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RESUMO

As mudancas ambientais causadas pelo desmatamento e urbanizacao desordenada tém
promovidos alteracGes no ciclo de transmissdo da leishmaniose tegumentar (LT).
Estudos realizados nas Gltimas décadas tém demonstrado a presenca frequente de
algumas espécies vetoras de flebotomineos em ambiente peridomiciliado, por isso, a
identificacdo de destes vetores e deteccdo de agentes etiologicos nos mesmos sao
importantes para o desenvolvimento de medidas de controle, e de vigilancia
epidemioldgica. Este trabalho teve como objetivo avaliar os aspectos ecologicos de
flebotomineos e verificar a taxa de infecgdo natural por Leishmania nos mesmos, em
um assentamento rural no Amazonas. As coletas foram realizadas no assentamento
rural de Rio Pardo, no municipio de Presidente Figueiredo, durante05 dias
consecutivos nos meses de junho, julho, novembro e dezembro de 2016, em modelo
de estratificacdo vertical e horizontal, com o uso de armadilhas luminosas HP. Os
flebotomineos, em todo ou em parte dos corpos, foram montados em lamina e
identificados. Pools de parte das fémeas coletadas foram agrupadas em pools e foi
realizada PCR convencional e PCR-RFLP da regido ITS1 para deteccdo de DNA de
Leishmania. Um total de 3.186 flebotomineos foram identificados, compreendendo
1.751 (54%) de fémeas e 1.435 (46%) de machos distribuidos em 13 géneros e 52
espécies. O género mais abundante foi Nyssomyia, com seis espécies e 1.390
individuos. A espécie mais abundante foi Ny. umbratilis capturada com frequéncia em
todos os ambientes. Foi observado diferenca significativa na diversidade, entre 0s
ambientes de solo e dossel (p= 0.00017), e entre floresta, borda e peridomicilio
(p=0,0026). A equitabilidade foi maior no ambiente de borda (J’= 0,87) em relagéo
aos demais ambientes. O indice de dominancia foi maior no peridomicilio (C’=0,37),
sendo Ny. antunesi a espécie mais abundante. Os ambientes de borda e floresta foram
os mais similares (Cj’= 83%). Foi detectado DNA de Leishmania em cinco espécies
de flebotomineos. A taxa de infeccdo minima foi de 1,15%. Foi registrado a primeira
infeccdo por Trypanossoma sp. na espécie Sc. nematoducta e o primeiro registro de
Ps. amazonensis e Lu. gomezi infectados por L. naiffi. Os resultados deste trabalho
demonstram que algumas espécies de flebotomineos presentes em ambientes silvestres
estdo se adaptando a ambientes mais antropizados, o que pode potencializar o contato
destes insetos com novas fontes hematofagicas e com o ser humano, assim, podendo
aumentar o risco de transmisséo de LT na localidade.

PALAVRAS-CHAVE: Vetores, Saude Publica, Mudangas ambientais, Amazonas



ABSTRACT

Environmental changes caused by deforestation and disordered urbanization are
affecting the tegumentary leishmaniasis (TL) transmission cycle. Studies conducted in
the last decades shown the frequent presence of some species of sandflies vectors in
the peridomestic environment. Therefore, the identification of these vectors and
detection of etiological agents in them are important for the development of control
measures and epidemiological surveillance. This study aimed to evaluate the
ecological aspects and to verify the rate of natural infection by Leishmania at the sand
flies in a rural settlement in the Amazon state. Samples were collected in the rural
settlement of Rio Pardo, in the municipality of Presidente Figueiredo, for five
consecutive days, in the months of June, July, November and December 2016, in
model of vertical and horizontal stratification, using HP light traps. The sand flies were
mounted on glass slides and identified. The females were grouped into pools and
conventional PCR and PCR-RFLP of the ITS1 region were performed to detect
Leishmania DNA. A total of 3,186 sandflies were identified, comprising 1,751 (54%)
females and 1,435 (46%) males distributed in 13 genera and 52 species. The most
abundant genus was Nyssomyia, with six species and 1,390 individuals. The most
abundant species was Ny. umbratilis captured frequently in all environments.
Statistical difference was observed in diversity between soil and canopy environments
(p=0.00017), and between forest, border and peridomicile (p = 0.0026). The evenness
was higher in the border environment (J '= 0.86) compared to other. The dominance
index was higher in the peridomestic environment (C '= 0.18), where Ny. antunesi was
the most abundant species. The border and forest environments were the most similar
(Cj '=83%). Leishmania DNA was detected in five species of sand flies. The minimum
infection rate was 1.15%. The first Trypanossoma sp. infection was recorded in the
species Sc. nematoducta and the first infection by L. naiffi was recorded in the Ps.
amazonensis and Lu. gomezi sand flies. The results of this work demonstrate that some
species of sand flies present in wild environments are adapting to more anthropized
environments, which may enhance the contact of these insects with new blood source
and human, thus increasing the risk of TL transmission in the locality.

KEY WORDS: Vectors, Public Health, Environmental Changes, Amazon
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1. INTRODUCAO:

1.1 O Impacto das Mudancas Ambientais nos Ciclos Naturais de Doencas
Transmitidas por Vetores Artropodes:

As doencas transmitidas por vetores artropodes sdo de grande relevancia para
a salde publica global, sendo responsaveis por causar enormes prejuizos
socioeconémicos e diversas mortes anualmente (HARRUS e BENETH, 2005). Essas
doencas sdo consideradas negligenciadas, e acometem principalmente pessoas em
situacdo de risco, que vivem em regides de intensa pobreza, como periferias e zonas
rurais dos paises de baixa renda, onde os servicos e politicas de saude sao insuficientes
(MORAN, 2005; HOTEZ et al., 2006). Uma gama de agentes infecciosos, hospedeiros
e vetores estdo envolvidos na transmissdo de doencas que afetam os seres humanos,
como a malaria, doenca de Chagas, leishmanioses e algumas arboviroses, que possuem
um carater primariamente zoonético, mantendo um ciclo de transmissao silvestre entre
animais e vetores selvaticos e assim, formando um complexo patdgeno-hospedeiro-
vetor gque pode ser afetado por mudancas ambientais (VORA, 2008).

Tais mudancas incluem, o desmatamento e consequentes mudangas no uso da
terra, como urbanizacdo, a agricultura, atividades extrativistas, construcao de estradas
e sistemas de controle de agua (barragens, canais, irrigacao sistemas, reservatorios) e
assentamentos rurais (WALSH et al., 2000). Associados as mudancas climaticas,
como sazonalidade, aumento da temperatura, precipitacdo pluviométrica, entre outros,
essas mudancas afetam a biologia de vetores e patdgenos, sua dispersao, adaptacdo a
novos ambientes e hospedeiros e, portanto, mudangas no ciclo de transmissdo de
doengas (CABLE et al., 2017; KILLPATRICK e RANDOLPH, 2012).

O desmatamento € uma das mudancas que mais afetam as populacbes de
vetores e hospedeiros. As areas desmatadas sofrem maior radiacdo solar em
comparacdo com florestas priméarias e secundarias, e apresentam caracteristicas que
afetam o comportamento e a distribuicdo de vetores, podendo também aumentar sua
taxa de sobrevivéncia e o desenvolvimento de parasitos. PESSOA et al., (2007)
realizaram estudo de fauna de flebotomineos antes e depois do corte seletivo de
madeira, em uma floresta amazo6nica, e observaram uma reducdo significativa da
abundancia de espécimes logo ap6s o corte, contudo as taxas de infeccdo por
Leishmania spp. mantiveram-se altas.

Nos periodos de maior pluviosidade, o solo desgastado acumula grandes
quantidades de agua na superficie, formando sitios de reproducdo para diversas
espécies de vetores. No oeste da Africa, o desmatamento para instalagio de projetos
extrativistas e de agricultura, causaram o aumento de sitios de agua parada, que
associados coma exposicao a luz solar contribuiram para a reproducdo de algumas
especies de Anopheles, que resultou no aumento da transmissdo de malaria nessa
regido (YASUOKA & LEVINS, 2007).

As florestas tropicais séo responsaveis por manter uma grande diversidade de
fauna e flora. Quando desmatadas, uma parte dessas florestas sdo tipicamente
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convertidas em areas para projetos agricolas e assentamentos humanos, causando
desequilibrio ecolégico, perda da diversidade e dominancia de espécies, que se
adaptam ao ambiente modificado. Outros fatores como a imigragéo de pessoas para
areas endémicas e fragmentadas, a introducdo de animais domésticos ou para
consumo, como gado, porcos, galinhas, cdes, entre outros, e a producdo de lixo
organico e inorganico podem atrair animais silvestres e vetores ao peridomicilio
(BARRET e SENRA, 1989; GUERRA et al., 2006).

O crescimento populacional nas cidades também impulsiona o desmatamento
e a expansdo de territdrios em &reas periurbanas resultando na deterioragdo da oferta
de servicos de saude publica, saneamento, agua, esgoto e residuos, tornando mais facil
0 contato com vetores e agentes infecciosos e, consequentemente, o desenvolvimento
de doencas (CAMPBELL-LEDRUM et al., 2015; REIS et al., 2013).

1.2 Leishmanioses:

As leishmanioses sdo doencas de transmissdo vetorial, causadas por
protozoarios do género Leishmania e transmitidas por insetos fleb6tomos. Séo
caracterizadas primariamente como zoonoses e integram o0 grupo de doencas
infecciosas e negligenciadas de maior impacto na satde publica mundial. De acordo
com a analise global da carga de doencas infecciosas, a leishmaniose em suas
diferentes formas clinicas é responsavel por 2,35 milh6es de anos de vida ajustados
por incapacidade (DALYS).

Estas doencas possuem uma ampla distribuicdo geogréfica e diversidade
epidemioldgica. Sua incidéncia € influenciada principalmente por fatores ambientais e
socioecondmicos. Elas ocorrem principalmente em regides tropicais da Africa, Asia e
Américas. As populacBes em situacdo de vulnerabilidade e com dificuldade no acesso
aos servicos de saude sdo as mais afetadas. Estima-se que aproximadamente 350
milhGes de pessoas vivem em areas endémicas e estejam expostas ao risco de infeccédo
pelo patdégeno (WHO, 2017; HOTEZ et al., 2006).

A Leishmaniose possui trés formas clinicas principais: leishmaniose visceral
(LV) também conhecida como calazar, é a forma mais grave da doenca, e acomete
6rgdos vitais como baco e figado, e cuja letalidade pode alcancar altas taxas quando
ndo se institui o tratamento adequado; a leishmaniose tegumentar (LT) é a forma mais
comum e disseminada da doenca, a mucocutanea (LM), caracterizada por causar
desfiguracéo facial e cicatrizes em outras partes do corpo e mucosas, e a leishmaniose
tegumentar difusa (LTD), uma forma mais rara da doenca que acomete principalmente
pessoas com o sistema imunoldgico comprometido (GONTIJO & CARVALHO,
2003).

A LT é uma doenga infecciosa, ndo contagiosa, que caracteriza- se como
ulceracdes no tecido cutdneo que podem assumir aspectos morfologicos diversos. A
doenca constitui um problema de saude publica em 85 paises, distribuidos em quatro
continentes (Américas, Europa, Africa e Asia) com registro anual de 0,7 a 1,3 milhdo
de casos novos. A Organizacdo Mundial da Saude, considerada a LT como uma das
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seis mais importantes doengas infecciosas, pelo seu alto coeficiente de deteccéo e a
capacidade de produzir deformidades (WHO, 2017).

Nas Américas a epidemiologia da doenca € complexa, com variag¢des nos ciclos
de transmissd@o, hospedeiros, vetores e multiplas espécies de Leishmania circulantes
na mesma é&rea geografica (MAZORCHI e MAZORCHI, 1999). Segundo a
Organizacdo Pan-americana de Saude (OPAS, 2019), do total de casos de 2018, 72,6%
foram reportados pelo Brasil (17.526), Colémbia (7.764), Peru (6.631) e Nicaragua
(4.343).

No Brasil, a doenca apresenta ampla distribuicdo, com registro de casos em
todas as regides brasileiras. Em 2017 foram registrados 17.528 novos casos de LT no
pais, e as regides Norte e Nordeste apresentam 0s maiores nimeros de casos da doenca
(BRASIL, 2017). A LT ocorre principalmente em &reas rurais e periféricas proximas
ao ambiente florestal. As pessoas mais acometidas sdo, geralmente, homens na faixa
etario dos 20-50 anos, que trabalham com atividades extrativistas ou rurais, como
rocado, caca, retirada de madeira e minerais, pesca etc., incluindo também pessoas que
adentram o ambiente florestal, em areas endémicas, para atividades de lazer, como
acampar ou caminhadas em trilhas (BRASIL, 2017).

No estado do Amazonas, a LT é uma doenca endémica e apresenta altos indices
de ocorréncia. O principal agente etioldgico no estado é L. guyanensis, transmitido
pelo vetor80 casos de LT no estado, a maior parte oriunda de Manaus, seguido dos
municipios de Presidente Figueiredo e Rio Preto da Eva. A doenca ocorre
principalmente na forma de surtos epidémicos nos assentamentos populacionais
recentes, préximos a floresta ou expostos diretamente em ambientes de mata primaria,
passando posteriormente a apresentar-se como endemia de casos esporadicos
(BARRET e SENRA, 1994; GUERRA et al., 2003; GUERRA et al., 2007).

1.3 Leishmania:

Os protozoarios do género Leishmania pertencem a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae. Sdo parasitos intracelulares obrigatérios das células do
sistema fagocitico mononuclear, com duas formas principais: uma flagelada ou
promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, e outra sem flagelo ou
amastigota, observada parasitando macrdfagos nos tecidos dos hospedeiros
vertebrados. A reprodugdo desse protozoario ocorre por divisdo binaria simples em
ambos os hospedeiros (LAINSON, 2010). Segundo a classificagdo proposta por
LAINSON e SHAW (1987), o género Leishmania era dividido em dois subgéneros,
Leishmania e Viannia. No entanto, recentemente, ap0s uma revisdo taxondmica, foi
criado um novo subgénero, Mundinia, que comporta as espécies L. enriettii e L.
martiniquensis, porém, apenas 0s dois primeiros subgéneros apresentam espécies
capazes de infectar o homem e produzir doenca (ESPINOSA et al., 2018).

Na regido Norte do Brasil circulam oito espécies desses protozoarios capazes
de infectar o ser humano: L. (L.) infantum, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L.
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(V.) guyanensis, L. (V.) lindenberg, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi. No
Estado do Amazonas ja foram registradas as espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis, L. (V.) guyanensis, L.(V.) naiffi e L. (V.) lainsoni (ARIAS & FREITAS
1978; LAINSON et al., 1994; SILVEIRA et al., 2002; SILVEIRA et al., 2004;
GUERRA et al., 2006; PEREIRA-JUNIOR et al, 2017). O agente causador prevalente
nos casos de leishmaniose no Amazonas é a espécie L. guyanensis (GUERRA et al.,
2006; FEITOSA e CASTELLON, 2006).

1.4 Ciclo de Transmissao da Leishmania:

O ciclo de transmissdo (Figura 1A) comeca quando uma fémea de
flebotomineo infectada pica um hospedeiro humano ou outro mamifero para realizago
do repasto sanguineo. Durante a picada, 0 inseto injeta saliva, impedindo a coagulagédo
do sangue (RIBEIRO et al., 1986).

Ap0s a ingestdo de sangue, promastigotas metaciclicos sdo liberados e entram
na pele do hospedeiro via regurgitacdo. Apos a picada, sdo liberadas substancias que
induzem o rapido recrutamento de células, como os neutrdfilos e, principalmente,
macrofagos, para o local da lesdo. N, neste momento, 0s parasitos presentes no local
ligam-se a superficie da célula hospedeira através do flagelo ou do corpo celular e de
diferentes receptores encontrados na superficie dos macréfagos (PETERS et al., 2008;
HANDMAN et al., 2002).

O processo de internalizacdo via fagocitose comeca com a formacdo de
pseudopodes. Assim, apds ligar-se a superficie do macrofago, o parasito é entdo
internalizado no vaclolo parasitéforo; em seguida o promastigota metaciclico se
transforma em amastigota e se prolifera, bipartindo-se diversas vezes (HANDMAN et
al., 2002; STUART et al., 2008). Apds uma intensa multiplicacdo, a membrana dos
macrofagos se rompe, liberando assim os amastigotas no tecido; esses amastigotas
invadem outros macréfagos ou ser ingeridos por um novo flebotomineo durante o
repasto sanguineo (TEIXEIRA et al., 2013).

A infeccdo no hospedeiro invertebrado (Figura 3B) comega quando uma fémea
de flebotomineo pica um mamifero infectado durante seu repasto sanguineo. A fémea
usa suas pecas bucais para perfurar a pele, cortando os capilares e formando uma poca
de sangue de onde serdo ingeridos os macréfagos infectados com amastigotas
(RIBEIRO, 1995).

O sangue é digerido no intestino abdominal do inseto. Nesse novo ambiente,
0s amastigotas sdo agrupados formando aglomerados, e sdo envoltos pela matriz
peritrofica (MP) que envolve o sangue ingurgitado e o protege de enzimas digestivas
(SECUNDINO et al., 2005). Os amastigotas entdo se transformam em uma forma
replicativa chamada promastigota prociclica. Durante a transformacdo, formas
intermediarias entre amastigotas e promastigotas sao mais suscetiveis a morte por
enzimas digestivas encontradas no ambiente intestinal (PIMENTA et al, 1997).
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Posteriormente, a por¢éo anterior da MP se desfaz e os parasitos sdo liberados
no epitélio intestinal do inseto. Os promastigotas se dividem por fissao binaria e se
aderem as microvilosidades do epitélio do intestino médio (PIMENTA et al., 1992).
Quando os parasitos se desprendem do epitélio, os promastigotas migram em direcédo
a valvula estomodeal localizada no intestino anterior, onde se concentram e reiniciam
a divisdo celular. Eles sdo responsaveis pela producéo e secrecao de um gel (PSG) que
atua como um tampéo que obstrui o intestino médio e a faringe (GOSSAGE et al.,
2003). Durante a producao do PSG, os parasitos comegam a se transformar em formas
promastigotas metaciclicas. Esse processo de diferenciagdo € chamado de
metaciclogénese (ROGERS, 2012).

Os parasitos causam danos a valvula estomodeal, interferindo em sua funcéo e
facilitando o refluxo dos parasitos do intestino médio toracico. Consequentemente,
durante a realizacdo de um novo repasto sanguineo, as formas promastigotas
metaciclicas sdo liberadas e podem assim infectar um novo hospedeiro mamifero,
reiniciando o ciclo (TEIXERA et al., 2013).

(A:,ﬁEsmgno no vetor )

e Estagio noanimalivertebrado

Figura 1. Ciclo de vida da Leishmania. A - Ciclo no vetor. B - Ciclo no hospedeiro
vertebrado. Adaptado de Teixeira et al., 2013.
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15 Flebotomineos:

Os flebotomineos sdo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae; esses insetos apresentam ampla distribuicéo
geografica, sendo encontrados em todos 0s continentes exceto nas regides polares
(LEWIS, 1974). No Brasil sdo conhecidos popularmente como mosquito palha,
tatuquira, birigui etc (BRASIL, 2017).

Os flebotomineos sdo holometébolos (Figura 2). As fases imaturas ocorrem em
ambiente terrestre, em locais Umidos e com matéria organica disponivel para o seu
desenvolvimento. Os ovos sdo elipticos, as larvas sdo eucéfalas e vermiformes, com
pseudopodes que permitem a sua locomocao no substrato e longas cerdas. As pupas
séo claviformes caudais (LEWIS, 1974; KILLICK-KENDRICK, 1999).

Figura 2. Ciclo de vida do flebotomineo: A. Ovo, B. Fases larvais: 1 a 4, C. Pupa, D.
Inseto adulto. Fonte: Acervo EDTA
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Os adultos de flebotomineos séo pequenos, tendo em media de 2 a 5 mm de
comprimento, a coloragao varia de amarelo claro a marrom escuro, com pernas longas
e o corpo delgado e hirsutos (Figura 2). A extremidade posterior do abdome é bem
diferenciada; nos machos os ultimos seguimentos sdo modificados a partir do 9° tergito
e esternito que constituem € bifurcada, com genitalia externa, e nas fémeas € pontuda
ou ligeiramente arredondada com a genitélia interiorizada (GALATI, 2018).

O tamanho da proboscide também ¢é diferenciado, sendo menor nos machos e
maiores nas fémeas que possuem longas probdscides adaptadas para perfuracdo e
succédo e apresentam no seu interior um conjunto de estruturas quitinizadas chamadas
de cibario, que também estdo associadas a hematofagia. O v60 desses insetos
caracteriza-se por ser curto de modo, saltatorios. (LEWIS, 1974; KILLICK-
KENDRICK, 1999).

Figura 3. Flebotomineos (Psychodopygus sp.). Assentamento Rio Pardo, Presidente
Figueiredo, Amazonas, 2016.
Fonte: Acervo EDTA.
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Os flebotomineos possuem habitos noturnos e crepusculares, com algumas
espécies ativas durante o dia (ARIAS e FREITAS, 1982). Sdo encontrados em dosséis
e troncos de arvores, cavernas, tocas de animais, locais umidos e em peridomicilios
(LEWIS, 1974; BRAZIL & BRAZIL, 2018). Esses insetos alimentam-se de fontes
ricas em agucar, como seiva de plantas e secre¢des produzidas pelos afideos. Apenas
as fémeas sdo hematdfagas, alimentando- se de uma variedade de animais silvestres,
domeésticos e as vezes seres humanos e a. A preferéncia pelo tipo de fonte de repasto
hospedeiro para a obtengdo do sangue também varia entre as diversas espécies de
flebotomineos (LEWIS, 1974; CAMERON et al., 1995; BRAZIL & BRAZIL, 2018).

Para sua identificacdo, os flebotomineos passam pelo processo de clarificacao
e diafanizacdo, através do qual as estruturas morfoldgicas se tornam translicidas
possibilitando a visualizacdo das estruturas internas, como a espermateca e o cibario
das fémeas, e as estruturas genitais dos machos. Apds estes procedimentos, 0s
espécimes sdo montados em lamina utilizando diferentes meios, como Berlese, para
montagens temporéarias, e Balsamo do Canad4, para montagens permanentes
(SANTOS, 2014).

Para os flebotomineos do Novo Mundo sdo utilizadas duas classificacdes, a de
Young and Duncan (1994) similar a proposta por Lewis (1977) e a proposta por Galati
(1995, 2003) através da utilizacdo de um método cladistico, a qual apresenta maior
amplitude metodoldgica e maior numero de espécies classificadas, sendo atualmente
a mais utilizada.

Existem aproximadamente 1.000 espécies de flebotomineos descritas no
mundo, e 10% estdo envolvidas na transmissdo de doencas para humanos e outros
mamiferos (MAROLI et al.,, 2013). Dessa propor¢cdo, 60% das espécies sdo
catalogadas na regido neotropical. No Brasil, 279 espécies foram possuem ocorréncia
até o momento respondendo por 31% de todas as espécies conhecidas no mundo. A
regido Norte do Brasil possui 204 espécies, das quais 64 sdo endémicas. Nessa regido,
0 Estado do Amazonas detém o maior nimero de espécies, com 141 descritas até o
momento (AGUIAR & VIEIRA, 2018).

Os flebotomineos sdo vetores de agentes etioldgicos de diversas doencas pelo
mundo, e possuem notdria importancia, sendo reconhecidos como principais
transmissores de parasitos do género Leishmania. Também estdo envolvidos na
transmissao de outros patdégenos como a bactéria Bartonella baciliformes, causadora
da bartonelose, que é uma bacteriose fatal em muitos casos, e de alguns virus,
denominados Phlebovirus, e de tripanossomatideos (LEWIS, 1974; FRANCO &
GRIMALDI et al., 1991; MAROLI et al., 2013; MORICONI et al.,2017).

No Brasil, os flebotomineos obtiveram destaque pela primeira vez, quando
ARAGAO (1922) demonstrou o papel destes insetos na transmisséo da LT no Rio de
Janeiro. Desde ent&o, centenas de artigos sobre ecologia, incriminacgdo vetorial e outros
temas foram publicados no pais. Atualmente as espécies de flebotomineos
responsaveis pela disseminacdo de Leishmania spp. pertencem aos seguintes géneros
no Brasil sdo: Bichromomyia, Lutzomyia, Migonemyia, Nyssomyia, Pintomyia,
Psychodopygus e Trichophoromyia (COSTA & SOUZA, 2018).
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O Estado do Amazonas apresenta uma grande diversidade de flebotomineos.
Estudos apontam que as espécies Ny. anduzei, Ny. antunesi, Ny. umbratilis, Ny. yuilli
yuilli, Py. amazonensis, Py. ayrozai, Ps. chagasi, Ps. davisi e Th. ubiquitalis tém sido
as mais abundantes no estado (ARIAS e FREITAS 1978; BARRETT et al. 1996;
CASTTELON et al. 2000; DIAS-LIMA et al. 2002; ALVES et al. 2012; RAMOS et
al;, 2014; ROCHA et al. 2013, PEREIRA-JUNIOR, 2017; CHAGAS et. al, 2018).

1.6  Infecgdo Natural em Hospedeiros Silvestres e Flebotomineos:

A LT no Brasil é causada por uma variedade de espécies de Leishmania
dermotrdpicas e a maior diversidade desses parasitos € encontrada na regido
Amazonica (FONTES). A transmisséo destes agentes envolve diferentes espécies de
flebotomineos em estreita relacdo com roedores, marsupiais, endentados entre outros
animais, que servem de reservatorios dos parasitos (RANGEL et al., 2018). A
interacdo hospedeiro-parasito-vetor é considerada um sistema complexo, na medida
em que é multifatorial e pode estar em constante mudanca em funcédo das alteraces
do meio ambiente (WALSH et al., 1993).

Diversas espécies de mamiferos agem como hospedeiros naturais de
Leishmania. e nestes, raramente o parasito produz doenca. Além disso, muitas espécies
de flebotomineos preferem um s hospedeiro silvestre ou ndo sdo naturalmente
atraidos pelo ser humano, assim, o ciclo de transmissdo enzod6tico de algumas espécies
de Leishmania ocorre no topo das arvores, entre animais arboricolas e vetores ali
presentes, enquanto em outras espécies do parasito o ciclo ocorre na base das arvores
e no nivel do chédo entre roedores e marsupiais terrestres, canideos etc., e vetores. Neste
ciclo, geralmente, o ser humano entra como hospedeiro acidental, quando adentra o
ambiente silvestre e consequentemente entra em contato com o vetor infectado em seu
sitio natural, contraindo a infeccdo (RANGEL et al., 2018).

No Amazonas os mamiferos silvestres reconhecidos principalmente como
reservatorios de LTA sdo: Choloepus didactylus; Tamandua tetradactyla; Proechimys
sp. e Didelphis marsupialis, sendo este Gltimo um dos hospedeiros mais importantes,
pois tem o habito de transitar no peridomicilio humano, estabelecendo um elo entre os
ciclos de transmisséo silvestre e peridomiciliar. (ARIAS & NAIFF, 1981; LAINSON,
1983; LAINSON et al. 1984; GUERRA et al. 2006).

Um exemplo desta relacéo é a transmissao de L. guyanensis (Figura 4) que tem
como principal vetor Ny. umbratilis, uma espécie que é extremamente abundante no
dossel da floresta, mas desce ao solo, para repousar nas bases de arvores e também
realizar a ovioposicdo (GUERRA et al., 2006; RANGEL et al., 2018). O ciclo
enzodtico de transmissdo ocorre em geral, no topo das arvores, a noite entre animais
arboricolas, como a preguica de dois dedos, Choloepus didactylus, e o tamandua,
Tamandua tetradactyla. Nesses casos 0 ser humano é geralmente infectado nas
primeiras horas do dia, quando adentra o ambiente florestal onde os vetores
encontram-se descansando nas bases de troncos de arvores altas (CABANILLAS e
CASTELLON, 1999; RANGEL et al., 2018).



Figura 4. Ciclo de transmisséo da L. guyanensis. Fonte: SVS, 2017.

1.7  Métodos Diagnosticos Para Deteccéo De Leishmania em Flebotomineos:

O método classico para deteccdo de infec¢do natural em flebotomineos por
Leishmania sp. é a dissecagdo de fémeas recém capturadas e a visualizacdo das formas
flageladas ap0s a retirada do tubo digestorio das mesmas (ARIAS e FREITAS, 1978;
FEITOSA e CASTELLON, 2004; PESSOA et al., 2007; SILVA et al., 2014 e
PEREIRA-JUNIOR et al., 2015). Este método auxiliou a incriminar as principais
espécies de vetores como Bi. flaviscutellata, Ny. umbratilis, Ny. anduzei, Ny withmani,
Ny. intermedia entre outras (LAINSON & SHAW, 1968; PESSOA & COUTINHO,
1941; LAINSON et al., 1976; QUEIROZ et al. 1994).

As taxas de infeccdo por Leishmania sp., detectadas por dissec¢do de
flebotomineos em geral séo baixas, e quando ocorrem infecgdes submicroscopicas a
deteccdo passa despercebida ao microscopio, dando um viés negativo da infecgéo.
Além do mais, ap0s a observacdo microscopica das formas do parasito é necesséaria
uma confirmacdo da infeccdo através do cultivo dos parasitos isolados ou da
inoculacdo destes em cobaias laboratoriais (LAINSON 2010; MICHALSKY et al.,
2002).

Atualmente técnicas de Reagdo em cadeia da Polimerase (PCR) possibilitam a
deteccdo e identificacdo de espécies através da amplificacdo de fragmentos de DNA.
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Esta técnica, apesar de ter um custo mais elevado, tem maior sensibilidade e pode ser
realizada com individuos armazenados em alcool e, sendo possivel processar muitas
amostras, o que otimiza o processo de diagnostico de infeccdo (BARKER, 1987;
NEITZKE et al., 2008).

O método de PCR tem sido bem empregado no diagndstico laboratorial das
espeécies de Leishmania em seres humanos como mostram os trabalhos realizados por
GUERRA et al., (2011) e COELHO et al., (2010). Em alguns poucos estudos com
vetores na Amazonia tém demonstrado a eficiéncia do método na mensuracao das
taxas de infeccéo natural por Leishmania e indicaram presenca de infecgdo em espécies
ndo incriminadas anteriormente.... (GIL et al., 2003; PEREIRA-FILHO 2018; TELES
et al., 2016; SILVA et al., 2014; PEREIRA-JUNIOR et al., 2015; CHAGAS et al.,
2018).

1.8 Os Efeito da Antropizacdo na Transmissdo da Leishmaniose Tegumentar:

Nas Gltimas décadas, analises epidemioldgicas da tém sugerido mudancas no
padrdo de transmissdo da LT, inicialmente considerada uma zoonose de animais
silvestres, que acometia ocasionalmente pessoas em contato com as florestas
(MAZORCHI e MAZORCHI, 1994). Posteriormente, a doenga comegou a ocorrer em
zonas rurais, ja praticamente desmatadas, e em regides periurbanas (PASSOS et al.,
1993; PAES, 1991; CHAGAS et al., 2006; ALVES et al., 2012).

O desmatamento e posterior urbanizacdo de &reas endémicas foram
acompanhados por aumentos nos casos de LT, e estudos tem demonstrado que algumas
espécies de flebotomineos respondem a invasdo humana adaptando-se ao ambiente
doméstico (LIMA et al., 1988; VILELA et al., 2011; BARATA et al., 2011). Segundo
CAMPBELL-LENDRUM et al., (2001) a relagdo entre a transmisséo e alteragdes do
ecossistema induziu a alguns autores acreditarem que o desmatamento erradicaria a
doenca de algumas localidades, no entanto, tais previsdes se mostraram erréneas.

Em areas antropizadas, proximas a fragmentos florestais, a presenca de abrigos
de animais e residuos organicos tém atraidos animais silvestres e insetos, como 0s
flebotomineos, ao peridomicilio, o que ocasionalmente pode alterar o ciclo de
transmissdo silvestre da doenca e aumentar as chances de contato com vetores
infectados (FEITOSA e CASTELLON, 2004; REIS et al., 2013). Estudos realizados
no Amazonas, tem demonstrado que o marsupial conhecido popularmente como
mucura (Didelphis marsupialis) tem se mostrado um competente reservatorio natural
de Leishmania, sendo encontrado com facilidade proximo ao peridomicilio de
conjuntos habitacionais e assentamentos humanos (ARIAS e NAIFF, 1981; BARRET
e SENRA, 1989; GUERRA et al., 2007).

Algumas espécies de flebotomineos, como Ny. antunesi, séo altamente
sinantrépicas sendo capturada frequentemente em areas desmatadas e proximas ao
peridomicilio, associada principalmente a abrigos de animais (GIL et al., 2009;
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RAMOS et al., 2014). Esta espécie tem sido apontada como vetor de LT no estado do
Pard, que apresenta 0 maior nimero de casos da doenca na regido norte...

Em Manaus, desde a década de 1970, a consolidacdo da Zona Franca, resultou
em fluxo migratdrio constante para a cidade de Manaus, com constru¢cdo de moradias
de forma desorganizada e ocupacéo dos arredores da cidade (GUERRA et al., 2015).
Durante a década de 1980, o aumento populacional, o desmatamento e posterior
urbanizacdo de uma area endémica para L. (V.) guyanensis fez com que dobrasse a
incidéncia de casos de LT na cidade (BARRET e SENRA, 1989). Em um
levantamento faunistico, PAES (1991) encontrou Ny. umbratillis em area
peridomiciliar de um bairro recém implementado na cidade. Esse fato também foi
observado por FEITOSA e CASTELLON (2004) em uma area residencial e endémica
de LT em Manaus. A ocorréncia de casos de LT em criangas e idosos foi observada
por ambos os autores, que destacaram a possibilidade de adaptacdo do vetor ao
ambiente peridomiciliar.

Em outro estudo, realizado por SERAFIM et al. (2018) foi observado que ao
realizar um segundo repasto sanguineo, em fontes alimentares como aves, que sdo
refratarias ao parasito, ou em animais que geralmente ndo séo considerados habituais
ao comportamento alimentar do flebotomineos, tais fatores podem contribuir para o
estabelecimento de um ciclo de transmissao.

Estudos mostraram, ainda, que além de serem capturadas em areas urbanas,
algumas espécies de flebotomineos tém realizado repasto sanguineo em humanos
nessas areas, 0 que pode aumentar as chances de infec¢cdo por leishmanias (NERY et
al., 2004).
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2. JUSTIFICATIVA:

As mudancas ambientais causadas pelo desmatamento e urbanizacdo
desordenada promovem alteracdes profundas nos ciclos de transmissdo de doencas
transmitidas por vetores artropodes como as leishmanioses, e estudos tem demonstrado
que assentamentos humanos em areas proximas as florestas propiciam ambientes que
atraem flebotomineos ao peridomicilio. A possivel adaptacdo dos flebotomineos a
ambientes antropizados, e a novas fontes de repasto, como animais domésticos e até
mesmo o0 ser humano é um fator que incrementa o risco de transmisséo de LT.

De acordo com o Ministério da Salde acerca da LT, o levantamento
entomoldgico é um ponto de fundamental importancia para conhecimento dos focos
de transmissdo da doenca. Nesse contexto, a identificacdo de vetores e deteccdo de
agentes etiol6gicos nos mesmos sdo fatores importantes cruciais, pois possibilitam o
desenvolvimento de medidas de controle e vigilancia epidemioldgica.

Devido a aos dados apresentados anteriormente, justifica-se a realizacdo de
estudos para avaliar os efeitos da antropizacdo na composicdo e distribuicdo da fauna
de flebotomineos em diferentes paisagens de um assentamento rural e verificar
infeccdo natural nos respectivos insetos afim de identificar quais espécies de
Leishmania estdo ocorrendo no local.
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3. OBJETIVOS:

3.1 Geral:

Verificar possiveis mudancas nos aspectos ecoldgicos de flebotomineos em
diferentes paisagens de um assentamento rural no municipio de Presidente Figueiredo,
Amazonas, Brasil.

3.2 Especificos:

. Avaliar a composicdo faunistica de flebotomineos em diferentes niveis de
estratificacdo, em ambientes silvestres e antropizados em um assentamento rural no
Estado do Amazonas, Brasil.

. Verificar infeccdo natural por Leishmania em flebotomineos em um
assentamento rural no Estado do Amazonas, Brasil.

. Analisar o risco de transmissao de leishmaniose tegumentar em diferentes areas
em um assentamento rural no Estado do Amazonas, Brasil
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4. MATERIAL E METODO:
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Figura 5. Fluxograma de atividades para o desenvolvimento do projeto.



4.1 Local do Estudo:

O local escolhido para a realiza¢do do trabalho foi o assentamento rural Rio
Pardo (S01°49°02.4” WO060°19°03.6”), localizado no municipio de Presidente
Figueiredo, estado do Amazonas, a 110 km de Manaus. O acesso € feito por via
terrestre pela rodovia BR-174, que liga o estado do Amazonas ao estado de Roraima e
depois por mais 17 km em estrada de terra, com acesso pelo Assentamento Rio Canoas
(Figura 6).

O assentamento agricola, foi criado em 1996 pelo Instituto Nacional de
Colonizacdo e Reforma Agraria (INCRA), possui uma area de 27.980 hectares e possui
seis ramais, denominados de Principal, Maria Gusmao, Samuel, Terra Preta, Taxista e
Novo Paraiso. A principal atividade econdmica local € a agricultura familiar. Alguns
moradores também possuem gados para fins comerciais, no entanto, a maioria mantém
animais domésticos de pequeno e médio porte, para consumo proprio como galinhas,
porcos e mais recentemente a criagdo de peixes.
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Figura 6. Visualizagdo espacial de Rio Pardo: Mapa do Brasil (A), destacando o
Estado do Amazonas (B), Municipio de Presidente Figueiredo, destacando o
assentamento rural de Rio Pardo (C), Mapa do assentamento rural de Rio Pardo (D).
Em azul os locais onde as duas plataformas foram construidas a aproximadamente 12
metros de altura. Em vermelho os pontos de coleta nos ramais do assentamento. Ramal
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Principal, Ramal Gusméo, Ramal Terra Preta, Ramal Samuel, Ramal Novo Paraiso e
Ramal Taxista.

Segundo um censo populacional, realizado em 2015 pelo laboratério de
Ecologia de Doencas Transmissiveis (EDTA), do instituto Lednidas e Maria Deane
(ILMD Fiocruz Amazénia), havia, até aquele momento, 584 moradores no
assentamento. O clima local caracteriza-se como tropical umido (tipo Af), conforme
classificacdo de Koppen, com temperatura média anual de 27°C. Na localidade
ocorrem dois periodos climaticos, um periodo chuvoso, de novembro a maio, e um
periodo seco, de junho a outubro. Além do mais, a Fiocruz possui uma base de campo
permanente de trabalho de campo, facilitando o desenvolvimento da pesquisa (Figura
7).

Figura 7. Imagens do assentamento rural Rio Pardo. A — Ambiente desmatado, B —
Aspecto de uma moradia local, C- Base da Fiocruz no assentamento, D — Ramal Maria

Gusmao. Fonte: Acervo EDTA.



4.1 Coleta de Flebotomineos:

Para a coletas de flebotomineos, foram realizadas quatro excursdes para o
assentamento rural durante os meses de junho, julho (periodo seco), novembro e
dezembro (periodo chuvoso) de 2016. As coletas foram realizadas por cinco dias
consecutivos, em transectos de estratificacdes horizontais e verticais (Figura 8).

Para a realizacdo das coletas em transecto vertical, foram abertas trilhas em
ambiente de floresta primaria, em dois ramais do assentamento, uma no ramal
Principal (S01°48°13.4” ¢ WO060°18°44.3”) e uma no ramal Maria Gusmao
(S01°49°02.3” W060°19°03.5”) a mais ou menos 300 metros de distancia da estrada
que da acesso ao local. Neste ambiente, foi escolhido uma arvore de aproximadamente
15m de altura, copa alta, onde foi construida uma plataforma de acesso préximo ao
dossel, para a instalacdo das armadilhas luminosas do tipo HP (Figura 9). Também
foram instaladas armadilhas na base do tronco das arvores, a aproximadamente 2 m do
solo. As coletas foram realizadas no periodo das 18:00 h as 06:00 h.

Para a realizagéo das coletas de estratificagdo horizontal foram escolhidas duas
residéncias em cada um dos seis ramais do assentamento rural, ramal Taxista, ramal
Maria Gusmé&o e ramal Samuel, ramal Principal, ramal Novo Paraiso e ramal Terra
Preta. Os locais escolhidos foram separados por uma distancia superior a 300 metros,
cada um contendo os ambientes de peridomicilio, borda de floresta e floresta (Figura
10). Em cada ambiente foram instaladas, simultaneamente, uma armadilha luminosa
HP, por cada noite, no periodo das 18:00 h as 06:00 h.

Diariamente, as armadilhas foram retiradas e 0s insetos coletados eram
transportados vivos até o laboratério de campo, presente no assentamento, onde 0s
flebotomineos foram triados com o auxilio de aspirador tipo Castro (manual) e
colocados em tubos com alcool 96% contendo as seguintes informacg6es: local de
coleta, data, ambiente, ecOtopo. Ap6s o periodo de coleta as amostras foram
transportadas para o Laboratério de Ecologia e Doencas Transmissiveis na Amazdnia
(EDTA), no ILMD, e armazenados em geladeira.
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Figura 8. Representacdo grafica do esquema de coleta de flebotomineos, em estratificacdo vertical e estratificagdo horizontal, no

Assentamento Rural Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, 2016.
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Figura 9: Captura de flebotomineos em estratificacdo vertical, plataforma Maria
Gusméo. A) Coleta realizada no dossel. B) Armadilha HP na base de arvore.
Acervo: EDTA
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Figura 10: Captura de flebotomineos em estratificacdo horizontal. A) Peridomicilio,
B) Borda de Floresta e C) Floresta. Acervo: EDTA



4.2  Montagem de Laminas e Identificacdo de Flebotomineos:

Os tubos, contendo os flebotomineos coletados, foram retirados da geladeira e
transferidos individualmente, de um por um, para um recipiente de vidro (placa de
Petri). Posteriormente, entdo, foi realizada uma triagem, com auxilio de um
microscopio estereoscopico (lupa), para separar os individuos machos das fémeas.

Apos a triagem, os individuos foram submetidos ao método de diafanizagéo,
que consistiu em submeter os flebotomineos em de solugéo de hidroxido de potéssio,
tendo como finalidade, possibilitar a visualizagdo das estruturas morfoldgicas
(externas e internas) que sdo utilizadas na identificacdo das espécies. Nesse processo,
0s machos, foram submetidos por inteiro e as fémeas foram dissecadas e apenas cabeca
e 0s trés ultimos segmentos abdominais. O torax e parte do abdémen de cada fémeas
foi colocado em microtubos de 20 uL, contendo as informac6es da coleta e contendo
alcool absoluto, posteriormente o material foi armazenado em freezer a -20 °C para
posterior utilizacdo nas demais metodologias.

Para a realizacdo da montagem de laminas, os flebotomineos foram dispostos
em lamina, com o auxilio de uma lupa e estiletes entomoldgicos, com uma gota de
fluido de Berlese, em seguida estes foram alinhados de modo a facilitar a visualizacéo
e identificacdo das estruturas anatdmicas (Figura 11).

Para a identificacdo das espécies dos flebotomineos foram utilizadas chaves
dicotdmicas propostas por YOUNG e DUNCAN (1994), e a classificagdo taxondmica
utilizada foi baseada na foi proposta depor GALATI (2003) e as abreviaturas dos
géneros seguiu proposta de MARCONDES (2007).

Nyrenmyin uniteatts . Mahs

Figura 11. Estruturas taxonémicas utilizadas para identificacdo das espécies de
flebotomineos. Espécie Ny. umbratillis A. Estruturas genitais do macho, B. Cibario

(fémea) C. Espermateca (fémea) Fonte: Acervo EDTA.
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4.3  Extragdo de DNA:

Apobs a etapa de identificagdo, o material armazenado (torax e parte do
abdémen) das fémeas foi agrupado em pools de no maximo 10 individuos dispostos
em microtubo de 1,5 mL e identificados utilizando os seguintes critérios: espécie, més
de coleta, tipo de ambiente e de ecOtopo. As extracbes do material genético foram
realizadas seguindo o protocolo do kit de extracdo DNeasy® Blood and Tissue Kit
Qiagen com uma pequena adaptacdo segundo o protocolo de RESADORE et al.,
(2019) (Figura 10).

Inicialmente, os pools foram submetidos ao aquecimento com o auxilio de
termobloco a 37°C por aproximadamente10 minutos, para evaporacéo total do alcool,
em seguida, os pools foram retirados do termobloco. Posteriormente foram
adicionados, em cada pool, 1500 pL de agua destilada autoclavadas e deixado a
temperatura ambiente por 20 minutos, apds este tempo foram adicionados mais 1500
pL de agua e esperou-se 20 minutos. Em seguida a &gua foi retirada e seguiu-se o
protocolo de extragéo.

Foi adicionado, em cada pool,180 pLI de Buffer ATL. Em seguida foi realizada a
maceracdo manual de cada pool com auxilio de pistilos autoclavados. Posteriormente,
adicionou-se 2,5 ul de proteinase K em cada pool e foram levados ao vortex por 15
segundos. Os pools foram incubados a 56°C overnight (max. 18hs) para lise total das
amostras.

No dia seguinte, foram adicionados 200ul de Buffer AL em cada pool em
seguida foram levados ao vortex por 15 segundos. Ap6s, foram adicionados 200ul de
etanol (96-100%) e foram levados ao vortex por 10 segundos. Depois, a amostra foi
transferida para microtubo com coluna (DNeasy mini spin collums) previamente
identificado e levado para centrifugacdo por 2 minutos a 8000 rpm.

Apds a centrifugacdo, foi descartado o tubo coletor e substituido por outro.
Adicionou-se 500l de Buffer AW1 e foi levado para centrifugar por 2 minutos a 8000
rpm. Em seguida o liquido no tubo coletor foi descartado e o tubo reutilizado. Seguiu-
se adicionando 500pl de Buffer AW?2 e centrifugando a amostra por 4 minutos a 14000
rpm.

Descartou-se o liquido do tubo coletor e centrifugou-se a amostra por 1 minuto
a 14000 rpm, para certificar-se de que a membrana da coluna estivesse seca. Apds a
centrifugagé&o, retirou-se a coluna e descartou-se o tubo coletor. Transferiu-se a coluna
para um novo tubo de 1.5 ml e adicionou-se 50ul de Buffer AE.

As amostras foram incubadas no termobloco por 10 minutos a 37°C. Apos,
foram adicionados mais 50pl de Buffer AE e as amostras foram incubadas novamente
por 10 minutos a 37°C. Depois, foram levadas a centrifugacdo por 2 minutos a 8000
rpm. Em seguida, a coluna foi removida e descartada e o precipitado que ficou nos
microtubos foi quantificado e verificadas a pureza do DNA em aparelho
espectrofotbmetro e armazenado a — 20°C para posterior utilizagdo na PCR.

35



4.4  PCR Para Detec¢do de Leishmania sp.:

Para a deteccéo da presenca de DNA de Leishmania nas amostras, foi realizada
uma PCR convencional dirigida para a regido Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1)
que constitui uma regido transcrita ndo codificante, localizada entre as subunidades
pequena e grande de genes de rRNA e é separado pelo gene rRNA 5.8s. O protocolo
seguido foi o proposto por EL TAl et al., (2000) onde a amplificagdo ocorreu para um
fragmento de aproximadamente 350pb com os seguintes primers: L5.8S(5°-
TGATACCACTTATCGCACIT-3") e L5.8SR/(5’-AAGTGCGATAAGTGGTA-3’)

O kit de PCR utilizado foi 0 GoTaqg® DNA Polymerase, Promega. O mix da
reacao foi preparado nas seguintes concentracfes: 9ul de agua ultrapura (Nuclease-
Free Water, Promega), 5yl de Tampéo 5x (5X Colorless GoTag® Reaction Buffer,
Promega), 1,5 ul de MgCI2 (256mM), 1,25ul de DMSO, 0,5ul de dNTP (10mM),
1,25ul de cada primer, 0,25ul de Tag DNA (GoTag® DNA Polymerase), 5ul da
amostra, para um volume final de 25pl.

A amplificacdo foi realizada em aparelho termociclador Eppendorf®
Mastercycle Personal nas seguintes condi¢fes: desnaturacdo inicial de 95°C por 2
minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos (desnaturacéo), 53°C por 1
minuto (hibridizacdo dos primers), 72°C por 1 minuto (extensdo das fitas) e uma
extensdo final de 72°C por 10 minutos.

Os produtos obtidos da PCR convencional foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 2% corado com 7 ul brometo de Etidio. Foi utilizado um peso
molecular de 100 pb (Kasvi®) de acordo com instrucfes do fabricante. O tampéo de
corrida utilizado foi TAE 0.5%. Os géis foram submetidos a 100 volts de poténcia por
25 minutos. E por fim, visualizados sob luz ultra-violeta em c&mara escura e
fotodocumentados.

4.5 PCR-RFLP Para Identificacdo de Espécies de Leishmania:

Para identificacdo a nivel de espécies de Leishmania, o produto amplificado
das amostras positivas para a PCR do alvo ITS1 foram submetidas a PCR-RFLP
(Polimorfismo de Fragmentos de Restri¢do) seguindo o protocolo de CARVALHO et.
al., (2016). A técnica é baseada na restricio de um fragmento de DNA por
endonucleases que clivam esta molécula em sitios especificos gerando perfis de
restricdo, tem mostrado resultados promissores para a caracterizacdo de Leishmania.
(CARVALHO et al., 2016)

O mix da reacdo foi preparado de acordo com as seguintes concentragdes: 1,5
ul de Buffer 10x, 0,15 pl de BSA, 0,5 pl de Haelll, 10-15 pl do produto amplificado,
0-4.80 pl de &gua ultrapura, para um volume final de 15ul. O volume de agua na reagao
é calculado de acordo com o volume de produto amplificado que sera utilizado,
podendo nédo ser necesséria a adi¢do de agua na reagéo.
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As reacdes foram incubadas no termobloco Bioplus 1T-2002® por 2 horas a
37°C. Em seguida, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a
4% corado com 10ul de brometo de Etidio. O tampao de corrida utilizado foi 0 TAE
0.5%. Os géis foram submetidos a 90 volts de poténcia por aproximadamente 1h30
minutos. Por fim, foram visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados.

4.6 Anadlises Estatisticas:

Os dados referentes as informacdes das coletas e identificacGes das espécies
foram armazenadas em formato de tabelas no programa Microsoft® Excel 2007 para
WINDOWS. As andlises estatisticas foram realizadas nos programas Dives, Past e
RStudio®.

A abundéncia foi estimada atraves do numero total de individuos coletados. A
riqueza foi estimada pelo numero de espécies coletadas. A diversidade de espécies foi
calculada utilizando o indice de Shannon-Wiener (H’), que ¢ constituido pelo nimero
e equitabilidade de espécies, e adicionalmente foi usado o indice de Rényi que agrega
os indices de Shannon-Wiener (H’) e indice de Simpson (D).

A uniformidade da distribui¢do dos individuos entre as espécies foi calculada
pelo indice de equitabilidade de Pielou (J’) que permite representar a uniformidade da
distribuicdo dos individuos entre as espécies existentes e para avaliar a semelhanca
entre as espécies coletadas nos ambientes foi calculado o indice de Similaridade de
Jaccard (Cj) que compara qualitativamente a semelhanca entre espécies ao longo de
um gradiente ambiental (MAGURRAN, 2005).

Uma analise de variancia (ANOVA) foi realizada para comparar o nimero de
espécies coletadas de cada ambiente (peridomicilio, borda florestal e floresta). Para
verificar a influéncia dos ambientes sobre a composicdo das espécies de fleb6tomos
sera feita uma analise de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA), que
consiste em uma analise ndo paramétrica multivariada baseada em permutagdes.

Alem disso, utilizamos uma Escala Dimensional Ndo Métrica (NMDS) para
representar a posicdo dessas comunidades em um espaco multidimensional. Para
calcular o esforgo amostral realizado no estudo, foram utilizadas Curvas de Rarefacoes
das Espécies em funcéo da frequéncia de individuos. O Valor de Indicacao de Espécies
(IndVal) foi realizado para verificar a fidelidade e especificidade que as espécies
apresentam com um determinado ambiente.

Para estimar a taxa de infecgdo nas amostras positivas para Leishmania., foi
realizado o calculo para a taxa de infec¢cdo minima de acordo com Paiva et al. (2007)
com a seguinte formula: Taxa minima (TM) = N° de grupos positivos (pools) X
100/Total de flebotomineos processados.

Formulas dos indices de diversidade, equitabilidade e similaridade que serédo
utilizados no estudo:

37



% Indice de Shannon-Wiener (H")

<
NIn(N)-> n, In(n, ]}
i=1

N

H' =

H” = Indice de Shannon-Wiener.

ni = Numero de individuos amostrados da i-ésema espécie.

N = Ndmero total de individuos amostrados.
S = NUmero total de espécies amostradas.

In = logaritimo de base neperiana.

% Equitabilidade de Pielou (J°)

H.F
J=—"—
H max.
H max = In(S)

J” = Equitabilidade de Pielou.

S = Numero total de espécies amostradas.

H” = indice de diversidade de Shannon-Wiener.

% Similaridade de Jaccard (Cj)

Scom

J

Jy = =sl+52—Scom

Scom = NUmero de espécies comuns em duas amostras.

Similaridade de Jaccard

s1 e s2 = NUmero total de espécies em cada uma das amostras.

S = Total de espécies no conjunto da amostra.
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5. RESULTADOS:

5.1 Distribuicdo Geral de Flebotomineos:

Foram coletados um total de 3.186 flebotomineos, pertencentes a 13 géneros e
52 especies (Tabela 1). As feméas totalizaram 1751 individuos e os machos 1435, a
proporcdo macho/ fémea foi de 1:1,2 ndo sendo observado diferenca estatistica entre
0s sexos (Mann-Whitney: p= 0,4021).

Os géneros mais abundantes foram Nyssomyia com 1390 individuos e 6
espécies seguido de Psychodopygus, 517 individuos e 7 espécies, e Bichromomyia com
311 individuos e 3 espécies. As espécies mais abundantes foram, respectivamente, Ny.
umbratillis (21,80%), Ny. anduzei (8,47%), Ny. antunesi (7,87%), Sc. nematoducta
(5,43%), Ny. yulli yulli (5,17%), Mi. rorotaensis (4,51%), Bi. flaviscutellata (4,33%)
e Ps. Amazonensis (3,86%). As demais espécies representaram entre 2-1% da
amostragem total.

Algumas espécies obtiveram pouquissimos individuos coletados. As espécies
Br. pintoi, Pr. triacanta e Pr. trispinosa foram coletados dois individuos de cada, ja as
espécies Ev. cerqueirai, Ny. richardwardi e Pa. campbelli foi coletado um exemplar
de cada durante o estudo. Alguns espécimes foram identificados apenas até o nivel de
género, estes pertencem a Trichophoromyia sp. (n=35) e Psathyromyia sp. (n=22).

5.2 Estratificacdo Vertical de Flebotomineos — Dossel e Solo:

Os ambientes de dossel e solo totalizaram 1.296 flebotomineos. A abundancia
foi relativamente maior no solo (n=785) em comparagdo com dossel (n=511), no
entanto, ndo houve diferenca significativa entre os ambientes (Mann-Whitney:
p=0,0655). A espécie mais abundante em ambos os estratos foi Ny. umbratillis.

A riqueza de espécies entre os ambientes também ndo apresentou diferenca
significativa (Mann-Whitney: p=0,6159), solo obteve 39 espécies e 4 espécies foram
exclusivas deste ambiente: Br. brumpti, Ev. williansi, Mi. micropiga e Mi. pilosa. O
dossel obteve 37 espécies e 3 foram exclusivas deste ambiente: Pa. cuzquena, Ny.
shawi e Ev. cerqueirai.

De acordo com o indice de diversidade de Shannon-Wienner o ambiente de
solo demonstrou maior diversidade (H’=4,3733) do que o dossel (H’=3,5346). O teste
T para diversidade demonstrou diferenca significativa entre os ambientes (p=0,00017)
indicando que ha uma diferenca na composicdo de espécies entre eles.
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Tabela 1: Espécies de flebotomineos capturados por armadilhas HP em modelo de estratificacdo vertical (Solo e Dossel) e estratificacdo Horizontal 0
(Floresta, Borda de floresta e Peridomicilio) no Assentamento Rural Rio Pardo, em Presidente Figueiredo - AM, no periodo de junho e julho, agosto e 4
setembro de 2016

Estratificacdo Vertical Estratificacdo Horizontal
Espécies Q 3 Dossel % Solo %  Floresta % Borda % Peridomicilio %  Total %
Bichromomyia flaviscutellata 78 60 5 0,97% 70 8,91% 28 2,56% 30 5,95% 5 1,70% 138 4,33%
Bichromomyia olmca nociva 69 30 6 1,17% 49 6,24% 27 2,47% 17 3,37% - - 99  3,10%
Bichromomyia reducta 61 14 3 0,58% 32 4,07% 28 2,56% 12 2,38% - - 75 2,35%
Brumptomyia brumpti 5 2 - - 1 0,01% 5 0,45% 1 0,01% - - 7 0,21%
Brumptomyia pintoi - 2 - - - - - - 2 0,39% - - 2 0,06%
Evandromyia cerqueirai - 1 1 0,01% - - - - - - - - 1 0,03%
Evandromyia inpai 9 30 4 0,78% 12 1,52% 14 1,28% 8 1,58% 1 001% 39 122%
Evandromyia monstruosa 20 14 1 0,00% 16 2,03% 8 0,73% 8 1,58% 1 0,01% 34 1,06%
Evandromyia pinotti 19 - 1 0,00% 4 0,50% 7 0,64% 6 1,19% 1 0,01% 19  0,59%
Evandromyia saulensis 13 11 1 0,00% - - 16 1,46% 5 0,99% 2 0,68% 24 0,75%
Evandromyia sericea 21 43 4 0,78% 21 2,67% 13 1,19% 7 1,38% 19 6,46% 64  2,00%
Evandromyia walkeri 37 7 1 0,01% 5 0,63% 18 1,64% 14 2,77% 6 2,04% 44  1,38%
Evandromyia williamsi - 8 - - 5 0,63% 1 0,01% - - 2 0,68% 8 0,25%
Lutzomyia flabellata - 3 - - - - 3 0,27% - - - - 3 0,09%
Lutzomyia gomezi 21 2 1 0,01% 9 1,14% 10 0,91% 3 0,59% - - 23 0,72%
Lutzomyia sherlocki 8 1 1 0,01% 3 0,38% 2 0,18% - - 3 1,02% 9 0,28%
Micropigomyia micropyga 2 15 - - 1 0,01% 10 0,91% 2 0,39% 4 136% 17 0,53%
Micropigomyia pilosa 4 - - - 2 0,25% 1 0,01% 1 0,01% - - 4 0,12%
Micropigomyia rorotaensis 104 40 8 1,56% 32 4,07% 68 6,23% 22 4,36% 14 4,76% 144  451%
Nyssomyia anduzei 171 99 35 6,84% 57 7,26% 112 10,26% 44 8,73% 22 748% 270 8,47%
Nyssomyia antunesi 110 141 16 3,13% 29 3,69% 54 4,94% 42 8,33% 110 37,41% 251 7,87%
Nyssomyia richardwardi 1 - - - - - - - - - 1 0,01% 1 0,03%
Nyssomyia shawi 5 1 2 0,39% - - 3 0,27% - - 1 0,006 6 0,18%
Nyssomyia umbratillis 368 329 185 36,20% 125 1590% 297 27,20% 68 13,49% 22 7,48% 697 21,80%
Nyssomyia yulli yulli 45 120 52 10,17% 38 4,84% 71 6,50% - - 4 1,36% 165 517%
Pressatia choti 5 8 - - 7 0,89% 2 0,18% 4 0,79% - - 13 0,40%
Pressatia triacanta 1 1 - - 2 0,25% - - - - - - 2 0,06%
Pressatia trispinosa - 2 - - 1 0,01% 1 0,01% - - - - 2 0,06%
Psathyromyia abonnenci 5 10 2 0,39% 5 0,63% 5 0,45% 1 0,01% 2 0,68% 15 0,47%
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Psathyromyia aragoai 2 9 1 0,01% 1 0,01% 6 0,54% 1 0,01% 2 068% 11  0,34%
Psathyromyia campbelli 1 - - - - - - - 1 0,01% - - 1 0,03%
Psathyromyia cuzquena - 5 2 0,39% - - 3 0,27% - - - - 5 0,15%
Psathyromyia dreisbachi 4 6 1 0,01% - - 1 0,01% 7 1,38% 1 0,01% 10 0,31%
Psathyromyia inflata 28 2 6 1,17% 7 0,89% 10 0,91% 6 1,19% 1 0,01% 30 0,94%
Psathyromyia lutziana 7 3 4 0,78% 1 0,01% 2 0,18% 3 0,59% - - 10  0,31%
Psathyromyia scaffi 21 4 3 0,58% 9 1,14% 5 0,45% 8 1,58% - - 25 0,78%
Psathyromyia spp. 17 5 - - 5 0,63% 6 0,54% 6 1,19% 5 1,70% 22  0,69%
Psychodopygus amazonensis 59 64 34  6,65% 30 3,82% 37 3,39% 17 3,37% 5 1,70% 123 3,86%
E;?'f;?g?pygus carreiral 36 12 15 293% 11  140% 14 128% 6  1,19% 2 0,68% 48  1,50%
Psychodopygus chagasi 25 25 22 4,30% 18 2,29% 3 0,27% 4 0,79% 3 1,02% 50  1,56%
Psychodopygus claustrei 40 58 21 4,10% 24  3,05% 32 2,93% 17 3,37% 4 1,36% 98  3,07%
Psychodopygus davisi 63 30 19 3,71% 27 3,43% 28 2,56% 17 3,37% 2 0,68% 93 2,91%
Psychodopygus hirsutus 73 1 19 3,71% 14 1,78% 24 2,19% 17 3,37% - - 74 2,32%
Psychodopygus squamiventris o5 5 2 039% 10 127% 5 045% 8  1,58% 5 1,70% 30  0,94%
squamiventris

Sciopemyia nematoducta 75 98 14 2,73% 78 9,93% 33 3,02% 28 5,55% 19 6,46% 173 5,43%
Sciopemyia pennyi - 6 - - - - 3 0,27% - - 3 1,02% 6 0,18%
Sciopemyia sordelli 30 3 1 0,01% 9 1,14% 7 0,64% 5 1,00% 11 374% 33  1,03%
Trichophoromyia eurypyga - 86 14 2,73% 7 0,89% 30 2,74% 28 5,55% 7 2,38% 86  2,69%
Trichophoromyia gibba - 7 - - - - 6 0,54% 1 0,01% - 7 0,21%
Trichophoromyia spp. 34 1 1 0,01% - - 20 1,83% 13 2,57T% 1 0,01% 35 1,09%
Trichopygomyia trichopyga 1 10 - - - 6 0,54% 3 0,59% 2 0,68% 11 0,34%
Viannamyia furcata 15 1 1 0,01% 5 0,63% 3 0,27% 6 1,19% 1 0,01% 16  0,50%
Viannamyia tuberculata 13 2 0,39% 3 0,38% 3 0,27% 5 1,00% - - 13 0,40%

TOTAL 1751 1435 511 100% 785 100% 1091 100% 504  100% 294 100% 3186 100,00%
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O indice de equitabilidade também indicou que o ambiente de solo (J°=0,8596)
foi mais homogéneo na distribuicdo das espécies entre os ambientes, quando
comparado com o ambiente de dossel (J’=0,7135), estes ultimo, obteve maior valor no
indice de dominancia de Berger-Parker (0,3685) devido a predominancia da espécie
Ny. umbratillis em relagdo as demais no mesmo ambiente e em compara¢do com a
abundancia desta espécie no ambiente de solo (0,1609).

O Perfil de Diversidade de Rényi representa estes resultados em forma de
gréfico, os pontos azuis representam o solo e os cor de rosa o dossel, assim, € possivel
observar que a curva do ambiente solo se superpde a dossel, corroborando com a maior
diversidade observada neste ambiente. A dominéncia observada no dossel é
representada pelo declinio acentuado da curva deste ambiente, que fez com que sua
diversidade e equitabilidade fossem menores (Figura 12).
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Figura 12. Perfil de diversidade de Rényi de flebotomineos coletados nos ambientes de
Solo e Dossel no assentamento rural Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil,
2016. 1 - Indice de Shannon, 2 = indice de Simpson, 4 = o (log de riqueza), Inf = Indice
de Berger Parker.



A curva de acumulacéo de espécies demonstrou que, no ambiente de solo, foi
alcancada a estabilidade, indicando que, para este ambiente, a amostragem foi eficiente
e 0 numero esperado de espécies foi obtido, assim, alcancando a riqueza maxima. Ja
para 0 ambiente de dossel, a curva ainda apresenta tendéncia ao crescimento, indicando
que, para este, ainda sdo necessarias algumas coletas para alcancar a riqueza total de
espécies existentes neste ambiente (Figura 13).
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Figura 13. Curvas de rarefacdo representando a riqueza acumulativa de espécies de

flebotomineos coletados por armadilhas HP nos ambientes de dossel e solo no

assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil, nos meses

de junho, julho, novembro e dezembro 2016.

5.3  Estratificacdo Horizontal de Flebotomineos — Floresta, Borda de floresta e
Peridomicilio:

Os ambientes de floresta, borda e peridomicilio totalizaram 1.889
flebotomineos coletados. A abundancia foi maior na floresta onde foram obtidos 1.091
individuos, seguido de borda com 504 e peridomicilio com 294 individuos. A analise
estatistica demonstrou diferenca significativa entre o nimero de individuos presentes
nos ambientes (Kruskal-Wallis: p=0,001), e para determinar quais destes ambientes
apresentaram diferenca entre as abundancias, foi realizado um teste de comparag6es
maltiplas (Dunn’s Multiples Comparisons) que demonstrou diferenca significativa
entre os ambientes de floresta/peridomicilio (p= <0,001) e borda/peridomicilio
(p=0,0122).
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A riqueza de espécies foi maior na floresta (n=48), onde as espécies Ny.
umbratillis e Ny. anduzei foram as mais abundantes. Na borda foram observadas 42
espeécies e apenas a espécie Ny. umbratillis obteve um valor relativamente maior em
comparagdo com 0s demais presentes neste ambiente. No ambiente de peridomicilio
foram observadas 35 espécies e a espécie predominante foi Ny. antunesi.

A diversidade foi relativamente maior no ambiente de borda (H’= 4,6434),
seguido de floresta (H’=4,221) e peridomicilio (H’=3,6596). Para verificar a diferenca
na composicdo de espécies entre os ambientes foi utilizado o teste PERMANOVA,
que indicou diferenca significativa entre os ambientes (p= 0,0026).

A equitabilidade também foi maior no ambiente de borda (J=0,8725),
indicando que neste ambiente, a distribuicdo das espécies foi mais homogénea em
comparacdo com o ambiente de floresta (J=0,7686) e peridomicilio (J= 0,7193), este
ultimo, por sua vez, obteve maior valor no indice de dominancia (d=0,3855) devido a
presenca massiva da espécie Ny. antunesi.

O perfil de diversidade de Rényi representa graficamente os resultados
supracitados. Os pontos verdes correspondem ao ambiente de floresta, os pontos cor
de rosa ao ambiente de borda e os pontos azuis ao ambiente de peridomicilio. Assim,
0 inicio da curva demonstra, respectivamente, a abundancia dos ambientes de floresta,
borda e peridomicilio. Em seguida, a curva do ambiente de floresta comeca a declinar
e a curva do ambiente de dossel sobressai a esta, demonstrando a maior diversidade e
equitabilidade deste ambiente. O ambiente de peridomicilio apresentou a curva mais
baixa e em direcdo a direita, indicando maior dominéncia, corroborando com o
resultado apresentado anteriormente (Figura 14).
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Figura 14. Perfil de diversidade de Rényi das coletas de flebotomineos por armadilhas
HP nos ambientes de Floresta, Borda e Peridomicilio, do assentamento rural Rio Pardo,
Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil, meses de junho, julho, novembro e dezembro
de 2016.
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O indice de Jaccard demonstrou similaridade entre os seguintes ambientes:
floresta/borda: 0,83; floresta/peridomicilio:  0,72; borda/peridomicilio: 0,63,
respectivamente. Os ambientes de floresta e borda compartilharam 41 espécies entre
si, borda e peridomicilio compartilnaram 34 espécies, e floresta e peridomicilio
compartilharam 30 espécies.

O ambiente de floresta apresentou 3 espécies exclusivas: Lu. flabellata, Pr.
trispinosa e Pa. cuzquena, borda apresentou 2 espécies exclusivas: Br. pintoi, Pa.
Campbelli e o peridomicilio apresentou 1 espécie exclusiva: Ny. richardwardi.

O Escalonamento Multidimensional Ndo Métrico (NMDS), baseado na
dissimilaridade de Bray-Curtis, corroborou com o0s resultados citados acima,
demonstrando que a composicao de espécies nos ambientes de floresta e borda séo
mais semelhantes do que com o ambiente de peridomicilio (Figura 15).
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Figura 15. Escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) para os ambientes de
Floresta, Borda e Peridomicilio do assentamento rural de Rio Pardo, Presidente
Figueiredo, Amazonas em 2016.



A andlise do Valor de Indicacdo de Espécies (IndVal), identificou 14 espécies
com potenciais valores de bioindicacdo, a maior parte delas associadas ao ambiente de
floresta como € o caso de Ny. yulli yulli que obteve 95% de indicacédo e uma frequéncia
de 10 individuos, e Ny. umbratillis que obteve 77% de associacdo com floresta, e
frequéncia de 18 individuos. Duas espécies foram associadas ao ambiente de borda,
Pa. dreisbachi com 78% e Vi. furcata com 60%. A Unica espécie associada ao
ambiente de peridomicilio foi Ny. antunesi com 54% de indicacdo e frequéncia de 18
individuos.

Tabela 2. Valor de indicacdo de espécies (IndVal) de flebotomineos coletados por
armadilhas HP nos ambientes de floresta, borda e peridomicilio no assentamento rural
de Rio Pardo, Presidente Figueiredo - AM, nos meses de junho, julho, novembro e
dezembro de 2016.

INDVAL
Espécies Ambiente % pvalor Frequéncia
Ny. yulli.yulli Floresta 95% 0,002 10
Lu. gomezi Floresta 7% 0,012 9
Ny. umbratillis Floresta 77% 0,001 18
Bi. reducta Floresta 70% 0,001 10
Pa. aragoai Floresta 66% 0,017 9
Mi. rorotaensis Floresta 65% 0,008 16
Ny. anduzei Floresta 63% 0,005 18
Ps. amazonensis Floresta 63% 0,016 14
Bi. olmca nociva Floresta 61% 0,022 10
Ps. davisi Floresta 60% 0,019 12
Ps. hirsutus Floresta 58% 0,035 12
Pa. dreisbachi Borda 78% 0,004 8
Vi. furcata Borda 60% 0,028 10

Ny. antunesi Peridomicilio 54% 0,032 18
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A curva de acumulacdo de espécies demonstrou que, no ambiente de floresta
foi obtida a estabilidade da curva, indicando que o nimero de espécies esperadas foi
alcancado. Este fato também ocorreu para o ambiente de borda, que também obteve a
estabilidade da curva. Em contrapartida, o ambiente de peridomicilio ndo alcangou
estabilidade, demonstrando tendéncia ao crescimento e assim, indicando a necessidade
de mais coletas neste ambiente (Figura 16).
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Figura 16. Curvas de rarefacdo representando a riqueza acumulativa de espécies de
flebotomineos nos ambientes de Floresta, Borda e Peridomicilio no assentamento rural
de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, nos meses de junho, julho, novembro e
dezembro de 2016.

5.4 Abundancia e Diversidade de Espécies Vetoras:

Dos 3.186 flebotomineos coletados, 1.772 (55,6%) individuos de 10 espécies
séo incriminados ou suspeitos como vetores de agentes da LT no Brasil (Tabela 3). A
espécie mais abundante foi Ny. umbratillis, seguida de Ny. anduzei e Ny. antunesi.
Todas as espécies, com excecao de Bi. olmeca nociva e Lu. Gomezi, foram coletadas
em todos os ambientes, em propor¢des variadas.

Com relacdo a composicdo faunistica, o Solo foi mais abundante em
comparagdo com Dossel, ndo sendo observada diferenca significativa (p=0,1282). A
espécie Ny. umbratilis foi a mais abundante em ambos os ambientes, seguida de Ny.
anduzei e Ny. antunesi no dossel, e no solo, das espécies abundantes foram Bi.
flaviscutellata e Ny.



A diversidade também foi maior no solo em relacdo ao dossel, e os ambientes
demonstraram diferenca significativa (p= 0,000328). A riqueza de espécies foi igual
para ambos, e a equitabilidade foi maior no solo.

Na estratificacdo horizontal, o ambiente de floresta foi o mais abundante,
seguido de borda e peridomicilio. Na floresta, a espécie mais abundante foi Ny.
umbratillis, seguida de Ny. anduzei. Na borda ndo houve dominancia de uma espécie
especifica, apesar de Ny. umbratillis ter uma proporg¢éo um pouco maior em rela¢éo as
demais espécies, a composicdo neste ambiente foi mais equilibrada, assim, sendo
observada maior equitabilidade, em comparacdo com o ambiente de floresta e
peridomicilio.

A diversidade também foi maior no ambiente de borda, seguido de floresta e
peridomicilio. A riqueza de espécies foi igual nos ambientes de floresta e borda, e no
peridomicilio apenas duas espécies ndo ocorreram. A espécie Ny. antunesi foi
predominante no peridomicilio.

Tabela 3. Espécies de flebotomineos, vetores e putativos, capturados por armadilha
HP em diferentes ambientes no Assentamento Rural Rio Pardo, Presidente Figueiredo
— AM, nos meses de junho, julho, novembro e dezembro de 2016.
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Espécies | @ | & |Dossel| Solo |Floresta|Borda | Peridomicilio | Total | %
Bichromomyia flaviscutellata 78 60 5 70 28 30 5 138 7,47
Bichromomyia olmca nociva 69 30 6 49 27 17 - 99 5,36
Lutzomyia gomezi 21 2 1 9 10 3 - 23 1,24
Nyssomyia anduzei 171 99 35 57 112 44 22 270 14,62
Nyssomyia antunesi 110 141 16 29 54 42 110 251 13,59
Nyssomyia umbratillis 368 329 185 125 297 68 22 697 37,7
Psychodopygus amazonensis 59 64 34 30 37 17 5 123 6,66
Psychodopygus car. carreirai 36 12 15 11 14 6 2 48 2,6
Psychodopygus davisi 63 30 19 27 28 17 2 93 5,03
Psychodopygus sg. %5 5 2 10 5 8 5 30 162
squamiventris

Psychodopygus hir. hirsutus 73 1 19 14 24 17 - 74 4,08
TOTAL 1000 772 318 417 612 252 173 1846 100%
H' 209 2389 2,39 2,89 1,76

J' 0,62 0,87 0,72 0,87 0,58

H’ = indice de diversidade de Shannon.
J’ = indice de equitabilidade de Pielou
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5.5 Deteccao e Identificacdo de Leishmania sp. em Flebotomineos:

As fémeas coletadas durante o estudo (n=1751) foram agrupadas em 365 pools.
Deste total, foram escolhidos aleatoriamente 100 pools, totalizando 519 individuos
amostrados (Tabela 4). A espécie Ny. antunesi obteve o maior nimero de pools (n=
15), sequida de Ny. anduzei (n=14) e Ny. umbratilis (n=11). Em relacdo aos ambientes,
solo obteve 0 maior numero de pools com 43, seguido de dossel com 21 e borda com
19.

Tabela 4. Distribuicdo do nimero de pools de flebotomineos analisados, por espécie
e ambiente, do assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas,
Amazonas, nos meses de junho, julho, novembro e dezembro de 2016.

Especies TP Dossel Solo Floresta Borda Peridomicilio

- 6

1
w
1

Bi. flaviscutellata 9
Bi. olmeca nociva 4
Bi. reducta 4
Ev. monstruosa 1 -
1
1
1
8

1
= N W
N
1
1

Ev. saulensis
Ev. walkeri

Lu. Gomezi

Mi. rorotaensis
Ny. anduzei 14
Ny. antunesi 15
Ny. umbratillis 11
Py. amazonensis
Py. carreirai

Py. chagasi

Py. claustrei

Py. davisi

Py. hirsutus

Sc. nematoducta
Sc. sordellii

Vi. Tuberculata
Tr. Ubiquitalis
Vi. furcata

1

1
N =

1

1
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TOTAL 100 21 34 13 19 12

TP = Total de pools analisados.



Ao realizar a PCR convencional para o gene ITS1, seis pools apresentaram
resultados positivos para Leishmania (Figura 17): um pool da espécie Bi.
flaviscutellata, dois pools de Sc. nematoducta, um pool de Ps. Amazonensis, um pool
de Lu. gomezi com cinco individuos, e 1 um pool de Ny. anduzei com nove individuos
pertencentes ao ambiente de borda. No geral, a taxa minima (TM) de infeccdo das
amostras positivas foi de 1.15% (6 pools/519 fémeas analisadas), as taxas minimas de
infeccdo individual, de cada pool/espécie esta listado na Tabela 5.

9 10 11 12

14 15 CP CN

Figura 17. Gel de agarose a 2%, corado com brometo de Etidio, mostrando
produtos amplificados pela PCR ITS1. Canaletas: 1: Peso molecular de 100pb; 2: Ps.
carreirai carreirai; 3: Bi. flaviscutellata; 4: Sc. nematoducta; 5: Ny. umbratilis; 6 e 7:
Ps. amazonensis; 8: Ps. davisi; 9: Sc. nematoducta; 10: Ny. umbratillis; 11: Lu. gomezi;
12 e 13: Ny. antunesi; 14: Ny. anduzei; Controle positivo: L. braziliensis (Referéncia
da cepa); Controle negativo: Mix da PCR sem amostra
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Tabela 5. Distribuicéo dos pools positivos para infecgdo por Leishmania sp. utilizando
o alvo ITS1, e taxa minima de infeccdo em flebotomineos coletados no Assentamento
Rural Rio Pardo, Presidente Figueiredo — AM no periodo de junho, junho, agosto e
setembro de 2016.

Espécie Local NF ™
Bi. flaviscutellata Solo 9 11,10%
Sc. nematoducta Solo 3 33,30%
Sc. nematoducta Dossel 3 33,30%
Py. amazonensis Dossel 7 14,20%
Lu. gomezi Solo 5 20%
Ny. anduzei Borda 9 11,10%

NF = nimero de feméas analisadas
TM = taxa minima de infeccéo

Apds este procedimento, foi realizada a PCR-RFLP com as amostras positivas
para a regido I1TS1. Trés amostras amplificaram fragmentos de DNA, com bandas de
aproximadamente de 500pb, o que correspondeu com o controle positivo da espécie
Endotrypanum, sendo esses 0s pools 9 - Ny. anduzei, 10 — Py. amazonensis, 11 — Lu.
gomezi. A amostra 5 — Bi. flaviscutellata amplificou em dois fragmentos, na altura
entre 150pb e 200pb, que correspondeu com o controle de L. amazonensis e as
amostras 6 e 7 de Sc. nematoducta amplificaram fragmentos entre 150pb e 100pb, sem
corresponder a uma espécie especifica (Figura 18).

O sequenciamento das amostras positivas indicou que, um pool da espécie Bi.
flaviscutellata estava infectado com Leishmania sp., com similaridade de 81,55% com
a sequéncia padrdo depositada no GenBank, ndo sendo possivel alcancar o nivel
especifico de espécie. O pool nimero 6, pertencente a espécie Sc. nematoducta, estava
infectado com parasitos do género Trypanossoma com similaridade de 85% com a
sequéncia padréo (Tabela 6).
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Figura 18. Resultados da PCR-RFLP mostrando fragmentos amplificados para regido
ITS1. Canaletas: 1: Peso molecular de 100pb; 2: L. amazonensis; 3: L. braziliensis; 4: L.
infantum; 5: Bi. flaviscutellata; 6 e 7: Sc. nematoducta; 8: Endotrypanum; 9: Ny. anduzei;
10: Py. amazonensis; 11: Lu. gomezi.

Os pools 9, 10 e 11 correspondentes as espécies de flebotomineos, Ny. anduzei
Py. amazonensis e Lu. gomezi foram identificadas como Leishmania naiffi obtendo
percentual de similaridade de 96%, 86% e 83%. O pool nimero 7, correspondente a
espécie Sc. nematoducta nao obteve sequéncia de DNA compativel com nenhuma das
sequencias padrdes (Tabela 6).

Tabela 6. Resultado do sequenciamento das amostras positivas para regido intergénica
(ITS1) de flebotomineos coletados com armadilhas HP nos meses de junho, julho,
novembro e dezembro no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo,

Amazonas, 2016.

Amostra Espécie Local ID ID%
28 Bi. flaviscutellata SOLO Leishmania sp. 81,55%
38 Sc. nematoducta SOLO Trypanossoma sp.  85,71%
69 Ps. amazonensis DOSSEL Leishmania naiffi  96,41%
122 Lu. gomezi SOLO L. naiffi 86,58%

314 Ny. anduzei BORDA L. naiffi 83,57%
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Quanto ao ambiente do qual sdo oriundas as amostras positivas (Figura 19),
0s pools das espécies Bi. flaviscutellata, Sc. nematoducta e Lu. gomezi foram obtidos
no ambiente de solo. No ambiente de dossel foi positivo o pool de Ps. amazonensis, e
no ambiente de borda foi observado um pool positivo de Ny. anduzei.
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Figura 19. Mapa do assentamento rural de Rio Pardo (D) demonstrando os pontos de

coleta onde foram capturados os flebotomineos naturalmente infectados.




6. DISCUSSAO:

6.1 Abundancia e Diversidade Geral de Flebotomineos:

A regido amazonica possui a maior diversidade de flebotomineos, concentrada
principalmente em florestas de terra firme (BARRET et al.,1996; SILVA et al., 2014).
No Estado do Amazonas sdo encontrados aproximadamente 50% do total de espécies
registradas no pais (GALATI, 2018). Neste estudo, realizado no municipio de
Presidente Figueiredo foram obtidas 52 espécies de flebotomineos, o que corresponde
a aproximadamente 37% do total de espécies registradas no estado do Amazonas. Em
outro estudo, realizado na mesma localidade, RAMOS et al. (2014), também
obtiveram um total de 52 espécies de flebotomineos, com uma diferenca de 5 espécies,
que ndo foram coletadas em nosso estudo.

Outros trabalhos, realizados em diferentes municipios do Amazonas, também
demonstraram resultados similares aos nossos, por exemplo, ARIAS e FREITAS
(1982) coletaram 50 espécies na Reserva Ducke em Manaus, 27 em comum conosco.
FE et al., (1998) que coletaram 37 espécies, 23 em comum, no municipio de S&o
Gabriel da Cachoeira. BARRETT et al. (1996) coletaram 51 espécies, 29 em comum,
no municipio de Tefé. FIGUEIRA et al., (2013) obtiveram 26 espécies no municipio
de Labrea, 15 em comum. Estes resultados, em compara¢do com os obtidos neste
estudo, indicam que a fauna de flebotomineos no municipio de Presidente Figueiredo
é tdo rica e diversificada quanto de outros municipios do Amazonas.

De modo geral, os subgéneros Nyssomyia e Psychodopygus foram os mais
abundantes em nosso estudo, corroborando outros trabalhos realizados na regido
Norte, onde foi observado que as espécies destes subgéneros foram as mais frequentes
(DIAS-LIMA et al., 2002; FREITAS et al., 2008; AZEVEDO et al., 2008; GIL et al.,
2003). Estes subgéneros sdo de particular importancia médica pois apresentam grande
parte das espécies consideradas como vetores de leishmanioses nesta regiao.

No subgénero Nyssomyia, a especie Ny. umbratillis foi a mais abundante do
estudo, sendo capturada em todos os ambientes estudados, seguida de Ny. anduzei e
Ny. antunesi. Estas espécies tém sido observadas em abundancia em outros estudos
realizados no Estado, como por ARIAS e FREITAS (1982) na Reserva Ducke em
Manaus, onde essas espécies foram predominantes, somando 70% do total de
individuos coletados. A espécie Ny. antunesi foi a mais abundante no estudo de
RAMOS et al., (2014) em Presidente Figueiredo e de CASTELLON et al., (1994) na
rodovia Manaus-Humaita.

No subgénero Psychodopygus a espécie Ps. amazonensis foi a mais frequente.
seguida de Ps. claustrei e Ps. davisi. Estas espécies ocorreram em proporcdes similares
nos ambientes de solo e dossel e foram mais frequentes no ambiente de floresta em
comparagdo com os demais. ARIAS e FREITAS (1982) coletaram estas espécies com
maior frequéncia a 1m do solo, enquanto DIAS-LIMA et al., (2003) coletou essas
especies e outras do subgénero em maior frequéncia a partir de 10m do solo. As
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especies do subgénero Psychodopygus sdo conhecidamente antropofilas, sendo
frequentemente coletadas em armadilhas com isca humana ou animal, como demonstra
os trabalhos de ARIAS e FREITAS (1977) e de GIL et al., (2003). Estas espécies
também ocorreram com maior frequéncia no ambiente de floresta nos estudos de FE
et al., (1996), CASTELLON et al., (2000) no Amazonas, e AZEVEDO et al., (2002)
no Acre.

6.2  Aspectos Ecologicos de Flebotomineos em Estratificacao Vertical:

Neste estudo, a abundéncia e riqueza de flebotomineos foram maiores ao nivel
de base de arvore do que de dossel, no entanto, ndo foi observada diferenca
significativa entre os estratos, indicando que a maioria das espécies transitam ambos
0s ambientes. Ao todo, 33 espécies foram comuns em ambos 0s estratos. Segundo
ARIAS e FREITAS (1982) os flebotomineos da regido amazonica tem preferéncia
pelo dossel das arvores, onde encontraram a maior abundancia e riqueza de espécies
na Reserva Ducke em Manaus, mesmo fato observado pelo estudo de DIAS-LIMA et
al., (2004) em que diversidade de flebotomineos foi crescente ao nivel de dossel. Estes
resultados diferem dos encontrados por nos em Presidente Figueiredo e por
CASTELLON et al., (2000) onde a maior abundancia e riqueza foram observadas ao
nivel do solo.

Segundo CHANIOTIS et al., (1971) as diferencas na estratificacdo vertical dos
flebotomineos pode ser explicada como uma resposta as mudancas fisicas e biolégicas
do ambiente, como umidade relativa, temperatura, intensidade de luz e até mesmo
fontes de repasto, assim, algumas espécies de flebotomineos podem ser encontradas
com maior facilidade durante o dia repousando em troncos de arvores ou alimentando-
se em roedores terrestres e, durante o entardecer, voltam a subir para o dossel onde a
noite, podem alimentar-se em preguicas e tamanduas.

Nestes estratos a espécie Ny. umbratillis, foi a mais frequente, seguida de Ny
anduzei, corroborando os achados ARIAS e FREITAS (1982); DIAS-LIMA et al.,
(2003) e FEITOSA e CASTELLON (2004) que observaram a predominancia destas
espécies em diferentes altitudes em estratificacdo vertical. Estas espécies possuem
habitos hematofagicos similares, alimentando-se na preguica Choloepus didactylus,
presente geralmente no dossel, e no arboricola Tamandua tetradactyla (LAINSON
1983, READY et al. 1986). Nas primeiras horas da manha, o aquecimento da copa das
arvores pressiona os flebdétomos a descerem ao nivel do solo para protegerem-se da
dessecacdo (DIAS-LIMA et al., 2002). Nesse momento a espécie Ny. umbratilis torna-
se mais abundante na base de arvores que possuem raizes tabulares e rugosidade em
suas cascas, assim, podendo ser capturada com maior frequéncia (CABANILLAS e
CASTELLON, 1999). Esta espécie também alimenta -se no marsupial Didelphis
marsupialis encontrado no solo e associado com areas sob agdo antropica, 0 que
também pode explicar a presenca dessa espécie no solo e sua dispersdo nos ambientes
(GUERRA et al. 2007).

Outras espécies, tais como, Sc. Nematoducta, Bi. flaviscutellata, Bi. olmeca,
Bi. reducta e Mi. rorotaensis foram capturadas em maior abundancia no solo,
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corroborando os resultados de DIAS-LIMA et al., (2002). A maior frequéncia de Sc.
nematoducta e Mi. rorotaensis a nivel do solo, pode estar relacionado a possiveis
fontes de repasto, como repteis e anfibios (LAINSON e SHAW, 1989;). ARIAS E
FREITAS (1982) observou que Mi. rorotaensis foi consideravelmente mais abundante
a nivel do solo na regido de Manaus

A espécie Bi. flaviscutellata, assim como Bi. olmeca nociva, tem sido
encontrada mais frequentemente no nivel do solo até aproximadamente 5m da base
das arvores. (CASTELLON et al., 2000; DIAS-LIMA et al., 2002; SILVA et al.,
2010). A presenga frequente desta espécie e de Bi. olmeca nociva, vetores de L.
amazonensis ao nivel do solo, tem uma relacéo direta com sua associacéo por roedores
silvestres (LAINSON, 1973). Segundo READY et al., (1986) flebdtomos que habitam
ao nivel do solo, também podem ser vetores ocasionais de Leishmania spp. aos
mamiferos, incluindo-se 0 homem pois, no periodo noturno, ha a possibilidade de
alimentacdo em animais como tamanduas ou preguicas que descem ao nivel do solo
para alimentar-se.

A diversidade também foi maior ao nivel de base de arvore, indicando que a
composicao entre os ambientes é diferente e corroborando CASTELLON et al., (2000)
em que a maior diversidade foi observada a nivel de base de arvore e RESADORE et
al., (2018) também observou maior diversidade no nivel do solo em estudo realizado
em Rondonia.

6.3 Aspectos Ecoldgicos de Flebotomineos em Estratificacdo Horizontal:

A abundancia nos ambientes da estratificacdo horizontal foi maior na floresta,
seguida de borda e peridomicilio. Os ambientes ainda demonstraram diferenca
significativa em relacdo a abundancia entre floresta/borda e floresta/peridomicilio.
FEITOSA e CASTELLON (2009) observaram uma diminuicao significativa da fauna
de flebotomineos a medida que aumentava a distancia do ambiente de mata em
Santarém, no Para, os autores também observaram que algumas espécies com um
possivel grau de adaptacdo ao ambiente antrpico mantiveram um ndmero relevante
préximo ao peridomicilio como Lu. longipalpis e Lu. carmelinoi. Diferente destes
achados, RAMOS et al., (2014) observaram maior abundancia de flebotomineos no
peridomicilio, com diferenca significativa entre os ambientes.

A riqueza de espécies também foi maior na floresta seguida de borda e
peridomicilio, respectivamente. No entanto ndo foi observada diferenca significativa
entre 0s ambientes, uma vez que grande parte das especies capturadas na floresta,
também estiveram presentes nos demais ambientes, em proporg¢des distintas. RAMOS
etal., (2014) também obtiveram o mesmo resultado em estudo realizado em Presidente
Figueiredo. Os autores ndo encontraram diferenga significativa entre os ambientes
supracitados. Estes achados podem indicar uma ligeira adaptacdo de espécies a
ambientes modificados.
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A diversidade e equitabilidade foram maiores no ambiente de borda, seguido
do ambiente de floresta e peridomicilio. Este resultado pode ser explicado pelo fato
deste ambiente ser uma area de transicdo entre o ambiente florestal e o ambiente
antropizado, onde animais silvestres e diversos tipos de artropodes vdo a procura de
novas fontes de alimento e/ou abrigo. Embora seja menos densa, a borda da floresta
possui caracteristicas semelhantes ao ambiente florestal, o que torna favoravel o
estabelecimento de algumas populacGes de vetores e animais nesta regido. FIGUEIRA
et al.,, (2013) e CHAGAS et al., (2018) em seus respectivos estudos, também
encontraram maior diversidade e equitabilidade de flebotomineos no ambiente de
borda. RAMOS et al., (2014) observaram gue nos ambientes com 0 mesmo padréo de
cobertura vegetal, possuem uma fauna flebotémica ocorrendo simultaneamente, com
pequenas variacOes. Similar a estes achados, nossos resultados indicaram que 0s
ambientes de floresta e borda obtiveram maior similaridade na composicdo de
espécies, compartilhando 36 espécies.

Na floresta as espécies Ny. umbratillis e Ny. anduzei foram as mais abundantes,
também sendo capturadas em quantidade significativa nos demais ambientes
estudados, no entanto, o IndVal, demonstrou que essas espécies tém forte associacao
com o ambiente de floresta. Resultado similar ao encontrado por BARBOSA et al.,
(2008) em uma comunidade rural proximo a Manaus, onde estas espéecies foram as
mais abundantes, principalmente no ambiente de floresta. FEITOSA e CASTELLON
(2004) também observaram que Ny. umbratillis foi mais abundante no ambiente de
floresta, diminuindo sua frequéncia quando préximo aos domicilios, em duas areas de
floresta residual proximo conjuntos residenciais em Manaus, no entanto, os autores
também destacaram que a presenca desta e de outras espécies vetoras ou suspeitas no
intra e peridomicilio, mesmo que em pequenas quantidades seriam um indicativo de
adaptacdo ao ambiente sob acdo antrdpica, assim, aumentando o risco de ocorréncia
de leishmaniose nesta localidade.

O IndVal indicou ainda, as espécies Ny. yulli yulli, Bi. reducta e Mi. rorotaensis
com maior associagdo com o ambiente de floresta. Estudos realizados na regido, tem
demonstrado que essas espéecies sdo as mais abundantes nesse tipo de ambiente, mas
também podem ser coletados em ambientes modificados (DIAS-LIMA, 2002;
CASTELLON et al., 2000; REIS et al., 2013). A espécie Mi. rorotaensis foi mais
abundante no ambiente de floresta, mas também foi capturada, em menor abundancia,
nos demais ambientes estudados. Esta espécie, assim como outras espécies do
subgénero, sdo suspeitas de serem vetores de tripanossomatideos de répteis. Mi.
rorotaensis, inclusive, foi encontrado com infeccdo natural infectado por
Trypanosoma thecadactyli no estudo realizado por LAINSON e SHAW (1979) na
regido do rio Jari, no Para.

As espécies Ny. yulli yulli, Pa. cuzquena e Bi. reducta ndo foram abundantes
comparadas a outras espécies. A maior abundancia de individuos dessas espécies no
ambiente florestal pode representar uma especificidade dessas espécies por esse
ambiente. Outra possibilidade esta relacionada ao método de coleta. Algumas espécies
possuem baixa atratividade a armadilha luminosa, e de modo geral, essas espécies sdo
relatadas com baixa abundancia nos estudos entomoldgicos com o uso de armadilha
luminosa
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O ambiente de peridomicilio apresentou o maior valor de dominancia e a
espécie predominante neste ambiente foi Ny. antunesi. Esta espécie também foi a Gnica
associada a este ambiente no Indval, com 54% de indicacdo e o valor de p <0,05,
indicando que esta espécie pode ser considerada um bioindicador de sinantropizacéo.
A presenca desta espécie no peridomicilio estd associada principalmente a
proximidade de abrigos de animais, como porcos e galinhas, como demonstra o estudo
de RAMOS et al., (2014) em que esta espécie foi a mais frequente nestes ambientes.
PEREIRA-JUNIOR et al., também observaram essa espécie em abundancia em areas
com maior grau de acdo antropica em Rondo6nia e demonstraram a presenca de DNA
humano nesta espécie, indicando a realizacdo de repasto, 0 que pode aumentar o risco
de transmissdo em areas endémicas para leishmaniose (PEREIRA-JUNIOR et al.,
2019).

6.4  Abundancia e Diversidade de Espécies Vetoras:

Neste estudo, foram coletadas 11 espécies de flebotomineos incriminadas ou
suspeitos como vetores de LT no Brasil: Bi. flaviscutellata, Bi, olmeca nociva, Lu.
gomezi, Ny. anduzei, Ny. antunesi, Ny, umbratillis, Ps. amazonensis, Ps. carreirai
carreirai, Ps. davisi, Ps. hirsutus hirsutus e Ps. squamiventris squamiventris.

De um modo geral, destacou-se a espécie Ny. umbratillis, como a mais
abundante do estudo, sendo capturada em todos os ambientes. Esta espécie possuli
grande importancia epidemioldgica, principalmente no Estado do Amazonas, onde é o
principal vetor de L. guyanensis, agente causador da LT. Sua distribui¢éo neste estudo
estd de acordo com os trabalhos realizados por ARIAS e FREITAS, (1982) FREITAS
etal., (2002); FEITOSA e CASTELLON, (2004); PESSOA etal., (2007); BARBOSA
et al., (2008) e DIAS-LIMA et al., (2002) que tem encontrado essa espécie em
abundancia no ambiente florestal, mas também em areas periurbanas, associada a
surtos de LT.

No Amazonas, a maioria parte dos casos de LT derivam de regides rurais e
préximas de florestas, onde os infectados tiveram contato com o vetor em seu ambiente
natural. No entanto, a presenca de Ny. umbratillis no ambiente de peridomicilio de
areas periféricas e a ocorréncia de casos da doenca em criangas e idosos sugere a
instalacdo de um ciclo periurbano da doenga, como tem sido observado em algumas
areas de peridomicilio em comunidades rurais e periurbanas (PAES, 1991; FEITOSA
E CASTELLON, 2004; GUERRA et al., 2006; BARBOSA et al., 2008).

A espécie Bi. flaviscutellata foi a quinta mais frequente em todo o estudo,
estando presente principalmente no ambiente de solo, mas sendo capturada também
nos demais ambientes. Esta espécie € encontrada principalmente em florestas de terra
firme e igapds, e tem demonstrado boa adaptacdo a plantacGes de Pinus e Gmelina.
Alimentam-se do sangue de roedores e marsupiais, como Proechimys sp. e Oryzomys
sp., encontrados ao nivel do solo, naturalmente infectados com Leishmania (ARIAS e
FREITAS, 1982; LAINSON e SHAW, 1968; DIAS-LIMA et al., 2002). Essa espécie
foi incriminada por LAINSON e SHAW (1968) como principal vetor de L.
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amazonensis, agente causador de leishmaniose cutéanea, leishmaniose cutanea difusa e
de casos da forma mucocutanea (COELHO et al.,2011; GUERRA et al.,2015).

No Amazonas, GUERRA et al., (2006) e BARBOSA et al., (2008) apontaram
a presenca de Bi. flaviscutellata e de Bi. olmeca nociva, considerada vetor secundario
de L. amazonensis, no peridomicilio de comunidades rurais, indicando potencial risco
de transmissdo de leishmaniose. VILELA et al.,, (2011) também notou maior
frequéncia deste vetor proximo ao peridomicilio de &reas urbanas e rurais no Estado
do Tocantins, em uma area endémica de leishmaniose.

A espécie Ny. antunesi foi a mais abundante no ambiente de peridomicilio.
Estudos em &reas antropizadas revelaram a presenca dessa espécie, especialmente em
abrigos de animais domésticos sendo observado um elevado grau de adaptacdo a
ambientes fragmentados (SILVEIRA et al., 1991; RANGEL e LAISON, 2009;
RAMOS et al., 2014; PEREIRA-JUNIOR et al., 2017 ). Esta espécie é incriminada
como vetor de L. lindenbergi agente causador de leishmaniose tegumentar no Paré e
ja foi encontrada infectada com DNA de Leishmania sp. em Rond6nia e na Colémbia
(SILVEIRA et al., 2002; TRUJILLO et al. 2013, OGAWA et al. 2016).

A espécie Ps. davisi, foi a sétima mais abundante de todo o estudo, sendo mais
frequente no solo e no ambiente de floresta. Nos estudos de FEITOSA e CASTELLON
(2004) essa espécie foi a mais frequente nas capturas na altura do solo, enquanto Dias-
LIMA et al., (2002) e CASTELLON et al., (2000) capturaram essa espécie a partir de
6m do solo da floresta. Essa espécie foi ja encontrada infectada por flagelados na
floresta Utinga, em Belém, estado do Para (SHAW e LAINSON 1972). Trés isolados
de Ps. davisi coletados em Rondbnia foram identificados como L. braziliensis
(GRIMALDI et al. 1991). GIL et al., (2003) identificou a presenca de L. naiffi em Ps.
davisi, através de um painel de anticorpos monoclonais. Esta espécie também ja foi
encontrada infectada com DNA de Leishmania nos municipios de Labrea e Tefé
(PEREIRA-JUNIOR et al., 2017; SILVA et al., 2014).

A espécie Lu. gomezi tem sido associado a transmissdo de L. (V.) panamensis
em alguns paises da América do Sul e no norte do Brasil, recentemente, uma infeccéo
natural por L. shawi foi encontrada em Lu. gomezi capturado na floresta no estado do
Para. Segundo CHRISTENSEN et al. (1983) no Panaméa e YOUNG e ROGERS (1984)
no Equador, a Lu. gomezi também é capaz de transmitir L. braziliensis.

Das espécies consideradas vetores secundarios ou putativos de LT temos a
espécie Ny. anduzei vetor secundario de L. guyanensis (LAINSON, 1979). Esta
espécie também ja foi encontrada infectada por Endotrypanum sp. (GRIMALDI et al.,
1991). A espécie Bi. olmeca nociva ja foi encontrada naturalmente infectada com L.
amazonensis em coletas realizadas na area periurbana de Manaus e é considerada vetor
secundario na transmissdo desta Leishmania no Estado do Amazonas (ARIAS et al.,
1987).

O género Psychodopygus apresentou maior nimero de espécies suspeitas de
atuarem como vetores de Leishmania. a espécie Ps. squamiventris squamiventris é
referida como transmissora de L. naiffi, a especie Ps. hirsutus hirsutus ja foi encontrada
infectada por L. braziliensis no Estado de Minas Gerais (RANGEL et al., 1985), e com
L. naiffi nos estados de RO e PA (GIL et al., 2003, SOUZA et al., 2016). LE PONT et
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al., (1992) isolaram L. braziliensis de Ps. carreirai carreirai, de uma cepa que tinha
sido isolada de humanos, na Bolivia. A espécie Ps. amazonensis tem sido referida
como transmissora de L. brazsiliensis no Estado do Para e ja foi encontrada infectada
com essa mesma espécie no Estado de Ronddnia (RANGEL e LAINSON, 2009;
RESADORE et al., 2018).

6.5 Infeccdo Natural por Leishmania em Flebotomineos:

A taxa de infeccdo minima (TM) encontrada neste trabalho (1.15%) foi
relativamente similar a outros estudos realizados nos municipios do Amazonas.
SILVA et al., (2014) encontraram uma TM de 0,84% de infec¢do por Leishmania em
flebotomineos no municipio de Labrea. PEREIRA-JUNIOR (2014) obteve uma taxa
de 0,83% no municipio de Tefé. CHAGAS et al., (2018) encontrou uma TM entre
2.7% e 6.2% de Leishmania em flebotomineos de um assentamento rural no
Amazonas.

No estudo foi observado o primeiro relato de infecgdes por L. naiffi em fémeas
de Lu. gomezi, Ny. anduzei e Ps. amazonensis. Essas espécies ja possuem associacao
com a visualizacdo de flagelados ou deteccdo de DNA de Leihmania (LAINSON,
2010).

A espécie Bi. flaviscutellata também foi detectada com DNA de Leishmania,
porém ndo foi possivel a identificacdo a nivel especifico. A deteccdo de Leishmania
nessa espécie de flebotomineo é importante, visto que essa espécie € associada a
transmissdo de espécies de L. amazonensis, como ja foi descrito anteriormente. Esta
espécie também ja foi encontrada infectada com L. guyanensis por FOUQUE et al.,
(2007) na Guiana Francesa.

Na espécie Sc. nematoducta foi detectado DNA de Trypanossoma sp., sendo
este o primeiro registro de infeccdo desta espécie no Brasil e no Estado do Amazonas.
Outras espécies do género Sciopemyia ja foram encontradas infectadas por
tripanossomatideos e por Leishmania (CARVALHO et al.,2016; SILVA et al., 2014;
PEREIRA-FILHO et al., 2018). Espécies desse subgénero ndo sdo antropofilicas, e, se
alimentam de anfibios e animais de sangue frio, com baixa possibilidade de alimentar-
se em animais de sangue quente (SILVA et al., 2014; AVILA et al., 2018). Algumas
espécies desse género sdo incriminadas como vetores de tripanossomatideos de sapos
e ras na Amazonia, e nas ultimas décadas, diversos estudos tém esses flebotomineos
infectados com trypanossomas An03, um clado de trypanossomas que ocorre
exclusivamente na Amazonia e infecta sapos e rds (RYAN et al., 1987; GIL et al.,
2003; SOUZA et al., 2016; SILVEIRA et al. 1991; FERREIRA et al., 2008).

Nas espécies Lu. gomezi, Ny. anduzei e Ps. amazonensis foram encontradas
DNA de L. naiffi. A espécie Ny. anduzei, recentemente, foi encontrada infectada por
SOUZA etal., (2017) com essa L. naiffi no Estado do Amapa. Nas espécies Lu. gomezi
e Ps. amazonensis este € o primeiro registro de infec¢do por L. naiffi, e o primeiro
registro dessas espécies encontradas infectadas no Estado do Amazonas. L. naiffi é
encontrado infectando o tatu Dasypus novemcinctus e tem como principais vetores



flebotomineos do género Psychodopygus (LAINSON, 1989). Casos de LT por esse
parasita ja foram registrados na regido amazonica e na Guiana. Casos de LT por L.
naiffi tem sido observado principalmente no Estado do Pard, mas é provavel que sua
distribuicdo seja mais ampla e que os casos de leishmaniose por esse parasito sejam
subnotificados. (BRAZIL et al., 2015; LAINSON, 2010; GIL et al., 2003; SOUZA et
al., 2017).

7. CONCLUSAO:

No presente estudo foi observado que o assentamento rural Rio Pardo possui
uma fauna de flebotomineos rica e diversa mesmo em ambientes com maior nivel de
antropizacao.

Os ambientes de solo e dossel ndo apresentaram diferenca estatistica na
composicdo de espécies, demonstrando que as populacbes de flebotomineos
frequentam ambos os ambientes e podem estar se alimentando em diferentes tipos de
animais presentes nesses estratos, indicando um potencial risco de infec¢do por
diferentes tipos patégenos.

No ambiente de borda de floresta foi observada a maior diversidade e
equitabilidade, também foi observada maior similaridade com o ambiente de floresta,
indicando que algumas espécies de flebotomineos podem estar encontrando condigdes
mais favoraveis de sobrevivéncia nessa area.

A espécie Ny. umbratilis foi a mais abundante no estudo, sendo capturada em
todos os ambientes, com maior frequéncia na floresta e no solo, corroborando com os
dados disponiveis na literatura sobre essa espécie e com a sua participacdo no ciclo de
transmissao da LT no Amazonas. No entanto, a presenca frequente desta espécie e de
outras do género Nyssomyia, consideradas vetores de LT, no peridomicilio pode
potencializar o risco de transmisséo da doenga.

A espécie Ny. antunesi foi a mais abundante no ambiente de peridomicilio,
também corroborando com os achados de outros estudos, que associam essa espécie
principalmente a ambientes antropizados, reforcando a necessidade de vigilancia
entomoldgica no local, uma vez que essa espécie é considerada antropofilica e esta
associada a transmissdo de LT em outros estados da regido norte.

A espécie Sc. nematoducta foi encontrada, pela primeira vez infectada com
Trypanossoma sp., corroborando com os outros resultados disponiveis na literatura em
qgue outras espécies do género também ja foram encontradas infectadas com
Trypanossoma e sdo suspeitas de transmitirem esses parasitos a anfibios na Amazonia.
Esse achado é importante pois aumenta o conhecimento sobre a diversidade de
patdgenos que esses insetos podem ser vetores e sobre os habitos alimentares de
espécies de flebotomineos pouco estudadas na regido.

O encontro de espécies suspeitas como vetores de LT infectadas com L. naiffi
indica que estas espécies possam vir a desempenhar um papel importante na



transmisséo deste parasito, uma vez que os casos de LT por L. naiffi sdo, geralmente,
subclinicos e podem estar sendo subnotificados.
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