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RESUMO

Os flebotomineos s&o insetos vetores de diversos patdégenos causadores de
doencas, sendo responsaveis pela transmissdo a animais e humanos de
inUmeras enfermidades sendo a principal delas as leishmanioses. O presente
estudo avaliou os aspectos ecoepidemiologicos da fauna flebotominica em um
fragmento florestal na area urbana no municipio de Belém (PA). De dezembro de
2015 a novembro de 2016 foram realizadas coletas mensais de flebotomineos no
fragmento florestal e no peridomicilio das residéncias préximas, com o auxilio de
armadilha luminosa do tipo CDC. Coletou-se um total de 4070 flebotomineos, com
identificacdo de dois géneros e 24 espécies. A espécie predominante foi
Lutzomyia (Trichopygomyia) longispina (32,16%), seguida por Lutzomyia
(Evandromyia) infraspinosa (21,72%). Os estimadores de rigueza indicaram que o
esforco amostral foi satifastério para a area estudada. Nao houve uma relacéo
significativa entre a precipitacdo acumulada, a temperatura e a umidade relativa
do ar quando analisada com a abundancia de flebotomineos. Quando
relacionados as variaveis climaticas com a riqgueza de espécies, apenas a
precipitacdo acumulada mensal apresentou uma relacédo negativa sobre a riqueza
de espécies capturadas. Na analise da distribuicdo vertical o numero de
espécimes de flebotomineos capturados ao nivel do solo foi significativamente
maior do que na copa, onde no solo foram encontradas 21 espécies, sendo quatro
delas exclusivas deste estrato e 20 espécies na copa, com trés ocorrendo
exclusivamente da copa. Foram encontradas quatro espécies com importancia
epidomioldgica, sendo: Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata, Lutzomyia
(Psychodopygus) ayrozai, Lutzomyia (Psychodopygus) paraensis e Lutzomyia
(Nyssomyia) antunesi. As fémeas avaliadas por PCR foram negativas para
Leishmania spp. E a maioria das fémeas ingurgitadas analisadas alimentou-se de
mamiferos. O conhecimento da fauna em area de preservacdo sob intensa
influéncia antrépica, pode auxiliar no entendimento da relagcdo entre as espécies e
o grau de preservacao de uma area, e também no conhecimento de espécies que
podem desempenhar papel efetivo na transmissao de agentes patogénicos ao
homem e animais.

Palavras — Chave: Phlebotominae, Levantamento faunistico, Ecologia de
flebotomineos, Leishmaniose, Fragmento florestal urbano.



ABSTRACT

Sand flies are insects vectors of several disease-causing pathogens, responsible
for the transmission to animals and humans of numerous diseases, the main being
leishmaniasis. The present study evaluated the ecoepidemiological aspects of the
phlebotominal fauna in a forest fragment in the urban area of Belém (PA). From
December 2015 to November 2016, monthly collections of sand flies were carried
out in the forest fragment and in the peridomicile of nearby residences, with the aid
of a CDC type light trap. A total of 4070 phlebotomines were collected, with
identification of two genera and 24 species. The predominant species was
Lutzomyia (Trichopygomyia) longispina (32.16%), followed by Lutzomyia
(Evandromyia) infraspinosa (21.72%). The wealth estimators indicated that the
sampling effort was satifastory for the studied area. There was no significant
relationship between accumulated precipitation, temperature and relative humidity
when analyzed with sandfly abundance. When related to climatic variables with
species richness, only the accumulated monthly rainfall presented a negative
relation on the richness of captured species. In the analysis of the vertical
distribution the number of sandfly specimens captured at ground level was
significantly higher than in the canopy, where 21 species were found in the soil,
four of them exclusive to this stratum and 20 species in the canopy, with three
occurring exclusively in the canopy. Four species with epidemiological importance
were found: Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata, Lutzomyia (Psychodopygus)
ayrozai, Lutzomyia (Psychodopygus) paraensis and Lutzomyia (Nyssomyia)
antunesi. The females evaluated by PCR were negative for Leishmania spp. And
most of the engorged females analyzed were fed on mammals. The knowledge of
the fauna in an area of preservation under intense anthropic influence, can help in
the understanding of the relation between the species and the degree of
preservation of an area, and also in the knowledge of species that may play an
effective role in the transmission of pathogens to man and animals.

Key words: Phlebotominae, Fauna survey, Phlebotomine ecology, Leishmaniasis,
Forest fragment urban



1. Introducéao

1.1 Flebotomineos

“

Os flebotomineos, popularmente conhecidos como “mosquito-palha”, “asa
dura” ou “birigui”, sédo insetos de pequeno porte e corpo delgado, muito piloso,
castanhos claros ou cor-de-palha, e reconhecidos por permanecerem com as
asas lanceoladas, entreabertas e levantadas durante o repouso (Lewis, 1974)
Pertencem a ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phebotominae.
Estdo agrupados em seis géneros pelo mundo: Lutzomyia Franca, 1924;
Brumptomyia Franca & Parrot, 1921 e Warileyia Herting, 1984 no Novo Mundo; e
Phlebotomus Rondani, 1840; Sergentomyia Franca & Parrot 1920 e Chinius Leng,
1987, encontrados no Velho Mundo (Shimabukuro et al., 2011). A nomenclatura
do género Chinius € utilizada apenas na China por alguns pesquisadores
(Miranda, 2015). O género Lutzomyia € o mais encontrado do Novo Mundo, sendo
constituido por 15 subgéneros e 11 grupos de espécies, e apresenta a maior
distribuicdo geografica, se estendendo desde os Estados Unidos da América até o
Norte da Argentina (Young & Duncan, 1994). Atualmente s&o conhecidas 1.002
espécies de flebotomineosno mundo, sendo que 277 delas ocorrendo no Brasil,
representando uma das faunas mais bem estudadas em todo o mundo
(Shimabukuro & Galati, 2011; Bastos, 2014, Shimabukuru et al., 2017).

A Regido Amazbnica apresenta uma elevada riqueza de flebotomineos com
altos indices de diversidade local, principalmente em florestas de Terra Firme
(Barret et al., 1996; Chagas et al., 2016). Um total de 122 espécies de Lutzomyia,
das mais de 230 descritas, podem ser encontradas na Amazonia brasileira. Mais
de 20 espécies sdo antropofilicas, apresentando possiveis ricos de transmissao
de patdégenos para os seres humanos, uma vez que muitas delas tém importancia

como vetoras (Grimaldi et al., 1991, Ferreira et al., 2014; Chagas et al., 2016).

A composicao da fauna flebotominica no estado do Para também é bastante
estudada, principalmente no que se refere ao género Lutzomyia. Atualmente tem-
se o registro de pelo menos 177 espécies (Rangel & Lainson, 2003), para as

quais existe uma chave regional de identificagdo (Aguiar & Medeiros, 2003).



1.2Biologia dos flebotomineos

O ciclo de vida dos flebotomineos envolve uma fase de ovo, quatro estadios
larvarios, pupa e o estagio final de adulto alado, sendo assim, classificados como
holometabolos (Figura 1) (Monteiro, 2012). Os ovos séo depositados no solo rico
em matéria organica, possuem a forma elipsoide e cor negra (Alexander, 2000).
Cada fémea adulta € capaz de ovipor uma média de 28 ovos por postura, que

levam em média oito dias para eclodirem (Bastos, 2014).

Figura 1: Ciclo de vida dos flebotomineos: (O) ovo, (L) larva, (P) pupa, Adultos:
(F) fémea e (M) macho. Fonte: (Santos, 2011)

As larvas sdo pequenas, de cor esbranquicada, possuem aspectos
vermiformes e se alimentam de matéria organica em decomposi¢cao. Tém o corpo
divido em cabeca, trés segmentos toracicos e nove segmentos abdominais. A
cabeca possui um par de antenas, € recoberta de espinhos e o aparelho bucal é
do tipo triturador. O térax é pouco desenvolvido, recobertos de cerdas, que sao
utilizadas para a identificacdo das espécies. Os dois ultimos segmentos sdo
diferenciados em falsas patas abdominais utilizadas para a movimentacao
(Bastos, 2014).



As pupas sao originarias da larva de quarto estagio, dividas em cefalotérax e
abdomen, e ficam fixas no substrato. Possuem 13 segmentos, sendo 0s quatro
primeiros fundidos formando o cefalotérax, e 0s noves restantes sao
individualizados formando o abdémen (Brazil & Brazil, 2003). N&do se alimentam
nesta fase e encontra-se em grande atividade de divisdo celular para formar o

corpo do adulto, que emerge ao final do processo (Forattini, 2002).

Os adultos sao alados e apresentam grande dimorfismo sexual, sendo que as
principais diferencas estdo nos Uultimos segmentos abdominais, que séo
modificados para constituir a genitalia do inseto, e no aparelho bucal, sendo o da
fémea adaptado para picar e sugar (Brazil & Brazil, 2003). Alimentam-se de
substancias agucaradas para produzir energia e manter a homeostasia (Azevedo,
2002), porém as fémeas necessitam se alimentar de sangue para a maturacao
dos ovos (Monteiro et al., 2012).

Eles movimentam-se em voos saltitantes (Forattini, 1973). A dispersdo pode
limitar-se a 200 metros ou menos (Chianotis et al.,1974). No entanto, estudos
realizados por métodos de soltura e recaptura, avaliando cinco espécies do
género Lutzomyia, encontraram deslocamentos além dos 200 metros, com
nameros variando de menos de cinco a 960 metros em até 96 horas, com valores

médios de 320 metros em 24 horas (Alexander & Young, 1992).

O horario de atividade dos flebotomineos é crepuscular e noturno, avancando
especialmente nas primeiras horas da noite (Forattini et al., 1976). Durante o dia
podem se encontrar em ecOtopos naturais como troncos de arvores, tocas de
animais, sob folhas caidas no solo, frestas em rochas e em cavernas, que utilizam
como area de repouso e abrigo apos a copula e a hematofagia (Deane & Deane,
1957; Arias & Freitas, 1982; Biancardi & Castellén, 2000; Galati, 2003). Também
podem servir como locais de desenvolvimento das formas imaturas (Carvalho,
2011), embora poucos estudos tenham sido bem sucedidos no encontro de
criadouros naturais de flebotomineos neotropicais, devido a dificuldade de
encontrar formas imaturas em ambientes naturais (Feliciangeli, 2004; Alencar et

al., 2011).



Dentre as espécies de flebotomineos que habitam ambientes modificados pelo
homem, os abrigos artificiais incluem areas sombreadas e Umidas como o0s
galinheiros, chiqueiros, ou mesmo dentro de residéncias (Killick-Kendrick, 1999;
Brazil & Brazil, 2003). Esse grupo de insetos desempenha um importante papel
ecolégico, sendo indicado como um excelente bioindicador de ambientes
alterados, pois sédo insetos com comportamento estritamente silvestres e muito
sensiveis a mudancas em seu habitats (Barros et al., 2000; Aguiar e Medeiros,
2003)

1.3 Dindmica de crescimento populacional de flebotomineos

Os flebotomineos estdo distribuidos por diversas regides geograficas do
mundo, sendo encontrados em maior abundancia em regifes tropicais e
subtropicais, (Maroli et al., 2013). No Brasil, estdo distribuidos por todas as

regides principalmente em areas florestadas (Farias, 2014).

A distribuicdo das populacdes de fleb6tomos em uma area pode variar ao
longo do tempo em funcdo, por exemplo de fatores climéticos (precipitacéo,
temperatura e umidade relativa do ar). A abundancia de flebotomineos em regides
tropicais varia de acordo com a precipitacdo pluviométrica, sendo que a estacdo
chuvosa pode atuar como fator limitante para a maioria das espécies de
flebotomineos da Amazdnia brasileira (Cantuaria, 2012).

A maioria das espécies de flebotomineos da regido Neotropical habita areas
de florestas com indice pluviométrico em torno de 2000 mm? por ano (Forattini.
1973; Young, 1979). As chuvas agem modificando as condi¢cdes dos criadouros
no solo (Rutledge & Ellenwood, 1975). O regime de chuvas ao longo da estacao
chuvosa, quando em niveis moderados pode beneficiar o desenvolvimento dos
flebotomineos, mas os prejudica quando encharca o chao, eliminando as formas

imaturas naquele local (Macedo et al., 2008).

As condicdes em laboratorio de temperatura 6tima para o desenvolvimento da
maioria das espécies de flebotomineos neotropicais é de 25°C a 27°C, e umidade

relativa do ar em torno de 80%. Qualguer mudanca nesses fatores pode implicar



em ciclos mais rapidos caso as temperaturas fiquem ligeiramente acima dessa
faixa e temperaturas inferiores afetam o crescimento larvario. Além disso, a
atividade do inseto adulto fica diminuida aumentando o tempo de
desenvolvimento do ovo ao adulto (Casanova, 2001; Brazil & Brazil, 2003; Galati
et al., 2008). O estudo da variacdo sazonal da fauna flebotominica se faz

importante para a compreensao da interacdo entre cada espécie e seu habitat.

Na floresta tropical, o solo e a copa das arvores podem ser vistos como
diferentes habitats, com componentes fisicos e bioldgicos distintos. A copa das
arvores funciona como um sitio de frutificacéo e florescéncia, atraindo vertebrados
como primatas e preguicas, que podem servir como fonte alimentar para os
flebotomineos, enquanto o solo oferece abrigo e grande quantidade de matéria
organica em decomposigéo que serve de alimento para as formas imaturas (Dias-
Lima et al., 2002).

Além disso, as condicBes climaticas, como temperatura, umidade relativa,
intensidade de luz, movimento do ar, niveis de CO2, e outros, sdo diferentes na
copa e no solo, criando microhabitats distintos. Assim, a distribuicdo dos
flebotomineos em niveis de estratificacdo vertical, é provavelmente, uma resposta

a um desses fatores, tanto fisicos quanto bioldgicos (Chaniotis et al., 1971).

Algumas espécies de flebotomineos sdo capazes de se alimentar de sangue
de mamiferos nos estratos superiores das florestas. Um bom exemplo sédo as
fémeas de Lutzomyia umbratilis Ward & Fraiha, que sobem para a copa a noite
para se alimentarem de sangue de preguica-real (Choloepus didactylus Linnaeus)
e do tamandua-mirim (Tamandua tetradactyla Linnaeus), e durante o dia descem
e descansam nos troncos das arvores (Ready et al., 1985; Lainson e Shaw,
1998). Portanto, o conhecimento da ocorréncia de flebotomineos em diferentes
niveis de estratificacdo nos ajudar a entender o seu perfil de distribuicdo nos

diferentes estratos arbéreos (Moraes et al., 2015).
1.4 Importancia Médica

Do total de 900 espécies de flebotomineos descritas, aproximadamente 70
foram implicadas na epidemiologia da leishmaniose (Ferreira et al., 2014),

principalmente as pertencentes ao género Lutzomyia no Novo Mundo e



Phlebotomus no Velho Mundo (Marzochi, 1992; Duncan, 1994). Além das
leishmanioses, os flebotomineos também agem como vetores de diversas
arboviroses, bactérias do género Bartonela e outros tripanossomideos, e também
afetam as pessoas diretamente com suas picadas que causam alergias e dores
(Sherlock, 2003; Marolli et al., 2013).

Dos virus transmitidos pelos flebotomineos, os mais importantes estédo
agrupados nos género Phebovirus (familia Bunyaviridae) e Vesiculovirus
(Rhabdoviridae) (Marolli et al., 2013). Os principais transmissores desse virus sao
Lutzomyia trapidoi, Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia umbratilis e outros, no
Novo Mundo (Miranda, 2015) e Phlebotomus papatasi, Phlebotomus perniciousus
no Velho Mundo (Marolli et al., 2013).

O parasito Bartonella baciliformis agente etiolégico bartonelose, conhecida
também como doenca de Carridn, é transmitido pela picada de flebotomineos dos
géneros Lutzomyia e distribuem-se principalmente na regido ocidental da
Cordilheira dos Andes, Equador, Coldmbia e Peru (Sanches Clemente et al.,
2012).

Em geral, entre as doencas transmitidas pelos flebotomineos, as
leishmanioses sdo as mais importantes. Até 2004, foram relacionadas mo Brasil
20 espécies de Leishmanias vetoriadas por 30 espécies de flebotomineos
(Desjeux, 2004; Bastos, 2014).

Devido ao processo de urbanizacéo, diferentes tipos de zoonoses, incluindo as
leishmanioses tém assumido um papel importante na saude publica. As
alteracdes no meio ambiente e 0 movimento migratério das populacdes atuam de
forma determinante na distribuicdo espacial das populacées dos flebotomineos,
pois em areas que sofrem grande influéncia humana, apenas as espécies com

maior flexibilidade de adaptacdo conseguem sobreviver (Alves, 2010).
1.4.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas parasitarias causadas por protozoarios da
ordem Kinetoplastida, familia Trypanossomatidae e género Leishmania Ross,
1903 (Euglenozoa: Trypanosomatidae) (Killick-Kendrick, 1990; Ready, 2013;



Furtado et al., 2016). Classicamente este género esta dividido em dois
subgéneros: Leishmania e Viannia. Esta divisdo baseia-se na porcdo ocupada
pelo parasito no tubo digestivo do vetor (Lainson & Shaw, 1987). As espécies do
género Leishmania desenvolvem-se o intestino anterior e médio, na regiao
suprapilaria e as espécies do género Viannia desenvolvem-se tanto no intestino

anterior, quanto no médio e posterior, na regido peripilaria (Motoie, 2013).

Segundo a OMS (2005), as leishmanioses sdo endémicas em diversos paises
do mundo, acometendo principalmente as populacdes pobres de paises em
desenvolvimento. Constituem assim um importante problema de saude publica,
representando um complexo de doencas com importante espectro clinico e

epidemiologico (Moschin, 2010)

Existem quatro formas clinicas de leishmaniose humana: visceral, muco-
cutdnea, cutaneo-difusa e cutanea (Desjeux, 2004). Porém, apenas duas
denominacdes sdo usadas no Brasil: Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), que engloba todas as formas clinicas com

manifestacdo dérmica (Alves, 2008).

A LTA apresenta um amplo espectro de manifestacfes clinicas. A leséo tipica
é indolor, com formato arredondado ou ovalado, bordas bem delimitadas e
elevadas, fundo avermelhado e granulacdes grosseiras (WHO, 2016). No Brasil
foram identificados sete espécies do agente etioldgico, sendo seis do subgénero
Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés espécies de maior importancia
epidemioldgica no Brasil sdo L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.)
amazonensis (Brasil, 2007; Carvalho, 2011). Na Amazoénia as espécies Lutzomyia
flasvicutelatta, Lutzomyia ubiquatis, Lutzomyia ayrozai, Lutzomyia paraensis,
Lutzomyia wellcomei e outras podem ser incriminadas como potenciais vetores de
LTA (Chagas et al., 2016).

7

A forma mais grave de leishmaniose é a LV ou calazar americano, uma
doenca de evolucdo que acomete os 6rgaos internos de mamiferos (Silveira et al.,
1997). A LV é uma doenca sistémica, caracterizada por febre, esplenomegalia,
perda de peso, astenia, anemia, dentre outras (Romero & Boelaert, 2010). No

Brasil, é causada pelo protozoario da espécie Leishmania (Leishmania) infantum
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chagasi, e tem como principal vetor o flebotomineo Lutzomyia longipalpis (Silveira
et al.,, 1997). Esta espécie tem sofrido um processo de adaptacdo as areas
urbanas. Estudos indicam que um dos fatores que tem determinado a
urbanizacdo da LV, é a adaptacdo do Lu. longipalpis ao ambiente antropicamente
modificado (Lainson & Rangel, 2005; Carvalho et al., 2010; Saraiva, 2015). No
estado do Pard a espécie Lutzomyia antunesi foi encontrada infectada com o

protozoario L. inafantum (Ryan et al., 1984).

A LV é endémica em 62 paises nos quatro continentes, a maioria dos quais
classificados como em desenvolvimento, on99de existem cerca de 200 milhdes
de pessoas expostas ao risco. Cerca de 90% dos casos mundiais estao
concentrados na india, Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil (Michack & Genaro,
2004)

Além da importancia meédica humana, as leishmanioses também tem
importancia veterinaria, pois esta doenca ndo se restringe a humanos, ocorrendo
também em outros mamiferos, sendo o de maior importancia o cdo doméstico
(Canis familiaris), que sédo as principias fontes de infeccdo no ambiente urbano,

intra e peridomicilio (Dantas-Torres & Brandao-Filho, 2006).

Fatores como o desequilibrio socioeconémico, ocupacdo da terra para
atividades agropecuarias, fluxos migratérios, e principalmente a degradacdo do
ambiente sdo apontados como 0s principais responsaveis pela dispersao das
leishmanioses, pois os flebotomineos, assim como em outros ciclos endémicos

habitavam inicialmente areas silvestres (Dujardin, 2006).
1.4.2 Distribuicéo das leishmanioses no Brasil

As leishmanioses apresentam uma distribuicdo difusa, composta por
pequenos focos de transmissdo na maioria das regides endémicas, e essa
distribuicdo focal ocorre devido a condicfes microecolégicas que interferem no
vetor, no parasito e no hospedeiro reservatério. Por isso, essas doencas
apresentam caracteristicas tdo diferentes em cada area de transmissao
(Carvalho, 2011). Alteracbes ambientais causadas tanto pelo homem, quanto por

eventos naturais resultam em um aumento ou diminuicdo da incidéncia das
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leishmanioses, pois influenciam na ecoepidemiologia das doencas (Ashford, 2000;
Shaw, 2008; WHO, 2016).

Ao se analisar a evolugdo da LTA no Brasil, observa-se uma expansao
geografica, sendo que, no inicio da década de 1980, foram registrados casos
autoctones em 19 Estados e, no ano de 2003, foi confirmada autoctonia em todos

os Estados brasileiros (Guia de vigilancia em Saude, 2016).

Nas Uultimas décadas, a LTA tem apresentado mudancas no seu
comportamento. Inicialmente considerada zoonose de animais silvestres, que
acometia ocasionalmente pessoas em contato com florestas, a LTA comecou a
ocorrer em zonas rurais ja praticamente desmatadas e em regides periurbanas
(Dias Junior, 2008). Observa-se a coexisténcia de um duplo perfil epidemiologico,
expresso pela manutencdo de casos oriundos dos focos antigos ou de areas
proximas a eles, e pelo aparecimento de surtos associados a fatores decorrentes
do surgimento de atividades econdmicas, como garimpos, expansao de fronteiras
agricolas e extrativismo, em condicdes ambientais altamente favoraveis a
transmissdo da doenca (Dias Junior, 2008). No periodo de 1993 a 2015, a LTA
apresentou média anual de 47.861 casos autdctones registrados e coeficiente de
deteccdo médio de 25,9 casos/100.000 habitantes (Guia de vigilancia em saude,
2016; SINAN, 2016).

A regido Norte vem contribuindo com o maior nimero de casos (cerca de
37,3% do total de notificados, no periodo de 1993 a 2015) e com os coeficientes
médios mais elevados (81,7 casos/100.000 hab.), seguida das regides Centro-
Oeste (41,6 casos/100.000 hab.) e Nordeste (22,6 casos/100.000 hab.) (SINAN,
2016).

No Brasil, a LV é uma doenca endémica e tém sido registrados surtos
frequentes (Guia de vigilancia em saude, 2016). Inicialmente, sua ocorréncia
estava limitada a areas rurais e a pequenas localidades urbanas, mas encontra-se
em franca expanséo para grandes centros (Michack & Genaro, 2004). A LV esta

distribuida em 21 Estados e presentes nas cinco regiées brasileiras.

Na década de 1990, aproximadamente 90% dos casos notificados de LV

ocorreram na regido Nordeste (Guia de vigilancia em saude, 2016). A medida que
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a doenca se expandiu para as outras regides, essa situacdo vem se modificando
e, em 2012, a regido Nordeste foi responsével por 43,1% dos casos do pais
(Silveira et al., 1997). Na regido Norte, no periodo de 1990 a 2008, houve um
aumento de 26,03% dos casos de LV, principalmente no estado do Para,
Tocantins, Roraima e Amap4, sendo que, no Estado do Parg, esse aumento foi
muito expressivo (527%)(Brasil, 2008; Oliveira, 2011)

Os dados dos ultimos 10 anos revelam a periurbanizagédo e a urbanizacao da
LV, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte
(MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (Pl), Natal (RN),
Sédo Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) e as epidemias ocorridas nos
municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (Brasil,
2006). No periodo de 1993 a 2015, a média anual de casos de LV foi de 22.372
casos e a incidéncia de 14,6 casos/100.000 habitantes, com letalidade média foi
6,9% (SINAN, 2016).

A doenca é mais frequente em criancas com menos de 10 anos (41,9%) e o
sexo masculino é proporcionalmente o mais acometido (62,8%). A razdo da maior
suscetibilidade em criancas é explicada pelo estado de relativa imaturidade
imunoldgica celular, agravado pela desnutricdo, comum nas areas endémicas,
além de uma maior exposicdo ao vetor no peridomicilio. Por outro lado, o
envolvimento do adulto tem repercussdo significativa na epidemiologia da LV,
pelas formas frustras (oligossintoméaticas) ou assintomaticas, além das formas

com expressao clinica (Guia de vigilancia em saude, 2016).

1.5 Ciclos de transmissao das Leishmanioses no Brasil

No Brasil as leishmanioses apresentam diferentes ciclos de transmissao
(Brasil, 2007). O ciclo silvestre em que ocorre a transmissdo em areas de
vegetacao primaria, a doenca é carcterizada como zoonose de animais silvestres,
onde os pricipias hospedeiros sdo a raposa (Lycalopex vetulus), cachorros do
mato (Cerdocyon thous), marsupiais (Didelphis albiventris) e pequenos roedores,
e pode atinguir o homem quando entra na floresta para a realizacédo de atividades,
geralmente relacionadas ao extrativismo e tornado-se hospedeiro acidental das

leishméanias (Brasil, 2007)
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O ciclo ocupacional ou de lazer (padrdo de areas impactadas), em que a
transmissdo estqd associada a exploracdo florestal e desmatamento para a
construcdo de estradas, usinas hidrelétricas, instalacdo de povoados, treinamento
militares e ecoturismo. Neste ciclo, os principais reservatorios de Leishmanias sao
geralmente mamiferos silvestre, porém animais dométicos também podem servir
como reservatérios secundarios, dada a sua presenca proximas as areas de
floresta (Brasil, 2007).

O ciclo rural e periurbano esti relacionado ao processo migratorio, com
ocupacdo de encostas e aglomerados na periferia de e centros urbanos,
associados a matas secundarias ou residuais (Brasil, 2007). Neste caso, €&
necessario que haja adaptacédo do vetor ao peridomicilio. Os cdes dométicos sao
as principais fontes de infeccdo em ambientes urbanos (Brasil, 2006) sendo que
outros reservatérios associados ao ser humano tem sido relatados como
reservatorios, como o equinos, mulas, roedores domésticos ou sinantrépicos e
gatos (Marzochi, 1992; Silva, 2005; Lainson & Shaw, 2005).

No Brasil, as leishmanioses sdo conhecidas como zoonoses de animais
silvestres, onde o homem se torna hospedeiro acidental quando invade as
florestas nativas (Lainson, 1983; Lainson et al., 1994). Restringem-se a Floresta
Amazobnica, residuos de Mata Atlantica e ao Cerrado, onde estdo presentes 0s
reservatorios naturais das espécies de Leishmania e seus respectivos vetores
(Walsh et al., 1993; Ximenes et al., 2007). Contudo, este perfil epidemiolégico
vem sofrendo modificacbes, sendo que todas as regides apresentam a
transmissao domiciliar ou peridomiciliar, e, em alguns casos, € observada a

presenca destes agravos em areas metropolitanas (Carvalho, 2011).

Nos ultimos 10 anos, um aumento de registros de flebotmineos em éareas
urbanas tem sido relatado em varios estados da Amazénia (Ferreira et al., 2014).
No Estado do Pard, a sua ocorréncia vem se espalhando em varias mesorregides,
incluindo a regido Nordeste do Para, onde esta localizada a capital Belém. A
urbanizacdo dos fleb6tomos € incomum devido aos hébitos silvestres (Killick-
Kendric, 1990), no entanto, a crescente adaptacdo de espécies de flebotomineos
a ecotopos artificiais e condicbes peridomiciliares, como ocorre no sudeste do

Brasil (Silva & Cunha, 2007), sugere que fragmentos florestais com condi¢cbes
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ambientais propicias ao seu desenvolvimento poderiam ser fontes potenciais para
permanéncia destes insetos e manutencdo de ciclos de transmissbes de

Leishmanias em ambientes peridomiciliares (Silveira et al., 2002).

A realizacdo de levantamento da fauna de flebotomineos € importante para
ampliar o conhecimento das areas de ocorréncia e compreender a dinamica
populacional desses insetos, para subsidiar projetos conservacionistas e
implementacdo de politicas de controle epidemiologico (Marinho et al., 2008).
Entretanto a ecologia local desses insetos permanece pobremente caracterizada
e pouco se sabe sobre o papel vetorial de algumas espécies na manutencédo do

ciclo silvestre e urbano (Ferreira, 2015).

2. JUSTIFICATIVA

Os flebotomineos s&o insetos noturnos ou crepusculares, tem hébitos
silvestres, habitando areas tipicamente de matas. Porém os elevados indices de
desmatamentos, tanto para atividades agropecuarias e industriais, quanto para a
construcdo de habitagcbes humanas, provocam alteragcdes no ambiente fisico
através da fragmentacdo das florestas (Patz et al., 2004; Miranda, 2015). Com
isso algumas espécies de flebotomineos, que até entdo apresentavam
comportamento silvestre, tém se adaptado as condi¢cdes adversas e conseguido
explorar novos ambientes, sendo encontradas proximas ou dentro de habitacbes

humanas.

Os estudos relacionados a fauna flebotominica em fragmentos florestais
urbanos ainda sdo muito escassos, porém muito importantes, pois contribuem
para o melhor entendimento da composi¢cdo e comportamento destas populagdes
em ambientes com caracteristicas silvestres, porém inseridos em area antropica.
Estes fragmentos apresentam caracteristicas interessantes para estudos
ecologicos que busquem entender as adaptacbes de populagbes animais que
vivem em éareas sob grande influéncia de a¢bes antropicas. Neste sentido, a
identificagcdo das espécies ocupando estes tipos de ambiente, além da

caracterizacdo de padrdes, tais como, a dindmica sazonal de crescimento e a
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distribuicdo das populagbes nos estratos verticais fornecem informacgdes
importantes para a compreensao desse tipo de ecossistema.

O conhecimento sobre a fauna flebotominica em determinada regido e o
comportamento das espécies que vivem ali também € imprescindiveis para o
entendimento da dinamica de transmissdo de patdgenos, em especial as
leishmanioses. Diversas espécies de flebotomineos tém sido incriminadas como
vetores de Leishmania e essa associacdo é feita de acordo com a espécie
dominante em uma area de transmissdo endémica. Por isso, estudos sobre a
prevaléncia de infeccdo por Leishmania em flebotomineos sdo importantes
indicadores sobre a intensidade de transmissédo do parasito (Rossi et al., 2008;
Miranda, 2015).

A area da Estacdo Radiogoniométrica da Marinha de Belém apresenta um
fragmento de floresta bem preservado e condi¢des climéticas propicias para o
desenvolvimento de uma fauna variada de flebotomineos e de animais que atuam
como reservatérios de Leishmania. Além disso, por se tratar de um fragmento
florestal urbano, a existéncia de moradias contiguas aos seus limites permite
avaliar a existéncia do processo de domiciliacdo por alguma espécie de
flebotomineo o que favoreceria a transmisséo de leishmanioses para a populagcéo

humana.

A avaliacdo da infeccdo natural de flebotomineos por espécies de
Leishmanias, estudos de distribuicdo geografica dos vetores, andlise das
condi¢cdes ambientais e a identificagdo taxondmica do inseto sdo de extrema
importancia clinica e ecoepidemiolégica para ampliar o conhecimento das
leishmanioses e, além disso, auxiliar no desenvolvimento de novas metodologias
de controle da doenca (Michalsky et al., 2002; Basano & Camargo, 2004; Floeter-
Winter, 2010).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Estudar aspectos ecologicos da fauna flebotominica em um fragmento florestal
na area urbana no municipio de Belém (PA) e avaliar o papel dessas popula¢fes

como potenciais vetores de espécies de Leishmania.
3.2 Objetivos especificos

e Realizar o levantamento da fauna de flebotomineos no fragmento florestal
urbano da Estacdo Radiogoniométrica da Marinha assinalando potenciais
vetores de leishmanioses presentes na area;

e Caracterizar mensalmente, ao longo de um ano, riqueza, abundancia e
composicdo da fauna de flebotomineos presente na area de estudo;

e Avaliar a distribuicdo da fauna de flebotomineos no gradiente vertical (copa
e solo);

e Avaliar a influéncia de variaveis climéaticas (temperatura, umidade relativa
do ar e precipitacdo pluviométrica) na dinamica populacional de
flebotomineos da area de estudo, ao longo de um ano,

e Diagnosticar a taxa de infeccdo natural dos flebotomineos por Leishmania
e correlacionar Leishmania-flebotomineo vetor de leishmanioses na area;

e |dentificar fontes de repasto sanguineo de fémeas de flebotomineos na

area de estudo

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Area de estudo

A area da Estacdo Radiogoniométrica da Marinha de Belém (ERMBe), situa-
se no bairro da Marambaia, na Rodovia Augusto Montenegro, km 01, nas
coordenadas 048°26’43.74”S e 048°26’°39.8"W (Figura 2). Foi criada em 8 de
janeiro de 1969, com a denominacdo de Estacdo de Radio de Belém. Esta
localizada num terreno de cerca de 1.300.00m? (130 hectares), possui prevaléncia

do clima do tipo Cwb de Koppen, com precipitacdo média anual de 348,36 mm e
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temperatura média anual de 32,5 °C, oscilando entre méaximas de 34,6 °C e
minimas de 22 °C (INMET, 2015).

1°200'S

Legenda

¢ ERMBe
I Distrito de Belém
[ Limite dos municipios

Figura 2: Mapa da Regido Metropolitana de Belém (PA), apresentando a
localizacéo do fragmento florestal estudado (ERMBe).

A vegetacdo € caracterizada, principalmente, por floresta ombréfila aberta

com dossel uniforme e presenca de lianas em diferentes estratos (Silva, 2013).

7

A area ao redor do fragmento florestal é totalmente urbanizada, com
habitac6es contiguas ao muro que a delimita. Ha grande circulacdo de pessoas,

com Varios pontos comerciais e moradias.
4.2 Coleta de flebotomineos

Para captura dos flebotomineos foram utilizadas armadilhas luminosas do tipo
CDC (Center of Disease Control) (Sudia & Chamberlain, 1962). As armadilhas
CDC foram instaladas entre 17:00 e 18:00h, sendo recolhidas na manha seguinte,
por volta das 7:00h, apés, pelo menos, 12 horas de coleta. As armadilhas foram
distribuidas em seis pontos dentro da ERMBe, com distancia minima de
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aproximadamente 100m entre elas (Figura 3), sendo duas armadilhas / ponto,
uma ao nivel do solo (1,5m) e na copa (>10m), totalizando 12 armadilhas por
noite. Visando diagnosticar a presenca de flebotomineos nas areas urbanizadas
em volta da ERMBe, seis armadilhas foram instaladas no peridomicilio de
residéncias contiguas a area. As coletas foram realizadas mensalmente por trés

noites consecutivas, totalizando 36 coletas mensais na area da mata (18 em copa
e 18 em solo) e 18 na area urbana.
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Figura 3: Localizagdo dos pontos de coletas dentro e fora do fragmento florestal
estudado.

Visando avaliar a dinAmica periodicidade de flebotomineos, as coletas foram
realizadas campanhas mensais de coleta ao longo de 12 meses (de Dezembro de

2015 a Novembro de 2016), totalizando um esforco amostral de 432 horas de
coleta.

O material coletado foi levado ao Laboratério de Parasitologia (ICB/UFPA)
para triagem dos flebotomineos. Os espécimes foram separados por sexo e
acondicionados em eppendorf (1,5 mL) contendo &lcool a 70%, no caso dos
machos. As fémeas foram armazenadas em Isopropanol (C3Hg0) para melhor

conservacdo do material genético, para a identificacdo da taxa de infeccdo e
preferéncia alimentar das mesmas, por meio de PCR.



19

4.3 Processamento e identificacdo de Flebotomineos

A identificacdo em nivel especifico foi realizada no Instituto Evandro Chagas,
com o apoio da equipe de Entomologia do Laboratério de Leishmanioses. A
identificacdo de espécies se deu por meio dos caracteres morfolégicos
evidenciaveis, sendo realizada com o auxilio de microscépio O6ptico, chaves

dicotdbmicas e literatura de apoio.

Parte dos flebtomotmineos capturados foram submetidos a clarificacdo e
diafanizacdo, que tem como objetivo possibilitar a montagem e observacdo dos
caracteres taxondmicos durante a identificacdo especifica. O processo consiste
em submeter os fleb6tomos ao contato com uma série de reagentes para o
amolecimento e clarificacdo das estruturas quitinizadas, seguida de montagem

entre lamina e laminula em liquido de Berlese (Cerqueira, 1943)

Os machos foram montados inteiros, em vista lateral, enquanto as fémeas
foram montadas com as partes separadas, com o térax posicionado em vista
lateral e a cabeca e o abdébmen em vista ventral, permitindo assim a melhor
visualizacdo das estruturas morfolégicas importante para a identificacdo (Figura

4). Foi utilizada a chave taxon6mica proposta por Young e Ducan (1994).

Figura 4: Flebotomineos montados em lamina e laminula em liquido de Berlese,
observados em microscépio 6ptico, em aumento de 40x. A: macho; B: fémea.
Fonte: Carvalho, 2011

4.4 Extracdo de DNA

O DNA foi extraido dos flebotomineos inteiros, sem dissecacé&o previa do trato
digestivo. As fémeas foram colocadas individualmente em tubos de 1,5 ml para
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trituracao utilizando ponteiras de 200 pm descartaveis em 10 pl de solucédo de
extracao (grinding mix) (Anexo |). Apos a trituracao foram adicionados mais 240 pl
de grinding mix e 25 pl de solugdo de SDS (Anexo I), incubando-se por 15

minutos a 65°C em banho seco.

Em seguida as amostras foram colocadas em gelo por 5 minutos, centrifugou-
se rapidamente e adicionou-se 160 pl de acetato de potassio e agitado por
aproximadamente 10 segundos, centrifugado e levado ao gelo por 30 minutos.
Centrifugou-se os tubos por 2 minutos a 13000 rpm e o sobrenadante foi
transferido para novo tubo com 600 pl de Isopropanol absoluto e homogeneizado
por inversdo. Foi novamente centrifugado por 2 minutos a 13000 rpm e

descartado o sobrenadante.

Adicionou-se entdo 600 pl de etanol 70% e feita nova centrifugacdo nos
mesmos parametros das anteriores. O sobrenadante foi novamente descartado e
os tubos foram colocados em estufa a 37°C para secagem. O DNA foi redissolvido
em 20 ul de solucdo TE (Anexo I). Em seguida os tubos foram estocados a -20°C

para posterior utilizacdo na PCR.
4.5 Anélise da Taxa de infecgéo

A qualidade da extracdo de DNA genémico dos flebotomineos foi avaliada por
PCR utilizando 0S oligonucleotideos CB3-PDR ) -
CA(T/IC)ATTCAACC(A/IT)\GAAT GATA - 3) e NIN-PDR (5 -
GGTA(CIT)(AITY TTGCCGCGA(T/A)TTCG(T/A) TATGA — 3’) que amplificam um
fragmento de 544 bp (pares de bases) do DNA mitocondrial de flebotomineos
(Dias Junior, 2008).

Para amplificar a regido constante no mini-exon do kDNA do género
Leishmania forma utilizados oligonucleotideos S1629 (5 - GGGAA
TTCAATAWAGTACAGAAACTG - 3’) e S1630 (5 — GGGAAGCTTCTGTACTWTA
TTGGTA - 3’] (Dias Junior, 2008).

Os produtos da amplificagdo foram visualizados por meio da eletroforese em
gel de agarose a 1% preparada com tampdo de TAE (Anexo ), tendo como

marcadores de peso molecular fragmentos de DNA com tamanhos conhecidos



21

em pares de bases, dentro da faixa compativel de tamanho dos fragmentos de
DNA amplificados.

Apéds o termino da PCR, os produtos foram guardados em freezer, até a
visualizacdo por meio da eletroforese, realizada a 100V/ 50mA por uma hora, em
gel de agarose a 1% preparada com tampao de TAE (Anexo I), tendo como
marcadores de peso molecular fragmentos de DNA com tamanhos conhecidos
em pares de bases, dentro da faixa compativel de tamanho dos fragmentos de
DNA amplificados.

4.6 Padronizacédo do tempo de repasto sanguineo

Visando saber até quanto tempo depois de realizado o respato sanguineos
pelas fémeas de fletotominos é possivel a deteccdo de DNA do sangue do
hospedeiro, foram realizados testes com fémeas de mosquitos da espécie Aedes
albopctus criados em laboratério, alimentadas com sangue de camundongos. As
fémeas ingurgitadas foram mantidas em gaiolas apropriadas, sendo retirada, para
a realizacdo da PCR, uma fémea logo apos ter sido realizado o repasto, e as
demais, a cada 24h, durante 5 dias. A analise de PCR foi realizada com primer

para a deteccdo de sangue de mamiferos.
4.7 Identificacéo da fonte de alimentacédo sanguinea

As fémeas coletadas que apresentavam o abddmen parcialmente ou
completamente ingurgitado de sangue foram submetidas a procedimento para
identificacdo da fonte de alimentacdo sanguinea. Para isso, a extracdo de DNA foi

realizada individualmente para cada fémea ingurgitada.

Para a identificacdo da fonte alimentar foi utilizado a PCR com
oligonucleotideos que amplificam o gene CYTB (Chang et al., 2008). Desta forma,
foi possivel a determinagcdo de repasto sanguineo realizado pelo mesmo

flebotomineo em diferentes hospedeiros.

A escolha dos primers utilizados foi realizada com base nos principais grupos
de vertebrados presentes em areas silvestres e urbanizadas. Desta forma a
investigacdo para o repasto sanguineo dos flebotomineos abrangeu os seguintes

grupos: humanos, cées, gatos, aves, roedores e primatas. A tabela 1 descreve as
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sequéncias especificas nos primers que foram utilizados, com respectivas
temperaturas de hibridizacdo e o tamanho da fita de DNA amplificada (Chang et
al., 2008).

Apos o termino da PCR, os produtos foram visualizados por meio da

eletroforese em gel de agarose a 1,5% preparada com tampéao de TAE (Anexo |).

Tabela 1: Grupos de vertebrados avaliados como fonte de repasto sanguineo com
respectivos primers, temperatura de hibridacdo e tamanho do produto da
amplificagéo.

Temperatura  Produto da

_I,_Aensiggg Sequerzgia} g(; primer de hibridacdo amplificacdo
F: CAAATATCNTTCTGAGGNGCYAC v o)
AVE R:GGGTGTTCDACDGGTTGGCTNCC o4 508
uavireros ESSMCCTIGAITGNIMECINTCSTTS g 77,
o SMCTRCETCRCCOCSeTCTT o
GATO L CAAAGAGCCCATTGAGGAAATC 72 160
HUMANG @ 1A TG CGGGGAMCGCCATATC 70 228
praar . ASTICOICACHTACECS n
RATO F: CGGCCACCCAGAAGTGTACATC 67 196

R: GGCTCGGGTGTCTACATCTAGG

Fonte: Chang et al., 2008 (adaptado)

4.8 Dados Meteoroldgicos

Os dados referentes a fatores climaticos foram obtidos no site do INMET,
através do Sistema de Informacdo Meteoroldégica Automatica de Superficie, da
estacdo 4201 de Belém (codigo OMM 81680). As estacbes meteoroldgicas
autométicas coletam, a cada minuto, informacdes meteorologicas (temperatura,
umidade, pressao, precipitacao, velocidade e dire¢ao do vento, radiagcédo solar) da
area onde esta localizada. Estes dados séo integralizados e disponibilizados para
serem transmitidos, via satélite ou telefonia celular, para a sede do INMET, em
Brasilia. O conjunto dos dados recebidos é validado, através de um controle de

gualidade e armazenado em um banco de dados.
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Os dados séo disponibilizados gratuitamente, em tempo real, através da
internet  (http://www.inmet.gov.br/sonabra/maps/pg_automaticas.php) para a
elaboracdo de previsdo do tempo e dos produtos meteorolégicos diversos de
interesse de usuarios setoriais e do publico em geral e para uma vasta gama de

aplicacdes em pesquisa em meteorologia, hidrologia e oceanografia
4.9 Analises Estatisticas

Os dados foram organizados em planilhas do programa Excel® do Office 2013
e as andlise foram realizada utilizando o programa R e o DivEs 3.0 (Rodrigues,
2015).

Para verificar a interferéncia das variaveis climéticas sobre a abundancia e na
riqgueza de espécies foi utilizada analise de Regressao Linear. A comparacao da
riqgueza e a abundancia entre os estratos arbéreos foi realizada por meio de Teste
t com variancias separadas. Para avaliar se o esforco amostral foi satisfatorio

utilizou os estimadores de riqueza Chao 2, Jackknife 1,, Jackknife 2, e Bootstrap.

Para estimativa da diversidade de flebotomineos utilizou-se o indice de
diversidade de Simpson, Shannon e Margalef (Magurran, 1988; Service, 1993). A
constancia das espécies foi avaliada segundo o indice ¢ (Dajoz, 1973) e para a
indicacdo de espécies dominantes foi adotado o indice de Berger-Parker
(Magurran, 1988).
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5. Resultados
5.1 Composicéo e distribuicdo sazonal das espécies

Durante os 12 meses de coletas foram capturados um total de 4070
espécimes, pertencentes a dois géneros, Lutzomyia e Brumptomyia, e 24
espécies (Tabela 2). O género Lutzomyia foi o que apresentou o maior nimero de
espécies (23 espeécies), totalizando 97,79% dos individuos capturados, enquanto
0 género Brumptomyia representou apenas 2,21%, sendo representado apenas

por uma espécie.

Duas espécies de flebotomineos apresentaram uma alta abundéncia,
representando 53,88% do total de espécimes coletadas: Lutzomyia (Tri.)

longispina (32,16%) e Lutzomyia (Eva.) infraspinosa (21,72%).

A abundéancia das demais espécies coletadas ficaou abaixo de 10% do total
coletado, sendo 13 espécies apresentaram abundancia intermediaria (de 8% a
1%), representando 44,18% dos espécimes coletados e nove espécies ficaram
com abundancia muito baixa (< 1%), representando 1,94% dos espécimes
coletados.

Dentre as espécies identificadas, quatro sdo consideradas vetoras de
espécies de Leishmanias: Lu. (Nys.) flaviscutellata (270 individuos), Lu. (Psy.)
ayrozai (175 individuos) e Lu. (Psy.) paraensis (42 individuos) e Lu. (Nys.)

antunesi (166 individuos).

A ocorréncia de flebotomineos no peridomicilio de residéncias contiguas ao
fragmento foi registrada apenas no més de janeiro, onde foram encontrados sete

espécimes, sendo quatro Lu. (Nys.) flaviscutellata e trés Lu. (Nys.) antunesi.



Tabela 2: Relacéao das espécies de flebotomineos, identificadas na ERMBe no periodo de Dezembro de 2015 a Novembro de
2016, apresentando o respectivo numero de espécimes capturados por més e porcentagem final de individuos capturados.
Com destaque para as principais espécies de importancia médica (*)
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Espécies Dez Jan Fev Mar Abr Maio Jun Jul Ago Set Out Nov Total (%)

Lutzomyia (Trichopygomyia) longispina 136 262 60 5 60 40 75 69 54 175 167 206 1309 32,16
Lutzomyia (Evandromyia) infraspinosa 131 159 28 11 9 3 46 31 36 127 134 169 884 21,72
Lutzomyia (Micropygomyia) rorotaensis 43 46 24 O 9 1 35 26 6 59 37 42 328 8,06
Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata* 25 101 15 1 9 4 15 9 12 19 32 28 270 6,63
Lutzomyia (Sciopemyia) sordellii 24 50 9 2 0 0 4 10 7 47 31 21 205 5,04
Lutzomyia (Psychodopygus) ayrozai* 4 56 9 13 18 24 14 6 4 9 8 10 175 4,30
Lutzomyia (Nyssomyia) antunesi* 9 68 20 4 14 6 5 8 2 7 12 11 166 4,08
Lutzomyia (Viannamyia) tuberculata 2 32 1 2 3 2 5 18 18 24 17 9 133 3,27
Lutzomyia (Psychodopygus) geniculata 0O 32 9 O 30 4 26 3 1 8 9 5 127 3,12
Lutzomyia (Viannamyia) furcata 1 18 16 2 2 2 4 15 13 11 4 19 107 2,63
Lutzomyia (Psychodopygus) davisi 0O 3 15 14 5 7 7 2 1 5 5 4 90 2,21
Brumptomyia travassosi 4 2 2 0 0 1 0 8 6 14 7 13 57 1,40
Lutzomyia aragaoi 7 15 O 0 5 2 6 6 5 2 0 6 54 1,33
Lutzomyia (Pintomyia) damascenoi 0 5 1 0 3 0 7 4 5 9 3 7 44 1,08
Lutzomyia (Psychodopygus) paraenses* 0O 13 O 1 4 4 5 2 5 1 2 5 42 1,03
Lutzomyia (Lutzomyia) gomezi 11 9 2 1 2 0 3 3 2 1 2 4 40 0,98
Lutzomyia (Evandromyia) monstruosa 0 2 0 0 0 0 2 2 4 3 1 3 17 0,42
Lutzomyia (Trichopygomyia) trinidadensis 0 6 0 0 0 0 0 0 2 3 0 2 13 0,32
Lutzomyia (Psychodopygus) corossoniensis 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,05
Lutzomyia (Micropygomyia) micropyga 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 0,05
Lutzomyia evangelistai 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2 0,05
Lutzomyia aulari 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,02
Lutzomyia pacae 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,02
Lutzomyia lutziana 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0,02
Total 399 912 214 46 174 100 260 222 183 525 471 564 4070 100
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A riqueza de espécies, abundancia e indices de diversidade de

flebotomineos por més de coleta estdo apresentados na tabela 3

Foi coletado mensalmente em média 399,16+245,81 individuos e
16,08+2,45 espécies. Os dados demonstram que houve uma relacdo positiva
entre a abundancia e a riqueza de espécies (r* = 0,444; p<0,05), ou seja, nos
meses em que houve maior abundéancia também foram observadas as maiores
riquezas de espécies de flebotomineos. O més de janeiro apresentou a maior
abundancia registrada no estudo e foi 0 més que registrou maior riqueza de

espécies capturadas (19 espécies).

Tabela 3: Relacdo do numero de espécies, abundancia e indices de
diversidade de acordo com os meses de coleta de flebotomineos na ERMBe,
no periodo de Dezembro de 2015 a Novembro de 2016, Belém, Pa, Brasil.

Ano Periodo Més N° de espécies Abundéncia  Shannon H Simpson D Margalef
2015 Dezembro 14 389 1.734 0.755 2171
S Janeiro 19 912 2,289 0,855 2,641
S Fevereiro 16 214 2.262 0,861 2795
LC:; Marco 1 46 2,024 0,829 2,612
Abril 15 174 2.130 0.823 2714
© Maio 13 100 1,882 0,767 2,606
é Junho 17 260 2.235 0.847 2877
£ Julho 17 222 2,295 0,850 2,961
S | Agosto 18 183 2,290 0,848 3,263
E Setembro 19 525 2,031 0.803 2874
Qutubro 16 471 1,889 0,775 2,437
Novembro 18 564 1.914 0.764 2.683

Médias+SD  16,0822,45 339.16+245 81

A maior abundancia de flebotomineos capturados foi no periodo de
estiagem (Junho a Novembro) com 2225 espécimes coletados, enquanto que
no periodo chuvoso (Dezembro a Maio) foi capturado um total de 1845

individuos.

A dinamica periédica de crescimento populacional sugere um padrédo de

distribuicdo unimodal, com as maiores abundéancias sendo observadas de
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setembro a janeiro (= a 400 individuos) e as menores nos meses de fevereiro a

agosto (< 300 individuos) (Figura 5).
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FigUra 5. Rigueza e abundancia mensal de flebotomineos coletados na
ERMBe, no periodo de Dezembro de 2015 a Novembro de 2016, Belém, Pa,
Brasil.

Avaliando-se os indices de diversidade alfa calculados por més de coleta
observou-se que o indice de Simpsom apresentou pouca variacdo ao longo do
ano (Tabela 3, Figura 6). O menor valor obtido para este indice ocorreu no més
de dezembro, indicando ser este 0 més de maior diversidade. Para os indices
de SHANNON e Margalef, quanto maior o valor do indice maior a diversidade,
portanto, segundo o indice de Shannon a maior diversidade na comunidade de
flebotomineos na ERMBe ocorreu no més de julho e conforme o indice de

Margalef, a maior diversidade foi observada no més de agosto..
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Figufa 6. indices de diversidade mensal de flebotomineos coletados na
ERMBe, no periodo de Dezembro de 2015 a Novembro de 2016, Belém, PA,
Brasil.

O numero de espécies de flebotomineos identificadas na area (24
espécies) foi proximo do valor calculado pelos estimadores de riqueza (Chao 2
= 25,83, Jackknife 1 = 27,67, Jackknife 2 = 29,48 e Bootstrap 25,64), sugerindo

gue o esfor¢co amostral foi satisfatorio.

De acordo com as analises faunisticas realizadas, o género Brumptomyia,
apesar de ser representado apenas por uma espécie se mostrou constante,
aparecendo em mais de 50% das coletas realizadas, frequente e dispersa,
presente em quase todos os meses de coleta, porém em pequenas

guantidades.

O género Lutzomyia, que representou mais de 98% das espécies
amostradas, apresentou duas espécies dominantes, muito frequentes,
constantes e muito abundantes, representando mais de 53% do total de
individuos capturados: Lu. (Eva.) infraspinosa e Lu. (Tri.) longispina. Algumas
espécies se comportaram como raras, sendo pouco frequentes, né&o
dominantes e acidentais, aparecendo apenas uma vez durante todo o periodo
de coleta: Lu. (Psy.) corossoniensis, Lu. evangelistai, Lu. aulari, Lu. pacae
(Tabela 4)
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Tabela 4: Andlise faunistica das espécies de flebotomineos coletados na
ERMBe no periodo de Dezembro de 2015 a Novembro de 2016, Belém, PA,

Brasil.

Espécies Constanda Domindnda Frequénca Abundancia
Brumptomyia (Brumptomyia) travassosi X ND F D
Lutzomyia (Evandromyia) infraspinosa X D MF MA
Lutzomyia (Evandromyia) monstruosa X ND F R
Lutzomyia (Lutzomyia) gomezi X ND MF D
Lutzomyia (Micropygomyia) rorotaensis X ND MF A
Lutzomyia (Micropygomyia) micropyga Z ND PF R
Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata X ND MF A
Lutzomyia (Nyssomyia) antunesi X ND MF C
Lutzomyia (Pintomyia) damascenoi X ND F D
Lutzomyia (Psychodopygus) ayrozai X ND MF C
Lutzomyia (Psychodopygus) paraensis X ND MF D
Lutzomyia (Psychodopygus) geniculata X ND MF C
Lutzomyia (Psychodopygus) corossoniensis Z ND PF R
Lutzomyia (Psychodopygus) davisi X ND MF D
Lutzomyia (Sciopemyia) sordellii X ND MF A
Lutzomyia (Trichopygomyia) trinidadensis Y ND F R
Lutzomyia (Trichopygomyia) longispina X D MF MA
Lutzomyia (Viannamyia) furcata X ND MF C
Lutzomyia (Viannamyia) tuberculata X ND MF C
Lutzomyia evangelistai Z ND PF R
Lutzomyia aragaoi X ND F D
Lutzomyia aulari Z ND PF R
Lutzomyia lutziana Z ND PF R
Lutzomyia pacae Z ND PF R

Constancia: X: constante; Y: acessoérias; Z: acidentais; Dominancia: D: dominantes;
ND: ndo dominantes; Frequéncia: MF: muito frequente; F:. frequente; PF: pouco
frequente; Abundancia: MA: muito abundante; C: comum; D: disperso; R: raro.

5.2 Distribuicéao vertical das espécies

Apesar do numero de espécimes de flebotomineos capturados ao nivel do

solo ter sido maior do que na copa, ndo houve uma diferenca estatistica

signicativa (t=1.804; df=23; p>0.05). Do total de 4070 espécimes coletados,

996 (24,47%) foram capturadas na copa das arvores, agrupados em 20

especies, sendo trés delas encontradas exclusivamente na copa: Lu. (Tri.)

trinidadensis, Lu. (Lu.) evangelistai e Lu. pacae. Ao nivel do solo foram

capturados 3074 espécimes (75,53%), agrupadas em 21 espécies, sendo

qguatro espécies coletadas exclusivamente no solo: Lu. (Eva.) monstruosa, Lu.

(Mic.) micropyga, Lu. aulari e Lu. lutziana (Tabela 5).
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Tabela 5: Analise quantitativa da distribuicdo vertical das espécies
amostradas na ERMBe no periodo de Dezembro de 2015 a Novembro de
2016, Beléem, PA, Brasil

Espécies Copa Solo
Lutzomyia (Trichopygomyia) longispina 218 1091
Lutzomyia (Evandromyia) infraspinosa 62 822
Lutzomyia (Micropygomyia) rorotaensis 183 145
Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata 14 256
Lutzomyia (Sciopemyia) sordellii 8 197
Lutzomyia (Psychodopygus) ayrozai 61 114
Lutzomyia (Nyssomyia) antunesi 121 45
Lutzomyia (Viannamyia) tuberculata 69 64
Lutzomyia (Psychodopygus) geniculata 71 56
Lutzomyia (Viannamyia) furcata 69 38
Lutzomyia (Psychodopygus) davisi 28 62
Brumptomyia (Brumptomyia) travassosi 6 51
Lutzomyia aragaoi 9 45
Lutzomyia (Pintomyia) damascenoi 20 24
Lutzomyia (Psychodopygus) paraenses 13 29
Lutzomyia (Lutzomyia) gomezi 27 13
Lutzomyia (Evandromyia) monstruosa 0 17
Lutzomyia (Trichopygomyia) trinidadensis 13 0
Lutzomyia (Psychodopygus) corossoniensis 1 1
Lutzomyia (Micropygomyia) micropyga 0 2
Lutzomyia (Lutzomyia) evangelistai 2 0
Lutzomyia aulari 0 1
Lutzomyia pacae 1 0
Lutzomyia lutziana 0 1
Total de individuos 996 3074
Total de espécies 20 21
NUmero de espécies exclusivas 3 4

5.3 Influéncia das variaveis climéticas na dinamica populacional

Foi observada pouca variacdo na temperatura durante o periodo de coleta
(26,2 °C a 28,1°C). A umidade relativa do ar variou de 74,5% a 87,3%,
enquanto a precipitacdo apresentou a maior variagdo durante o ano, indo de

79,4 mm® no més de Outubro até 518,4 mm?, no més de Fevereiro (Figura 7)
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Figura 7: Variagdo mensal das variaveis climaticas, Precipitacdo Acumulada (mm?2),
Temperatura Média (°C) e Umidade Relativa do Ar Média (%), no periodo de
Dezembro de 2015 & Novembro de 2016, na ERMBe, Belém, PA, Brasil.

Foi observada uma relacdo negativa entre temperatura e pluviosidade
(r’=0,701; p<0,05), sendo as temperaturas maximas registradas nos meses em
que houve menor quantidade de chuvas. Além disso, foi observada uma
relacdo positiva entre pluviosidade e a umidade relativa do ar (r’=0,880;
p<0,05), ou seja, quando houve maior quantidade de chuva, também foi

registrado maior umidade relativa do ar.

N&o foi observado efeito significativo da precipitacdo (r>=0.148; p>0.05), da
temperatura (r’=0.212; p>0.05) e Umidade Relativa do Ar (r’=0.441; p>0.05)
sobre a abundancia dos flebotomineos.

Quando avaliou-se o efeito das variaveis climaticas sobre a riqueza mensal
de espécies, apenas a precipitacao influenciou significativamente no nimero de
espécies coletadas, apresentando uma relagcdo negativa, ou seja, quanto
menor o volume de precipitacgdo mensal, maior foi 0 nimero de espécies
capturadas (r’=0.334; p<0.05) (Figura 8).
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Figura 8: Relacdo entre o volume de precipitacdo acumulada (mm?®)
mensalmente e a riqueza de espécies de flebotomineos capturados na ERMBe
no periodo de Dezembro de 2015 a Novembro de 2016, Belém, PA, Brasil.

Quando avaliado o efeito das variaveis climaticas sobre os indices de
diversidade, a Unica variavel que apresentou resultado significativo foi a
Temperatura sobre o indice de Simpsom (r? = 0.558; p<0.05), que apresentou
uma relacdo negativa, demonstrando que quanto menor a temperatura média,
maior o indice de diversidade de Simpson, ou seja, as menores diversidades

ocorreram nos meses em que houve as menores temperaturas (Figura 9).
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Figura 9: Relacdo entre o indice de Simpson e a Temperatura média (°C)
mensal na ERMBe no periodo de Dezembro de 2015 a Novembro de 2016,
Belém, PA, Brasil.

5.4 Taxa de infeccéo

A analise por meio de PCR para a detecc¢do de infeccao por Leishmanias,
foi realizada em 172 fémeas das quais 75 eram Lu. (Nys.) flaviscutellata, 51
eram Lu. (Nys.) antunesi, 28 Lu. ayrozai, e 18 Lu.(Psy.) paraensis. Todos os
resultados foram negativos para infeccdo por Leishmanias nas espécies

amostradas.

N&o foi possivela realizacdo do ensaio de PCR em todas as fémeas
coletadas, pois parte delas foram danificadas durante o processo de

identificacéo.
5.5 Preferéncia alimentar

Para analisar a preférencia alimentar dos flebotomineos capturados no
fragmento florestal da ERMBe, 41 fémeas ingurgitadas foram utilizadas para
realizagdo dos ensaios de PCR, sendo um individuo de Lu. (Psy.) davisi e Lu

(Via). furcata, dois de Lu (Nys.). antunesi, Lu.(Sci.) sordelli e Lu (Psy.). ayrozai,
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quatro Lu. (Nys.) flaviscutellata e Lu (Psy.). paraensis, 11 Lu. (Tri) longispina e

14 Lu. (Eva) infraspinosa.

Em todos os testes realizados foi possivel apenas a identificacdo de
alimentacdo no nivel de grupo, no caso de mamiferos (Figura 10). Das 41
amostras analisadas, 25 foram positivas para esse tipo de fonte de

alimentacao.

772 pb

Figura 10: Gel de agarose 1,5% corado pelo brometo de etidio, mostrando o
produto amplificado da reacdo de PCR do grupo mamiferos em amostras
coletada na ERMBe. 1Kb: peso molecular; 1-9: amostras positivas; 8: amostra

negativa; +: controle positivo; -: controle negativo.

Nas 25 amostras com resultados positivo para mamiferos, foram realizados
testes mais especificos para determinar o tipo de mamifero utilizado para o
repasto sanguineo, a constar, cachorro, rato, humano e gato. Porém os

resultados foram negativos.

As amostras negativas para sangue de mamiferos foram avaliadas para a
presenca de sangue de aves, porém os resultados também foram negativos
(Figura 11).
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Figura 11: Gel de agarose 1,5% corado pelo brometo de etidio, mostrando o
produto amplificado da reagéo de PCR do grupo aves em amostras coletada na

ERMBe. 1Kb: peso molecular; +: controle positivo; -: controle negativo; 1-13:
amostras negativas.

Os testes realizados para identificar até quanto tempo € possivel detectar a
presenca de DNA do hospedeiro no repasto sanguineo nas fémeas
ingurgitadas, demonstraram que até 24 h apds repasto sanguineo é possivel a
identificacdo a presenca de DNA da fonte alimentar (Figura 12). Em todas as
amostras com mais de 24 h (48h, 72h e 84h) ndo foi possivel detectar a
presenca de DNA do hospedeiro.

Figura 12: Gel de agarose 1,5% corado pelo brometo de etidio, mostrando o
produto amplificado da reagdo de PCR de diferentes intervalos de tempo em
amostras mosquitos alimentados em laboratorio com sangue de camundongos.
1Kb: peso molecular; +: controle positivo; -: controle negativo; 1-13: amostras
negativas.
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6. DISCUSSAO

A fauna de flebotomineos da area metropolitana de Belém tem sido
estudada desde a década de 40 (Damasceno et al.,1946), mas poucos dados
recentes referem-se a distribuicdo de espécies nos fragmentos florestais

remanescentes.

A &rea metropolitana de Belém é composta por 154 fragmentos florestais e
quatro parques urbanos com areas variando de 1 a 1.200 hectares (Ferreira et
al., 2012). Além disso, dados anteriores e recentes tém sido demonstrado que
alguns destes fragmentos podem ser sitios de desenvolvimento dos
flebotomineos (Ferreira et al., 2014). Nesse sentido, de 1940 a 2014, foram
realizados diversos estudos entomoldgicos em areas florestais de Belém e
arredores, como Utinga (Belém), Aurd (Ananindeua) e Pirelli (Marituba),
fornecendo informacdes relevantes sobre a composicdo e distribuicdo das
espécies de flebotomineos na regido metropolitana de Belém (Ferreira et al.,
2014)

A rigueza de espécies observada no fragmento florestal da ERMBe durante
0 presente estudo (24 espécies) esta de acordo com os resultados observados
em outros estudos realizados na regido metropolitana de Belém. Uma pesquisa
recente realizada em uma area de 19,1 hectares , no municipio de Ananindeua,
encontrou uma rigueza de 23 espécies (Lima, 2013), enquanto uma riqueza de
22 espécies foi obtida avaliando-se sete fragmentos florestais de diferentes

tamanhos na regido metropilitana de Belém (Ferreira et al., 2014).

A grande predominancia do género Lutzomyia sobre o género
Brumptomyia, encontrado neste trabalho, se assemelha a um estudo realizado
em um fragmento florestal do municipio de Ananindeua (Lima, 2013), em que
foi encontrada 24 espécies, das quais apenas duas eram do género

Brumptomyia.

Embora se reconheca que o estudo da sazonalidade s6 apresenta dados
confiveis e consistentes quando se tem uma investigacdo de, no minimo dois
anos consecutivos, para comparacao de resultados, diminuindo-se as margens

de erros proporcionadas por anos atipicos (Dias et al.,, 2007), este estudo
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trouxe informacdes importantes sobre a dinamica populacional das populacdes
da ERMBe ao longo de um ano. Foi observada uma frequéncia mensal
irregular da fauna de flebotomineos, sendo que a maior abundancia de
individuos se deu no periodo de estiagem. Estes dados diferem dos resultados
obtidos por Lima (2013) no municipio de Ananindeua e Jeraldo et al. (2012) em
Aracaju, onde a maioria dos espécimes foram capturados nos periodos em que

houve uma elevada precipitagéo.

Fatores climéaticos como temperatura, umidade e pluviosidade, influenciam
as populacdes de flebotomineo, dependendo da regido analisada. A
sazonalidade dos flebotomineos esta relacionada com padrdes de distribuicdo
de chuvas (Rutledge & Ellenwood, 1995). Barata et al., (2004) encontrou uma
relacdo significativa entre pluviosidade e umidade na dinamica destes insetos
em Porteirinha, Minas Gerais. No presente estudo ndo foi verificada uma
relacdo significativa da temperatura nem da umidade relativa do ar sobre a
riqueza de espécies e abundancia de individuos, no entanto estes insetos
foram comumente encontrados em altas densidades nos meses mais secos.
Resultados semelhantes tém sido observados em outros estudos (Zeledon et
al., 1984; Dias et al., 2007). Cabe ressaltar que a temperatura apresentou
pouca variacdo durante o periodo avaliado (apenas 2°C) o que pode ter
dificultado a deteccdo do efeito desta variavel sobre as populacbes de
flebotomineos.

Os indices de diversidade sdo importantes ferramentas para analisar as
populacdes de seres vivos. Embora haja discordancia a respeito de sua real
utilidade, é fato que geram dados qualitativos e quantitativos importantes para
a compreensdo do comportamento de espécies em relacdo a determidados
ambientes (Farias, 2014)

As maiores diversidades, estabelecidas pelos indices de SHANNON e de
Margalef ocorreram para meses do periodo de estiagem (julho e agosto,
respectivamente), sugerindo que o periodo em que ocorrem menos chuvas
proporcione mais abrigos, fontes de alimento e matéria organica para 0s

flebotomineos. Este conjunto de condicbes para a manutencdo da populacéo
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de flebotomineos foi demonstrado em outros trabalhos (Teodoro et al., 1993;
Galati, 2008; Moschin, 2010).

O indice de Simpson, no entanto, indicou que a maior diversidade ocorreu
no més de dezembro, que corresponde ao comeco do periodo chuvoso, tais
caracteristicas também foram encontradas nos trabalhos de Alencar (2007),
Macedo et al., (2008) e Saraiva et al., (2015).

Os flebotomineos sdo muito sensiveis a alteracdes de umidade, portanto
seus habitats caracterizam-se por possuirem pouca variacdo na temperatura e
umidade, pois, uma pequena variagcdo de um destes fatores nos microhabitats
altera a dinamica das populacbes destes insetos (Dias et al., 2007). A
avaliacdo da distribuicdo dos flebotomineos no gradiente vertical na area da
ERMBe encontrou um namero similar de espécies explorando o nivel do solo e
a copa das arvores (10m), porém a abundancia de individuos foi maior ao nivel
do solo. Resultados semelhantes foram relatados por Genaro et al., (1986) e
Dias- Lima et al., (2002) onde o maior nimero de individuos também ocorreu

em armadilhas colocadas abaixo de 10m de altura.

Estudos realizados na Reserva Ducke, na Amazonia Central (Arias &
Freitas, 1982) e em Roraima (Castellon et al.,, 1989) demonstraram que
espécies como Lu. (Psy.) ayrozai, Lu. (Psy.) davisi, Lu. (Psy.) paraensis, Lu.
(Tri.) trinidadensis e Lu. (Via.) tuberculata foram coletados em maiores alturas
(10m e 15m), sendo poucos representativos em armadilhas colocadas a 1m.
No fragmento estudado todas estas espécies também foram mais abundantes
ao nivel do solo. O padrao de captura das espécies Lu. (Eva.) monstruosa, Lu.
(Mic.) micropyga e Lu. lutziana na area estudada ocorreu exclusivamente no
solo, obedecendo ao relatado na literatura (Arias & Freitas, 1982, Castellon et
al., 1989).

A distribuicdo das espécies de flebotomineo ao longo do gradiente vertical
tem sido frequentemente relacionada com a busca de fonte de alimentagao
sanguinea. Espécies como Lu. (Eva.) infraspinosa, Lu. aragaoi e Lu.
Trichopyga, por exemplo, sdo citadas como fortemente rodentofilicas e muito
comuns em tocas de tatus (Ready et al., 1983). Este comportamento justificaria
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a captura dessas espécies em alturas de até 1 metro, tornando-se raras ou

ausentes em alturas acima de 10 metros.

A ocorréncia de flebotomineos na copa das arvores indica que algumas
espécies tém a capacidade de explorar a cobertura florestal (Moraes et al.,
2015). Estudos em que foi encontrada a ocorréncia concomitante, e
significativa, de machos e fémeas no dossel indicam que este ambiente pode
ser usado para acasalamento. As fémeas podem se mover para cima para se
alimentar de sangue de mamiferos que estdo presentes na copa (Nadkarni,
1994, Parker, 1995).

Fatores como presenca de abrigos, maior quantidade de animais para
alimentacéo, oportunidade de acasalamento e microhabitats estaveis poderiam
favorecer a presenca de maior abundéancia de flebotomineos no nivel de solo,
do que na copa das arvores (Arias & Freitas, 1982). O estudo de flebotomineos
acrodendrdfilos, ou seja, a tendéncia de algumas espécies de fleb6tomos
silvestres frequentarem a copa das arvores é de grande interesse pelo fato de
gue muitas doencas tém respaldo em ciclos enzooticos, das quais vertebrados
que habitam a copa das florestas participam como hospedeiros (Cantuéria,
2012).

A presenca de algumas espécies relacionadas a transmissdo de
leishmanioses em fragmentos de florestas cercados por areas urbanas pode
possibilitar a adaptacao destas espécies a ambientes antropizados (Lainson et
al., 1994). Quatro das espécies identificadas no fragmento da ERMBe sao
consideradas vetoras de leishmanioses (Lu. (Nys.) flaviscutellata, Lu. ayrozai,
Lu. (Psy.) paraensis e Lu. (Nys.) antunesi), sendo que foram coletados
exemplares de duas delas no peridomicilio de residéncias do entorno (Lu.
(Nys.) flaviscutellata e Lu. (Nys.) antunes). Estes dados sugerem a
necessidade de um monitoramento constante desta area para detectar um

possivel processo de urbanizacgéo.

Lutzomyia (Nys.) flaviscutellata é incriminada como vetor da Leishmania
(Leishmania) amazonensis (Ward, 1977) e tem sido coletada com infeccéo

natural no norte do Brasil (Lainson & Shaw 1968). Nao € considerada uma

espécie antropofilica, ocorrendo sempre em éareas florestadas (Souza et al.,
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2010 e Oliveira et al., 2011). As espécies Lu. (Psy) paraensis e Lu. (Psy.)
ayrozai sao provaveis vetoras de Leishmania (Viannia) naiffi agente causador
leishmaniose tegumentar (Rangel & Lainson. 2003). S&o espécies de
flebotomineos antropofilas, cuja distribuicdo geografica compreende o Brasil,
Guiana Francesa, Coldmbia e Panama. No estado do Para ja foram coletada
em mais de 10 localidades com isca humana, armadilha de luz e armadilha de
Shannon (Rangel & Lainson. 2003). Lutzomyia. (Nys.) antunesi € uma espécie
considerada altamente antropofilica, podendo ser capturada principalmente em
ocos de troncos de arvores, tocas de animais e peridomicilio das residéncias,
por meio de armadilhas luminosas CDC e eventualmente em armadilha de
Shannon (Ryan, 1986).

E o provavel vetor de Leishmania (Viannia) lindenbergi que é o mais novo
agente de LTA, descrito no Estado do Para (Silveira et al. 2002). Além disso,
em um trabalho realizado na llha do Maraj6, foram encontrados trés
exemplares de Lu. (Nys.) antunesi infectados por promastigota de Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi. Essa infec¢cdo € de particular interesse visto
que demonstra que o Ny. antunesi poderia ser um vetor secundario de

leishmaniose visceral (Ryan, 1984).

Embora o nimero de individuos capturados neste estudo no peridomicilio
tenha sido baixo isso sugere a possibilidade de adaptacdo a ambientes
antropicos, como tem sido relatado em outros estudos (Pardo et al., 2006;
Santamaria et al., 2006 e Trujillo et al., 2013).

Segundo Marzochi & Marzochi (1997) dois diferentes padrbes
epidemioldgicos de transmissdo de Leishmanioses ocorrem na regido
Amazoénica: silvestre-florestal — onde a doenca é uma zoonose de animais
silvestres, com ocorréncia de alguns casos humanos em areas de colonizacéo
recente devido a penetracdo do homem em ambiente silvestre; e silvestre-
periflorestal — onde a doenca é uma antropozoonose, que ocorre em areas de

ocupacao situadas dentro do raio de voo dos vetores silvestres.

Cada espécie de Leishmania apresenta um quadro ecologico associado,
com hospedeiros reservatorios, vetor e distribuicdo geografica propria. Esses

diferentes tipos de associacfes podem resultar num ciclo de transmisséo
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especifico, onde somente algumas espécies de flebotomineos sé&o

considerados importantes vetores.

Foi realizado o ensaio de PCR em 210 fémeas e todas com resultado
negativo para Leishmania. Esta taxa de infeccdo baixa ou ausente em
flebotomineos j& foi relatada por outros autores (Oliveira-Pereira et al., 2006;
Neitzke et al., 2008; Rocha et al., 2010). O numero relativamente baixo de
espécimes testados por PCR pode ter reduzido a probabilidade de encontrar
uma fémea positiva neste estudo, assim como observada por varios autores
em areas endémicas para leishmanioses (Barretto, 1943; Lainson et al., 1985;
Casanova et al., 1995; Galati et al.,, 1996). Como tal, esses resultados
negativos nao descartam a possibilidade de estar havendo circulacdo desses
protozoérios dentro da area estudada.

A andlise do conteudo intestinal de fémeas de flebotomineos, demonstrou
uma ampla utilizacdo de mamiferos para realizacdo do repasto sanguineo, nao
sendo possivel a identificacdo a nivel mais especifico, a cerca de que espécies
de mamiferos foi utilizado no repasto. Estudos demonstram que certas
espécies de flebotomineo mostravam maior afinidade alimentar por mamiferos
(suino, bovino, cédo, equino, homem ou roedores) ou aves (Paiva, 2009).
Contudo, Casanova (2001) verificou que esses insetos ajustam seu padrdo

alimentar a disponibilidade de hospedeiros.

Christensen et al (1980) ressalvaram que, apesar da afinidade desses
insetos por determinados hospedeiros, eles eram oportunistas, pois se
alimentavam do sangue de diversos tipos de mamiferos. Tesh et al (1972)
observaram, ainda, que esses insetos tiveram maior afinidade por roedores,
mas mostraram também maior amplitude de hospedeiros. Foi verificado ainda
que a variacdo do habito alimentar desses dipteros, provavelmente, refletia

diferencas na composicéo da fauna do local de coleta.

Cabe ressaltar que o fato de alguns testes ndo amplificarem nehuma
amostra de DNA isso nédo significa que o repasto sanguineo néo tenha sido
realizado nos especimes testados. Alguns fatores podem ter interferido nestas
analises, como, o fato das fémeas ficarem acondicionadas em Isopropanol por

um tempo elevado (> 3 meses), os flebotomineos terem realizados o repasto
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sanguineo em outra fonte alimentar ndo abordada no estudo, o vestigio de
sangue nao ter sido suficiente para a amplificagdo do DNA ou tempo em que a
fémea realizou o repasto sanguineo tenha excedido 24 horas.

Os resultados dos experimentos sobre a detec¢cdo de DNA apés diferentes
intervalos de tempo demonstraram a capacidade de deteccdo de DNA de
camundongo até 24 horas ap0s o repasto sanguineo. Outros estudos sobre a
identificagdo de sangue em flebotomineos utilizando o mesmo protocolo,
relataram uma capacidade de deteccdo do DNA do hospederio por 1 a 5 dias
(Abbasi et al., 2009; Garlapati et al., 2012; Haouas et al., 2007; Kent & Norris,
2005; Sant'Anna et al., 2008; Valinsky et al., 2014; Sales, 2015).

A devastacdo de grandes areas silvestres, e consequentemente a
fragmentacdo deste ambiente, induz a adaptacdo de insetos vetores a essa
nova realidade, com isso doengas s&o introduzidas nas periferias ou centros
urbanos, pois ocorre a aproximacao de vetores e hospedeiros do peridomicilio

em busca de fontes de alimentos (Sales, 2015).

A éarea no entorno da ERMBe apresenta caracteristicas totalmente
urbanas. Na maioria dos locais de coleta havia a presenca de caes e matéria
organica em decomposicdo. O acumulo de matéria organica no solo é
sabidamente um dos fatores que propiciam a formagcdo de ambiente favoravel
para a ocorréncia de flebotomineos, portanto a reorganizacdo e limpeza do
ambiente peridoméstico podem diminuir o risco de transmissdo de Leishmania
(Teodoro et al., 1995; de Souza et al., 2014). O cao doméstico é reconhecido
como o principal reservatério urbano de Leishmania infatum no Brasil e seu
papel como reservatorio de Le. brazileinsis precisa ser esclarecido (Gontijo &
Melo 2004; Marzochi & Marzochi 1994; Dantas-Torres, 2010).

No entanto, um dos locais de coleta em que houve a presenca de
flebotomineos no peridomicilio, ndo apresentava matéria organica em
decomposicdo, nem animais domeésticos, assim como no estudo realizado por
Saraiva (2015). E importante salientar que a captura de espécimes de
flebotomineos fora da area de mata nado significa que estes estejam se
reproduzindo fora do ambiente silvestre. Alteragcbes no micro-habitat das

espécies podem levar as mesmas a se dispersarem. Portanto, sdo necessarios
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novos estudos avaliando a reproducéo de flebotomineos no peridomicilio das
residéncias antes de se cogitar a ocorréncia de um processo de urbanizagcao

na area.

O conhecimento da fauna em area de preservagdo sob intensa influéncia
antropica, podera auxiliar no entendimento da relacdo entre as espécies e o
grau de preservacdo dessa area, e bem como auxiliar no conhecimento de
espécies que podem desempenhar papel efetivo na transmissdo de agentes
patogénicos ao homem e outros animais. Uma vez que para determinar
espécies de flebotomineos como vetoras de doencas, a densidade
populacional, a periodicidade, o ciclo circadiano e a atividade de picada ao
nivel do solo, estdo associadas principalmente com o grau de exposicdo
humana as espécies silvestres de flebétomos vetores de doencas. (Chaniotis
et al., 1971).

7. CONCLUSAO

Na area da ERMBe existe uma comunidade de flebotomineos bem
estabelecida, tendo sido identificadas 24 espécies, pertententes aos géneros

Lutzomyia e Brumptomyia;

A espécie predominante foi Lutzomyia (Tricopygomyia) longispina (32,16%),
seguida por Lutzomyia (Evandromyia) infraspinosa (21,72%), que

representaram 53,88% do total de flebotomineos capturados na area;

Foi observado uma abundancia mensal irregular da fauna de flebotomineos,
sendo que a maior porcentagem de flebotomineos capturados se deu no

periodo de estiagem;

O gradiente vertical analisado (1,5m e 10m) foi utilizado pela maioria das
espécies identificadas na area, sendo apenas trés espécies encontradas
exclusivamente na copa (Lu. (Tri.) trinidadensis, Lu. (Lu.) evangelistai e Lu.
pacae) e quatro espécies coletadas exclusivamente ao nivel do solo (Lu. (Eva.)

monstruosa, Lu. (Mic.) micropyga, Lu. aulari e Lu. lutziana);
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A avaliacdo da influéncia de variaveis climaticas na dinamica populacional de
flebotomineos da éarea de estudo demonstrou uma influéncia negativa
significativa da precipitacdo sobre a riqueza de espécies e da Umidade relativa

do ar sobre a abundancia;

Foram identificadas quatro espécies com importancia epidemiolégica na area
de estudo: Lu. (Nys.) flaviscutellata, Lu. (Psy.) ayrozai, Lu. (Psy.) paraensis e

Lu.. (Nys.) antunesi;

Ndo foram identificadas fémeas infectadas por Leishmania spp na area de
estudo. A grande maioria das fémeas ingurgitadas analisadas utilizaram
mamiferos como fonte de repasto sanguineo, no entanto ndo foi possivel a

identificacdo especifica;

Foram capturados espécimes de flebotomineos das espécies Lu. (Nys.)
flaviscutellata e Lu. (Nys.) antunesi. fora da area de mata, indicando a
necessidade de novos estudos avaliando a reproducdo de flebotomineos no
peridomicilio das residéncias. Estes dados sugerem a necessidade de um
monitoramento constante desta area para detectar um possivel processo de

urbanizacao.
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Anexo |

. Solucéo para maceracéao (Grinding Mix)

10X Grinding buffer (0,1 M Tris-HCL pH 7; 0,6 NaCl; 0,1 EDTA pH 8)
20X spermine/spermidine

10% Sucrose

Agua destilada

. Solucéo de SDS

2X SDS buffer (0,8 M Tris-HCL pH 9; 0,27 M EDTA)
10% Sucrose

10% SDS

Dietilpirocarbonato

. Solucédo TE pH 8,0
10 mM Tris HCL
1 mMEDTA

. Tampéao TAE
40 mM Tris-acetato
1 mM EDTA

64



