espécies de flebotomineos
podem estar associadas ao seu ciclo de transmissao.

Segundo a ultima revisdo realizada por Galvis-Ovallos et al. (25) quanto as
Leishmanioses no Brasil, o protozoério L. braziliensis possui 15 vetores confirmados no
pais, sendo esses: Psychodopygus wellcomei (Shaw e Lainson, 1971), Nyssomyia
whitmani, Nyssomyia intermedia, Nyssomyia neivai (Pinto, 1926), Nyssomyia shawi
(Fraiha, Ward & Ready, 1981), Nyssomyia whitmani, Evandromyia edwardsi
(Mangabeira, 1941), Migonemyia migonei, Pintomyia fischeri (Pinto, 1926), Pintomyia
pessoai (Coutinho & Barretto, 1940), Psychodopygus amazonensis (Root, 1934),
Psychodopygus chagasi (Costa Lima, 1941), Psychodopygus hirsutus hirsutus
(Mangabeira, 1942), Psychodopygus paraensis (Costa Lima, 1941) e Psychodopygus
squamiventris (Lutz & Neiva, 1912). Contudo, dentre essas espécies, as principais vetoras
de L. braziliensis no Brasil sdo Ny. intermedia e Ny. whitmani com ampla distribuigéo

em todas as regides brasileiras, exceto na regido Norte (27)

Quanto as espécies de flebotomineos vetoras, no estado do Rio de Janeiro, a
especie Ny. intermedia é considerada principal vetora de L. braziliensis, tendo a espécie
Mg. migonei considerada em diversos estudos como vetor secundario desta Leishmania

sp. quando a espécie primaria ndo se encontra presente (28,29) Contudo, em regides onde



a auséncia das espécies vetoras sao registradas ou mesmo em baixa densidade destas,
espécies que ainda ndo foram confirmadas como vetores podem estar atuando como o
vetor primario. Dessa forma, estudos em &reas ainda ndo investigadas podem auxiliar na
caracterizacdo de novos potenciais vetores (19,29,30). Segundo Killick-Kendrick (30),
para que uma espécie de flebotomineo seja considerada vetor, ela deve preencher alguns
critérios, tal como, isolamento de forma promastigota no flebotomineo, identificagdo da
leishmania na regido anterior do intestino e na valvula estomodeal no xenodiagndstico, o
flebotomineo ser antropofilico ou atraido pelo mamifero reservatdrio, fortes associagdes
ecologicas e transmissdo e infeccdo experimental. Além desses critérios, Ready (31)
incluiu dois critérios de modelagem matematicas que podem comprovar ainda mais a
capacidade vetorial desses insetos. Dessa forma, avaliacdes em areas ainda ndo estudadas

poderdo incriminar novos vetores de Leishmania spp.

1.2 Bioecologia de Phlebotominae

Os flebotomineos sdo insetos da ordem Diptera e subfamilia Phlebotominae,
taxonomicamente identificados por possuirem o corpo delgado de coloracdo palha, cerdas
ao longo do corpo e pernas longas (32), diferenciando-se taxonomicamente dos demais
componentes da familia Psychodidae devido suas asas lanceoladas, antenas com 14
flagelomeros e suas fémeas serem mandibuladas e com um par de espermatecas

presente(9).

Esses insetos possuem grande importancia tendo em vista seu interesse médico-
veterinario na transmissao de patdgenos, tal como o protozoario do género Leishmania
spp. No entanto ainda hd poucos estudos sobre a bioecologia e distribuicdo desses
dipteros, havendo assim uma grande lacuna no conhecimento acerca destes (32). sendo
esses estudos em maioria com foco na familia de espécies de interesse médico
Phlebotominae (33).

Dessa forma, estudos quanto ao levantamento da fauna desses insetos em uma
determinada regido ainda ndo avaliada sdo importantes ndo sé para identificar a
distribuicdo das espécies e presenca de potenciais vetores que podem indicar uma

importancia epidemioldgica para a regido, mas também contribuem no conhecimento das

6



caracteristicas ambientais favoraveis ao desenvolvimento e biologia desses flebomineos..
Esta comprenséo da biologia dos insetos nos auxilia a entender e a direcionar nossos
olhares para a possibilidade de investigacdes da epidemiologa de pat6genos de trasmissdo
vetorial (34-37).

Tal como todos os demais representantes da ordem Diptera, os flebotomineos,
possuem o desenvolvimento holometabdlico, compreendendo em seu ciclo as fases de
ovo, seguido de quatro estadios na fase larval, uma fase pupal da qual, entdo, emerge o
adulto (24) (Figura 2). Uma importante caracteristica do ciclo desses insetos esta no
ambiente favoravel para o desenvolvimento das formas imaturas, ocorrendo em geral no

ambiente terrestre, com muita umidade e rico em matéria organica em decomposicao (32)

Adulto

FIGURA 2 CICLO DA FAMILIA PHLEBOTOMINAE, REPRESENTANDO AS FASES DE OVO,
QUATRO ESTADIOS LARVAL, UMA FASE PUPAL E ADULTO, MONTADO A PARTIR DA
DESCRICAO DO CICLO DESCRITA POR FORATTINI, 1924(8). MONTAGEM DO CICLO
REALIZADA PELA AUTORA THAMIRIS BALTHAZAR E IMAGENS DE MAURICIO VILELA
CEDIDAS PELO LABORATORIO INTERDISCIPLINAR DE VIGILANCIA ENTOMOLOGICA EM
DIPTERA E HEMIPTERA — LIVEDIH.

As formas imaturas se desenvolvem em criadouros naturais, tais como: toca de

animais, oco de arvores, fendas de rochas, bem como chiqueiros, currais e galinheiros



(24), sendo esses diferentes habitats relacionados as espécies especificas. De modo que,

é possivel associar a fauna local com as caracteristicas ambientais da regido.

As formas adultas dos insetos também possuem caracteristicas ambientais que s&o
favoraveis a sua permanéncia bem como influenciam positivamente para a copula e ovo
postura. Aguiar & Vilela (37) observaram que os individuos adultos de flebotomineos se
abrigam em locais, ndo s6 que oferecem beneficios ao seu ciclo de vida, com pouca ou
nenhuma luminosidade, umidade favordvel e matéria organica em decomposi¢do, mas
também locais que os protejam de mudancas bruscas ambientais como grandes

deslocamentos de vento e chuva.

A permanéncia dos flebotomineos em abrigos ou criadouros de animais favorecem
ainda outra importante caracteristica para o desenvolvimento desses individuos e
manutencdo de seu ciclo: a realizacdo de repasto sanguineo pelas fémeas, a fim de maturar
seus ovarios para o desenvolvimento dos ovos (24,32). Machos e fémeas desses insetos
possuem a necessidade de ingerir carboidratos como fonte de energia, sendo esses
compostos provenientes principalmente da seiva vegetal e secrecGes acucaradas de
afideos e outros homopteros (24). Devido ao repasto sanguineo efetuado em mamiferos
reservatorios do protozoério, as fémeas podem se infectar, e transmitir patégenos, como

0 protozoario Leishmania spp. responsaveis por causar as leishmanioses.

Dessa forma, compreender a bioecologia da fauna de uma determinada regido
podera além de favorecer o conhecimento da distribuicdo das espécies, nos apresentar

importantes informacdes para a ecoepidemiologia das leishmanioses na regiao.

1.3 Influéncia das fases da lua na biologia de Phlebotominae:

A atividade dos flebotomineos € influenciada por diferentes fatores como
temperatura, altitude, umidade e luminosidade (24). A luminosidade da lua é um fator ja
estudado, porém, ndo ha um consenso quanto a sua influéncia na biologia dos

flebotomineos, bem como, quanto a fase de melhor atracéo desses dipteros.

O estudo de Bidlingmayer (38) ja apontava a influéncia da lua nas capturas de

dipteros culicideos utilizando armadilhas de sucgdo sem o atrativo luminoso, onde o autor
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descreveu que a luminosidade da lua cheia mantém uma claridade por maior tempo, se
assemelhando ao crepdsculo, e, dessa forma, associou como um fator que influenciava

positivamente na maior atividade dos mosquitos (38).

A atracéo dos flebotomineos pela luz das armadilhas luminosas sugere diversas
teorias para esta tendéncia, porém, se faz mais pertinente a teoria de que a luz da
armadilha provoca uma desorientacdo nos insetos, sendo assim atraidos e capturados por
estas (39). Diversos autores destacam a influéncia da luz ambiente na efetividade da
atracdo de flebotomineos por armadilhas luminosas, onde a luminosidade da lua é
destacada em diversos estudos apontando que nas noites de lua cheia hd uma maior
competitividade com as armadilhas luminosas, 0 que ocasiona uma menor atracdo dos
espécimes de flebotomineos, sendo entdo a lua cheia considerada a lua de menor
densidade de flebdtomos coletados por esta armadilha (40-46)

Contudo, ha também a hipotese de que os machos sdo mais atraidos no periodo de
lua cheia aos galinheiros e a liberacdo de feromonios resultaria na maior atracao também
de fémeas neste periodo de lua (47). Dessa forma, 0s estudos ndo apontam um consenso
quanto o periodo lunar de melhor atracdo dos flebotomineos e qual o principal fator que
influencia a atividade destes insetos e as espécies incriminadas como vetores de

Leishmania spp.

1.4 Situacao epidemioldgica e distribuicdo entomolégica do Rio de Janeiro:

Segundo Galati (2021), em sua ultima atualizacdo quanto a distribuicdo e
identificacdo das espécies de flebotomineos nas Américas, atualmente ha 1.047 taxons do
grupo das espécies (espécies ou subespécies) descritos dentre esses 1.016 sdo taxons
atuais, ou seja, encontram-se distribuidos pelas américas e 31 sdo fosseis identificados e
ndo ha representantes vivos até onde ha estudos (8). Dentre as 532 espécies atuais
identificadas nas Americas, 64 foram notificadas no estado do Rio de Janeiro (8), das
quais 4 sdo espécies confirmadas como vetores de Leishmania (Viannia) braziliensis
segundo os critérios de Killick-Kendrick (30), bem como ha espécies suspeitas de serem
vetoras desse protozoario, tal como a espécie Psychodopygus hirsutus hirsutus
(8,19,24,28,48-50).



No estado do Rio de Janeiro a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é
causada exclusivamente pelo protozoario L. braziliensis, sendo esse agravo endémico no
estado (48), o qual apresenta ampla distribuicdo principalmente dos vetores dos agentes
etioldgicos ja comprovados das Leishmanioses. Em um estudo de revisao publicado em
2014, apontam a distribuicdo das espécies Ny. intermedia, Ny. whitmani, Bi flaviscutellata
e Mg. migonei incriminadas como vetores e uma ampla distribuicdo de casos de LTA no
estado(19).

Segundo dados do Sistema de Informacéo de Agravos de Notificagdo (SINAN),
no periodo de 2007 a 2020 o estado do Rio de Janeiro teve um total de 929 casos de LTA
notificados, na qual a capital concentrou 0 maior nimero de casos, notificando 211 nesse
periodo (51) Dentre esses, 79 foram notificados no ano de 2019. De forma que, apesar de
endémico, o estado tem reduzido significativamente o nimero de casos anuais (48).
Contudo, ainda ha um elevado nimero ocorrendo bem como ha muitas regides onde nédo

se conhece a fauna flebotominea ainda que haja casos de LTA na regido.

Dessa forma, estudos quanto a distribuicdo das espécies bem como dados
epidemioldgicos poderdo auxiliar para ampliar o conhecimento desse agravo no estado,

visando auxiliar na redugédo dos casos ainda existentes.

1.5 O Parque Estadual dos Trés Picos:

O Parque Estadual dos Trés Picos (PETP) é uma unidade de protecdo localizada
no limite de cinco municipios do estado do Rio de Janeiro: Cachoeiras de Macacu, Nova
Friburgo, Teresdpolis, Guapimirim e Silva Jardim. E considerado a maior unidade de
conservacdo sob protecdo integral estadual (52). Ainda assim, conta com diversas

moradias e engloba alguns centros urbanos dentro de seus limites estabelecidos.

Fundado em 2002, o PETP desde entdo vem mantendo ndo s a preservacao de
areas ja antes preservadas como também mantém o reflorestamento de areas que se
encontravam degradadas. Dessa forma, o PETP é caracterizado como uma floresta
ombrdfila densa, na qual contém éareas silvestres preservadas bem como &reas de mata

secundaria proveniente de um reflorestamento recente (52), fazendo parte de um
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importante corredor ecoldgico que abriga a maior extensdo de florestas atlanticas

remanescentes, a Serra do Mar (53).

Devido sua ampla extenséo de fragmentos da Mata Atlantica, inclusive com areas
de visitages ecoturisticas, bem como moradias em seu interior (Figura 3), o PETP
apresenta um ambiente favoravel para a introducdo do homem no ciclo enzodtico da
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Contudo, até 0 momento, inquéritos sobre
0 conhecimento sobre a fauna de flebotomineos na area ndo foram realizados, o que se
configura de grande relevancia a execucdo de estudos bioecoldgicos e epidemioldgicos

sobre os vetores de Leishmania spp. na regido.

Ainda que haja alguns estudos realizados em diferentes fragmentos de Mata
Atlantica da Serra do Mar, poucos estudos foram realizados em fragmento de mata
préximo ao PETP. Um desses estudos em fragmento de mata proximo ocorreu no Parque
Nacional da Serra dos Orgdos (PARNASO) com coletas entre os anos de 1981 - 1983
(54). Neste estudo foi identificada uma fauna com 17 espécies, sendo Psathyromyia
barrettoi (Mangabeira, 1942) a espécie em maior densidade de espécimes coletados,
seguida de Psychodopygus ayrozai (Barretto & Coutinho, 1940) e Psychodopygus
hirsutus hirsutus respectivamente, sendo que esta Gltima ja apontou potencial importancia
médico-veterinaria com o relato de um isolado do complexo Leishmania (Viannia)

braziliensis (50).

Outro importante estudo se deu na area da Reserva Biol6gica de Pogo das Antas,
localizada entre os Municipios de Silva Jardim e Casemiro de Abreu, e em uma Reserva
Particular de Patrim6nio Natural (Fazenda Bom Retiro), localizada no municipio de
Casemiro de Abreu (55), sendo esses fragmentos localizados proximos a extensdao do
PETP. O estudo revelou uma fauna de flebotomineos composta por 10 espécies, onde a

espécie Ps. hirsutus hirsutus também esteve dominante.

Segundo dados do SINAN, no periodo entre 2007 e 2020, foram notificados 70
casos de LTA dentro dos limites dos cinco municipios. Dentre esses, 16 casos foram
notificados no municipio de Cachoeiras de Macacu, Guapimirim registrou um caso
humano de Leishmaniose Visceral (LV) no ano de 2009 e em Teresopolis, também se
notificou um caso da doenca no ano de 2014 (51). Os dados reafirmam a importancia de
estudos na area do PETP, uma vez que, podemos sugerir que haja casos subnotificados

na regido. Nesta perspectiva, torna-se importante avaliar os aspectos da bionomia desses
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dipteros e entender a dindmica e distribuicdo dos potenciais casos humanos que ocorrem
naregido, de forma que a obtencéao desses dados no ambiente natural poderd indicar agcées
de prevencéo e controle.
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LEGENDA:

Sede do Jequitiba
do PETP

Areas com
residéncia no
interior do PETP

FIGURA 3 MAPA DA AREA DA SEDE DO JEQUITIBA DO PARQUE ESTADUAL DOS TRES PICOS APONTANDO AS RESIDENCIAS EM SEU INTERIOR
(MARCADAS EM VERMELHO) E A SEDE DO PARQUE (MARCADA EM AMARELO). FONTE: ACERVO PROPRIO, GERADO A PARTIR DO SOFTWARE

Qais
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2. Justificativa:

Até o momento, registros sobre a fauna de flebotomineos na area do PETP néo
foram realizados, o que se configura de grande relevancia a execucdo de estudos
bioecoldgicos e epidemioldgicos sobre 0s vetores de Leishmania spp. na regido, a fim de
contribuir para o conhecimento das espéecies que ocorrem no PETP, e sobre a dindmica

ecoepidemioldgica que envolvem as especies de vetores e parasitos no ambiente silvestre.

Sendo assim, a pergunta que norteia todo o0 nosso estudo €: quais 0s possiveis
ciclos silvestres de Leishmaniose Tegumentar Americana podem estar ocorrendo na sede

do Parque Estadual dos Trés Picos (PETP) e quais os aspectos ecoldgicos envolvidos?

Dessa forma, o presente estudo objetivou produzir dados bioecoldgicos sobre os
flebotomineos, ampliando o conhecimento sobre esses dipteros no estado do Rio de
Janeiro, revelando a composicdo faunistica dos flebotomineos na area do PETP na
perspectiva de contribuir para a execucao de acdes nos programas de controle, bem como
resultar em informacGes sobre o0 agravo para a comunidade residente e visitantes da area
de conservacao. Além disso, os resultados obtidos auxiliaram na execuc¢do de atividades
de educacdo em saude voltados especificamente a comunidade visitante e residente do
PETP de forma a deixar um legado de prevencao as diferentes formas das leishmanioses

que podem ocorrer nesta area de protecao.
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3. OBJETIVOS:

Objetivo Geral:

Avaliar os aspectos ecoldgicos e epidemioldgicos das leishmanioses baseado no

levantamento da biodiversidade dos flebotomineos na area do Parque Estadual Trés Picos,

no municipio de Cachoeiras de Macacu, Rio de Janeiro, Brasil.

Objetivos especificos:

1.

Realizar uma revisao de espécies de flebotomineos do estado do Rio de Janeiro
no periodo de 2015 a 2022.

Avaliar a diversidade de espécies de flebotomineos do Parque Estadual dos

Trés Picos.

Avaliar a frequéncia das espécies de flebotomineos do PETP de acordo com o

ciclo lunar.

Avaliar o habito alimentar e a presenca de DNA de Leishmania spp. nos
flebotomineos coletados do PETP.

Realizar atividades de educativas e de promo¢do da saude no PETP

relacionado as leishmanioses.
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4. Material e métodos:

4.1 Revisdo Bibliografica sobre os Flebotomineos no estado do Rio de

Janeiro:
Esta revisdo tem como objetivo complementar a revisdo ja publicada por Carvalho
e colaboradores(19), a qual avaliou apenas as espécies ja confirmadas como vetor da
Leishmania brasiliensis no estado do Rio de Janeiro até o ano de 2014. Sendo assim,
nosso estudo de revisdo buscou realizar o levantamento dos cinco anos seguintes,
contemplando o periodo de 2015 a 2020, bem como realizou o levantamento neste

periodo também das espécies suspeitas de ser vetor segundo a literatura.

A pesquisa bibliografica foi realizada nas seguintes bases de dados: Medline
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/), Scopus (http://www.scopus.com), Scielo
(http://lwww.scielo.org), Biblioteca Virtual em Salde (http://regional.bvsalud.org) e
Google Académico (http://scholar.google.com). Bancos de dados de teses da Fundacao
Oswaldo Cruz também foram consultados (http://www.arca.fiocruz.br). Os resultados das
buscas formaram um banco de dados compilado com registros de espécies por municipio

e coordenadas de registro a fim de realizar a distribuicdo espacial dessas espécies.

Foram confeccionados mapas de distribuicdo para potenciais vetores de
Leishmania spp. e casos humanos de LTA registrados pela Secretaria de Satde do Estado
do Rio de Janeiro. Para o Mapa de revisdo contendo a distribuicdo de casos no periodo
de 2015 a 2022 foram utilizados os bancos de dados disponiveis no TABNET DATASUS,
disponibilizados pelo Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN). Os
mapas foram elaborados com o municipio divisao territorial do IBGE (2010), no software
QGis 3.22.7.

A fim de padronizar a nomenclatura das espécies encontradas foi adotada neste

estudo a nomenclatura utilizada por Galati(8,9,56).

4.2 Levantamento da fauna de flebotomineos do PETP:

O estudo foi realizado na sede do Jequitiba do Parque Estadual dos Trés Picos (S:
22°24.834° HO: 42°36.825) no municipio de Cachoeiras de Macacu, estado do Rio de
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Janeiro. A area de protecdo é caracterizada por ser um fragmento de Mata Atlantica,

composto por uma floresta ombrdéfila densa e de clima tropical (52).

4.3 Captura dos espécimes:

A captura dos espécimes adultos foi realizada mensalmente durante duas noites
consecutivas com o uso de armadilha luminosa CDC, modelo HP (57), disponibilizadas
nas Estacfes de Monitoramento (EM’s) no periodo do final da tarde até a manh& seguinte
(das 18h as 06h). As capturas ocorreram dentro do periodo de janeiro de 2019 a fevereiro
de 2020,

O cronograma de capturas foi pensado de forma a contemplar 0 mesmo
quantitativo de incursdes ao campo distribuidas entre as luas, acompanhando esses
periodos pelo aplicativo moon fases, e os periodos seco e chuvoso (Tabela 1), sendo 0s
meses de periodo chuvoso definido por Minuzzi et al. (58).

TABELA 1 PLANEJAMENTO DE CAMPO BASEADO NAS FASES LUNARES E RESPEITANDO
PERIODOS SECO E CHUVOSOS. (58)

Crescente Cheia Minguante Nova
#15a17 de 19a21de #26 a 28 de 3 a5 de junho
janeiro margo fevereiro
o 23 a 25 de abril 14a16 de 14al16demaio  2a4dejulho
S agosto
N
#10a12de #11a13de #17a19de #28a 29 de
setembro novembro dezembro outubro
#4 a6 de #14 a 16 de
g fevereiro janeiro
o
N
23a27de
agosto
—
N
o
N #16a2lde
setembro
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Legenda: # periodo chuvoso pré estabelecido por Minuzzi et al, (58).

Foram demarcadas cinco estagdes de monitoramento (EM’s) que possuem alguma
relagdo com a circulagdo humana no interior da sede do parque, a fim de avaliar aspectos
da bioecologia dos flebotomineos (Figura 4). Estas EM’s se distanciavam em 200 a 500
metros aproximadamente, apresentando microhabitats diferentes em cada estacdo de

monitoramento.

0 100 200 m
IS I QGis - Landsat 8

Parque Estadual dos Trés Picos
Estacdes de Monitoramento

FIGURA 4 MAPA LOCALIZANDO AS ESTACOES DE MONITORAMENTO DEMARCADAS NO
PARQUE ESTADUAL DOS TRES PICOS.

A EML1 (Trilha da entrada) caracterizada pela entrada do parque onde além de
residéncias proximas, é notorio a constante circulacdo humana onde encontramos
materiais de ritos religiosos, latas e garrafas de bebidas e também ha uma pequena trilha
de passagem dos moradores ao redor; EM2 (Trilha dos Cristais) localizada no trajeto da
trilha dos cristais, que se encontra proximo a residéncias encontradas no interior do PETP,

a EM3 (Trilha do Jequitibd) localizada no trajeto da trilha do Jequitiba, a qual € a trilha
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de maior visitacdo humana desta sede do PETP, ainda que mantenha uma mata mais
preservada e a EM4 (Trilha dos bichos) localizada no trajeto da trilha dos bichos, também
utilizada para atividades ecoturisticas, e que possui este nome devido ao grande relato de
visualizacdo da mastofauna de pequeno porte e herpetofauna, sendo encontrado ainda
inimeros buracos usados como tocas de animais; e, a EM5 (Trilha das aguas) é
caracterizada pela passagem das tubulacGes para o transporte de 4gua a sede do parque e
as casas localizadas no interior do mesmo, local onde ha constante passagem humana para

consertos e man uten(;éo.
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FIGURA 5 ESTACOES DE MONITORAMENTO DEMARCADAS NO LIMITE DA SEDE DO
PARQUE ESTADUAL DOS TRES P1COS, ONDE FORAM REALIZADO AS COLETAS MENSAIS
DE FLEBOTOMINEOS. A: CDC INSTALADA NA ESTACAO DE MONITORAMENTO 1; B:
CDC INSTALADA NA ESTACAO DE MONITORAMENTO 2; C: CDC INSTALADA NA
ESTACAO DE MONITORAMENTO 3; D: CDC INSTALADA NA ESTACAO DE
MONITORAMENTO 4; E: CDC INSTALADA NA ESTACAO DE MONITORAMENTO 5.

Todo o material capturado foi mantido nas gaiolas de suporte da armadilha CDC,
e em seguida abatidos em camara fria. Posteriormente, foi efetuada a triagem, separando
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os flebotomineos dos demais insetos em placa de Petri e acondicionados e fixados em
tubos Falcon 15mL contendo &lcool 70%, quando entdo foram transportados para o
Laboratorio Interdisciplinar de Vigilancia Entomoldgica em Diptera e Hemiptera
(LIVEDIH) do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.

4.4 Processamento dos espécimes:

Os espécimes coletados seguiram para diferentes processamentos de acordo com
0 sexo e ano de coleta. Durante 0 ano de 2017, anterior a execucdo deste projeto de
doutorado, foram identificados como dados preliminares a fim de se conhecer parte da
fauna do Parque Estadual dos Trés Picos, sendo assim, todos 0s espécimes seguiram para

a identificacdo taxondmica.

Os espécimes coletados no ano de 2019, de janeiro a fevereiro, todos os espécimes
coletados seguiam diretamente para a identificacdo taxonémica, seguindo o processo de
clarificacdo e diafanizacdo, exceto as fémeas ingurgitadas (com sangue no abdémem). Ja
as fémeas ingurgitadas do periodo do ano de 2019 e as demais fémeas ingurgitadas e ndo
ingurgitadas dos anos de 2020 e 2021 seguiram para 0 processo de preparo para 0S
métodos moleculares (Figura 6).
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~ Identificagdo Taxon6mica
-
o
o Identificagdo Taxon6mica
Identificagio Taxondmica
(o]
-
I N&o Ingurgitada |—| Identificacdo Taxondmica
émea
Ingurgitada |—| Molecular: Habito alimentar
Identificagéo Taxondmica
o
[N}
& = Né&o Ingurgitada |—| Molecular: DNA Leishmania spp.
| Fémea |
Ingurgitada |—| Molecular: Habito alimentar

FIGURA 6 FLUXOGRAMA APRESENTANDO O PROCESSAMENTO DOS ESPECIMES DE CADA
ANO.

Para os espécimes que seguiram diretamente para a identificacdo taxonémica o
processo foi iniciado com potassa a 10% (KOH) durante 2-3 horas, em seguida 0s
flebotomineos ficam imersos em acido acético por 20 minutos para retirar o excesso de
gordura, em seguida lavados em agua tipo Il por igual periodo e finalmente permanecem
em lactofenol por 24 horas para a diafanizacdo das estruturas utilizadas no diagnostico

das espécies (59).

Sendo assim, foi realizada a segmentacdo da cabeca e dos dois ultimos segmentos,
sendo esses submetidos ao processo de clarificacdo e diafanizacdo, e o restante da parte
do corpo foi armazenada em freezer para posteriormente seguir para 0 processo de

avaliacdo molecular do hébito alimentar para as fémeas ingurgitadas e parte das fémeas.

Ja os espécimes fémeas que seguiram para os métodos moleculares de habito
alimentar e identificacdo do DNA de Leishmania spp., era realizado a segmentacdo da

cabeca e dos dois ultimos segmentos do abdémem, que seguiam para o processamento de

22



clarificacdo e diafanizacdo, sendo posteriormente identificado taxonomicamente, e a

demais parte do corpo armazenado em -20°C para seguirem para os métodos moleculares.

No processo de clarificacdo e diafanizacdo da cabeca e dos dois Gltimos segmentos
a etapa da potassa a 10% (KOH) foi adaptada para apenas 30 minutos em exposi¢ao ao
produto, mantendo posteriormente apenas a etapa do acido acético por 20 minutos e em
seguida, o lactofenol por aproximadamente 12 horas. Por fim, todos os espécimes machos
e fémeas foram montados entre 1dmina e laminula em liquido de Berlese com uso de lupa

estereoscopica e o diagndstico especifico em microscopio optico.

A C

FIGURA 7 PROCESSAMENTO DE FLEBOTOMINEOS ONDE A: PLACA DE CULTURA DE
CELULAS EXEMPLIFICANDO O PROCESSO DE CLARIFICAGAO E DIAFANIZAGAO; B:
CABEGA E DOIS ULTIMOS SEGMENTOS DA FEMEA DE FLEBOTOMINEO MONTADO EM
LAMINA; B: MACHO DE FLEBOTOMINEO MONTADO EM LAMINA.

4.5 (59)Diagndstico das espécies:

Foi utilizado o microscépio estereoscopico modelo ZEISS para a observacao dos

caracteres morfoldgicos taxonémicos, e a identificacdo foi realizada com o auxilio da
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chave dicotdmica proposta por Galati (8,9)e as abreviacdes dos nomes das espécies

conforme sugerido por Marcondes (60).

4.6 Analises moleculares:

Habito alimentar:

A identificacdo do conteudo intestinal de sangue de fémeas de flebotomineos
ingurgitadas foi realizada por analise baseada na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
do gene do citocromo B (cyt b), usando primers previamente descritos, seguido de
sequenciamento do produto de 383 pb. DNA extraido de flebotomineos machos foi usado
como controle negativo e DNA de Lu. longipalpis previamente alimentadas com sangue
de coelho (inativado a 56°C) serviu como controle positivo para as reacdes de

amplificacdo.

Para ambas as analises de deteccdo de DNA de Leishmania e fonte alimentar,
DNA purificado ou produtos amplificados de PCR, respectivamente, foram submetidos
ao sequenciamento. As reagdes foram realizadas usando Big Dye Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems Foster City, EUA) seguindo as especificagdes do
fabricante e ensaiadas no Sanger ABI 3730 Sequencing. As sequéncias de consenso foram
obtidas e editadas usando o pacote de software Phred/Phrap/Consed versdo: 0.020425.c
(Universidade de Washington, Seattle, EUA) e apenas as sequéncias com valores de
Phred acima de 20 foram usadas como contigs. Os contigs foram montados e alinhados
no software MEGAb521 e as sequéncias foram avaliadas contra o banco de dados NCBI
nr usando BLASTN.22

Presenca de DNA de Leishmania spp. em fémeas de flebotomineos
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A metodologia utilizada para a identificacdo da presenca de Leishmania spp. foi
baseada no artigo de Pita-Pereira et. al. (29). Dessa forma, 0 processamento tem inicio
com a extracdo de DNA através da incubacdo dos flebotomineos agrupados em 100pl de
tampéo TE (pH 8,0) contendo 100 g/ml de proteinase K (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA) por 2 h a 56°C. Apds centrifugacdo a 13.000 x g, 4°C por 15 min, o
sobrenadante coletado foi aquecido a 95°C por 15 min para inativar a proteinase K. As
amostras resultantes foram submetidas a extracdo com fenol-cloroférmio e precipitacéo
com etanol. Os sedimentos de DNA foram ressuspensos em 50ul de tampédo 0,1 x TE
(pH 8,0). Dez porc¢oes de microlitros de extratos de DNA foram usados para amplificacao
por PCR.

Para evitar possiveis contaminacgdes, por exemplo, a inclusdo de grupos de
controle negativo (flebotomineos machos) na etapa de extracdo de DNA e
descontaminacdo de instrumentos e areas de trabalho com solucdo diluida de cloreto e
raios UV foram utilizados. O DNA total também foi obtido a partir de formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis, utilizadas como controle positivo. Os parasitos

foram colhidos na fase logaritmica tardia e lavados em PBS antes do isolamento do DNA.

Apos a lise em tampdo TE contendo proteinase K, o DNA foi extraido por
precipitacdo com fenol-cloroférmio e etanol, conforme descrito acima para as amostras

de insetos.

4.5.2 Procedimento multiplex de PCR de inicializa¢éo a quente

Para o ensaio de PCR multiplex, foram utilizados dois pares de primers. Os
iniciadores [5-GGCCCACTATATTACACCAACCCC-3 e 5-
GGGGTAGGGGCGTTCTGCGAA-3] foram empregados para amplificar a regido
conservada do DNA do minicirculo do cinetoplastico de Leishmania spp.(61). O segundo
par de primers amplifica a regido 1VVS6 do gene da cacofonia em flebotomineos do género
neotropical Lutzomyia: 5LIcac [5-GTGGCCGAACATAATGTTAG-3] e 3LIcac [5-
CCACGAACAAGTTCA ACATC-3](62). As reagdes foram realizadas em um volume
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final de 100l contendo 1x tampé&o de polimerase Taq (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA), 4,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP (Invitrogen), 0,2 M de cada primer,
1,25 U Taq Gold DNA polimerase (Applied Biosystems) e 10 L de amostra de DNA. A
mistura foi incubada em termociclador Perkin-Elmer (GeneAmp PCR System 9600;
Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) a 94 -C por 12 min para ativagdo enzimatica
(PCR hot-start), seguido de 35 ciclos, cada um consistindo de de 30 s a 94 °C, 30 s a 55
°C e 30sa72°C. Apbs o ultimo ciclo, a extensdo foi continuada por mais 10 minutos a
72 °C. Dez microlitros do produto da reacdo de amplificagdo foram resolvidos em

eletroforese em gel de agarose a 2% e visualizados sob transiluminacdo UV.

4.5.3 Andlise de dot blot para detectar infeccdo por Leishmania (Viannia)

braziliensis em flebotomineos

Os produtos amplificados também foram analisados por hibridizacdo dot blot
usando uma sonda biotinilada especifica de L (Viannia) spp. [5:
TAATTGTGCACGGGGAGGCCA] (63). Resumidamente, os produtos amplificados
(10ul) foram desnaturados em 0,4N NaOH antes da aplicacdo em membranas de nylon
(Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Alemanha), usando um dispositivo de vacuo
multiplo (Bio-DotTM; BioRad, Richmond, CA, EUA). Apo6s a adicdo da sonda
biotinilada (5 ng/ml), as rea¢des de hibridizagao foram realizadas durante a noite a 46 °C
em BLOTTO (1,5 x solucdo salina—sodio—tampédo de citrato contendo 1% de
dodecilsulfato de sodio, 0,5% de leite desnatado). Os filtros foram lavados cinco vezes
usando 0,05% Tween-20 (BioRad) em PBS-Tween-20, a 25°C por 5 min cada, antes da
incubacdo com um conjugado de estreptavidina-peroxidase diluido 1:100 (Sigma, St
Louis, MO, EUA) no mesmo buffer a 25°C por 1 h. As membranas foram entéo lavadas
cinco vezes com PBS-Tween-20, cada vez por 5 min a 25°C, antes de serem equilibradas
com tampdo de detec¢do (0,5 mM citrato-tampdo fosfato pH 5). As reagdes de
hibridizagdo foram reveladas com a adi¢do de 2% de diaminobenzidina (DAB; Sigma) e
30% de H202 (Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, NJ, EUA).

Analise Estatistica
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Para demonstracdo da fauna apresentada nas coletas preliminares a execucao deste
projeto, foi realizada uma breve andlise descritiva dos flebotomineos capturados no
periodo de agosto, setembro e novembro de 2017.

A fim de ndo estabelecer um viés na andlise estatistica de forma a manter os
periodos seco e chuvoso igualmente contemplados, optou-se por avaliar os dados
coletados no periodo de janeiro de 2019 a dezembro de 2019 separadamente e 0s
resultados pontuais realizados em janeiro e fevereiro de 2020, agosto e setembro de 2021

utilizados apenas para as analises moleculares.

N~

§ Resultados preliminar

o — — Avaliacéo da Riqueza
= Avaliacao estatistica —

N Avaliacéo da Lua
o - ~

S Avaliaces Moleculares

N

— - T

= Avaliagdes Moleculares

N

FIGURA 8 FLUXOGRAMA DAS AVALIACOES REALIZADAS COM OS ESPECIMES
COLETADOS ME CADA ANO.

Para estimar a riqueza do parque, o software EstimateS 8.2.0 foi utilizado para
calcular os estimadores ndo paramétricos Chao 2 e Jackniff 1 (64). Sendo o estimador
Chao 2 um estimador de riqueza baseado na incidéncia de espécies, calculado pela
fomula(64):

o
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E o estimador Jackniff 1 estimador de riqueza baseado na abundéncia, calculado

pela formula (64):

m-—1
Sjack1: Sobs t Ql( m )

Além desses estimadores, foram calculadas as curvas de rarefacdo que
representam a riqueza das espécies observadas na amostra, utilizando um intervalo de

confianca de 95%.

Para avaliar a abundancia de espécies, estdo sendo utilizados o0s seguintes testes
estatisticos, 0 “Indice de Abundéncia de Espécies” (ISA) e o “Indice de Abundancia de
Espécies” (SISA) (65).

O programa Excel foi utilizado para a estatistica descritiva dos dados, sendo

elaborado graficos de e de barra para as espécies e géneros capturados.
4.6.1 Analise da Diversidade:

Para comparar o nimero total de flebotomineos capturados nas diferentes estacfes
de monitoramento utilizamos o software DivEs - Diversidade de Espécies DE4 (66), e 0s
dados analisados através do indice de Diversidade de Shannon-Wiener (H), indice foi
apropriado para amostras aleatorias de espécies de uma comunidade ou sub-comunidade

de interesse estimado através da seguinte equacéo:

5

H=— Z;J, x log(b)p;

1=1

A fim de estimar a dominéncia de espécie nas estagdes de monitoramento, foi
utilizado o teste estatistico do indice de diversidade de Simpson. Determinado pela

equacéo:
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Z:':J n; % (n; —1)

Ds=1- NN —1)

A equidade, indice que demonstra a regido onde ha o maior numero de espécimes
distribuidas proporcionalmente iguais pelas espécies identificadas, sendo proporcional a
diversidade e inversamente proporcional a dominancia. A medida de equidade ou
equitabilidade, compara a diversidade de Shannon-Wiener com a distribuicdo das
espécies observadas que maximiza a diversidade. Sendo determinada através do indice

de Equidade J (Pielou) calculado pela férmula:

=

UL

J

E, para estimar a riqueza de espécies por estacdo de monitoramento, foi utilizado
o0 indice de riqueza das espécies Jackknife 12 ordem (J) estimado através da seguinte

equacéo:

) o1
En = Sobs + 51 (T

A comparacdo das diversidades das estacfes de monitoramento foi realizada
segundo o teste t para H' a 5% de probabilidade, para isso se faz necessario para comparar
a diversidade de Shannon de duas cole¢des de dados ou dois levantamentos ou amostras
(H’1 e H’2), € necessario calcular a variancia para cada diversidade, assim como ¢ feito

para a diversidade de Simpson(67), mas com a seguinte equacao:
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Seguido da equacdo:

,_|H -
NEEE

E, por fim, para comparagdo com a tabela do teste t-student o grau de liberdade

em valor arredondado € dado pela seguinte equagéo:

’ 42
\Suy + 5us)

P '\u_:l P '\:_:I
|_.'~”[ 1 |_.'~”.; 1

GL =

iy a2

4.6.2 Avaliacdo da frequéncia de flebotomineos quanto as fases da

Lua:

Para comparar o numero total de flebotomineos capturados nas diferentes fases da
lua também utilizamos o software DivEs - Diversidade de Espécies DE4, e os dados
analisados através do indice de Diversidade de Shannon-Wiener (H) e o indice de
Riqueza da Espécies (J) (66). Foi realizado também uma correlacdo da proporcao
de machos e fémeas capturados nas fases lunares, bem como foi realizado uma

estatistica descritiva utilizando o programa Excel.Mapas Tematicos:
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Os indices de cobertura florestal foram estimados manualmente usando o software
QGis 3.22.7. Uma imagem de satélite Landsat 7 (a partir de 2002) baixada da plataforma
Geological Survey dos Estados Unidos "LandsatLook"
(http://landsatlook.usgs.gov/viewer.html) foi utilizada para delinear os poligonos da
cobertura florestal. A resolucdo da imagem foi de 30 metros para bandas de 1 a 7 e 15
metros para a banda oito. As faixas foram fundidas resultando em uma imagem final de

15 metros de resolugéo.

A composicdo das comunidades de flebotomineos foi avaliada a partir de
escalonamento multidimensional (MDS). MDS é um método para medir a semelhanca
entre conjuntos de dados, que neste estudo se refere a composicdo das populacGes de
Phlebotominae (conjuntos de dados) em cada unidade de amostragem. Para a estruturacao
e analise dos bancos de dados foram utilizados os programas Microsoft Excel e SPSS 23.
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Resultados:Limitacdes do estudo:

Alguns imprevistos a execucao deste projeto foram observados e refletiram em
alteracOes as andlises previstas para o estudo. O principal imprevisto ocorrido foi a
pandemia do COVID-19 durante o periodo de coletas de campo. Dessa forma, houve
apenas um ano e dois meses de capturas devido ao periodo de stop work realizado em
funcdo do avango dos casos de COVID-19 no estado do Rio de Janeiro e determinacgdes

de lockdown pelas frentes de saude do estado.

Uma vez que a programacao inicial do projeto previa a separagdo das fémeas néo
ingurgitadas a partir do segundo ano de coleta, a fim de primeiramente conhecer a fauna
flebotominica da regido sem haver duvidas taxonémicas nas fémeas separadas para a
avaliacdo molecular, com a paralizacéo das atividades presenciais estabelecido em fungéo
da pandemia do COVID-19, apenas os meses de janeiro e fevereiro de 2020
contemplaram as avaliagdes de fémeas néo ingurgitadas para a avaliacdo de presenca de
DNA de Leishmania spp. sem a presenca de sangue no trato digestivo dessas.

Outra importante alteracdo pode ser observada nas analises estatisticas, das quais,
devido ao periodo de paralizacdo, apenas as capturas do ano de 2019 seguiram a
programacdo de periodos seco e chuvoso, bem como as fases da lua. Sendo assim, ainda
que ndo tenha sido possivel realizar uma analise ambiental estatisticamente robusta,
devido a inviabilizagdo de mais um ano de capturas em func¢éo da pandemia da Covid-19,
pode-se apontar comparagdes entre as estagdes de monitoramento (EM’s) bem como

entre as fases da lua.

Por fim, outro fator pode ter influenciado as analises moleculares do estudo, uma
vez que o resultado indeterminado de algumas andlises pode se justificar pela pouca
quantidade de sangue bem como 0 excesso de ovos ja no abdémen destas fémeas,
contudo, podem ainda ser justificado pela sequéncia encontrada néo ter sido depositada

ainda nos bancos de dados usados como base (PubMed).

Revisdo epidemioldgica do estado do Rio de Janeiro

Ap0ls uma revisdo da situacdo epidemioldgica do estado do Rio de Janeiro para

Leishmaniose Tegumentar Americana no periodo de 2015 a 2020, observou-se segundo
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os dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) que o estado do
Rio de Janeiro, como um estado endémico para este agravo, apresentou pelo menos um
caso de LTA em pelo menos metade do estado, tendo como positivo 45 municipios em
um total de 84. Dentre esses municipios, a capital do estado se destacou com o maior

numero de casos notificados (Figura 9).

Casos LTA
CJ00-49
[149-98
[ 198-148
[ J148-197
[119,7-246
[1246-295
[285-344
[1344-39,3
[0393-44,3
[ 44,3 - 49,2
[ 45,2 - 54,1
I 54,1-59,0
B 55,0- 63,9
B 53,9- 68,8
B 68,8-73,8
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Bl 108,2-113,1 & 0 25 50 75 100 km
I 113,1-118,0 L ‘ ‘ | |

FIGURA 9 CASOS DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA DISTRIBUIDOS NO
ESTADO DO RI10 DE JANEIRO DURANTE O PERIODO DE 2015 A 2020, SEGUNDO DADOS DO
SISTEMA DE INFORMAGAO DE AGRAVOS DE NOTIFICAGAO (SINAN)

Destaca-se ainda nesta distribuicdo que o municipio de Cachoeiras de Macacu,
municipio o qual o estudo teve foco na captura de dados preliminares, apresentou a
notificagdo de 7 casos de LTA neste periodo, sendo assim, 0 nono municipio do estado a

apresentar mais casos de LTA no Rio de Janeiro.
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Segundo dados compilados no banco de dados a partir de revisdes bibliograficas,
a fim de complementar a reviséo de notificacdo de espécies de flebotomineos distribuidas
no estado do Rio de Janeiro desenvolvida por Carvalho et. al. (19), 51 espécies
distribuidas em 13 géneros foram encontradas em todo o estado do Rio de Janeiro durante
0 periodo de 2015 a 2022. Esses resultados foram obtidos a partir de 17 estudos
encontrados nas bases de dados utilizadas nesta revisdo, nos permitindo assim apontar os

municipios de encontro de cada espécie (Anexo 4).

Além desta distribuicdo de todas as espécies identificadas no estado, realizamos
também a analise geoespacial correlacionando os casos notificados de LTA por municipio
durante o periodo de 2015 a 2020 com o encontro das espécies confirmadas e espécies
vetoras de Leishmania braziliensis no estado (Figura 10). Nesta analise pode-se observar
que a maioria dos municipios que possuem casos notificados ndo possuem a distribuicéo

de seus vetores ainda estudado.
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Espécies: Casos LTA

* Psychodopygus hirsuta hirsuta £70,0-49

s Pintomyia fischeri 149-98

* Nyssomyia whitmani g ?’488- 1411,987
 Nyssomyia intermedia -1 1180

* Migonemyia migonei
© Bichromomyia flaviscutellata

FIGURA 10 DISTRIBUICAO DAS ESPECIES VETORAS DE LEISHMANIA BRAZILIENSIS: NYSSOMYIA WHITMANI, NYSSOMYIA INTERMEDIA, MIGONEMYIA
MIGONEI E BICHROMOMYIA FLAVISCUTELLATA; E ESPECIES SUSPEITAS DE SEREM VETORAS DE LEISHMANIA BRAZILIENSIS: PSYCHODOPYGUS
HIRSUTUS HIRSUTUS E PINTOMYIA FISHERI CORRELACIONADO COM A DISTRIBUICAO DE CASOS DE L TA NO ESTADO DO R10 DE JANEIRO
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Os flebotomineos do Parque Estadual dos Trés Picos.

Visando levantar dados preliminares da fauna e avaliar a regido para a execucéo
do projeto, extraiu-se uma amostra de trés meses de coleta no ano de 2017. Dentro deste
periodo foram contabilizados 353 flebotomineos distribuidos dentre 21 espécies
identificadas (Figura 11).

W Bichromomyia flaviscutellata

W Brumptomyia brumpti

B Brumptomyia cardosoi

B Brumptomyia cunhai

W Brumptomyia guimaraesi

W Brumptomyia nitzulescui

B Brumptomyia troglodytes

m Evandromyia (Barrettomyia) tupynambai
m Evandromyia (Evandromyia) rupicola
W Migonemyia migonei

B Migonemyia vaniae

m Pintomyia (Pifanomyia) misionensis

B Pintomyia (Pintomyia) bianchigalatiae

W Pintomyia (Pintomyia) fischeri
Pintomyia monticola

m Psathyromyia (Forattiniella) pascalei
Psathyromyia (Psathyromyia) bigeniculata
Psathyromyia (Psathyromyia) lanei
Psathyromyia (Psathyromyia) limai
Psathyromyia (Psathyromyia) pelloni
Psydochopygus hirsutus hirsutus

FIGURA 11 DADOS PRELIMINARES DA DISTRIBUICAO DAS ESPECIES DE
FLEBOTOMINEOS CAPTURADAS NO PERIODO DE AGOSTO, SETEMBRO E NOVEMBRO
DE 2017, NA SEDE DO JEQUITIBA DO PARQUE ESTADUAL DOS TRES PICOS.

Foram capturados trés espécimes da espécie Migonemyia vaniae, a qual ndo havia

sido registrada anteriormente no estado do Rio de Janeiro. Este dado deu origem ao artigo
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“First record of Migonemyia vaniae (Galati, Fonseca & Marassa, 2007) (Diptera,

Psychodidae, Phlebotominae) in the state of Rio de Janeiro, Brazil” (Anexo 1).

Com o inicio do desenvolvimento do projeto, apds 12 meses de captura durante o
ano de 2019, foram capturados 2.826 espécimes e distribuidos em 8 géneros
identificados(Figura 12), dos quais 0 género Psychodopygus, respondeu por mais da
metade dos espécimes capturados (2.327 espécimes) apresentando-se mais frequente em

todo o estudo, seguido do género Bichromomyia (143 espécimes) (Figura 13).

Psychodopygus spp. I [
Psathyromyia spp. m
Pintomyia spp. |

Migonemyia spp. |} E

Martinsmyia spp. | E

Evandromyia spp. | KGN
Brumptomyia spp. EEEGG———— [
Bichromomyia spp. 143

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

FIGURA 12 DISTRIBUICAO DOS ESPECIMES CAPTURADOS NOS GENEROS IDENTIFICADOS
DURANTE O PERIODO DE JANEIRO A DEZEMBRO DE 2019.
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Bichromomyia flaviscutellata

B Brumptomyia brumpti

B Brumptomyia cardosoi

B Brumptomyia cunhai

W Brumptomyia guimaraesi

B Brumptomyia nitzulescui

B Brumptomyia troglodytes

W Evandromyia (Barrettomyia) edwardsi

m Evandromyia petropolitana

W Evandromyia rupicola

B Martinsmyia minaensis

B Migonemyia migonei

B Pintomyia (Pifanomyia) misionensis

B Pintomyia (Pintomyia) bianchigalatiae

W Pintomyia (Pintomyia) fischeri

B Pintomyia monticola
Psathyromyia (Forattiniella) pascalei
Psathyromyia (Psathyromyia) bigeniculata
Psathyromyia (Psathyromyia) pelloni
Psathyromyia (Psathyromyia) limai
Psychodopygus ayrozai

W Psychodopygus hirsutus hirsutus

FIGURA 13 DISTRIBUICAO DOS ESPECIMES CAPTURADOS NAS ESPECIES CAPTURADAS E
IDENTIFICADAS DURANTE O PERIODO DE JANEIRO A DEZEMBRO DE 2019, DESTACANDO-
SE A PORCENTAGEM DAS ESPECIES DE INTERESSE A SAUDE PUBLICA.

Dentre essas espécies podemos destacar a presenca de quatro que possuem
importancia médica e veterinaria segundo a literatura: Migonemyia migonei (6 espécimes)
e Pintomyia (Pintomyia) fisheri (4 espécimes), bem como as espécies ja mencionadas Bi.
flaviscutellata (143 espécimes) e Ps. hirsutus hirsutus (2402 espécimes), sendo esta

ultima a mais dominante no estudo (Figura 14).
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FIGURA 14 ESPECIES DE IMPORTANCIA MEDICA CAPTURADAS NO PARQUE ESTADUAL
DOS TRES P1CcOS NO PERIODO DE JANEIRO A DEZEMBRO DE 2019.

Ainda que observado uma riqueza significativa ao final de um ano de capturas,
com 22 espécies identificadas, nossos dados apontam que esta riqueza de espécies pode
ser ainda maior. As curvas de rarefacdo que representam a riqueza de espécies observada
nos periodos chuvoso (Figura 15, A e B), seco (Figura 15, C e D) e no periodo total do
estudo (Figura 15, E e F) mostraram uma estabilizagé&o da curva, de acordo com todos os
indicadores ndo paramétricos utilizados (Figura 15). Os dados deste levantamento foram
apresentados no manuscrito submetido com o titulo: “First entomological survey of sand
flies (Diptera: Psychodidae) in an ecological visitation park in Cachoeiras de Macacu,
Rio de Janeiro - RJ, Brazil, and the presence of Leishmania braziliensis” (Anexo 2).
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FIGURA 15 CURVAS DA RIQUEZA DE ESPECIES ESTIMADA, SENDO “A” DA ESTACAO
CHUVOSA, “C” DA ESTACAO SECA E “E” REPRESENTANDO O TOTAL DO ESTUDO. E
CURVAS DE RAREFACAO QUE REPRESENTAM A RIQUEZA DE ESPECIES OBSERVADA DE
FLEBOTOMOS CAPTURADOS NO PARQUE ESTADUAL DOS TRES Picos, CACHOEIRAS DE
MAcAcuU, R10 DE JANEIRO — RJ, BRASIL, DE JANEIRO A DEZEMBRO DE 2019, com
INTERVALO DE CONFIANCA DE 95%, CONSIDERANDO O MESMO TAMANHO DE AMOSTRA.
SENDO “B” PARA ESTACAO CHUVOSA, “D” PARA ESTACAO SECA E “F” REPRESENTANDO
O TOTAL DO ESTUDO.

A espécie Ps. hirsutus hirsutus foi dominante ndo s6 em todo estudo, mas também
dominante em todos os meses de captura (Figura 16 Figura 17). Observa-se ainda que a
espécie Bi. flaviscutellata apresentou seus maiores indices de densidade apenas em dois

meses especificos (marco e julho), sendo a segunda espécie mais frequente nestes meses.
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Distribuicdo de espécies - Periodo seco
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FIGURA 16 DISTRIBUICAO DAS ESPECIES IDENTIFICADAS NO PARQUE ESTADUAL DOS
TRES P1COS NOS MESES QUE FAZEM PARTE DO PERIODO SECO DO ANO DE 2019,
ASSOCIADOS AOS INDICES PLUVIOMETRICOS, DE TEMPERATURA E DE UMIDADE.
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Distribui¢cdo de espécies - Periodo Chuvoso
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FIGURA 17 DISTRIBUICAO DAS ESPECIES IDENTIFICADAS NO PARQUE ESTADUAL DOS
TRES PICOS NOS MESES QUE FAZEM PARTE DO PERIODO CHUVOSO DO ANO DE 2019,
ASSOCIADOS AOS INDICES PLUVIOMETRICOS, DE TEMPERATURA E DE UMIDADE.

A maior densidade da espécie Bi. flaviscutellata pode ser observada quando
realizada a analise da distribuicdo perioddica das espécies associadas as medicdes de
temperatura e de pluviosidade mensais, estando suas maiores densidades nos meses de
mar¢o com 34 espécimes capturados e julho, com 71 espécimes capturados (Figura
16Figura 17). Esses meses apresentaram os niveis mais elevados de pluviosidade do que
nos meses imediatamente anteriores (fevereiro e junho). No més de fevereiro o indice

pluviométrico registrado foi 34 mm e em junho 95 mm (Figura 16Figura 17).

Ja para a espécie Ps. hirsutus hirsutus pode-se observar um padréo de dominancia
mais elevado nos meses de temperaturas mais elevadas, onde no més de janeiro foi
registrada a maior temperatura do estudo (35°C), e de maior dominéancia da espécie ao
longo do ano, sendo capturados 886 espécimes da especie (Figura 17). Podemos observar

que a umidade influenciou na densidade mensal da espécie, concentrando-se nos meses

42

TeC/Pluv. mm/ U%



de maior umidade acumulada, porém, ndo sendo observado um padréo da pluviosidade

influenciando na atividade da espécie (Figura 16Figura 17).

As demais espécies foram capturadas em baixa densidade ao longo do ano, o que
n&o possibilitou se estabelecer ainda um padrdo de variagdo mensal, como pode ser visto
com a espécie Psychodopygus ayrozai que apresentou apenas 5 espécimes no periodo
chuvoso (Figura 17). Durante 0 més de agosto as capturas foram nulas, isso pode estar
relacionado com a mais baixa umidade relativa do ar registrada em todo o estudo,
ocupando a 132 posi¢do no ranking dos indices de abundancias calculados (ISA e SISA)
(Tabela 2).

TABELA 2 INDICE DE ABUNDANCIA DE ESPECIES CAPTURADAS. “INDEX OF SPECIES
ABUNDANCE” (ISA), CONVERTIDO EM “STANDARDIZED INDEX OF SPECIES ABUNDANCE”
(SIsA), NA ESTACAO CHUVOSA, NO PERIODO SECO E NA COMPOSICAO TOTAL DA
ESPECIE, SENDO DEFINIDA A POSICAO TOTAL DA ESPECIE COM BASE SOBRE O SISA
TOTAL.

Estacao Estacao
Chuvosa Seca Total
ranking ISA  SISA ISA SISA ISA SISA
1 Psychodopygus hirsutus hirsutus 1 0,95 14 093 1 0,95
2 Bichromomyia flaviscutellata 46 077 21 089 31 0,845
3 Psathyromyia (Forattiniella) pascalei 72 064 3,1 0,845 3,2 0,84
4 Evandromyia rupicola 75 0625 5 0,75 4,3 0,785
5 Psathyromyia (Psathyromyia) pelloni 6,8 0,66 11 045 76 0,62
6 Brumptomyia nitzulescui 10,6 047 85 0,575 8,1 0,59
Psathyromyia (Psathyromyia)
7 bigeniculata 13,2 0,34 11,7 0,415 9,3 0,535
8 Brumptomyia troglodytes 10,3 0,485 12,9 0,355 12,1 0,395
9 Pintomyia (Pifanomyia) misionensis 14,7 0,265 13,3 0,335 13,5 0,325
10 Brumptomyia cunhai 141 0,295 138 0,31 14,1 0,295
11 Brumptomyia cardosoi 155 0,225 11,6 042 14,2 0,29
12 Martinsmyia minasensis 19,1 0,045 12,7 0,365 14,6 0,27
13 Psychodopygus ayrozai 16,5 0,175 14,6 0,27 14,6 0,27
14 Migonemyia migonei 159 0,205 134 0,33 14,7 0,265
15 Evandromyia (Barrettomyia) edwardsi 14,9 0,255 # # 15,6 0,22
16 Evandromyia petropolitana 173 0,135 15 0,25 15,6 0,22
17 Pintomyia (Pintomyia) fischeri 16,8 0,16 14,7 0,265 16,7 0,165
18 Brumptomyia guimaraesi 168 0,16 # # 17,5 0,125
19 Pintomyia (Pintomyia) bianchigalatiae 17,7 0,115 # # 18,2 0,09
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Avaliacao da diversidade de flebotomineos:

A distribui¢do entre as EM’s, separando as coletas entre periodo seco e periodo
chuvoso (58)onde, dentre as capturas do ano de 2019, os meses de janeiro, fevereiro,
setembro, outubro, novembro e dezembro compreenderam o periodo chuvoso e 0s meses
de marco até agosto marcaram o periodo seco. Os dados, associados com as coordenadas
geograficas das EM’s nos permitiram gerar mapas para os dois periodos com a
distribuicdo georreferenciada das espécies capturadas na sede do Jequitiba do PETP
(Figura 18 e 16), possibilitando a comparagao visual entre as EM’s e entre os periodos

seco e chuvoso.
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FIGURA 18 MAPA TEMATICO GEORREFERENCIADO DO PERIODO CHUVOSO, COMPREENDENDO O PERIODO DE OS MESES DE JANEIRO, FEVEREIRO,

SETEMBRO, OUTUBRO, NOVEMBRO E DEZEMBRO, COM A MARCAGAO DAS ESTAGOES DE MONITORAMENTO EM1 (TRILHA DA ENTRADA); EM2
(TRILHA DOS CRISTAIS); EM3 (TRILHA DO JEQUITIBA); EM4 (TRILHA DOS BICHOS); EM5 (TRILHA DAS AGUAS).
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FIGURA 19 MAPA TEMATICO GEORREFERENCIADO DO PERIODO SECO, COMPREENDENDO O PERIODO DE OS MESES DE MARCO ATE AGOSTO, COM
A MARCAGCAO DAS ESTACOES DE MONITORAMENTO EM1 (TRILHA DA ENTRADA); EM2 (TRILHA DOS CRISTAIS); EM3 (TRILHA DO JEQUITIBA);

EM4 (TRILHA DOS BICHOS); EM5 (TRILHA DAS AGUAS).



Os resultados apresentados revelam uma ampla diversidade de espécies nas EM’s,
as quais podem ser relacionadas as caracteristicas ambientais de cada EM com a variedade
de flebotomineos capturados. Comparando, entdo, as EM’s durante o periodo chuvoso
podemos apontar até o0 momento a EM2 apresentando a maior diversidade
significativamente com valor de 0,5415 no célculo da diversidade de Shannon-Wiener
(Figura 20A). Sendo assim, ao realizarmos o teste T-student para verificar a correlagcao
entre as EM’s e o grau de significancia na compara¢ao do grau de diversidade da EM2
com as demais EM’s, pode-se observar que essa comparacdo ndo apresenta diferenca
significativa apenas comparada a EM4 (Tabela 3), sendo o valor da EM4 no célculo da
diversidade de Shannon-Wiener de 0,3764 (Figura 20A).
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FIGURA 20 GRAFICOS APRESENTANDO OS DADOS ESTATISTICOS DO PERIODO CHUVOSO DE:
(A) DIVERSIDADE DE SHANNON-WIENER; (B) DOMINANCIA DE SIMPSON; (C) EQUIDADE; (D)
RIQUEZA DE JACKKNIFE (12 ORDEM)
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TABELA 3 TEST T-STUDENT PARA DIVERSIDADE DO PERIODO CHUVOSO, ASSUMINDO NIVEL
DE SIGNIFICANCIA P= 0,05 (5% DE PROBABILIDADE). * HA ALTA DIFERENCA SIGNIFICATIVA
ENTRE AS DIVERSIDADES, SEGUNDO O TESTE T PARA H” A 5% DE PROBABILIDADE

EM1 EM?2 EM3 EM4 EMS

EM1 4,3127* 2,4342* 5,7981* 0,9326
EM2 | 4,3127* 2,9399* 19579  2,4205*
EM3 | 2,4342* 2,9399* 2,1601* 0,2413
EM4 | 5,7981* 19579 2,1601* 1,3265

EM5 09326 2,4205* 0,2413 1,3265

Na EM2 pode-se observar uma maior equidade expressa, apresentando o valor de
0,6958 na equidade J de Shannon (Figura 20C). Esses valores podem ser observados no
mapa A (Figura 18), onde a EM2 demonstra um maior quantitativo de espécies com a
distribuicdo dos seus espécimes mais uniformemente. Além disso, pode-se observar neste
mesmo mapa (Figura 18), uma maior percentagem de flebotomineos da espécie Mg.
migonei (11% do total de espécimes do periodo chuvoso na EM2) se comparado com as
demais EM’s durante este periodo. E, ainda nas EM2 e EM3 desse periodo pode-se

observar a presenca da espécie Evandromyia rupicola.

Ainda no periodo chuvoso, pode-se observar uma alta dominancia significativa
semelhante nas estacdes de monitoramento EM1, EM3, EM4 e EM5 com os valores de
0,8619; 0,735; 0,6793; 0,7511 respectivamente no indice de dominancia de Simpson
(Figura 20B). Todos os altos graus de dominancia se explicam pela alta porcentagem da
espécie Ps. hirsutus hirsutus, apresentando 93% na EM1, 85% na EM3, 82% na EM4 e
87% na EM5, como observado no mapa A (Figura 18). Além disso, a EM4 apresentou o
maior indice de riqueza do estudo (Figura 20D), ou seja, apresentou a maior variedade de

especies presente no periodo chuvoso.

Ja no periodo seco pode-se observar uma maior diversidade na EM3 de 0,678,
significativamente semelhante a EM2 de 0,5991 (Figura 21A) quando comparadas

utilizando o teste T-student (Tabela 4), sendo as EM’s que apresentam o maior indice de
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equidade J de Shannon do estudo até 0 momento, apresentando o indice de 0,6279 para a
EM2 e de 0,7105 para a EM3 (Figura 21C).
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FIGURA 21 GRAFICOS APRESENTANDO OS DADOS ESTATISTICOS DO PERIODO SECO DE: (A)
DIVERSIDADE DE SHANNON-WIENER; (B) DOMINANCIA DE SIMPSON; (C) EQUIDADE; (D)
RIQUEZA DE JACKKNIFE (12 ORDEM)

TABELA 4 TEST T-STUDENT PARA DIVERSIDADE DO PERIODO SECO, ASSUMINDO NIVEL DE
SIGNIFICANCIA P= 0,05 (5% DE PROBABILIDADE). * HA ALTA DIFERENCA SIGNIFICATIVA
ENTRE AS DIVERSIDADES, SEGUNDO O TESTE T PARA H’ A 5% DE PROBABILIDADE

EM1 EM2 EM3 EM4 EM5

EM1 4,3758* 4,7995* 17762 2,3811*
EM2 | 4,3758* 0,8933 6,4721* 6,6493*
EM3 | 4,7995* 0,8933 6,5045* 6,7167*
EM4 | 1,7762 6,4721* 6,5045* 1,1627

EM5 | 2,3811* 6,6493* 6,7167* 1,1627
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A dominancia esteve significativamente semelhante nas EM’s 1, 4 e 5 no periodo
seco (Figura 21B), novamente pela alta densidade da presenca da espécie Ps. hirsutus
hirsutus, a qual apresentou a quantitativo, 87%, 89% e 90% do total de flebotomineos
capturados nas respectivas EM’s como pode ser observado no mapa B (Figura 19). A
EM4 foi a estacdo que apresentou a maior riqueza estimada segundo o indice de Riqueza
de Jackknife de 12 ordem (Figura 21D).

Avaliacdo da influéncia da fase lunar na coleta de flebotomineos:

Ao observarmos o padrao de distribuicéo dos flebotomineos capturados nos meses
de 2019 correlacionando com a fase da lua do periodo de captura, foi possivel notar um
padrdo de maior densidade de flebotomineos no periodo de fases da lua de maior
intensidade luminosa. Na lua crescente foi capturado 39% do total de flebotomineos do

estudo, seguida da lua cheia com 29% dos flebotomineos capturados (Figura 22A).

u lua crescente E Lua cheia
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FIGURA 22 PADRAO DE DISTRIBUIGAO DE FLEBOTOMINEOS NOS PERIODOS DE FASE DA LUA,
ONDE A: DISTRIBUIGAO EM % POR FASE DA LUA; B: DENSIDADE DE MACHOS E FEMEAS NA
LUA CRESCENTE; C: DENSIDADE DE MACHOS E FEMEAS NA LUA CHEIA; D: DENSIDADE DE
MACHOS E FEMEAS NA LUA MINGUANTE; E: DENSIDADE DE MACHOS E FEMEAS NA LUA NOVA.
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A distribuicao dos flebotomineos durante as fases da lua possibilitou observar um
padrdo na distribuicdo de machos em relacdo as fémeas. Durante as fases de lua com
maior intensidade luminosa a densidade da captura de fémeas foi maior que de machos.
Na lua crescente e na lua cheia as fémeas totalizaram 77% e 70%, respectivamente, dos
flebotomineos capturados em cada periodo (Figura 22B e C). Nos periodos de menor
intensidade luminosa (luas minguante e nova) a propor¢do de machos observada foi
maior. Em que, no periodo de noites escuras (lua nova) os machos compreenderam 52%
do total de flebotomineos capturados (Figura 22E), se configurando como o periodo de

maior densidade de machos capturados no estudo.

Esse padréo pdde ser observado nas espécies de importancia médica, encontradas
infectadas naturalmente por Leishmania spp. A espécie com maior densidade no estudo
foi Ps. hirsutus que apresentou uma densidade de 214 machos e 186 fémeas nos meses
de lua nova, e a espécie Bi. flaviscutellata apresentou a densidade de 44 machos e 38
fémeas capturadas, a lua nova foi aquela de maior densidade da espécie em todo o estudo,

com 82 exemplares ao total neste periodo (Figura 23D).
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FIGURA 23 COMPARAGCAO DA DISTRIBUICAO NAS FASES DE LUA DAS ESPECIES SEPARADAS
POR MACHO E FEMEA, ONDE A COR AZUL REPRESENTA OS MACHOS E A COR VERMELHA
REPRESENTA AS FEMEAS. SENDO O GRAFICO (A) A REPRESENTACAO DA LUA CRESCENTE,
SEGUIDO DO GRAFICO (B) REPRESENTANDO A LUA CHEIA; O GRAFICO (C) AREPRESENTAGAO
DA LUA MINGUANTE; E NO GRAFICO (D) A REPRESENTAGAO DA LUA NOVA.

A espécie Ps. hirsutus apresentou um padrdo diferente de densidade nas fases de
lua de maior intensidade luminosa, onde a maior densidade de fémeas foi observada na
lua crescente e cheia. Sendo capturado na lua crescente um quantitativo de 758 fémeas da
espécie, contrapondo com apenas 190 machos (Figura 23A). Assim como na lua cheia
que apresentou um total de 524fémeas e apenas 188 machos ao todo (Figura 23 B).
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Apesar da lua cheia compreender a segunda maior densidade de flebotomineos do
estudo, e a maior dominancia de 0,8316 na dominancia de Simpson (Figura 24A), esse
periodo apresentou a menor diversidade de espécie de 0,1903 na diversidade de Shannon-
Winner (Figura 24B) se comparados aos demais periodos lunares, e consequentemente a
menor riqueza dentre as demais fases da lua (Figura 24C). Estes dados sdo opostos ao
observados na lua nova que compreendeu 0 maior nimero de espécies do periodo sendo
a maior diversidade de espécie entre os periodos lunares, apresentando a maior riqueza
de Jackknife (Figura 24C).
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FIGURA 24 GRAFICOS APRESENTANDO OS DADOS ESTATISTICOS DAS FASES DA LUA ONDE
O GRAFICO (A) REPRESENTA A DOMINANCIA DE SIMPSON; (B) DIVERSIDADE DE
SHANNON-WIENER; (C) RIQUEZA DE JACKKNIFE (12 ORDEM)

Contudo, ao estabelecer a proporcdo de machos e fémeas (M:F) dessas especies
ja descritas com importancia médica pode-se observar que Ps. hirsutus hirsutus
apresentou a maior propor¢do de machos apenas na lua nova, ainda que em uma
proporcao ndo significativa de 1,15, onde a proporg¢éo de fémeas em dominancia foi mais
significativa na lua crescente (M:F=0,25) seguido da lua cheia (M:F=0,36) (Tabela 5). Bi.
flaviscutellata apresentou maior prevaléncia de machos em relacdo as fémeas em todas

as fases da lua, onde a maior proporcao foi na lua minguante (M:F=2), seguido da lua
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cheia (M:F=1,67), sendo a Unica espécie vetora com maior densidade proporcional de
machos na lua cheia (Tabela 5). As demais espécies apresentaram a maior proporcao de
machos na lua cheia ou na lua minguante (Tabela 5).

TABELA 5 PROPORGAO DE MACHO E FEMEA (M : F) DAS ESPECIES DE FLEBOTOMINEOS
CAPTURADOS NAS DIFERENTES FASES DA LUA. NULL = CORRELAGAO NULA.

Espécie / M:F Crescente Cheia Minguante Nova
Psydochopygus hirsutus hirsutus 0,25 0,36 0,58 1,15
Psychodopygus ayrozai Null Null 4 Null
Psathyromyizfl (Psathyromyia) 1 1 0 1
lanei/pelloni
Psathyromyia .(Psathyromyia) 0 Null 1 1
bigeniculata
Psathyromyia (Forattiniella) pascalei 0,77 2 1,5 0,71
Pintomyia (Pintomyia) fischeri 0 Null Null 1
Pintomyia (Pifanomyia) misionensis 0,33 Null Null 0,5
Migonemyia migonei 1 Null Null 2
Evandromyia (Evandromyia) rupicola 0,37 0,33 0,83 0,33
Evandromyia (Barrettomyia) tupynambai Null 0,33 0,25 0
Brumptomyia troglodytes 1,3 Null 6 0,25
Brumptomyia nitzulescui 0,25 Null 0,8 2
Brumptomyia cunhai 0 Null 0,5 Null
Brumptomyia cardosoi 2 5 4 1
Bichromomyia flaviscutelata 1,5 1,67 2 1,16
Total 0,29 0,42 0,68 1,10

Avaliacdo do habito alimentar e presenca de DNA de Leishmania spp. Em

flebotomineos:
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Sendo assim, apresentaremos nesse capitulo os dados das fémeas ingurgitadas de
janeiro de 2019 a fevereiro de 2020, bem como os resultados parciais obtidos nas duas
campanhas de campo realizadas em janeiro e fevereiro de 2020 e duas campanhas
realizadas em agosto e setembro 2021 a fim de contemplar as anélises de fémeas nao

ingurgitadas para a avaliacdo de presenca de DNA de Leishmania spp.

Dentro deste periodo 105 espécimes de flebotomineos fémeas foram armazenadas
ao ser observado sangue em seu abdémen. Destas, 6 apresentaram-se positivas para a
anélise do habito alimentar, onde, ap6s o sequenciamento, na primeira amostragem 5
apresentaram similaridade correspondente a sangue de Tatu-mirim (Dasypus
septemcinctus) e uma apresentou similaridade para sangue de Galinha (Gallus gallus).
Contudo, ap6s repetirmos essas analises a fim de revisar seus resultados, todas as seis
amostras que se apresentaram positivas tiveram similaridade para sangue de Tatu-mirim

(Dasypus septemcinctus) (Tabela 6).

TABELA 6 AVALIACAO DO HABITO ALIMENTAR E PRESENCA DE DNA DE LEISHMANIA
SPP. DE FEMEAS INGURGITADAS CAPTURADAS DE JANEIRO DE 2019 A FEVEREIRO DE
2020 NO PARQUE ESTADUAL DOS TRES PICOS.

Habito 1 Habito 2 Habito + DNA
Leishmania
N L Tatu Galinha Tatu Galinha Tatu+L Galinha+L
brasiliensis brasiliensis  brasiliensis
Psathyromyia 2 0 0 0 0 0 0 0
(forattiniella)
pascalei
Psychodopygus 84 5 3 1 4 0 1 0
hirsutus hirsutus
Bichromomyia 15 0 0 0 0 0 0 0
flaviscutelata
Psathyromyia 1 0 0 0 0 0 0 0
lanei
Evandromyia 1 0 0 0 0 0 0 0
tupynambai
Evandromyia 1 0 1 0 1 0 0 0
rupicola
Psathyromyia 1 0 0 0 0 0 0 0
(Psathyromyia)
pelloni
Total 105 4 4 1 5 0 1 0

Dentre as amostras positivas para Dasypus septemcinctus (Tatu-Mirim) apos a

repeticdo das andlises, pode-se observar que todas as amostras apresentaram um Query
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cover a partir de 80%, bem como um percentual de identidade maior que 90%, sendo o
valor mais baixo atingindo 92,82% e o mais alto atingindo 99,69% de similaridade a

sequéncia referente a amostra de Dasypus septemcinctus (Tabela 7).

TABELA 7 AMOSTRAS DE FEMEAS INGURGITADAS POSITIVAS PARA SANGUE NO
PERIODO DE JANEIRO DE 2019 A FEVEREIRO DE 2020.

Amostras Scientific Name Query Cover E value Per. Ident
5R Dasypus septemcinctus 97% 9,00E-135 95.24%
66F Dasypus septemcinctus 87% 6,00E-65 92.82%
66R Dasypus septemcinctus 99% 3,00E-165 99.69%
68F Dasypus septemcinctus 80% 6,00E-38 95.33%
68R Dasypus septemcinctus 98% 2,00E-137 95.58%

Nas demais amostras sequenciadas, algumas apresentaram o resultado de

similaridade ndo significante encontrada (Anexo 3).

Nas amostras de fémeas ingurgitadas foi observado ainda a amplificacdo da regido
de 120 pb, apontando a presenca de DNA de Leishmania braziliensis (Figura 25), das
quais, um espécime contendo sangue de Dasypus septemcinctus, foi positivo também para
0 DNA de Leishmania braziliensis (Tabela 6). As outras trés fémeas positivas para DNA

de Leishmania braziliensis ndo apresentaram similaridade no sangue sequenciado. .

56



M CNCNCMCMCMCM1 2 3 4 5 6

«—120pb

M 14 15 16 17 18 19 20

FIGURA 25 GEL DE AGAROSE APONTANDO A AMPLIFICACAO DO KDNA NA REGIAO DE
120PB NO POCO 5 DA AMOSTRA, REPRESENTANDO ASSIM A AMPLIFICACAO DE
LEISHMANIA SPP. SENDO M: MARCADOR DE PESO MOLECULAR, CN: CONTROLE
NEGATIVO, CM: CONTROLE MACHO E PB: PARES DE BASE

Quanto as analises das fémeas ndo ingurgitadas, os espécimes de agosto e
setembro 2021 foram armazenados para a execugdo das analises de avaliagdo de presenca
de DNA de Leishmania spp. em fémeas néo ingurgitadas. Dessa forma, apenas 48 fémeas
foram analisadas. Destas, uma apresentou a amplificagdo do KDNA na regido de 120pb

em um espécime (Figura 26).
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FIGURA 26 GEL DE AGAROSE APONTANDO A AMPLIFICACAO DO KDNA NA REGIAO DE
120PB NO POCO 5 DA AMOSTRA, REPRESENTANDO ASSIM A AMPLIFICACAO DE
LEISHMANIA SPP. SENDO A PRIMEIRA COLUNA MARCADOR DE PESO MOLECULAR, A
SEGUNDA APRESENTA O CONTROLE NEGATIVO, A TERCEIRA O CONTROLE MACHO E AS
DEMAIS, CADA COLUNA REPRESENTA UMA FEMEA. PB: PARES DE BASE

Esses espécimes positivos tanto para a presenca de KDNA de Leishmania spp.
quanto para o habito alimentar foram observados em sua maioria na estacdo de
monitoramento 4 (EM4). Sendo 3 fémeas ingurgitadas e 1 ndo ingurgitada de Ps. hirsutus
hirsutus identificadas com a presenga de KDNA de Leishmania braziliensis na EM4, e
apenas 1 fémea ingurgitada também de Ps. hirsutus hirsutus identificada com a presenca
de KDNA de Leishmania braziliensis na Estacdo de Monitoramento 1 (EM1) (Tabela 8).

TABELA 8 IDENTIFICACAO DA PRESENCA DE KDNA DE LEISHMANIA SPP. EM FEMEAS
INGURGITADAS E FEMEAS NAO INGURGITADAS POR ESTACAO DE MONITORAMENTO
Ingurgitadas N3o Ingurgitadas

EM1 EM2 EM3 EM4 EM5 EM1 EM2 EM3 EM4
Psathyromyia (forattiniella) pascalei

Psychodopygus hirsutus hirsutus 1 3 1
Bichromomyia flaviscutelata
Psathyromyia lanei
Evandromyia tupynambai
Evandromyia rupicola
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Psathyromyia (Psathyromyia) pelloni

Enquanto, para a identificacdo do habito alimentar todos os espécimes que tiveram
amplificacdo positiva foram capturados na EM4, sendo 4 espécimes de Ps. hirsutus
hirsutus positivos para o sangue de Dasypus septemcinctus (Tatu-mirim) e um espécime

de Evandromyia rupicola para 0 mesmo mamifero Dasypus septemcinctus (Tabela 9).

TABELA 9 IDENTIFICAGAO DA AVALIAGCAO DO HABITO ALIMENTAR POR ESTAGCAO DE
MONITORAMENTO
Positivo para Tatu

EM1 EM2 EM3 EM4 EMS
Psathyromyia (Forattiniella) pascalei

Psychodopygus hirsutus hirsutus 4
Bichromomyia flaviscutelata
Psathyromyia lanei
Evandromyia tupynambai
Evandromyia rupicola 1
Psathyromyia (Psathyromyia) pelloni

Atividades de educacdo em saude realizadas no Parque Estadual dos Trés Picos,

Cachoeiras de Macacu — RJ, Brasil.

Durante o periodo de realizacdo deste projeto, houve trés atividades de aniversario
do Parque Estadual dos Trés Picos que ocorreram sempre no periodo préximo ao dia 05
de julho, Dia Nacional do Meio Ambiente e Aniversario do PETP. Dentro dessas
atividades, como parte da proposta de execugdo deste projeto de doutoramento,
realizamos a execucdo de atividades de educacdo em salde junto as atividades de

educacdo ambiental do PETP.

No ano de 2019, com as atividades ainda presencial, nossa equipe realizou a
exposicdo de materiais didaticos-educativos abordando o tema das Leishmanioses no

interior e ao redor do PETP e distribuindo panfletos educativos sobre as leishmanioses
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(Figura 27). Bem como amplificamos nossa exposi¢do a outros agravos que possuem 0s
insetos como vetores de seus patdgenos, tal como culicideos, triatomineos e também
cimicideos, todos com atividades executadas no Laboratorio Interdisciplinar de
Vigilancia Entomologica em Diptera e Hemiptera (LIVEDIH), do Instituto Oswaldo
Cruz-10C.

FIGURA 27 ATIVIDADE DE EDUCACAO EM SAUDE REALIZADA NO PARQUE ESTADUAL
DOS TRES P1cos EM 2019 ONDE A: EQUIPE DO LABORATORIO INTERDISCIPLINAR DE
VIGILANCIA ENTOMOLOGICA EM DIPTERA E HEMIPTERA; B: MATERIAL EXPOSTO NO
ANIVERSARIO DO PETP; C: JOGOS EDUCATIVOS SOBRE AS LEISHMANIOSES; D:
FOLDERS INFORMATIVO-EDUCATIVO SOBRE AS LEISHMANIOSES, MATERIAL
PRODUZIDO E FORNECIDO PELO LABORATORIO DE REFERENCIA DO LIVEDIH.
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Ja no ano de 2020, devido as paralizacdes das atividades do PETP em respeito as
normas estaduais para a pandemia do COVID-19, o evento presencial de aniversario do
PETP foi cancelado. Contudo, juntamente com a equipe de educacdo ambiental, na
posicao de conselheira consultiva do PETP, desenvolvemos um evento online no ano de
2021 para a exposicdo de temas de educacdo ambiental (Figura 28A), dentre o qual, a
exposicdo dos dados preliminares deste projeto foi apresentado ao publico a fim de
informar e alertar a populacdo residente e visitante quanto aos riscos expostos no interior
do PETP (Figura 27Figura 28B).
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FIGURA 28 ATIVIDADE ONLINE DE ANIVERSARIO DO PARQUE ESTADUAL DOS TRES
P1cos ONDE A: PROGRAMACAO COMPLETA DA ATIVIDADE DIVULGADA PELO INEA; B:
CAPA DE APRESENTACAO DA PALESTRA SOBRE INSETOS VETORES NO PETP
APRESENTADA PELA MST THAMIRIS BALTHAZAR
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Por fim, no ano de 2022 uma nova atividade presencial foi realizada, onde
apresentamos novamente a exposicdo dos materiais didaticos, junto aos alunos de
iniciacdo cientifica do LIVEDIH em parceria com a Universidade Iguacu (UNIG), alunos
esses que foram orientados para participarem de futuras atividades tais como as
executadas no evento. Dessa forma, o evento de 2022 foi pensando ndo so para realizar
as atividades de educacdo em salde, mas também para preparar novos alunos a darem
continuidade as atividades em eventos futuros.

FIGURA 29 ATIVIDADE DE EDUCACAO EM SAUDE REALIZADA NO PARQUE ESTADUAL
DOS TRES PICOS EM 2022 oNDE A: EQUIPE DO LABORATORIO INTERDISCIPLINAR DE
VIGILANCIA ENTOMOLOGICA EM DIPTERA E HEMIPTERA; B: EXPOSICAO DO MATERIAL
PARA CRIANCAS PELA ALUNA DE IC ROSEMERE; C: EXPOSICAO DO MATERIAL PARA
ADULTOS PELA ALUNA DE IC SAMANTHA; D: MATERIAL DIDATICO EM BISCUIT E
MASSINHA PARA EXPOSICAO.
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5. Discussao:

Os dados revisados da distribuicdo das espécies de flebotomineos no periodo de
2015 a 2022 no estado do Rio de Janeiro apontou que a maioria dos estados com casos
de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ndo possuiam estudos identificando os
vetores destas regides. E, apesar desta revisao ser realizada em complemento a reviséo ja
publicada em 2014 por Carvalho et al. (19), no estudo anterior alguns municipios com
casos de LTA também ndo possuiam a identificacdo dos vetores nas regides (Erro! Fonted

e referéncia ndo encontrada.).

(19)

Dentre os municipios com casos de LTA notificados e sem nenhuma espécie de
flebotomineo identificado na regido, o municipio de Cachoeiras de Macacu esteve
representado nos dois estudos de revisdo. Dessa forma, se faz importante a investigacao
epidemioldgica da regido, bem como estudos do levantamento entomoldgico para se

compreender os ciclos da LTA que ocorrem no municipio.

Os flebotomineos do Parque Estadual dos Trés Picos:

A alta densidade de flebotomineos apresentada no Parque Estadual dos Trés Picos,
porém com um esfor¢o amostral ainda nédo suficiente, pode ser justificada devido a grande
dominéncia de Ps. hirsutus hirsutus. Uma vez que, ainda que capturados 2.826 espécimes
de flebotomineos distribuidos entre 22 espécies identificadas, 2.327 espécimes foram
identificados todas apenas como essa espécie. As espécies de maior dominancia no PETP
Ps. hirsutus hirsutus e Bi. flaviscutellata ja haviam sido identificadas como potencial

vetoras, apresentando assim uma importancia médica (50,68).
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Em 1982, em um estudo realizado no Parque Nacional da Serra dos Orgéos
(PARNASOQO), localizado em um mesmo corredor ecolégico do PETP ha
aproximadamente 40 Km de distancia em linha reta, foi observado uma correlagéo na
flutuacdo sazonal da espécie Ps. hirsutus hirsutus junto a espécie Ps. ayrozai, apontando
que Ps. hirsutus hirsutus esteve concentrada nos meses frios e secos do ano (Periodo seco)
(41). Contudo, os dados do indice de abundéncia do PETP pode-se observar que a espécie
em questdo demonstrou uma caracteristica diferente, no qual Ps. hirsutus hirsutus
apresentou o maior indice de abundancia nos dois periodos do ano (seco e chuvoso),

enquanto Ps. ayrozai apresentou baixa abundancia nos dois periodos (seco e chuvoso),

Nossos dados apontam ainda que, diferente de PARNASO (38), a espécie Ps.
ayrozai ndo foi capturada no periodo seco, sendo capturada com baixa representacao nas
estacOes de monitoramento com maior caracteristica de degradacdo ambiental antrépica,
com vegetacdo caracteristicamente de reflorestamento recente (troncos de pequeno
diametro), e mais proximas as residéncias. Sendo esse um fator que pode ter influenciado
na variagdo dos dados comparados com 0 PARNASO, uma vez que esses corredores
ecoldgicos foram preservados e reflorestados ao longo desses anos, juntamente com a

criacdo de novos parques de preservacdo como o PETP criado em 2002 (52)

Essa hipdtese se fortalece com a observacdo de estudos mais recentes em
fragmentos do mesmo corredor ecoldgico, nos municipios vizinhos a Cachoeiras de
Macacu, de Silva Jardim e Casemiro de Abreu. Nestes estudos anteriores Ps. hirsutus
hirsutus ja se apresentava como a espécie mais dominante em todo o estudo nos anos de
1996 a 1998, com expressiva predominancia no ambiente de floresta mais preservadas
em Casemiro de Abreu (55) De forma que a espécie Ps. ayrozai esteve presente apenas
em Silva Jardim onde o ambiente era mais antropizado (55) em comparagdo com a espécie

Ps. hirsutus hirsutus que é correlacionada a ambientes mais preservados (69).

O processo de degradacdo ambiental contribui para a alteracdo na fauna
flebotominica diminuindo a riqueza de espécie da regido, bem como diminuindo a
densidade de espécimes (70) Em nosso estudo, comparando com os dados relatados no
mesmo corredor ecolégico em periodos diferentes, podemos associar que a recuperagao
e protecdo de &reas ambientais podem contribuir para uma maior densidade e riqueza da

fauna flebotominica. E, dessa forma se torna favoravel a prevencéo de casos humanos,
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uma vez que a oferta alimentar sanguinea se torna mais rica, evitando assim que esses

flebotomineos procurem o peridomicilio em busca de repasto.

J& a espécie Mg. migonei, mesmo presente nas capturas, apresentou uma baixa
representatividade no presente estudo, visto que é caracteristico dessa espécie uma menor
densidade em floresta de crescimento secundario (18), como observado no PETP. Esta
espécie esteve relacionada ainda ao periodo encontrado, tendo a presenca relatada no
periodo chuvoso, como 0s meses de verdo, e ausente nos meses de baixa umidade e
temperatura (18,33,71,72).

A espécie Bi. flaviscutellata foi a segunda espécie mais dominante do estudo. A
densidade de Bi. flaviscutellata no periodo seco deve ser analisada com aten¢do devido
ter sido utilizada exclusivamente armadilha de fonte luminosa, sendo essa espécie
contudo capturada em maior densidade com armadilha Disney que utiliza uma fonte
animal como roedores, segundo a literatura (68,73). Ou seja, acredita-se com base nessas
evidéncias que a densidade da espécie pode ser ainda mais expressiva que nas capturas
de armadilha luminosa, aumentando ainda a importancia para a regidao de estudo, uma vez
que a espécie é incriminada com vetor de L. amazonensis que causa a leishmaniose
cuténea difusa (21,33,68).

Avaliacdo da diversidade de flebotomineos:

Quanto a avaliacdo da captura dessas espécies nas Estacdes de Monitoramento,
podemos associar as caracteristicas ambientais de cada estacdo com o encontro de
algumas espécies. Na EM4, onde a riqueza se mostrou maior nos dois periodos, é
importante salientar que ¢ conhecida por “trilha dos bichos” por ser o local do PETP em
gue mais se avistam animais e tocas frequentes no solo ao longo de toda a trilha. Nossa
equipe no més de novembro pode observar a presenca de dois bugios e um tatu nessa
mesma EM, contudo o registro foi impossibilitado pela agilidade da fuga dos animais ao
nos avistarem. Dessa forma, a maior riqueza na EM4 pode estar relacionada a maior
disponibilidade de fonte alimentar concentrada, uma vez que as espécies de
flebotomineos possuem diferentes preferéncias alimentares, caracteristicas de cada

espécie, muitas apresentando ainda uma grande plasticidade alimentar (74)
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Ainda na EM4, além da riqueza encontrado nos dois periodos do ano, essa EM foi
marcada pela presenca de cinco espécies do género Brumptomyia, o qual j& foi
relacionado com a presenca de espécies desse género em toca de tatu que serve de abrigo
e fonte alimentar sanguinea para as espécies do género (34). O registro da espécie Pi.
fisheri na EM3 que contempla arvores de maior diametro, as quais formam espacos e 0cos
de arvore associados como abrigo da espécie, ja foi relatado em estudo observado em
outra area de protecdo (34). Além disso, o registro de Ev. rupicola na EM3 esté fortemente
associada a ambientes rochosos, como seu nome evidencia, a qual possui esse solo
caracteristico com muitas formacgdes rochosas e pequenas cavernas formadas pela

sobreposicdo dessas rochas(34).

E importante salientar ainda que no periodo seco foi detectado importante
quantitativo da espécie Bi. flaviscutellata, vetor de L. amazonensis (21,68), se
configurando como a segunda espécie mais capturada neste periodo, com maior
densidade nas EM2 e EM3. Sendo assim, a presenca das espécies de flebotomineos em
cada EM pode estar diretamente relacionada a flora bem como a fauna presente em cada
EM, de forma que em diferentes ambientes pode haver atrativos preferencias diferentes
para cada espécie (74,75)

Avaliagdo da influéncia da fase lunar na coleta de flebotomineos:

Nossos resultados demonstram uma forte correlacdo da densidade e riqueza de
flebotomineos com as fases da lua, bem como a correlacdo da densidade de machos e
fémeas capturados. Estudos com flebotomineos utilizando a armadilha luminosa apontam
a lua nova como o periodo de maior densidade de captura (42,45,46,54), justificando que
a luminosidade da lua cheia gera uma influéncia competitiva com o atrativo luminoso da

armadilha (40,45,76). Contudo nossos resultados ndo corroboram com estes relatos.

Na literatura os estudos que descrevem, assim como nossos resultados, a lua cheia
como o periodo de maior densidade de flebotomineos capturados tem em comum a
presenca de animal, seja esse como atrativo (77,78) ou com armadilhas luminosas
proximo a locais de criacdo de animais (79). Outro estudo que corrobora com esses

resultados utilizou armadilha luminosa proximo a residéncia de um paciente com
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leishmaniose (80), onde esse fator de atracdo de flebotomineos por individuo infectado é

mais bem discutido para a espécie vetora Lu. longipalpis (81,82).

A correlagdo de densidade de machos e fémeas também pode ser associada com a
atracdo de feromonios sexuais (83). Justificando a maior proporcdo de machos na lua
cheia nos locais com presenca de animais por se direcionarem a esses locais, no periodo
de crepusculo, antes das fémeas, para que ocorra o0 acasalamento na chegada dessas (77).
Contudo, mesmo apresentando um maior valor proporcional de machos na lua cheia em
algumas espécies como Bi. flaviscutellata, em nimeros absolutos de machos e de fémeas
essa densidade se mostrou mais expressiva na lua nova, sendo nessa lua a maior densidade

geral dessa espécie.

A densidade absoluta de machos e de fémeas de algumas espécies, principalmente
as de importancia médica na lua nova, pode estar relacionada com a maior atividade de
pequenos mamiferos nesse periodo, os quais aproveitam a menor intensidade luminosa
para sair de seus abrigos em busca de alimentos com risco menor de serem predados (84—
86). A saida dos pequenos mamiferos, como o0s pequenos roedores na lua nova estimula
também a maior densidade das espécies de flebotomineos, como Bi. flaviscutellata, a qual
apresenta o habito alimentar preferencial a pequenos roedores (46). Esse fator pode estar
diretamente relacionado também a maior atracdo de uma fauna diversa no periodo de lua

nova encontrado em nosso estudo.

Contudo, outras espécies de pequenos mamiferos optam pela lua cheia para a
maior atividade noturna pois a claridade os beneficia na identificacdo de predadores
possibilitando o forrageamento (87). Esses mamiferos podem justificar a maior densidade
absoluta de flebotomineos da espécie Ps. hirsutus hirsutus, juntamente com a intensidade
luminosa provocando um prolongamento da luminosidade semelhante ao periodo
crepuscular, como ja discutido acima, de forma que a lua crescente e a lua cheia

contemplaram os periodos de maior densidade dessa espécie, respectivamente.

Em nosso estudo, a confirmacao do habito alimentar de Ps. hirsutus hirsutus para
a espécie de Tatu-Mirim Dasypus septemcinctus, a qual, segundo alguns estudos da
literatura, as espécies do género Dasypus spp. apresentaram atividade em noites mais
escuras (88,89), enquanto em outros estudos este género apresentou atividade semelhante
em todas as fases da lua (90,91) Dessa forma, tendo em vista ainda o habito alimentar

eclético da especie Ps. hirsutus hirsutus ja citado (74), se faz necessarios mais estudos
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quanto ao habito alimentar bem como quanto a atividade dos flebotomineos juntamente

com a atividade de mamiferos nos periodos lunares no PETP.

A escolha dos nossos pontos de captura priorizando locais com a presenca de tocas
de animais, pequenas cavernas que podem ser utilizadas de abrigos, e fragmentos
préximos as residéncias com presenca animal e ainda a escolha por locais mais abrigados
da luz ambiente podem ser fatores que influenciaram positivamente no estudo de forma
a ndo haver uma competitividade da luz atrativa da armadilha com a luminosidade da lua,
possibilitando uma real reproducéo da biologia natural desses insetos. Dessa forma, a lua
é um fator que deve ser pensado também no planejamento de capturas de flebotomineos
(45), mas correlacionando ao local que sera feito a instalacdo das armadilhas luminosas,
onde a luminosidade excessiva ndo seja um fator adverso a eficiéncia desta (78). Podendo
a lua ser considerada um determinante secundario na flutuacdo de populagfes, como

relatado por Santos-de-Marco et al (42)

Esses fatores, porém, poderdo ser discutidos de forma mais aprofundada apds
estudos realizados em paralelo com a avaliacdo da atividade de potenciais reservatorios
nas areas de estudo. Atividade esta que ndo conseguimos dar continuidade devido o
periodo pandémico, contudo sera realizado posteriormente em diferentes localidades.
Bem como poderemos associar ainda as analises de habito alimentar que poderdo nos
direcionar quanto as preferéncias alimentar das espécies de flebotomineos e as
caracteristicas da atividade noturna dos animais que servem de atrativo sanguineo e

possiveis reservatorios.

Avaliacdo do habito alimentar e presenca de DNA de Leishmania spp. em

flebotomineos:

A identificacdo de sangue de Dasypus septemcinctus em fémeas ingurgitadas
apontam um importante indicador epidemiologico. Em estudo anterior ja havia sido
detectado DNA de Leishmania spp. em figado de Dasypus septemcinctus (92), apontando
assim que esta espécie de mamifero é um potencial reservatdrio para a regido da sede do

Jequitiba do Parque Estadual dos Trés Picos
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Além disso, a identificacdo de Leishmania braziliensis em fémeas ingurgitadas
reforca a hipotese de que a espécie Dasypus septemcinctus atua como reservatorio de
Leishmania spp. na regido. O encontro de uma fémea ndo ingurgitada positiva para a
presenca de Leishmania braziliensis em nosso estudo sugere que esteja ocorrendo um
importante ciclo na regido envolvendo o reservatorio Dasypus septemcinctus, a espécie
de protozoério Leishmania braziliensis e o potencial vetor Ps. hirsutus hirsutus (Figura
30).

Psychodopygus
hirsutus hirsutus

Parque Estadual dos Trés Picos

Leishmania

Dasypus
septemcinctus

FIGURA 30 CiCLO SILVESTRE DA LEISHMANIA BRAZILIENSIS PROPOSTO PELOS
RESULTADOS MOLECULARES DO PRESENTE ESTUDO

Apenas o encontro de DNA de Leishmania spp. ndo se pode confirmar que a
espécie Ps. hirsutus hirsutus seja vetora, se fazendo necessario mais estudos para
incriminacgdo desta espécie. Contudo, estudos anteriores j& apontavam a hipotese desta
espécie atuar como vetor da Leishmania braziliensis em outras regides (50,93),
reforcando assim a importancia de ter encontrado a fémea ingurgitada de Ps. hirsutus
hirsutus com a amplificacdo do material genético de Leishmania braziliensis em nosso

estudo.
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Dados do Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN) notificam
um caso de LTA por ano desde 2017 até 2020, em regides proximas ao parque (51). E,
apesar desses casos humanos notificados, até o presente momento ndo houve
incriminacdo de potencial vetor na regido. Dessa forma, tendo em vista a dominancia de
Ps. hirsutus hirsutus, bem como a presenca de DNA de Leishmania braziliensis em
nossos resultados e a congruéncia de casos humanos nas regides proximas ao PETP, pode-
se sugerir uma maior investigacao direcionada a este vetor, uma vez que nossos resultados
apontam uma forte relacdo com sua capacidade de ser o principal vetor de Leishmania
braziliensis na regido. Tornando-se necessario, ainda, uma maior vigilancia também em

outros locais do municipio de Cachoeiras de Macacu (26).
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6. Conclusao:

O Parque Estadual dos Trés Picos apresentou uma fauna rica que, contudo,
aparenta ter uma riqueza ainda maior. A espécie mais dominante durante o periodo de um
ano de coleta foi Ps. hirsutus hirsutus, a qual, ainda que dominante em todos os meses de
coleta, apresentou uma correlagdo diretamente proporcional a temperatura média do
periodo de coleta, onde nos meses de maiores temperaturas a especie apresentou uma
maior dominancia. Enquanto a espécie Bi. flaviscutellata, a segunda espécie com maior
densidade no estudo, apresentou correlacdo com a pluviometria, onde as maiores
densidades da espécie ocorreram nos meses imediatamente seguinte aos meses de maiores

indices de chuva.

Ao comparar as EM’s estudadas, pode-se observar a EM2 com a maior
diversidade e equidade significativamente no periodo chuvoso e a EM3 no periodo seco;
A maior dominancia do periodo chuvoso foi observada na EM1, contudo no periodo seco
foi observada na EM5, mas sem diferenca significativa com as EM1 e EM4; A maior
riqueza nos dois periodos (seco e chuvoso) foi observada na EM4, associada a presenca
de diversos animais e tocas no local. Desta forma, o Parque Estadual dos Trés Picos
apresentou ecétopos favoraveis ao desenvolvimento de diferentes espécies de

flebotomineos, apresentando assim uma fauna rica e diversa.

Ao final deste estudo pode-se concluir que as fases da lua influenciam a densidade
e riqueza de espécies, bem como a proporcéo de captura de machos e fémeas. De forma
que sugere-se que esta influéncia esta diretamente relacionada com a influéncia da lua
nas atividades dos mamiferos que sdo preferéncia alimentar destes flebotomineos. Se
fazendo necessério estudos mais aprofundados quanto a esta hipdtese gerada em nossas

analises.

E, por fim, nossos resultados possibilitaram ainda sugerir o possivel ciclo de
Leishmania braziliensis que ocorre no interior do PETP a fim de auxiliar os estudos de
vigilancia quanto aos casos humanos de Leishmaniose Tegumentar Americana que
ocorrem na regido de Cachoeira de Macacu, préximo ao PETP. Sendo assim, sugerimos

que hd& um ciclo silvestre ocorrendo entre as espécies de reservatorio Dasypus
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septemcinctus, a espécie de protozoario Leishmania braziliensis e o potencial vetor Ps.

hirsutus hirsutus.

Concluimos assim que o PETP é uma importante regido para a introducao do ser
humano nos ciclos silvestres da LTA, de forma que se faz importante a manutengéo de
atividades de educacdo em salde na regido. Bem como é importante a constante vigilancia
entomoldgica e epidemioldgica pelas secretarias de saude e meio ambiente do municipio

a fim de controlar e prevenir casos humanos na regiao.
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Abstract

In an investigation carried out at the headquarters of Jequitiba in Trés Picos State Park, the presence of the sandfly
Migonemyia vaniae Galati, Fonseca & Marassa, 2007 was observed. Morphometric analyzes of the sperm pump and
aedeagal ducts and photographs of the structures were performed to compare the differences between Migonemyia
vaniae and Migonemyia migonei (Franca, 1920). Since its description, Mg. vaniae has been recorded only in the state
of Sao Paulo. Therefore, we report the first encounter of this species in the state of Rio de Janeiro.
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Introduction

Sandflies are blood-feeding dipterous insects of the sub-
family Phlebotominae in the family Psychodidae and
present preferentially nocturnal twilight habits. These
mosquitos are the vectors of the leishmaniasis disease,
which is caused by many trypanosomatid species of the
genus Leishmania (Ross, 1903) (Rangel and Lainson 2003).

Currently, 1047 taxa of subfamily are described
worldwide, including 1016 extant and 31 fossil species. In

the American continent, there are 546 species known—
529 extant species and 17 fossil species (Galati 2019)—
and about 10% of the extant species may be involved in
the transmission of human pathogens (Seccombe et al.
1993; Young and Duncan 1994; Maroli et al. 2013). The
lack of ecoepidemiological studies in uninvestigated
regions suggest that only a small portion of the estimated
total arthropods in the world are described (Hamilton et

@The authors. This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (CC BY 4.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.
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al. 2011; Basset et al. 2012; Lamarre et al. 2016).

The Trés Picos State Park (Trés Picos State Park) is
located in serra do Mar, in the mountainous region of
the state of Rio de Janeiro, covering an area of 65,113
ha of the state, where the highest biodiversity index in
the state is located. It is the largest nature conservation
unit in the state and is within the limits of five munici-
palities: Cachoeiras de Macacu (about two-thirds of the
park’s area are in this municipality), Nova Friburgo,
Teresopolis, Guapimirim, and Silva Jardim. The park
protects a fragment of Atlantic Forest composed of dense
ombrophylous forest and tropical climate (INEA 2009).
The headquarters of Jequitiba is in the municipality of
Cachoeiras de Macacu, about 400-500 m above sea
level. Surveys of the sandfly fauna have previously been
been carried out in PETP.

Here, we report the first record of Migonemyia
vaniae Galati, Fonseca & Marassa, 2007 in the state of
Rio de Janeiro. This species was described from material
collected in the Ribeira Valley, near the Alto da Serra
de Paranapiacaba biological reserve in the state of Sdo
Paulo (Galati et al. 2007). Our new record expands the
known geographic distribution of this species, which
until now was thought to be restricted to the state of Sao
Paulo.

Methods

Field campaigns were carried out under collection
authorization (no. 058/2015) of the Instituto Estadual
do Ambiente (INEA). Monthly captures were made in
PETP, at the Jequitiba headquarters located in Cachoei-
ras de Macacu (22°24'57"S, 042°36'30"W), with the use
of CDC light traps model HP (Pugedo et al. 2005) for
approximately 24 h from November 2016 to October 2017.

The traps were arranged in five monitoring stations
(MS) established according to the tracks present inside
the headquarters, these being: MSI: entrance of head-
quarters, near bamboo plantation (22°24'50"S, 042°
36'49"W); MS2: Crystal Trail, near the waterfall (22°24’
58"S, 042°36'33"W); MS3: Giant Jequitiba Trail, near
Jequitiba (22°25'04"S, 042°36'37"W); MS4: Observatory
Trail, climbing near the lake located at the park’s head
(22°24'53"S, 042°36'32"W); MS5: trail behind the visita-
tion room near the waterfall (22°25'01"S, 042°36'23"W).

The collected material was euthanized by freezing
and then preserved in alcohol 70%. In the laboratory, the
sandflies were submitted to a process of clarification and
diaphanization in Elisa plates. The process was initiated
with the immersion of the sandflies in 10% potassium
(KOH) for 23 hours; they then were immersed in acetic
acid for 20 min to remove excess fat and washed in type
II water for the amount of time, and finally put in lacto-
phenol for 24 h to clarify the structures used in the diag-
nosis of the species (Vilela et al. 2018).

Male and female sandflies were mounted on a slide
in Berlese liquid with a coverslip using a stereoscopic
microscope. Specimens were identified under an optical
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microscope with the aid of the dichotomous key pro-
posed by Galati (2003, 2019). Abbreviations of species
names are as suggested by Marcondes (2007).

Our slide preparations of Mg. vaniae and Migone-
myia migonei (Franga, 1920) were photographed under
an optical microscope (PrimoStar, Carl Zeiss) with an
AxioCam camera (Carl Zeiss). The Carl Zeiss Imaging
Systems V. 4.7.2 was used to perform measurements of
the ejaculatory sperm pump and aedeagal.

Results

After 12 months of capturing sandflies, two male speci-
mens identified as Migonemyia vaniae were collected.
One specimen was collected in March 2017 and another
in October 2017, both at MS4: Observatory Trail, climb-
ing near the lake located at the park’s head.

New records. BRAZIL — Rio de Janeiro * Cachoeiras
de Macacu, Trés Picos State Park, headquarters at Jequi-
tiba; 22°24'53"S, 042°36'32"W; 464 m alt.; 15.I111.2017;
T.D. Balthazar leg.; light trap CDC; 1 &, Colfleb NE
3289/21 slide no. 91897 + same locality; 19.X.2017; T.D.
Balthazar leg.; light trap CDC; 1 &, Colfleb NE 3990/21
slide no. 91897.

Identification. We identified specimens of Migonemyia
migonei and Migonemyia vaniae. These two species
present a short first flagelomer (F1), smaller than % of
the head length (Fig. 1A, B), and genitalia with the inter-
nal spine implanted very close to the apex (Fig. 1C, D),
as described by Galati (2003, 2019) and characteristic of
species belonging to the genus Migonemyia.

Analyzing the two specimens of Mg vaniae, we
observed that the parameter is digitiform and its dorsal
margin is slightly convex (Fig. 1C), while the specimens
of Mg migonei, the dorsal margin of the parameter is
strongly convex (Fig. 1D), as shown by Galati et al. (2007).

The species were confirmed by studying the mor-
phometry of their aedeagal ducts, which is a taxonomic
character pointed out by Galati et al. (2007). We observed
that the two specimens of Mg. vaniae had an average
spermatic pump length of 145.803 um and an average
aedeagal duct length of 646.37 pum; in four specimens of
Mg. migonei was these were 122.40 pm and 545.06 um,
respectively (Table 1).

Discussion

Galati et al. (2007) described Migonemyia vaniae
from the Ribeira Valley, a rural region of the state of
Sao Paulo, near an Atlantic Forest reserve (24°33'01"S,
048°40'15"W). Although this previously known occur-
rence (the type locality) in the municipality of Santo
André and our new record MS4 are 665 km apart, the two
areas have important similarities in their biotopes (Fig. 2).

Both collection sites are fragments of Atlantic For-
est and have a dense ombrophilous forest vegetation with
high-altitude tropical climate (INEA 2009; Secretaria de
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Figure 1. Migonemyia vaniae Galati, Fonseca & Marassa, 2007 and Migonemyia migonei (Franga, 1920). A. Mg. vaniae head. B. Mg. migonei
head. C. Mg. vaniae genitalia presenting the parameter (arrow), which is slightly convex in the dorsal margin. D. Mg. migonei genitalia
presenting the parameter (arrow), which is strongly convex in the dorsal margin.

Table 1. Measurements of the spermatic pump (S.P.) and aedeagal
ducts (E.D.) of the species Migonemyia vaniae and Migonemyia
migonei.

Specimen Mg.vaniae Mg. migonei
1 SP. 140969 m 122.344pm
ED. 629.562m 527.964 ym
2 SP. 150.638um 135.977 pm
ED. 663.185 ym 543.928m
3 SP. — 123507 pm
ED. — 542.305pm
4 SP. — 107761 pm
ED. = 565.828m
Average SP. 145.8035um 1223973 pm
ED. 6463735 ym 545.0063 pm

Infraestrutura e Meio Ambiente 2020) and these account
for the presence of Mg vaniae in both sites. However,
the altitude of the encounter of the type species and our
report showed variation, where our new record was 464
meters above sea level, while the Ribeira Valley is 260 m
above sea level, suggesting the encounter of this species
within this range of altitude.

The genus Migonemyia has three species, of which
Migonemyia rabelloi (Galati & Gomes, 1992) and Mg.
vaniae were described from and only known from the
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state of Sdo Paulo (Galati et al. 2007). Migoneniyia migo-
nei has the greatest distribution and consequently its
biology and medical importance is the best known.

Migonemyia migonei is naturally infected with
Leishmania (Leishmania) infantum [syn. Leishma-
nia (Leishmania) chagasi; Dantas-Torres 2006] in areas
of Visceral Leishmaniasis transmission, through stud-
ies using molecular techniques (De Carvalho et al. 2010;
Moya et al. 2015). However, although found infected,
Mg. migonei has not yet been characterized as a vector
for Visceral Leishmaniasis (Galvis-Ovallos 2019). How-
ever, Mg. migonei is a secondary vector of Tegumentary
Leishmaniasis according to the literature (Rangel et al.
1986; Pita-Pereira et al. 2005)

Our morphological comparisons of Mg. migonei and
Mg. vaniae corroborate the descriptions by Galati et al.
(2007), who found that Mg. migonei presents a parameter
with a strongly convex dorsal margin between two con-
cavities, and ejaculatory ducts and a sperm pump mea-
suring <590 pum and 130 pm, respectively. Migonemyia
vaniae has a digitiform parameter with a slightly con-
vex dorsal margin, and ejaculatory ducts and the per-
matic pump measure >640 pm and 146 um, respectively
(Galati et al. 2007; Galati 2019). Thus, our data presented
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Figure 2. Distribution map of Migonemyia vaniae Galati, Fonseca & Marassa, 2007. A. Detail showing the type locality (red star, 24°33'01"S,
048°40'15"W) and the new record (yellow star, 22°24'53"S, 042°36'32"W). B. Map of Brazil showing the region detailed in A.

confirm the first record of the species Mg. vaniae from
the state of Rio de Janeiro.

Migonemyia vaniae differs from Mg. rabelloi and Mg.
migonei by their longer ejaculatory pump and edeagal
ducts in relation to the other species.

Until now, 64 species had been reported to occur in
the state of Rio de Janeiro (Galati 2019). With our new
record of Mg. vaniae, 65 species (of the 1016 species cur-
rently described) are now known from the state (Galati
2019).
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Anexo 3 Tabela de avaliacdo do habito alimentar

Amostras Sequencia Description Scientific Name Max Score  Total Score  Query Cover Evalue Per.|dent Acc. Len Accession
GGTAAAGAAAAAACCAAAAATGCTGTAAGCTATGA
AGGTAATAGTAGGATAATTGCGATGTTTCAAGTTTCT SEM SIMILARIDADE

>F AGGAAGACGGCCCGAAATATAACATAAAAATGTGA SIGNIFICANTE
AGAAAAAAGGAAAAACAA
CGGGGCTTTTACTGGGCTCTGCCTAGCAATACAAATT
CTTACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATGAG
AACAAACAGCCTTTTCATCTGTAACTCACATCTGCCG .
Dasypus septemcinctus

AGACGAAAAATAAGGCTGATTAATTCGATATCTACA Dasypus

5R CGCCAACGGCGCATCTCTATTCTITATATGCCTTTAC  Voucher ISEMT-3002 septemcinctus 492 49200% 97%  9,00E-135 95.24% 16683  KT818546.1
TCCACTTCTCTCAGAGGCTTGTACTACGGCTCATACA  ™itochondrion, complete (TATU-MIRIM)
CTTTCCTAGAAACTTGAAACATCGGAATTATCCTACT genome
ATTCTCCGTCATAGCTACAGCATTTATAGGCTACGTC

CTACCATGATGACAAATATCAT

TTTTGAGAAATTCCTATATAATGCTGTCCTATATGAC
GGTGAAATAGTAGGATAATTCCGATGTTTCTGTTTTC SEM SIMILARIDADE

O AGGAAAAAGGGTCAAAGTGGTAGTATATCCTCGGC SIGNIFICANTE

CTTGTGGACTCCCAAATTAAAAAGGAG

TGGGGGTCTTTATIGGGGTCTCTTGCCTAGTATACAA
TTTACTAACAGGAATATTTCTAGCAATAAAATATACT SEM SIMILARIDADE

SR GAAAAAACGGGAAAAGAATATAATATGTACTACAC SIGNIFICANTE

TGGCGAACCCTTTTTAAAAA

58F RUIM NAO ABRE
GGGCTTGTTATAGGGTCTTTGTTGATTTATCCATTATT

cgn  AACTGGAATTTTTGCAGCTATACATTATACTGAAGAA SEM SIMILARIDADE

AACCTAAAAGCAATTATTAGATAACCTTATTGTCGA
GATAAATTAGGAGGGGACGA

SIGNIFICANTE
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66F

TTAAGCCGTGCTATAATGCTGTAGCTATGACGGTGA
ATAGTAGGATAATTCCGATGTTTCAAGTTTCTAGGAA
AGAAGAGGGAGCCGTAGTACAAGCCTCGGCCAATG
TGGAGGTACATTTAAAAAAAAGAATAGAGATGCGC
CGTTGGCGTGTAGATATCGAATTAATCAGCCGTAGTT
TACGTCTCGGTTTTCTTTTCAGAGAA

Dasypus septemcinctus
voucher ISEM_T-3002
mitochondrion, complete
genome

87%

6,00E-65  92.82%

16683 KT818546.1

66R

CGGGCTATTACTGGGCATCTGCCTAGCAATACAAATT
CTTACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATCAG
ACACCATAACAGCCTTTTCATCTGTAACTCACATCTG
CCGAGACGTAAACTACGGCTGATTAATTCGATATCT
ACACGCCAACGGCGCATCTCTATTCTTTATATGCCTTT
ACCTCCACATTGGCCGAGGCTTGTACTACGGCTCATA
CACTTTCCTAGAAACTTGAAACATCGGAATTATCCTA
CTATTCACCGTCATAGCTACAGCATTTATAGGCTACG
TCCTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAG

Dasypus septemcinctus
voucher ISEM_T-3002
mitochondrion, complete
genome

99%

3,00E-165 99.69%

16683

KT818546.1

68F

GTAAAAGCGTGTCTATAAATGCTGTAGCTATGACGG

TGAATAGTAGGATAATTCCGATGTTTCAAGTTTCTAG

GAAAGAGAAAAGAGCCGTAGTAAAGCCTCGGCCAA
TGTGGAGGTACCTTTAAATAAAG

Dasypus septemcinctus
voucher ISEM_T-3002
mitochondrion, complete
genome

80%

6,00E-38  95.33%

16683

KT818546.1

68R

CGGGCTCTTAATGGGCATCTGCCTAGCATACAAATTC
TTACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATCAGA
AAACACAGCCTTTTCATCTGTAACTCACATCTGCCGA
GAGTAAACTACGGCTGATTAATTCGATATCTACACG
CCAACGGCGCATCTCTATTCTTTATATGCCTTTACCTC
CACATTTCCCAGAGGCTTGTACTACGGCTCATACACT
TTCCTAGAAACTTGAAACATCGGAATTATCCTACTAT
TCACCGTCATAGCTACAGCCTTTATAGGCTACGACCT
ACCATGAGGACAAATATTC

Dasypus septemcinctus
voucher ISEM_T-3002
mitochondrion, complete
genome

Dasypus 259 259
septemcinctus
D
asypus 593 593
septemcinctus
D
asypus 169 169
SeptemCI nctus
D
asypus 501 501

septemcinctus

98%

2,00E-137 95.58%

16683
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ANEXO 4 DISTRIBUICAO DAS ESPECIES IDENTIFICADAS NO ESTADO DO R10 DE
JANEIRO DISTRIBUIDAS POR MUNICIPIOS E LOCALIDADES.

Género:
Bichromomyia
spp.

Brumptomyia
spp.

Evandromyia
spp.

Espécie

Bichromomyia flaviscutellata

Brumptomyia avellari

Brumptomyia brumpti

Brumptomyia cardosoi

Brumptomyia cunhai

Brumptomyia guimaraesi

Brumptomyia nitzulescui

Evandromyia (Aldamyia) lenti

Evandromyia (Aldamyia)
termitophila

Evandromyia (Barrettomyia)

edwardsi
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Municipio
Angra dos Reis

Carmo

Angra dos Reis
Paraty

Paraty

Angra dos Reis
Carmo
Cantagalo
Sumidouro
Mangaratiba
Rio de Janeiro
Sumidouro
Carmo

Paraty

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Niterdi/ Marica
Angra dos Reis
Carmo

Angra dos Reis
Paraty

Paraty

Angra dos Reis
Carmo

Rio de Janeiro
Niter6i/ Maricé
Angra dos Reis
Carmo

Angra dos Reis

Cantagalo

Rio de Janeiro
Saquarema

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Angra dos Reis
Sumidouro
Pirai

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro

Localidade
Ilha Grande

Fazenda sdo José
Camorim

S&o Roque

Séo Roque

Camorim

Fazenda sdo José
Cantagalo

Caverna de S&o Caetano
Ilha da Marambaia

Campus FIOCRUZ Mata Atlantica

rocha de Séo Caetano
Fazenda sdo José

S&o Roque

Barra de Guaratiba

Campus FIOCRUZ Mata Atlantica
Parque Estadual da Serra da Tiririca

Ilha Grande
Fazenda sdo José
Camorim

S&o Roque

S&o Roque
Camorim
Fazenda sdo José

Campus FIOCRUZ Mata Atlantica
Parque Estadual da Serra da Tiririca

Ilha Grande
Fazenda sdo José

Ilha Grande

Cantagalo

Campo Grande
Saquarema

Camorim

Barra de Guaratiba
Camorim

Caverna de Sao Caetano
Vale do Paraiba
Grumari

Barra de Guaratiba



Evandromyia (Barrettomyia)
sallesi

Evandromyia (Barrettomyia)
tupynambai

Evandromyia cortellezii

Evandromyia edwardsi
Evandromyia lenti
Evandromyia monticola
Evandromyia rupicola

Expapillata

Expapillata firmatoi
spp. pap

Lutzomyia spp. = Lutzomyia longipalpis
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Mangaratiba
Paraty

Paraty

Rio de Janeiro
Niter6i/ Maricé
Angra dos Reis
Sumidouro

Rio Bonito
Mangaratiba
Angra dos Reis
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Saguarema

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Pirai

Rio de Janeiro
Rio Bonito
Sumidouro
Niter6i/ Maricé
Sumidouro
Angra dos Reis
Carmo
Cantagalo

Rio de Janeiro
Mangaratiba
Niter6i/ Maricé
Mangaratiba
Cantagalo
Carmo

Angra dos Reis
Rio de Janeiro
Saguarema

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Pirai

Rio de Janeiro
Paraty

Paraty

Rio Bonito
Angra dos Reis
Rio de Janeiro
Saquarema
Pirai

Rio de Janeiro

Ilha da Marambaia

Séo Roque

S&o Roque

Campus FIOCRUZ Mata Atlantica
Parque Estadual da Serra da Tiririca
Camorim

rocha de S&o Caetano
Macacu-Caceribu

Sahi

Ilha Grande

Campo Grande

Caju

Saguarema

Camorim

Barra de Guaratiba
Vale do Paraiba
Grumari
Macacu-Caceribu
Caverna de S&o Caetano
Parque Estadual da Serra da Tiririca
rocha de Séo Caetano
Ilha Grande

Fazenda sdo José
Cantagalo

Barra de Guaratiba

Ilha da Marambaia
Parque Estadual da Serra da Tiririca
Mangaratiba

Cantagalo

Fazenda sdo José

Ilha Grande

Campo Grande
Saguarema

Camorim

Barra de Guaratiba

Vale do Paraiba
Grumari

S&o Roque

Séo Roque
Macacu-Caceribu

Ilha Grande

Caju

Saquarema

Vale do Paraiba

Barra de Guaratiba



Martinsmyia

Martinsmyia gasparviannai
spp. yla gasp

Micropygomyia (Sauromyia)
quinquefer

Micropygomyia capixaba

) . Micropygomyia firmatoi
Micropygomyia

spp.
Micropygomyia schreiberi
Mlggggmyla Migonemyia migonei
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Mangaratiba
Niterdi/ Marica
Saquarema

Rio Bonito

Rio de Janeiro
Angra dos Reis
Sumidouro
Sumidouro
Carmo
Cantagalo
Mangaratiba
Paraty

Rio de Janeiro
Mangaratiba
Mangaratiba
Cantagalo
Mangaratiba
Mangaratiba
Paraty

Paraty

Niterdi/ Marica
Mangaratiba
Angra dos Reis
Carmo
Cantagalo
Mangaratiba
Rio de Janeiro
Saguarema

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Angra dos Reis
Sumidouro
Pirai

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Mangaratiba
Paraty

Paraty

Rio de Janeiro
Niterdi/ Marica
Angra dos Reis
Sumidouro

Rio Bonito
Mangaratiba
Angra dos Reis

Ilha da Marambaia

Parque Estadual da Serra da Tiririca
Rio Bonito

Macacu-Caceribu

Campus FIOCRUZ Mata Atlantica
Ilha Grande

Caverna de S&o Caetano

rocha de S&o Caetano

Fazenda sdo José

Cantagalo

Ilha da Marambaia

S&o Roque

Campus FIOCRUZ Mata Atlantica
Ilha da Marambaia

Ilha da Marambaia

Cantagalo

Mangaratiba

Ilha da Marambaia

S&o Roque

S&o Roque

Parque Estadual da Serra da Tiririca
Sahi

Ilha Grande

Fazenda sdo José

Cantagalo

Mangaratiba

Campo Grande

Saguarema

Camorim

Barra de Guaratiba

Camorim

Caverna de Sdo Caetano

Vale do Paraiba

Grumari

Barra de Guaratiba

Ilha da Marambaia

S&o Roque

S&o Roque

Campus FIOCRUZ Mata Atlantica
Parque Estadual da Serra da Tiririca
Camorim

rocha de Sdo Caetano
Macacu-Caceribu

Sahi

Ilha Grande



Nyssomyia spp.

Pintomyia spp.

Nyssomyia intermedia

Nyssomyia whitmani
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Seropédica
Seropédica
Seropédica
Seropédica
Seropédica
Carmo
Cantagalo
Mangaratiba
Seropédica
Seropédica
Seropédica
Seropédica
Seropédica

Rio de Janeiro
Saquarema

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Angra dos Reis
Sumidouro
Pirai

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Mangaratiba
Paraty

Paraty

Rio de Janeiro
Niter6i/ Maricé
Angra dos Reis
Sumidouro

Rio Bonito
Mangaratiba
Angra dos Reis
Carmo
Cantagalo
Mangaratiba
Seropédica
Seropédica
Angra dos Reis
Sumidouro
Paraty

Paraty

Angra dos Reis
Sumidouro
Mangaratiba
Angra dos Reis

Séo Miguel

Santa Sofia

Val&o das Lougas
Fazenda Caxias
Campo lindo
Fazenda sdo José
Cantagalo
Mangaratiba

Séo Miguel

Santa Sofia

Valdo das Lougas
Fazenda Caxias
Campo lindo

Campo Grande
Saquarema

Camorim

Barra de Guaratiba
Camorim

Caverna de S&o Caetano
Vale do Paraiba
Grumari

Barra de Guaratiba
Ilha da Marambaia
S&o Roque

S&o Roque

Campus FIOCRUZ Mata Atlantica
Parque Estadual da Serra da Tiririca
Camorim

rocha de Séo Caetano
Macacu-Caceribu
Sahi

Ilha Grande

Fazenda sdo José
Cantagalo
Mangaratiba

Valdo das Lougas
Campo lindo
Camorim

Caverna de Séo Caetano
S&o Roque

Séo Roque

Camorim

rocha de Séo Caetano
Sahi

Camorim



Pintomyia (Pifanomyia)
monticola

Pintomyia bianchigalatiae

Pintomyia fischeri

Pintomyia monticola

Pintomyia pessoai

Psathyromyia (Forattiniella)

Psathyromyia ~@aragaoi

Spp.

Psathyromyia (Forattiniella)
barrettoi barrettoi
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Paraty

Paraty

Angra dos Reis
Mangaratiba
Mangaratiba
Angra dos Reis
Mangaratiba
Paraty

Paraty

Niterdi/ Marica
Mangaratiba
Carmo
Cantagalo
Mangaratiba
Seropédica
Saguarema

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Angra dos Reis
Pirai

Rio de Janeiro
Mangaratiba
Paraty

Paraty

Rio de Janeiro
Angra dos Reis
Rio Bonito
Mangaratiba
Mangaratiba
Mangaratiba
Seropédica
Seropédica
Seropédica
Angra dos Reis
Paraty

Paraty

Angra dos Reis
Mangaratiba
Carmo
Cantagalo
Angra dos Reis
Paraty

Angra dos Reis
Angra dos Reis
Paraty

Séo Roque

Séo Roque
Camorim

Sahi

Mangaratiba
Camorim

Ilha da Marambaia
S&o Roque

S&o Roque

Parque Estadual da Serra da Tiririca
Sahi

Fazenda sdo José
Cantagalo
Mangaratiba
Val&o das Lougas
Saguarema
Camorim

Barra de Guaratiba
Camorim

Vale do Paraiba
Grumari

Ilha da Marambaia
S&o Roque

S&o Roque
Campus FIOCRUZ Mata Atlantica
Camorim
Macacu-Caceribu
Sahi

Mangaratiba
Mangaratiba

Séo Miguel

Val&o das Lougas
Campo lindo
Camorim

S&o Roque

Séo Roque
Camorim

Sahi

Fazenda sdo José
Cantagalo
Camorim

S&o Roque
Camorim
Camorim

S&o Roque



Psychodopygus
spp.

Sciopemyia
spp.

Psathyromyia (Forattiniella)

lutziana

Psathyromyia (Psathyromyia)

bigeniculata

Psathyromyia (Psathyromyia)

lanei

Psathyromyia (Psathyromyia)

pelloni

Psathyromyia (Psathyromyia)

shannoni

Psathyromyia pascalei

Psathyromyia shannoni

Psychodopygus
(Psychodopygus) ayrozai

Psychodopygus

(Psychodopygus) davisi
Psychodopygus arthuri
Psychodopygus ayrozai

Psychodopygus carrerai
carrerai

Psychodopygus hirsutus

Psychodopygus lloydi

Sciopemyia microps

Sciopemyia sordellii
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Paraty
Angra dos Reis

Carmo

Paraty

Carmo

Paraty

Niterdi/ Marica
Mangaratiba
Rio de Janeiro
Angra dos Reis
Angra dos Reis
Paraty

Paraty

Angra dos Reis
Mangaratiba
Paraty

Angra dos Reis
Mangaratiba
Carmo

Angra dos Reis
Paraty

Paraty

Angra dos Reis
Mangaratiba
Angra dos Reis

Carmo

Paraty
Mangaratiba

Carmo

Sumidouro

Rio de Janeiro
Sumidouro
Paraty

Niterdi/ Marica
Angra dos Reis
Carmo
Cantagalo

Séo Roque
Camorim

Fazenda sdo José

S&o Roque

Fazenda sdo José
Séo Roque

Parque Estadual da Serra da Tiririca
Ilha da Marambaia
Campus FIOCRUZ Mata Atlantica
Ilha Grande
Camorim

S&o Roque

S&o Roque
Camorim

Sahi

S&o Roque

Ilha Grande
Mangaratiba
Fazenda sdo José
Camorim

S&o Roque

S&o Roque
Camorim

Sahi

Ilha Grande

Fazenda sdo José

S&o Roque
Mangaratiba

Fazenda sdo José

Caverna de S&o Caetano

Campus FIOCRUZ Mata Atlantica
rocha de S&o Caetano

Séo Roque

Parque Estadual da Serra da Tiririca
Ilha Grande

Fazenda sdo José

Cantagalo



